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I. INTRODUCCION

a} Encefalinas
El opio es un exudado lechoso proveniente de las

cipsulas de la amapola Papaver somniferum. Este poderoso nar-

c¢btico ha sido utilizado por el hombre desde ticmpos remotos
debido a sus efectos analgésices y euforizantes.

En el afio de 1806 el farmacButico alemdn Friedrich
SertUrner aislé un principio activo al cual denomind morfina
en alusién a Morfeo, dios griepo del suefioc. Poco tiempo des-
pu€s pudo establecerse que este alcaloide era el responsable
de los efectos mis notables del opio y por lo tanto muche més
efectivo que otros extractos crudos de la adormidera, por lo
cual el uso de la morfina comenzd a extenderse.

Sin embargo,pronto pudo reconoccerse que este compues-
to provocaba también efectos indeseables como la dependencia
fisica o adiccidn; pero no fue sino hasta la mitad de nuestro
siglo cuando comenzaron a ser esclarecidas las acciones fisio-
16gicas del alcaloide (1).

En principio se observd que la morfina, al igual que
las hormonas y los neurotrasmisores, producia efectos altamen-
te selectivos a concentraciones nmuy bajas. Este tipo de com-
portamiento permitia suponer que la accidn era ejercida con
la participacifén de receptores especificos, los cuales consis-

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



ficie externa de las células de los drganos destinatarios
(2).

En el casc de los opidceos existen diversas pruebas
que apoyan el concepto de receptor:
- Todos los opificeos activos en la preoduccidn de analgesia,

T

presentan semejanzas bfsicas en su estructura molecular. La
mayoria de ellos ofrecen una estructura rigida en "T" con
dos superficies anchas hidr6fobas que forman un fdngulo rec-
te entre si, un grupo hidroxilo cupaz de formar enlaces do
hidr6geno y un dtomo de nitrdgeno con carga positiva, que
puede formar un enlace idénice. Esta estructura sugiere en-
laces no covalentes con un receptor quimicamente complemen-
tario (figura I}.

- La mayoria de los opidceos existen en forma de dos isdmeros
6pticos, moléculas idénticas en cuanto a su composicidn
quimica pero que son imfgenes especulares una de otra y ca-
paces de girar el plano de la luz polari:zada en diferentes
direcciones., En general, tan s6lo el isdémero levorrotatorio

puede ejercer las acciones asociadas a los compuestos opid-

ceos, Esta estereoespecificidad también apoya el modelo de

- Se ha observade cue modificaciones moleculares ligeras de
los opidceos scn capaces de transformar a un activador en un
inhibidor, es decir,en sustancias que bloquean en forma es-

pecifica las scciones analgésica y euforizante de los activa-
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dores, siendo su accién sumamente rdpida, lo cual sugiere
la posibilidad de la existencia de un receptor en com(in, en
el que los inhibidores actuarfan bloqueando el acceso a los
activadores (1).

Por todas estas acciones hacia tiempo que los farma-
c6logos suponian que existian receptores especificos de opia-
ceos en el cerebro y posiblemente en otros tejides. Sin em-
bargo, esta idea perdfia solidez porque no existen alcaloides
del opio en el tejido nervioso ni en ningin otro teiido de
los animales de experimentacidn, debido a lo cual la pregun-
ta que inmediatamente surgia era ;Qué significado evolutivo
podia tener la existencia de receptores especificos en el sis-
tema nervioso animal para un compuesto extraido de una planta?
(3).

La posibilidad de que los opifdceos pudieran unirse
a receptores de otros compuestos ya habia sido estudiada, ex-
perimentando los efectos de ia morfina sobre receptores de
hormonas y neurotrasmisores entonces conocidos, encontrindose
que estos efectos, cuando aparecian, eran siempre indirectos
y no explicaban la accién de los opificeos (2).

En 1973, Snyder y Pert (4), trabajando con membra-
nas neuronales, demostraron la presencia de receptores capa-
ces de unirse a compuestos opificeos con un alto grado de es-
pecificidad. Confirmada la existencia del receptor capaz de

reconocer a la morfina y a otros compuestos anfilogos, y en la



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 endbgena" de naturaleza desconocida.

Dos afios despu€s, Hugues y Kosterlitz (1975) (5)
reportaron la purificacibn, identificacién y sintesis de dos
pentapéptidos aislados de cerebro que reproducian las accio-
nes de la morfina en ensayos bioldgicos y formaban fuertes
uniones con los rcceptores opifceos. Estos compuestos fueron
denominados encefalinas (del) griego: "en la cabeza") y pre-
sentan entre si una configuracién molecular muy semejante,
difiriendo solamente en un aminofcido:

NHZ- Tir-61i-Gli-Fen-Met-COOH
NH, - Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-COOCH

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 hip6fisis del por-
cino que presentaba actividad opioide, siendo su molécula un
fragmento de la beta-Lipotrofina (LPH) (7) correspondiente a
los aminoicidos 61-90,

Este compuesto fue llamado beta-endorfina. Poste-
riormente Ling y col. (8) determinaron la estructura de otros
dos compuestos del mismo grupo, aislados del extracto hipdfi-
sis-hipotilamo del porcino, que también ejercian efectos simi-

lares a los de la morfina. Estos compuestos fueron denomina-



dos alfa y gamma endorfina y correspondieron @ los fragmentos

61-76 y 61-77 de la B-Lipotrofina respectivamente.

