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RESUMEN 

Diversos reportes 
péptidos opioides endógenos 
epilepsia. 

en la Literatura sugieren que 
participan en el proceso de 

Los 
La 

La e$timulaci6n eléctrica repetida de baja intensidad, 
de La amigdala cerebral, produce actividad epiléptica que se 
incrementa en su duración y frecuencia a Lo Largo de Las 
estimulaciones y culmina con crisis convulsivas generalizadas. 
Este fenómeno, al cual ~e le ha denominado efecto ''kindling'', 
constituye un modelo experimental de epilepsia y permite estudiar 
los cambios cor1ducluales, electroencefalográficos y bioqu1micos 
concomitantes ~l proceso de epilepti~ación. 
En este lr·abajo se describen !.o5 carni)io-.:; c,1Je :.;e pr·oducen en la 
concentración de metionina y leucina-encefalina, en varias 
estructuras cerebrales y en difer~ntes etapas del kindling 
eléclrii.:o .:::mi.glL=it.1rio pe, di-•r.tr, é11r.-1nto L2;, f2<:".P.5 inic)ñl.Ps de 
desarrolla, La primera crisis convulsiva, después de varias 
crisis convul~ivas y 21 dias despL1és de h~ber· presentado la 
décima crisis. Esto ¡1ermilió Hnalizar la5 vnriariones que ocurren 
durante el proceso de epileptiz~ci6n y el posible efecto de 
permanencia de dichos péptidos en el ~.iridling estahlecidn. 

Los anin1ales de experimentación se consideraron según 
el estado del ~iridling en los siguientes grupo~: control ~r~, 
falso nperado <rO), fase de desarrollo <2-J), primera crisis 
generalizada <1cC,) 1 10 crisis generalizadas (10 CG), y an)maLes 
con 10 crisis oenerallzadas y sacrificados 21 dias d8spués del 
último eslimuLo CPERM). Ln:=-, e:,lructur-<'JS anal"i::adas fueron: 
estriado, amigdalai hipotélarno, tallo cerebr·aL, !1ipoca1npo, 
cerebro medio, corteza cer~br~l y médula espinal. La 
cuantificación de ~mba~ cncAfalinas se 1.Lev6 a cabo por La 
técnica de radioin1nunoánalisis (R!R). 

Los resultados obtenidos muestran QtJe en la ar11igdala y 
en eL hipocampo Lns cfJr1cent.rZ!rinn0~-. rJe Leu-enccfa! ina a1JmP.nt.an 
progresiva y signific~tivamente desde Las fases de desarrollo (2-
J) _ Estos cambio~ ~e rel_~ci0nan con el incremento de 1.a 
excitabilidad durante el proceso del k!ndling. Por el contrario 
en pl i·pr~hrn mPrlio, 11isrnir1uye la concentración de dicho péptido 
0n lc•s grupos 1CG y PERM. Este: disminución tambi(·n se obse1·va en 
la corteza cerebral en el grupo 1rG. La ctsantificnción de Met
encefalina en la arn!gdal.a 1 aum~ntó en los grupo~ 2-J, iCG, 10CG y 
PERM. Mientra~ que en el hipocampo, el hipnt~l.amo ~umentó y en el 
estriado aumc~ntó únican1enle en to~·, grupns 10CG y P[Rf"I, y er1 el 
t3llo ccre~ral, en los grupas 2-J y PERM. En l2 m~dula espinal, 
Los cambius r111 ruernr1 significativc1~ par~ ninguno de los 
péptidos. 

rtnal.mPntP estos resultados sugieren que tas 
encefalinas p1Jed8r1 ~·ar~icipar er1 el desarrol.1.o y en la 
instalación del ~indling eléctrico amigdalina, ~si como en 
algunas etapas de las crisis convulsivas. Rdem~s muestran un 
efecto regional_ >' diferencial ~n cada péptido est1Jdiado. Lo 
anterior per1nite suge~ir que el recambio de estos péptidos es 
diferente y depende de Las estructuras y sus funciones 
especificas. 
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I N T R o D u e e I o N 

La epilepsia es considerada coma un síndrome de 

disfunción cerebral de caracter. recurrente, caracterizada por la 

activación sincrónica de grupos neuronales que descargan a 

frecuencias m~s altas de Las que se encuentran durante su 

funcionamiento normal. En términos generales se ha considerado 

que La hiperactividad neuronal que caracteriza a La epilepsia 

resulta: <1> de un aumento en La neurotrasmisión excitatoriaJ ó 

(2) de una falla en las funciones inhibitorias <Ver referencias 

en: Fernéndez-Guardiola., 1906; Brailowsky y col., 1989). 

La necesidad de conocer Los mecanismos por Los cuales 

se produce esta patología, as! como La Limitación natural que 

existe al intentar estudiarla en Los liumanos mediante técnicas 

invasivas, hicieron necesario el desarrollo de modelos 

experimentales de epilepsia, Los cuales intentan reproducir 

Los aspectos mas característicos de cada uno de 

epilépticas. 

los síndromes 

Uno de estos modelos es el denominado "Kindling" 6 

encendimiento (Goddard y col., 1969>, el cual se induce aplicando 

estimulaciones eléctricas repetidas, subconvulsivas, en ciertas 

areas cerebrales, principalmente Limbicas. Dichas e~timulacion~~ 

producen cambios conductuales y electroencefalogr~ficos que 

culminan en crisis convulsivas generalizadas. El ''kindling'' 

ofrece varias ventajas para su estudio al ser comparado con otros 

modelos experimentales de epilepsia. Este modelo: 1) se puede 

inducir' por 

<Goodard y 

la estimulación de un érea especifica 

col. / 1969), 2) Presenta un desarrollo 

11 

del cerebro 

gradual y 



progresivo el cual puede ser ocaracterizado por diferentes 

estadios conductuales, 3) produce e cambias que son irreversibles y 

permanentes, 4) su desarrollo !;!gradual permite estudiar Los 

cambios conductuales, electroence- f alogr-áficos y bioquímicos que 

se producen en Los procesos epilép• t icos _ 

El estudio sobre LOS aspectos bioqu!micos en el 

kindling ha permitida conocer la par~ icipación de diferentes 

sustancias neurotransmisoras ó nevu romoduladoras en el fenómeno 

epiléptico, por ejemplo el GRBR, lo.a serotonina, las catecolaminas 

y més recientemente los neuropé¡::¡p tldos. A este Llltimo grupo 

pertenecen Los opioides endOgg Ellos _, específicamente Las 

e11cefalinas, Las cuales han sido consideradas como sustancias 

neurotransmisoras 6 neuromoduladoro.a s que participan en el fenómeno 

epiléptico. 

Para conocer el papel c::qt.Jc ti..enen Las encefalinas en 

Los procesos de La epilepsia, se d~t:ldió estudiar en La rata con 

diferentes grados de epileptiz;ici~n Cut iliz.ando la técnica del 

kindling>, los cambios en la concEEntrac ión de estos péptidos en 

diferentes estructuras cerebrales, parli endo del supuesto de que 

Las modif:!.cacione::; en L.:l cancentr~1c!ón de L¡j.:; enceralina$ puede 

ser regional y estar en función c:::l".:'1. g;ado de epitept:!:::ación de 

Los animales. 

Asi el objetivo de este= trabajo fué el de investigar 

los cambios que se producen en ta concentración de la IR-

Metionina e IR-Leucina-encefalinE3 en estructuras cerebrales de 

la rata durante el desarrrollo, lc;:;3.S crisis motoras generalizads 

repetidas y el posible efecto d~ pe,rmanencia a lo targo del 

kindling eléctrico amigdalina. 



CAPITULCÍ.1 

- . ·-. ·' -," __ :·.:.< .- --'_ ----.'. 
EL Kindling. ModeLo·E)(perimentaL d~ Epilepsia. 

~a--i~d~~ci~h de· ~~~sis convul~ivas- gener~Lizadai por 

medio·-·de- -e·st1i1iuCac-ioíle-s e(~/ct'ri~-as-· focales en el cerebro se Llevó 

a cabo_~--- por - -numerosos irivestigadores en· Los arras sos y 60s. 

Delgado y Sevillano- (1961) demostraron que la estimulación 

eléctrica en· el hipocampo inducia una intensificación progresiva 

de La actividad de la crisis convulsiva producida por el 

estimulo. La importancia de esta observación fué reconocida por 

Goddard y col.C1969), quienes describen por primera vez el 

fenómeno del ''kindl ing" J proponiéndolo como un modelo 

experiment~L de epilepsia, de aprendizaje y memori~. A diferencia 

de los trabajos previos, estos autores utilizaron estimulaciones 

eléctricas de baja intensidad <subumbrales>. 

EL término "kindling" se refiere a los cambios 

electroencefalográficos <EEGl y conductuales progresivos, que 

resultan de La estin1ulación eléctrica repetida de ciertas éreas 

cerebrales, principalmente limbicas. Dicha estimulación es de 

baja intensidad, y provoca posdescargas que inicialmente son de· 

corta duración; La amplitud de las espigas que la constituyen es 

baja y existe poca 6 ninguna propagación hacia otras regiones 

cerebrales. Rsimlsmo, los cambios conductuales concomitantes con 

Las posdescargas son discretos al inicio del kindltng, pero 

cuando los estimulas se aplican repetidamente, se da un 
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incremento progresivo en la intensidad de est~s respuestas. 

La respuesta m~xima provocada por el kindling es una 

crisis convulsiva generalizada tónico clónica. El umbral para su 

instalación es estable y menor al umbral de la posdescarga 

inicial lo cual sugiere un fenómeno de facilitación. La sucesión 

de los eventos conductuales que preceden a cada crisis 

generalizada, replica todos los estadios conductuales del proceso 

del kindling. Estas crisis son de carácter permanente, es decir, 

si se interrumpe la estimulación durante varios meses, al 

aplicarla nuevamente, Las crisis convulsivas generalizadas (CCGl 

se presentan con un número menor de estimulaciones. Otra 

caracteristica del '' Kindling " es que las CCG pueden aparecer 

de manera espontánea <Goddard y col., 1969; Racine, 1972b). 

ll Caracterlsticas ~ estimulación 

Se ha demostrado que algunas condiciones 

experimentales son importantes en el proceso del kihdling~ -·'Eritre 

ellas podemos enlJmerar las siguientes: 

1Q La región cerebral estimulada tiene una importante 

relación con La rapidez de La instalación del kindling asi como 

sus correlatos conducttJales. Goddard y col. (1969), encontraron 

que La arnigdala del lóbulo temporal es el sitio donde el proceso 

del kindling, determinado a partir del número de estimulaciones, 

progresa más rápidamente. Las estructuras que Le siguen en orden 

decreciente son: el globo pálido, corteza piriforme, ~rea 

olfatoria, neocorteza anterior, corteza entorinal, 

oLr~tnrio, Area s~ptal 1 'rea preóptica, cauda 

hipocampo <Goddard y col., 1969). 
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Por otra parte, se ha mostrado que en la mayor parte 

del tallo cerebral, cerebelo, t~lamo 1 núcleo rojo y sustancia 

nigra no es posible producir el kindling 1 tomado este como modelo 

experimental de epilepsia CGoddard y col., 1969). 

2.Q. Las caracteristicas del estimulo eléctrico son 

determinantes para el desarrollo del 

experimental més utilizado consiste 

p-ei'-i6dica a intervalos regulares de 

kindling. 

en 

un 

La 

tren 

duración constituido por pulsos bifásicos de 1 

EL paradigma 

administración 

de 1 seg de 

mseg con 

frecuencia de 60 Hz y una intensidad que puede ser desde 

una 

Los 

20 R a los 400 R . Esto depende del umbral de la posdescarga, 

en el sitio de estimulación. 

3Q El intervalo de tiempo entre cada estimulo es 

una de las caracteristicas clave para el desarrollo del kindling. 

Goddard y col. (1969) compararon La eficacia de los estimulas 

apLicandolos a diferentes intervalos. Los intervalos de 24 horas 

O més son igualmente efectivos. Pero cuando estos son de 12 

horas 6 menos se requieren més estimulaciones. Las aplicación de 

estimulaciones a intervalos menores de 20 minutos provocan La 

inhibición de las posdescargas y por lo tanto del proceso del 

kindling CGoddard y col., 1969, Racine y col. 1 1973). 

3>Rspectos Filogenéticos 

El kindling ha sido inducido en diferentes especies: 

reptiles, anfibios, cuyes, ratones, ratas, conejos, felinos, 

caninos y primates. Debido a razones précticas, La rata es La 

especie més comunmente empleada para el kindling, aunque también 
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lo son el gato y los primates. La secuencia de Las etapas 

conductuales, asi como el tiempo requerido para producir este 

fenómeno, varia dependiendo de la especie animal estimulada <Ver 

bibliografía en McNamara y col., 1900; Joy., 1905). 

En general el kindling ocurre más rápidamente conforme 

La escala filogénetica desciende de primates a roedores y de 

éstos hacia especies no mamiferas <Wada, 1978). (Ver cuadro I>. 

CUADRO I 

Námero aproximado de estimulas con intervalos de 24 horas para el 
establecimiento del kindling amigdalina. 

ESPECIE 

Rata 
Gato 
Primate Babuinos 
Primate Mono rhesus 

ll Cambias Conductuales 

NUMERO 

B - 12 
18 - JO 
60 - 70 
150- 200 

La expresión conductual que se produce en el kindling 

presenta etapas caracteristicas que se manifiestan de una 

manera gradual y progresiva. La clasificación conductual más 

ampliamente utilizada en la rata es La descrita par Racine, <1972 

b). Sin embargo, Joy <1985) ha hecho una ~LasificaciOn más 

detallada de las diferentes conductas que se presentan en Los 

diferentes estadios. En el cuadro II se presentan ambas 

clasificaciones. 
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CUADRO II 

Clasificación: Racine <1972b> Joy <1985) 

*ESTADIOS 

o 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

CONDUCTR 

Movimientos faciales 
y de boca. 

Movimiemtos verti
cales de la cabeza. 

Mioclónias de Los 
miembros anteriores. 

Po5tura de sentado 
con extensión del 
cuerpo en posición 
vertical. 

Levantamientos re
petidos sobre las 
patas traseras y 
calda. 

Ninguna respuesta al 
estimulo 

Postura de descanso durante 
y después de la estimula
ción. Cierre del ojo ipsi
Lateral 1 clonus faciales 1 

olfateo, masticación. 

Vigorosos movimientos de 
masticación 1 balanceo de La 
cabeza y clonus de cuello. 
sacudidas de cabeza que se 
acompaNan usualmente con 
espigas que aparecen en La 
posdescarga <PD). 

Clonus de rniernbros anterio
res unilaterales ó bilate
rales. 

Levantamiento de miembros 
anteriores con posición 
casi vertical del cuerpo. 

Levantamiento seguido por 
La pérdida de equilibrio y 
caida. 

Levantamiento y caida repe 
tidos, 

Ataque de carrera similar 
al provocado por estimula
ción audiogénica en el cual 
Los sujetos corren 
répidamente en ciculo5, 
saltos violentos 1 y/ó vuel
tas r-epet1ctas. 

Ataque de carrera como en 
el estadio anterior que 
involucra periodos de tono 
al comienzo y al final de 
La crisis. 

* Cada estadio conductual incluye a Los precedentes. 
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S)Cambios Fisiológicos 

Lo~ tres principales efectos de la estimulación tipo 

kindling __ son: 1) el descenso en el umbral para provocar la 

posdescarga 2> el alargamiento_en la duración de la posdescarga y 

3) la propagación de La actividad epiléptica hacia otras éreas 

del cerebro. ·Cada uno de estos efectos puede ser considerado como 

~n ejemplo del cambio cerebral hacia la epilepsia (Goddard y 

col., 1969; Racine, 1972 a,b; Burnham, 1976). 

Los mecanismos que subyacen al kindling aún no han 

sido bien determinados. El kindLing parece depender al menos de 

dos propiedades neuronales: La potenciación a Largo plazo y el 

desarrollo de respuestas en salva (Racine y col. 1901). 

La potenciación a Largo plazo se refiere al incremento 

de respuestas sinápticas provocadas por La estimulación repetida, 

un ejemplo de esto es el aumento considerable de La amplitud de 

las espigas epileptiformesJ particularmente en el sitio 

secundario (Racine, 1972b; 1981). 

La respuesta en salva se refiere a un cambio en la 

respuesta neuronal provocado por una excitación aferente 

repetida, que induce La aparición de una salva de potenciales de 

acción de alta frecuencias <Racine y col, 1981; Joy, 1985). Con 

registros unitarios del sitio primario o de sitios secundarios se 

ha verificado La presencia de respuestas en salva que 

incrementan progresivamente La frecuencia de sus potenciales de 

acción, conforme se desaroLLa el kindling <RacineJ 1978). 

18 



Otro cambio funcional inducido por el kindling es el 

fenómeno de transferencia. Este fenómeno consiste en un incremento 

en la susceptibilidad al desarrollo de crisis en los sitios 

secundarios. Se ha demostrado que el desarrollo del kindling es 

más- fácil cuando este proceso ya se ha establecido mediante La 

estimulación de otra área cerebral ipsi ó contralateral < Goddard 

y col., 1969; Racine 1972b; Burnhami 1976). 

Burnham (1976) estudió este proceso y encontró que La 

transferencia ocurre entre todos los sitios limbicos analizados 

<amigdala, área septal, hipocampo dorsal y ventral} sin importar 

que estructura fuese escogida como sitio primario o secundario 

para el proceso del kindling. 

El kindling induce cambios permanentes en La función 

neuronal de otras estructuras que son probablemente el resultado 

de Las conexiones entre una región y otra. Se ha propuesto que 

estos cambios pueden tener correlatos morfológicos <a largo 

plazo) O neuroquimicos Cinmediatos y a Largo plazo>. Los cambios 

morfológicos propuestos son la generación de nuevos arreglos de 

circuitos neuronales, que podr!an ser el resultado de: a> el 

aumento de Las conexiones entre una región y otra, b) el aumento 

de espinas dendriticas y de una nueva formación de sinépsis, o e>_ 

de una modificación de las sinapsis existentes 1 tal vez por 

crecimiento de Las terminales presin~pticas o por un incremento 

en la superficie receptiva postsinéptica ó en el námero de 

receptores <Joy 1 1985> 

Rlgunos investigadores no han podido verificar cambios 

morfológicos consistentes a consecuencia del kindling y postulan 

que los cambios invollJcrados se deben al incremento de La 
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eficacia sináptica 6 d~ La r~spuesta postsináptica <McNamara y 

Zaide (1978) col., 1980; Joy, 

que el 

1985). Sin embargo, Rae in e y 

encontraran kindling se acompaNa del desarrollo de 

contactos sinépticos, al hacer una evaluación mediante La 

microscopia electrónica. Estos autores encontraron que el 

kindling cortical provoca el aumento significativo del tamaNo de 

Las terminales sinépticas en el tejido neocortical estimulado. 

G>Ventalas ~ kindling 

Los datos antes mencionados hacen del fenómeno 

''kindlig'' un modelo de epilepsia permanente, semejante a ciertos 

tipos de epilepsia que ocurren en el hombre. La ventaja del 

fenómeno ''Kindling'' sobre otras modelas de epilepsia 

experimental, como los producidos por compuestos químicos, es la 

posibilidad de ejercer un mayor control de Las variables 

experimentales, el sitio de estimulación est~ bien definido, 

permite el control adecuado de los parámetros de estimulación y 

de Las respuestas que se provocün durante el fenómeno progresivo 

Las mismas del kindling. Esto permite tPner animales en 

circunstancias 

epi.Leptización. 

experimentales y con Los mismos grados de 

Por otro lado, La estabilidad del fénomeno y su 

las propiedades progresiva evolución permite el ~nalisis de 

anticonvulsivantes de algunos agentes farmacológicos, ya sea en 

forma preventiva Cefecto~ ejercidos durante el desarrollo) 6 

supresivos <en 

1975>. Ademés, 

empleado en 

convulsiones ya establecidas> CRacine y col., 

debido a su evolución paulatina ha sido muy 

el estudio de Los mecanismos fisiológicos y 



bioquimicos que estén involucrados en la actividad paroxistica. 

