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RESUMEN

Diversos reportes en La literatura sugieren que Llos
péptidos opivides endégencs participan en el procesg de La
epilepsia.

La estimulacidn eléctrica repetida de baja intensidad,

de La amigdala cerebral, produce actividad epileptica gque se
incrementa en su duracidn v frecusncia a Lo Largo de Llas
estimulaciones y culmina con crisis convulsivas generalirzadas.
Este fendmeno, al cual se Le ha denominado efecto "kindling™,
constituye un modelo experimental de epilepsia y permite estudiar
Los camhios conductuales, electirgencefalograficos vy bioquimicos
concomitantes al proceso de epileptizacidn.
En este lrabajo se describen Los cambios que se producen en la
concentracidon de metionina vy Leucina-encefalina, en varias
estructuras cerebrakes y en diferentes etapas del kindling
geléctrico  amigdalinmm e decir, durante Las fases iniciales de
desarrollo, Lla primera crisis caonvulsiva, despuss de varias
crisis convulsivas v 21 dias después de haber presentado La
décima crisis. Esto permitid analizar Ltas variaciones gque ocurren
durante el proceso de epileptizacidon vy el posible efecto de
permanencia de dichos péptidos en el Lindling establecido.

Los animales de experimentacidn se consideraron seglin
el estada del kindling en los sigulentes grupaos: controb (y,
falso operado (F0?, fase de desarrollo (2-3), primera crisis
generalizada (1CG)Y, 10 erisis generalizadas (40 CGY, vy animales
con 10 crisis generalizadas v sarrificados 21 diass despues del

lbtimoe estimule (PERMY ., Las estructuras  anatizadas fueron:
estriado, amigdata, hipotalamo, tallo cerebrat, hipocampo,
cerebro medio, cortera cerehral v mé&dul a espinal, La

cuantificacidn de ambas encefalinas se tlevd a cabo por La
tecnica de radicimmunodnrnatlisis (RIAY.

Los resuttados obtenidos muestran que en La amigdala vy
en el hipocampo Las concentraciones de Leu-encefal ina aumentan
progresiva y significativamente desde Las fases de desarroklo (2-
a3, Estos cambios s relacianan con el incrementno de l.a
excitabitidad durante el proceso del kindling. Por el contrario
en el rereben medio, dismiouve La concentiracion de dicho péptido
en Los grupos 106 y PERM, Esta disminucion ramhién se obseirva  en
La carteza cerebral en el grupo 1NG. La cuantificacidén de Met-
encefalina en La amigcdals, aumentd en Los grupos 2-3, iCG, 10CG y
PERM. Mientras gue en el hipocampn, =L hipotalamo aumentd y en el
estriado aumentd dnicamenie egrn Ltos grupns 10CG v PERM, w  en el
tallo cerehral, en Los grepos 2-3 vy PERM, En La madula  espinatl,

Los cambios no  fyeron significativos pare ningeno  de Las
péptidos.

Fimatmente estos resultados sugieren que Las
encefalinas pueden  participar en el desarrclio v en La
instatacidn del ‘kindling etécirico amigdalino, asl como en
algunas etapas de Las crisis convulsivas, Ademas muestran un
efecte regional ¢ diferencial en cada péptide estudiado. Lo
anterior permite sugerir gue el recambin de estos péptidas  es
diferente % depende de Las estructuras vy sus funciones

especificas.



INTRODUCCTIOMSN

La' epilepsia es considerada coma un  sindrome & de
disfuncidén cerebral de CaPaCtEP.PECUPFEhtE, caracterizada por La
activaciﬂﬁ sincrénica de grupos neuronales que descargaﬁ a
frecuencias mids altas de Las que se encuentran durante su
funcionamiento normal. En términos generates se ha considerado
que' ta hiperactividad neuronal que caracterizas a La epilepsia
resuL{é:_ (1) de un aumento en L3 neurotrasmisién excitatoria, o

23 de una falla en Las funciones inhibitorias (ver referencias
en: Fernandez-Guardiola., 1886; Brailowsky y col., 1989).

. La necesidad de conocer Las mecanismos por Los cuales
gé produce esta patologla, asf coma La Limitacién natural que
existe - al intentar estudiarla en Los humanos mediante técnicas
invasivas, hicieran necesaric el desarrollo de macdelos
.experimentaLes de epilepsia, Los cuates intentan reproducir
tos aspectos mas caracteristicos de cada uno de Leos sindromes
epilépticas.

Uno de estos modelos es el denominado “"Kindling" 4
encendimiente (Geddard y col., 1869), el cual se induce aplicando
estimulaciones eléctricas repetidas, subconvulsivas, en ciertas
4reas cerebrales, principalmente Limbicas. Dichas estimulaciones
producen cambios conductuales vy eLectrnenceFaLogréFitus .que
culminan en crisis convulsivas generaltiradas. EL  “"kindling®
ofrece varias ventajas para su estudio al ser comparadeo con otros
modelos experimentales de epilepsia. Este modelo: 1) se puede
inducir por La estimulacion de un 4rea especifica del cerebro

{Goeodard y caol., 1969), 2) Presenta un desarrollo gradual vy -
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prog_rea.ivc.! _"-.et- c.t_Jat'_ﬂ'puel:_le_ ser ccaracterizado por diferentes
_est'adio_é_coﬁdﬁciu'atés;' 3) produce occambicas due son irreversibles y
pérm'ér}ent'es"," 4) Sy desarrolloggrdual permite estudiar Los
C-émb_il:l&‘ lénnductual_es, elLectroencer f slog—4aficos y bioquimicos que
sé_b.r'ddu'tien en Los procesas epilép~t fcos

.EL estudio sobre Llos isp=ctos  bioquimices en el
ki"ndLihg" ha permitide conocer la par+ icipacidn de diferentes
;s.u_;_t.énci-as;. neurotransmisoras ¢ newromociuladeras en el fendamenc
epitéptico, por ejemplo el GABR, l=a serotonina, las catecolaminas
~y. mas recientemente Los neuropétm tidos. A este ultimo grupo
per't.enecen ‘Los opioides endbcyg €hos especificamente Las
'eﬁceFéLihas, Las cuales han sido cons I deradas como sustancias
neurctransmisoras ¢ neuromoduladerse s que participan en el fendmeno
epiléptico.

Para conocer el papel cque tZenen Las encefalinas en
‘Las procesos de La epilepsia, se deecidid estudiar en La rata con
diferentes grados de epileptizaci&dn (vt itlizando La técnica del
kindling?}, Los cambios en La concemnlraw 1d6n de estos péptidos en
diferentes estructuras cerebrales, pirti endo del supuesio de que
Las modificaciones en La concenir=acion de Las _em:efaLina':. puede
ser i'*e'g'innaL y estar en funcidn el o~ adp de epileptizacidn de
Los animales.

Asi el objetivo de estez trabbajo fué el de investigar
ftos cambios gque se producen en ta concentracion de la IR-
Metionina e IR-Lzucina-encefalin=s en eestructuras cerebrales de
La; rata durante el desarrrollo, l&3scordsis motoras generalizads
repetidas 'y el posible efecto des permanencia a Lo largo del

kindling eléctrico amigdalino.
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CCRPITULD 1

fHéﬁé(o‘ExhenimentaL de‘EpiLebEié;}f;.

EL. Kindling-.

11_Genérétidédbs;

'TLéfiﬁd'ﬁtiﬁh de trisis:ﬁéhﬁﬁléivés;geneﬁépitadéé _por:

'mEQid”dé‘EéfiﬁuLaCibﬁéS"eLéctFidé;d?déétés eh_éL cerebro. se .Llevd

:aijéﬁﬁa;mpﬁf;jndmef?sbs'iﬁvgstigédoﬁeS'énJLos"éﬁb57”§os y 60s,
Detéédﬁ -y ‘Sevillano- (H951) demostraron qbe la estimulacidn
eLeéfrica- eﬁ eL'hipn:ampo inducia una intensificacién progresiva
dE”:La'“;Etividad de la crisis convulsiva producida por el
éStImQLU. La importancia de esta observacién fué reconocida  por
Godaard Yy col.(1969), quienes describen por primera vez el
fendmeno del "kindling", proponiéndolo como un modelo
experimental de epilepsia, de aprendizaje y memaria. A diferencia

de Los trabajos previos, estos autores vtilizaron estimulaciones

eléctricas de baja intensidad (subumbrales?.

£L término “kindling” se refiere a Los cambios
electroencefalogrédficos (EEG) v conductuales progresivos, gue
resultan de la estimulacidn eléctrica repetida de ciertas areas
cerebrales, principalmente Limbicas. Dicha estimulacidn es de
baja intensidad, y proveoca posdescargas que inicialmente son de-
corta duracidn; La amplitud de las espigas gque 1a constituwven es
baja vy existe poca 6 nimguna propagaciédn hacia otras regiones
cerebrales. RAsimismo, los cambios conductuyales concomitantes con
Las posdescargas son discretos al inicio del kindling, perag

cuando Los estimulos se aptican repetidamente, sg da un

13



ihcremento progresivo en Lla intensidad de estas respuestas,

La respuesta maxima provocada por el kindling es wuna
crisis convulsiva generalizada tdnico clénica. EL umbral para su
:instalacidn es estable y menor al umbral de La pnsdescarga_
iniciat Lo cual sugieres un fendmeno de facilitacidn. La sucesidn
de Los ewventos conductuales que preceden a3 cada crisis
‘generalizada, replica todos Los estadios conductuales del proceso
del kindling. Estas crisis son de caracter permanente, es decir,
"s1i se interrumpe ta estimulacidn durante varios meses, al
caplicarls nuevamente, las crisis convulsivas generalizadas {(CcecG)
se  presentan con ua ndmero menor de estimultaciones. dtfa
~caracteristica del " Kindling " es que Las CCG pueden aparecer

de manera espontanea (Goddard y cobl., 1969; Racine, 1872b). ...