Un tercer sistema opioide fue descrito posteriormen-
te al ser aislado en 1979 por Kangawa y col. (9) el péptido
alfa-neoendorfina y por Goldstein y col. (1979) (10) el pépti-
do Dinorfina.

Paralelamente al descubrimiento de estos sistemas
endbgenos, se avanzaba en el estudio de su participacién en
distintos procesos fisioldgicos.

Al confirmarse la existencia del ligando end&geno
y su receptor especifico, se pens§ que estas sustancias podrian
desempefiar el papel de neurotrasmisores. Un neurotrasmisor es
una sustancia quimica liberada por terminales nerviosos que
modula la produccidn de impulsos en otras células nerviosas,
Este tipo de compuestos para ser considerados como tales de-
ben reunir las siguientes caracteristicas:

a) Ser sintetizados en la neurona.

b) Estar presentes en la terminal presindptica y ser liberados
en cantidades suficientes para ejercer su accibn en la neu-
rona afectada u drgano efector.

c¢) Ser liberados en presencia de un estimulo despolarizante,

d) Cuando son aplicados exbgenamente en concentraciones ade-
cuadas, su accidn debe ser similar a la del trasmisor libe-
rado endbgenamente.

e) Debe existir un mecanismo de recaptura o degradacibn de 1la



sustancia neurotrasmisora en el espacio siniptico {11},

En particular las encefalinas, cumplen con el conjun--
to de las caracteristicas antes mencionadas, por lo cual han
sido consideradas como neurotrasmisores de sistemas neuronales
especificos localizados en el cerebro, los cuales participan
en la integracién de la informacién sensorial relacionada con
el dolor asi como en el comportamiento emocional (3).

Por otra parte, de los compuestos opioides que han
sido descritos, las encefalinas son los que presentan la mis
amplia distribucidn dentro del sistema nervioso central, en-
contriandose en el cerebro de los vertebrados y con una distri-

bucién concordante con la de los receptores opificeos (12).

b) Biosintesis

En 197S,Hugues y col. (5} reportaron que la secuen-
cia de aminoficidos de la met-encefalina- aunque no la de leu-
encefalina- se encontraba formando parte de un péptido va co-
nocido, la B-Lipotrofina (en su fragmento 61-65). A su vez,
ya se sabia que esta hormona contenia la secuencia completa
de la hormona beta-melanotrofina (B-MSH) (7).

Poco después, Bradbury y col. (6) al estudiar el
fragmento 61-90 de 1la B-LPH, informaron que este péptido tenia
actividad analgésica y afinidad por los receptores opioides.
Este compuesto, que fue llamade beta-endorfina, se interpretd

entonces como un posible precursor de la met-encefalina.



Posteriormente Ling y col., (1975) (8) aislaron a 1la

alfa-endorfina y a 1a gamma-endorfina (fragmentos 61-76 y 61-77)
de la B-LPH), demostrando a su vez que ambos neuropéptidos
presentaban actividad morfomimética Yy contenian en su extremo
inicial a la met-encefalina,

En 1977, Mains y col. (13) encontraon que la secuen-
cia de la B-LPll asf como la de la hormona adrenocorticotréfi-
ca (ACTH) y la de la MsSH aparecian a su vez en una misma pro-
teina de aproximadamente 31000 daltones de peso molecular, deno-
minando al nuevo precursor hallado como Pro-opio-melanocorti-
na.

Sin embargo, la idea de que las encefalinas podian
pProducirse a partir de las endorfinas entrd en contradiccién
con los hallazgos de Bloom y col. (1977) (14) quienes encon-
traron que las encefalinas y las endorfinas se hallaban loca-
lizadas en poblaciones neuronales diferentes,

Para fines de 1979, se devels 1a existencia de otros
dos posibles precursores para la met-encefalina, aislados
de médula adrenal por Stern y col. (15): el péptido triptico
adrenal (Tir-Gli-Gli-Fen-Met-Lis) y el heptapéptido adrenal
(Tir-Gli-Gli—Fen~Met-Arg—Pen).

Al mismo tiempo, Xangawa y col. (9) identificaron
un péptido que podria estar actuando como precursor de la leu-
encefalina: la alfa-neocendorfina (Tir~G1i-Gli-Fen-Leu-Arg-Lis-

Arg) y Goldstein y cel. (10) aislaron de hip6fisis el trideca-



péptido dinorfina 1-13 (Leu-encefalina-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-
Lis-Leu-Lis). Ninguno de estos péptidos fo;mabun parte de la
secuencia de las endorfinas. Posteriocrmente pudo establecer-
se, a partir de investigaciones de Kakidani y col. {16), que
este conjunto de péptidos provenian de un precursor comfin que
fue denominado Procncefalina B.

Mids recientemente los grupos de Udenfriend y col (15,
17, 18, 19) y Matsuo y col. (20), caracterizaron a partir de
médula adrenal de bovino un gran nfimero de pé€ptidos de diferen-
tes pesos moleculares que van de 5300 a 30000 daltones y  pre-
sentan dentro de su estructura de una a cinco moléculas de ence-
falinas.

Se pens6 entonces que estos péptidos eran el produc-
to del procesamiento de una molécula precursora, aunque la
secuencia completa de €ésta aitn no se habfa podido determinar.

