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I I N T R o D u e e I o N 

Aspectos Generales. 

El opio es uno de los narc?ticos que ha sido utilizado 

desde los tiempos de la Grecia precl~sica, ejerciendo en el 

hombre sus potentes acciones analgésicas y euforizantes. 

Su apl1caci6n médica llev? a que en el año de 1803 se 

aislara un alcaloide que constituía el principio activo del 

opio, denominándose a e~te compuesto morfina, el cual mostraba 

acciones farmacol6gicas, sobresaliendo de entre ellas su efec-

to para aliviar el dolor. Sin embargo, con el tiempo se'ob-

serv? que el uso constante de estos compuestos provocaba depen 

dencia física o adicci6n. No fue sino hasta la segunda mitad 

del siglo actual cuando se empezaron a esclarecer las acciones 

fisiológicas. del alcaloide. ( Snyder 1981 ). 

En un principio los investigadores se preguntaban por qu~ 

un compuesto extraído de una planta produc~a un efecto en el 

sistema nervioso animal. Se hicieron pruebas con morfina y 

formas análogas, en las cuales la configuración molecular era 

alterada, encontrándose efectos opuestos, iguales 6 nulos a 
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los provocados por el alcaloide, lo que permiti~ establecer 

que una configuración específica era una condicíónescencial pa . -
ra ejercer su acción. ( Rossier 1982 

En 1971 Gold¡:¡.tein y col. proponen que los narc6ticos opi~ . . ... 
ceos tienen un· extraordinario grado de estereoespecificidad. 

Mientras los compuestos levorrotatorios son farmacológicamente 

activos, los isómeros dextrorrotatorios no son ni agonistas, 

ni antagonistas, son totalmente inactivos, por lo tanto, estos 

resultados indicaban.la presencia de un receptor estereoespecí ..,.. 

fico. 

En 1973 Pert y Snyder demostraron en membranas neuron~le~, 

receptores· capaces de unirse a compuestos opi~ceos con un alto 

grado de especificidad. 

A la fecha se han descrito tres sistemas de opioides endg 

genos, en el sistema nervioso central. 

El primero derivó de las investigaciones de Hugh.es en 

1974, quién purific~ una sustancia de homogenados de cerebro 

de car.do, la cual pr.esentaba una actividad inhibitoria igual que 

la morfina, en los ensayos biol~gioos sobre la vasa deferente 

del ratón y el plexo mient~rico del cobayo, a los que se les 

induoián contracciones. Estos efectos fueron bloqueados por 

drogas antagonistas de la morfina, como naloxona, naltrexona y 

el Mr-1302. A la vez este autor coment? que esta sustancia se 



3 

comportaba como un péptido de oadena.c:-or.ta .de aproximadamente 

700 de peso molecular. 

Hughes y col. posteriormente, { 1975 ) determinaron que 
• la sustancia agonista de la actividad opi61de, eran dos penta-

p~ptidos cuya~ secuencias son: 

tir - gli - gli - f en - Met 

tir - gli - gli - fen - Leu 

( Metionina encefalina 

Leucina encefalina ) 

que varían s6lo en el amino&cido del carboxilo terminal. Es

tos autores nombraron a los dos p~ptidos encefal1nas. 

Al poco tiempo del descubrimiento de las encefalinas, se 

descr1b16 el segundo sistema opioide. Bradbury y col. ( 1976 ) 

encontraron un compuesto en la hip6fisis del porcino, que tam

bien presenta actividad opioide, haciendo notar que esta molé

cula corresponde al fragmento 61-91 de la ~ - lipotrofina 

( Li 1.964 ) y la nanbrat'On f3 - endorfina. Ling y col. ( 1976 ) 

determinaron las estru.turas de la alfa y gamma enforfina, ais

ladas del extracto hipotálamo-hipófisis del porcino, las cuale 

también mime'cizan la acción de la morfina. Estas moléculas 

correponden a los fragmentos 61-76 y 61-77 de la B - lipotrofi 

na ( p - LPH ), respectivamente. 

En 1979 Kanagawa y Matsuo describieron otro co~puesto 

opioide, un péptido aislado del hipotálamo del cerdo, al cual 

denominaron J.. - neo - endorfina. Al poco tiempo Goldstein y 
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col. ( 1979 } reportaron una molécula más con actividad morfo

mirnética, extraída de la pituitaria del cerdo, nombrándola d1-

norfina. Estos péptidos, constituyen el tercer sistema op1o1-

de. 

De los compuestos opióides, las encefalinas son las que 

presentan la más amplia distribuci~n dentro del sistema nerv12 . 
so central. Estos neuropéptidos se encuentran en el cerebro 

de todos los vertebrados ( Hughes y col. 1977, Yang 1 901. 1977 

y Miller y col. 1978 ), y su distribuci~n regional es paralela 

a la de los receptores opiáceos ( Kuhar y col. 1973 ). Las 

concentraciones más altas se encuentran a nivel de los ganglios 

basales y ei sis·tama l:!mbico; concentraciones 1ntermend1as en 

el t~lamo, cerebro medio y m~dula espinal; y bajas concentra

ciones en el hipocampo, corteza cerebral y cerebelo ( Hughes 

y col. 1977. Yang y col. 1977 y Miller y col. 1978 ). A nivel 

perif~rico se encuentran en altas concentraciones en la m6dula 

adrenal, almacen~ndose junto con las catecolaminas ( Viveros 

y col. 1980 ) . 

En lo que respecta a las alfa, beta y gamma endorfinaa, 

~stas se encuentran principalmente en los 16bulos anterior e . ' ' 

intermedio de la .hip6fisis, materia gris periacueductal y en 

el sistema límbico ( Blomm y col. 1977, Fratta y col. 1979 ). 

