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l. INTRODUCCION 

a) Encefalinas 

El opio es un exudado lechoso proveniente de las 

c&psulas de ld amapola Papaver somniferum. Este poderoso nar­

c6tico ha sido utilizado por el hombre desde tiempos remotos 

debido a sus efcct•Jc; analgésicos y el!fori::antcs. 

En el afio de 1806 el farmacéutico alemán Friedrich 

SertUrner aisl6 un principio activo al cual dcnomin6 morfina 

en alusi6n a Norfco, dios griego del suefio. Poco tiempo des­

pués pudo estaliJeccrse que este alcaloide era el responsable 

de los efectos más notables del opio y por lo tanto mucho mfis 

efectivo que otro~, extractos crudos <le la adormidera, por lo 

cual el uso de la morfina comen:6 a extenderse. 

Sin embargo, pronto pudo reconocerse que es te compues­

to provocaba ta~1i6n efectos indeseables como la dependencia 

física o adicción; pero no fue sir.o hasta la mitad de nuestro 

siglo cuando comenzaron a ser esclarecidas las acciones fisio­

lógicas del alcaloide (1). 

En principio se observ6 que la morfina, al igual que 

las hormonas y los neurotrasmisores, producia efectos altamen­

te selectivos a concentraciones rnuy bajas. Este tipo de com­

portamiento permitia suponer que la acci6n era ejercida con 

la participación <le receptores específicos, los cuales consis­

ten en moléculas grandes que se hallan localizadas en la super-



ficie externa de las células de los órganos destinatarios 

( 2) • 
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En el caso de los opiáceos existen diversas pruebas 

que apoyan el concepto de receptor: 

- Todos los opificeos activos en la producción de analgesia, 

presentan scmejan:as básicas en su estructura moll CLdar. L.1 

mayod.a de ellos ofrecen una estructura rígida en "T" con 

dos superficies anchas hidrófobas que forman un 5ngulo rec­

to entre sí, un gTupo hidroxilo capaz <le formar enlaces d,· 

hidrógeno y un 1tamo de nitr6gcno con carga positiva, que 

puede formar un e~lacc i6nico. Esta estructura sugiere en­

laces no cava.lentes con un receptor quínic:imentc complemen­

tario (figura I}. 

- La mayoría de los opiftceos existen en for~a de dos isómeros 

6pticos, molécul::is idénticas en cuanto a su composición 

quimica pero que son imfigenes especulares una de otra y ca­

paces de girar eJ plano de la luz poluri:ada en diferentes 

direcciones. En general, tan sólo el isómero levorrotatorio 

puede ejercer L1s acciones asociadas a los compuestos opi§­

ceos. Esta estereoespecificidad tanilii6n apoya el modelo de 

un receptor alt2~cntc especifico. 

- Se ha observado GUC modificaciones moleculares ligeras de 

los opilccos sen capaces de transformar a un activador en un 

inhibidor, es dccír,cn sust:rncias que bloquean en fonna es­

pecífica las acciones analgésica y cufori ::ante de los activa-
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FIGURA I. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS OPIACEOS 

MORFINA, NALOXONA Y METADONA. 
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dores, siendo su acción sumamente rápida, lo cual sugiere 

la posibilidad de la existencia de un receptor en común, en 

el que los inhibidores actuarían bloqueando el acceso a los 

activadores (1). 

Por todas estas acciones hacia tiempo que los farma­

c6logos suponian que existian receptores específicos de opiá­

ceos en el cerebro y posibltmente en otros tejidos. Sin em­

barg~ esta idea perd[a solidez porque no existen alcaloides 

del opio en el tejido nervioso ni en ningún otro tejido de 

los animales de experimentación, debido a lo cual la pregun­

ta que inmediatamente surgía era ¿Qué significado evolutivo 

podía tener la existencia de receptores específicos en el sis­

tema nervioso animal para un compuesto extraído de una planta? 

( 3) • 

La posibilidad de que los opiáceos pudieran unirse 

a receptores de otros compuestos ya había sido estudiada, ex­

perimentando los efectos de l.a morfina sobre receptores de 

hormonas y neurotrasmisores entonces conocidos, encontrándose 

que estos efectos, cuando aparecia.n, eran siempre indirectos 

y no explicaban la acci6n de los opiáceos (2). 

En 1973, Snyder y Pert (4), trabajando con membra­

nas neuronales, demostraron la presencia de receptores capa­

ces de unirse a cou1puestos opHiceos con un alto grado de es­

pecificidad. Confirmada la existencia del receptor capaz de 

reconocer a la morfina y a otros compuestos an~logos, y en la 
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seguridad de la inexistencia de estos alcaloides en los orga­

nismos estudiados, se vio la necesidad de buscar una sustancia 

parecida que si estuviera presente de manera natural, es de­

cir,una "morfina endógena" de naturaleza desconocida. 

Dos años después, llugues y Kostcrlitz (1975) (5) 

reportaron la purificaci6n, identificaci6n y síntesis de dos 

pentap6ptidos aislados de cerebro que reproducían las accio­

nes de la morfina en ensayos biológicos y formaban fuertes 

uniones con los receptores opiftceos. Estos compuestos fueron 

denominados cnccfalinas (de). griego: "en la cabeza") y pre­

sentan entre sí una configuración molecular muy semejante, 

difiriendo solamente en un amino5cido: 

NH 2- Tir-Gli-Gli-Fen-Mct-COOll 

NH 2- Tir-Gl i-Gl i-Fcn- Leu-COOll 

Poco tiempo después del descubrimiento de las en­

cefalinas fue descrito un segundo sistema opioide. Bradbury 

y col. (1976) (6) aislar. un compuesto en la hipófisis del por­

cino que presentaba actividad opioide, siendo su mol~cula un 

fragmento de la beta-Lipotrofina (LPH) (7) correspondiente a 

los aminoicidos 61-90. 

Este compuesto fue llamado beta-endorfina. Poste­

riormente Ling y <.:ol. (8) determinaron la estru;::tura de otros 

dos compuestos del mismo grupo, aislados del extracto hip6fi­

sis-hipotálamo del porcino, que también ejercían efectos simi­

lares a los de la morfina. Estos compuestos fueron denomina-
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dos alfa y gamma endorfina y correspondieron a los fragmentos 

61-?6 y 61-77 de la B-Lipotrofina respectivamente. 