2) Caracteristicas de estimulacidn

Se ha demastrado que algunas .  £ppﬁiﬁipﬁe5:
experimentales son importantes en €l proceso déL.kihdLihéeiFEH?Fé-.
eLlas podemos enumerar Las siguientes: . S

1z La regidn cerebral estimulada tiené uha importan£e
.relacian con La rapidez de La instalacién del kindling asi como
sus correlatos conductuales. Goddard ¥y cob. (1969), gncantraron
que La amigdata del Lébulo temporal es el sitioc donde el proceso
del kindling, determinado a partir del nOmgro de estimulaciones,

progresa mas ridpldamente. Las estructuras que Le siguen en  orden

decreciente son: el globo palido, corteza piriforme, Area
olLfatoria, neocorteza anterior, cortezas entorinat, bulbo
alfatnrie, Area septal; Area predptica, caudo putamen, y el

hipccampo {(Gaddard ¥ c¢nol., 1969).
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~Por otra parte, se ha mostrado qhe en La mayor parte.
.deL, taLLc cerebral, cerebeLo,_téLamo, niclea rojo vy sustancia
nigra no es posibite producir el kindiing, tomado este como modelo

experimentat 'de epilepsia (Goddard y caol., 1963),

20 Las caracteristicas del estimulo eléctrico son

deferminantes para el desarrollo del kindling. &L parasdigma

experimenﬁaL mas utilizado consiste en La administracion
periddica 'a intervatos regulares de un tren de 1 seg. de
duracian constitulido por pulsos bifasicos de 1 mseg <con  una
frecuencia de 60 Hz vy una intensidad gue puede ser desde Los

20 A a.Los LDOI A Es£o depende del umbral de.La posdéscarga,
en eL_sitid de estimulacion.

30 EL intervalo de tiempo entre cada estimulo es
una de las caracteristicas clave para el desarrolbio del kindling.
Goddard y col. (1969) compararon La eficacia de Los estimulos

aplicandoleos a diferentes intervalos. Los intervalos de 24 horas

6 mas son igualmente efectivos. Pero cuando estos son de 12
horas & menos se requieren mis estimulaciones. Las aplicacidan de

estimulaciones a intervalos menores de 20 minytos provocan La
“inhibicidén de Las posdescargas y por o tanto del proceso. del

kindLing (Goddard v col ., 1969, Racine y col., 13973).

AYRspectos Filogenéticos

EL kindbling ha sido inducido en diferentes especies:
reptiles, anfibios, cuyes, ratones, ratas, :bnejus, felinos,
caninos vy primates. Debido a razones practicas, La rata es La

especie mas comunmente empleada para el kindling, aunque también

15



Lo son el gato vy los primates. La secuencia de Las etapas

cunduttuaLes, asl como el tiempo requerido para producir: este

fentmeno, varlia dependiendo de La especie animal estimuLada. (Veﬁ

bibliografia en McNamara y col., 1980; Joy., 1905).

En general el kindling ocurre mas r4pidamente conforme

ta escala filogénetica desciende de primates a Poedofes 'y . de

éstos hacia especies no mamiferas (Wada, 1978). {(Ver cuadro 1}.

CURDRO I

Namero aproximado de estimulos con intervalaos de 24 horas para eL
establecimiento del kindling amigdetino. :

ESPECIE NUME RO

Rata . ] g ~ 12
Gato 18 - 30
Primate Babuinos 60 - 70
Primate Mono rhesus 156~ 200

LY Cambips Conductuales

La expresion conductual que se produce en el kindling -

presentsa etapas caracteristicas que se manifiestan de una

manera gradual vy progresiva. La clasificacidn conductual mas
ampliamente utilizada en La rats es la descrita por Racine, (1972
b). Sin embargo, Joy (14988) ha hecho una =Llasificacidn mas
detallada de las diferentes canductas gue se presentan eﬁ'-Lds
diferentes estadios. En el cuadrao I1 se presentan ambas

clasificaciones.

16



CURDRCO II

Clasificacidn: Racine (1972b) Joy (1985}
*ESTADIODS CONDUCLCTR
0 S L : Ninguma respuesta al

estimulo

I Movimientos faciales Postura de descanso durante
y . d¢e - bpca., - - y después de La estimula-
: o ) - cidn. Cierre del ojo ipsi-
Lateral, clonus faciales,
olfateo, masticacidn.

IT Movimiemtos verti- Vigoresos movimientos de
' cales de La cabeza. masticacidn, balanceo de La
: S i cabeza y clonus de cuello.
Sacudidas de cabera que se
acompafan usualmente con
espigas que aparecen en La
posdescarga (PD).

II1 MiocLﬁnias de Los Clonus de miembros anterio-
: miembros anteriores. res unilaterales ¢ bilate-
rales.

v Postura de sentado Ltevantamiento de miembros
con extension del anteriores caon posicidn
cuerpo en posicidn casi vertical del cuerpo.
vertical.

v Levantamientos re- tevantamiento seguido por
petidos sohre lLas la pérdida de egquilibrio y
patas traseras vy catda.
caida.

vI Levantamiento ¥ caida repe

tidos,

VIT . Ataque de carrera similar

al proveocado por estimula-
cién audiogénica en el cuat
Los sujetos corren
répicamente en clculos,
saltos viotentos, w/6 vuel-
tas repetidas,

VIII S Ataqus de carrera camo en
- el estadio anterior que
invalucra periodos de tono
al camienze y al final de
La crisis,

* Cada estadio condQctuaL incluye a los precedentes.

47



5)Cambios Fisiaquicné

:qu ntres principales efectos de La estimulacidon tipo
kiﬁdting;_éoﬁi 1) el descenso en el umbrat para provocar _La
'p0539§cérga.2) el alargamiento en Lla duracién de Lla posdescarga v
3 ,Lé ﬁrnﬁagacién de La actividad epiléptica hacia atras é&reas
.deL‘terébrﬁ.jtada uno de estos efecltos puede ser considerado como”
_yn{.ejehptd del cambio cerebral hacia Ls epiltepsia (Goddard y
coL.; 1869 ; Racine, 1972 a,b; Burnham, 19786).

- Los mecanismos que suybyacen al kindling agn no  han®

.sidq “bien determinades. EL kindling parece depender-al menas _de HERSORI

‘dos hropiedades neuronales: lLla potenciacidén a lLargo plazo vy el
_desérrnLLo de respuestas en salva (Racine y col. 1981).

La potenciacidn a largo plazo se refiere al incfemento
de-reépuestas sindpticas provocadas por La estimulacidn rehéfidé,
uh 'ejempLo de esto es el aumento considerable de La amplitud de
las espigas epileptiformes, particularmente en el sitio
secundario {(Racine, 1972b; 1981).

| ‘La respuesta en salva se refiere a un cambio en La
respuesta neuronal provacado por  una excitacion aferente
répetida, que induce La aparicidn de una salva de potenciales  de
accidn de alta frecuencias {(Racine y col, 1881; Jdoy, 1885), Con

. registros unitarios del sitio primario o de sitics secundarios se

- ha- ~verificado La presencia de respuestas en salva  que

incrementan progresivamente Lla frecuencia de sus potenciales  de

accidn, conferme se desarolla el kindling {(Recinme, 1978).
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aofro- cambic funcional inducido pur'et.kindLing es el
'féﬁﬁﬁeho:de?ibénsferencia. Este fentmenc consiste en un increméﬁtn'
'eﬁJ'féf 5Q5cepfibitidad al desarrolla de crisis en Los :sitios'
_séﬁﬁhdéﬁiﬁs. Se ha demostrado que el desarrollo del kiﬁdLing es
mé%_iféciL cuando este proceso va se ha establecido mediante La
estimulacién de otrs 4rea cerebral ipsi 6 contralateral ( Goddard
,ychL.; 1969; Racine 1872b: Burnﬁam, 1976) .