La o4 - neo - endorf'ina, se encuentra en altas concentra

ciones en el cuerpo estriado; disminuyendo su cantidad en el 
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cerebro medio, hipocampo e h1pot~lamo; y en bajas concentra

ciones en méciula, cerebelo, corteza cerebral y pituite.ria .• 

Giraud y col. 1983 ). 

La dinorfina.presenta sus mayores nive;I.es en m~dula y bu! 

bo raquideo, niveles medios en el hipot~lamo; y nivela bajos 

en cerebro medio, cerebelo, corteza, cuerpo estr~ado e hipocam_ 

po. ( G1raud y col. 1983 ). 

Actualmente se conocen los precursores de los tres· sis-

temas opioides hasta ahora descritos. 

En el caso de las encefalinas, Noda y col. ( 1982 ) y 

Gubler y col. ( 1982 
' .. 

caracterizaron un precursor prot~ico, 

aislado de la médula adrenal de bovino, que est~ constituido 

por 263 amino~c1dos y cuyo peso molecular es de 30 000 daltons. 

A esta molécula se le dio el nombre de proencefalina A y 

contiene 4 co.pias de met...;.encefalina y una copia de leu-encefa-

llna. Ademá'.s este precursor incluye otras. dos secuencias que 

tienen actividad opioide. Estas son un heptap~ptido { tir -

gli -. gli - fen - rnet - arg - fen ) y un octapéptido ( tir -

gli - gli. - fen - met - arg - gli - leu ), las cuales presen

tan la secuencia de la rnet- encefalina en la porc16n .amino te~ 

minal. 

Como se rnencion6 anteriormente, el sistema opioide que 

est~ constituido por las tres endorfinas deriva de la p - LPH, 
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sin embargo, Maina y col. en 1977 demostraron que la ~ - LPH 

estaba formando parte de una larga mol~cula precursora, que 

contiene además otros compuestos activos, como la hormona mel! 

notr~pica ( MSH) y la hormona adrenocorticot:r6pica ( ACTH ). 

Debido a esf1os hallazgos, a este precursor ·se le denomin6 pro

opio-melanocortina. 

En lo que se refiere a la biog~nesia del tercer sistema 

opioide ( ~ - neo - endorfina y dinorfina ), Kakidani y col. 

( 1982 ) han descrito el precursor, llamándolo proencefalina B 

o prodinorfina, el cual presenta además otros compuestos con 

actividad opioide como la ~ - neo - endorfina ( Minamino y 

col. 19Sl ) y la rimorfina Kilpatrick y col~ 1982 ). 
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Liberaci6n de Encefalinas. 

Para que una sustancia pueda ser catalogada como un su

puesto neurotransmisor, debe cumplir al menos ciertos crite-

riqs: Que dicho compuesto sea sintetizado en la neurona; que 

se encuentre localizado en la regi6n sinaptosomal; que se lib! 

re de la termiqal sin~ptica; que tenga acci~n sobre un receptor 

a nivel postsin~ptico y que sea degradado o removido para supr! 

mir su efecto ( Schwartz 1981 ). Las encefalinas cumplen con 

el conjunto de estas características. 

Como se mencion~ anteriormente, las encefalinas se sinte

tizan en la neurona partiendo de precursores que se generan a 

nivel ribosomal y cuentan con receptores estereoespec~f'1cos. 

La distribuci6n subcelular de las encefalinas ha sido est~ 

diada por varios autores ( Simantov y col. 1976, Osborne y col. 

1978a ), encontrándose que estos p~ptidos se localizan princi

palmente en la fracc16n sinaptosomal. 

Por otro lado, se ha reportado la liberac16n " in vitro " 

de las encefalinas end~genas de rebanadas de tejido cerebral 

y de sinaptosomas. Estas rebanadas cerebrales son una prepa-

raci6n, donde la organizaci~n morfol~gica es preservada. 

También se ha visto la liberaci6n 11 in vivo 11 de estos neuro

p~ptidos con la introducci~n de un sistema de canulac16n en 

areas específicas del cerebro. En estos estudios se ha indu~ 
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cido la 11bera.ci6n con agentes despolarizantes como potasio y 

veratridina. 

Henderson y col. ( 1978 ) con rebanadas del cuerpo estri~ 

do y cbn sinaptosomas de conejos y cobayos, reportaron la li

beraci6n de met - y leu - encefalin~. Iversen y col. ( 1978 ) 

y Bay6n y col. ( 1978 ) describieron la liberación 11 in vitro " 

de encefalinas del globus pall1dus de la rata. En otros tra

bajos, diversos autores ( Osborne y col. 1978b, Ritcher y col. 

1979, Sawynok y col. 1980, Oaborne y col. 1980, Linperberg y 

col. 1981 ) han analizado la liberación " in vitro 11 de ambas 

encefalinas en el cuerpo estriado de la rata. Con el sistema 

de canulaci6n 11 in vivo 11
, se han encontrado resultados simi

lares en el globus pa.llidua del gato ( Cesaelin y col. 1981 ) 

y en la misma estructura cerebral de la rata ( Bayón y col. 

1981 ). 

Todos estos trabajos han mostrado que la liberación de 

encefalinas es un proceso dependiente de calcio. Por lo tan-

to se asume que estos neurop~ptidos se comportan claramente 

como otros neurotransmisores del sistema nervioso central. 

Los datos que se tienen sobre la regulac16n de la 11bera

c16n de encefalinas, son de los trabajos de Osborne y col. 

