N¢ 33

INFLUENCIA DE LA NALORFINA SOBRE EL METABOLISMO
DE LA MORFINA (*)

Influence of nalorphine on morphine metabolism.
ANa PeENNA-HERREROS, LUTSKE TAMPIER y JORGE MARDONES

Instituto de Farmacologia, Escuela de Medicina de la Universidad de Chile, Casilla 12967,
Santiago, Chile.

Recibido para su publicacién el 24 de Febrero de 1965.

RESUMEN

Se ha estudiado mediante un procedimiento semicuantitativo de sepa-
racion cromatografica, la normorfina formada durante la incubacién de mor-
fina, de nalorfina o de ambos alcaloides juntos en presencia de homogeneizados
de higado de ratas, asi como en el higado de ratas que han recibido estos alca-
loides por via intraperitoneal.

Los resultados mostraron que la cantidad de normorfina formada en pre-
sencia de ambos alcaloides fue significativamente superior a la que seria de
esperar segun los resultados obtenidos con cada alcaloide aisladamente, tanto
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en los experimentos de incubaciéon como los realizados en ratas.
La cantidad de nalorfina recuperada fue superior cuando se incubdé en
presencia de morfina y cuando se inyecté junto con morfina, que cuando se

incub6 o se inyecto sola.

INTRODUCCION

Es un hecho establecido que la morfi-
na sufre en el organismo un proceso de
desmetilacién que da lugar a normorfina.
March y Elliot (1) encontraron C*O, en
el aire espirado de ratas que habian reci-
bido morfina marcada en el metilo y Elliot
et al. (2) confirmaron estos resultados en
seres humanos. Axelrod (3) pudo aislar
normorfina en un incubado de morfina
en presencia de microsomas del higado
de rata. Penna et al. (4) observaron que
durante la incubaciéon de morfina en pre-
sencia de homogeneizados de higado y de
cerebro de ratas aparecian dos substancias
diferentes de la morfina separables me-
diante cromatografia en papel, que dan
reaccién positiva con ninhidrina y yodo-
platinato de potasio. Asimismo encontra-
ron substancias con las mismas caracte-
risticas de migraciéon cromatografica en
extractos de higado y de cerebro de ratas
que recibieron morfina por via subcuta-
nea. Una de estas substancias tiene las
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caracteristicas cromatograficas de la nor-
morfina (5). Misra, Mulé y Woods (6)
encontraron normorfina en la orina de
ratas que habian recibido morfina. Mil-
thers pudo reconocer normorfina en las
heces de ratas que habian recibido dosis
crecientes de morfina por via subcuta-
nea (7) y en el cerebro de ratas a las
cuales se habia administrado morfina por
via venosa (8).

El hecho de que la formacién de nor-
morfina a partir de morfina en prepara-
ciones de microsomas de higado sea con-
comitante con liberacion de formaldehi-
do, v la forma en que se desmetilan otras
drogas y hormonas ha hecho pensar (9,
10) que el mecanismo por el cual se for-
ma la normorfina comienza con la oxi-
daciéon del grupo amino terciario hasta
aminoxido, sigue con la formacion de un
derivado carbindlico, el cual por hidro-
lisis posterior da origen a la amina secun-
daria y a formaldehido. Sin embargo, es
posible que el metilo de la morfina sea
también intercambiable con otros meti-
los. En efecto, Rapoport (citado por Way
y Adler, 11), ha observado que la acti-
vida especifica de la morfina con C'* en
el metilo, que administrada a seres hu-
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manos se recuperé en la orina, corres-
pondia s6lo a un 92% de la actividad
especifica de la inyectada, lo que indica
que el 8% de las moléculas habia inter-
cambiado su metilo. Como no se dispo-
ne de una prueba cuantitativa que mues-
tre que el aldehido férmico liberado co-
rresponde exactamente a la cantidad de
morfina que se ha desmetilado, no es po-
sible excluir a priori la existencia de otra
via de desmetilacion.

Por otra parte, es un hecho demostrado
que la nalorfina es desalquilada en el or-
ganismo (8, 12, 14) dando lugar a nor-
morfina. El proceso metabdlico de este
fenémeno es desconocido y, segun lo que
nosotros sabemos ,no existe un modelo se-
mejante de desalilacion de otras substan-
cias que permita imaginar el mecanismo
probable de este proceso.