-“”. _.. Burnham (19?8) estudid este proceso y encontrd gque La
traﬁgfgreﬁcia ocurre entre todos Loas sitiecs UImbicas anaLizadés
-(amigdala, 4rea septal, hipocampo dorsal y ventral) sin  importar
qﬁé' eStPuctura fuese escogida como sitie primario o secﬁndario
 ”paEa el proceso del kindiing. '
| N .EL kindLing induce cambios permanentes en La funcidn
" neuronal de otras estructuras que son probablemente el resubtado
de Las canexiones entre una regidn y otra. Se ha propuesto qgue
estos .tambios pueden tener correlatos morfoldgicos {a Largo
pLazod ¢ meuroquimicos (inmediatos y a2 Largo plazo). Los cambios
morfologicos propuestos san La generacidn de nuevos arreglos de
circuitos neuronales, gque podrian ser el resultado de: a) el

aumento de Las conexiones entre una regidén vy otra, b) el aumento

de espinas dendriticas y de una nueva formacidn de sindpsis, o ¢} .-

de una modificacién de Las sinapsis existentes, tabt wvez por
crecimiento de Las terminales presinapticas o por un incrementé
en La superficie receptiva postsinéptica ¢ en el namero dé 
receptores (Joy, 1385}

RLgunos lnvestigadores no han podido verificar cambios
mbrfnLagicos consistentes a consecuencia del kindting vy postulan

que Los cambios involucrados se deben al incremento de La

18



eficaﬁia Sinapticé'5:dEfLa;réspﬁe5ta ﬁustsinéptica'”CMENaﬁahé fy:.
col., 1980; .369; --1985). éiﬁ'embéréu,‘ Racine . y“.zaide--(1§?8)J
encontraron que el kindling se acompaFfa deLh:desaﬁroltﬁ Be_
.cuntactns sinépticbs, al hacer una evaluacidan mediéﬁte. Kﬁa-
microscopla electrénica. E€stos autores encontrarocn que eLL
kindling cortical provoca el aumento significativo del tamafio de’

Las terminales sinapticas en el tejido meocortical estimuladao. = 7

6¥Ventalas del kindlinng

Los datos antes mencionados hacen del .Fenameﬁo
"kindlig"” un modelo de epilepsia permanente, seﬁejante a ciertos
tipos de epilepsia gque ocurren en el hombre, La wventaja del
fendmeno "Kindling" sabre otros modelos de epilepsia
experimental, como Los producides por compuestos quimicos, es La

posibilidad de ejercer un mayor control de Las variables

experimentales, el sitio de estimulacidnmn estd bien definido,_

permite el control adecuado de Los pardmetros de estimulacidn y
de las respuestas que se proveocan durante el fendmeno progresivo_
del ¥indling. Esto permite tener animales en Las mismas
circunstancias experimentates y con Los mismos grados de .
epileptizacidon. L
Ffar otra Lado, La estabilidad del fénomeno y su
progresiva evolucidn permite el 4nalisis de Llas pfopiedadesf¢
anticonvulslivantes de algunos agentes farmacoldgicos, ya sea en
forma preventiva (efectos ecjiercidos durante el desarrbLLo) &
supresiveos (en convulsiones ya establecidas) (Racine y col.,
197¥5). Ademas, debido a su évoLucian paulatina ha " sido muy-

empleado en el estudleo de los mecanismos fisioldgicaos v



biuquimicns que estén invoLucrados en ta-. actzvidad par‘nxistica.

: " Eon respecta a Los cnrreLatus neuroquimicos se han
estudiédb varios_ sistemas de ngurntransmlsnres.,En el cépituL0 ”
siguiente nos referiremos solamente a2 Lo que éunciérhe - Loé
pépfidds opioides y en especial a Las enceFaLiﬁas céméZSQStanéias

neuyrotransmisoras.
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- CAPITULO. 2

. PEPTIDOS OPIOIDES.. . .

1) gGeneralidades

EL .gstudiu &e__Lbs éfectps..anéigééicps de Los
Opiéceqs, agi_;émo gu capécidédipara prodpcir tdxicomanié, dierooop
" Lugar é.una gran cantidad de investigacicneérque tuvieron mmﬁmg
bropﬁsito: encontrar oplaceos sintéticos que mantuvieran swsus
propiedades analgésicas pero que. carecieran de sus efaxlofps
indéseabLes.

EL hecho de que Las draogas, Las hormonas v lohogs
fneurotransmisores producen sus efectaos altamente selectives zs a
concentraciones muy bajas al interactuar con  5us receplorine g
especificos, hizo suponer La existencia de receptores para LJios
oplacens en el cerebro y posiblemente también en otros telldolos.
NO fuéd hasta Los 70°'s cuando varios grupos de investigalt=in
(Terenius 1974; Pert ¢ Snyder 4973 ; Siman vy col., 1377873 -
detectaron sitios de unian esterecespecificos para La morfin o yr

otras drogas analgésicas sintéticas en membranas de—sdmumxu_

nerviosas.

Este haltazgo sugirid La presencia, en el cerebrs, ., de

ﬁﬁéﬁ"5Q5£énéié natural’ simitar a La merfina, - quizﬁ.' un. -
'neuﬁdtransmisor que actuara uniéndose al  receptor espedft#km
Hughés Q_toL. {1975y, lograran extraerlo vy obtener su sechnsnca
é_.partir_dé extractos cerehrales de cerdo. Dicho factor estiztaha
constituido hor das pentapépiidos & Llos cuales denommanémﬁ

encefalinas {(del griegoe "en tLa cabeza™). Estos peptil it Sbos

2%}
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presenptan La siguiente secuencia,de_qmihoécidqs:_.,

- BLI - 6LL - Fen - Met =

NS Tire - GLi - GLL - Fen -ileu - COQHS -

'?ﬁtsjlbrimer pentapéptido Le ‘demnéminaran .'metionina_
- enEéFéLiﬁé y al segunda leucina encefalina. Estas dos sustancias
{fyéhnnf sintetizadas y probadas en Los ensayos biolégicos de ‘tLa

'“yasa"Ldeferente de ratén y el ileum de tobayo v maostraron una -

" actividad opidcea potente (Waterfield y col., 1977).
. A partir de entonces se han aistado alrededor de 40
. peptidos  enddgenes gque se unen a Los mismos receptores que el

*ﬁﬁpio,- por Lo cual se Les ha denominado opicides endoqenos,

a diferencia del opio ¥ sus derivados sintéticos @ los cuales ﬁe
ﬂ_Les deﬁomina oplaceps.
Actualmente se tienen bastantes pruebas de gue Las
' ence?&tinas actudan comno sustancias neuroiransmisoras | o]
_neutpquuLadoras ya  que cumplen con Las siguientes
cérattéristicas: .
a) Se sintetizan en Las neuronas
. bﬁ e han encontrado en términales sin&pticas dentrbl
.'W"TA”;"T”'*E de vesicilas o granutos de secrecidn.
‘) se Libgran por depolarizacidn eléctrica y con altas
concentraciones de potasio. Sy Liberacidn es calcio

dependiente vy estd asociada a gréanulos de secrecidn.



d} AL ser apticados exégenamente; producen efectos
- similares a Los provocados por Las encefatinas
nEnabgenas . |
e) Uné'vez que ejercen su accian, se.ha cbsérvada-’su
"imactivacian por peptidasas que Las hidroLizan.
Estos - criterios son Los que han sido propueétms paré
idéntificar a cualquier sustancia que se cnnsidefe . como
_neuﬁntransmisora.
| £En La siguiente seccidn de esta tesis se revfsan ékéqﬁd§ }ﬁef‘
Los  aspectos mas relLevantes de Lus-péptidos—upioides;.concérniéhféﬁ;éﬂ}

su biosintesis, Liberaciéen, tipo de receptores y degradacien.

2) Biosintesis _

N 5¢ ha establecido que Lbs- péﬁtidms bioLOQicamente 3
aciivos son sintetizaedos a partir de grandes moléculas
precursoras (Ver biblicgrafia en Herbert y Uhler, 13982}, Este
proceso biosintético incluye La transferencia de La prohormona
‘det .reticuLb endoplasmico rugoso (RER) al aparato de Golgi de
donde sale y se almacena en Llos granulos secretorios previo a su
‘Liberacién por exocitosis. EL procesamiento post-traduccional de
La promolécula ocurre durante La migracian desde el RER hacla el
exterior de La cétula, con pasos individuales de maduracion
{hidrolisis, sul fatacion, glicositacidan, amidacion etc.),
tocalizados dentrg de compartimentos intracelulares que contienen
Los sistemas enzimAticos aprapiados. Estos eventos determinan et
tipo de péptidos que produce en una neurona dada, su potencia,

selectividad por el receptor v funcidn {(Fig. 1}.
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_Rompimiento del’ peptido gsefial
'fN-glicosilacion, enrrolla-~
_miento prot21cu, formacion
';de uniones’ disulfuro
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Liberacidn \N k\ Endocitesis

: Fig}fl- Representacidn esquemdtica de algunos eventos celulares.
‘ y etapas del procesamiento en la bilosIntesis de los
péptidos (tomada de Iversen, 1980).




_ EL interé¢s de varlos grupos de investigacion sobre La
biosintesis de Las encefalinas dié como resultade el aistamiénto .
de ~un- gnan nimerao de péptidos, Los cuales tenfan Cqu-
caracterlistica comin poseer dentro de su molecula una & Qabias
sécuencias de La Met & Leu-~encefalina. Sin embargo La ,reLaciﬁH."
que habia entre estos péptidos no se conocia. La QtiLizacibn. de
Las técnicas de clonacidén ¢ et andlisis de la secuencia del " DNR

ctonado (cDNAY, permitieron establecer La estructura molecular

de Las tres protelinas precursoras a partir de Las. cuales: 58 {“”*=

producen Los péntidos opioides. Estas protelnas ‘" son '.Las:
Proopiomelanccortina (POMCY, La ProenceFaLina.H v La PradinhrfinaJ
(4 Proencefalina B).