( 1980 ), quien encontr6 que el único compuesto que regula 

inhibitoriamente la liberaci6n 11 in vitro " de Met - encefali

na en el cuerpo eat1•iado de la rata, es el ácido gamma amino 
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but!rico (GABA ), no observando efectos de otros neurotransmi-

sores y drogas. Por otra parte, Bourgoin y col. ( 1982 ) en 

experimentos 11 in vivo 11 en el globus pallidus del gato, repor

taron el mismo efecto inhibitoiro con el GABA,y una respuesta 

opuesta con su antagonista la bicuculina. ·En base a esto, los 

autores sugieren que este efecto es mediado por los receptores 

gaba~rglcos. 

En lo referente al catabolismo de las encefalinas, se han 

señalado a varias peptidasas que tienen un papel degradativo, 

sobre estos neuropéptidos en el sistema nervioso central. 

Los estudios iniciales señalaron que la principal vY,. ge 

degrad~ci~n en el cerebro, era por la remoci6n de la tirosina 

N-terminal por una aminopeptidasa ( Hambrock y col. 1976 .). 

Otros hallazgos demostraron que en realidad se trata de dos 

aminopeptidasas, una localizada en la fracción soluble y otra 

unida· a membrana ( Hersh 1982 ) . 

Estudios posteriores mostraron la existencia de una di

peptidil carboxipeptidasa ( encefalinasa ), presente en la 

fracción de membrana, la cual rompe a la molécula de encefali

na en la posición gli3 - fen4 ( Malfroy y col. 1978 ). La 

distribución de esta enzima, es paralela a la de las encefalinas 

y receptores opiáceos; lo cual sugiere que es específica y es

tá localizada selectivamente en las sinapsis encefalinérgicas 

( Malfroy y col. 1979 ). En el cerebro también se localiza 
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otra enzima, llamada enzima convertidora de angiotensina ( ACE ), 

(Yang y Neff 1980 ), que si bien rompe al mismo nivel que la en 

cefalinasa a los pentap~ptidos ( Erdos y col 1978 ), su distri

buci6n regional no está relacionada con las encefalinas, por lo 

que se ha pensado que no tiene un papel degradativo.específico . . . . 

( Swertz y col:. ·1979 ) . Por ~ltimo, Goronstein y Snyder en 

1979· obtuvieron una dipeptidil aminopeptidasa que da como re

sultado una ruptura de las encefalinas entre la un16n g112-s113, 

dándole el nombre de encefalinasa B. Sin embargo, estudios de 

estos mismos autores mostraron que la mayor actividad de esta 

enzima, está en la fracci~n soluble, por lo que ellos conclu

yen que no es claro el papel de esta peptidasa en la degradaci~n 

de encefalinas. 

Existen varias sustancias que inactivan a las enzimas que 

actuan sobre las encefalinas. 

Para las aminopeptidasas, se ha descrito a la puromicina 

como un inhibidor selectivo ( Patey y col. 1981 ) y otros poten 

tes inhibidores como la bestatina ( Barclay y col. 1978 ) y la 

bacitracina ( Traficante y col. 1980 ). La encefalinasa resul 

ta ser inactivada selectivamente por el tiorfan y el dipéptido 

fen-ala ( Patey y col. 1981 ), y en menor grado por la bacitr~ 

cina ( Benuck y Marks 1980 ). En el caso de la enzima ACE, 

se ha demostrado que el captotril es un potente inhibldor de 

ésta. ( Patey y col. 1981 ), Finalmente, hasta la fecha no 

se ha reportado inhibidores que tengan una acci6n sign1ficat1-

va sobre la encefalinasa B. 
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Encefalinas y Epilepsia. 

A partir del descubrimiento de las encefalinas en 1975, 

varios grupos de investigadores han desarrollado una inten~~ 

actividad para dilucidar cuál es. la particiáci6n de estos pép-. . . ' 

tidos opioides en el sistema nervioso central, particularmente 

en relaci6n a problemas clínicos tales como la analgesia, meca

nismos narc6ticos y epilepsia. 

La· epilepsia es una patolog~a cr~nica producida por l•s 

crisis cerebrales resultantes de la descarga hipersincr~nica d 

un grupo de neuronas ( Gastaut 1977 ). 

Varios estudios farmacol6gicos y bioquímicos han mostrado 

que las encefalinas pueden participar en los procesos·ep1lépt1-

coa. 

Urca y col. ( 1977 ) y Frenk y col. ·e 1978a ) encontraron 

que la inyecci6n intracerebro ventricular en la rata de la leu

encefal ina y la met-encefalina producen alteraciones ~pilepti

formes en el electroencefalograma, acompafiadas con alteracio-

nea conductuales como mioclonias contracciones musculares) 

y sacudidas musculares ( como de " perro mojado " ). Estos 

efectos fueron bloqueados por la previa administraci6n sisté-

mica del antagonista naloxona. Los mismos cambios fueron a 

su vez observados con microinyecciones de met-o leu-encefalina 

en el hipocampo ( Sprick y col. 1981 ), núcleo dorso medial del 
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tálamo ( Frenk y col. 197Bb ) , ce1•ebro anterior y núcleo cauda

do ( Neal y Keane 1978 ). Frenk y col. ( 197Bb ) indicaron 

que existen diferencias en la especificidad de respuesta a la 

inyecci6n de encefalinas, ya que la aplicaci6n ~e estos pépt1-

dos en la sustancia gris periacueductal prouucen analgesia y 

no epilepsia. 

Por otro lado, los estudios de Snead y Bearden ( 1980 ) 

mostraron que el efecto epiléptico de la leu-encefalina puede 

antagonizarse con el tratamiento de anticonvulsivantes para 

pequeño mal, siendo inefectivos los de gran mal. 