Con respecto a Los correlatos neuroquimicos 

estudiado varios sistemas de neurotransmisores. En el 

se han 

cépitulo 

siguiente nos referiremos solamente a lo que concierne a Los 

péptidos opioides y en especial a Las encefalinas como sustancias 

neurotransmisoras. 
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CAPITULO 2 

PEPTIDOS OPIOIDES 

1) Generalidades 

El estudio de Los efectos analgésicos de Los 

opiéceos, asi como su capacidad para producir toxicomania, dleroo~oo 

lugar a una gran cantidad de investigaciones que tuvieron cormiorno 

propósito· encontrar opié.ceos sintéticos que mantuvieran SlJJc'3us 

propiedades 

indeseables. 

analgésicas pero que carecieran de sus efec\oJtas 

El hecho de que 

neurotransmisores producen 

concentraciones muy bajas 

L¡:¡s drogas, Las hormonas Y loJLos 

sus efectos altamente selectivos 2s a 

al interactuar con sus 

especificas, hizo suponer la existencia de receptores para lJtos 

opiáceos en el cerebro y posiblemente también en otros tejldoobos. 

No fué hasta Los 70's cuando varios grupos de investigacU::i...On 

CTerenius 1974; Pert y Snyder 1973; Simon y col., 1!7"873) 

detectaran sil ios de unión es lereoespeci ficos para ta morflna 53 y 

otra5 drogas analgésicas sintéticas en membranas de célUUUJtas 

nerviosas. 

Este hallazgo sugirió La presencia, en el cerebro, 11 de 

una sustancia natural similar a la morfina, quiz.ás _ un 

neurotransmisor que actuara uniéndose al receptor especlfl:fico, 

Hughes y col. (1975), lograron extraerlo y obtener su secuennf!ncla 

a partir de extractos cerebrales de cerdo. Dicho factor eslJc;taba 

constituido 

encefalinas 

por 

Cdel 

dos pentapéptidos 

griego "en La 

a los cuales denomlna:.naron 

cabeza"). Estos péplllJt :idos 



presentan La siguiente secuencia _de_ a.minoécidos: 

NH - Tir - Gli - Gli - Fen - ~et - COOH' 

.NH - Tir - Gli - Gli - Fen - Leu - CDOH 

Al primer pentapéptido Le denominaron metionina 

enc'efalina y al segundo Leucina encefalina. Estas dos sustancias 

fuef-on sintetizadas y probadas en Los ensayos biológicos de la 

~asa deferente de ratón y el ileum de cobayo y mostraron una 

actividad opiácea potente <Waterfield y col., 1977). 

A partir de entonces se han aislado alrededor de 40 

péptidos endógenos que se unen a Los mismos receptores que el 

opio, por lo cual se Les ha denominado opioides endógenos, 

a diferencia del opio y sus derivados sintéticos a los cuales se 

les denomina opiéceos. 

Actualmente se tienen bastantes pruebas de que la5 

encefalinas actóan como sustancias 

cumplen 

neurotransmisoras 

neuromoduladoras 

características: 

ya que con 

a> Se sintetizan en las neuronas 

Las siguientes 

b) Se han encontrado Pn terminales sinápticas dentro 

de vesículas ó gránulos de secreción. 

ó 

e> Se Liberan por depolarización eléctrica y con altas 

concentraciones de potasio. Su liberación es calcio 

dependiente y esté asociada a gr~nulos de secreción. 
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dl Al ser aplicados exógenamente, 

similares a los provocados por 

endógenas 

producen efectos 

las encefalinas 

e> Una vez que ejercen su acción, se ha observado su 

inactivación por peptidasas que las hidrolizan. 

Estos 

identificar a 

neurotransmisora. 

criterios son los que han sido propuestos 

cualquier sustancia que se considere 

para 

como 

En La siguiente sección de esta tésis se revisan algunos de·

los aspectos més relevantes de Los péptidos -opioides~ concerniente~' a· 

su biosintesis, liberación, tipo de receptores y degradación. 

2> Biosintesis 

Se ha establecido que Los péptidos biológicamente 

activos son sintetizados a partir de grandes moléculas 

precursoras (Ver bibliografía en Herbert y Uhler, 1982>. Este 

proceso biosintético incluye La transferencia de la prohormona 

del retículo endoplásmico rugoso <RER) al aparato de Golgi de 

donde sale y se almacena en Los gránulos secretorios previo a su 

Liberación por exocitosis. El procesamiento post-traduccional de 

La promolécula 

exterior de 

<hidrólisis, 

ocurre durante La migración desde el RER hacia el 

La célula, con pasos individuales de maduración 

sulfatación, glicosilación, amidación 

Localizados dentro de compartimentos intracelulares que contienen 

Los sistemas enzim~ticos apropiados. Estos eventos determinan el 

tipo de péptidos que produce en tJna neurona dada, su potencia, 

selectividad por el receptor y funció1l CFig. 1>. 
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Sulfatación, O-glicosila
ci6n, Fo9forilaci6n 

Transporte Anterogrado 

Acetilación 
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Almacenamiento 

Liberación 

Cuerpo Celular 

Axón 

Transporte Retrógrado 

~---Terminal Axónico 

\ .Endocitosis 

Fig. l Representación esquemática de algunos eventos celulares. 
y etapas del Procesamiento en la biosíntesis de los 
péptidos (tomada de !versen, 1980). 



EL interés de varios grupos de investigación sobre La 

aislamiento biosintesis de Las encefalinas dió como resultado el 

de un gran námero de péptidos, Los cuales tenian como 

caracter!stica camón poseer dentro de su molécula una ó varias 

secuencias de la Met ó Leu-encefalina. Sin embargo La relación 

que habia entre estos péptidos no se conocia. La utilización de 

Las técnicas de clonación y el análisis de la secuencia del DNA 

clonado 

de las 

producen 

(cDNR), permitieron establecer la estructura 

tres proteinas precursoras a partir de Las 

los péptidos opioides. Estas proteinas 

molecular 

cuales se 

son La 

Proopiornelanocortina CPOMCl, La Proencefalina R y La Prodinorfina 

Có Proencefalina E>. 

La 

caracterizadas 

POMC fué la primera de Las 

por <Mains y col., 1977). 

proteínas precursoras 

EL gen fué clonado y 

obtenida su secuencia en 1a79 por el grupo de Nakanishi Esta 

molécula contiene en su secuencia a varios péptidos activos. al 

opioide B-endorfina asi como a la hormona ~CTH 

<adrenocorticotropa) y a varias formas de la hormona melanocito 

estimulante -alfa, beta y gamma- <Fig. 2). 

Posteriormente el cDNA qt1e codifica para La 

proencefalina R fué Llonado y obter1ida su secuenci~ a partir de 

tejido proveniente de médula adrenal de humano y de bovino, asi 

como de cerebro de rata (Nada y cal. 1982 a,b; Gubler y col., 

1902; Comb y col., 1982}. La secuencia aminoécida 

por estos DNRs (cDNR> es estremadamente homóloga. EL 

pronosticada 

polipéptido 

tiene un peso molecular de 30 Kdaltons y contiene dentro de su 

secuencia, cuatro copias de Met-encefalina, una sóla copia de 
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Leu-encefalina, Met-encefalina-Rrg-Gly-Leu Coctapéptido>, Met

encefalina-Rrg-Phe Cheptapéptido) y sin-encefalina Cproencefalina 

1-70) (Fig. 2). 

En médula adrenal de bovino han sido aislados 

polipéptidos que son productos intermediarios del procesamiento 

de la proencefalina "A'' . Estos son de alto peso molecular 23.3, 

18.2, 12.6 y 8.6 Kdaltons, y también han sido encontrados en el 

cerebro. Sin embargo, aunque se ha demostrado que la 

proencefalina A es idéntica en adrenal y tejido cerebral, Listan 

y col.<1984), reportaron que el procesamiento de esta molécula 

puede ser diferente en ambos tejidos, ya que se ha encontrado que 

una gran proporción de los péptidos producidos en el cerebro 

tienen bajo pe~o molecular. 

La 

proencefalina 

tercera proteina precursora es la prodinorfina 6 

''B''. Esta molécula no contiene Met-encefalina 

dentro de su secuencia pero produce principalmente tres péptidos 

que contienen Leu-encefalina: alfa/B-neo-endorfina 1 dinorfina fi y 

Leumorfina. La dinorfina puede servir como un precursor de Leu-

encefalina en el cerebro pero en vista de su potente acción 

opiácea es probable que tengan un papel fisiólogico independiente 

<Ver bibliografía en Golstein, 1984) <Fig 2). 

Estructuralmente, como se observa en La Fig. 2, las 3 

moléculMs precursor~s rle réptidns npioides ti f>nPn vari~s 

car-acteristicas en común: a> peso molecular muy parecido, cercano 

a 30,000 daltons, b) número de aminoácidos muy similar, variando 

entre 209 y 267 -considerando varias especies-¡ c) en La mayoria 

de Los casos, Las secuencias corespondientes a péptidos 

biológicamente activos dentro de La secuencia del precursor están 
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Limitadas hacia ambos Lados por pares de aminoácidos básicos, 

d> la región amino terminal es rica en residuos de cisteina no 

incluye aminoácidos de reconocimiento proteolitico típico y esté 

precedida por una secuencia seNal, de naturaleza hidrofóbica. 

Estas simililudes sugieren una relación evolutiva 

entre Las tres diferentes proteínas precursoras. 

representan 

funcionalmente 

una familia 

relacionados. 

de genes y productos de 

La significancia biológica 

Ellas 

genes 

de Los 

precursores de multlhormonas puede ser para efectos de producción 

simultánea de péptidos activos múltiples que realizan funciones 

coordinadas <Numa, 1984). 

Los estudios inmunocitoquimicos indican que Los tres 

precursores 

poblaciones 

de los 

neuronales 

péptidos opioides 

distintas en el 

son expresados en 

cerebro <Khachaturian 

1985). La POMC es expresada en células diferentes a las que 

presentan inmunoreactividad a las encefatinas. l_a Proencefalina R 

y La Proencef alina B han sido mapeadas utilizando antisueros 

dirigidos contra 

han encontrado 

(Figura 3>. 

secuencias especificas para cada precursor y se 

diferencias y similitudes en su localización 
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Figura 3 representación esquemética de La distribución 
de los péptidos derivados de ta pro-opiomelanocortina, 
proencefatina y prodinorfina en el Sistema Nervioso Central de ta 
rata, determinado por estudios inmunohistoqu!micos.En estos tres 
mapas parasagitales 1 Los pericarios neuronales son demostrados 
como circulas sólidos y Las fibras terminales como Lineas curvas 
y puntos. 

STMBOLOS 
AR: amlgd;ila anter:inr 1 FIBL: nl'1cl1?0 hA'3olaternl de la amigdala 1 

RC: comisura anterior, FICB: núcleo acumbens 1 ACE: núcleo central 
de la amtgdala, RCO: núcleo cortical de La amigdAla, AD: Núcleo 
anterodorsal del télamo, AL: tabulo anterior de ta pi.tuitaria, 
AM: núcle('l .cintPr~omediaL dF:>I. t~1-.1mo, AME: nt'irlr>n ambiguo, AME: 
núcleo medial de la amigdala, AON:núcleo ofatorio anterior, RRC: 
núcleo arcu.1t0, AV: nl.'.Jr.leo anteroventral del tt!lamo 1 EST: nt'Jcleos 
basales de la stria lerrnin.~1Li:. 1 CC: cuerrio cé1llos(1, CGX: corte;:a 
del cingulo 1 CM: n~cteo centro-medial del t~lamo 1 COCH: complejo 
nucle21r cocl.12.:ir- 1 CPU: cc1t1i:10-putc,rner1 1 CST: tracto (~01-tic.oe~>pinal, 

DH: dorsal de La médula espinal, DG: girus dentado, DM: núcleo 
dorsomedial del hipot~lamo 1 DNV: n~cleo molar dorsal. del vago, 
DNT: núcleo tegmental dorsal, ENT: cor·leza entnrrinrll 1 FM: núcleo 
fationl det ~erebelo, FRX: corteza froritat, GL: capa glomerul ar 
del bulbo olf~torio, GP: globo palido, HM: nócteo habenular 
medial, HPC: t1ipocampo, IC: cnl.iculos infPrior, IL: lóbulo 
intermedio de la pituitaria, IP: compl_ejo nuclear 
interpeduncular, LC: n~cl~o del Locus cocruli1Js, LG: núcleo 
geniculado lateral, LHR: ~reo hipotól~mtc~ l.ateral, LRN: nócleo 
reticular later·al, MF: fihras m1Js~osa~. del hipncnmpn 1 MFN: 
nl.'.Jc:lcos f~cial.e~ motores, MG: nt'1cl_eo genicul ,·~dn rnedi,"'ll., ML: 
lemnisco medio, MM: núc!.eos m;::imitares m~11i~Les, MNT: nócleos 
rnesencefélicos del trigémtno, MVN: núcleo vestihul~r medial, NCU: 
núcleo cuneatus, NCX: nPocartPz~, NDE: n1~cleo de La banda 
diagonal, NL: lóbLJlo neural. de l~ pit1iitari<l, NRGC: nócleo 
reticularis giganln cel_ularis, NRPG: nucleo r~ticularis 

paragigantocelulari~, NTS: nócl~o del tractr1 sr1Lilario, OCX: 
cort~za occipital 1 OT: tr~3cto optico, OTU: t1Jberculo olfatorio, 

PAG: grey periacuPduc tal, PAX: C•JrtPrza periarnigdatoidr- 1 PEN: 
nócleo parabraquial, PC: comisura posterior, PIR: corteza 
piriforme, PN: pccr'.t<::, POA:.~~c.:J íJ:-c•l',;:1~-:.-:.~J, PP: ;:.J~,"J ;:ierfc:-.;:-i~c, 

PV: nócleo periventrlcul3r det t~ldmo, PVN(M): nócleo 
paraventrir:u~.2r '¡o,'7r:~ ;oi;::i.~r-1n"<=>11•' .•r-ie.) PVN (p) n\'Jcl.eo 
paraventricular <par~ p~rvo~~lu~~~¡~; 1 -RD; núcleo rafé dorsal.is, 
RE:nócleo reuniens del t~lamo 1 RF: formación reticLJlar, RM: 
nócleo magno del rafé, RME: n6cleo mediano del rafé, SC: 
coliculus suµerior / SCP: peduncLilu~. cerebel.ar <:-IJpP.rior, SM: 
estria medularis del télamo, SNC: sustancia negra, SNR: sustancia 
negra pars reticulata), SNT: nócleci sensorial del trigémino 
(principal>, SON: n6cleo supraóptico, SPT: nócteo 5eptal, STN: 
núcleo espinal del trigémjno 1 SUB: subicul.um, VM:nócleo 
ve•itromedial del hipotálamo 1 VP: pali•jo ventral, ZI: zona 
incerta. Tomado de Khachaturian y col. 1 (1985). 
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3) Liberacion de Encefalinas 

pueda 

Como se mencionó anteriormente, para que una sustancia 

5er considerada como neurotransmisor debe ser Liberada de 

Las terminales nerviosas. 

Los estudios de distribución subcelular, 

que Las encefalinas se Localizan principalmente en 

sinaptosomal CSimantov y Snyder 1976; Osborne y col., 

demostraron 

La región 

1978). 

La liberación de estos péptidos ha sido estudiada en 

experimentos in vitro en rebanadas de diferentes regiones 

cerebrales tales como el globo p~Lido, el estriado, el t~Lamo y 

el núcleo acumbens Civersen y col. 1978; Bayón y col., 1978; 

Osborne y col., 1978; Ritcher y col. 1979; Linberg y DahL, 1981¡ 

Patey y col., 1981). Todos estos trabajos han mostrado que la 

Liberación de encefalinas inducida por Potasio (22 - SO mM) es un 

proceso dependiente de calcio por Lo que se asume que estos 

neuropéptidos se comportan como otros neurotransmisores del 

sistema nervioso central <SNC). La utilización de la técnica in 

vivo "push pull" en globo pálido ha corroborado estos 

bioquimicos <Glowinski, 1981). 

resultados 

Otro aspecto importante es La regulación que ejercen 

otros compuestos sobre la Liberación de encefalinas. 

col.(1900), encontr~ron que el único neurotransmi$ar 

Osborne y 

que tiene 

efecto sobre la liberación de estos réptidos es el GABR~ el cual 

ejerce una acción inhibitoria. Sin embargo estos resultados 

actualmente resultan controvertidos ya que Sawynok y col. (1901) 1 

obuvieron resultados contradictorios es decir encontraron 

que el GRBR incrementa la liberación de encefalinas. 
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4)Receptores opioides 

Históricamente, el descubrimienlo de Los receptores 

opioides precedió al aislamiento y caracterización de sus 

ligandos endógenos, los péptidos opioides. 

La existencia de varios tipos de receptores opi~ceos 

fué primero postulada por Martín y col. (1974 1 1976), quienes con 

base en el análisis de Los efectos producidos por un amplio grupo 

de drogas narcóticas utilizando preparaciones de perros espinales 

crónicos, 

opioides: 

propusieron La existencia de tres tipos de receptores 

mu Y' para Los compuestos como la morfina 1 kappa ( K> 
para las drogas como La cetociclazocina y sigma có) para Las 

drogas tales como N-alilnormetazocina (5KF10 1 047), Además de 

estas categorias 1 Kosterlitz y col.<1979>, dieron evidencias 

sobre un cuarto tipo de receptor al que denominaron delta cJl. 

Los resultados de Los experimentos farmacológicos 

fueron ademés corroborados en ensayos de unión a receptor y 

estudios autoradiogr~ficos 1 Los cuales demostraron que los 

receptores mu, delta y kappa son distintos sitios de unión, que se 

encuentran ampliamente distribuidos en el SNC y han sido 

localizados en diferentes especies animales CChang y col. 1979a y 

b; Pert y col., 1975, 1976; Bonnet y col. 1 1981; Lewis y col., 

1902, Ninkovic y col., 1901; Mansour y col., 1908). En L~ figura 4 

se muestra la distribución de las densidades relativas de Los 

receptores mu, delta y kapa en el cerebro de La rata. 

La unión mu se observa en numerosos núcleos y a varios 

niveles del neuroeje, incluyendo la neocorteza, cauda putamen, 

septum, tálamo, hipocampo, sustancia nigra, coliculos superior e 
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Figura 4 representación esquemática de receptores 
opioides mu, delta y kappa en el cerebro de la rata, determinado 
por técnicas de autaradiografia de receptor. Para facilitar la 
descripción de estas distribuciones, 1.as densidades, del receptor 
fueron coloreadas de acuerdo al siguiente codigo, con rojo= muy 
denso (++++), naranja=denso (++~), verde=moderado (++), y 
azul=ligero <~>. Estos términos no son cuantitativos y sólo dan 
una medida relativa de la distribución de un receptor. 

SIMBOLOS 

ABL,nácleo amigdalina basolateral; AC, comisura anterior;RCB, 
núcleo acumbens; RCE, nócleo central amigdalino;AD, tálamo 
anterodorsal;AL, lóbulo anterior de la pituitaria;AME;núcleo 
amigdalina medio; RON, núcleo olfatorio anterior; RRC, núcleo 
arcuato,del hipotálamo;BST, núcleos basales de la stria 
terminalis; ce, cuerpo c~Lloso; ce, canal cer1tral; CL 1 tálamo 
centrolaleral; CM, télamo centromedial; CPU, cauda putarnen; CRB, 
cerebelo; DG, girus dentado; DH, hueso de la espina dorsal; DMH, 
hipotálamo dor~omedial; DPG, materia gris, coliculo superior; 
FCX, corteza frontal; ICa, islotes de calleja; IGR, capa granular 
intermedia, bulbo olfalorin; IL, Lóbulo intermedio; IMD, télamo 
intermedio dorsal; ING, capa gris intermedia, coliculo 
superior,IP, núcleo interpcduncular; IPL, capa plexiforme 
intermedia, bulbo olfatorio; LC, locu~ coer11leos; LD, tél.amo 
laterodorsal; LHA, Elrea hipotalt1mica lateral LP, t.'1Lamo latera 
posterior; LRN, núcl.eo reticular Ldlerol; LS, sept1irn Lateral; MD, 
tdlamo dorsomedial; ME, eminencia media; MG, geniculado medial; 
ML, lemnisco medio; MM, núcl_e11s rn~mjl_~r1~s mediales, MS, septum 
medial; NV, Núcleo vestibular medial; NDB, nt~cLeo de La banda 
diagonal; NL, Lóbulo 11eural de la pituitaria; NRGC, núcleo 
reticularts giganta celularis; NTS, nócleo del tracto solitario; 
OB, bulbo olfatorio; OT, tr·acto optico; OT\1 1 tubérculo olfatorio; 
PVN, núcleo parabraquial ; PC, 1:-0rnisu1'<"1 posterior, PCX 1 corteza 
parietal; PN 1 puente; POR, area preóptica; PrS, presubiculum; PV, 
télamo paraventricular; PVN, hipotálamo paraventrícular; RD, rafé 
dorsal; RE, nócleo reuniens del télarno, RM, núcleo magno del 
rafé; RME, n1'11' en mF>di:-inn r1»l. rrifé; SC, rrJ1-icul.o superior;scp, 
pedunculo cereb~Lar superior; SG, sustanci~ gelatinas~; SNC, 
sustancia negra compactada; SNR, sustancia negra reticulada; STN, 
núcleo sensorial del trigémino; SON 1 núcleo 5upraóptico; STCX 
corteza estriada; SNT, nócleo esrinaL rlel trigémlno; SUG 1 capa 
gris superficial, coliculo superior; TCX, corteza temporal; VH, 
ventral, médula espinal; VL 1 t4l.FJmo ventr·nl<iter.=it; VM, tálarno 
ventromedial; VMH, hipotalamo ventromedial; VP, palido entral; 
VPL, talamo ventroposterolateral; y ZI, zona incerta. 
<Tomada de Mansour y cot 1 1~f\8). 
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inferior, Locus coeruleus y nácleo del tracto solitario. 