U:i tercer sistema opioide fuP descrito posteriormen­

te al ser aislado en 1979 por Kangawa y col. (9) el péptido 

alfa-neoendorfina y por Goldstein y col. (1979) (JO) el p6pti­

do Dinorfina. 

Paralelamente al descubrimiento de estos sistemas 

end6genos, se avanzaba en el estudio de su participaci6n en 

distintos procesos fisiol6gicos. 

Al confirmarse la existencia del ligando end6geno 

y su receptor específico, se pens6 que estas sustancias podrfan 

desempefiar el papel de neurotrasmisores. Un neurotrasmisor es 

una sustancia química liberada por terminales nerviosos que 

modula la producci6n de impulsos en otras c6lulas nerviosas. 

Este tipo de compuestos para ser considerados como tales de­

ben reunir las siguientes características: 

a) Ser sintetizados en la neurona. 

b) Estar presentes en la terminal presináptica y ser liberados 

en cantidades suficientes para ejercer su acción en la neu­

rona afectada u órgano efector. 

e) Ser liberados en presencia de un estimulo despolarizante. 

d) Cuando son aplicados ex6genamente en concentraciones ade­

cuadas, su acci6n debe ser similar a la del trasmisor libe­

rado en<lógenamente. 

e) Debe existir un mecanismo de recaptura o degradación de la 
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sustancia neurotrasmisora en el espacio sinúptico (ll). 

En particular las encefalinas, cumplen con el conjun-­

to de las características antes mencionadas, por lo cual han 

sido consideradas como neurotrasmisorcs de sistemas neuronales 

específicos localizados en el cerebro, los cuales participan 

en la integraci6n de la informaci6n sensorial relacionada con 

el dolor así como en el comportamiento emocional (3). 

Por otra parte, de los compuestos opioides que han 

sido descritos, las cnccfalinas son los que presentan la mds 

amplia distrihuci6n dentro del sistema nervioso central, en­

contrándose en el cerebro de los vertebrados y con una distri­

bución concordante con la de los receptores opi6ceos (12). 

b) Biosíntesis 

En 1975,Hugues y col. (5) reportaron que la secuen­

cia de aminoácidos de la met-encefalina- aunque no la de leu­

encefalina- se encontraba formando parte de un pfiptido ya co­

nocido, la B-Lipotrofina (en su fragmento 61-65). A su vez, 

ya se sabía que P.sta hormona contenía la secuencia completa 

de la hormona beta-melanotrofina (B-MSH) (7). 

Poco después, Bradbury y col. (6) al estudiar el 

fragmento 61-90 de la B-LPH, informaron que este pfiptido tenia 

actividad analgésica y afinidad por los receptores opioides. 

Este compuesto, que fue llamado bcta-endorfina, se interpret6 

entonces como un posible precursor de la met-encefalina. 
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Posteriormente Ling y col. (1975) (8) aislaron a la 

alfa-endorfina y a la gamma-endorfina (fragmentos 61-76 y 61-77) 

de la B-LPH), demostrando a su vez que ambos neuropéptidos 

presentaban actividad morfornirn6tica y contenían en su extremo 

inicial a la met-enccfalina. 

En 1977, Mains y col. (13) encontraon que la secuen­

cia de la B-LPll así como la de la hormona a<lrenocorticotr6fi-

ca (ACTll) y la de la MSll aparecían a su vez en una. misma pro­

teína de aproximadamente 31~00 daltones de peso molecular, deno­

minando al nuevo precursor hallado como Pro-opio-melanocorti-

na. 

Sin embargo, la idea de que las encefalinas podían 

producirse a partir de las entlorfinas entró en contradicción 

con los hallazgos de Bloom y col. (1977) (14) quienes encon­

traron que las encefalinas y las entlorfinas se hallaban loca­

lizadas en poblaciones neuronales diferentes. 

Para fines de 1979, se develó la existencia de otros 

dos posibles precursores para la met-encefalina, aislados 

de médula ad renal por Stern y col. ( 15): e 1 péptido tríptico 

adrenal (Tir-Gli-Gli-Fen-Met-Lis) y el heptap~ptido adrenal 

(Tir-Gli-Gli-Fen-Me t-J\rg-Fen) . 

Al mismo tiempo, Kangawa y col. (9) identificaron 

un pfiptido que podría estar actuando como precursor de la leu­

encefalina: la alfa-neoendorfina (Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-Arg-Lis­

Arg) y Goldstein y col. (10) aislaron de hipófisis el trideca-
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p~ptido dinorfina 1-13 (Leu-encefalina-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro­

Lis-Leu-Lis). Ninguno de estos péptidos formaban parte de la 

secuencia de las endorfinas. Posteriormente pudo establecer­

se, a partir de investigaciones de Kakidani y col. l16), que 

este conjunto <le péptidos provenían de un precursor coman que 

fue denominado Proencefalina B. 

M5s recientemente los grupos de Udenfriend y col (IS, 

17, 18, 19) y ~1atsuo y col. (20), caracterizaron a partir de 

médula adrenal <le bovino un gran nfimcro de péptidos de diferen-

tes pesos moleculares que \"an de 5300 a 30000 daltones y pre-

sentan dentro de su estructura de una a cinco molficulas de ence­

falinas. 

Se pens6 entonces que estos p@ptidos eran el produc­

to del procesamiento de una molécula precursora, aunque la 

secuencia completa de ésta aGn no se había podido determinar. 

Finalmente Nada y col. [21) pudieron secuenciar com­

pletamente la Proencefalina A de médula adrenal de bovino a 

partir de procedimientos de ingeniería genética, encontrando 

que esta molécula está constituida por 263 aminoácidos y tie­

ne un peso molecular de 29786 daltones, A partir del descu­

brimiento de esta secuencia pudo determinarse que la mol~cula 

precursora (Proencefalina A) contiene cuatro copias de met­

encefalina y una copia de leu-encefalina, además de un hepta­

pfiptido (met-encefalina-Arg-Fen) y un octapfiptido 
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(met-encefalina-Arg-Gli-Leu). Cada péptido está seguido por 

dos residuos de aminoácidos básicos (Lis-Lis; Lis-Arg; Arg-

Arg) excepto en el caso del heptapépti<lo. Estos residuos sir-

ven como sefiaJ de proccsamientopara liberar cada uno de los 

diferentes componentes. 