Con el uso de la morfina, se ha encontrado que ésta mod:lr 

fica las crisis generalizadas inducidas por varios modelos ex

perimentales de epilepsia, tales como el tratamiento con d~o

gas convulsivantes como el fluorotyl y el pentilenetetrazol 

( PTZ (Adler y col. 1976 ), estimulaciones eléctricas repe-

tidas en la amigdala del 16bulo temporal ( Kindling Eléctrico 

Amigúalino ) Frenk y col. 1979, Le Galle La Salle 1977 ) y 

aplicaciones de electro~hoques convulsivos ( Tortella y col. 

1981 ) . 

Algunos autores han descrito a la morfina como un agente 

epileptogénico, Mammino y Wolf ( 197 4 ) demostr•aron que este 

opiáceo disminuye el umbral convulsivo para el PTZ en el ra

t6n. Por otra parte, Me Guigan y Ross \ 191? ) observaron que 

la aplicaci6n de morfina potencia el efecto convulsivo de la e~ 

tricnina en la rana. Sin embargo, otros autores han encentra-
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do efectos antiepilépticos con la morfina. Frenk y col. 

( 1979 ) observaron que el opiáceo prolonga la depresi6n post

ictal * de las crisis generalizadas inducidas por el Kindling 

eléctrico amigdalino. Caldecott y col. ( 1982 ) reportaron 

que la inyección de morfina da como resultado una disminución 

en la severidad del comportamiento convulsivo producido por el 

mismo modelo e~perimental de epilepsia. Recientemente Urca y 

Frenk ( 1980) han sugerido que este agonista opiáceo puede 

actuar como un antiepiléptico antes de una crisis y como pro

epiléptico después de ésta. Ellos encontraron que el pretra

tamiento con morfina por vía sistémica retarda la aparición de 

las crisis inducidas por el PTZ, sin embargo, este efecto ent! 

convulsivante es seguido por un aumento de crisis repetidas en 

los mismos animales experimentales. 

Por otro lado, varios modelos experimentales de epilepsia 

modifican el contenido de encefalinas en el cerebro de la rata. 

Hong y col. ( 1979, 1980 l encontraron un incremento de 

Met-encefalina después de varios electrochoques convulsivos y 

con el tratamiento de fármacos convulsivantes como el ácido 

kaínico y la isoniazida. Con el Kindling eléctrico amigdali

no, Vindrola y col. ( 1981 ) reportaron un aumento en los nive

les de ambas encefalinas 24 horas después de crisis generaliz~ 

das repetidas. Estos efectos también se presentan en varias 

estructuras cerebrales, de ratas sometidas al Kindling farmac2 

• Post-ictal: Silencio electroencefalo~ico posterior a una crisis. 
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l~gico inducido por el tratamiento cr6nico con PTZ. ( Vindrola 

y col. 1983 ) • 

En trabajos recientes Vindrola y col. ( ·1984 ) mostraron 

que los niveles de la Met-encefalina, posteriores a las cr1~is 

repet'idas inducidas por el Kindllng con PTZ, se mantienen per-

manentemente altos. No así para los niveles de la leu-ence-

falina. 

Frenk y col. ( 1979 ) utilizando el Kindling amigdalina y 

Tortella y col. ( 1981 con electrochoques convulsivos han re-

portado que la morfina prolonga la depres16n post- .letal y la 

naloxona la reduce. En base a lo anterior, estos autores su-

gieren que los p~ptidos opioides pueden liberar.se durante la 

etapa ictal* de una crisis convulsiva para producir la depre

s16n post-ictal. 

En otros estudios Hong y col. (. 1981) han encontrado que 

la inyecci6n local de ácido kaínico en el .hipocampo, produce 

después de 6 horas una baja en los niveles de met-encefalina. 

Ellos sugieren que este efecto se puede deber a un aumento en 

la utilizaci6n del péptido. Vindrola y col. ( 1984 ) obtuvi~ 

ron resultados semejantes, cuando observaron una d1sm1nuc16n 

de la leu- y met-enpefalina en varias regiones del cerebro de 

la rata, una hora después de las convulsiones provocadas por 

el K1ndling con PTZ. 

• Ictal: Patr6n electroenceraiogranco que caracteriza Wla crisis ca1VUl-
siva. · · 



15 

El presente trabajo se plantea el objetivo de esclarecer 

si las encefalinas pueden liberarse durante una crisis convul-

si va. Para esto, se decidi6 estudiar la liberac6n " in vi-

tro " de la Met-encefalina, en las rebanadas del cuerpo estri!!_ 

do de las ratas sacrificadas durante la extens16n t6nicn•, de 

las crisis t6nico-cl6nicas•• generalizadas, inducidas por el 

Pentilenetetrazol ( PTZ ). 

Asimismo, se analiz6 el efecto de la perfusi6n " in vi

tro " del ácido gamma amino but~rico ( GABA ) sobre la libera-

ción de Met-encefalina. Este aminoácido actua como un neuro-

transmisor inhibitorio en las crisis epilépticas ( Tapia 1975 

y disminuye la liberación de encefalinas " in vivo " en el 

globus pallidus e · 11 in vitro " en el cuerpo estriado. 

* Extensi6n tón.1.ca: Contracción muscular sostenida. 
** T6nico-clónica: Canponentes de una crisis convulsiva. T6nico.- Contra.Q. 

ci6n rrn.tacular sostenida. Clónica.- SucesicSn de contrac
ción y relajación 111U8cular. 



II M A T E R I A L y M E T O D O S 

Se utilizaron ratas machos Long Evans con un peso pro-

medio de 200-250 g. Estas se mantuvieron en un cuarto con 

temperatura y luz controladas ( 23 ± 1º e y con 12 hrs. de 11~ 

minaci6n comenzando el ciclo a las 6:00 a.m. ). 