Ahora bien, Axelrod y Cochin (12) y
Elison et al. (13) han observado que si se
incuban en conjunto morfina y nalorfina,
la cantidad de formaldehido que aparece
durante el proceso de incubacion es signi-
ficativamente inferior a la que se produce
cuando la morfina se incuba sola en pre-
sencia del mismo sistema enzimatico. Esto
significa que la nalorfina produciria una
inhibicién de la desmetilacién oxidati-
va de la morfina, siempre que la veloci-
dad con que ésta se produce estuviera
traducida fielmente por la cantidad de al-
dehido formico liberada. Sin embargo,
March y Elliot (1) han encontrado que
si se incuba morfina marcada con C!¢
en el metilo, en presencia de cortes de
higado de ratas, no se observa diferen-
cia en la actividad recuperada en el CO,
en presencia o en ausencia de nalorfina.

Esta discrepancia nos ha movido a es-
tudiar la cantidad de normorfina que se
recupera en experimentos in vitro en que
se incuba morfina sola, nalorfina sola o
ambos alcaloides juntos, en presencia de
homogeneizados de higado, asi como a in-
vestigar la cantidad de normorfina que
se consigue recuperar del higado de ani-
males que han recibido uno de estos al-
caloides o ambos por via intraperitoneal.

MATERIAL Y METODO

Experimentos de incubacién

Los experimentos in vitro se realizaron
incubando homogeneizados de higado de
rata (diluidos con solucion de NaCl al

0,9% hasta 5 ml por gramo de higado)
en presencia de clorhidrato de morfina
{300 ug en 20 ml) o de nalorfina (300
pug en 20 ml) o de ambos alcaloides jun-
tos (cada uno de ellos en la misma con-
centracion). Para preparar los homoge-
neizados se utilizé6 un aparatoc de Potter
Elvehjem, manteniendo el tubo sumergi-
do en bafio de hiele fundente. Antes de
iniciar el experimento se burbujeé oxige-
no durante 2 minutos y los tubos fueron
cerrados herméticamente con tapa esme-
rilada. Cada muestra se dividiéo en 5 tu-
bos, cada uno de 20 ml de homogeneiza-
do, de los cuales 4 se incubaron en baino
a 37°C, con agitacién constante. El pri-
mer tubo fue testigo no incubado, y los
siguientes fueron retirados de la incuba-
cion a los 15, 30, 60 vy 120 minutos. El
tiempo que medi6é entre la puesta en con-
tacto del alcaloide con el homogeneiza-
do y la iniciacion de la incubacion fue
aproximadamente 5 minutos. La incuba-
cion se detuvo agregando 2 ml de acido
tricloroacético al 40% por cada 20 ml de
homogeneizado. El precipitado se separé
por centrifugacién y el liquido sobrena-
dante se traté con 20 ml de éter de pe-
tréleo, se agité durante 15 minutos en un
agitador mecanico de mufieca y se eli-
miné la fraccidén éter de petroleo. El resi-
duo acuoso se llevo a pH 9,6 con amonia-
co concentrado, y se extrajo en dos opor-
tunidades sucesivas con 15 ml de cloro-
formo-isopropanol en una proporcién de
3:1. En este extracto se encuentran la
morfina, la nalorfina y aproximadamente
las dos terceras partes de la normorfina
(15). Para extraer el resto de la normor-
fina se tratd el residuo acuoso con 15 ml
de una mezcla de alcohol isoamilico con
dicloroetano en la proporciéon 1:4. Los
extracto se evaporaron a sequedad en una
corriente de aire frio y los residuos se
tomaron con gotas del mismo solvente y
se colocaron en papel Whatman N° 1, en
dos puntos que recibian cada uno de ellos
la mitad del extracto. Como solvente pa-
ra correr la cromatografia se utilizd la
mezcla piridina-acetato de etilo-agua en
la proporcion 23:76:16,5 que, de acuerdo
con los resultados de Penna-Herreros (16),
separan bien morfina, nalorfina y nor-
morfina. Una vez terminada de correr la
cromatografia (alrededor de 6 horas), los
cromatogramas se dejaron secar hasta eli-
minar todo rastro de piridina. Se obser-
varon después a la luz ultravioleta; uno
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de ellos se reveld con yodoplatinato de
potasio que da reaccién azul con las ami-
nas secundarias y terciarias, v el otro con
ninhidrina al 0.5% en acetona aue da re-
accién positiva con las aminas primarias
y secundarias.