Poco después de la dctcrminaci6n de la secuencia 

de la proencefalina de la médula adrenal de bovino, Comb et. 

al. (22), reportaron la clonaci6n de la proencefalina de la 

médula adrenal hum3na. La estructura de los dos precursores 

presenta un alto grado de homología y el nfimero de mol6culas 

de encefalinas contenidas en ambos es el mismo. 

En síntesis, hasta la fecha han sido descritos tres 

sistemas opioidcs: 

- El sistema cuyo precursor es la proencefalina A, de la cual 

se originan cuatro moléculas de met-encefalina, una de leu-

encefalina, una de heptapéptido y una de octapéptido (figu-

ra II). 

- El sistema de la proenccfalina B, a partir de la cual se 

sintetizan alfa y beta neoendorfina, dinorfina y rimorfina 
1 

(Estos péptidos contienen la secuencia de la leu-encefalina 

en la porci6n NHz terminal) (figura III). 

- El sistema <le lapro-opio-melanocortina que contiene a la B­

LPH. Esta hormona da origen a la 8-endorfina la cual es 

precursora de la alfa y gamma endorfinas (La alfa, beta y 

gamma endorfinas contienen en sus primeros cinco aminoácidos 



la secuencia de la met-encefalina) (figura IV). 

A~tualmente se considera como el m&s importante en 

la producci6n de las cncefalinas al sistema de la proencefali­

na A, al entender que la pro-opio-melanocortina, si bien pre­

senta la secuencia de la met-cncefal ina no puede considerarse 

como su precursor, ya que su lozalizaci6n en el sistema ner­

vioso no coincide con la distribuci6n regional <le los recep­

tores para encefalinas ni con la presencia de enzimas especí­

ficas para el procesamiento de estos pcn~ap6pti<los. 

El proceso por el cual el precursor Proencefalina A 

da origen a las encefalinas y otros p6ptidos que contienen 

encefalinas dentro de sus moléculas, se ha sugerido que se 

lleva a cabo mediante enzimas semejantes a la tripsina y la 

carboxipeptidasa B (19). Estas dos enzimas se han encontrado en 

los gránulos cromafines de la médula adrcnal y presentan una 

actividad 6ptima a pH 5 , el cual es similar al pH interno de 

los gránulos cromafines que fluct6a entre S.2 y S.6 (23, 24). 

La tripsina, para liberar los compuestos activos, 

actúa rompiendo la uni6n de los pares de aminoácidos básicos 

que se encuentran dentro de la molécula precursora a los la­

dos de las cncefalinas y del octapéptido. Mientras la car­

boxipeptidasa B rompe la parte carboxilica terminal de las 

moléculas en las que ha actuado la tripsina (25). 
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e) Liberaci6n 

La liberación de un compuesto biológicamente acti­

vo de las terminales nerviosas, constituye una fuerte eviden­

cia del papel fisiol6gico de ésta como sustancia reurotras­

misora. 

Los estudios de los mecanismos de libcraci6n de las 

encefalinas en el sistema nervioso se han llevado a cabo en 

preparaciones sinaptosomales asi como en cortes de cerebro 

(26, 27) y han indicado que ~stas se liberan mediante esti­

mulas despolari:antes de potasio o vcratridina asi como que 

este proceso es calcio dependiente (Esta liberación no se pro­

duce en un medio carente de calcio) . 

Bayon y col. (28) demostraron que ambas encefalinas 

se liberan de cortes de glolms pallidus de rata por estimulo 

despolarizante de potasio, observando ademfis que la met-ence­

falina se degrada mfis rdpidamente que la leu-encefalina. 

d) Receptores opiáceos 

Como ya se expuso, uno de los requerimientos bdsicos 

para considerar a un compuesto como neurotrasmisor es que exis­

tan receptores para esa sustancia. 

En el caso de los opioides, la presencia de estos 

receptores fue demostrada en 1973 por Snyder y Pert (.J). 

Sin embargo,los opiáceos endógenos y las drogas 

an§logas a la morfina ejercen un amplio rango de efectos 

farmacológicos, por !.o que se supuso que existía una poblaci6n 
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heterog§nea de receptores opiiceos. Actualmente esta idea 

ha sido reafirmada clasificindose a los receptores opiiceos 

en cuatro tipos denominados mu (29), delta (30), Kappa (31) 

y sigma (32). Esta cl:.is.ificación está basada en los efectos 

de una gr:m variedad de drogas 11:ircóticas probadas en prepa­

racione:: de médt~l(1 adrcnal <le perro. 

En particular se ha sugerido la selectividad de las 

encefalina~ por un tipo tlL· rcccptcr. Snydcr y col. (30) proponen 

que la met-~ncc[alina podrfa ser el ligando cnd6geno especi­

fico para los receptores de tipo mu y la leu-enccfalina para 

los receptores delta. 

En cuanto a la locali::aci6n de los receptores, su 

distribución regional resulta coincidente con la de las ence­

falinas (1 2). Se encuentran principalmente en la vía paleo­

espinotalimica del dolor, la cual es un irca relacionada con 

la trasmisi6n del dolor difuso, cr6nico y menos localizado. 

También se les localiza en estn1cturas como el cuerpo estria­

do, el hipotfilamo y la amígdala. Esta Gltima estructura per­

tenece al sistema límbico, es deci~ a un grupo de regiones 

que son mediadoras del sistema emocional y estdn relacionadas 

con cierto tipo de epilepsias. En el interior de la médula 

espinal los receptores opiftceos se localizan en la sustancia 

gelatinosa (2). 
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e) DeKradaci6n de las encefalinas 

Todo neurotrasmisor, para tener una acci6n precisa 

debe ser rápidamente degradado o recapturado una ve: que ha 

ejercido su funci6n sobre el receptor especifico. 

En el caso de las encefalinas, se ha observado que 

poseen tres sitios susceptibles de inactivaci6n: 

La uni6n Tir-Gli, la cual es hidrolizada por las aminopep-

tidasas 

- La uni6n Gli-Gli, en la que actda la encefalinasa B (33) 

- La uni6n Gli-Fen cuya hidr6Iisis es catalizada por la ence-

falinasa A (34). 