Finalmente Noda y col. (21) pudieron secuenciar com-
pletamente la Proencefalina A de médula adrenal de bovino a
partir de procedimientos de ingenierfa genética, encontrando
que esta molécula esti constituida por 263 aminofcidos y tie-
ne un peso molecular de 29786 daltones. A partir del descu-
brimiento de esta secuencia pudo determinarse que la molé&cula
precursora {Proencefalina A) contiene cuatro copias de met-
encefalina y una copia de leu-encefalina, ademiis de un hepta-

o

péptido (met-encefalina-Arg-Fen) y un octapéptido
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(met-encefalina-Arg-Gli-Leu). Cada péptido esti seguido por
dos residuos de aminodcidos bisicos (Lis-Lis; Lis-Arg; Arg-
Arg) excepto en el caso del heptapéptido. Estos residuos sir-
ven como sefial de procesamientopara liberar cada uno de los
diferentes componentes.

Poco después de la determinacibén de la secuencia

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

al, (22), reportaron la clonacidén de la proencefualina de la

médula adrenal humana. La estructura de los dos precursores
presenta un alto grado de homologia y el nfimero de moléculas
de encefalinas contenidas e¢n ambos c¢s el mismo.

En sintesis, hasta la fecha han sido descritos tres
sistemas opioides:

- El sistema cuye 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 I1).

- E1 sistema de la proencefalina B, a partir de la cual se
sintetizan alfa y beta neoendorfina, dinorfina y rimorfina
(Estos pé€ptidos contienen la secuencia de la 1éu—encefalina
en la porcién NH, terminal) (figura III).

- E1 sistema de lapro-opio-melanocortina que contiene a la B-
LPH. Esta hormona da origen a la B-endorfina la cual es
precursora de la alfa y gamma endorfinas (La alfa, beta y

gamma endorfinas contienen en sus primeros cinco aminofcidos
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la secuencia de la met-encefalina) (figura 1IV).

Actualmente se considera como el mds importante en
la produccidn de las encefalinas al sistema de la proencefali-
na A, al entender que la pro-opio-melancecartina, si bien pre-
senta la sccuencia de la met-encefalina no puede considerarss
como su precursor, ya que su lozalizacidn en el sistema ner-
vioso no coincide con la distribucidn regional de los recep-
tores para encefalinas ni con la presencia de enzimas especi-

ficas para el procesamiento de estos pentapéptidos.

23

El proceso por el cual el precursor Proencefalina
da origen a las encefalinas y otros péptidos 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 grénulos cromafines de la m€dula adrenal y presentan una
actividad dptima a pHg, el cual es similar al pH interno de
los grénulos cromafines que fluctfia entre 5.2 y 5.6 (23, 24).

La tripsina, para liberar los compuestos activos,
actlia rompiendo la unifn de los pares de aminodcidos bésicos
que se encuentran dentro de la molécula precursora a los la-
dos de las encefalinas y del octapéptide. 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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c) Liberacién

La liberaci6n de un compuesto biolbgicamente acti-
vo de las terminales nerviosas, constituve una fuerte eviden-
cia del papel fisioldgico de €sta como sustancia reurotras-
misora.

Los estudios de 1os mecanismos de liberacién de las
encefalinas en el sistema nervioso se han llevado a cabo en
preparaciones sinaptosomales asi como en cortes de cerebro
(26, 27) vy han indicado que €stas se liberan mediante esti-
mulos despolarizantes de potasio o veratridina asi como que
este proceso es calcio dependiente (Esta liberacidn no se pro-
duce en un medic carente de calcio).

‘ Bayon y col, (28) demostraron que ambas encefalinas
se liberan de cortes de globus pallidus de rata por estimulo
despolarizante de potasio, observando ademas que la met-ence-

falina se degrada mis rfipidamente que la leu-encefalina.

d) Receptores opidceos

Como va se expuso, uno de los requerimientos bisicos
para considerar a un compuestc 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 (4).

Sin embargo,los opidceos end8genos y las drogas
anilogas a la morfina ejercen un amplio rango de efectos

farmacolfgicos, por lo que se supuso que existia una poblacién
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heterogénea de receptores opidceos. Actualmente esta idea
ha sido reafirmada clasificdandose a los receptores opifceos
en cuatro tipos denominados mu {29), delta (30), Kappa (31)
y sigma (32)., Esta clasificacidn estd basada en los cfectos
de una gran varicdad de drogas narcdticas probadas en prepa-
raciones de midule adrenal de perro.

En particular se ha sugerido la selectividad de 1las
encefalinas por un tipo de recepter. Snyder y col., (30) proponen
que la met-encefalina podria ser el ligando enddgeno especi-
fico para los rcceptores de tipo mu y la leu-encefalina para
los receptores delta.

En cuanto a la localizacidn de los receptores, su
distribucién regional resulta ceincidente con la de las ence-
falinas (12). Se encuentran principalmente en la via paleo-
espinotalimica del dolor, 1a cual es un drea relacionada con
la trasmisién del dolor difuso, crfnico y menos localizado.
También se les localiza en estructuras como el cuerpo estria-
do, el hipotdlamo y la amfgdala. Esta Gltima estructura per-
tenece al sistema limbico, es decir, a un grupo de regiones
que son mediadoras del sistemaz emocional y estdn relacionadas
con cierto tipo de epilepsias. En el interior de la médula
espinal los rteceptores opidceos se localizan en la sustancia

gelatinosa (2).
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e) Deyradacidén de las encefalinas

Todo neurotrasmisor, para tener una accidn precisa
debe ser répidamente degradado o recapturado una vez que ha
ejercido su funcidn sobre =1 receptor especifico.