La determinacién semicuantitativa se
rracticO mediante un densitdmetro Ke-
lab ‘A-B tipo 3-KP-52. en las manchas
reveladas con vodovlatinato de potasio v
hechas transnarentes por sumersién en
aceite de parafina. Se empleé un filtro
color naranja. En cada caso se commward
la densidad de las manchas con los al-
c=loides corresnondientes a 5. 10. 20, 30.
40. 50. 100, 150. 200. 250. v 300 ue. en
cromatogramas paralelos, interoolando li-
realmente,

Exverimentos en ratas.

En los exnerimentos in vivo se utiliza-
ron ratas blancas machos adultas de la
enlonia del Instituto, que recibieron clor-
hidrato de morfina en dosis de 200 mo/kg
o clorhidrato de nalorfina en la mis-
ma dosis 0 ambas drogas juntas (cada una
en ‘oual dosis) por via intraperitoneal.
A lo< animales tratados con morfina »
nalorfina sola se les Ai6 muerte a los 15
0o a Jos 60 minutos. Algunas de las ratas
aue recibieron 1» asociacién de alealoides
murieron esnontaneamente. en estado con-
vilsivo. entre 15 v 35 minutos desnués
da la inveceion. Inmediatamente desniés
de muerto el animal se extraio el hicado
v se homogeneizd en la forma senalada
para los exverimentos de incubacién. I.a
extraccion de los alecaloides, 1a senaracién
cromatografica v la determinacién semi-
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cuantitativa se realizé6 en la forma antes
sefalada.

Las drogas utilizadas fueron del siguien-
te origen: Normorfina Hemimetanolato v
Nalorfina Clorhidrato. Merck Sharp and
Dohme, y Morfina Clorhidrato, May and
Baker.

RESULTADOS
1. Exverimentos de incubacidn.

Las cantidades de alcaloides originales
recunerados durante la incubacién en pre-
sencia de homogeneizados de higado. ana-
recen resumidas en la Tabla I. En ella
puede avreciarse que se recuperd en ge-
neral alrededor de 1/4 de la cantidad agre-
gada v que la proworcién recunerada no
se modifico significativamente durante la
inenbacidén, salvo los exverimentos con
ambos alcaloides, donde la nalorfina re-
runerada en el momento inicial fue nota-
hlemente mavor gue la recuperada en los
dictintos momentos de la incubacion.

En la Tabla II avarece la normorfina
encontrada en los distintos tiempos de
incubacidon nara cada experimento, exnre-
sada en norcentaje del alcaloide original
asreoado. En ella se observa aque la can-
tidad de normorfina aue se consiguié ex-
traer cnando se incubaron homogeneiza-
dos de higado en presencia de morfina fue
hastante escasa v varid entre el 0 v el
8% . v aue no se observd una modificacion
sionificativa durante la incubacidn.

Llama la atencién que en algunos ex-
verimentos se ha encontrado normorfina
antes de iniciarse la incubacién. pero con-
viene aclarar aue transcurren aproxima-
damente 5 minutos entre la agregacién

TaBrLa I

Porcentaje de alcaloides recuvmerados durante

la incubacion de morfina, nalorfina o ambas

en presencia de homogeneizados de hioado de rate (cada cifra representa la media aritmética
de 3 experimentos *+ su error tipico).

Alcaloide Alcaloide Tiempo de incubacién (minutos)
agregado recupera-

do 0 15 30 60 120
Morfina Morfina 35 = 7 28 + 4 39 + 9 35 + 6 32 = 7
Nalorfina Nalorfina 35 = 14 28 + 11 45 = 9 30 + 4 41 = 7
Morfina Morfina 22 =+ 1 35 + 4 28 = 7 40 = 8 37T + 0

+

Nalorfina Nalorfina 48 =+ 5 22 = 7 23 = 7 23 + 4 24 = 7
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TasrLa II

Normorfina obtenida durante la incubacién

de morfina, nalorfina o de ambos alcaloides

en presencia de homogeneizados de higado de

rata, en porcentaje del alcaloide o suma de
alcaloides agregados.