Los receptores delta presentan una distribución més 

restringida que predomina en estructuras del cerebro anterior 

tales como neocorteza, cauda putamen y amigdala. 

Finalmente, Los receptores kappa estén Localizadas en 

el área pre6ptica 1 

amig~ala y núcleo 

sobreposición en 

hipotálamo, eminencia media, cauda putamen, 

del tracto solitario. Aunque existe una 

La Localización de cada tipo de receptor, su 

di~tribución anétomica precisa varia marcadamente. 

Dada La complejidad de la distribución de Los receptores 

opioides y de Las familias de péptidos en el SNC, no ha sido 

fácil correlacionar un sistema particular de péptidos opioides 

con un tipo de receptor. Las éreas de interacción péptido

receptor van a depender de los tipos de péptidos que se 

sinteticen y se liberen en la neurona presinéptica asi como de su 

afinidad por un receptor en particular que esté presente en L3 

neurona post-sin~plica. 

En 

densidades 

densidades 

la tabla I se presenta una comparación de las 

relativas de receptores mu, delta y kappa con Las 

relativas de POMC, pro-encefalina y pro-dinarfina- en 

varias regiones del SNC. Esta tabla da una indicación cualitativa 

de lugares donde hay buena interacción péptido-receptor, asi como 

de los sitios donde esta interacción no se da <Tomada de Mansour 

y col. 1 1988). 
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TABLA I: Distribución de Receptores y Péptidos Opioides en el 

CNS Reg•on 

l. Tclrnceph•lon 
F1onlalcorte• (l•m1n1r) 
Pmform cortr• (l.lminu) 
(nlorhin1I corte• (limin1r) 
Amygd1l1 

Cent11l nudrus 
Med11I nudeus 
Ule11l nudeus 

H1ppoc1mp1I forrration 
Hippoc•mpul (l.lminu) 
Denlllt' gyrul (l.lm1nu) 

Olf1ctory luberclc 
Nudeus•ccumbt'nl 

C1udale·pulamen 

Globui pall1dul 
Med11l seplum 
Bed nuclrus llr1a lerminalis 
Preopl1c ue1 

11. Dlrncrphalon 
Hypothalamus 
. Supr1ophc nudeus 

Pu1ventricul11 nucleus 
Arcu1te nuclt"us 
Vent1omed1al nucleus 
Oorlomed1al nudrus 
Literal hypolhalam1c area 

Thalamus 
Perivenlricul11 nuclt'us 
Cenlral-med•al nucleus 
Reuniens nucleus 

Medial habt>nul• 

111.Muencephalon 
lnlt't~duncular nucleus 

(centr1IJ 
Subslanlia nigra 

Pan. comparu 
Pan tt'loculata 

Ventral legmental are• 
Periaquedud.11 sray 

(rostra~ventr.al) 
Sup.llnf. coU.culi 
Doryl raphe nuclt'ul 

rv. Pon1/medull.1 
Par.1brachi.1I nucleus 
Nucleus r•phe mainus 
Nucleus rehcular 

Bigantocellularil 
Nucleus tradul lolct111us 

(c.audalpartl 
Lateral rrt•cular nuc~us 
Spinal tnsem1nal nuc~us 

++++::;mLty denso; 
Tomada de Mansoui-

• 
+++ 
++ 
++ 

o 
+++ 
++++ 

+++ 
+++ 
+ 
++•+ 
(p.-l<hy) 
++++ 
(p1tchy) 
+ 
+++ 
++ 
+ 

o 
o 
o 
o 
+ 
+ 

o 
++++ 
++-t+ 
+++ 

++++ 

+++ 
++ 
++ 
+ 

++++ 
++ 

+++ 
++ 
+ 

++++ 

+ 
+++ 

Cerebro de la Rata. 

Rrcrpfon • • 
Pl'pl~ 

POMC Pro-Enk Pro·Dyn 

++ + o ++ + 
++ ++ o ++ + 
++ ++ o +++ + 

o ++ ++++ i'+++ ++ 
++ ++ +++ +++ + 
+++ +++ ++ +++ + 

++ o ++ +++ 
+ o ++ ...... _. 
+++ 

·+-t++ 
o ++ ++ 

--+,- _:, .... +-': ·,\++'·:'' 
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S> Degradación de las encefalinas 

Todo neurotransmisor después de interactuar con su 

receptor especifico debe ser r~pidamente degradado 6 recapturado. 

En el caso de la Met- y la Leu-encefalina, se ha propuesto que 

estos péptidos son catabolizados en el espacio sináptico por 

diferentes enzimas. EStos péptidos poseen cuatro sitios 

susceptibles de inactivación. En la figura s se muestra cuales 

son estas enzimas, su sitio de acción y Los diferentes 

inhibidores que se han utilizado en cada casa. 

Enzimas Inhibidores 

Aminopeptidasas 

Encefalinasa B ---"-"--"--> 

NH 
1 

Tir:·· 
--:-:.1· ~ --'---'---'---Bestatlna, 
'GLf\ __ . 

Puromicina 

~L1 ! , '. Tir.-Jir · 

Encefalinasa A y ACE "----"-'--:_~:::1_--_-, . ~T.i~~rJ~_.n--, ··captótril 
- .''Fen>-

carboxipeptidasa ------'"--'----:_·~:1_,o:;:>~::_ · --
Leu·'fMeti 

·caoH 

Fig. 5 Enzimas que degradan a Las encefalinas y sus inhibidores. 

Las aminopeptidasas fueron las primeras enzimas 

identificadas que hidrolizan a las encefalinas y han sido 

aisladas a partir de tejido cerebral Existen cuando menos cinco 

tipas, todas ellas son metaloenzimas) solubles y aunque su 

especificidad es diferente todas muestran alta afinidad por Las 

encef alinas (Hersh y McKelvy 1901; Hayashi y Oshima 1977; 
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Gorenstein y Snyder, 1979; MalfrO>' y col. ,1978; Della Bella y 

col. , 1979). La actividad de estas enzimas puede ser inhibida 

por varias sustancias 1 por ejemplo puromicina y bestatina 

<Hayashi y Oshima 1977> 1 la bacitracina (Traficante y col., 1980) 

La amastatina y Los reactivos sulfidrilo CBarclay y PhiLLips, 

1980). 

Otras enzimas son las dipeptidil aminopeptidasas. 

Dentro de este grupo se encuentran la encefalinasa A y la ACE 

enzima convertidora de la angiotensina-. Inicialmente 

consideró a La encefalinasa A como una enzima especifica 

estos péptidos debido a que su distribución regional en 

cerebro (Della Baume y col., 1901) coincide con la de 

se 

de 

eL 

Las 

encefalinas y Los receptores opiáceos CMalfroy y col., 1979). 

Ademés, se creia que sólo se producía en el cerebro, sin embargo, 

pronto fue localizada en pulmones, riNon, glándulas salivales y 

testículos de rata, donde presenta atta actividad. 

Como la ACE, La encefalinasa también es una 

metaloproteinasa y ambas rompen La unión GLi-Fen. Aunque en un 

tiempo se creyó que ambas enzimas eran La misma, actualmente se 

sabe que presentan una distribución regional diferente, 

su especificidad hacia sus sustratos no es La misma y el efecto 

de Los inhibidores no es igual. Asi el captopril es 1000 veces 

més potente para La ACE que para La encefelinasa y eL tiorfan es 

50 veces més potente para La encefalinasa que para la RCE <Roques 

y col., 1980). 

Se ha reportado que otras dos enzimas degradan a Las 

encefalinas: La carboxipeptidasa A, La cual rompe el enlace 
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péptidico carboxilo terminal (Della Bella y col. 1 1979) y 

enzima designada como encefalinasa B 1 la cual hidroliza la 

gli-gli de Las encefalinas <Gorenstein y Snyder 1 1979>. 

última enzima no ha sido bien caracterizada. 
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CAPITULO 3 

ENCEFALINAS Y EPILEPSIA 

Varias neurotransmisores y neuromoduladores han sido 

implicad~s en Los mecanismos que subyacen al kindling. La mayor!a 

de; las evidencias han sido obtenidas mediante experimentos 

e~e~tr~fis~ológicos, farmacológicos y bioquimicas que han 

mostrado 

sin tesis 

cambios ya sea en La concentración de los transmisores, 

6 recambio, modificaciones Pn el nórnero 6 

rec-eptores ó alteraciones en la respuesta 

afinidad de 

sináptica. 

En este cépitulo 

bioquimicos que 

endógenos 

epilepsia. 

en el 

se describen los trabajos 

muestran La participacion 

kindling y en otros modelos 

farmacológicas y 

de Los opioides 

experimentales de 

Hace 130 aNos Cogswell (1852) observó el efecto 

convulsivante de La morfina en la rana. R partir de este estudio 

varios trabajos han propuesto que los agonistas opi~ceas se 

comportaban cama agentes canvulsivantes ó anticonvulsivantes 

CFrenJ.: 1983). 

epilépticos) estarian 

especificas e incluso 1 

sistema GRBRérgico. 

1 >Farm;:icotoaia 

mediados por 

por una acción 

<pro y anti.-

receptores 

inespecifica 

opi~ceas 

sobre el 

Las evidencias farmacológicas que muestran que Los 

péptidos opioides participan en los procesos epilépticos, fueron 

presentadas por varios trabajos en que se reporta que La 
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administración intracerebroventricular CICVl de met ion in a 

encefalina curca y col., 1977; Frenk y col. 1978), 

encefalina CFrenk y col., 1978; Snead y col., 1900; 1982), 

Leucina 

D-ala-

metionina-encefalina CTortelLa y col. 1 1970; 1981; Frenk y col. 

1984) 1 D-ala-Leucina encefalina <DALE> CTortella y col., 1901) 1 

B-endorfina CHenriksen y col., 1978; Snead y col., 1902) y 

morfina curca y col., 1977; Frenk y col., 1978; Frenk 1983; 

Tortetta y col., 1978; Snead y col., 1982>, producen alteraciones 

electroencefalogr~ficas CEEG> caracterlsticas de La actividad 

epiléptica, Las cuales van acompaNadas por conducta~ tales como 

catatonia, sacudidas de perro mojado y movimientos mioclónicos. 

Estos mismos efectos se han observado al administrar 

estas sustancias en hipocampo <Elazar y col. 1979; Sprick y col. 

1981) 1 nócleo dorsomedial del 

caudado CNeal y Keane, 1978}. 

t~Lamo (Frenk y col., 1978), nóclea 

Los efectos epilépticos producidos 

por todas estas sustancias pueden ser tola L ó parcialmente 

antagonizados mediante la administración sistémica 

CFrenk y col., 1978; Tortella y col., 1970}. 

de naloxona 

Cain y Corcaran C 1904, 1985}, lograron producir un 

efecto kindling aplicando inyeccione5 locales repetidas de 

metionina encefalina y B-endorfina en la amlgdala posterior y el 

hipocampo ventral en dosis subconvulsivas. La inyección de 

morfina sin embargo produjo tolerancia. Todos 

efectos fueron antagonizados con naloxona 

estos 

aplicada 

intraperitoncalmente. 

Rsi mismo Ikonomidou-Turski y col. (1907>, encontraron 

que la microinyección de morfina en dosis .bajas <25-50 nmoL> en 
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La amigdala de La rata 1 produce automatismos gustatarios y 

sacudidas de perro mojada (wet-dog-shakes) y a dosis 

crisis motoras y status epilepticus as! como da No 

altas 

tisular 

relacionado con Las crisis en varias estructuras cerebrales. La 

microinyección en 

<sustancia anéloga 

amígdala de D-Rla, D-Leu-encefalina 

de La Leu-encefalina protegida de La 

<DALE) 

acción 

enzimética) tiene efectos similares a Los de la morfina a dosis 

bajas 1 sin embargo La naloxona bloquea La acción de DALE, pero no 

acción de La morfina. Asi mismo el diazepan inhibe La 

cbnvulsivante de La morfina, DALE y naloxona. 

2) Efecto de opiaceos y opioides &.U~ proceso Qg_h kindling 

Frenk y col., (1979), propusieron que Los opioides 

endógenos pueden actuar como sustancias inbibidoras al ser 

Liberadas durante las crisis convulsivas. Esta hipótesis ha sido 

probada mediante experimentos farmacológicos utilizando agonistas 

y antagonistas de los receptores opioides. 

Los efectos mas caracteristicos de La morfina 

administrada sistémicamente en el kindling son la prolongación de 

La conducta postict~l y la depresión electroencefalogr~fica asi 

como el incremento en La frecuencia de Las espigas interictales y 

postictalesj sin embargo a esta dosis la morfina no llega 

a producir ningún efecto en la velocidad del desarrollo del 

kindling 6 en La expresión de las crisis generali~adas.<Rlbertson 

y col., 1994; Frenk y col., 1979; Hardy y col., 1980; Le Gal La 

Salle y col 1977; stone y col., 1982). Estos trnbajos muestran 

que Los opiaides endógenos pueden ser Liberados 

crisis convulsivas (fase S> y sean responsables de 
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postictales. 

En cuanto al desarrollo del kindling, algunos autores 

CPost y col., 1979) han mostrado que La morfina y la naloxona no 

alterañ la duración de las posdescargas; sin embargo otros 

encontraron que la naloxona aumenta La velocidad del kindling 

amigdalina CHardy y col., 1980). 

3)Bioquimica 

Vindrola y col. C1981a) 1 encontraron que los niveles 

de metionina y Leucina encefalina se incrementan 28 horas después 

de producirse crisis generalizadas repetidas <cinco ó més) en 

ratas con kindling eléctrico amigdalina. Posteriormente 

cuantificaron ambos pentapéptidos durante el 

kindlingj encontrando que la Leu-encefalina 

progresivamente, Lo cual sugiere que este 

desarrollo del 

se incrementa 

péptido está 

correlacionado con la duración de La posdescarga y con Las etapas 

conductuales, mientras que la metionina encefalina aumenta como 

consecuencia de varias crisis generalizadas CVindrola y col. 

1901b) 

EL kindling puede ser inducido también con sustancias 

quimicas administradas Localmente tales corno La carbamiLcolina, 

la penicilina y otras sustancias. As1 mismo, por La 

administración sistémica de cocaina 1 pentilentetrazol y ácido 

kainico CVosu y Wise 1 1975; Collins, 1970; Post y Kopanda 1976¡ 

Pinel y Vant Ott, 1975; Ita y col., 1977). 

Utilizando el modelo del kindling químico con 

pentilentetrazol Vindrola y col. (1~8J> 1 reportaron que ambas 

•• 



encefalinas se incrementan en el estriado, el septum y la 

am!gdala 24 horas después que Los animales presentaron L~ quinta 

crisis generalizada. 

Con el objeto de probar si los cambios producidos por 

el kindling farmacológico con pentilentetrazol (PTZ> se deben a un 

efecto de crisis repetidas generalizadas 6 a un cambio 

permanente, se cuantificaron los niveles de encefalinas en 

amígdala, hipotálamo, estriado, septum e hipocampo 16 dias 

después de que los animales habian presentado la óltíma crisis, 

encontrando, que los niveles de metionina encefalina 

permanecieron elevados en casi todas las estructuras probadas a 

exepción del estriado, en el cual los niveles regresaron a 

valores control. Con respecto a la Leucina encefalina se encontró 

que en todas 

control. Lo 

relacionada 

inducidos por 

las estructuras, Los valores regresaron a niveles 

anterior sugiere que La metionina encef alina está 

a cambios duraderos de la función cerebral 

este modelo, mientras que los cambios para la 

leucina encefalina están asociados a Las posdescargas y al 

desarrollo de las etapas conductuales <Vindrola y col.~ 1984), 

McGinty y col. <1906), reportaron que los niveles de 

inmunoreactividad <IR) a La metionina encefalina se incrementaron 

en un 1;3 % en el l1ipocampo de ratr.is s.=Jcrifir:adas 

Sin 

24 horas después 

embargo / en el de producirse 2 crisis generalizadas. 

hipotálamo, en el estriado, en la corteza frontal, asi como en 

cerebro medio no detectaron modificaciones. Además, determinaron 

que 28 dias después de haber$e produr.jdn el V.indling amigdalina, 

La metionina encefalina habia regresado a valores control. 



durante 

Naranjo, Iadarala y Costa (1986> describieron 

el desarrollo del kindling eléctrico amigdalina en 

que 

La 

rata, hay incrementa del mRNA para La Preproencefalina A, asi 

como del octapéptida Met-encefalina-Rrg-Gli-Leu en el hipocampo, 

amigdala, corteza entorrinal y núcleo acumbens. 

46 



P L A N T E A M I E N T O D E L P R O B L E M A 

Las evidencias mostradas en tos párrafos anteriores 

indican que Las encefalinas participan en los mecanismos de 

neurotransmisión que subyacen al fenómeno epiléptico. Si bien su 

papel funcional como activadores ó inhibidores 6 bien como 

moduladores de las crisis no ha sido bien esclarecido, existen 

evidencias sobre cambios en la concentración de estos péptidos en 

cerebro total y en algunas estructuras del sistema nervioso 

central <Vindrola y col. 1sa1a y b; McGinty y col., 1906). 

También 

de Preproencefalina 

codifica para esta 

se ha reportado incremento en La biosintesis 

A mediante La determinación del mRNR que 

proteína en estructuras como amígdala, 

hipocampo, corteza entorrinal y frontal. 

Sin embargo, es necesario efectuar un estudio 

regional que permila analizar en forma conjunta, Los cambios en 

La concentración de Metionina y Leucina-encefalina en varias 

estructuras cerebrales principalmente Limbicas en el desarrollo y 

la consolidación del kindling eléctrico amigdalina. Rsi mismo, 

es importante saber si estos cambios son transitorios ó 

permanentes. 

EL interés por analizar las modificaciones regionales 

obedece principalmente a que 1) Las estructuras cerebrales 

responden en forma diferente (suceptibilidad) al efecto kindling 

y 2) que Los tres sistemas opioides y SlJ5 diferentes receptores 

estén distribuidos amplia y diferencialmente en el SNC, debido a 

lo cual la expresión de cambios en la concentración de péptidos 
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opiaides a nivel regional podrá depender de La susceptibilidad de 

Los sistemas opioides para responder a La epileptogénesis, asi 

como de La susceptibilidad de cada estructura durante la 

evolución, instauración <primera y crisis repetidas> y La 

posibilidad de que Los cambias sean permanentes. 

H I P O T E 5 I 5 

Los cambios regionales en las concentraciones de Los 

péptidos opioides metionina y Leucina-encefalina, van a depender 

de La estructura analizada, ya que no todas Las regiones 

cerebrales muestran la misma respuesta al kindling y la 

distribución regional de La familia de péptidos opioides en el 

cerebro es diferente. 
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O B J E T'I V O. S 

Conocer los Cambios que se producen en la 

concentración de metionina,y leucina-encefalina en estriado, 

amigdala, hipotéla~ri, hipocampci, cerebro medio, corteza cerebral 

y médula espinal en Las siguientes condiciones experimentales: 

1. control 

2. Operado no estimulada 

3. Durante el desarrollo del kindling <estadio II - III> 

4. Primera crisis convulsiva generalizada C1CCG> 

s. En el kindling establecido <10 CCG> 

6. Permanericia (21 dias después de la óltima estimulación de 

un grupo que ~resentó al menos 10 CCG. 
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CAPITULO V 

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

1)5uietas Experimentales 

Se utilizaron ratas macho de La c~pa Wistar, .de 250 a 

300 g de peso, 

controladas de 

Las cuales se mantuvier.an en 

temperatura y Luz (23+ 1 C, con 

condiciones 

12 · horas de 

iluminación, 

libitum. 

comenzando a Las 5.00 hr>, con agua y alimen.to ad 

2) Grupos Experimentales 

Para su estudio Los animales estuvieron divididos en 6 

grupos: 

1Q Gruoo Control CCO): so ratas macho que no 

recibieron ningún tratamiento. 