En el caso de las encefalinas, se ha observado que
poseen tres sitios susceptibles de inactivacidn:

- La unién Tir-G1i, la cual es hidrolizada por las aminopep-
tidasas
- La uni6én Gli-Gli, en la gque act(a la encefalinasa B (33)
- La uni6n Gli-Fen cuya hidrélisis cs catalizada por la ence-
falinasa A (34).
yo4 3
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu
Tir-G1i-Gli-Fen-Met

El sitio de accifn de las aminopeptidasas fue deter-
minado incubando tejido cerebral que contenia met-encefalina
y leu-encefalina con esta enzima. Ln estas condicliones se
observ6 que se encontraba tirosina libre en el medic y el
pentapéptido era inactivade (25). Posteriormente pudo deter-
minarse que en realidad existfan dos tipos de aminopeptidasas:
una de ellas se encuentra unida a la membrana (36) v la otra
es soluble (37). La enzima soluble, que ha sido hasta ahora
la mis estudiada, se purificé a partir de cerebros de rata (38),
chango (37), bovino (36) vy humano (39), v su peso melecular
oscila entre 62 kdaltones v 130 kdaltones para las diferentes
especies, La especificidad de esta enzima ha sido demostra-

da para las b-naftilaminas, tripéptidos, dipéptidos vy encefa-
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linas. Una caracteristica importante es que a medida que au-
menta el tamafio molecular del sustrato, disminuye la activi-
dad de 1a enzima; debide a lo cual al actuar sobre alfa o
gamna endorfina lo hace con un 30% de la velocidad con la que
actla sobre las encefalinas, siendo este valor del 5% para el
caso de la B-endorfina (39),

La accién de las aminopeptidasa puede ser inhibida
por varias sustancias, entre las cuales se cuentan la puromi-
cina (37), la bestatina (37), la bacitracina (39), la amesta-
tina y los reactivos sulfhidrilos (40).

La enzima que actfia hidrolizando la umidn Gli-Gli,
se conoce con el nombre de encefalinasa B y su estructura corres-
ponde a una dipeptidil aminopeptidasa.

Esta enzima fue aislada a partir de cerebro de rata
(41) y el 90% de su actividad se da en condiciones de solubi-
lidad.

La tercera enzima que interviene en la degradacibn
de ambas encefalinas es la encefalinasa A, Actualmente se le
considera como la enzima inactivadora especifica de estos pen-
tapéptidos a partir de varias evidencias, principalmente su
distribucibn regional en el cerebro la cual ecs coincidente con
la de los receptores opidceos (42).

La encefalinasa A sc purificd de membranas celulares
a partir de cerebro de rata (40) aunque también se le ha loca-
lizado en pulmones, rifién, gliindulas salivales y testiculos

donde presenta gran actividad,



19

Debido a que su actividad es similar a la de la
enzima convertidora enzima convertidora de la Angiostensina
(ACE) {43), ambas actGan rompiendo la unibén Gli-Fen, durante
mucho tiempo se pensd que era 1la misma enzima. Actualmente
se conoce que estos dos compuestos presentan notables diferen-
cias relacionadas con su distribucién regional y sus mecanis-
mos de accifn (44).

La actividad de la encefalinasa A puede ser inhibida
mediante la accifén de dipéptidos y tripéptidoes (45), tiorfan
(46), tiocles (41), agentes quelantes, barbitdricos (47) y baci-

tracina (48).

f) Distribucidén de las encefalinas

El sistema de neuropéptidos mis ampliamente distribui-
do es el de las encefalinas. El mapeo para la determinacién
de su localizacibén se ha efectuado mediante la implementacidn
de t&cnicas de inmunochistoquimica, comprobando que las encefa-
linas se encuentran en miltiples sistemas neuronales en el ce-
rebro (49) y sistema nervioso periférico, incluida la retina
(50), en las c€lulas cromafines de la médula adrenal (51),
neurohipéfisis (52), cflulas de los ganglios simpiticos {53)
y mucosa intestinal de varias especies animales.

Especialmente se localizan en fdreas en las que las en-

dorfinas estidn ausentes o se encuentran en pequeias cantidades;
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su distribucibn coincide con la de los receptores opifceos y

se encuentran como interneuronas mis que constituyendo vias

largas (2).

También ha podido detectarse la presencia de encefa-
linas en los cuerpos celulares mediante la inhibicién del trans-
porte axonal utilizando colchicina.

La concentracifn de estos compuestos resulta muy
variable dependiendo de la regidén que se analice, de este mis-
mo modo fluct@ia también la relacién existente entre met-encefa-
lina y leu-encefalina la cual va de uno a diez seglin el drea
(3). )

En particular, en el sistema nervioso central, las
regiones de localizacifn de fibras encefalinérgicas y termina-
les incluyen: (54)

- En cerebro anterior: septum lateral, nlicleos centrales de
la amfigdala, Area CA2 del hipocampo, ciertas regior
corteza, cuerpo estriado, nficleos basales de¢ 1o
nalis e hipotdlamo, incluyendo eminencia media, tila L
télamo.

- En cerebro medio: nficleo interpedicularis, sustancia gris
periacueductal y formacibn reticular,

- BEn cerebro posterior: Nicleo parabraquialis, locus coerulius,
nicleos del rafe, nficleos cocleares, nlicleos del tracto solita-
rio, nficleos espinales del nervio trigémino, nficleos motores de
ciertos nervios cianeales, nficleos comisurales y formato reticu-

laris.
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En médula espinal se encontraron encefalinas en sus-
tancia gelatinosa.