" i ... Tir-Gli-Gli-fen-Leu 

Tir-Gl i-Gli-fen-Met 

El sitio de acci6n de las aminopeptidasas fue deter-

minado incubando tejido cerebral que contenia met-encefalina 

y leu-encefalina con esta enzima. En estas condiciones se 

observ6 que se encontraba tirosina libre en el medio y el 

pentapéptido era inactivado (35). Posteriormente pudo deter-

minarse que en realidad existían dos tipos Je aminopeptidasas: 

una de ellas se encuentra unida a la membrana (36) y la otra 

es soluble (37). La onzica soluble, que ha sido hasta ahora 

la mfis estudiada, se purific6 a partir de cerebros de rata (38), 

chango (37), bovino (36) y hu::iano (39), y su peso molecular 

oscila entre 62 kdaltones y lJO kdaltones para las diferentes 

especies. La especificidad de esta cn:ima ha sido demostra-

da para las b-naftilaminas, tripéptidos, dipéptidos y •:::ncefa-
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linas. Una característica importante es que a medida que au­

menta el tamafio molecular del sustrato, disminuye la activi­

dad de la enzima; debido a lo cual al actuar sobre alfa o 

gamma endorfina lo hace con un 30\ de la velocidad con la que 

actda sobre las encefalinas, siendo este valor del 5\ para el 

caso de la B-endorfina l 39) • 

La acci6n de las aminopeptidasa puede ser inhibida 

por varias sustancias, entre las cuales se cuentan la puromi­

cina (37), la bcstatina (37), la bacitracina (39), la amesta-

tina y los reactivos sulfhf<lrilos (40). 

La enzima que actúa hidroli:ando la uni6n Gli-Gli, 

se conoce con el nombre de enccfal inasa B y su estructura corres­

ponde a una dipcptidil aminopeptidasa. 

Esta enzima fue aislada a partir de cerebro de rata 

(41) y el 90i de su actividad se da e~ condiciones de solubi­

lidad. 

La tercera enzima que interviene en la degradaci6n 

de ambas encefalinas es la encefalinasa A. Actualmente se le 

considera como la enzima inactivadora específica de estos pen­

tap6ptidos a partir de varias evidencias, principalmente su 

distribuci6n regional en el cerebro la cual es coincidente con 

la de los receptores opi5ceos (42). 

La encefalinasa A se purificó de membranas celulares 

a partir de cerebro de rata (40) aunque tambi6n se le ha loca­

lizado en pulmones, rifi6n, glftn<lulas salivales y testículos 

donde presenta gran actividad. 
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Debido a que su actividad es similar a la de la 

enzima convertidora enzima convertidora de la Angiostensina 

(ACE) (43), ambas actúan rompiendo la uni6n Gli-Fen, durante 

mucho tiempo se pensó que era la misma en:irna. Actualmente 

se conoce que estos dos compuestos presentan notables diferen­

cias relacionadas con su distribución regional y sus mecanis-

mos de acci6n ( 44) • 

La actividad de la enccfalinasa A puede ser inhibida 

mediante la acci6n de dipfiptidos y trlpGptidos (45), tiorffin 

(46), tioles (41), agentes quelantes, barbitúricos (47) y baci­

tracina (48). 

f) Distribuci6n de las encefalinas 

El sistema de neuropEptidos mds ampliamente distribui­

do es el de las encefalinas. El mapeo para la determinación 

de su localización se ha efectuado mediante la implementación 

de tEcnicas de inmunohistoquímica, comprobando que las encefa­

linas se encuentran en mdltiples sistemas neuronales en el ce-

rebra (49) y sistema nervioso periférico, incluida la retina 

(SO), en las células cromafines de la médula adrenal (51), 

neurohipófisis (52), células de los ganglios simpáticos (53) 

y mucosa intestinal de varias especies animales. 

Especialmente se locali:an en fircas en las que las en­

dorfinas cst5n ausentes o se encuentran en pequefias cantidades; 
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su distribuci6n coincide con la de los receptores opificeos y 

se encuentran como interneuronas más que constituyendo vfas 

largas (2), 

También ha podido detectarse la presencia de encefa­

linas en los cuerpos celulares mediante la inhibición del trans­

porte axonal utiliiando colchicina. 

L~ concentraci6n de estos compuestos resulta muy 

variable dependiendo de la región que se analice, de este mis­

mo modo fluctúa también la relación existente entre met-encefa­

lina y leu-encefalina la cual va de uno a diez segdn el Srea 

(3) • 

En particular, en el sistema nervioso central, las 

regiones de localizaci6n de fibras encefalint!rgicas y termina­

les incluyen: (54) 

- En cerebro anterior: septum lateral, núcleos centrales dP 

la amfgdala, firea CAZ del hipocampo, ciertas regin1' 

corteza, cuerpo estriado, núcleos basales dl' 1 ,, 

naU.s e hipotálamo, incluyendo emincnci;1 1:,,di.1, d., ui-· 

tálamo. 

En cerebro medio: n(1cleo interpedicularis, sustancia gris 

periacueductal y formaci6n reticular. 

- En cerebro posterior: Núcleo parabraquialis, locus coerulius, 

núcleos del rafe, núcleos cocleares, núcleos del tracto solita­

rio, núcleos espinales del nervio trigfimino, núcleos motores de 

ciertos nervios craneales, núcleos comisurales y formato reticu­

laris. 
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En médula espinal se encontraron encefalinas en sus­

tancia gelatinosa. 

En cuanto al sistema nervioso periférico, se han 

localizado encefalinas en elementos neuronales periféricos, 

principalmente en ganglios entéricos (SS), en la pared intesti­

nal de varias especies incluido el hombre, en el plexo me­

sentérico (células end6crinas de la mucosa gastrointestinal y 

gangl ir· mesentéricos superior e inferior) (S 1). 

:1 Funci6n de las encefalinas 

Las encefalinas parecen intervenir en varios aspectos 

1 metabolismo hormonal. 

Estos péptidos aumentan la liberaci6n de l~prolacti­

''ª• hormona secretada por la hip6fisis anterior. Este efecto 

;e debe a una inhibición de la dopamina en el hipotiilamo. 

También se ha observado que modifican la liberaci6n 

de la hormona luteinizante,, aumentando su secreci6n. 

Por otra parte e~tos neuropéptidos intervienen en 

el metabolismo de dos hormonas secretadas en la parte anterior 

de la pituitaria:· la ADH o vasopresina y la oxitocina. Recien­

temente se ha sagerido que seria la met-encefalina la que 

actúa sobre la secreción de oxi tocina y la leu-encefalina y sus 

productos los que actuarían sobre la vasopresína (3). 