Disecc16n del cuerpo estriado y método general de perfus16n. 

Las ratas se sacrificaron por decap1taci6n entre las 10 . . 

y 12 hrs. a.m., se removieron los cerebros, los que se incuba

ron durante dos minutos en 15 ml de una soluc16n Krebs-Bicarbo-

nato Na Cl: 118 mM, KCl: 4.8 mM, CaC12 : 2.5 mM, KH2 P04: 

1.2 mM, Mg 804: 1.2 mM, Na HC03 : 25 mM y Glucosa 10 mM ), pH 

7.4, a 4° c. El cuerpo estriado de cada cerebro se d1sec6 s! 

guiendo el método de Glowinsky e !versen ( 1966 ) se pes6 en una 

balanza analítica ( Mettler ) y se mantuvo durante 15 minutos 

en 15 ml de soluc16n Krebs-Bicarbonato, a 4°C. Los cuerpos 

estriados de tres ratas se colocaron en un rebanador tipo Me 

Ilwain ( Brikmman ), donde se les practicaron cortes de 300).l. 

en dos direcciones perpendiculares. Las rebanadas resultantes 

se incubaron durante 15 minutos en 25 ml de Krebs-Bicarbonato 

saturado con una mezcla de 95% o2 y 5% co2, a 37º C. Estas 

se transfirieron a una c~mara de perfusi6n de pl~stioo, donde 

fueron perfundidas con medio Krebs-Bicarbonato saturado con 



.17 

95% o2 Y 5% C02, a 37º C, a una velocidad de flujo de 1 ml/ 

minuto, regulada por una bomba polistáltica ( Buchler ). 

uespu~s de un período de lavado de 15 minutos, las rebanadas 

se perfundieron durante 20 minut~s adicionales,antes de apli

carles el estímulo· despolarlzante con una alta concentraci6n de 

potasio. Para mantener la isotonicidad en el medio Krebs-B! 

carbonato con alto K+, el exceso de iones cloro s~ ccrnpens6 di~ 

yendo la molaridad del cloruro de sodio. 

Se utilizaron en cada experimento cuatro cámaras de per-

fusi6n, las cuales se perí'undieron s:tmultJ.áne.amente. 

En la figura 1 se esquematiza~el diseño experimental. 

Efecto de inhibidores enzimáticos sobre la liberaci6n ~ in 

vitro " de Met - encefalina. 

En este estudio se trabaJ? con rebanadas de cuerpo es

triado de ratas que no recibieron ningún tratamiento. Se 

probaron dos compuestos que inhiben la degradac16n de la Met

encefalina: Bacitracina ( 30 ug/ml ) y fenilalanina-alanina 

( 1 mM ), los cuales se agregaron al medio de perfusión 10 

minutos antes y durante el estímulo despolarizante. Con ambas 

sustancias se cuantific6 la liberación basal de met-encefalina 

y la inducida con 50 mM de K+ durante 5 minutos. Se recolec-

taron las muestras de perfusi6n cada 5 minutos en tubos de en-

sayo siliconizados, que contenían 0.5 ml de HCl lN. Estas se 
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incubaron ~ 92º C durante 15 minutos, se enfriaron en hielo y 

fuer.en almacenadas a -20° c. Por otro lado, al fi°nalizar la 

perfusi6n, las rebanadas de cada cámara, se transfirieron a un 

tubo de ensayo siliconizado con 4 ml de HCl 0.1 N y se preces~ 

ron a~ igual que las muestras de perfusi6n. 

Liberaci6n " in vitre " de Met-encefalina en el cuerpo es-

triado de animales tratados con PTZ. Efecto del ácido ganuna 

amino but:!rico GABA ) • 

En estos experimentos se cuantifio6 la liberaci6n de 

met-encefalina en rebanadas del cuerpo estriado, de dos grupos 

de animales: Ratas inyectadas por vía 1.p. con 100 mg/kg de 

PTZ, las cuales presentaron crisis t6nica-cl6nicas generaliza 
. . . -

das y se sacrificaron durante la extensi6n t6nica, y ratas in

yectadas con un volúmen equivalente al del grupo anterior, con 

soluci6n salina Controles ). 

Los estudios se realizaron aplicando un estímulo despola

rizante de 22 mM de K+ durante 10 minutos, utilizando el dip~~ 

tido fen-ala como inhibidor enzimático. Las muestras de per-

fusi6n se colectaron cada 10 minutos en tubos de ensayo silic~ 

nicados con 1 ml de HCl lN. Al término de las perfusiones las 

rebanadas se transfirieron a un tubo de ensayo siliconizado con 

4 ml de HCl. Ambos tipos de muestras se incubaron a 92º e d~ 

rante 15 minutos, se enfriaron en hielo y se almacenaron a 
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- 20º c. 

Para analizar el efecto d~l 'GABA, se trabaj6 bajo las 

condiciones experimentales antes mencionadas, perfundiendo el 

aminoácido 20 minutos antes del estímulo de~polarizante, a una . '. 
concentraci~n ·de 100 )&M. 

Por otro lado se cuantific6 la liberac16n de la encefali-

na en ausencia de calcio, en rebanadas del estriado de anima-

les controles. Para esto se suprimi~ del medio de perfusi6n 

al cloruro de calcio. 

Finalmente en un estudio paralelo, se cuantific6 la met-
' .. 

encefalina en el cuerpo estriado sin rebanar de animales trata 

dos con soluci6n salina y PTZ. 

Purificaci6n de Metionina - Encefalina. 