2Q Grupo Falso Operado: 10 ratas que 

implantadas crónicamente en la arnigdala izquierda. 

fueron 

Este grupo 

no recibió ninguna estimulación eléctrica. 

3Q Grupo Durante _tl Desarrolt.o .Qg1_ Kindling <fase 1. ·~3·) 

de 10 ratas fué implantado como el anterior y -~~ 

amigdala izquierda hasta llegar al estadio 2-3 

Este grupo 

estimuló La 

descrito por Racine (1972 b). 

4Q Grupo Primera Crisis Generalizada < 1CG) , __ ~--º 

implantadas que se e.stimularon ha'sta presentar 

ratas 

La 

primera crisis generalizada <fas~ S>. 

SQ Grupo filQ Crisis Generalizadas C10CG) 1 diez 

fueron implantadas y 

presentar al menos 

so 

se les 

diez 

estimuló 

crisis 

ratas 

haSta 

motoras 



<fase 5). generalizadas 

GQ. Grupo Permanencia fué implantado y 

estimulado al igual que el grupo 10GS, pero que se sacrificó 21 

dias después de haber presentado La décima crisis generalizada. 

Los grupos 2-3, 1CG y 10CG se sacrificaron horas 

después de haber recibido La última estimulación amigdalina. 

3) Procedimiento quirúrgico 

Las 

electrodo 

intervenciones quirúrgicas para 

de estimulación y registro se 

La implantación 

del Llevaron a cabo 

anestesiando a Los animales con una dosis de pentobarbital sódico 

de 40 mg/kg de peso. Una vez anestesiada La rata se colocó en el 

estereotáxico y se le implantó en an1igdala izquierda un electrodo 

bipolar concéntrico de acuerdo a Las coordenadas estereotáxicas 

de RLbe-Fessard y col. (1966), Canterior 5.8; Lateral 4.S; altura 

2. 5). La colocación del electrodo se Llevó a cabo con La 

del registro de La actividad eléctrica bajo el criterio 

actividad exponténea y de Los potenciales evocados 

estimulación olfativa y somato sensorial. Los electrodos 

ayuda 

de La 

a La 

y el 

conector se fijaron en el cráneo por medio de dos tornillos 

embebidos en acrílico dental. Una vez terminada La implantación, 

los animales fueron sometidos a un periodo de recuperación 

quirárgica de una semana. Durante la fase de e~landarizacion de 

esta tecnica de implantacion algunos de Los animales fueron 

seleccionados al azar para verificar la ubicacion del electrodo 

en el nucleo 

anestesiados 

central 

con una 

de la amigdala. Los animales fueron 

sobredosis de pentobarbital sodico y 
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perfundidos por via cardiaca, inicialmente con solucion salina aUL 

5% e inmediatamente despues con una solucion al 10% de formol. 

Posteriormente se extrajeron Los cerebros y se colocaron en 

formol al 20% durante un periodo no menor de 

despues ser analizados mediante cortes histologicos coronales de 

so micras, que se utilizaron como negativos para impresiones en 

papel fotografico CGuzman y col., 1958>. 

41 Estimulación amigdalina 

Una vez terminado el periódo de recuperación, ,, 
inició el kindling amigdalina. Los par~metros de estimulación 

utilizados fueron los siguientes: un tren de un segundo de 

duración, constituido por pulsos rectangulares de 1 mseg a UM 

frecuencia de 60 Hz. La intensidad de Los estimulas se determinó 

a partir del umbral a la posdescarga* y fué entre 70 y 150 A. 

La búsqueda de esta intensidad umbral se Llevó a cabo 

aplicando estimulas de intensidad creciente a intervalos de 

minutos. la estimulación inicial fué de 70 R, La cual fué 

incrementandose de 10 A en 10 producir una breve 

posdescarga de varios segundos constituida por S a 10 espigas de_ 

alto voltaje y acompaNada por La conducta característica de 

cierre del ojo ipsiLateral. 

La actividad neuronal fué amplificada, monitoreada en 

el osciloscopio y fotografiada para medir la dt1ración de lo 

posdescarga. 

* El umbral a la posdescarga amigdalina es definido como la 
intensidad minima de estimulacion, que puede provocar una 
posdescarga en La estructura cerebral estimulada y cambios 
conductuales que pueden ser: inmobil, giro, cierrre del ojo. 
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1 METODO 1 

CONTROL 

CONTROL FALSO 
OPERADO 

RATAS WISTAR HACHO 
250 - 300 G 

EXPERIMENTALES 

IMPLANTACIÓN 
EN AHfGDALA IZQ, 

ESTIHULACIÓN 
EL~CTRICA 
AMIGDALINA 

PRIMERA 
CRI S 1 S 
CONVUL S l.VA 

VALORACIÓN 
CONDUCTUAL Y 
ELECTROENCEF, 

10 CRISIS 
CONVULSIVAS 
GENERALIZADAS 

PERM 

DISECCIÓN DE ESTRUCTURAS CEREBRALES 

CONGELACIÓ~ V PESADO 

INACTIVACIÓN ENZIMÁTICA 

HOHOGENIZACIÓN V CENTRIFUGACIÓN 

PUR'JFICACIÓN POR CROMATOGRAF!A DE ADSORCIÓN 

RADIOINMUNOANALISIS 

LEU ENCEFALI NA MET 

FIG. 5 secuen'cia Metodológica a· .10·-·._1 ~go __ ci"e1.-·-desa'rroi10 
Experimental. 



La estimulación amigdalina se Llevó a cabo dos veces 

al dia; a Las 9.00 y a las 15.00 horas, cinco dias a La semana. 

La evolución del kindling se evaluó por La duración 

de las posdescargas y por La conducta de los animales 

como referencia Los criterios definidos por Racine 

tomando 

(1972b). 

Asimismo / se cuantificó el número de estimulas necesarios para 

La provocar Los diferentes estadios conductuales, asi como 

primera crisis generalizada. 

La duración de La posdesc~rga (PD) dada en segundos, 

asi como Los diferent~s estadios conductuales presentados en cada 

estimutación fueron promediados para cada grupo experimental·. 

5) Sacrificio y Disección 

Los grupos 2-3, 1CG y 10CG se sacrificaron 24 horas 

después de La última estimulación e inmediatamente después se 

efectuó la disección de las siguientes estructuras cerebrales {en 

el caso de ser estructuras par se disecaron ambas): estriado, 

hipocampo 1 hipot~Lamo, cerebro medio y corteza, por el método de 

Glowinski e Iversen C1966)i con algunas modificaciones <Vindrola 

y col. 1 1983). También se disecaron ambas amigdaLas por el 

procedimiento de Engel y Sharple~~ {1977). La disecc10n dP la 

médula espinal se efectuó a n!v~l dPl pl~~o braquial. 

6) Extracción de encPfalinas del. tel:ido CP.rPbral 

Una vez disecadas Las estructuras se colocaron en una 

plancha de hielo seco para po3leriormente :er pesadas. Después 

cada una de Las estructuras fué incubada en 6 volúmenes de HCl 

0.1 N a 95 C durante 15 min. Este último paso se realizó con el 
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objeto de inactivar a Las enzimas responsables del catabolismo de 

Las encefalinas. Inmediatamente después Las muestras fueron 

enfriadas colocándolas en hielo y se guardaron en congelación. 

EL proceso de purificación continuó con la homogenización y 

posterior centrifugación de Las estructL1ras cerebrales a 

rpm durante una hora, a 2•c. EL sobrenadante écido fué 

para Luego ser purificado. 

7) Purificación Q.QJ:. cromatografia ~adsorción 

separado 

adsorción 

EL sobrenadante se 

utilizando La resina 

purificó por cromatografia de 

~mberlita XAD-2 previamente 

activada. La activación se efectuó por tratamiento sucesivo con 

tres ciclos de tres volumenes de cada uno de Los siguientes 

solventes: acetona-metanoL-agua. Luego se prepararon columnas de 

B x 0.7 cm.¡ Llenandolas con amberlita y se reguló La velocidad 

de flujo a o.s ml/ min. 

Los sabrenadantes écidos de los extractos de tejido, 

se aplicaron a La columna¡ se Lavó con 20 ml de ~cido 

clorhidrico 0.1N y 40 ml de agua. Los péptidos se eluyeron con 

20 ml de metanol Clü recuper~ción de la met-encefalina y La Leu-

encefalina marcados con tritio ugregddos a un extracto de tejido 

fué superior al 90 %>. Los eluatos con metanol se recolectaron en 

tubos siliconizados y se evaporaron a 4o•c bajo corriente de 

aire. Luego se resuspendieron en agua destilada y se congelaron a 

-2o·c hasta el momento de la cuantificación. 
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8) Cuantificación de encefalinas QQE. Radioinmunoánalisis 

Lo~ radioinmunoan~lisis se llevaron a cabo en 

amortiguador de fosfatos a 20 mM conteniendo 0.9% de NaCL, 0.01% 

de gelatina y 0.02% de azida sódica. EL volumen final fué de 350 

ml y la separación de Los péptidos unidos al anticuerpo del 

libre se realizó mediante La adición de una solución de carbón 

activado al 1.25 % con 0.125% de destr~n y posterior 

centrifugación durante 30 min a ~ C a 3000 rpm. Los periódos de 

incubación de La mezcla: eslandar 

anti suero 

emplearon 

fueron de 16 a 24 horas a 4•c. 

fueron el de Met-encefalina 

estandar marcado y 

Los antisueros que 

que mostró 100% 

se 

de 

reactividad cruzada con Met-Co>-encefalina, 0.3% con Leu

encefalina, 0.2% can el heptapéptido Me-Arg-Phe y menos del 0.01% 

con ME-Arg, dinorfina-<1-13), 

alfa, gamma y beta-endorfina. 

dinorfina-<1-B>, ME-Arg-Fen-Leu, 

EL antisuero de leu-encefalina presento reactividad cruzada con 

Leu-encefalina de 100% con Met-encefalina de 3.83%, de 4.33%; con 

LE-Arg, de 0.53% con ME-Arg, de o.37% con el heptapéptido, Met

<o>-encefalina,octapéptido ME-Arg-Fen-Leu y dinorfina-<1-B>. La 

reactividad cruzada con alfa, gamma y beta-endorfina fué 

insignificante. 

9) Anélisis Estadistlcos 

La evoluciOn del kindling se evaluó mediante el 

desarrollo de La posdescarga, para lo cual se midió su duración 

en segundos, durante cada estimulación CK1-K25) en cada uno de 

los animales 

experimentales. 

pertenecientes a Los diferentes grupos 

Los valores fueron promediados y graficados por 
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grupo. Rsi mismo los cambios canductuales se evaluaron de acuerdo 

a la. clasificación de Racine C1972b). 

La concentración de IR-Met e IR-Leu-encefalina fué 

determinada para cada grupo experimetal. Con Los resultadas 

obtenidos se efectuó un Análisis de Varianza para determinar La 

significancia estadística entre todos Las grupos CcontrolJ falso 

o~erado, 2-3, 1CG, 10CG y PERM>, para cada estructura y para 

cada péptida~ Cuando· se encontró una diferencia significativa 

CDVS-Prueba de.Tukey>, se efectuó La prueba de t'student. 
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CAPITULO V 

RESULTAD O.S 

1) Desarrollo .Qg_1_ Kindling Amigdalina 

La evolucion del kindling se evaluo mediante el desarrollo 

de La posdescarga, para Lo cual se midio su duracion en segundos, 

durante cada estimulacion (K1 - K2S> en cada uno de Los animales 

perteneciente$ a los diferentes grupos experimentales. Los 

valores fueron promediados y graficados por grupo. Asi mismo Los 

cambios conductuales se evaluaron de acuerdo a La clasificacion 

de Racine (1972b>. 

En la figura GR se muestra La evolución de La 

posdescargA durantP. el proceso del kindling amigdalina. El grupo 

2-3 el cual fué estimulado por s ocaciones, presentó una 

posdescarga cuya duración fue de 37.75 t 0.70 segundos (X ~error 

estandar>. EL grupo 1CG que se estimuló hasta producir la primera 

crisis generalizada <K15l tuvo una pnsdescarga cuya duración fué 

de 55.JJ ! 5.14 5PgL1ndos. Para el grupo 10CG La posdescarga tuvo 

una duración de 00 + 11.36 seg . Y por óltirno l~ duración promedio 

de la posdescarga del grupo PERM fué de 97.25 ! 7.67 segundos 

despué5 de La estimulación 24. 

Estos dos últimos grupos 1 el 10CG y el PERM alcanzaron 

La décima crisis convulsiva generalizadd después de 22! 2 

estimulaciones. Sin embargo la estimulación se continuó hasta La 

nómero 25. 
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Figura 6. Muestra la duraci6n de la posdescarga (A) j 
la evolución de las etapas conductuales (B) durante el. 
proceso del kindling, en los.diferentes grupos expeii-_ 
mentales (2-3, lCG, JUCG, PERM). Observe el incremen
to ·contínuo de la duraci6n d~ la PU (seg) despuis-de.
la primera crisis generalizada en Kl5. Las abcis~i: -
indican el número de estimulaciones. 



En .La _figur~. 'GB.se" puede obser:-var el' desarrollo 

progr_~~_ivo ·de ;ta···con:CrUcta-.. :la ·fa~e ·-2--<3'._-de_L .-.ki'n.dl·i-~g;·,,fúé-. á·{c~ari'~a-_d:a 
por t od·o·s,·· i_'~-5-::·g~~-P,~-~:(::n-_t'~e:_ ~t·~-/<~-~-i.:~ ta·.:.y. ':~a s·~pt_ i_ma, ,,~--~t;·{~J\.-~;--~i-6··~ 
ami g d_a· l i-ri_'á_ ~:e:·,- _:-~:~~-i,~·-¡·_'_~-:~:~~'>:·-~;~~-~'.") .. · __ ;obs er-~_¿ :_~-~~::~::·t:a: f·~:~~-;2;';~ $ 'i -~:,~·~:'. ;:s--/:_·~·d_~--~_:i :2:·,. 

caul ac na __ --dn. oz ·a-~---s.•. e}: p--~~ s·e· ¡,_ 'fa·-~;:(á--:~¡'.:i" f:' ~~-~_r_ a>--'.~~ i s·y-::_ .. ·.:· .. ·.·1, ~~c5-<.~.:_:~ .•. t:L:>~o:. ;_~st·~.:·: ... · .. •gi~•'.:-u~:-p~:~.~go'.~~:.es''.~.·.·.~.· .. ·.:~1/0'..••·.a.•.:.:.·.' .. •Cl.;··G·~.~.·.Z.·.· .. ·.-.°'~·~ '. ;p;;~;;E·R~'-M-~_" ., " 
~>en er-·e-¿·'.1.:'it_-~·-·;;·5:'t·i·r;,u 'L'á C--i''o·n· --1-4 , . - 'Y ·.,~'-·_-:. 

-.<;:.._: .. e)':~.~);·.·,·· ;o-,. -·· - ·-.... .,., -~,l~c .>.''"'' "·i'. ··"·~ -~'>o.: " - ~---

::::;;;;$~~¡¿~~!:~;:;::;:;:'.;~ :.~%1~~¡~~~¡-~~;,i .~ 
:"·.' :~,'.' '•"-- ·.·- -_ ·- •- --:· ''"" ··:' \· ·;·! ;:º~-~;~· . . ,.,,,._: ~~~·_-.c·;:I·- :-~-~~':;.\'< ·-~<:-';.':•:.;_.,:::< 

.. ;:::.:;~;~¡~t:!:.¡:~t~f i~:1;;::~0~;¡~~~¡¡~1:111~f *~f ~2 •· 
'--'• 

has: ta- '"Ciú~::;_·_c¡e·spúé~< Cfe·- '.a.L menos s :.-~r{~i'~--,.·_::'.L:~·;-;'f-~\~~).~:~'.t:1~~ ,-:·f~~;P:_~,g·-~---~·ri'~:-~~-~~--
-. ___ ·. -- -- . _: _ _-,.-__ :'.\i::~~-:~;~: .. ~--;{!~_..:;::: :.·'. '.:f;-, ·"-'-.- -,- .. ·: .. : 

una. coridlicta>de salt~s siiniLar a ~a ·que de,scr:i!J.e.',Joy.:.<1~B§l 
su ·.;--L e{S-1 f'i-~-a--c-i ó'n ·--d~-L- -~~ t á.dio --v-rr-(d·~·L '-'.kf~ .. a L ·¡_;~~';ft _~e-r·;:_cu_adr..o . .-:r.r > • 

. , ~-'.i:~;'~i~:-_: ·c.·-:cón-d1.ii: t~' -· COnvu L-"s i-J~--~:~S·i::::::c_O~~~'.i'c¡-5 _;·:>;~';, s·acudi-das·· ,-_,de 
. ' __ -;:·.. .::_:..:; ",,.-; -·-- - .·_- .. - . 

. pe_rr:-a-:· ::.--~~j ~-do:E/_~: <_~ei·-_d-og":" sh·~ k'é·s f~_. nO~~~-s-~~'_,_p_~'s·:~r"~,~·:r_Oji; -·en tod.os 

su -~re~ ~-~'-i a c-i-;;~~.-.;;,:¡'¿~_-,'. ~:a:-~~,~~--(~,~-:~~?~~~;: ~:_~-:J:-~~ ~:~~ ~ ·f·a:' 

en 

Los 

de WDS 

trec~-,~'.~\:-~~e·~ ~,~,-~-:~;~-~e f
0

~:-b·_~-:-~:~:,~:~:-~-~ia/:~'.-~,-~'.~~-~- :~f_i;~:~t_· 'de-- Las · e r.i sis 

motoras ~'9en~.-r~'t¡·:za_.~-~s.':· 
: _ _: 

'~---·'-----"------'------'-----'--"- ---=ccc--o-;_--,-=o:--------; __ -,-_ 
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Figura 7 . Registro electrngréfico de La posdescarga 
en La amigd·ala de una rala del grupo 10CG. EL registro 
corresponde a La estimulación amigdalina 20 y a la fa
se V del kindling. La crisis electroencefalogréfica 
estuvo acompaNada por tJna crisis motora bilateral ge
neral izada. EL primer trazo muestra la actividad 
basal, el a~tefacto del estimulo y La PD. El seg~ndo 

_trazo muestra una crisis 1·ecurrente electroencefalogré 
fica acompaNada por conductas estereotipadas y " wet~ 
dag-shakes''. EL tercer trazo muestra otra -c~i~is 
eLectroencefalográfica recurrente, menos intensa y wet~ 
dog-shakes. St:artefacto ctel estimulo; (•>:corresponde 
á los "wet-dog-!>t·1ake$": el nümero se refiere a las 
etapas conductua~es desc1-1t~~ \JOr Racinet197Bb>. La 
etapa II incluye automatismos. 
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2) Cuantificación Regional 

La concentración de IR-Met e IR-Leu-enceA-f atina fué 

determinada para cada grupo experimental y comparsado con su 

respectivo grupo control. Con los resultados obtenido2 s. se efectuó 

un análisis de varianza para determinar La si:.i gnificancia 

estadística entre todos los grupos <control 1 falso ope•erado, fase 

2-3, 1CG, 10CG y PERM), para cada estructura y para co:ada péptido. 

Los resultados se muestran en La Tabla III. 

ESTRUCTURA .. 

ESTRIADO'' 

;·, - .. -.. ,~. ;·~-l.<_ -<:=_::- ::~; 

HIPOT~LAMO >··. 
' ',' -.. :-;_ ·::. ": -- .·_::--- _,-.. 