En el sístema nervioso su papel pareciera ser el de 

neurotrasmisores. De acuerdo al esquema tradicional. se plan-



22 

tea que las fibras encargadas de conducir los est1mulos dolo-

rosos a la cuerda espinal utilizan como neurotrasmisor a la 

sustancia P. 

Estas sefiales dolorosas pueden ser bloqueadas, 

sin embargo,por el sistema neuronal enccfalinErgico (56). 

De este modo, se ha definido que una de las fundo-

nas principales de las encefalinas seria actuar como ncurotras-

misares inhibitorios del dolor a partir de su acci6n sobre las 

neuronas trasmisoras de este tipo de estímulos. 

Belluzi (57) y Buscher (58) entre otros, encentra~ 

ron que la leu-encefalina y la met-encefalina inducen analgesia 

de vida corta en la prueba de Tail-Flick* (59), al ser inyec­

tadas en ratas en los ventrículos laterales en dosis de 100y 20~ 

y que estos efectos son totalmente revertidos por Naloxona 

(2mg/Kg), También observaron que al inyectar 10 mg/kg de morfi­

na el efecto producido es de mayor potencia y duraci6n que 

el provocado por las encefalinas, lo cual se atribuye a que 

~stas últimas sufren degradaci6n por las enzimas cerebrales 

tales como aminopeptidasas o encefalinasas (36). 

Por otra parte, el bloqueo produciuo por la naloxona 

puede tomarse como una indicaci6n específica de que las encefa-

Tail-Flick- Prueba experimental para cuantificaci6n de 
analgesia en la que se aplica calor radiante en la cola 
del animal y el efecto analgésico es medido como latencia 
en el movimiento de la cola asr como en el registro ence­
falográfico característico del dolor. 
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opiáceos (57, 58). 
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Posteriormente Frenk y col. (60) reportaron efecto 

analgésico en ratas tratadas con 200¡«-g de mct-encefalina, 

administrada por inyección intracerebral directamente en la 

sustancia gris periacueductal, un firea del cerebro medio cuya 

participaci6n en la inhibición del dolor es muy conocida. 

Por otro lado, debido a su localizaci6n en los gan­

glios basales, se ha relacionado tambi6n a las encefalinas con 

la actividad locomotora (1). 

Tambifin se demostr6 que estos péptidos participan en 

el proceso epil6ptico, ya que al ser inyectados intraventri­

cularmente en ratas, son capaces de producir un registro elec­

troencefalográfico caracteristico de la actividad epiléptica 

en estructuras como el septum, el cuerpo estriado, el hipo­

campo (61) y el núcleo dorsal del tálamo (60). 

Se ha observado que varios modelos experimentales 

de epilepsia modifican el contenido de encefalinas en el ce­

rebro de la rata. 

Hong y col. (62, 63) encontraran un incremento de 

la met-encefalina después de varios electrochoques convulsivos 

y con el tratamiento de fármacos convulsivantes como el 6cido 

kalnico y la isoniazi<la.(64). Con el Kindling eléctrico amig­

dal ino Vin<lrola y col. ( 19 81) (65) re por ta ron un aumento de 

los niveles de ambas encefalinas 24 horas después de crisis 
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generalizadas repetidas. 

Estos efectos también se presentaron en varias estruc­

turas cerebrales de ratas sometidas al Kindling farmacológico con 

PTZ ( 66) . 

En trahajos recientes de Vindrola y col. (67) se 

mostr6 que los niveles de met-encefal irw posteriores a las 

crisis repetidas inducidas por el Kindling con PTZ se mantenlan 

permanentemente elevados aunque este hecho no se observa en 

el caso de los niveles de leu-encefalina. 

La alteraci6n de los niveles de ambas encefalinas 

en animales epileptizados que han presentado crisis repetidas, 

así como la permanencia de niveles elevados para la met-ence­

falina sugieren fuertemente la participaci6n de estos penta­

péptidos tanto en el desarrollo de las crisis como en el es­

tablecimiento del fen6meno epiléptico como patología crónica. 

h) Variaciones diu~nas del sistema opioide 

En 1977, Frederickson y col, (68) reportaron un rit­

mo diurno en la respuesta analgésica de la morfina en ratones. 

También observaron un efecto similar en la respuesta hiperal­

gésica de la naloxona. En ambos casos se registr6 una mayor 

actividad <lurante la fase oscura. Además observaron que los 

animales sin tratamiento presentaban tambi6n un aumento en la 

latencia de los saltos con la prueba de analgesia de la plancha 

caliente. Con base en estos resultados los autores sugieren 
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que este cambio en la respuesta analgésica se puede deber a 

cambios en las concentraciones de los compuestos opioides. 

Este mismo grupo de investigación, en 1979 decidi6 

analizar la actividad opioide en el cerebro total de ratones 

utilizando el bioensayo de la vasa deferente. Conjuntamente 

midieron las concentraciones de met-enccfalina y de leu-encc­

falina a las 7.30 hs y a las 15.30 hs en animales sin trata­

miento. Estos autores encontraron un aumento en la actividad 

opioide durante la tarde, sin embargo, los niveles de met-ence­

falina y de leu-enccfalina no difirieron significativamente. 

Estos datos sugirieron que el incremento de la acti­

vidad opioide podría atribuirse al aumento en la concentra­

ci6n de otros compuestos opioides (69). 

En 1981, Naber y col. describieron un aumento en la 

actividad de los receptores opilceos durante la fase oscura 

(70). 

Przewlocki en 1983 report6 que la dinor!ina presen­

taba un ritmo diurno en el hipotálamo y en la glándula hip6-

fisis. En la primera estructura observ6 un aumento del pépti­

do durante la fase de oscuridad, mientras que en la segunda 

la m~xima concentraci6n aparece en la fase de luz (71). 

Estos autores suponen que en general todo el sis­

tema opioide puede estar integrado a un reloj biol6gico. 