En cuanto al sistema nerviocso periférico, se han
localizado encefalinas en elementos neuronales periféricos,
principalmente en ganglios entéricos (55), en la pared intesti-
nal de varias especies incluido el hombre, en el plexo me-
sentérico (células endbcrinas de la mucosa gastrointestinal y

gangli~ . mesentéricos superior e inferior) (51).

1 Funci8n de las encefalinas

Las encefalinas parccen intervenir en varios aspectos
:1 metabolismo hormonal.

Estos péptidos aumentan la liberacién de la prolacti-
na, hormona secretada por la hip6fisis anterior. Este efecto
;¢ debe a una inhibicién de 1a dopamina en el hipotfilamo.

También se ha observado que modifican la liberacifn
de la hormona luteinizante, aumentando su secrecifn.

Por otra parte estss 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 sugerido que serfia la met-encefalina la que
actfia sobre la secrecifndeoxitocina y la leu-encefalina y sus
productos 1los que actuarfan sobre la vasopresina (3).

En el sistema nervioso su papel pareciera ser el de

neurotrasmisores. De acuerdo al esquema tradicional, se plan-
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tea que las fibras encargadas de conducir los estimulos 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 encefalinérgico (56).

De este modo, se ha definido que una de las funcio-
nes principales de las encefalinas seria actuar como neurotras-
misores inhibitorios del dolor a partir de su accibn sobre las
neuronas trasmisoras de este tipo de estimulos.

Belluzi (57) y Buscher (58) entre otros, encontra-
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 ventriculoes laterales en dosis de 100y zogpg
y que estos efectos son totalmente revertidos por Naloxona
(2mg/Kg). También observaron que al inyectar 10 mg/kg de morfi-
na el efeéto producido es de mayor potencia y duracidn que
el provocado por las encefalinas, lo cual se atribuye a que
éstas Gltimas sufren degradacién por las enzimas cerebrales
tales como aminopeptidasas o encefalinasas (36).

Por otra parte, el bloqueo producido por la naloxona

puede tomarse como una indicacidn especifica de que las encefa-

Tail-Flick- Prueba experimental para cuantificacién de
analgesia en la que se aplica calor radiante en la cola
del animal y el efecto analgé€sico es medido como latencia
en el movimiento de la cola asf como en el registro ence-
falogrifico caracteristico del dolor.
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linas inducen analgesia por activacidn de los receptores

opidceos (57, 58).

Posteriormente Frenk y col., (60) reportaron efecto
analgésico en ratas tratadas con 200Mg de met-encefalina,
administrada por inyeccidn intracerebral directamente en la
sustancia gris periacueductal, un firea del cerebro medio cuya
participaciodn en la inhibicidén del dolor es muy conocida.

Por otro lado, debido a su localizacibén en los gan-
glios basales, se ha relacionado también a las encefalinas con
la actividad locomotora (1).

También se demostr6 que estos péptidos participan en
el proceso epiléptico, ya que al ser inyectados intraventri-
cularmente en ratas, son capaces de producir un registro elec-
troencefalogrédfico caracteristico de la actividad epiléptica
en estructuras como €l septum, el cuerpo estriado, el hipo-
campo (61) y el nilcleo dorsal del t&lamo (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) encontraron un incremento de
la met-encefalina después de varios electrochoques convulsivos
y con el tratamiento de fdrmacos convulsivantes como el 4cido
kafnico y la isoniazida.(64). Con el Kindling eléctrico amig-
dalino Vindrola y col. (1981) (65) reportaron un aumento de

los niveles de ambas encefalinas 24 horas después de crisis



24

generalizadas repetidas,

Estos efectos también se presentaron en varias estruc-
turas cerebrales de ratas sometidas al Kindling farmacolégico con
PTZ (66).

En trabuajos recientes de Vindrola y col., (67) se
mostré que los niveles de met-encefalina posteriores a las
crisis repetidas inducidas por el Kindling con PTZ se mantenfian
permanentemente e¢levados aunque este hecho no se observa en
el caso de los niveles de leu-encefalina.

La alteracién de los niveles de ambas encefalinas
en animales epileptizados que han presentado crisis repetidas,
asi como la permanencia de niveles elevados para la met-ence-
falina sugieren fuertemente la participacidn de estos penta-
péptidos tanto en el desarrollo de las crisis como en el es-

tablecimiento del fenSmeno epiléptico como patologia crbénica.

h) Variaciones diurnas del sistema opioide

En 1977, Frederickson y col. (68) reportaron un rit-
mo diurno en la respuesta analgé€sica de la morfina en ratones.
También observaron un efecto similar en la respuesta hiperal-
gé€sica de la naloxona. En ambos casos se registr6 una mayor
actividad durante la fase oscura. Ademis observaron que 1os
animales sin tratamiento presentaban también 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 investigacidén, en 1979 decidié
analizar 1a actividad opioide en el cerebro total de ratones
utilizando el bioensayo de 1a vasa deferente. Conjuntamente
midieron las concentraciones de met-encefalina y de leu-ence-
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-encefalina no difirieron significativamente.

Estos datos sugirieron que el incremento de la acti-
vidad opioide podria atribuirse al aumento en la concentra-
cidn de otros compuestos opioides (69).