TALLO ~EREBRAL 
- - - -- ~ ---·-- --

HIPOCAMPO 

C.EREBRO ¡;;ED
0

IÓ 

MEDULA ESPINAL 

CORTEZA 

TABLA III 

IR-f'.IET~EN.CEFALINA 

3". 02 .. 
p .<0.013 

·F 52.9998 
p '-~<o.ooo- * 

F. 2.665 
p <0.031 

F 0.899 
p <0.487_ 

F 8.435 
p <0.000 " 

F 0.841 
p <0.528 

F 5.017 
p <0.007 " 

F 2 .. 1.55 
.p <0.106 
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I R-LEU-ENCE FAL!N•WR 

F 1.11 ne 
p ,'<0.36.., 

F :41,7'7::35 
' p • -.-~o-.oo o --.-

F 1.19e9:1 
p <0.32 3 

F 15.136 ~B 
r 'º·ººo • 

F 9,¡:;:30 
p 'º·ººo • 

F S.Sñ T 7 
p !O .oo O • 

F 2,70 Ir B 
p 'º .060 

F 2.2• :&2 
p 10,096 



Cuando se encontraron valores significativos a L 

efectuar el énaltsis de v~~ianzfi para- una_det~rminada e_structura 

Y pé_p t·i_dc? ~-s_~'.~·-_a:~LL :i~_ q,: ~~:-~_o_ci~--~_s_, ___ el ñ º p_.r:-u~ba: _ _. de_ "t º.-_.de _:-S t Lden t ·.'·. 

a que·-, ... L·~--~/!:~-~'.-éo'~~-~~- ._'.ti·b:-t-~·~:~-d--Os ,':~pa-r~·- __ :_~_L'-;·. g~-~-P-~_:_~-;-~-º-"-~--~O_-l ~-y <~:'e·L::: · 
Debido 

Ql"UPO. 

fa L-s:·~-- :~pe;r_a:d_o_---~-~-c(~'1~'.-e'_5-·u\~·.:f·á·r:~-;,:;_:' ~er s ·1 g'n i .fic a t iV~~~.1:té·i-d1:f-e-ren te~· 
Ut i L'~~-6· ~:~.:~: ~[Y,~;~'.:,'.~~-~n t r· o i:· ::P·~:~-~ ,·:es t'abt ec~-r:,-.l a_ di fe-~en·c ¡:.~ .· 

;·:-::-:::~::· .. -··.-, :--';\;;;,·~ '::~fr.' ./~:_;. -:;--. '.-: 
'-,-; ~;:::_:··. -;:o- -,,.,.,. -~;,·, ', '-' 

_,.' -· 
:~;.(:-,,;·'· .. ·--

' _ _-_:::..:::::.-·-·--~~- ::: ... _--ce 

TABLA IV __ 

1R~M_ErjON·1~~: ENCE~~~ l!f_A . CP~-oi)--~->--_",~~ -Ei.~-~-~-~És_~Q_ .Ó_E_>:. RÁ_~A o_µ_R_A~TE_:· BL __ K1_~_0L_r_N~ ELECTRtco 
.- - :O- · · ~--AMJeDALJNo--_.:-: _.:'.-: :, :-. -:--.: _. -

~-.,--

ESTRUCTURA CONTROL- . ice, -.10 ce PBR>I 

se 

ESTRIADO 

AMlGDALA 

Z013 ! BZ 

3Z51 t 1 Z 

718 t 27 

21_44 l-8-6Ó;:_!.·;;:¡-o-11":;/' -:;~-4~;\!::'.150 1524 T 82** 1502 f' 127 * 
~·i't\t~;- z-J' -~\:::- i'~·3,~~/t-_ 87* 812 t 64 * 411 t 43 *** 

HIPOTALAMO 

TALLO CEREBRAL 331 t 8 

HIPOCAMPO 100 t 4 

CEREBRO MEDIO 330 t 22 

CORTBZA 92 t 7 

MEDULA ESPINAL 144 7 

361 t 37 

80 - : . s ,· 

13'9' 12 

;~·2·~~:t 5~i,,-:-: -,s-7 t',55_ 

i:~¡::_;::._ 7·: *'~':': 
926 t 69 * 
280 t 9 

1sz•1s* 

694 * 42 

379't_,ZZ 

302 t 8'-

120 t 8 
~ 

279 t 7 

80 • s ** 
'l10 t 17 323 1 ,_1 301 * Z7 

131 t ~** 127 t 13*** ----·····-·· 

126. 2 127 t 171 t 19 

Cada _va I or es _Ja_ 111edi a __ ! erior~standa r __ obt:C!ri ldo por_ est ru-C:tt.irA _par& __ cada_ grupo experi•ental. 
Lof_ nlvelC!s de sli;tnificnncia se calcularon utlli:nndo la prueba "t" da Student:*p<0,003 1 *• P<0.008 1 ***p<O.úZ comparado con el ¡¡rupo control. C-)_ no cun.1tlC_1i.:adu. 
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La concentración de IR-Met-encefalina se modificó 

significativamente en varias estructuras cerebrales (Tablas III y 

IV>. Es asi que en amigdala se incrementa en forma gradual en los 

grupos 2-3J1CG y 10CG. Esta estructura es la ónica en 

concentración de ambos péptidos aumenta en todos 

La cual La 

los grupos 

experimentales. Y de la misma manera se observa que en el grupo 

PERM.hay una tendencia a descender. 

En hipotélamo y en hipocampo únicamente aumenta La 

concentración de este péptido en el grupo que presentó diez 

crisis convulsivas generalizadas. 

También se encontró que La IR-Met-encefalina 

baja en su concentración en el estriado en los grupos 

también 

10CG y 

PERM. Asi como en el tallo cerebral donde se observa un descenso 

general en todos los grupos pero sólo es significativo durante el 

desarrollo (fase 2-3 ) y en el grupo PERM. 
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TABl.A V 

IR-LF.UCINA-ENCEPALINA (Pmol/¡) EN EL CEREBRO DE RAT~ DURANTE. EL KINDLING SLECTRICO 
AMIGDALINO 

ESTRIADO -

AMIGDALA 

HIPOTALAMO. 

S'ó~-_! ::~·:;-~;JY 
8'1';~ t:~ -~~r:~~~._--, 
48' t 3:*** 
'. __ :,'-~::;~-~---,:_-__ ·: 

-"' '.,, ' 

28": 

12 . * .... 
~,';);' 

;~_6_~_;,;, 
. 't· 

1a·,_. 

i fr,; 6(*: 
::jz g i -~- :. .. :9·.;:-i~~ 

PBRM 

328 ! 26 

146 t 6 

'" t 17 

, __ 65· t s 
:,_6_4 ! 1 

u t 3 
< 

• -:------
·-57· .. t'-~~ 

* 
* 
* 
* 

:. '' -,~-- ·- •.. -='= • . ..:.:.::':_:'C::;,,',c,:_:".;·.; _-"'-:::_·_ - .--~--=-. --- .. ·. . ... 
Cado valor cu 18"· niédfá'-:! ~~;r·;~~-;~r;ndiir- o-b~enldo Por C1tructu~l'a --j,~l'-3= cid a gTupo:-' e"tpeTlmental. - -
l,os_ nlvele1 do_:1i¡nificancia·~se· calcula Ton utilliondo la prueba "t" do Student: * p<0.003, *"'* p<o.oz··comp_a_l'•do·c:o_n:el'.il'Upo __ c:ontl'ol;:'C"".'l no cuantifico.do •. ·; - --

bl 
;;;;...::: 

._: :,-: :.·~---:-=~; 

:-;~ 

La 

de· -l~-~'i _r·e·suc:t~-a-dOS:~-O_~··te·nfdOs·-c en·

~uan tÍ.~Í'~~!¿ i-~~ :-~-~e-<:e5 te-:::;·p·é'~\-~-.da:?~(-T·-~~b ~~a_:s·;: I.IJ:-_-.'y·--.: v·)-:, ::~_-m-os t'í.'6 .qlÍe en 
__ .. -. _,,, ·-··· -,- .. ·-- s ¡--,,. '- - - -

la· ·-.--amigd 0

al·a:'- .-:f-"Y· ~~'en_.-· . .-·.~·:¿;i::::·_-~i'·~:ci.:t_~-~-~-~J\-~,; se.:·,,_ P~~~du~~n ~~ incrementos 
,., .--.. -.. -,. - - - ; .- - ----;: .. ..:·-~;" 

.. s-ign Lf {e';~ t'1'·~~-:~· :-_;_, e.n :;, ~~i:~ ·---~-~-C.~~p :?'.~:- :'_-~?.:_,~.:'?~f:.1~·,?:-~--~:;:~:}:J·_~,~~::~.;~:~--~,~~L-~~-~~~'.~_t_-~-~.#~~ e:~ t-~-. 
al·_:-. Qf·~p',o '·'..(c6ñ t r.o-l\>' Es t e·::j .. --rú:-~'eiTIE!h:fC>-·; es 0-p~o~~e-s·:i. Vo·,. ?·~rl;~·~+-:tó-s..:,'--' -t-reS 

Primef.ci·s-~,-9 ru'~J'OS··_::-ex'~~r1me·n fa L'é~i,~'y¡~ ~:en ;~~t-ig~:~~·63f_~-~~~-M~{- ~~~:"[(,·dt;·~-l_ _- ·· fué 
s~~ri-:r¡·~-~-~-'b_-:::';~~21;·~:-.-:0d·1a·~: ">~-e~-PG¿s·-.. :-6-e'--i · L-a -.:r~·:(~:i..-~-:~;-: ~/e·-~:ti~·lJC~c-i:'ó~:·_:-, se 

.. ,,-.:-:'_ ~<.:: ·--~-·:.'.' ·:<~·,,_ .: >_. __ .. >,,-_ _.-.. , ... _, :;.,~·:<~- . 
. ·ab_s_er;.~a:~~una ::·teria~n\~·1·a :a disniinUir': · -<·.:;:_:~.\?~~:·f" 

4~~ :E·ri-."· :::t~'·: ~--· if~--~~~a-~-· a· . se pueden.; __ 'ati's~~~¿¡-~=: \~;--~:g-~::--.~:'. ;-~,\-¿~~-~--~·Ó;~ 
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Figura e. Muestra el incremento progresivo de La concentración 
de Leu-encefalina en 1.a amlgdata y en el hipocampo_ en Lo·s 
diferenle.s grupo::; experln1en1_at t:-s. t.0$ niveles _.de .. signifiC:anCi.a se 
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EL .est_ri;edo, el h.ipot;.iLam'1;. y !.¿¡ rnédula espinal: -no prese!"tar_on 
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DTSCUSTDN 

Como modelo experimental de epilepsia, el. kindling nos 

permitió observar en distintos grupos la evolución. conductual, 

electroencefalogréfica y bioquimica de las diferentes etapas 

epilépticas. 

Los grupos experimentales en Los cuales se llevó a 

cabo el kindling amigdalina mostraron una evolución gradual y 

progresiva tanto en La conducta como en el desarrollo de Las 

posdescargas. Estos resultados est~n de acuerdo con Los 

reportados por otros autores CRacine 1 1972b¡ Racine y col., 1973; 

Albright y col., 1979). Sin embargo es interesante seMalar que no 

todas Las ratas presentaron en el mismo número d~ estimulaciones 

La primera crisis generalizada. Esto puede deberse a pequeNas 

diferencias en la localización del electrodo dentro del complejo 

amigdalina. Le Galle La Salle (·1901) 1 encentro que en el núcleo 

central de La amígdala el kindling se desarrolla mas rápido que 

en los núcleos lateral, basal o medial. Rsimismo, Cain y Corcaran 

<1984> reportaron que en ·amígdala anterior, el kindling se 

produce más rápidamente que en amígdala posterior. De cualquier 

manera, Los 

seleccionados 

grupos 

para 

ex.peri.mentales fueron cuidadosamente 

obtener grupos homogéneos en sus 

características epilépticas. 

Los animales pertenecientes a los grupos 10CG y PERM, 

que fueron estimulados hasta producirse 1 o ó más 

generalizadas, presentaron Las siguientes conductas: 

G7 

crisis 

caldas 



repetidas, clonus de miembros posteriores y saltos, que fueron de 

mayor intensidad a Lo Largo de Las crisis sucesivas. Estas 

conductas han sido clasificadas por Joy (1985>, dentro de La fase 

VI y VII del kindling (Ver cuadro!!). Lo cual indica que el 

fenómeno de epileptización continúa después de la primera crisis 

generalizada. Debido a que estas características conductuales no 

fueron un patrón común en todos Los animales se optó por seguir 

La clasificación de Racine, <1972b>. 

La cuantificacion de Metionina y Leucina-encefalina mostro 

que el kindling eléctrico amigdalina produce cambios regionales 

en La concentracion de cada uno de estos péptidos, dichos cambios 

estan relacionados con el desarrollo y La consolidacion del 

fenomeno epiléptico, además son de Larga duración <21 días grupo 

PERM>. Estas modificaciones muestran que existe una independencia 

funcional de cada péptido relacionada a Los diferentes estadios 

epilépticos. 

La cuantificación de Leu-encefalina mostró que en La 

ami~dala y en el hipocampo, este péptido aumenta en forma gradual 

en Los grupos 2-3, 1CG y 10CG, esto es, durante Las fases de 

desarrolllo, en la primera crisis y en las crisis repetidas. En 

el grupo PERM se observa que a pesar de que la concentración es 

significativamente alta con respecto al control sus valores han 

comenzado a descender. Estos resultados coinciden con los 

descritos por Vindrola y col.C1981b), quienes mostraron que La 

Leu-encefalina aumenta progresivamente en los hemisferios 

cerebrales de La rata, durante el desarrollo del kindling. 

La concentración de La IR-Met-encefalina en amigdala 

aumentó en todos Los grupos experimentales que fueron 
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Estos mismos autores encontraron que La Metionina-

encefalina en hipocampo 28 dias despues de La ultima crisis (fase 

V>, regres• a Los valores control. Nuestros resultados para este 

péptido en el hipocampo pero cuantificados 21 d1as después de 10 

crisis convulsivas generalizadas, mostraron valores 

significativamente altos con respecto al control pero con una 

tendencia a descender. Esta diferencia en Los resultados puede 

deberse a Los distintos dias en Los que se cuantificó dicho 

péptido y es posible que estos valores puedan reducirse entre el 

dia 21 y 28. Por otro Lado, los animales experimentales 

utilizados por McGinty y col.J <1986) ónicamente presentaron 2 

crisis generalizadas y en nuestros experimentos se utilizaron 

animales que presentaron al menos 10 crisis. Es decir, que la 

duración de Los incrementos en la concentración de la IR-Met-

encefalina también son función del numero de crisis que han 

presentado Los animales de experimentación. 

Estos 

concentración de 

datos indican que los incrementos en 

kindling 

sistema 

encefalinas, en Los animales sometidos 

amigdalina, 

Limbico. Los 

ocurren, fundamentalmente en 

decrementos en los niveles 

éreas 

de 

La 

al 

del 

Las 

encefalinas (en el estriado, en el tallo cerebral, en el cerebro 

medio y en la corteza) podrian estar relacionados con estructuras 

cuya función es motora y de esta manera, contribuir a La 

expresión de las crisis generalizadas. Es decir, tendr!an un 

efecto desinhibitorio. 

Existen evidencias que muestran que el aumento en La 

concentración de Metionina y Leucina-encefalina en Las diferentes 
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estructuras cerebrales puede deberse a un 

biasintesis de sus precursores. 

incremento en La 

Varios reportes en Los cuales se han utilizado 

distintos modelos de crisis convulsivas, han mostrado que el mRNA 

para La preproencefalina A se incrementa. Algunos autores han 

propuesto que este incremento en La biosintesis de Las 

encefalinas, puede ser estimulado por una mayor actividad 

neuronal producida por Las crisis recurrentes. <Yoshikawa y col.J 

1585; Kanamatsu y col._,1986; White y col.,1987; Naranjo y col., 

1906>. 

Kanamatsu y col. (1986), encontraron que Las crisis 

inducidas por La inyección intraestriatal de ácido kainico 

(1 microgramo/rata) causan alteraciones en La concentración de Met-

encefalina, en su precursor y en su 

alteraciones producen un incremento en 

de Met-encefalina seguida por una 

RNA mensajero, estas 

La utilización hipocampal 

sobreprod1Jcción de este 

péptido. Alteraciones similares fueron también observadas para la 

dinorf ina 1 - e. 

La sobreproducción de encefalinas puede deberse 

también 

pueden 

al procesamiento de péptidos de bajo peso molecular que 

servir como precursores inmediatos. Zamir y col. 

han reportado 

prodinorfina en 

encefalina puede 

que existe un procesamiento diferencial 

diferentes regiones cerebrales y que la 

ser producida a partir de dinorfina 

de 

leu

A ó 

dinorf ina B (ó ambas). Ademés de que puede derivar de los 

precursores prodinorfina y proencefalina. Estos autores hacen 

notar que los derivados de La prodinorfina san agonistas potentes 
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de los- receptores kappa mientras.es que la leu-encefalinaes es un 

agonista potente de Los receptooores del ta. Es asi que el mismo 

precursor -prodinorfina- puede pr"1roduci r Ligandos para diferentes 

subtipos de receptores que puedennn ejercer acciones diferentes. 

Otro trabajo que da evvvidenc .ias sobre el procesamiento 

de péptidos de bajo peso moleculJt arpara producir encefalinas es 

el del grupo de Acker y col. (19e9 67), quienes reportaron que la 

endopeptidasa 24.15 -unida a membdbranas sinaptosomales- hidroliza 

a algunos de Los péptidos que connn tienen Leu-encefalina derivados 

de La Prodinorfina como son La D11lriorfi na 1-0; alfa-neoendorfina y 

beta-neoendorfina para generar Leu- encefalina, asi como al 

octapéptido Met-encefalina-Arg·GC)J U~Leu, que al ser hidrolizado 

genera Met-encefalina. 

Todas estas evidencl li.as nos muestran 

relación entre los péptidos opiol 1 1ides y la epilepsia 

es va 

una estrecha 

sin embargo, 

a depender 

de: 

importante hacer notar que su t.tJ pape 'L funcional 

1) el tipo de procedimient•Jtc experimental utilizado para 

producir la epilepsia y la regl61t'Jn, que en su caso, se estimule, 

2> el area cerebral que se ana eitice -aunque como se puede 

observar en este trabajo van a es-;;;:;i.ar involucradas estructuras del 

sisten1a limbico - 3) del tipo rle • de mo l_ér:ulas precursoras que se 

produzcan en e~a región y del prooacesarn=..ento que sufran 

del tipo de péptidos que se Llbeaere y de La afinadad que tenga 

cada uno asi como de la competenc::::ia que se establezca por el tipo 

de receptor que se encuentre en 1 La post-sinaf)sis, lo cual va a 

determinar su función. 

Finalmente, estos resultados sug!:gieren una participación de las 



encefalinas en el desarrollo y en La instalación del fenómeno 

epiléptico, as! como en algunas etapas de las crisis convulsivas, 

además de mostrar un efecto regional y diferencial para cada 

péptido estudiado. 
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RegionaLbrain IR-Met-,IR-Leu-enkephalin concentrations 
c:luririgcproifr~ss and full electrical amygdaloid kindling 
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~-_Kty "'º'd.s'.·-Amy¡;.daloid ldndlini:.: Bcha~•ior: Ekc1raphy~iology: _IR-Mc1-cni.cphain; IR-Lcu·énkcphalin; Long•las1ing _ch:ingt": 
- - - - - Amygdala: H1rpocamru~ - · 

Uiing amy~daloid kindlin~ m chronk raa. wc wcrc ablc 10 ob~cn·t bc~ioraJ, clcctro~raphic and IR~t.1Ci- -and IR· 
. Lcu0 cnS..cphalin change~ 1hrou~hou1 thc rro~rcsr. or diíkrcnl sta¡;c~ or C(IO\-Ubi\c acth·i1y. Ralt- prcscnlin~ 1hc initial 11agc1 of 

klndlin¡;.. 1ats p1c!>Cntin~ lhc first ¡;cnerilhzcd molor !ot'izu1c. and fil!!> wi1h a1 lea\! 10 gcncralizcd r.cizure!o Y.·trc Sacrificcd 2.t h aí1cr 
. lhc las1 stimulur.; al so rau wi1h a1 lcast 10 ¡?.Cntrahzcd scituru bu1sacrificed21 da~'\ 11her thc lasl r.c::izure wcre enmparcd v.·ith cunuol 

and sham·opcraled ¡;roups of rat!.. Thc IR·Mc1 and IR·Leu tnl.cphalin conccnnatiOM in cach ¡;roup v. ere mea!>ured in !he 11riatum. 
amy¡?dala. hypothalamur., mcdulla 0Mon~a1a (includin~ pon~). hippocampus. md·brain. spinal cord and cerebral concx. A 
pro~resr.h·c in«casc in IR-Lcu·enl.eph.ilin in am~~dala and hippocampui. wa~ o~n.1:d O\·cr the courr.c of l.indlins. Thcsc lncrca!-C~ 
rcmaincd uniil 21 dayr. af1cr ra" v.crc full~ kindlt:d la1 leas! 10 ~cncrali1ed r.cinncs). \\'e obscned incrcai.cd and dtcrcar.cd 
conccntralion of cach pcp1idc in ddfrrcn1 n:gion~. \\'r d1!.cus~cd thr rct:ion1tl and tbt difkrenlial dkcU of cach rcr1idc. Thc 
inercai..ed conct'ntration) in hmbic s1rue1urcs v. ere il!.socillltd with lhe am)"sdaloid 1nacucd clcilaMl11y 1hruu~h the S..indlinE proctss 
V..'c sug~est lhat the dccrcar.cs in conccnualion~ are rtlated with struc1urcr.1n\·ohtd in tht ou1pu1 bchavior manifcs1alions produccd 
b)' l;indlinp. s1imula1ion. 