En 1983, el grupo de Kerdelhue (72) estudi6 la con­

centraci6n de la B-endorfina en varias estructuras cerebrales 
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y en la glfindula hip6fisis encontrando los siguientes resul­

tados: en la hipófisis intermedia se observ6 una variaci6n 

bifásica con valores elevadas a las 12 hs y a las 21 hs, 

mientras que en el 16bulo anterior de la hip6fisis encontra­

ron un ritmo circadiano monof6sico con un pico de mayor con­

centraci6n a las 21 hs. No se manifiestan ritmos circadianos 

en el 6rea prc6ptica, t6lamo, sustancia gris central, caudado, 

sustancia nigra, amigdala y septum. Por el contrario, se ma­

nifest6 un ritmo circadiano muy marcado en médula oblongata, 

el cerebelo y el bulbo, todas estas estructura= con un pico 

de mayor concentración durante la fase de oscuridad. 

Kelvin y col. (73) analizaron las concentraciones de 

met-encefalina y leu-encefalina en la médula espinal y en la 

médula ad renal de ratas durante un periodo de 24 hs. 

En ambas estructuras la met-enccfalina prcsent6 un 

ritmo circadiano con un pico de mayor concentraci6n a las 

24 hs. en la medula espinal y a las 4 hs. en la médula adrenal. 

Los cambios de la leu-enccfalina fueron muy diferentes ya que 

en la médula espinal aumenta a las 8 hs. y disminuye a las 

20 hs. En la méd·.:la ad renal presenta un pico de m6xima con­

centración a las 12 hs. 

Por otra parte Shanks y col. en 1931 no encontra­

ron ningún cambio de los niveles plasmfiticos de la mct-encefa­

lina en humanos a lo largo de las 24 hs. (74). 



27 

La mayoría de estos autores relacionaron los cambios 

de los compuestos opioides ~on respecto a la respuesta analgé­

sica. Sin embargo, se sabe que 6stos participan en otros pro­

cesos fisiol6gicos o fisiopatol6gicos cuyo desenvolvimiento 

est& relacionado con la presencia de ritmos circa<lianos, Un 

ejemplo de ello lo constituye la epilepsia, donde se ha demos­

trado que la actividad convulsiva en animales de experimentaci6n 

es mayor durante la fase de oscuridad. 

En relaci6n con esto, la morfina presenta una mayor 

actividad convulsivante durante la noche. 

Como parte de un proye~to en el que se pretende es­

clarecer la participaci6n de las encefalinas en el proceso epi­

léptico, se decidi6 medir las conccntracionesde met-cncefalina 

y leu-encefalina en la amlgdala y en el cuerpo estriado de ani­

males control a diferentes horas de un ciclo de 24 horas, con 

el objeto de examinar si existian o no ritmos circadianos para 

cada pentap~ptido en las estructuras referidas. Se eligieron 

estas regiones debido a que la met-encefalina sufre un cambio 

permanente en la amígdala después de un proceso epiléptico, no 

ocurre asi en el caso del cuerpo estriado. Sin embargo, esta 

Oltima estructura presenta modificaci6n de los niveles de 

encefalinas como producto de una crisis epiléptica (66, 67). 
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II. MATERIALES Y METODOS 

En el curso de la presente investigación se utiliza­

ron ratas Nistar macho con un peso promedio de 200 a 250 gra­

mos a las que se mantuvo en un cuarto con temperatura y luz 

controladas (23 + lDC, con 12 horas de iluminación comenzando 

a las 6 a.m.). Los animales se mantuvieron con comida y agua 

ad libitum. Estos se inyectaron con soluci6n salina por vía 

intraperi tone al una vez cada 24 horas (entre 10 y 12 a.m.) 

durante 10 dias, dividiéndolos en grupos de 6 a 7 ejemplares 

cada uno. 

Dieciscis días despu6s de la Gltima inyección, se 

sacrificó un grupo cada 4 horas a partir de las 8 a.m. 

Los animales fueron sacrificados por decapitación. 

El cerebro fue removido inmediatamente y enfriado a 4°C duran­

te 2 minutos. Se disecaron la amígdala y el cuerpo estriado, 

los cuales se congelaron en hielo seco, 

El estriado se disecó de acuerdo al procedimiento 

descrito por Glowinski e !versen (75) y la amlgdala de acuerdo 

al procedimiento de Engel y col. (76). 

Las estructuras disecadas fueron pesadas e incubadas 

en 6 volGmenes de icido clorhidrico O 1 normal a 92°C durante 

15 minutos, se enfriaron en hielo, se homogeneizaron y se cen­

trifugaron a 50000 xg., durante 45 minutos a ~ºC. 

El sobrenadante se purificó por cromatograffa de ad­

sorci6n utili:ando ~alumnas de amberlit3 XAD-2 a una velocida~ 

de flujo de 0.5 mililitros por minuto. El proceso croma-
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tográfico abarca los siguientes pasos: 

- Una vez aplicada la muestra se lava con 20 rnl. de HCI 0.1 N, 

40 ml. de agua y finalmente se eluye con 20 ml. de metanol 

al t vot. 

- Se evapora a sequedad con aire y se resuspende con 2 ml. de 

agua destilada. 

La cuantificaci6n <le met-encefalina y de leu-encefa­

lina se reJliz6 mediante radio-inmunoanfilisis. Los anticuer­

pos utilizados para este fin fueron obtenidos de conejos Nueva 

Zelanda después de la inmunización con los p€ptidos acoplados 

a BSA con glútaraldehído (65). El conjugado se prepar6 disol­

viendo 0,5 mg del pentapéptido y l mg de BSA en 200 pJ. de 

Buffer fosfato O. 1 Molar a pH 7. 4, a los que luego se adicio­

naron 1 O pJ. de glutaraldehído al si y una traza de encefalina 

radioactiva. 

La soluci6n fue incubada a temperatura ambiente por 

30 minutos. 

La mezcla de la met-encefalina se diluy6 con 

Buffer fosfato 0.1 Molar y se alrnacen6 a -20°C. La soluci6n 

de la leu-encefelina se cromatografi6 en una columna de 

Sephadex G-25, se eluy6 con Buffer fosfato 0.1 ~alar y seco­

lect6 el pico correspondiente al volumen muerte. 

El material correspondiente en cada caso se emul­

sific6 con igual volumen de adyuvante de Freund completo y se 

inmuniz6 cada conejo por inyccci6n subcutinea de 1 ml de esta 
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mezcla. La inmunización se repitió cada cuatro semanas y los 

animales fueron sangrados dos semanas después de cada inyec-

ci6n. 