. ta POMC fué La primera de Las protelnas precdrsnréé.

caracterizadas por {(Mains y col., 1977). EL gen fué clonado y

obtenida su secuencia en 1379 por el grupo de Nakanishi . Esta

molécula contiene en su secuencia a varios péptidos activqs.-_aL:f:

opioide B-~endorfina asi como a La hormona ._'BCTHuf”

{adrenocorticotropa? y a varias formas de La harmona meLanbtifoﬁLli--

estimutante -alfa, bhete y gamma- (Fig. 2).

Paosteriormente et cDNA  que codifica @ para . ;La~. 

proencefatina A fuéd clonazdo y obtenida su secuencia ‘a partih' deﬁf.iﬂ

tejido proveniente de ma2dula adrenal de humano y de bovinﬁ; ,aﬁi'

como de cerebro de rata (Noda y col. 1982 a,b; Gubler v col.,
1982 ; Comb v col., 4982). La secuencia aminoacida pronosticada
por estos DNAs (eDNAY es estremadamente homdlaga. EL  polipéptide
tiene un peso molecular de 30 Kdaltons vy contiene dentro de su

secuencia, cuatrp capias de Met-encefalina, una séla copia  ‘de



Leu-aencefalina, Met-encefalina-Arg-Gly-Lew (octapeéptido), Met-
encefalina-Arg-Phe (heptapéptido? y sin-encefalina {(proencefalina
1-70) (Fig. 27,
; ' En médula _adrenaLf aé _bovino' han sido aislados
ﬁﬁLipébfiﬁuﬁ.qﬁé son productﬁs_intermediarios del procesamiento
defta'proencefaLina'"R" . Estos son de alto pesoc molecular 23.3,
58;2; 12.6 y B.6 Kdaltons, y también han sido encantrados en el
cerebro.  Sin- embargo, aungue sSe ha demostrado que La
proencefalina R es ildéntica en adrenal y tejido cerebral, Liston
y col.{1884), reportaron que el procesamiento de esta molécula
_puéde §er'diférente en ambos tejidos, va que se ha encantrado gue
una gran proporcion de Los peptidos producidos en el cerebro
tienen bajo peso molecular,
ta tercera protelna precursora es bta prodinorfina 'o

proencefaktina "B . Esta molécula no contiene Met-encefalina
dentro de su secuencia pero produce principalmente tres péptidaos
que contienen Leuvw-encefalina: alfa/B-neo-endorfina, dinorfina A vy
Leumorfina. La dinorfina puede servir como un precursor de Leu-
encefatina ‘en et cerebro perc en wista de su potente accidn
. opiidcea es probable que tengan un papel fisidlogice independiente
{Ver bibiiograflsa en Golstein, 1984) (Fig 27,

| Estructuralmente, como se observa en Lla Fig. 2, Las 3
moleculas precursoras re npéaptidns opioides tienen varias
'ééﬁéctéﬁiStichs en comdn: a) peso molecubar muy parecido,'cértaﬁo
a.304000 daltons, b)) ndmero de aminodcidos muy similar, variando
entré ' 209 y 267 -considerando varias especies-, £) en La mayoria.
de Lbs caspos, Las secuencias corespondientes a péptidos

‘biolagicamente activeos dentro de La secuencia del precursar estén
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‘Figura 2.




Limitadas hacia ambos lLados por pares de aminocacidos basicos,
d?» La regidn amino terminal es rica en residuos de cistelna no
.incLuye aminodcidos de reconocimiento proteolitico tipico vy esté:
precedida por una secuencia sefal, de naturaleza hidrofdbica.

Estas simitlitudes sugieren wuna relacidn evolutiva
entfe Las tres diferentes proteinas precursoras. ELLas
representan una familia de genes y productos de genes
funcionalmente relacionades. La significancia biotégica de Los
bhe;ursores de multihormonas puede ser para efectos de produécion
simdeéﬁea de péptidos activos maltiples que realizan funciones
_coordinadas (Numa, 18843. .

Los estudios inmunocitoquimicos indican gque Los tres
precursgores de Llaos péptidos opilioides son expresados en
pobLacicnés neuronales distintas en el cerebro (Khachaturian
18853, La POMC es expresada en células diferentes a Las que
presentan inmunoreactividad a Las encefalinas., La Proencefalina R
y La Proencefalina B han sido mapeadas wutitizando antisueros
dirigidos contra secuencias espec{ficas para cada precursor y se
han encontradeo diferencias v similitudes en su Llocalizacian

(Figura 3).
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Figura 3 representacldn esquemdtica de La distribuciodn
de Los peptidos derivados de La pro-opiomelanocortina,
pnroencefalina y prodinorfina en el Sistema Nervioso Central de La
rata, determinado por estudicos inmumohistoguimicos.En estos tres
mapas parasagitales, Los pericarios neurconabtes son demostrados
coma clrculos solidos v Las fibras terminales como Lineas curwvas
vy puntos.

SIMBOLDS

AA: amigdala anterinr, ABL: ndcteo basonlateral de La amigrdala,
AC: comisura anterior, RCB: nécleo acumbens, RACE: ndcleo centrat
de La amigdala, ACD: ndcleo corticatl de La amiqgdata, AD: Ndcleo
anterodorsal del talamo, AL: lobulo anterior de La pituitaria,
AM: nitcleno anteromedial del tatamp, AMB: niicten  ambiguo, AME :
ntclen medial de La amigdala, RON:ndcleo ofatoriec anterior, ARC:
nUcleg arcuato, AV: nucleo anteroventral det talame, BST: nticleos
basales de La siria lerminalis, CC: cuerpo calloso, CGX: cortera
det cingulo, CM: ndcleo centreo-medial del talamo, COCH: complejo
nuclear coclear, CPU:. caudo-putamen, CST: tracto corticoespinal,
DH: dorsal de La médulbla espinal, DG: girus dentado, DM: ndcleo
dorsomediall delb hipotdbtamn, DNV: micleo motor dorsat  del  wvago,
DNT: niclen tegmental deorsal, ENT: corierzae entorrinal, FM: nidcleo
fatigat del cerebelo, FRX: carteza frontat, BL: czpa glomerular
del bulbo otfatorio, GP: glebn patidn, HM: ndcleo habenular
medial, HPC: hipocampo, IC: cnliculos inferior, IL: Lobulo
intermedio de La pituitaria, Ip: compleio nuclear
interpeduncular, LC: mielee del lLlocus coorwtios, LG: niacleo
geniculado lateral , LHR: 4rea hipotédlamica Lateral, LRN: nicleon
reticular Llateral, MF: fihras musgosas del  hipocampa, MFN:
nacleos faclialez motores, MG: nuclen genicuylado medial, ML :
temnisco medio, MM: ndcleos mamitares mediales, MNT : nucleos
mesencefAlicos del trigéming, MVYN: ntclea westibular medial, NCU:
nucltea cuneatus, NCX : nencorteza, NDB: nqclteo de La banda
diagonal, NL: Ltabuto  neursl de La pituitaria, NRGC: ntclea
reticularis gigantn celularis, NRPG: nucleo reticutaris
paragigantocelularis, NTS: ndcleo del tracto solitario, 0cX:
corteza occipital, O0T: trarto optice, OTU: tibhercelo olfatorio,
PRG: grey periacueductal, PAX: corterza periamigdaloide, PBN:
ntclea parabraquial, PC: comisura posteriar, PIR: carteza
piriforme, PN: puente, POR:&-ce prodéoptiza, PP: ruta perforante,
PV ndcleo periventricular dal tylamo, PUN(M): ndclen
paraventricutar fnars mangnoteluelarisy  PYN (P} nicleo
paraventricular (pars parvoecelubaris), RD: nacieo rafé  dorsatis,
RE:nUcleo reuniens del t4tamo, RF: farmacion reticutar, RM:
ndclec magnao del rafé, RME: ndcleo mediano del rafé, sC:
coliculus  superior, SCP: pedunculus cerebelsr superior, SM:
estria medularis del talamo, SNC:; sustamcia negra, SNR: sustancia
negra pars reticulatad, SNT: ndclen sensorial  del trigéminag
(principaly, SON: ndcleo supradptico, SPT: nicleo septal, STN:
niclbeo espimal  del trigémina, SUB: subicwulum, VM:nidcleo
ventromedial del hipotidiamn, VP : palido wventrat, Z21: zZONa
incerta. Tomado de Khachaturian y col., (13853},
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3) Liberacion de Encefalinas

Como se menciond anteriormente, para gue una sustéhcm
pueda  ser considerada comg neurotransmisor debe ser Liberada ‘de
Las terminales nerviosas.

Los estudios de distribucidn subcelular, demoﬁtrarw
que Las encefalinas se Localizan principalmente en La 'régién
sinaptosomaL (Simantov y Snyder 1976; Osborne v cel., 1978).

. lLa Liberacitén de estos péptidos ha sido estudiada en
‘EXpefimentos in vitro en rebanadas de diferentes regiones
cerebrales tales como el giobo palideo, el estriado, el talamo vy
el ndcleo acumbens (Iversen y cob., 1978; Bavédn vy col., 1978;
Osborne y col., 1978; Ritcher v col., 19792; Linherg y DahL, 1981
Patey y col., 19B1). Todos estos trabajos han mostradao que la
Libéfaciﬁn de encefalinas inducida por Potasio (22 - 50 mM) es un
proceso dependiente de calcio por Lo que se asume que. estos
neuropéptidas se comportan camo atros neurcotransmiscores del
sistema nervioso central (SNC)Y. La utilizacidn de La técnica _ﬁ
.gggg "push pull" en globo pélido ha corrchorado estos resultados
bioquimicos (Glawinski, 19581),

Oftra aspecto importante es La regulacibn gue ejercen

otros  compuestos sobre La liberacidn de encefalinas. 0Osborne y
-col.(13807, encantraron gue el dnico neurotransmisor gue Liene
"efecto sobre La Liberacién de estos péﬁtides es el GARABR, el cual
ejerce una accidn Inhibitoria. Sim embargo estos resultados
actvalmente resultan controvertidos ya que Sawynok y col. (1981},
cbuvieron resultados contradictorios es decir encontraron

que el GABA incrementa La Liberacidén de encefalinas.