En 1981, Naber y col. describieron un aumento en la
actividad de los receptores opifceos durante la fase oscura
(70).

Przewlocki en 1983 reporté que la dinorfina presen-
taba un ritmo diurno en el hipﬁtélamo y en la glandula hipé-
fisis. En la primera estructura observé un aumento del pépti-
do durante la fase de oscuridaé) mientras que en la segunda
la mfxima concentracidén aparece en la fase de luz (71).

Estos autores suponen que en general todo el sis-
tema opioide puede estar integrado a un reloj biolbgico.

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

centracifn de la B-endorfina en varias estructuras cerebrales
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y en la gldndula hip6fisis encontrando los siguientes resul-
tados: en la hip6fisis intermedia se observd una variacibn
bifdsica con valores elevadas a las 12 hs y a las 21 hs,
mientras que en el 1dbulo anterior de la hipSfisis encontra-
ron un ritmo circadiano monofésico con un pico de mayor con-
centracién a las 21 hs. No se manificstan ritmos circadianos
en el drea predptica, télamo, sustancia gris central, caudado,
sustancia nigra, amigdala y septum. Por el contrario, se ma-
nifest6 un ritmo circadiano muy marcado en m&dula oblongata,
el cerebelo y el bulbo, todas estas estructuras con un pico

de mayor concentracidn 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 adrenal de ratas durante un periodo de 24 hs.

En ambas estructuras la met-encefalina presentS un
ritmo circadiano con un pico de mayor concentracién a las
24 hs., en la medula espinal y a las 4 hs. en la médula adrenal.
Los cambios de la leu-encefalina fueron muy diferentes ya que
en la médula espinal aumenta a las 8 hs., y disminuye a las
20 hs. En la méd::lz adrenal presenta un pico de mixima con-
centracidén a las 12 hs.

Por otra parte Shanks y col, en 1981 no encontra-
ron ningin cambio de los niveles plasmiticos de la met-encefa-

lina en humanos a lo largo de las 24 hs., (74).
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La mayoria de estos autores relacionaron 1osxtambios
de los compuestos opioides con respecto a la respuesta analgé-
sica. Sin embargo, se sabe que &stos participan en otros pro-
cesos fisioldgicos o fisiopatol6gicos cuyo desenvolvimiento
estd relacionado con la presencia de ritmos circadianos, Un
ejemplo de ello 1o constituye la epilepsia, donde se ha demos-
trado que la actividad convulsiva en animales de experimentacién
es mayor durante la fase de oscuridad.

En relacidn con esto, la morfina presenta una mayor
actividad convulsivante durante la noche.

Como parte de un proyecto en el que se pretende es-
clarecer la participacifén de las encefalinas en el proceso epi-
1éptico, se decidib medir las concentracionesde met-encefalina
y leu-encefalina en la amigdala 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 pentapéptido en las estructuras referidas. Se eligieron
estas regiones debido a que la met-encefalina sufre un cambio
permanente en la amigdala después de un proceso epiléptico, no
ocurre asi en el caso del cuerpo estriado. Sin embargo, esta
filtima estructura presenta modificacidn de los niveles de

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

En el curso de la presente investigacidn se utiliza-
ron ratas Wistar 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 + 1°C, con 12 horas de iluminacién comen:zando
a las 6 a.m.). Los animales se mantuvieron con comida y agua
ad libitum. Estos se¢ inyectaron con solucifn salina por via
intraperitoneal una vez cada 24 horas (entre 19 y 12 a.m.)
durante 10 dias, dividiéndolos en grupos de 6 a 7 ejemplares
cada uno.

Dieciseis dias despufs de la Gltima inyeccidn, se
sacrificé un grupo cada 4 horas a partir de las 8 a.m.

Los animales fueron sacrificados por decapitacién,
El cerebro fue removido inmediatamente y enfriado a 4°C duran-
te 2 minutos, Se disecaron la amigdala y el cuerpo estriado,
los cuales se congelaron en hielo seco,

El estriado se disecd de acuerdo al procedimiento
descrito por Glowinski e Iversen (75) y la amigdala de acuerds
al procedimiento de Engel y col. (76).

lLas estructuras disecadas fueron pesadas e incubadas
en 6 volGmenes de dcido clorhfdrico 0.1 normal a 92°C durante
15 minutos, se enfriaron en hielo, se homogeneizaron y se cen-
trifugaron a 50000 xg., durante 45 minutos a 4°C.

1 sobrenadante se purificé por cromatografia de ad-
sorcidén utilizando columnas de amberlita XAD-2 a una velocidadd

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

- Una vez aplicada la muestra se lava con 20 ml. de HC1 0.1 N,
40 m1. de agua y finalmente se eluye con 20 ml. de metanol
al 140%.

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

La cuantificacifén de met-encefalina y de leu-encefa-
lina se realizé mediante radio-inmunoandlisis. Los anticuer-
pos utilizados para este fin fueron obtenidos de conejos Nueva
Zelanda después de la inmunizacién con los péptides acoplados
a BSA con glutaraldehido (65). E1 conjugado se prepard disol-
viendo 9.5 mg del pentapéptido y 1 mg de BSA en 200 pl de
Buffer fosfato 0.1 Molar a pH 7.4, a los que luego se adicio-
naron 10 al de glutaraldehido al 5% y una traza de encefalina
radicactiva.

La solucién fue incubada a temperatura ambiente por
30 minutos.