Los tejidos fueron hornogenizados ( Homogenizador Tho

mas ) y centrifugados a 50 000 x g, por 45 minutos a 4° C 

Centrífuga Beckman J-21C ). Los sobrenadantes resultantes 

y las muestras de perfusi6n se purificaron por cromatografía de 

adsorci6n, en columnas de Amberlita XAD-2 ( 8 x 0.7 cm. ) a una 

velocidad de flujo de 0.5 ml/min. Las muestras se aplicaron 

en las columnas, se lavaron con 20 ml de HCl O.lN seguidas de 

40 ml de agua bidestilada y finalmente se eluyeron con 20 ml de 
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metanol u~:oluto. El metanol se evapor6 con aire a sequedad 

en baño María y las muestras se resuspendieron en 1 o 2 ml de 

agua bidestilada, dependiendo si estas eran de perfusi6n o de 

tejido respectivamente. 

Cuantificaci6n de Met-Encefalina por radioinmunoaná'.lisis 
1 

RIA ) • 

Alicuotas de 0.1 ml de las muestras de tejido y 0.5 

ml de las de perfus16n se oxidaron con 1 umol de per6x1do de 

hidr6geno, durante 24 hrs. a temperatura ambiente. Se evapo-

raron a sequedad con aire y se resuspendieron en 1 y 0.5 de 

agua bidestilada respectivamente, 

El antisuero utilizado en este ensayo fue obtenido previ! 

mente en el laboratorio ( Vindrola y col. 1981 ), presentando 

las siguientes características: 100% de reactividad cruza-

da con Met-encefalina oxidada ( sulf?xido ), 0.3% con leu-en 

cefalina y menos de 0.01% .con met-encefalina-Arg6, leu-encef~ 

11na-Arg6, alfa, gamma y beta-endorfina. ( Ver Figura 2 

El antisuero ( dlluci6n - Anti - encefalina 1:2100 se 

1ncub6 con 5 000 cpm de [ 3H ] - Met-encefalina ( New England 

Nuclear ), y soluciones estándares o muestras experimentales, 

en buffer fosfato 0.1 M, pH 7,4 ( con 0.1% de gelatina, 0.02% 

de azida de sodio y 0.9% de Na Cl ), con un volúmen total de 
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o.6 ml. Despu~s de una incubaci6n de 24 horas a 4° e, la 

3tt-met-encefalina unida al anticuerpo fue separada de la 3tt

met-encefalina libre por precipitación·con carb6n activado 

suspensión en buffer al 1.5%, mezclado con Q.1% de dextran ). 

A cada una de las muestras, se les agregó 2·00 ul del carbón ac

tivado y se centrifugaron a 4 000 rpm durante 20 minutos, a 

Centr:!fuga Beckman J-21C ). Los sobrenadantes se pa-

saron a viales de vidrio, se les agreg6 l:!quido de conteo ( t2 

lueno, tritón X-100 y PPO ) y se contaron en un aparato de ceg 

telleo l:!quido ( Mod. LS-7500 Beckman ). Cada una de las 

muestras se trabajaron por triplicado y se expresan en ng/g de 

tejido, como la inmuno-reactividad de Metionina-encefalina • 

( IR-Met-Encefali.n~ ) . 

Para la comparación estad:!stica de los resultados se em

pleó el ensayo de la "t " de Student. 



DESCRIPCION DEL DISENO EXPERIMENTAL 

SIN TRATAMIENTO 

(Ensayo de inhibidoros 
enzlmotlcos) 

RATAS 

LONG - EVA NS (200-250 O) 

PTZ (IOOmg/Kg i.p. 

SOL. SALINA 

OISECCION DEL 

CUERPO ESTRIADO 

REBANADAS 
(300 }lm on dos direcciones 
an un angulo de 90° ) 

INCUBACION 
y 

LAVADO 

CAMARAS DE 

PER FUSION 

RECOLECCIOl'l 

DE MUESTRAS 

PTZ(IOOmg/Kg i.p.) 

S.OL. SALINA 

(Efecto de GABA In 
vitro) 

FIGURA 1.- Descripción del dieeílo experimental. 
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III R E S U L T A D O S 

Efecto de inhibidores enzim&ticos sobre la liberao16n ·11 in 
1 ¡ 

vi'tro· 11 de IR - Met - enoefalina. 

En estos estudios se decidió utilizar 50 mM de potasio, 

ya· que con esta concentraci6n se obtiene una liberaci6n nntxima 

de la met-encefalina ( Osborne 1980 ), y por lo tanto se puede 

observar qué inh1b1dor enzimático es m~s eficiente para evitar 

la degradación de la encefalina. 

En la Figura 3 se observa que la aplioaoi~n de un est~mu

lo despolarizante, con 50 mM de K+ durante 5 minutos en ausen 

cia de inhibidores enzimáticos, produjo un aumento de 6-8 ve

ces en la liberación de la IR-Met-encefalina. 

La bacitracina y la fenilalan1na-alan1na, al ser utiliza

das como inhibidores enzimáticos, no modificaron la liberao16n 

basal del pentap~ptido; sfn embargo, incrementaron su recupe

raci~n cuando se aplicó el est~mulo despolarizante ( baoitra

cina 12-14 veces, fen-ala 35-45 veces ). (Figura 3) 

La concentración de IR-Met-enoefalina residual en las r~ 

banadaa de cuerpo estriado, despu~s del proceso de perfusi~n, 

rué semejante en los experimentos realizados con inhibidores 

enzimáticos y sin ellos. ( Sin inhibidor: 358 ± 13 ng/g¡ 
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Bacitracina: 299 ± 2l·ng/g; Fen-ala: 362 ± 27 ng/g, 

±error estandar, número de experimentos a 8 ). 