Las diluciones de cada anticuerpo (antimet-encefal! 

na 1: 2100; antileu-encefalina 1: 850), se incubaron con 

0.25 pmol de 3
!! mct-cncefalina y 3!! leu-enccfalina y con so­

luciones estándares o muestra de tejidos en 500 p.1 de Buffer 

fosfato 0.1 ~lolar a pll 7 .·l que contenía o. n. de gelatina o.ozi 

de azi<la s6dica y 0.9i de ~aCl. 

Despu~s de una incubación de 24 horas a 4°C, la 
3H encefalina unida al anticuerpo se separ6 de la libre me-

<liante el agregado de 0.2 ml de solución de carbón activado al 

l.51 que cbnticne 0.1~\ de dextrfin. Las muestras se ensaya-
1 

ron por t•iplicado. 

El anticuerpo para la leu-encefalina present6 el 

siguiente pensamiento: S.9l con met-encefalina, 1 .4\ con 

dinorfina(l-13) y menos de 0,01% con alfa, beta y gamma endor-

fina (Gráfica I). 

El anticuerpo para la met-encefalina mostró 100% 

de cruzamiento con m~t(O)-encefalina, 0.3~ con lcu-encefalina 

y menos de O.Oll con met-encefalina, arginina 6 • Leu-encefali 

na-arginina 6 , dinorfina (1-13), a!fa, beta y gamma endorfina 

tGráfica II). 

El contenido de cada encefal .ina se expresó en pmol 

de inmunorreactividad (IR) para encefalina por gramo de peso. 



La leu-encefalina se cuantific6 directamente de 

los eluatos de cromatografía de adsorción. En camjio para 

medir la met-cnccfolina las muestras fueron oxidadas con el 

siguiente procedimiento: 

Una alícuota del eluato se incub6 con un _µ.mol de 

per6xido de hi<lr6gcno a temperatura a~bicnte durante 16 horas; 

se evapor6 a sequedad ron aire y se rcsuspendi6 en agua. 

Para el análisis de los resultados se utilizó la 

prueba estadística del análisis de varianza o prueba do "Fn 
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Gráfica 1: Radloinmuncanálisls para Leucina -encefalina 

Anti suero a una dilucl6n 1: 850. La reactividad cruzada 

con Metlonina-encefalina es de 5.9'Yc, con dinorflna (1-13) 

1.4'Yc y menos de 0.01'Yc con alfa, beta y gamma endorfi-

na. 

Gráfica 11: Radiolnmunoan ál isls para Metl onlna-encefal !na 

Anti suero a una dlluc!6n 1:2100. La reactividad cruzada 

con Leucina-er1cefallna es de o. 3% y menor de 0.01% con 

Mettontna-encefal lna Arg6, Leuclna-encefalina Arg6 , al 

fa, beta y gamma endorflna. 

34 
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III. RESULTADOS 

Como se ~encion6 en la introducción, el estudio de 

estos animales inyectados con soluci6n salina forma parte de 

un proyecto donde se analiza el ritmo diurno de las encefa­

linas en animales tratados con pentilcnetetrazol (PTZ). De­

bido a ello se hi:o una valoraci6n conductual de acuerdo a los 

criterios propuestos por Ito y col. (77), observándose que en 

estas ratas no se ~Hescnta ninguna manifestación relacionada 

con el proceso epiléptico. 

En la Gráfica III se muestran los datos obtenidos 

para la met-encefalina en el cuerpo estriado, en los diferen­

tes periodos anali:ados. El pentap6ptido present6 la mayor 

concentración en el grupo de los animales sacrificados a las 

B a.m., posteriormente los valores fueron disminuyendo a lo 

largo del día, alcanzando la concentración mfis baja en la fa­

se de oscuridad a las 24 hrs. A las 4 a.m. la concentración 

vuelve a sub.ir a valores cercanos a los de las 8 a.m. 

El análisis estadístico utilizando el ensayo de "F", 

muestra que el cambio diurno sufrido por este péptido es es­

tadísticamente significativo. 

En la gráfica IV se representan los datos correspon­

dientes a la met-encefalina en la amígdala. En esta estruc­

tura los niveles mis bajos se observaron a las 8 a.m., aumen­

tando progresivamente para alcanzar un pico de máxima concen­

tración durante la fase oscura, a las 24 horas. A las 4 a.m. 

los valores del pentapéptido vuelven a decaer hasta valores 

cercanos a los de las 8 a.m. 
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La aplicación del ensayo de "F" mostr6. que este cam­

bio es estadística~ente significativo. 

En la Gr5fica V se muestran los valores para la 

leu-encefalina en el cuerpo estriado. El pentap§ptido no 

mostró ningún cambio estadísticamente significativo a lo lar­

go del ciclo anali:ado. 

En la gr~fica VI se representan los datos corres­

pondientes a la leu-encefalina en la amígdala. En este caso 

la mayor concentración se observ6 a las 8 a.m. Posteriormen­

te hay una disminución progresiva, alcanzándose los valore-s 

más bajos a las 20 hrs.; a partir de entonces vuelven a .incre­

mentarse hasta alcan::ar concentraciones cercanas a las más al­

tas hacia 1 as 4 a.m. 

El ensayo estadístico demuestra que el cambio 

experimentado durante el ciclo por el pentap6ptido es- esta­

dísticamente significativo. 
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IV. DISCUSION VE RESULTADOS 

En 1Y77, Frederickson y col. reportaron que la acti­

vidad analgésica de la morfina así como la hiperalgésica de la 

naloxona presentan variaciones diurnas, con una mayor res­

puesta durante la fase de oscuridad (68). Posteriormente 

estos autores observaron que al medir la concetración Je met­

encefalina y de leu-cncefalina en cerebro total de ratón, no 

existía diferencia significativa al comparar los valores de 

,;.:~-las 7,30 hs. con los de las 15.30 hs. (69). 

Sin embargo, cuando midieron la actividad biológica 

opioide con el ensayo de la vasa de rat6n, encontraron un 

aumento de ésta en la tarde. 

En función de estos resultados, concluyeron que este 

efecto podría deberse a un compuesto opioide diferente de las 

encefalinas (69). 

Estas observaciones se vieron reforzadas por el 

hallazgo de Kerdelhue y col. (72), quienes encontraron un mar­

cado ritmo circadiano de la B-endorfina en el septum, el bul­

bo, la médula oblongata y el cerebelo, presentándose un pico 

de mayor actividad durante la fase oscura. 