Tiempo de Exp. Morfina Nalorfina Morfina +
incubacion No Nalorfina
minutos
1

0 1 1 1 1

2 0 0 1

3 4 4 2

15 1 3 3 9

2 0 3 2

3 0 1 1

30 1 0 11 12

2 0 9 14

3 1 13 9

60 1 1 2 12

2 8 3 7

3 1 8 7

120 1 0 8 13

2 1 1 12

3 ¢ 2 7

de los alcaloides al homogeneizado y el
momento de iniciar la incubacién y que
durante este lapso el medio se encuentra
a una temperatura que corresponde a la
que se obtiene cuando el homogeneizado
de higado se extrae del barno de hielo.

Las cantidades de normorfina recupe-
radas durante la incubacién de nalorfi-
fina aparecen mayores que las recupera-
das en los experimentos en que se incubé
morfina, observandose una clspide alre-
dedor de los 30 minutos y una tendencia
posterior a disminuir.

La proporciéon de normorfina encontra-
da en los experimentos en gue se incu-
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baron homogeneizados de higado en pre-
sencia de morfina y nalorfina juntos, no
difirié en los primeros 30 minutos de la
gue se encontré en los experimentos en
gue se incubd nalorfina; pero hubo di-
ferencias entre los 60 y 120 minutos de
incubacién, pericdo en el cual la canti-
dad de normorfina encontrada en los in-
cubados de ambos alcaloides juntos se
mantuvo elevada, mientras que habia des-
cendido en los experimentos en que se in-
cubd s6lo nalorfina. El estudio de la sig-
nificacién de esta diferencia mediante la
prueba de la suma de los rangos de Wil-
coxon (17), que se empled teniendo en
cuenta que el procedimiento utilizado pa-
ra determinar la normorfina fue sélo se-
micuantitativo, mostré las cifras corres-
pondientes a la proporcion de normorfina
encontrada cuando se incubdé un solo al-
caloide, sea morfina o nalorfina, por una
parte, v las correspondientes a los expe-
rimentos con los dos alcaloides juntos,
vor la otra, ocuparon rangos significati-
vamente diferentes (2P<0,01).

2. Experimentos en ratas.

La proporciéon de los alcaloides admi-
nistrados a las ratas, que se obtuvo del
higado, aparece resumida en la Tabla III.
En ella puede apreciarse que la propor-
cién de morfina obtenida 15 minutos des-
pués de la inyeccidn, varié entre 9 v 38
por mil, mientras.que a los 60 minutos
fue inferior al 2 por mil. En el caso de
la nalorfina sucedi6o algo semejante, aun
cuando en 2 casos en que el animal fue
muerto a los 15 minutos no se obtuvo na-
lorfina y la proporcion que se recuperd
en los experimentos en que se dié muerte

TaprLa III

Alecaloides enconirados en el higado de ratas que recibieron morfina, nalorfing o ambas, por
via intraperitoneal en diversos lapsos después de la inyeccién (en ug por mg administrado).

Alcaloide Alcaloide Muerte provocada Muerte espontanea *

adminis- recupera- Numero A los Numero A los 15 20 35

trado do de casos 15 min. decasos 60 min. min. min. min.
(margen) (margen)

Morfina Morfina 4 9 — 38 3 0,1 — 1,6

Nalorfina Nalorfina 4 0 — 3 0 — 0,1

Nalorfina [ Nalorfina 3 0 — 20 19 8

_+_
Morfina 1\ Morfina 3 0 — 4 30 40 19

* Mueren espontaneamente en convulsiones en los tiempos que se indican,
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al animal a los 60 minutos fue despre-
ciable.