La mezcla de la met-encefalina se diluvé con
Buffer fosfato 0.1 Molar y se almacent a -20°C. La solucidn
de la leu-encefalina se cromatografid en una ceclumna de
Sephadex G-25, se eluyd con Buffer fosfato 0.} Molar y se co-
lectd el pico correspondiente al volumen muerte.

El material correspondiente en cada caso se emul-
sificé con igual volumen de adyuvante de Freund completo y se

inmuniz8 cada conejo por inycccidén subcutinea de 1 ml de esta
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mezcla, La inmunizacibén se repitif cada cuatro semanas y los
animales fueron sangrados dos semanas después de cada inyec-
cidn,

Las diluciones de cada anticuerpo (antimet-encefali
na 1: 2100; antileu-encefalina 1:; 850), se incubaron con

3” leu-encefalina v con so-

Pi

0.25 pmol de 3H met-encefalina y
juciones estindares o muestra de tejidos con SOG/LI de Buffer
fosfato 0.1 Molar a pH 7.4 que contenia 0,1% de gelatina 0.02%
de azida s6dica y 0.9% de XaCl.

Después de una incubaci6n de 24 horas a 4°C, la
SH encefalina unida al anticuerpo se separd de la libre me-
diante el agregado de 0.2 mi de solucidén de carbén activado al
1.5% que contiene 0.15% de dextrin. Las muestras se ensaya-
ron por t;iplicad;.

El anticuerpo para la leu-encefalina present§ el
siguiente pensamiento: 5.5%% con met-encefalina, 1.4% con
dinorfina (1-13) y menos de 0.01% con alfa, beta y gamma endor-
fina (Gréafica I).

El anticuerpo para la met-encefalina mostrd 100%
de cruzamiento con met(0)-encefalina, 0.3% con lecu-cncefalina
y menos de 0.C1% con met-encefalina, argininaﬁ. Leu-encefali
na-argininaé, dinorfina (1-13), alfa, beta y gamma endorfina
{Grifica 1I).

El contenido de cada encefalina se¢ expresd en pmol

de inmunorreactividad (IR) para encefalina por gramo de peso,
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La leu-encefalina se cuantificé directamente de
los eluatos de cromatografia de adsorcign., En cambio para
medir la met-encefalina las muestras fueron oxidadas con el
siguiente procedimiento:

Una alicuota del eluato se incub8 con un /Lmol de
perdxido de hidrégeno a temperatura ambiente durante 16 horas;
se evapord a sequedad con aire y se resuspendid en agua,

Para el andlisis de los resultados se urilizd la

prueba estadistica del anidlisis de varianza o prueba de "F'.
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Gréfica I: Radicinmunoanilisis para Leucina -encefalina
Antisuero a una dilucibn 1:850. l.a reactividad cruzada
con Metionina-encefalina es de 5.9%, con dinorfina (1-13)
1.4% y menos de 0.01% con alfa, beta y gamma endorfi-

na.

Grafica II: Radioinmunocan 8isis para Metionina-encefal ina
Antisuero a una dilucibn 1:2100. La reactividad cruzada
con Leucina-ercefalina es de 0.3% y menor de 0.01% con
Mastionina-encefalina Arg6, L.eucina-encefalina Ar‘ge, al

fa, beta y gamma endorfina,
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III., RESULTADOS

Como se menciond en la introduccibn, el estudio de
estos animales invectados con solucibn salina forma parte de
un proyecto donde se analiza el ritmo diurno de las encefa-
linas en animales tratados con pentilenetetrazol (PTZ). De-
bido a ello se hizs una valoracién conductual de acuerdo a los
criterios propuestos por Ito y col., (77), observindose que en
estas ratas no se presenta ninguna manifestacidn relacionada
con el proceso epiléptico.

En la Gridfica III se muestran los datos obtenidos
para la met-encefalina en el cuerpo estriado, en los diferen-
tes periodos anali:zados. El pentapéptido presentd la mayor
concentracidén en el grupo de los animales sacrificados a 1las
8 a.m., posteriormente los valores fueron disminuyendo a 1lo
largo del dia, alcanzando la concentracidn mids baja en la fa-
se de oscuridad a las 24 hrs., A las 4 a.m. la concentracibn
vuelve a subir a valores cercanos 4 los de las 8 a.m.

El andlisis estadistico utilizando el ensayo de "F",
muestra que el cambio diurno sufrido por este péptide es es-
tadisticamente significativo.

En la grdfica IV se representan los datos correspon-
dientes a la met-encefalina en la amigdala. En esta estruc-
tura los niveles m&s bajos se observaron a las 8 a.m., aumen-
tando progresivamente para alcanzar un pico de mixima concen-
tracibn 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 aplicacién del ensayo de "F" mostrd_qﬁe este cam-
bio es estadisticamente significativo.

En la Gr&fica V se muestran los valores para la
leu-encefalina en el cuerpo estriado. El pentapéptido no
mostrd ningln cambio estadisticamente significativo a lo lar-
go del ciclo analizado.

En la grifica VI se representan los datos corres-
pondientes a la leu-encefalina en la amigdala. En este caso
la mayor concentracidn se observd a las 8 a.m. Posteriormen-
te hay una disminucidn progresiva, alcanzfindose los valores
mds bajos a las 20 hrs.; a partir de entonces vuelven a incre-
mentarse hasta alcanzar concentracioenes cercanas a las mis al-
tas hacia las 4 a.m.