Media 

Liberaci6n 11 ·in vitro 11 de IR - Met - enc'efalina en el 

cuerpo estriado de animales tratados con PTZ. Efecto de GABA. 

En esta serie de estudios se utilizó una concentración 

de 22 mM de K+ como estímulo despolarizante. Esto se debió a 

que diversos autores ( Arbilla y col. 1979· Osborne y col. 

1980 ) han demostrado que la condición óptima para analizar el 

efecto de drogas sobre la liberaci6n de neurotransmisores puta

tivos, es aquella en la que se utiliza una baja concentrabi~n 

del ióri. Además·con 22 mM de K+ se produce un aumento en la 

liberación de met-encefalina, que es coincidente con la s~nsi-

bilidad del método de cuantificación. 

En base a los resultados del experimento anterior, se ~t! 

lizó fen-ala como inhÚidor enzimático, ya que protege más 

efectivamente el catabolismo del pentapéptido. 

+ En la Figura 4 se observa que 22 mM de K produce un 

aumento de 3-4 veces en la liberaci6n de la IR-Met-encefalina. 

Este efecto fué completamente bloqueado cuando se eliminó el 

ión calcio del medio de perfusión. 

En las rebanadas de animales tratados con PTZ, la libera-

ción basal "fué semejante a la de los controles, sin embargo~ se 
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observ6 un aumento estadísticamente significativo ( 64% ) cuag 

do se estimul~ por 10 minutos con 22 mM de K+. (·Figura 4 ) 

En la tabla 1 se observa que los niveles de IR-Met-encef~ 

lina aumentaron significativamente tanto en las rebanadas como 

en el estriado completo de animales tratados con PTZ ( 46% y 

36% respectivamente ). 

Varios autores ( Osborne y col. 1980, Bourgoin y col. 

1982 ) han reportado que el OABA inhibe la 11beraci6n de Met-

encefalina 11 in vitro 11 e 11 in vivo 11 , en el cuerpo estriado 

de la rata y en el globua pall.idus del gato, respectivament.e. 

En la Figura 5 se muestra que el GABA ( lOO)lM) perfun

dido 20 minutos antes del est~mulo despolarizante, redujo sig

nificativamente ( 62.5% ) la liberaci6n de la IR-Met-encefali-

na en las rebanadas del cuerpo estriado de animales controles 

( Controles + GABA ), Este mismo efecto se observ6 en las re-

banadas de tejido de animales tratados con PTZ ( PTZ + GABA ) 

( 65 % ), aunque, los valores obtenidos fueron significativa

mente más altos que los observados en los controles ( Contra-

les + GABA ) . 

La perfusi6n con GABA no modific6 los niveles en las reba . -
nadas del cuerpo estriado de animales controles, sin embargo, 

el aumento observado en las rebanadas del estriado de animales 

tratados con PTZ se redujo a valores controles. Tabla 1 ) • 
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FIGURA 3.- Efecto de loa inhibidorea enzimáti'coa sobre la 

l~beraci6n de IR-Met-encefalina de las rebanadas 

del cuerpo estriado, expuestas a 50 mM de K+ por 

5 minutos. a) Sin inhibidor, b) 30 )lg/ml de 

Bacitracina y c) 1 mM de fen-ala. Las mues-

tras de perfusi6n se colectaron cada 5 minutos. 

Los valores se expresan en ng/g de tejido y repr~ 

sentan la media + error estandar. NIÍlnero de ex-

perimentos .. 8. 

FIGURA 4.- Liberaci6n de IR-Met-encefalina de las rebanadas 
. . + 

del cuerpo estriado, inducida por 22 mM de K por 

10 minutos y con 1 rnM de fen-ala como inhibidor 

enzimático .. a) Control, b) Control en ausencia 

de Ca++ y c) Ratas tratadas eón PTZ, sacrifica-

das durante la extensi6n t6nica. Las muestras 

de perfusi~n se colectaron cada 10 minutos. Los 

valores se expresan en ng/g de tejido y represen-

tan la media : error estandar. Número de experi-

mentos = 8. 

(*) Prueba de "t" de Student, p l.. 0.01 comparado 

con el valor control. 
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FIGURA 5. - Efecto de la perfusi6n " in vitro " con OABA sobre 

la liberaci6n de IR-Met-encefalina las rebana-

das del cuerpo estriado, inducida por 22 mM de K+ 

por 10 minutos y con 1 mM de fen-ala como inhib1~ 

dor enzimático. El aminoácido rué agregado 20 m1 
nu~os antes del estimulo con K+. a) GABA en gr~ 

pos controles y b) GABA en grupos tratados con 

PTZ. Las muestras de perfusi6n se colectaron 

cada 10 minutos. Los valores se expresan en ng/g 

+ de tejido y representan la media - error estand~r. 

( Número de experimentos 

(•) C•> (+) Prueba de "t" de Student. 

(1) p t.. 0.001 comparado con el grupo control. 

(•) p (. 0.001 comparado con el grupo PTZ. 

e+> p ( 0.01 comparado con el valor del grupo 

control + GABA. 
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IV D I S C U S I O N 

. Varios autores ( Henderson y col. 1978, !versen y col. 

1978,.osborne y col. 1978a, Bay6n y col. 1978, Ritcher y col. 

l979, Sawynok y col. 1980, Linderherg y col. 1981 ), han re

portado que la' liberaci6n de Met-encefalina aumenta en respue~ 

ta a una alta concentraci6n de potasio y este efecto depende 

++ de la presencia de Ca . Los resultados del presente traba-

+ jo muest1•an que 50 mM de K , durante 5 min. en presencia de 

fen-ala como inhibidor enzimático, aumenta de 35 a 45 veces la 

liberac16n basal de la met-encefalina en el cuerpo estriado de 

+ la rata 11 in vitre 11
• Cuando se estimul6 con 22 mM de K d,!! 

rante 10 min., el incremento en la 11berac16n fue de 3 a 4 ve

ces y este efecto se bloque6 al excluir el calcio del medio 

de perfus16n. 