Cuando se administré simultdneamente
morfina y nalorfina por via intraperito-
neal y las ratas se sacrificaron 15 minu-
tos después, la proporciéon de morfina y
de nalorfina recuperada no difirié de la
cbtenida cuando se inyecté un solo alca-
loide. Tampoco en las ratas que murieron
en medio de convulsiones 15, 20 6 35 mi-
nutos después de la inyeccidn, la propor-
cién- de morfina recuperada difirio de la
obtenida cuando se administré morfina
sola, mientras que la de morfina obtenida
fue claramente mayor. La aplicacion de la
prueba de suma de rangos de Wilcoxon
en la forma antes sefialada mostré que
el valor de 2P en la comparacién de mor-
fina recuperada de ratas que recibieron
oste alcaloide solo o con nalorfina, fue
> 0,1 v el correspondiente a la nalorfina
recuperada de las ratas que la recibieron
sola o acompanada de morfina fue < 0,1.

En la Tabla IV, aparecen las proporcio-
nes de alcaloides administradas que se
encontraron como normorfina en el higa-
do. En ella puede apreciarse que cuando
se administré morfina o nalorfina solas,
la proporcion recuperada como normorfi-
na correspondié a menos de 2 ug por cada

TaBrLa IV

Normorfina ercontrada en el higado de ratas
que han recibido morfina, nalorfina o ambos
alcaloides por via intraperitoneal, en diversos
lapsos después de la inyeccién (en ug por mg
de alcaloide o suma de alcaloides administra-
dos). Cada cifra corresponde a un experimen-

to diferente.

Morfina Nalorfilna Morfina
+
Nalorfina
Muerte provocada
a los 15 minutos 0,05 0,05 0,4
0,05 0,8 1,0
0,07 1,0 1,3
1,00 1,2 —
a los 60 minutos 0,05 0,2 —
0,05 0,5 —
0,8 0,7 —
Muerte espontanea *
a los 15 minutos —_ — 2,0
a los 20 minutos — —_— 3,3
a los 35 minutos — — 3,2

*  Mueren espontdneamente en convulsiones.

mg de alcaloide inyectado, sin gue se ob-
servaran diferencias significativas entre
los grupos a los cuales se dié muerte 15 6
60 minutos después de la inyeccidn. La
proporcién recuperada como normorfina
en los casos en que se administraron mor-
fina y nalorfina juntos, fue superior a la
correspondiente a los experimentos en que
se administré uno solo de estos alcaloides.
La prueba de la suma-de los rangos de
Wilcoxon mostré que esta diferencia es
significativa con 2P<0,1.

DISCUSION

Los resultados representan una confir-
macién de que se forma normorfina a
partir de morfina y de nalorfina tantc en
la rata entera como en experimentos de
incubacion de homogeneizados de higado
en presencia de estos alcaloides. En este
sentido nuestros resultados difieren algo
de los observados por March y Elliot (1)
guienes no encontraron C'*Q, cuando in-
cubaron morfina marcada con C'* en el
metilo en presencia de homogeneizados
de higado, pero si la encontraron cuando
esta incubacion se hacia en presencia de
cortes de este Organo. Es posible que la
diferencia entre nuestros resultados y los
de March y Elliot se deba a que los ho-
megeneizados de higado no son capaces
de llevar €l HCHO hasta CO., lo que es-
taria de acuerdo con la observacion de
Axelrod y Cochin (12) quienes consiguie-
ron detener la reaccidon al estado de for-
maldehido, incubando morfina en presen-
cia de microsomas de higado.

Nuestros resultados confirman también
que el higado es capaz de desalguilar la
nalorfina. La observacién de Johannesson
y Milthers (18) de que se encontré ma-
vor cantidad de normorfina en el cerebro
de ratas que recibieron simultaneamente
dosis altas de nalorfina y de morfina que
cuando se administraron los mismos al-
caloides aisladamente, es concordante con
nuestros resultados obtenidos tanto en los
experimentos de incubacién, como en los
extractos de higado de ratas que habian
recibido estos alcaloides por via intrape-
ritoneal. La mayor proporcién recupera-
da ccmo normorfina en este caso podria
ser explicada si se acepta que los siste-
mas enzimaticos de desalquilacién de uno
v de otro alcaloide son diferentes y que,
por otra parte, morfina y nalorfina com-
piten por un receptor coman. En estas
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circunstancias seria de esperar que estan-
do ambos alcaloides juntos, la cantidad
disponible de cada uno de ellos para los
sistemas de desalquilaciéon seria mayor.
En favor de esta idea puede aducirse el
hecho de que la recuperacion de la nalor-
fina por los métodos de extraccion que
nosotros hemos utilizado fue mayor en el
higado de las ratas que habian recibido
nalorfina y morfina que en aquellas que
recibieron nalorfina en cantidades equiva-
lentes. Estos resultados concuerdan con lo
observado por Johannesson y Milthers
(18) y por Johannesson (19) en el cere-
bro de ratas.