E1 ensayo estadistico demuestra que el cambio
experimentado durante el ciclo por el pentapBptido es esta-

disticamente significativo,

*u
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1IV. DISCUSION DE RESULTADOS

En 1477, Frederickson y col. reportaron que la acti-
vidad analgésica de la morfina asi como la hiperalgésica‘de la
naioxona presentan variaciones diurnas, con una mayor res-
puesta durante la fase de oscuridad (68). Postericrmente
estos autores observaron que al medir la concetracifn Jde met-
encefalina y de leu-encefalina en cerebro total de ratdén, no

existia 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 biolbgica
opioide con el ensayo de la vasa de ratén, encontraron un
aumento de &sta en la tarde.

En funci6n de estos resultados, concluyeron que este
efecto podria 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, presentindose un pico

de mayor actividad durante la fase oscura.
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Por otro lado, Przewlocki y col. reportaron que la
dinorfina también presenta un ritmo circadiano en el hipoté-
lamo, c¢on una mayor concentracidn en la fase de oscuridad (71).
Naber, en 1981, reportd un aumento de la actividad de los re-
ceptores opifceos durante la fase oscura (70).

Con base en los resultados expucestos, podriamos
afirmar que el Gnico grupo de compuestos opioides que no pre-
sentan un ritmo circadiano son las encefalinas.

Sin embargo, analizando la informacién, vemos aue
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 concentracién de los péptidos se midi§ sola-
mente en dos periodos de tiempo, no incluyéndose ning@in 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 amigdala comc en el cuerpo estriado del cerebro de rata,
En la amigdala se caracteriza por mostrar un pico de mixima
concentracidn durante la fase oscura mientras que en el cuerps

estriado se observa el fenfmeno opuesto,
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Que estas estructuras presenten un comportamiento

diferencial en relacifn al sistema opioide no es nuevo ya que

er| otros trabajos bioquimicos y farmacolbgicos se describen
differencias en la respuesta entre ambas rcgiones.

Algunos autores reportan que la inyeccidn de morfina
er] el cuerpo estriado produce una inhibicién de la descarga neu-
ronal, mientras que en la amigdala sc observa una excitacién
el la actividad espontinca (78).

Esta diferencia sugeriria que el recambio de la
m¢t-encefalina es diferente para cada una de estas estructu-
ras, lo cual fue propuesto por otros autores cuando compara-
ron la biosintesis de met-encefalina en el cuerpo estriado y
en el hipotilamo (62).

Por otro lado, en investigaciones de Vindrola y col.
s¢ encontrd que el Kindling farmacolfgico inducido por PTZ
produce un aumento permanente en la concentracifn de la met-

encefalina en la amigdala, no modificindose los valores de

epte péptido en el cuerpo estriado (67).

La leu-encefalina present6 un ritmo diurno en la
apfgdala con una disminucidén durante la etapa de oscuridad.
Este pentapfptido no presentd un ritmo durante el ciclo en
el cuerpo estriado.

Este tipo de comportamiento para la leu-encefalina
podria 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-encefalina y la leu-encefalina Vindrola y col, en-~
contraron los siguientes resultados:

- Durante el desarrcllio de Kindling cléctrice amigdalino hay
un aumento progresivo de la leu-encefalina en el cerebro
de rata, previo a la aparicién de las crisis convulsivas
mientras que la met-sncefalina sélo se modifica después de
varias crisis epilépticas (79).

- La met-encefalina presenta un aumento permanente en varias
estructuras del sistema nervioso de animales que fueron
sometidos al Kindling farmacoldégico con PTZ; por el contra-
rio la leu-encefalina no se modifica en animales sometidos
al mismo tratamiento (67).
iC6mo podriamos explicar la diferencia entre 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-
porcién de cuatro moléculas de met-encefalina por una molécu-
la de leu-encefalina. Sin embarge, recientemente se ha pro-
puesto que una molécula de leu-encefalina podria provenir de
otro precursor: la proencefalina-B o prodinorfina. Por otra
parte Larsson, quien realizé estudios de inmunohistoquimica,

describié 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
se puede encontrar almacenada en el tejido en forma de sulfato,
fendmeno que no se observa en el caso de la met-encefalina (81).

Si consideramos las ideas propuestas por Larsson
serfa relativamente facil discutir el comportamiento diferen-
cial de ambas encefalinas.

Suponiendo que fueran sintetizadas en dos neuronas
diferentes, seria factible encontrar distintos comportamien-
tos. Esto mismo sucede si consideramos que ambos pentapépti-
dos pueden provenir de diversos precursores. Sin embargo,
no podemos hacer afirmaciones basadas en este tipo de anilisis
ya que los hallazgos en los que se asientan no resultan com-
pletamente concluyentes.

La informacidn mds sblida 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 molécula precursora, debido a 1la
intervencifn de diferentes enzimas y/o al almacenamiento de es-
tos compuestos en las vesiculas sinfipticas, lo cual estarfa re-
lacionado con que unas moléculas se encuentran en forma de sul-
fatos y las otras no. Esto estaria determinando que ante un esti-

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

En base a estos conceptos, el anilisis del sistema
encefalinérgico a las 8 hs. y a las 24 hs., podria ayudar a es-
clarecer la bioquimica de las encefalinas.

Por otra parte, los resultados obtenidos en este
trabajo, sugieren que ambas encefalinas podrfan estar vincu-
ladas a diferentes funciones; 1o cual deberid ser verificado

con base en investigaciones posteriores.
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