Jr-.'TROOUC"TIOS 

Amygdaloid kindling is an animal model of exper
imental epilcpsy in which repcated administration of 
an initially subcon\'ulsi\'C amygdaloid electrical stimu
lu!> first pro\'oke!. short afterdi!-Charges (ADJ. charac· 
terizcd a!. spikc·\\·a\'C comple~c!> of simple morphol
ogy. As the kindling proceed!>. the AD acquire!> a 
comple>. configuration "ith incrca!>C:!> in amplitutlc. 
frequency and duration·"'. The animal finally displays 
generalizcd tonic-clonic !.Cizure!>1 ~.~~-..... 

Numcrous lines of C\'idencc indicatc tht11 en~t'

phalins are putath·e mediator5t in l..1ndling beca use of 
their epikptogenic prupen1c~ tiftcr in1rac1.•n:bral 
administration~· 1-1.::.~ .. 'r..r. 

Endogcnou!-1 opioid peptidl!!. al!>o affect thc sevcr
ity of amn!daloid kindled !ocizure!> and the duratiun 

of postictal bcha\•ioral depression 7 .1:.1~.111.: 7.l.Ll.~. 
Amygdaloid injection of ID-Ala: .o-Lcu~}enke· 

phalin or morphine produces elcctroencephalo· 
¡;raphic and beha,·ioral seizure!.. Pretreatment of 
animals with systcmic as wcll a!. simultancous micro· 
injection of naloxonc in10 thc amygdala failed to 
block the lk\'elopmen1 of con\'ubant acti\'ity pro· 
duced b) morphine. In contra!->1. naloxone or diazc· 
pam. atlmin~tered prior lo thc microinjection of 
(11-Ala: .D·l..cu~Jenkephalin abolished the cpilcpto· 
gcnic cffcct!!i of the drug:i. 

Am:o·gda!cjj.i;.jndlcd scizun.· also incrcasc!-1 en· 
dogenou~ opioid peptidc lc,·cb. Early studies b) _ 
\'indrola et al.~ .. 41

' showcd that the cnkcphé!lin 
con1cn1 is inn-eascd in cerebral hcmisphercs and th.: 
Leu· and J..tc1-enkephalin lc\'cb changcd indepen· 
dcntly durin1 the dc\·clopmcnl oí fully kindled rat~ 

Corrt'spo11drnrr: ll-1. Condér.·Lara. Dcrar1amcn10 de !"eurofi~io1oEia. Di\·isión de ln\cs1i¡;m:iunc~ en Neurociencia~. ln,ti1u10 
Mc,.,kanu dr P~1quia11iii. Calzada México·Xochimilco 1(11, Mé\ico. D.F. 14370. >-kxiro. 
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Lcu-cnkcrhalin !iihowcd a pro!!rcs."i"·c incrca!oc dur
ing kindlin[!.. tn contra!iil. Mc1·cnkcphalin wa!ii not 
.modificd durin[!. carly stagci. of kindling. but wai. 
found 10 bC incrca~ed aftcr thc animal had prcscntcd 
5 or 'more consccuti\'c gcncralized motor !!oeizurei.. 
These uuthors concludc that Leu·enkcphalin is re· 
lated to thc dc\'elopmcnt of kindling. whcrcas 
Met-enkephalin le\'eb chan[!.e only ª" a con!!oequencc 
of thc gcncra1izcd seizurc!ii. 

Thc rclationship between enkephalin!i and exper· 
imental epilep!>y was confirmed by othcr recent 
studies in more spccific brain re[!.ions of fully kindlcd 
rats::!i,:". Also. in\'estigations of hippocampal ncuro· 
pcptidcs ha\·e ahcady cstabli!!ohcd incrca!>c!' in ?-.tct· 
enkephalin bio!iynthesis aftcr difíerent con\'ulsi\'e 
procedurc!>:o1.o1i. 

Howcver. enkephalin~ play a.J1 imponant role in 
other functions 1•11 •1:i and ha,·e a largt: distribution in 
the ncrvous S)'!>tcm:. ... Amy[!.daloid kindling allo\\·cd 
U!o to o~CT\'C thc electroencephalog.raph U!!o wcll ll!o 
bcha\ioral c\'olution of experimental epilcpsy and 
allowed us to study IR-Leu and IR-f\tct enkcphalin 
regional le\'eh. in rat brains in order to bcttcr 
understand thc rc!!ional role of these pcptides. 

MATERIALS ANO l\1ETHODS 

fo.tale \Vi!otar rat~ \\eighinr. 280-:020 g \\·ere indi
\'idually houscd with a 12·h light:l2-h dark cyclc and 
ad libitum fecding. L1ndcr pcntobarbital ancsthcsia 
(60 mg,lkg. i.p.). a bipolar clcctrodc was stcrcotaxi
cally implanted into the lch amygdala of rat"' 
accordin[!. to the coordinates of Albe·Fe!osard et al.: 
(anterior . .5.8; latt'ral. 4.5; dcpth. 2.S). The elcc
trodcs and connector wcre fixcd to thc cranium hy 
means t1f two stccl scrcws emhcdd1:d in dental 
acrylic. \\'hile introducin[!. thc ekctrodc in thc 
amygdala. the neuronal ac1i,·i1y was monitored and 
the son1atic and olfocth c neuronal c\·okcd acti,·itiei. 
werc tes1cd to en!-ure that thc clectrode was wdl 
placed. 

Kindling stimulalion startcd S day!- aftt'r surgcr~ 
and thc am~'f!.dala \\:t!- slimulatcd twic:c daily (118.1111 
and 15.00 hl. 5 d:1ys v.i:i:k. ThL" stimulation~ WL"rc 
deli\'crcd through a Grass l'SI Li-(l con~tunt-currcnl 
sourcc and Grass s-s~ stimufator. A 1-~ train of 
rcctan[!.u\ar pulses oí l·m!!o duration wai. gh·cn at tin 
liz. Thc amount of curren! deli\'cred to each animal 

wa" hctwccn NO and 14UpA. Thc thrcshold inlcn~ity 
was dc1crmincd by sianinr. nt 70 µA and increa. .. in~ 
in Meps of 10 µA until an AD of about 10 s ~·a!' 
tri[!.gcrcd. Thcsc ADi. "'"ere typically accompanicd ti:-· 
beha\'ioral arrcst or ipsilatL'ral e)'C blinkin[!.. Thc 
stimulation intcnsity was fixed and maintaincd for 
each animal along. al! experimental s1imuli 1;cssir-n!-. 
The clcctrocncephalo[!.raphic acti\'ity and clcctrical 
stimulation werc pcrformcd by the same elcctrodc 
using a break·away de\·icc. 

Kindling was e\'aluated by the AD dura1ion~·.~ 1 

and scizures wcrc classificd beha\'ioral1y according 
to the stages descritied·by Racinc:v': l. facial clonus 
and cye blinking.: 11. hcad nodding: 111. forelimh 
clonus: IV. rearing: V. rearing and falling. A 
full-kindling motor scizurc with loss of postura! 
con1rol w·ill be rcferrcd 10 U!> stagc ,/. [!.Cncralizt:d 
scizures ( GS). 

The neuronal acti\'ity of thc amygdala wa!> amrli· 
ficd. displa~·cd in thc scopc and photographed to 
mcasurc thc AD duration. 

The animals \\·ere dividcd in thc following 6 
groups. ( 1) Control; 50 nah·c rats. (:?) Sham: 10 rats 
sh:im·opera1ed: implanted but not stimulatcd: this 
group recci\'cd thc samc schedule of handling as thc 
kindled animals. (3) :?-3: 10 rats amygda\oid stim· 
ula1cd to reach thc bcha\'ioral stagcs 11-111. (41 1 
GS: 10 rau am)·gdaloid s1imuta1cd 10 reach their f1nt 
s1agc V with GS. 15) 10 GS: 10 rats amyg.daloid 
stimulatcd prescnting al lcast 10 s1age V oí gcnt:t· 
alized scizures.; this wa!o a full·kindled group. 16) 
LLC: 10 rats amygdaloid stimulatcd prcsenting at 
lea~t 10 stagc V: thi!> was a full-kindlcd g.roup. In 
ordcr to ohs.cT\·c if full·kindlcd rats show long·la~ting 
chan[!.es (LLC) in 1R-~1et- and IR-Leu·L·nkcphalin 
le\'Cls thh group was i.acrificcd 21 da:os aftt•r thc last 
gcneralizcd scizurc. 

Tht: groups. 2-3. l GS and ID GS werc sacrificcd 
24 h ahcr thc las! elcctrica\ s1imula1ion. thus our 
re~ult!o of IR-1\1e1- and IR-Lcu-cnkephalin determi
na1ion lc\·cJs correspunding 10 this pcriod aftcr the 
la.<.t s1imuh. 

Thc C).pcrimcnwl animals wcrc killcd by decapí· 
tation and non-kindlcd cnnuol ral!> wcre run p:irallel 
for cach group. Thi: ci:rchral conex. ~triatum. 

hypotha\amus. midhrain. hippocan1pus und mcdulla 
oblongata inctuding pon~ wcrc dis!>ectcd oul on a 
co\d platc (Cl--1 eCJ using a modification of thc 



proccdurc:!- descrihcd by Glnwin!-ki und l\'cri.cn 1". 

Also wc di!>sectcd thc 01myg_dillu following. thc mcth
od of En~cl et al. 10 and thc s¡iinal cord at brachial 
p)CXU!. le\ el. 

Thc dis!iCCtian modification!<. werc thc fo11owin{!.: 
( J) A firM transven.e scction v.·a!. madc just poMcriar 
to thc a1factar)' cortcx (A 667ll ilCCardin(! to thc atlas 
of Ktini¡?. and Klippcl:''); and (::!:) lhe h)'fl01halamus 
la1eral cut was períormcd 2 mm fram the midline. 

lmmcdia1el)' after di!.!.cction tissue:-. were frazen. 
wci¡?.hcd and incuba1cd in 6 \'Ol!.. ar 0.1 N HCI at 
'J5 ºC for 1~ min. caolcd in an ice binh. homo(!cnizcd 
and thcn centrifugcd al 50.()(Kl g far 60 minal 4 ºC. 
The supema1an1 wa!<> purificd throuf:.h ambcrlitc 
XAD·:? column!. (8 x 0.7 cm) al a flow ratc of 0.5 
mllmin. Enkephalin!. were analyzed in triplicate by 
radioimmunaa!.say as described pre\"iou!.ly'.'". 

Thc htct-enkcphalin antiscrum showed a IOO'iC 
CJOS!>•JCDCti\it~· \\'ilh htCl·(O)-cnkcphaJin. 0.:V:; with 

sec. 
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F1¡: 1. Thé All durallon IAI and hi:h;nint.11 ~tap:~c\uJu1ion 
lBJ durin¡: l..indhn¡: pr,.,:i:,.~ fut lhi: d1fkri:n1 (').rcrimi:nU1I 
i!'"ur~ 1:.:. 1 GS. lll GS and LLC1. f',11e a ronunuou .. 
incri:aH· in AD dui.ition afli:r thi; bol l!Cm:rnliti:d ~c11urc 111 
KI~. Ah .. .:i•-.a: numhcr of ~1fmula1ion ... 

Lcu·cnkcphalin. O.::!:".T wi1h thc hcp!apcplidc ME· 
Ar¡!·Phc and Je~., lhan 0.Ul'ié with f\.1E-Arg. dyn· 
orphin-(1-13). dynorphin·(l-8). lhc oc1apep1idc 
f\1E·Arg·Phc-Leu. a·. }"· and f'·cndorphin. 

Thc Leu-cnkcphalin antiscrum displaycd a cros~
reuclivily of 3.83';< v.·ith t.tcl·cnkcphalin. 4.3.~r¡.. 

with LE·Arg. 0.53% whh h1E·Arg. 0.37W with thc 
heplapcptidc h1E·Arg-Phc. lcss than O.Otr.f wi1h 
h1el·(o)-enkephalin. octapeptide ME·Arg·Phe·Lcu 
and dynorphin-(1-8). Cross-reactivit)" v.·as negligiblc 
wi1h u-, )'- and P·cndorphin. 

Thc dilu1ion cuf\.'C!> or tissue cxtracts were parallcl 
10 lhose obtaincd with authentic cnkephalins. TissUf' 
conlents of cach cnkcphalin will be expresscd as 
pmol of immunoreacli\'ily (IR)cnkephalin'g w. \\ºl. 

RESULTS 

Thc proi;.rcssh·e intcnsit) af the kindling proceM• 

SI -

~ " ~-----

la 

111 ·---- " ---·- " --·-

.. u------==== 
10 sec 

fiJ!- ~ Cuminuou, ck.:1tl>parh1,- rccordin¡: "' 1hc am~¡:dal.: 
11.f!crd1 .. cha1¡:l· in om· rJt u! 111 GS p•mr. Th•• rcn•1d 
cuni:'P''º'¡. w 1hc ~o •·in~¡:úal.1 .. wnula11<•n .. ;mú th,· ~ ~1a¡:c \ 
Thc c:kc11t•l·n.:.·rh.1h•¡:1.1rh1~· .. c11u1c ...... ~ a.·c·•mp;,mcd h~ a 
hlla1cr;1\I~- j!l·ncrah11:J m1•1u1 ~dzuti: Thi: lu•I uacc "hl•.,.,~ 1he 
ha•al .. c1h-n~. lhc· .. umulu· .u11f.1.-1 ;md 1h~ .• \IJ_ Thc ~cn•n.! 
u ... ..- l<h•'""·' a rccurH·n: ..-k.:1rot"n.-crh.1l••¡:r.•rluc ~cizun· llC· 
r1>mpJm..-d h~ an <1111:•1. hcha,·ioral ~11·r.:.1t~r1:' :md WDS. The 
lhltd lr:i~i: !<hn.,.,~ anmhi:t r..-currcnl dc.:lu•l·nc1:phal••l!raph1; 
~c11ur1: k•• in1cn•c and \\"DS. e. \\ºO~: S1. ~limulu~ ar1irae1. 
Thc numhl'r~ rclcr to 1h1: hl'ha\ iur C•)O\ ul~inn ~l!lFc" dc!>t'rihcd 
h~ R:.cinc'". S1a¡:c 11 includc~ autumau•mal hcha,1or. 
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TABLE J 

IR·f.frt· and IR·Lru•tnl..tphalm /r1·r/J in 1·ariou.1 brain Struc
turrJ 

Anal)·•i~ of \·ariancc war. applird for cach slru~urc and pcptidc. 
Thc '·ahJcio are F and r ob1aincd from 8 animal• of thc 6 irour~ 
(con110J.Wiam. 2-3, I OS. JOGS and LCC), 

Brain rr¡:ion IR-/.frl•n1kt'phafin IR·Lru·rnktpha/m 

Stria1um F J.302 F 1.118 
P <0.0D p <0.361 

Amy¡:dala F 5:?.998 F 41.735 
p <0.(100 p <0.000 

H)'polhalamu~ F :?."65 F 1.192 
p <0.031 p <0.32.' 

Mtdulla F 0.89'J F 15.66.11 
p <0.487 p <0.0(10 

Hippocampu~ F 8.435 F 9.730 
p <0.CXICI P <0.!XJCI 

Mid-brain F O.fWJ F 5.511 
·p <Cl.521\ p <U.CXIU 

Spinal cord F 5.017 F :?.746 
p <0.0Cl7 p <0.060 

_Corle>.- F :?.ISS F 2.26::! 
p <0.1116 p <U.U96 

could be established in lhe diffcrcnt experimental 
{!roups. Group- .2-3 showed AD duration!. of 37. 75 ± 
8.78 s (X :t S.E.~f.) and reached 1his slagc after 5 

-SiimulBtions.--Group 1 GS -showed AD duratiom. of 
55.33 ±. 6.14 s whcn thc firsl {!cneralizcd scizurc. 
stapc \' ~·as prcscnt. at 14.53 ± J.37 amy¡;dala 
s1imula1ions. Group JO GS prcscnlcd AD duratiom. 
of 80.00 ± 11.36 s al 22 amy{!dala s1imulations. 
Group LLC exhibited AD durations of 97.25 ± 7.67 

TABLE JI 

s aflcr 24 stimul:.itions. Both 10 GS and LLC (!roups 
reuched lhc JO [!.COCralized scizur~. stagc \'. after 22 
± 2 slimulation!-. Howevcr, \\t' continued up to :!.5 
s1imulations. These rcsulh are ploncd in Fig. J. lt 
should also be notcd in 10 GS and LLC groups that 
wc also obscrved an incrcase of AD duration and 
bchavioral intensily along successh·e generalized 
seizures. This lets us observe hind limb clonus aher 
about 5 consecuth·e scizurc!- and the presence of 
recurrent seizures as it is shown in Fig. 2. Thc 
variabili1y in the presence of the recurrent seizurcs 
allowed us to mensure onl~ 1he afler-discharge 
duration. Morco\·er. recurren! seizures were not 
obsen·ed in all experimental animals: also wel do¡; 
shake (WDS) manifestations wcre \·ariable but as a 
gcneral rule their presentation~ werc associated with 
thc cnd of COTI\'U)sive activit~. 

The JR-f\1et- and JR-Leu-enlephalin levels were 
de1ermined for each experimental group and ran 
parallel with con1rol naive rau ( 10 rats far each 
experimental group). Analysis of \:ariance was used 
to test far O\'erall statistical sisnificance for each 
struclure and pcp1ide in the ddferent experimental 
group!>. These results are sho'll.n in Table J. Jf a 
significan! overall cffcct ~·as obscí\·ed aíter analysis 
of variance Student"s 1-1es1 wa~ applied. 

Control rats (not implan1edl and sham-operated 
(nol kindled) IR·l\1et- <tnd IR·lcu-enkephalin le\·els 
in ali brain regions studicd were nol Si[!nificantly 
different. so our experimental l_!roups" resulls wcrc 
only compared with control raa. 

/R-.\ttt·t'fl/..q1/ia/1n co11rer¡trat1mu durir¡g e1·olu//C1fl and f1dl.1 rfrr1rír1J/ am,1,:daloid·J,;itidled ran 111 1·ar101u brair: •rFiCJIU 

Reiull\ are C\pte:!o~rd a~ pmril (! 1i~~ur. E:ii;h 1·aJur b> lhr mran :::: S.E ~I ol earh tirain re(!ion oí ¡:n1ur S1!"!nific11nl leH:I~ \H'f<." 
c:alcul:ucd u~in¡: S1udrn1·~ r-1eM. C-) no1 quantifu:d. 

S1ria1um 
Am~&daJ .. 
l-lrpo1h:ilam~~ 
Medulla 
H1ppocamru~ 
f\l1d·hrain 
Spinal rord 
Cortr:~ 

IR-.\lrt·rlll.t'pliafm 

Conrrof 

20JJ = K~ 
32Q :t 12 
il~ = 2-:' 
331:" 
1011 = .J 
33tl = ::: 
J.JJ =. .... 
92: 7 

Shum 

21.J.J= 1111 
397 =. .J¡. 
iti: = f...l 
21\!' = ~ 
9.•: t> 

3tol : 37 
139 = 12 
80: 5 

J..J 
-----~--

IM>ll: llN 
~11•::.~Y 
¡5;: = 5J 
151::. i" 

911::. 7 

37'1 = :1 

JGS 
·------~--,--. 

2(U7: 150 
JO'.'ti ;:- };7' 
7!>7 = 55 
301 =." 
1211::.1" 
3111::. 17 
12fl:t 2 
131 =. 13'" 

/OGS LLC 

152..S :t fl2'. 1501::. 1:1· 
si:= e~· .J] 1 :!: ..s3··-
92r.::. ti9" ti9J = 4,2 
:!t\O::. 9 :!79 :!: 7•• 
15:!:. 15' f\0:!:5 
:0:!3: 17 31.11::. 27 
127::- 8 171=19 
1:!7 :t 13'" 



TABLE 111 

/ R • Lr11·rnJ.rphíllm ronrrn1ríltir11u 

Lc~c~d ª" lnTat>lc 11. 
------·----

H_ríliil rr¡:itui IR0 Uu•rnJ.r-pht1/m 

Ctifl/To/ Sham 

Suiatum 352:!. l:'i 41:'i:31 
Amn;dala 100:3 IOll::t R 
Hypathalamus 2!i'l= 7 2~:l:'i 
Medulh1 107:!.t> 111=12 
Hiptioca'!lpus 47:!:4 46: 1 
~lid·hrain 62:. z 58:!: 1 
Spinalcord 51':. ;\ 67 = 7 
Cortcx ::?5:!. 2 24:::? 