LIReceptores ppioides

_ ~Histaricamente, el descuhrimiénfq5de'fids%ﬂrédép;ohés'
npiﬁidés  pfecedio -al aisLamiénta b .cafactefiiaﬁibﬁ- de ' sus
Ligandns ehdégenns, Los péptidos opiloides. | |

o La existencia de varios tipos de receptorés bpiécedé
fué primero postutada por Martin y col. (1974, 1976), quienes con

© .base en el analilsis de Los efectos preducidos por un amplia grupo

. de drogas narcédticas utilizando preparaciones de perros espinates

eronicos, propusieron la existencia de tres tipos de receptores
oploides: mu () para Los compuestos como La morfina, kappa (ﬁ()
paEa Las drogas como la tetociclazocina vy sigma (63 para Las
drogas tales como N-alilnormetazocina (SKF10,047), Pdemas de
estas .categorias, Kosterlitz vy col.(187%), dieron euidenciés
sobre un cuarto tipo de receptor al que denominaron delta (J).

- Las resybLtados de Los experimentaos farmacoldgicos
fueron ademas corroborados en ensavos de unidn a receptor oy
 estﬁdiD5 auvtoradiograficos, les cuales demostraran gque Las
z.ﬁeceptures mu, delta y kappa son distintos sitios de unidén, que se
encuentran ampliamente distribuidos em et SNC y han sido
LnﬁaLizados en diferentes especies animales (Chang y col. 1979a y
“b; Pert y cob., 1875, 1976; Bonnet y cobl., 1981; Lewis y col.,
:ﬁééé; Ninkovic y coabl., 1981; Mansour ¥ ﬁoL., 1968)Y. En La figura &
se muestra La distribucidn de Las densidades relativas de Los
Pecéptdres mu, delta y kapa en el cerebro de La rata.

| . La unién mu se observa en numeroses ndcleos y a varios
.niﬁeLes del neuroeje, incluyendo La neccorleza, cauvdo putamen,

septum, télamo, hipocampa, sustancia nigra, coticulos superiar e
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DISTRIBUCION DE LOS RECEPTORES OPIOIDES

RECEPTORES MU /ﬂ- ).




: Figura & representacion esquematica de receptores
- opioides mu, delta v kappa en el cerebro de La rata, determinado
"por técnicas de auvtoradiggrafia de receptor. Para facilitar Lla
descripcidn de estas distribuciones, lLas densidades, del receptor
fueron coloreadas de acuerdo at siguiente codige, con rojo= muoy
denso {++ee), naranja=denso (++4), verdesmoderado (+4+3, Y
azul=Lligero (+). Estos términos no son cuantitativos y soélo dan
una medida relativa de La distribucidn de un receptor.

SIMBOLOS

ABL ,ndcteoc amigdalinmo basolateral; AC, comisura anterior;ACB,
ndcleg acumbens; ACE, nGcleo central amigdalino;AD, taLamn
anterodorsat;;AL, Lobulto anterior de La pituitaria;AME;ntYicleo
amigdaline medic; AON, ndcleo olfatorio anteriar; RRC, nldcleo
arcuato,del hipoté&alamo ;BST, nicleas basales de La stria
terminalis; cc, cuerpo callaso; ce, canal central; CL, talamao
centrolatleral; CM, talamg centromedial ; CPU, caudo putamen; CRB,
cerebelo; DG, girus dentado; DH, hueso de La espina dorsal; DMH,
hipotatama dorsomediat; DPG, materia gris, eolicuba superior;
FCX, corteza frontal; ICa, islotes de calteja; IGR, capa granular
intermedia, bulbo olfatarin; IL, Ldbulo intermedio; IMD, talLamo

intermedio dorsat ; ING, capa gris intermedia, coliculo
superior,IP, ndclea interpeduncular; IPL, capa plLexiforme
intermedia, bulbo obLfatorio; LC, ltocus rcoerualeos; LD, t4ai ama
Laterodorsal; LHRA, &rea hipotalémice Lateral; LP, tdlamo Latero

posterior; LRN, ndcleo reticular Lateral; LS, septum Lateral; MD,
tadlamo dorsomedial; ME, eminencia media; MG, geniculado medial;

ML , Llemnisco medio; MM, ndelens mamilares mediatles, Ms , septum
mediagl ; NV, Nacleo vestibular medial; NDB, ndacleo de La banda
diagonat ; NL, tobulto neural de La pituitaria; NRGC, nacleo

reticularis giganto celutaris; NTS, nicleo del traclto solitario;
0B, bulbo nlLfatario; 07, tracto optico; OTY, tubédrculo olfatorio;
PUN, ndcleo parabraguial; PC, reomisura posterior, PC¥%, corteza
parietal; PN, puente; POR, 4rea predptica; Prs, presubiculom; PV,
tadtamo paraventricular; PVYN, hipotdlamo paraventricular; RD, rafé

dorsal ; RE, ndcleo reuniens del t4lamo, RM, nidcleo magno del
rafé; RME, ndrten mediana del rafé; s5C, cnliculeo superior;scp,
peduncuto cerehelarc supericer; SG6, sustanclias gelatinosa; SNC,
sustancia negra compactada; SNR, sustanciz negra reticulada; STN,
ncleo sensorial debl trigémino; SON, ndcleo supradptico; STCX
corteza estriada; SNT, ndcleo espinal del trigémina; SUG, capa
gris superficial, coliculo superior; TCX, cortezs temporal; VH,
ventral, médula espinal; VL, Ltalamo verlrolateratl ; VM, talamo

ventromedial ; VMH, hipotalamo ventromedial; VP, patide entral;
VPL, t&lamo ventroposterotsteral; y ZI, zona incerta.
(Tomada des Mansour y col, 198873,
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iﬁferiof;ﬁyncus coeruleus. y nacleo del trac£b 5oLifario.
- Ce 'qu:récéptores deLta:presénfan una qistriﬁucicn- . mag'
réStfihgida ':que.prédomina en estrﬁcturas del cerebro anterior
télééfcbmb neccorteza, caudo putamen y amlgdala.
R FinaLmentE, Los receptores kappa estan lLocalizados en
eLi'éEea prébptica, hipotalamo, eminencia media, caudp .putamen} 
ahigﬂaLa' y nucleo del fracto solitarioc. Aungue existe una

‘,sbbrépnsicién en La localizacidn de cada tipo de receptor, . su

L7 distribucién anatomica precisa varia marcadamente.

Dada La compiLejidad de La distribucién de los Peceﬁtores

-uopiuiaes y - de Las famitias de péptidos en el SNC, no .ha sido
‘facil correlacionar un sistema particular de péptidos opioides
‘ton  un tipo de receptor. Las 4&reas de interaccién peptido-
receptor wvan a depender de Los tipos de péptidos que se

sinteticen ¥y se Liberen en La neurona presindptice asi como de su

afinidad por un receptor en particular que esté presente en Ls

 neurcna post-sinaptica.

En La tabLa I se presenta una comparacidn de Las:

densidades relativas de receptores mu, delta y kappa con ‘Las

densidades relativas de POMC, pro-encefalina y pro-dinorfina- en x

.varias regiones del SNEC. Esta table da une indicacidn cualitativa
de Lugares donde hay buena interaccidn péptido-receptor, asi como
de Los sitios donde esta interaccién no se da (Tomada de Mansoﬁr.

y col. ,1988),

36



TABLA 1: Distribucidén de Receptores y Féptidos Opioides en el

Cerebro de la Rata.