\' 
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Por otro lado, Przewlockí y col. reportaron que la 

dinorfína también presenta un ritmo círcadiano en el hipotá­

lamo, con una mayor concentración en la fase de oscuridad (71). 

Naber, en 1981, reportó un a11r;¡ento de la actividad de los re­

ceptores opiáceos durante la fase oscura (70). 

Con base en los resultados expuestos, podríamos 

afirmar que el Gnico grupo de compuestos opioidcs que no pre­

sentan un ritmo circadiano son las encefalinas. 

Sin embargo, analizando la informaci6n, vemos que 

el trabajo de Frederickson puede ser sujeto a varias criticas­

La primera es que el estudio se realiz6 utilizando cerebro 

total, lo cual puede ocultar diferentes efectos regionales. 

Por otra parte la concentración de los p6ptidos se midi6 sola­

mente en dos periodos de tiempo, no incluyéndose ningGn valor 

durante la fase oscura. 

Los resultados del presente estudio demuestran que 

tanto la leu-encefalina como la met-encefalina presentan un 

ritmo diurno. Este depende del péptido y también de la estruc­

tura que se analice. 

La met-encefalina presenta un ritmo diurno, tanto 

en la am[gdala como en el cuerpo estriado del cerebro de rata. 

En la amígdala se caracteriza por mostrar un pico de m§xima 

concentración durante la fase oscura mientras que en el cuerpo 

estriado se observa el fen6meno opuesto. 



Que estas estructuras presenten un comportamiento 

d'ferencial en relaci6n al sistema opioide no es nuevo ya que 

en otros trabajos bioqufm!cos y farmacol6gicos se describen 

diferencias en la respuesta entre ambas regiones. 
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Algunos autores reportan que la inyección de morfina 

er el cuerpo estriado produce una inhibición de la descarga neu­

r nal, mientras que en la amígdala se observa una cxci tación 

en la actividad espontánea ( 78). 

Esta diferencia sugeriría que el recambio de la 

mt:t-encefalina es diferente para cada una de estas estructu­

ras, lo cual fue propuesto por otros autores cuando compara­

r n la bioslntesis de met-enccfalina en el cuerpo estriado y 

en el hipot1ilamo (62). 

Por otro lado, en investigaciones de Vindrola y col. 

SB encontr6 que el Kindling farmacol6gico inducido por PTZ 

produce un aumento permanente en la concentración de la met­

e1 cefalina en la amigdala, no modificándose los valores de 

e.;te pEptido en el cuerpo estriado (67). 

La lcu-encefalina present6 un ritmo diurno en la 

~nfgdala con una disminución durante la etapa de oscuridad. 

Este pentap~ptido no presentó un ritmo durante el ciclo en 

e cuerpo estriado, 

Este tipo de comportamiento para la leu-encefalina 

podr1a atribuirse, como ya se propuso para la met-encefalina, 

a una diferente velocidad de recambio del pentapéptido en la 
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amigdala y en el cuerpo estriado. 

En cuanto al diferente comportamiento presentado 

por la met-enccfalina y la lcu-encefalina Vindrola y col. en­

contraron los siguientes resultados: 

- Durante el desarrollo de Kindling el6ctrico amigdalina hay 

un aumento progresivo de la leu-encefalina en el cerebro 

de rata, previo a la aparici6n de las crisis convulsivas 

mientras que la met-encefalina s61o se modifica después de 

varias crisis cpil6pticas (79)" 

La met-encefalina presenta un aumento permanente en varias 

estructuras del sistema nervioso de animales que fueron 

sometidos al Kindling farmacol6gico con PTZ; por el contra­

rio la leu-enccfalina no se modifica en animales sometidos 

al mismo tratamiento (67). 

¿C6mo podriamos explicar la diferencia bntre las respues­

tas presentadas por la met-encefalina y la leu-encefalina? 

Diversos trabajos proponen que tanto la met-encefa­

lina como la leu-encefalina provienen de la misma molécula 

precursora (proencefalina-A) donde se encuentran en una pro­

porci6n de cuatro rnoleculas de met-encefalina por una molécu­

la de leu-encefalina. Sin embarg~ recientemente se ha pro­

puesto que una molécula de leu-encefalina podria provenir de 

otro precursor: la proencefalina-B o prodinorfína. Por otra 

parte Larsson, quien realiz6 estudios de inmunohistoquimica, 

describi6 que la leu-encefalina y la met-encefalina se encuen-



tran en neuronas distintas (80), En un tercer estudio reali­

zado por el grupo de Hugues, se reporta que la leu-encefalina 
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se puede encontrar almacenada en el tejido en forma de sulfato, 

fen6meno que no se observa en el caso de la met-encefalina (81). 

Si consideramos las ideas propuestas por Larsson 

sería relativamente fácil discutir el comportamiento diferen­

cial de ambas encefalinas. 

Suponiendo que fueran sintetizadas en dos neuronas 

diferentes, sería factible encontrar distintos comportamien­

tos, Esto mismo sucede si consideramos que ambos pentapdpti­

dos pueden provenir de diversos precursores. Sin embargo, 

no podemos hacer afirmaciones basadas en este tipo de análisis 

ya que los hallazgos en los que se asientan no resultan com­

pletamente concluyentes. 

La información más s61ida hasta el momento es la 

que propone que ambas encefalinas provienen de un mismo pre­

cursor y obviamente de la misma neurona. 

Con base en esto puede sugerirse que el cambio dife­

rencial entre ambos pentapéptidos, puede deberse a un procesa­

miento también diferencial de la mol~cula precursora, debido a la 

intervención de diferentes enzimas r/ o al almacenamiento de es-

tos compuestos en las vesículas sin&pticas, lo cual estaria re­

lacionado con que unas mol~culas se encuentran en forma de sul­

fatos y las otras no. Esto estarla determinando que ante un est1· 

mulo fisiológico estos compuestos se sinteticen, almacenen y liberen 
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en forma diferente. 

En base a estos conceptos, el análisis del sistema 

encefalinérgico a las 8 hs. y a las 24 hs. podrla ayudar a es­

clarecer la bioquímica de las encefalinas. 

Por otra parte, los resultados obtenidos en este 

trabajo, sugieren que ambas encefalinas po<lrlan estar vincu­

ladas a diferentes funciones; lo cual deberá ser verificado 

con base en investigaciones posteriores. 
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