No puede eliminarse a priori la posi-
bilidad de que la presencia de morfina
inhiba las etapas siguientes del metabo-
lismo de la normorfina v, por consiguien-
te, la cantidad acumulada para una misma
velocidad de formacién fuera mayor. En
este sentido hablaria el hecho de que la
concentracion de normorfina que se en-
contréo a los 120 minutos de incubacién
fue significativamente mas alta cuando se
incubd en presencia de morfina v nalorfi-
na gque cuando estaba presente s6lo mor-
fina o nalorfina.

Conviene sefialar que nuestros experi-
mentos no nos permiten saber si la ma-
yor cantidad de normorfina formada en
presencia de ambos alcaloides proviene
del aumento de la formacion a partir de
unc o de otro o de ambos.

Es evidente que todas estas considera-
ciones son validas en cuanto aceptemos
que es realmente normorfina la substan-
cia que tiene el mismo Rf que ella en el
solvente utilizado y da reaccién positiva
con yodoplatinato y con ninhidrina.

Es dificil conciliar nuestros resultados
con la observacién de Axelrod (12) vy de
Elison (13) que la presencia de nalorfina
inhibe la formacién de formaldehido a
partir de la morfina, si se tiene en cuenta
que el sistema enzimatico que desalquila
a la nalorfina se encuentra también en
esa preparacion. Sin embargo, estos resul-
tados aparecerian concordantes si se acep-
tara que la normorfina formada en las cir-
cunstancias de nuestros experimentos pro-
viene fundamentalmente de la nalorfina
y que el efecto de la morfina en este pro-
ceso seria el de inhibir alguna etapa me-
tabolica de la normorfina.
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SUMMARY

The amount of normorphine appearing
during the incubation of morphine, nalor-
phine, or both alkaloids, in the presence
of rat liver homogenates, was studied.

Normorphine was estimated by a semj-
quantitative method as follows: extraction
with chloroform : isopropyl alcohol (3:1)
pH 9.6 and ethylene dichloride : isoamyl
alcohol (1:4) pH 9.6. Chromatographic
separation in Whatman paper N° 1 with
pyridine : ethyl acetate : water (23:7_6:
16.5; development by spraying potds-
sium iodoplatinate and densitometric read-
ing of the spots. Normorphine was iden-
tified by the Rf 0.60 and the positive reat-
tion with iodoplatinate and ninhydrih.
Morphine and nalorphine spots (Rf 0.74
and 0.86 resp.) were estimated also den-
sitometrically in the same chromatogramnis.

Since the method employed for the as-
timation of the alkaloids was only semi-
quantitative, the statistical analysis of the
results was performed by the Wilcoxon’s
ranking sum test.

The experiments showed that normor-
phine resulting during the incubation of
morphine and nalorphine together, after
60 and 120 minutes, was significantly
higher (2P<0.01) than the expected for
each single alkaloid (Table II).

No significant changes in the recovér-
ing of morphine or nalorphine during in-
cubation, were observed (Table I).

In other experimental series the amount
of normorphine obtained from the liver of
rats receiving morphine, nalorphine or
both alkaloids, was estimated 15 to 60 mi-
nutes after the injection. The same method
was employed for the estimation of al-
kaloids. The amount of normorphine found
in the liver was significantly higher
(2<0.01) when both alkaloids were
administered together, than the expected
for each single alkaloid (Table IV).

The amounts of recovered morphine and
nalorphine decreased with the time elap-
sed between the injection and the extrac-
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tion of the liver. The proportion of nalor-
phine was higher (2P<0.1) when both al-
kaloids were administered together than
when only nalorphine was injected.
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