Recepion Peptides
CNS Region 3 b x POMC Pro-Enk Pro.Dyn
1. Telencephalon
Fionlat cortex (larminar} 4+ + 4 + [+] . ++ +
Pimform corten (laminar) +4 ++ +4 [+ ++ +
Entorhinal cortex (laminar) ++ ++ ++ o . 444 +
Amygdala
Central nucleus 0 [4] 4+ 44+ 44+ 44
Medial nucleus +4 4 + 4 Y +4+ +4+ +*
Lateral nucleus +44+ 44 +4+4 ++ FrYe +
Hippocampal formation : . S
Hippocampus (laminar) +4++
Dentate gyrus taminar) +4++
Otfactory tubercle + -
Nucleus accumbens +4 44 A4 T L LT
{palchy) . tventral) -
Caudate-pulamen L X L BT = X IS
(palchy) - . % (ventimed)
Globus pallidus + . + -
Medial septum +++
Bed nucleus stria lerminalis ++
Precplic area +
N, Diencephalon
Hypolhalamus
. Supraoptic nucleus 4]
Paraventricular nucleus Q
Arcuate nucleus [+]
Venlromedial nueleus o
Doromedial nucleus +
Latecal hypothalamic ares +
Thalamus
Periventricular nucleus o
Central-medial nucleus +4 4+
Reuniens nucleus 4 ++
Medial habenula ++4
1. Mesencephalon
Interpeduncular nudleus +4++
{central)
Substantia nigra
Pars compacta +++
Pars reticufata ++
Ventral legmental area ++
Petiaqueducial gray +
(rostral-ventral)
Sup./Int. collcul ++++
Dorsalraphe nucleus ++
IV, Pons/medulla S
Parabrachial nucleus +++
MNucleus raphe magnus ++
Mucleus reticular +
giganiocellutans
Nutleus tractus solidarius + ¥
{caudal part) :
Lateral relicular nucieus +
Spinal tngemmal nucleus +++
V. Spinal cord . :
Substanta gelatinosa e

++++mmuy denso; +++=denso
Tomada de Mansour y col




5) Dégbadétiéh Qé Las'encefaliﬁas

Todo neurctransmisor después de iﬁteractuar :qh :sd
Eeceptur especifice debe ser rapidamente degradado ¢ recaptdrédo._
En . el caso de_La Met- ¥y La Leu-encefalina, se ha pruppeﬁto' due.
estos . péptidos son cataboLizadoé en et espacio sindptico por
diferentes enzimas. Edtos péptidos poseen cuatro sitiaos
susceptibles de inactivacidén. En La figura 5 se -mugstra ‘cuales -
snﬁ .estas- enzimag; su sitio de accién y Los diferentes

inhibidores que se han utilizado en cada casao.

"Enzimas’’

7 Inhibidores "

Rminopépﬁidasas

Encefalinasa B

Encefakinasa'ﬂ'y RCE; 

Cabbokipeptidésa

Fig. 5 Enzimas que degradan a Las encefalinas y sus inhibidores.
Las aﬁinupeptidasas fueron Las primeras enzimas
identificadas que ..hidrnLizan. a lLas enceFaLiﬁa$ ¥ han sido
aistadas a partir de tejido cerebral . Existen cuando menas cinco
tipaos, todas ellas son metaloenzimas, solubles y  aunque su
especificidad es diferente todas muestran alta afinidad por Llas

encefalinas (Hersh v McKelvy 1381; Hayeshi v 0shima 1977;
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Gorenstein y Snyder, 1979; Malfroy y cel.,1978; Della Belia vy
colL., 1979). La actividad de estas enzimas puede ser inhibida
pof varias 'sustancias, por ejempto puramicina y  bestatina
{Héyashi:y-oshima 1977), La bacitracina (Traficante vy coL;,f1§80)
La‘;émastatina. v Los reactivas sulfidrilo (Barcglay v PhILLiéé;z_ 
19807 . '

. Otrés enzimas - son Las dipeptidit amincpeptiqasas;
Deﬁtru de este grupoc se encuentran La encefalinasa R y La.nCEﬁ';vW:
enzima convertidora de La angiotensina-. IniciaLmenté"-se-

cansiderd a La encefalinasa A como una enzima especifica de’

estos - péptidos debido a que su distribucién regianaL:_eh 'égp,;ﬁ

-cerebro (Della Baume vy col., 1381} coincide con La . de Las
encefalinas v Los receptores opiléceos (Malfroy vy cot., 1979).
Ademas, se creia que sé6lo se producia em ebL cerebro, sin_empéréﬁ,
pronto fue lLocalizada en pulmones, riffon, glandulas salivales. y
testiculos de rata, donde presenta alta actividad. |

Como La aAce, La encefalinasa también es . una
metatoproteinasa y ambas rompen L{a unidn GLi-Fen. Rungue en - un
tiempo se creyd que ambas enzimas eran La misma, actuslmente se
sabe que presentan wuna distribucién regional. diferente,
su especificidad hacia sus sustratos no es La misma y el efecto
de. Los inhibidores np es igual. Asi ebL captopril es 1000 wveces
mas potente para La RACE gque para La encefalinasa v el tiorfan es
Soxvéﬁes_més potente para lLa encefalinasa que para La RCEf(quUés
y cal., 1985).

Se ha reportado que otras dos enzimas degradan a Las

encefalinas: La carboxipeptidasa A, La cual rompe el enlacé'
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péptidiceo cgarboxile termimal (Delle Bella y col.,197%) vy otra
enzima designada como encefalinasa B, La cual hidroliza La wunion
gli-gli de Las encefalinas {(Gorensteln vy -Snyder,' 59?9). Esta. .

dLtima. enzima no ha sido bien caracterizada.
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cAPITULE 3
ENCEFALINAS Y EPILEPSIA

varlas neurotransmisorés v neuromoduladores han sido
impLicadns en Lus mecanismos gque subyacen al kindling. La mavoria
'de:?tés. Evidencias han sido obtenidas mediante experimentos
 eLectrofiqinL6gicns, farmacolégicos y biloguimicos que han
mnstrado _camblos va sea en Lla concentracidédn de Llos transmisores,
gintesis'.é recambio, modificaciones en el numero ¢ afinidad de
neqeptﬂres fa] alteraciones en La respuesta sindptica.

_Eh  este capitulo se describen Los trabajos farmacoldgicaos vy

bioquimicos que muestran Lz participacion de Los opinides
enddgenos en el kindling y en otros modelos experimentales de
epilepsia.

Hace 130 affos Cogswell (1852} observd el efecta
convulsivante de La morfina en lLa rana. A partir de este estudio
varios trabajos han propueste que Los agonistas opidceas se
comportaban como agentes convulsivantes ¢ anticonvulsivantes
{Frenmk 1983), Se ha supgerido que ambos efectns (pro y  anti-
.épi(épticos) estarian mediados .por reéeptorés"' opiAceons
especificos e incluso, por una accion inespecifica sobre et

sistema GREAérgico.

1)Farmacotnnla

Las evidencias farmacolégicas que muestran que Las
péptidos opiovides participan en Los procesos epiltépticos, fueron

presentadas por wvarios trabajos en que se reporta que La
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édministrééian' intracerebroventricolar ¢IeY) de - metionina
encefalina (Urca y col., 1977; Frenk -y coll &975#, rLeuciﬁa
eﬁcé{aLina (Frenk y col.,1978; Snead y col., 1880; 1982), D-ala-
metiénina;encefaLina (Tortella 9 col., 1878; 1981; Frenk vy col.
1984), D-ala-lLeucina enceFaLina_(DRLE) (Tortella y cabt., 1981},
B-endorfina (Henriksen y col., 1878; Snead v col., 1385) .y
'morfina (Urca y col., 1977: Frenk vy EOL-, 1978; Frenk 1983;
TcrtéLLa y cob., 1978; Snead y col., 1882}, producen aLteracinneS
:eléétrbenceFaLogPéficas .(EEG) caracteristicas de La actividad:
ebitéptica, Las cuales van acompafadas por conductas tales como
catatonia, sacudidas de perro mojado y movimientos miocténicaos.

Estos mismos efectos se han aobservado al administrar
estas sustancias en hipocampo {(ELazar y col. 1979;: Sprick vy col.
19813, ndcleo dorsomedial delbl talamo (Frenk y col., 1978), ndcleo
céudado (Neal y Keane, 1978). iLos efectos epilépticos producidos
por todas estas sustanclas pueden ser  tolal ¢ parciatmente
antagonizados mediante la administracién sistémica de naloxeona
(Frenk y col., 1978; Tortella y col., 1978).

Cain y Corcoran (1984, 1985), Lograron produclr  un
efecto kindling aplicando inyececiones Locales repetidas . de

metionina encefalina ¥y B-endorfina en La amladala posterior y. el =

hipocampo wventral en dosis subconvulsivas. La inyeccidn de-
morfina sin embargn pradujo tolerancia. Todos = estos
efectos fueron antagonizados con nalaxpna "apLicada

intraperitoneatmente.
fist mismo Ikonomidou-Turski y ceol. (1987), encontraron

que La microinyeccién de morfina en dosis bajas (25-50 nmol?) en



La amigdala de La rata, produce automatismos gustatorios
sacudidas de perro mojado {(wet-dog-shakes) y a dosis altas
:risié motoras y status epilepticus asi como daMo tisular
relacionado caon Las crisis ern varias estructuras cerebrales. La
microinyectibn en amigdala de D-RAlLa, D-leu-encefatina (DALE)
{sustancia ahaLDga de La lLeu-encefalina protegida de La accidén
.enéimética) tiene efectos similares a Los de La morfina a dqsis
bajas, sin embargo La naloxona blaoquea La accién de DRLE, pero nao
_de- Lta morfina. Asl mismo et diazepan inhibe La acciéﬁ

‘convulsivante de La morfina, DRLE v naloxona.

2) Efecto de opiacens vy ppipides en el proceso del kindling

Frenk v col., {1979), praopusieron que Los opioides
.endégenos pueden actuar come sustancias inbibidoras al ser |
Liberadas durante las crisis convulsivas., Esta hipétesis ha sido
probada mediante experimentaos farmacoldgiros uvtilizande agonistas
y antagonistas de los receptores opicides.
lLos efectos mas caracteristicos de La morfina
administrada sistéemicamente en el kindling son La prolongacidn de
La conducta postictal v La depresidén eLectraencefaLngrafica' asi
como eL incremento en La frecuencia de Las espigas interictates vy
postictales, sin embargo a esta dosis La morfina no tlega
a  producir nipngin efecto en ta velocidad del desarrolio det -
kindiing & en La expresién de Las crisis generalizadas. (RAitbertson
y . col., 1984; Frenk v col., 1979; Hardy y cob.,, 1980; Le Gal La
salte ¥ col 1877; Stone y col., 1982). Estos trahajos muestran
que Los oploides endogeneos pueden ser Liberados durante Las

crisis conwvulsivas (fase 5) y sean responsables de Los efectos
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postictales.