• r < o.ooJ: • • • P < 0.02. 

2·.' 
3HJ: lf\ 
147 = 7• 
240: 14 
9IJ:. 3 
69± 3• 
56±::? 
4CJ:!: .i 

Table _11 shows the JR-f\.1et enkephalin le\·cls.in 
!.e\'eral hrain rc[!iOn!.. The pentapeptide increa!.ed 
significan1ly in amygdala of the 2-3, J GS. JO GS and 
LLC groups. in the hypolhalamus and hip~"lC'ampu!> 
of' the JO GS g.roup. In the striatum there is a 
decrease of the JR-f\.lcl enkephalin content in the 10 
GS and LLC groups. also in the mcdulla in the 2-3 
and LLC groupi.. The cerebral cortex le\·efs also 
increased in the l GS and 10 GS. No chanr.es were 
obsen.'ed in the mid-brain and the spinal cord in all 
experimental [!roups. 

Table 111 shows lhc result!- obtained for IR
Leu-enkephalin. Thi!a pentapeptidt:" increases it~ con· 
centralion prC1gressively through the kindlin~ devcl-

º; ·-· . 
! 'ºº 
~ 
¡ 
• 1 'ºº ~ ... 

-o~ 

,; 
~ 

F•r.- 3. Pro!'!rC\'in.~ íncrca<.t" of IR·Lcu•enlcphahn C\'n.:enu;i· 
!ion k\'ci~ m 1hc amy~dal:i and hipfl('tampu~ 1hw:.i¡:.h lhr 
d11fcrcnt Clpcr1mcn1al i:.rour~- Ohscnc 1hc !.ii:nií1can: c\olu· 
lu•n in thc ;:.~. J GS. JU GS anr.J lhr rcm;iininr hi'I:. k,r] in 
thc LLC ¡::rour. ConcC"ntr.tuon~ in LLC i:,rour \.l.Cfc dc1c:r· 
mincd 21 da~"' aflcr lht 'ª'' am~·~dahi ">limula1ic'IM "'hich 
pro\·ol;c\ 1hc la~! of ;11 ka•I 10 ~lilf:C \. of i'!Cncrahzcd s.cizurc~. 

145 

/GJ /OGS LLC 

335:!:36 314 :!: 2R 32fl:!:26 
16-i ± 11• 220:!: 12• 146± 6. 
273 = 29 264:!: 18 224:!: 17 
.so± 7• S2 :!: ti• 65±5º 
fll ± !i• 91:!:9• 6-S = 1· 
4fl:!.3 ... 63± 3 42±3· 

67:!:8 
18±2º .. 25 ±-1 

opmcn1, in the 2·3._l OS, 10 GS and LLC groups in---
thc amygdala and hippocampus _ (sec Fig.-' 3): Thc -
IR·Lcu·enkephatin decrcascs its conccntration in the 
mcdulla in the 1 GS. 10 GS and LLC group~. Also 
its lcvels decreasc in thc mid-brain in the_ LLC group 
and thc cerehral cortcx in thc l __ GS gToup .. No 
chan{!eS y,·crc observed in the striatum. hypothala· 
mus and spinal rord. 

OISCUSSION 

Kindling asan experimental model of cpilepsy let!' 
US Ob!-en·e. in djfferCnl groups OÍ animal!>. lhe 
behavior. clccuocnct:"phalographic and biochcmical 
changcs that occurred during kindling. Our electro· 
enccphalographic and behavioral results are in 
ª!!rcemcnl wilh reported amygdala kindling ratc!. of 
rau,:>.Jo.JJ. Howe\·er, we obst'n:ed lit1le variabili1y in 
ral!i. reuching lhe fir!at sla!!e V in which the animals 
di!-played a ,gcncralized motor seizurc. This \'ari· 
ahility could he dueto a small differcncc in eh:ctrodc 
location!- into lhe amy!!dahi nuclcu.!.. Caín and 
Corcoran" reponed that 1hc anterior amygdaloid 
arca kindled more rapidly !han thi: pos1erior amy~
daloid arca. 11-.~ rc!-uh~ could explain our exper
imi:nt:il animal \·ariahilily in rc:1chin!! thc fir~t sla!!e 
V. in full l..:indled ral!>. Howc.•\"i:r. we only U!-cd 
homo!!cncou!- animab in cach C\pcrimcnlal !!toup. 
in ordcr 10 a\·oid thi!> !>li!!ht \'ariabilily. 

During lhc completion of full kindlcd groupi;, (10 
GS and LLC) v.·e oh~cr\'cd a progrcssive AD 
incrcase anda more complcx bchavior manifcstation 



accomp;inying succe!.!oivc scizun:!.. Thi!- in\·oh·L·d a 
hind limti clonu!o likc 1hat rcportcd hy Jny=' a!<> i.1;1p1.• 
4 of mo1or l'iCizurcs. Thi!o particular 1ypc of con\'ul
sivc manifcslation could only be ohscn·cd aítcr 
rc'pcatcd stagc Vs. dc!ocrihcd by Racine:oº. Thl!rc· 
íorc; in hoth oí our íully kindlcd group!o 001 ali 
animal!<> prcscn1cd lhc hind limh charactcristic of 
Sl<tf.!C 4 of Joy2:>, and íor thi!o rcason we used thc 
Racinc classifica1ion 'li. 

Se\'Cr:tl rcport!o pointcd out that morphinc and 
opioid pcptidcs can C\'Okc epilcptiíorm ac1ivi1y when 
adminislcred inl rncranioill)· .. ·~·"·"·"· 1 -'· 1 .1.;m .. ':. '':'. Thi .. 
cpilcptiform oiccivity wa!> accompnnicd by a \'aricly 
oí convubi\'C bcha\'iori. such U!<> mvoclonic twi1chcs. 
automaiismal bcha\'iur and ·wcl dop shakes"'-'-'· 
i-1.:n.:>7• Thi!> has lcd us to suggcs1 that 1hc disruplion 
of rc,gulaiory mcchanii.mi. 1ha1 conlrol endof.!cnous 
opioid!<> might contrihute to 1hc ctiology or clabon1-
tion of cpilcpsy"·u.n. Also it \\'as reponed~ 1ha1 
repcntcd 1'.1ct-cnkcphalin and /l-cndurphin admini!<· 
tration rcsiJllcd in a gradu11J de,·clopment of pro
grcssi\:c i.lrong convulsioni. in rats. cufminaring in 
hilatcrally [!l.'ncralizcd con,·ulsion!<i thal stronply rc
scmblcd lho!>c that occur during elcclrical amygd:t· 
loid kindling. As a general ft!'alurc thi!< hypothcsi!-i of 
action ii. in a{!rccmcnt wi1h our rcsulls. hui our 
rcsults also show thal lhc rcgulatory mechuni\m 
e>.crtcd by cndogcnous opioids ís rcgionalizL'd u1 
structurcs closdy rcl;1tL·d lo 1hc an1ygd:1la. HO\\C\L'r. 
Yo!.hiknwa el al. .. : U!>ing l 11 day!<i of cll!'c1roconvubivc 
shock reponed an increase in r-.1ct·cnkcrh:1lin in 
slriatum and hypothalamu!o and did -no! obscn e 
modifica1ions of this peptidc in 1hc hippocampu!<i. 
On thL' con1rary. our resull!< in thc 10 GS group 
cxhihitcd a dccre:t!<>C in thc striatum and an increa .... · 
in thc hippocampus. Thesc disappoinling rcsul!!< arL' 
surcly duc to th1.• diflcrcnl experimental modcl of 
cpilcpsy u!<icd. 

Thc progressh·c incrca!>c in lR-Lcu-cnkcph;1Jin 
concen1rntion in 1h..- an1ypdala and hippocampu .. in 
the 2.:~. 1 GS and JO GS gr(lUP" und IR-f\1ct· 
cnkcphalin in thL' oin1ygdula in thc same proups \\ere 
wcll correl:111.•d with !he t:"nh;1ncrd c.\dtahili1y pro· 
duccd by thL' kindling proccduri.:. ~h1rell\CI. lhc 
high lc,i.:l!o in lR-Lcu-cnkephalin rcmain ~1 day!< 
af1er thL" la!<il i.timulu:.. suggc!oling lonf-la!<tinp 
changc!> in hiochcmical synthc!>is of thi!< pcninpi.:p
tidc. NC\'L'rthclc.!i!>. IR-f\tct- and IR·LL•u-cnkcphalin 

conccn1ratit1n!> in nmygdal;1 nnd hippric;1mpu!ri shl .. '" n 
tcndcncy ll1 rcturn to contn1J conccn1rati<.1n~ in thc 
LLC group. 1'.tcOinty et al.:" using amy~dat. ... id 
kindling in rat~ rcporled an IR-r-.tcl·cnkrphalin 
inctca~c in hippOCampU!\ aflCr 24 h Of tY.'(l s1age ,, 
pre!>cnta1ionl>. \\'e also ob~cr\·cd an increa!.e in th'°~ 1 
GS gruur but it did no1 rcach our si{!nifican1 
minimum Jcvel. This fact could he due to a pro¡:rc~· 
sivc ct1ncen1ration chnngc during consccuti\·r sei
zure!>. Thc same au1hors:"' rerxirted 1hat the hippc-· 
campus increasc in JR-f\-1cl·cnkcphalin docs not 
remain aftcr 21-i dny:. of 1hc kindling complL"tion (r'"--c 
slal;!C!. V}. Our JR-1'.1el·enkephalin concentratio11 
rc!\uh:. in hippuc;impu~ in thc LLC ,group sho"'· a 
lendency to control IC\'Cb hui rcmain significativcl.~• 
incrcai.cd 11 dayi. aftcr complclion nf kindlin!! (mC"Oroe 
1han ICI stagc V). Unfortunatcly. \\C: did not 
n1eusure thL' enkephahn k\'cl~ al 2H day!oo and it i5 
po!<isihlc that thcy may he rcduccd bc1wcen 21 and :!:8 
days. The!<C authors="' condude 1ha1 the opioid 
peptidcs d~1 not parlicipatc in thc initialion or 
pcrmancncc of kmdling. 11 i!t intcrcs1i11i:: to nolf.' che 
differcnl critcrion u~cd in dcfining full ( 10 sci1ures _) 
\'!-. complctcly (2 :.cizurcs) and pcrmanencc vs Jong.
las1in!! changes in thc amyi;daloid kindling procc
durc. 

Earlicr rcsulh of our group show un increasr: in 
IR-Leu-cnkcphalin in the ir~ilalcral amygdJloid 
kindling hcnli!<phcrc. Thi~ incrcasc wa~ progre1si,·c 
during the kindling proci.:!.!<>.t"-~1 '. 

Our ac1ual resuhi. shO\\' this incrca!>c confincd to 
lin1bic struc1ures clo!<ely relatcd with lhe stimulation 
:.ilc (amyv:dala and hippocampus). JI nlso sho"ed 
that JR.r-.1ct·cnkL""¡ihalin incrcascs aftcr as fe" as 5 
AD~ in thi.: amygdala. The parallcli!.m b..-1\\·cenlhcsc 
incr..-a!<cd lc\cl<. and tlw AD dura1ion suggcM~ thaT 
enkcphalin<. pl;1~ a rol..- in lhl" dL•\clopmt.>nl of 
kindlin!!. :ind no! only in gcn~r:ili2ed ~cizurc!< n~w:..t.~ 
d..-~cribcd by \'indrola et al. .. º f<1r IR-l\1..-t·enkephalin. 
Ne\<:rtheJe., ... it i~ al<.n claimed lhat enkerhalintrI=iC' 
neun1n" panicipatc in 1hc dc\·i.:Jopml'TI1 nnd thc 
.. prcading {lf ktndhn!! phcnomenon afte-r amy!!dalc>id 
~1in1ulalion and lhL·~ J(1 n•ll pla) any nilc in 
mcdia1ing thL· m:iin1i.:nanc1.• of thc kindling i.talt'~. 

llndL·r n<1rn1<1J cundi1ion!. !he highcst lcvel~ of 
tioth pcn1apcp1ide~ "ere found in thl' ~lriatum. In 
the JU GS and LLC group!<>. IR-!\1el·cnJ.:cpbalin 
decre¡¡sed but IR·Lcu-cnkephalin did not pre~cnt 



modifications indicating n diffcrcnlial srccific func
tion of cach pcnlapcptid~· in thc same struclurc. Thc 
diminution of IR·~1ct-cnkcphalin in thc Mriatum 
could cau!>e 'n disinhihitory cfíccl which conlrihutcs 
to the ~lzure motor manif1.:Ma1ion!>. 

Our rcsults showing an incrcasc in ~1ct- and 
Lcu-enl.:ephalin could be duc to enhanccd biosyn
thcsis of the cnkephalin precur..ors. This "ºª!> sup
portcd by se\'eral Unes of e\·idcncc reportin(!. a 
markcd increasc in prcprocnkcphalin messengcr 
RNA in electrocon\'ubi\•e shock.t::. seizurc!i pro
duced h~ kainie acid:4

• hilus lcsion .. 1 and amygdaloid 
kindlin~-. 

Kanamatsu el al.::.1 suggcsl that kainic acid
induced 1oeizures cause an incrcase in ~1et-enkc· 

phalin rcleasc. followed by a compensatory increa~e 
in f\1et~nkephalin bio~ynthcsis. This incrcase in 
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enkerhulin hiosynthe!<>i!<> could be stimulatcd by 
cnhancC'd neuronal acli\'ity in thc form of recurrcnt 
seizures as v.·as proposcd41 • 

lt is intctcstin[? to pnint out thal our rcsulti: 
showcd JR-11.1et· and IR-Lcu-cnl.cphalin conccntrn· 
tion inc:rcase and also dccrcuse hut in diffcrcnl brain ' 
arca!>, \Ve stigges~ 1hat' the dec'rCDSed c.OñcCrltr~iions 
are closely rcla1ed v.·ilh 5lnic1Uics'fn""ºl'·Cd in mC>tor 
functions. · 
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DETERMXNACXOH DE XR-MET, XR-LEU-ENCEFALINA DURANTE EL 

DESARROLLO Y LAS CRISIS GEHERALXZADAS REPETIDAS 

PRODUCIDAS POR EL KINDLING ELECTRXCO AMXGDALXRO 

tstber Tal&vera' 
Iaelda O:maDaJ 
Agustina Cano' 
Miguel >.sai 1 

Miguel CondisJ 

Sner11 publisbed reports suggest tb1t opioid peptides aay be 1.plicated io tbe 1plleptic process. 
Over tbe last years, one oE tbe 1ain cbjectives at our hboratory has been t.be study of tbe eniepb1lio's 
blocbe:aistry in tiperiaenlll llOdels of epihpsy. iepetitive 111.d lo'lf intenslty electric sti1ol1tioD of tbe 
cerebral 1aygdah gives rise to progresi1e electroencepbaloqu.pbic aud bebavioral cbanqes that culaiuate vltb 
gener1li1ed seiiure's. This 11.penriental llodel of epilepsy, koov as iindling, 1.llovs tbe study of blocbe1ic1l 
sbifts 1ssoci1ted vitb tbe epileplitatloD process. 

Tbis paper describts tht chuiges io lile cerebral concentratioos of metiooiue and leucioe entepbalio 
during t.be repetltiTt geoeralittd ¡eitures and its deTelop1n.t, as vell as the po•siblt peraaneucy effect 
1long lbt uygdaline eltctr1c tindlug in the rat. Six groups of experiaental 11iiaals vere studied: control 
ICI, sbaa-operated IFOJ, dnelop11eotal pbase 11-31, first generalittd seiture 11 CGJ, 10 coosecutife 
gen1r1li11d •eilures 110 CGI. and 10 generalited seuures Sitriflced 21 days ifter tbe last sti1ulus IPlllM\. 
Tbt structures n1ly1ed vere: the striltum, the 111ygdala, tbe bypotbah1us, tbe bippoca1pus, tbe aidbrain, tbe 
cerebral corte1, tbe br1ioste1, aod the spinal cord. Bntb entephalins vere 11easured by radioinunoassay 
ll!IAI . 

Tbe ltfels o( leu-entephal1n sbowed a progressne a11d significant iticrease from group 2-3 to tbe last 
one. Tbese cbanges vere related to the e1citability iocre11ents duricg tbe titidliog process. VitbiD tbe 
aidbralo, tbis pept.idt vas decreased in the groups lCG aod PF!K. The same effect. vas observed in tbe corte1 
of qroup ICG. The cooceo.trations o( 1et-eutephalin at tbe a11gdala wert augmented in groups 2-3, lCG, IOCG 
and P!RM; 11.eaovhlle, u. iocrease at tbe hypotbalarius aod tbt bippocampus vas evideot ooly in tbe lOCG group. 
A reduction of this peptide was present in the striatum of the lOCG aod PEBM groups, and in tbe braiDste11 of 
l·l 111d \llCG ooes. lleltber of the peptides showed s1gnifica11t cbar.ges at the spiual cord. Tlle results 
indicalt tbat there are iodependeot regional variat1ons on tbe coocentrations of each peptide, and tbat tbese 
cbanges are related to tbe evolutio11 of the tiodling process. 

l!SIJXEI 

!n diferentes reportes en la literatura se sugiere que los piptidos opioides endógenos participan en el 
proceso de la epilepsia. Uno de los objetiTos principales en nuestro laboratorio, en los últiaos 1ios 1 ha 
sido el estudin de 11 bioqui11ica ,de las enclfalinas eJ¡. diferentes •odelos e1pertme11talts de epilepsia. La 

t. LabOratorio de Anll.isls.:.ou~11icos; 
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esthiulación eléctrica repetida de baja 1otenudad, dt Ja uiigdala cerebral, produce cu:ibios 
tlectroe11c1!alográficos y co11ductuales progresivos que culainan con crisis generalizadas. Estt modelo 
e1peri11e11tal de epilepsia, llallado ti11dli11g, perllite estudiar los call.bios bioquímicos co11coaitu1tes al 
desarrollo del proceso de epilepti11ció11. 

En este trabajo 11 d11cribe11 los call.bios que se producen en lu co11centra:cio11es de llttio11i111 y ltucina 
ence!alina, en las estructur1s cerebrales de 11 rita durante el deurrollo, las crisis J1Dtoras ge11er1ll11das 
repetidas y el posible erecto de permanencia a lo largo del khdlhg elíctrico ulgdalino. Los ant.al11 de 
e1perlaentación se dividieron en 6 grupos: control ICI, hl&o operado IPOJ, des.arrollo !fase 2-ll, prt.era 
crisis generaliuda 11CGI, 10 crisis consecutivas generalizadas (10 CGI y a11i11ales con 10 crisis generalizadas 
y sacrificados 21 días después del últillo estímulo IP!RMI. Las estructuras a11alizad1s !uero.11: estrhdo, 
1aígdala, bipotála110, tallo cerebral. bipoca.zpo, cerebro medio, corte1a cerebral y aédula espinal. La 
cuantificación de ¡liba¡ 111cefali11as se llevo a cabo por la técnica de radiotneunoan.ilisis IRIA). 

Los result1dos obtenidos muestran que et la anigdala y en el hipocupo a1J11e11ta11 progresiTa y 
sig11Hicativa11e11te lis conce11tracio11es de h~u-e11cefali11a desde el grupo 2-J. Estos cambios se relacionan coD 
el i11cre11e11to de la e1citabilid1d duraóte el proceso del thdling. En el cerebro ••dio diui11ay1 11. 
co11ce11tració11 de dicho péptido en los grupos ICG y PERM. Este ais10 efecto se observa en la corteza en el 
grupo ICG. La cua11tificación de Met-encefdina tll h 1..11igdah 1ume11tó en los grupos 2-l, ICG, IOCG y PERM. 
En el hipocampo y 111 el hipotála110 aumentó única1r11te e11 el grupo lOCG. Asi•is110 disninuyó la co11ce.11tració11 
en el estriado en los grupos IOCG y PERM; en el tallo cerebral, e11 los grupos 2-J y P!RM. Ea la •Ídula 
espi11al. los call.bios to fueron significatiTos en ninguno de los dos péptidos. Los resultados 1uestra11 
vari1cio11es regionales i11depe11die11tu 111 lis concentraciones de cada uno de los piptldoa y se rel1cio11a11 con 
la eTolució11 del proceso del ti11dli11g a11igdalino. 

llTillDOCCIOI 

Este trabajo es el resultado de la cooperación entre el Laboratorio de Análisis Químicos y el 
Departn1e11to de Reurohsiolo!ia de la División de Neurociencias del IMP. !l Laboratorio de Análisis Quínicos, 
desde el punto de yist1 bioquí11ico, y el Departa11e11to de Heuro!isiología, desde el punto de Tista 
electro!lsiológico y conductual, cohboraroll para lleyar a cabo este proyecto de investigación en foraa 
co11ju11t1. A partir del descuhri11ie11to de las eocefalinas en los años 10 dirersos grupos de i11Testigació11 han 
des1rrollado una intensa 1ctiTidad para dilucidar cuál es el p1pel que desempeñan estos péptidos 111dógenos en 
la epilepsia. 