Los resultados obtenidos con Bacitracina, durante la 11-

beraci6n inducida por 50 mM de K+, durante 5 min., fueron si

milares a los reportados por Osoorne y col. ( 1980 ). 

Ahora, comparando estos datos con los que se obtuvieron con 

fen-ala ( inhibidor selectivo de la encefalinasa ) se puede o~ 

servar que la cantidad recuperada .de la IR-Met-encefalina du

rante el período de estimulaci~n e& aproximadamente tres veces 

mayor con el dipéptido. 



No obstante cuando se hizo uso de 22 mM de K+, du~ante 

10 minutos, como estímulo despolarizante y fen-ala como 1nh1b1 

dor enzim~tico en las c~1aras controles, los resultados fueron 

semejantes a los obtenidos por Osborne y col. ~ 1980 ) con ba

citracina y 22 mM·de K+. 

Estos resultados est~n en conformidad con los hallazgos de 

Patey y col. ( 1981 ), quienes encontraron que la inactiv~ción 

de la encefalinasa ( pero no de las otras enzimas que hidroli

zan a las encefalinas ) da como resultado un incremento en la 

recuperación de la met-encefalina liberada por un agente despo-

larizante. La diferencia observada entre bacitracina ( 1nhi-· 

bidor de la aminopeptidasa y encefal!nasa ) y fen-ala en la 11 

berac16n durante ia expos!ci?n a 50 mM de K+, puede deberse a 

que 30.)1 g/ml del primer compuesto son insuficientes para inh1 

bir la activación de la encefalinasa que resulta de la despolª 

rización inducida por esta elevada concentración del ión. 

Diversos autores han sugerido que los péptidos opioides 

pueden liberarse durante la etapa letal de una crisis convul

siva, para provocar la depresión post-letal encefalográf!ca. 

Frenk y col. ( 1979 ) y Urca y col. ( 1980 ), han mostrado que 

la morfina prolonga la duración de la etapa post-ictal de las 

crisis convulsivas generalizadas, inducidas por el Kfndling 

amigdalina y la inyección de PTZ, respectivamente. Tortella 

y col. ( 1981 ) encontraron que la naloxona reduce la durac16n 
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de la depresi6n post-ictal resultante de un electrochoque' con-

vulsivo. Kelsey y col. ( 1982 >. han reportado que la estimu-

laci6n eléctrica masiva, con intervalos de 10 minutos, inhibe 

la aparic16n de las crisis convulsivas en el modelo epiléptico 

del kindling, producido por la estimulaci6n de la.amigdala y 

el globus pallidus. Este efecto fue bloqueado con la aplicá.-

ci6n de naloxona, por lo tanto, los autores sugieren que la d~ 

saparic16n de las crisis a causa de estimulaciones masivas 

puede deberse, al menos en una parte, a que las endorfinas se 

est~n liberando en las crisis iniciales, 

En este estudio se ha encontrado un incremento en la 11-

berac16n de la IR-Met-encefalina inducida por alto potasio, en 

las rebanadas de estriado de ratas sacrificadas durante la ex-

tensi6n t6nica, después de la inyecci6n con PTZ. Estos resu.!_ . . . 

tados sugieren también que las encefalinas pueden liberarse d~ 

rante la etapa ictal de una crisis convulsiva. 

Los niveles elevados de IR-Met-encefalina, tanto en las 

rebanadas como en los estriados completos de animales inyecta~ 

dos con PTZ, indican que el aumento del pentapéptido se produ

jo por las crisis generalizadas y no por la estlmulac16n con 

alto K+ " in vitro "· 

La perfusi6n de 100)1M de OABA no modific6 la liberaci6n 

basal, pero produjo en promedio (en controles y PTZ ) un de

cremento del 62,5% en la 11beraoi6n de IR-Met-encefalina ind~ 
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+ cida por alto K , Estos resultados reproducen los obtenidos 

por Osborne y col. ( 1980 ), quienes propusieron que el OABA 

actua como un modulador inhibitorio de la liberación de las en-

cefalinas en el cuerpo estriado. 

Se sabe que las crisis convulsivas debidas a la inyetci~n 

de PTZ producen la inhibición del sistema gaba~rgico ( Matthewa 

y Me Cafferty 1979 ). Por otro lado, la aplicación de bicucu-

lina ( antagonista de GABA ) aumenta la 11beraci6n " in vivo " 

de las encefalinas en el globus pallidus Bourgoin y col. 

19.82 ) • 

Los resultados obtenidos en este estudio muestran qu~ el 

OABA bloquea la liberaci?n de .la IR-Met~encefalina inducida 

por alto potasio en las rebanadas del estriado de animale~ tra-

tados con PTZ. Por lo tanto, se propone que el incremento ~n 

la liberación del pentapéptido durante una crisis epiléptica 

puede deberse a la inhibición del sistema gabaérgico. 

Asimismo se encontró que existe una diferencia significa-

tiva en la liberación de IR-Met-encefalina, después de la per

fusión de GABA, entre los grupos tratados con PTZ ( 8.80 + 

o.68 ng/g de tejido y los grupos controles ( 5.7 ~ o.40 ng/g 

de tejido ) . Esto sugiere que otros supuestos neuro~ransmis2 

res pueden modificar la liberación de las encefalinas en las 

crisis convulsivas. 

.-· 
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