En cuanto al desarrollo del kindling, algumos autores

(Post. v col., 1979} han mostrado que lLa morfina y La naloxona no

aiféréﬁﬁ'ta duracien de las posdescargas; * sin embargo -o{rst'-

en&dﬁiraron'-qde La naloxona aumenta La velocidad  del kihdLing

amigdalino (Hardy y col., 4380).

B}Bing1hica

,Uindtha vy col. (1981a), encontraron qué_Lo§ ‘ninge§
'dg_mépinnina y Leucina encefalina se incrementan 28 horas aeﬁpués
.dehiﬁfoqucifse..cfisis génératizadas repetidas (cinco ¢ mas)  en
ratas con kindling eLéctricb amigdalino. Posterinrmen{e
cuénfificérnn ambos pentapéptidos durante el desarrollo del
kindLling, encantrando que La Leu-encefalipa se incrementa
progresivamente, Lo cwabk sugiere que este péptido estd
correlacionado con la duraciégn de La posdescarga ¥ con Las etapas
conductuales, mientras que ta metionina encefalina aumenta como
consecuencila ﬁe varias crisis generalizadas (Vindrola y col.
1981b) |

| EL kindtiﬁg puede éer inducido también con sustanciéﬁ
qulmicas _administradas Lacalmente tales como La carbamilcolina,

La penicitina v otras sustancias. Asi mismo, por La

administracién  sistémica de cocaina, pentitlentetrazol . acido. -

kalinico (Vosu y Wise, 1975; Collins, 1978; Post vy Kopanda 1976;
Pinel y vant Ott, 1975; Ito y cob., 1977).
' Utilizande el medelo del kindling quimico con

pentiLentetraZDL Vindrota y col. (1983), reportaron que amhas .
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encefalinas se incrementan en el estriado, el septum y . La .

amigdaLa 24 horas después gue Los animales presentarcn Lafﬁqﬁiﬁfél_

crisis gnneraLizada ,
Con et objeto de probar si Los cambius pPDduc1dus'fp6f
eL kindLing farmacoldgico con pentilentetrazol (PTZ) se debgn-a qn
efecto de. crisis repetidas generalizadas o _ﬁ dn cambio
pérmanente, se cuantificaron Los niveles de encefalinas en
amigdala, hipotalamo, estriado, septum e hipocampo 16 dias
deépués de gue Los animales habian presentado La dltima crisis,
;éhﬁﬁntranda, que Los niveles de metionina encefalina
permanecieron elevados en casi todas lLas estructuras probadas a
exepcian del estriado, en el cyal los niveles regresaron a
valores control. Con respecto a la Leucina encefalina se encontrd
qﬂe' en todas Las estructuras, Los valores regresaron a niveles
cohfPDL. Lo anterior sugiere que La metionina encefalina esté
reLécionada a camblos duraderos de Lla funcidn cerebral
indu;idos por este modelo, mientras que Los cambios para La
'Leucina_ encefalina estan asociados a Las posdescargas y al
desérrnﬂ(o de Las etapas conductuales (vindrola y col., 19840, |
McGinty y col. (1986), reportaron gque Los nivebles de
inmﬁnareactividad (IR) a La metionina encefalina se incrementaron
en un 42 % en el hipocampo de ratas sacrificadas 24 haoras después.
'de"pﬁbdﬁcirse 2 c¢crisis qgeneralizadas. Ssin  embargo, en el
hipotétamo, en el estriado, en la corteza frontal, asi cocmo  en
cerebro medio no detectaron modificaciones. RAdemas, determinaron
que 28 dias después de haberse producido et kindling amigdalino,

ta metionina encefalinag habla regresade a valares control,
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Naranjo, TIadarola y Costa (18862 deScribiébnn que
durahte el desarrollo del kindLiﬁg eléctrico amigdalino en La
:rata; haQ incremento del MRNA para la Preproencefalina R, asi
: c0m0 deL octapéptido Met-encefalina~RArg-Gli-Leu en eL_ hipocampo,.

amigdala, corteza entorrinal y nicleo acumhens,
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PLANTERAMIENTO DEL PROB LEMA

Las evideﬁcias mostradaé en.Las pétrafos anteriores
_indi;aﬁ que Llas -encefalinas ﬁarticipan En Lcé 'mecaniSﬁus “de
_ﬁéﬁrotransmisidn'que subyacen aL fenomeno epiléptico. si bieﬁ su
fpapEL funcional como activadores o6 inhibidores & bien .como’
moduladeres de Las crisis no ha sido bien esclarecido, existén
.evidencias sobre cambios en La concentracidn de estos péptidﬁs en
'cerébro total v en algunas estructuras del sistema nerviocso
:centréL {(vindrola vy col. 198173 y b; McGinty v col., 13867,

También se ha reportade incremento en La biusintesisl
de Preproencefalina A mediante La determinacidn del mRNA 7 qué
codifica para esta proteina en estructuras. como amigdata?w
Hipocampn, corteza entorrinal y fromtal.

Sin embargo, es necesario efectuar un estudiﬁ
regional que permita analizar en farma conjunta, Los cambios en
La concentracion de Metionina y Leucina-encefatina en wvarlas
estructuras cerebraltes principalmente Limbicas en el desarrollo y
La consolidacion del kindling elécirico amigdaline. Asi mismo,
es. importante sabher s1 estos cambios son transitorios (v}
‘permanentes.

EL interés por analizar Las modificaciones regionales
obedece princlpalmente a que 1) Las estructuras cerebrales’
-EES§UHaen en %Drma diferente (suceptibilidad) al efecto kindling
9_2) que Los tres sistemas opliloides vy sus diferentes receptores
estén distribuidos amplia vy diferencialmente en el SNE, debido a

Lo cual La expresidn de cambios en ta concentracidn de péptildos
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opioides a nivel regional poaodréd depender de lLa susceptibitidad de’

Los sistemas opicides para responder a2 La epilteptogénesis, asi
como de Lla susceptibitidad de ¢ada estructura durante \La
evolucidén, instauracidn {primera vy crisis repetidas). y \La

posibitidad de que Los cambios sean permanentes.

HIPOTESTI'S
Los cambilos PEQinnéLes'en Las concentraciones de Los
péptidos opioides metionina y lLeucina-encefalina,  van a depender
de La estructura analizada, ya que no  todas -Las:;rggidﬁes"
_cerebrales muestran La misma respuesta al kindting 'y~"La.

:'distribucibn regional de La famiila de péptidos. opioides en el

cerebro es diferente,



g BaETIIVAS

Conocer = Los ; cambios ?"que se Droducen en La

cuncentraéidn dé metionina y Leucina encefat1na en estriadb;-

-amigdaLa, hiputaLamo, hipncampo, cerebro mediu cnrteza' cerebral

vy médula espinaL en Las sigplentes candiciones experimentales:

1.

“Controtl
Operado no.estimulado.

Durante el desarrollo del kindlLing (estadio IT - iIiJ

Primera crisis ccanLsiua generalizada (1CCGY

En el kindLing estabLecidu (10 CCG) N

Permanencia (21 dias después de La aLtima estlmuLa:ién :de?

un grupo que presento aL mencs 10 CCG
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CAPITULD V-

MATERIAL Y 'M‘VE-T-Q..D:“D_

1)Sujétns Exgerimentales

se utilizaron ratas macho de La:céﬁéfwiétéf,lngZSOE;ag"
300 g de peso, Las cuales se .méntuQiénaﬁ;ieb;i:cbﬁdigibﬁgs{
controladas de temperatura y Lluz 23+ 1 c, éﬁh7 12[5h6ré§ Cde
iLumina;idn, comenzando a Las §.00 hr)g}con égué%y].éLimentn:wég

Lipitum.

2) Grupos Experimentales

Para su estudio Los animales estuvierun div;didds en &

grupos:

1o Grupo Controbt (cD): 50 .ratas machn__qué no"

Eecibieron ningdn tratamiento.

20 Grupo Falso Operado: 10 ratas que quron_‘
‘implantadas cronicamente en La amigdala izquierda. Este grupo.

‘no recibio ninguna estimulaciaon eleéctrica.

3g Grupo Durante el Desarrollo del KindLinq-(faSerg-JBS:iz
‘Este grupe de 10 ratas fué imptantado como el anteriér':yfféﬁihg
estimulé La amigdala izquierda hasta Lliegar al estadio, 2-3°

-descrito por Racine (1972 b).

4o Grupo Primera Crisis Geperalizada ¢1CG)Y, 10- ratas:

implLantadas que se estimularaon hasta presentar  la’
primera crisis generalizada (fase 53.

Sp Grupo Dier Crisis Generalizadas (10CG), diez . ratas =

fueron implantadas y se Les estimule - hasta

presentar al menos diez crisis motoras
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generallzadas (fase 1),

6o Grupo Permanencisa (PERMY, fué implantado Y

estimulade al - -igual gue el grupo 1065, pero que se sacrificéd 21
dias después de haber presentado La décima crisis generalizada.
Les. grupos 2-3, 1CG6 y 10CG se sacrificaron 24 horas

después_de haber recibido La dltima estimulacién amigdalina.