La& primeras eridencias de que los péptidos opioides participan en los procesos epilépticos fueron 
obtenidas mediante e1peri1e11tos far1acológicos en los que se 11ostró que la inyección intracerebroventricutar 
Ji.c.T.I de 1orfi11a, e11cefalinas o !eta-endorfina produce alteraciones electroencefalográficas características 
de la actividad epiléptica, así co110 conductas convulsivas tales co110 las 11ioclo11ias, las sacudidas de perro 
aojado y 1uto11atis11os (6, 12. 2J, HI. Estos 11is11os efectos se producen cuando se utilizan análogos de las 
encefali11as, tales como la D-ala-leuciDa eacefalina o la D·ala-1etionl11a encefali?a, las cuales presentaron, 
aduiis, efectos 11ás duraderos debido• su mayor estabilidad 11etabOlica 19, 13. 25, 261. 

Por otro lado, se ba demostrado que la ~icroi11yección de 11orfina y los pi!ptidos opioides en el tálamo, 
111 el hipocupo, en lii a11igd1la, u el núcleo caudado y en el 1cunbens. producen tallbién alteraciones 
electroence!alográficas de tipo epiliptlco, sin llegar a desencadenar crisis generalizadas 15, 13, 17, 2tl. 
Los 1fecto1 producidos por los péptidos opic1des, por los análogos de éstos, asi co»a por los opi.iceos, 111 
algunos casos pueden ser bloqueados pcr la aplicación sislé111ca de naloiona 18, 12, ll, 251. En un reporte 
reciente, C1in y Corcaran 141 enconturo11 que la apl1cacián de inyecciones locales repetidas de 1etio11!11a 
encefalha y B-e11dorfin1 en la a1í9dah posterior y en el hipoca11po ventral, en dosis subconTulsivas, lletó a 
la ap1rición de crisis genera liudas lefecto ti11dl111g/. La aplicación de 11orfi11a en estas •isaa& condiciones 
produjo un fe11011e110 de tolerancia. La 11alo1011a bloq_~eó las crisis producidas por los opioides, 

Los estudios bioquímicos en los que se utili1an r:odelos uperi11ettales de epilepsia, han proporcionado 
etide11cias que apoyan la hipótesis de que las eocefaliaas están involucradas en este proceso. Un aodelo de 
epilepsia e1peri11ental es el ti11dling o encendimiento que fue descrito por Goodard 1111, el cual se induce 
aplica11do esti11ul1.ciones eléctricas repetidas, subconvulsivas, en ciertas áreas cerebrales, pri1cipal•e11te 
liabicas, con un interHlo entre la esti1ulac1ó11 que puede ser desde IS iiinutos basta IS días. La aplicación 
inicial de la esti1ulació11 provoca posdescargas de corta duració111 la a11plitud de las espig1s que 11 
constituyen 1s haj1 y ezlste poca o 11hguna propagat1ó11 hacia otr1s reglones cerebrales. Asimluo los cubios 
conductuales conco1itantes con las posdescarqas son discretos al inicio del ti11dli11q, pero cu111do los 
estíaulos se aplican repetida11eate, se incre11ent1 proqresivlllente la intecsidad de las respuestas 
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el•ctrofisiológicas y co11ductuales. El kiDdll11g puede taabié11 produ'1rse qui11icU1111te, por 1edio dt la 
adai1istració11 repetida de dosis coovulsita11tes o subco11fulsiva11lls ie u.rios agentes, co110 el carbPl, ll 
cocaína, la lldocaina, el pentile11tetra1ol y otros 114, 11, 19, 321. 

En trab1jos iniciales de 11uestro grupo, utilhando tl tindlilq tlictrico 1aigdalino IJ.EAI. St lltvarot 
a cabo los pri11eros estudios en los que se demostró que los 1inl11 de ltucba y 11etlo11ha 11ctfllila 11 
i1cre1e1tu1 eD 111bos bt11isferios del cerebro de la rata. Mientras qae 11 1111ieDto del pri1er pe11Upiptido 
ap¡rece 111 las pri111ras etapas del proceso epiléptico !previo a la ocurrencia dt crisis q11eraliz.adasl, el 
i11cre1ento del segundo se produce sólo después de 5 o a!s co1vulsio11s 121, 191. McGinty y col. 11'1 
reportaron que los nueles de 1D11unoreactividad llil 1 la 1etio11i11 111ctfal1111 se i11creaentaro11 111 UJ U\ 111 
tl hipocampo de las ratas sacrif~cadas 2t horas después de producirse l crisis generaliiadas con11cutit&s. !11 
el bipctáluo. 111 el estriado, 111 la corteia frontal y n el cerebro 1edio 110 se detectaron 10dificuio1es. 
Adeai.s, deter11111aro11 que cuatro semanas después de haberse producido tl kindllng aaigdah110, h co1cutr1ció11 
de aetio11in1 encefallna babía regresado 1 los valores control. 

Con el ti11dling quí•ico con pentile11tetru.ol IPTtl, t~biÍD se produce un auaento tn 11 co11tuido de 
a.iios pentapéptidos 14 bor1s después dt la Últiaa aplicación de ll dt19a, lSÍ coao 111 efecto de larga lllració11 
115 días) para la Met-t11ce(lli111, pero no par1 la Leu-e11ctflli1a IJO, 311. 'roaa11do 11coe1U1stos 
antecedentes y con 11 (in1lidad de conocer h distribución region1l ctr1bral de lis 11ce(1li11u y los cubios 
que ocurren durante la propagación, establecimiento y pera!11enci1 del tlndlhq aaigdalino, dtcidi.9os lhvar a 
cabo el presente estudio. 

MAT!i!AL Y M!TOOOS 

Se utili1aro11 rat1s a1cho de la cepa Vist1r, de 250 a 300 q de peso, las cu1lts se 1a11tuviuo11 en 
condiciones controladas de teaper1tura y lui 123 11 ºC, coi 12 boras 4t 1lu111nación coae111a11do 1 las 6.10 brl, 
con agua y alimento ad libitu11. Se anestesiaron con pentobarbítal sidico 140 aq/tq de peso) y se les colocó 
un electrodo bipol1r concéntrico de 1cuerdo a lis coor.denldas estueotá:ucas de Albe-Fessard 121 tuterior 
S.I; lateral LS: altura LSI. !1 electrodo se colocó en la 1g1ígfala con la ayuda del registro de 11 
1ctividad eléctrica b1jo el crittrio de la actividad uponthu y de los potenciahs eYocatas 1 la 
1stia11l1ció11 olfativ1. Los electrodos y el conector se fijaron en tl crá11eo por aedio de dos tcnlllos 
1abebldos en acrílico dental. El procedi11íento se llevó a c1bo pan todos los grupos de aniaales a uupción 
del grupo control. L1 estiaulación eléctrica a11igd1lina se inició 11111 seaa111 después de baberse pr1ctic1do la 
cirugla. Se les esti11uló dos veces al día: una ve:r. entre las 9:00 y las 10:00 aa, y la segunda ve:r. eitre las 
lt:OO y 11s 15:00 horas. Se 111.pltaron los siguientes pari.netros de eni1ulació11: un tren de 1 seg de 61ració11 
l 11111 frecue11c.la de 60 Hi., co11 pulsos de 1 1stg de duración, a u111 tttensidad de ao a 140 )JA. La búsq¡eda de 
la hte1sid1d uzbral se llevó a cabo aplicando estímulos de i11.tensid1d crecie11te a interv1los de s ai1atos. 
La 11ti1ulaci611 inicial fue de 10 )IA, la cual se au11entó de 10 p>. 1n 10 µA. La evolución del thdliD9 se 
1v1luó por la dur1ció11 de las posdescargas y por la conducta de los au11ales. Par1 evaluar la condurta se 
utill:r.1ro11 las crit1rios definidas por Bací11e 1211. que consisten u: fase\, •ovi111tntos (aciales y dt la 
boca; f&se 2, •oviaieritos verticales de la cabeu: fase J, 11ioclo11as de los 11ie11bros an.teuores 1 h.se L 
postura de sentado con extensión dtl cuerpo en posición vertical; hse 5, levu1t1111ento rep1tido scre las 
pat1s traseras y caíd1. 

Para su estudio los animales estuvieron divididos ec 6 grupos: to. control !COI, 50 ratas 1aclu sa11as 
que 10 recibieron ningún trat11ie11to. 20. P1lso operado IFOI: 10 ratu que fueron isplu.tadas crónicw;te en 
la uigdala iiquierda. Este grupo no recibió ninguna esti11ulació11 eli:trica. Jo. Duracte el desarrollo del 
tindling Hase 2-31. este grupo de 10 ratas fue implantadc cmo el anterior y se esti1uló la niqdala 
iiquierda basta llegar al estadio 2-3 descrito por e.acine 1111. to. Pril'.era crisis qenerali:r.ada llCEl, ID 
ratas implantadas que se estí1uhron basta presentar la pri11era crisis qe11erali1ada !fase SI. So. Din crisis 
ge11er1li:r.1das llOCGI, die:r. r1t1s fueron i11plantadas..y se les esti11uló basta presentar al 11nos die1 crisis 
aotoras gen.eraluadas thse 51. 60. Permanencia IPERMI. qrupo 111plutado y estimulado al igual que tl 9rupo 
IOGS, pero que se sacrificó 21 días después de baber presentado la décir.a crisis generaliiada. Los gnpos 2-
3, ICG y \OCG se sacrificaron 2' horas después de baber recibido la Ílltima esti11ulación eléctrica. Lu ratas 
fueron s1crificadas por decapit1ción, in11ediata11ente después, se sacó tl cerebro y se bi:r.o la diseccióa dt las 
estructuras siguientes: estriado, bipocupo, bipotála110, cerebro 1edio y corteia, por el 11étodo de Glovilst1 e 
Iversen, con algunas 10dific1ciones 110, JIJ. La 111igdala se disecó por el procedimiento de !11gel !U. La 
disección de la 11éduh espinal se efectuó a ni,el del plexo ·braquial. 

Postuioraente cada una de las estructuras se pesó e incubó tD ¡ vol. de HCI a 9SºC durante IS ail. Se 
enfri1ron 111 un baiio de hielo, se hcmoqeneizaron y centrifuqarcn 1 50 QOO z g durante \ bora, a t"C. !l 
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sobrenadaote se purificó por croriatografia. de adsorción l111berlita X>.Il·21 a una velocidad de flujo de 0.5 
11l/1in. La cuantificación de las encefalinas se efectuó por triplicado por radioi1111unoanilisis c0110 se ba 
descrlto previariente IJJI, Los resultados se e1presan 111 pico11oles/g de peso hil:Jiedo. 

El antisuero de Het-encef1lina 11ostró 100\ de reactividad cruzad1 con Het-lol-e11cehlioa, o.n con Leu
e11c1fllin1, 0.2' con el beptapéptido HE·Arg·Pbe-Leu, 1lpba, gama 1 beta-endorfin1. El 1ntisu1ro de L1u
encef11ina presentó reactividad cr1111da con Het·encehlin1 de l.IJ\, de O.Sl\ co11 HE-Arg, de 0.37\ con el 
beptapéptido H!·Arg·Pbe 11e11os de 0.01\ con Met-lol-encefalina, HE-Arg·Phe-Leu y dinorfina l·I. La reachvid1d 
crur:1d1 con alf1, gaua y beta-endorfina fue insignificante. 

ll!SUL TADOS 

Los grupos experimentales 2·3, ICG, IOCG y PEliM mostraron un desarrollo gradual y progresivo en la 
duración de la posdescarga IPDI, así como en la evoluciOn de las fases conductuales !figura 11, durante el 
proceso del tindlinq 111lgdallno. Estos· resultados están de acuerdo con los reportados por liacine 121 l. 

Durante cada esti11ulació11 se 11idiO en segundos la duración de la PD provocada, y se c1lificó la 
conducta posterior al 1101ie11to de la esti11ulació11. En la tabla l se presentan los resultados obtenidos de cada 
grupo experimental. En los grupos fuerte11e11~e kitdleados l IOGS y PEliMI se pudo observar ua i1cre1ento 
progresivo de la duración de la posdescarqa, así co110 de la intensidad de las crisis motoras generalizadas 
repetidas. Tuibii!n se observaron crisis electroe11cefalo9ráficas recurrentes !figura JI. Esto es, fueron 
progreshue11te 11ás intensas, basta que después de al menos 5 crisis, los a11i11ales presentaron miocloaias en 
las patas postei:iores. Esta conducta convulsiva así co110 las 'sacudidas de perro aojado' IVDSI 110 se 
obseruron en todos los ani1iales y su presentación fue variable. La presencia de VDS estuvo frecuentt1ente 
asociada con la parte final de las crisis motoras 9e11erallzadas (figura 3). 

La cuantificación de lli-Leu·eocefal1na 11ostró que en la a11í9dala y en el hipoca11po a1111enta progresiva y 
signlficati•a11u1.te la concentración de este pépt1do en los grupos 2·3, ICG y IOCG. En el grupo PEliH, se 
incre•entó sig11ificatlta11e11te, aun cuando los niveles del péptido mostraron una tendencia a disminuir a 
aitelts control lflgur1 21. En el tallo cerebral se observó que babia dls11i11uido su co11centraci011 desde el 
qrupo JCG, continuando este mis1io efecto 111 los grupos de IOCG y P!BM. Asi 11is110, en el cerebro medio, los 
niteles descendieron en los grupos ICG y PEEM. Ta11bié11 se observo este ef!cto·en.la corteza en el grupo ICG. 
El estriado, el bipotála110 y la médula espi:nal no prese11taro11·•ndificación alguna (tabla III. 

Il!·Met·encef ali na 
- '·-

Ll cuantificación regional de este piPtido ·mosl~ó qÚ'{ en.;· f~. aiiígdil-a . s~·. produce -UD incrn1ento gradual 
de la concentración de este péptido en los 9rupos 2·li:-.ICG,>10CG y,.PERIL,_-,;En.los-grupos·.10CG y PEliH ú11icu11nte 
aU1e11tó en el bipocupo y en el bipotila110. Asi1iis11~;·· s·e obsei"vó .. que·_dis11i11uyó eii_ el estritdo en los grupos 
IOCG y PERM, y en el tallo cerebral, en los grupos __ ;._2·3.:y·_:_,PERM! ;.sin .. _ezbargo,_ e11 la corteza aUJ1entó 
significativamente en los grupos ICG y IOCG. En la 11édula espi_nll 110 se-_observó ninguna 11odificació11 (Tabla 
IIII. . . . 

DISCUSIO! 

Co110 modelo n:peri11e11tll de epilepsia, el tindlinq nos permitió observar en diferentes grupos, la 
evolución conductual, 1hctroe11cehlogrif1ca y ~~oquh1ica de las diferentes etapas epilépticas. Kuestros 
resollados electroencefalogriflcos y co11ductuales estin de acuerdo con los reportados por otros 1utor1s 13, 
H, 221. Es interesante señalar que el a11i11al tindleado presenta una variabilidad para alcanzar la primera 
crisis convulsiva generalhada. · Esto puede deberse a pequeñas diferencias en la localizació11 del electrodo 
dentro del co1iplejo amigdalino. De cualquier macera, nuestros grupos de ratas fueron cuidadou11e11te 
seleccio11ados para obtener grupos bollogéneos en sus características epil!pticas. Durante las crisis repetid1s 
en los grupos fuertemente tindleados llOCG y PEliHI fue posible observar tanto i11cre11e11tos en la duración de 
las PDs como en la intensidad de las crisis motoras generalizadas. Esto nos permitió observar, en algunas 
casos, 1loclo11ias de los 11iellbros posteriores, y nos indicó que después de la primera crisis generalizada el 
fe11ó11eno de epileptización continúa entre los grupos lCG y lOCG. 
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La cuantificación de los niveles de encehlinas 11uestra que el lEA produce ca11bios en 11. concutración 
de u;tos péptidos, qut estin relacio1ados coi el desarróllo, estabilltu:ión y per1.ui.eucia de 1ste hnó1eno . 
.a.u1ismo, estas modificaciones DO siu1pre se presentan para u1bos péptid:s en h 1is11 estructura Di duruite 
la aisaa fase. La c11aDtificación de la Leu-encefalina 1ostró que en .k a1ígdala y 111 el hipoeaapo 1u.ae11ta 
progresitaaente este péptido en los grupas 2-3, lCG, IOCG y PEiM, " decir que dur11te lis f1s1s de 
desarrollo, en las crisis Útiicas, tll las crisis repetidas y tD la per1u1ncia del titidlinq, 1¡tos resultados 
coinciden con los reportados por Víndrola tlll. quien reporto que la Leu-mcefalina 1ue11ta progresl•uente en 
los be11isferios cerebrales de la rata, durante tl desarrollo del tindling. 

Sin embargo, u1 estructuras como el tillo cerebral en los grupo 10, IOCG y P!iM, en el c1r1bro 1edio 
de los grupos 1CG y PtiM, así co110 en la corteu del grupo ICG, dis11inuyc los niveles de lencilla e11cehli11a. 
Se obser•Ó que la Met·ncefalina au11entO gr1du1llente en la u1igdal1, a b h.rgo del des1rrollo dtl th.dliDg, 
y en estructuras coao el h1poca11po y el bipotiluo sola11e11te au11e11tO u el grupo IOCG. Estos resultados están 
de •cuerdo con los reportados por Vindrola 1211, quieo encontró que los 1111eles de Het-e11cehliu se 10difica11 
soluente después dt Ylrils crisis generaliudu. HcGinty 11' 1 tambilin eicontrá que 111 el bipoclapo, los 
n1Teles de Met-e11cefali11a aUlle11ta11 despues de •nus crisis qe11er1li1ad1s rep1tld1s. Sin uNrqo, 10 dttect6 
ninguDa modificaci011 en el bipotála10, en tl estri1do, en el cerebro 1etio ni en 11 corteza froatal. !1tos 
Últi1os resultados difíeren de los nuestros, pues en el estriada los ni•eles de 1etionl11 e1ctfalila 
desctndieroD en los grupos lOCG y PERM, así co10 tn el tillo cerebral uh hse 2-l J PliM. 

Estos datos udican que los i11cre11e11tos n los ni•eles de las nctflli11as, en los anl•ahs sOJ.etldos al 
~1ndli11q u1gd11l110, ocurren, lu11d111entll1.entt, 111 ÍTeas del sistema lí1b1co. Los d1cre•111tos en los aiTtles 
de las e11cefali11as ltn el estri1do, en el tillo cerebr11. en tl cerebro 1ed10 y en la corte11I podrÍ111 estar 
relac1011ados con estructuras cuya funciOn es 11oton y. de esta eantr1, cottribuir a la 11presió11 de las crisis 
qeneralitadas. Es decir, tendrian un efecto desi1hibitorio. .a.hora bien, el p1pel funcional de los péptidos 
tndág:enos 110 es claro, ya que ban sido asociados con diferentes tunc1011es, tales cOlo la analgesia, la 
epilepsia, la catatonia, el aprenditaje, la 11e111ril, etc., J su distribuciin a lo largo del SIC 1s ILIJ 11t1nsa 
11. 1, 151. 

Por otro lado, las diferencias encontradas en ubos péptidos 11m permite sugerir que el recubio e_s 
diferente en cada una de lis eocefallnas, depndiendo de 11 estructi:a a11ali1ada. Pi11al1ent1, estos 
resultados sugíeren que lis e11cefali11as pueden. p1rticipar en el deurrolll y en la inst1hción de un ftnÓlleno 
1piléptico, asi como en algunas etapas de lis crisis con•ulsivas, adeú.s de 11ostr1r un efecto rtgion1l y 
difer1ncial con c1da péptido estudiado. 
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