:-3Lr§fu¢edimieﬁtn guirdrgico
o lLas intervenciones quirdrgicas para La impLantacién
'.,dgt_.egectrodn de estimulacidn vy registro se Llevaron a cabo
'i‘ahéﬁtésiando'a Los animales con una dosis de pentobarbital sédico
' aélﬂﬁ mp/kg de peso. Una vez anestesiada La rata se colocd en et
estereptéxicn y se Le implanis en amigdala izquierda un electrodo
.bipoLar concéntrico de acuerdo & las coordenadas estereotéxicas
de AlLbe-Fessard v cnl. {(1966), (anterior 5.8; lLateral 4.5; aLtura-
2.5y, La colocacion del electrodn se Lievd a cabo con La ayuda
del reglstro de La actividad eléctrica bhajo el criterie de La
éﬁtividad exponténea vy de Los potenclieles evocados a La
éﬁtimuLacibn olbfativa vy somato sensorial. Los electrodos y et
conector se fijaron en el crineo por medio de dos tornitlos
embebidos en acrilico dental. Una vez terminada La implantacidn,
‘Los " animales fueron sometidos a wun periodo de recuperacildn
quirdrgica de una semana., Durante La fase de estandarizacion de
esta tecnica de implantacion algunos de Llos animales fueraon
-seléccionados al azar para verificar La ubicacion del electrodo
en et nucleo centrat de Lla amigdata. Los animales fueran

anestesiados con une sobredosis de pentobarbital sndico b
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perfihdidos pab via cardiéta, iﬁiciaLmenfe con salucion salina UL
5% efiﬁmediatamente despues con -una solucicn al 10% de formol,
.Pdsteriqrménte se extfajefon Los cerebros y se colocaron en
'forhoL al 20% durante un periodn no menaor de 15 dias, para
:dESpQéﬁ ser anéLizast medianté cortes histologicos coronales de
50 micras, que se utilizaron como negativos para impresiones en

.papelL fotografico (Guzman y cal,, 1958},

4) Estimulacian amiaqdalina

Una wvez terminado el peridde de recuperacidn, se
inicié' el kindiing amigdaling. Los parédmetres de estimulacidn
ufiiizados fueran \Los siguientes: un tren de un  segundo  de
duracidn, constituide por pulsas rectangulares de 1 mseg a um
frecuencia de 60 Hz. La intensidad de Los estimulos se determind
a partir dJdel umbral o la posdescarga* y fué entre 70 v 150 A,

La basgueda de esta intensidad umbral se Lilevd a cabo
aplicando estimulos de intensidad creciente a Iintervalos de 5§
minutos. La estimulacion idinicial fué de 70 A, La cual Fud
incrementandose de 10 A en 10 A, hasta producir uvna brey
pusdescarga de varios segundos constitulda por 5 & 10 espigas de.
éi{é vﬁLfaje v acompaffada por La conducta caracterlstica de
cierfe det ojo ipsitaterat.

.La actividad neuronal fué amplLificada, monitoreada en
el oscileoscopio y fotografiada para medir La duracidn de Lg
posdescarga. | .
* EL' umhrat a La posdescarga amigdalina es definido- tomo“'Li
intensidad minima de estimulacion, que puede - provocar - ung

posdescarga en La estructura cerebral estimulada y  cambios
conductuales que pueden ser: inmohil, giro, cierrre del ojo.
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METODO

RATAS WISTAR MACHO

250 - 300 6
CONTROL - | = EXPERIMENTALES
- —1
IMPLANTACION
EN AMIGDALA 1ZO,
1
ESTIMULACIGN VALORACION
ELECTRICA CONDUCTUAL Y
AMIGDAL INA ELECTROENCEF.
_ _ 1 e ——
. CONTROL FALSO 2-3 PRIMERA 10 crIsIS PERM
I OPERADO CRISIS CONVULSIVAS
' CONVULSWA| | GENERALTZADAS

“n\\““\\\\; IA_.——"""-”'

SACRIFICIO
]
DISECCION DE ESTRUCTURAS CEREBRALES

I
| congELACIGN Y PESADO |
|
| INACTIVACION ENZIMATICA |

- | HOMOGENIZACIGN ¥ CENTRIFUGACION |

| "PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE ADSORCION |~
o I I

RADIOINMUNOANALISIS

_ LEU ENCEFALINA MET ENCEFALINA’

‘FIG 5 Secuenc1a Metodologlca a 10 larg delVdesarrollon-
C Experlmental. , _ . S :




La estimulacién amigdétiﬁgzsg-LLgvb a cabo dos veces
. at_ dia; a Las 9.00 v a Las 15.00 horas, cince dias é ta semana.
La evolucion debt kindling se evalud por La duracidn
~de las _posdescargas y por La conducta de Los animales tomando
. como - referencia Los criterios definidas pdr Racine (1972b).
' Asimismo, se cuantificd el ndmerc de estimulos necesarios para
-proroar " Las diferentes estadios conductuales, asi como .Lg
primera crisis generatizada.

- La duracién de La pousdescargs (PD) dada éﬁ -ééguhdns
agl como Los diferentes estadios conductuales preséntadaé en cadé

EsﬁihuLacian fueron promediados para cada grupo.experiméntan

5) Sacrificio y Diseccidn

Los grupos 2-3, 1CE ¥y 10CG se sacrificaron 24 hqra;
después de La uvltima estimulacién e inmediatamente - después se
efectud La_diseccién de Las siguientes estructuras cerebrales (en
el caso de ser estructuras par se disecaron ambas): estriado,
hipocampo, hipotidtame, cerebro medioc y corteza, por el métode de
-_GLow;néki e Iversen (1968), con algunas modificaciones (Vindrola
y c¢ol., 1983). También se disecaron ambas amigdalas por el
procedimiento de Engel y Sharpless (1977, La diseccidn de La

médula espinal se efectud 2 nivel deb nlexo hraayial,

B Extraccion de encefalinas del teiido cerebral

Una vez disecadas Las estructuras se colocaron en una
pLancha de hieLo seco para posteriormente zZer pesadas. Después
cada wuna de las estructuras fué incubada en 6 voldmenes de HCL

0.1 N a 95 C durante 15 min. Este dltimo paso se reallizd con el



objefo de inactivar a Las enzimas regpoﬁsaQLes del catabDLismn de
Las’ eﬁéefétinas.. Inmediatahente dEsﬁués.-Las' muestras fueraon
enfriadas colocidndolas en hielo y.SE guardaron en congéLaciﬁn.
EL proceso de purificacion continua com La homogenizacion v
posterior centrifugacidn de Las estructuras cerebrales a 20,000
rpm durante uma hora, & 2°*C. EU sobrenadante acido fue separado

para Luego ser purificado,

7 Purificacien por cromatografia de adsarcién

EL sobrenadante se purificd por croamatografla de
‘adsorcion QtiLizando La resina Amberlita XAD-2 pPeviémente
'aﬁti;éda. La activacibn se efectud por fratamieﬁto sucesivo con

tres._cicLos de tres volumenes de cada uno de Llos siguientes

solventes: acetoné-metanoL~agua. Luego se prepararon columnas de
B x 0.7 cm., Llenandolas con amberlite y se reguld la velocidad
de flujo a 0.5 mL/ min.

Laos sobrenadantes Acidos de los extractos de tejido,
~se aplicaron a Lla columna, se Lavo con 20 mlL de Aacide
cLorhidricn 0.1N v 40 ml de agua. Los péptidos se eluyeraon con
200 mL de metanol (lLa recuperascidn de La met-encefalina v La Leq-
“éﬁééféyina marcados con tritio agregados a un Exiracto de tejido
fué ﬁuperior al 90 %Y. Los eluatos con metanaol se recolectaron en
tubos siliconirades y se evapaoraraon a 40°C bajo corriente de
aire..Luegm se resuspendieron en agua destilada y se congelaron a

-20°C hasta el momento de La cuantificacién.
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8) Cuantificacidén de encefalinas por Redioinmunoénatisis

Les radioinmurnoanalisis se Llevaron a cabo en
amurtiguador de fosfatos a 20 mM conteniendo 0.9% de NaClL,  0.§1$_P
de.géLatina y 0.02% de azida sdédica. EL volumen final fué de _3505
mL vy Lla separacion de Los péptidaos unidos al anticuerpﬁ ﬁet
Libre se realizd mediante La adiciodn de una solucién de 'cérbdn _”
activado al 1.25 % con 0.125% de destréan v haétééiﬁr
centrifugacidén durante 30 min a 4 C a 3000 rpm, Los periéddé de

incubacidn de la mezcla: estandar frlo, estandar marcado v

- antisuero fueron de 16 3 24 horas a 4*C. lLos antisueros gue .'se.

emplearon fueron el de Met-encefalima que mostroé 100% de
reactividad cruzada con Met-(p)-encefatina, 0.3% con Leu-
encefalina, 0.2% con el heptapéptido Me-Arg-Phe vy menos del 0.01%
con ME-Arg, dinorfina-(1-13), dinorfina-(1-8), ME-Arg-Fen-Leu,
alfa, gamma y beta-endorfinma, .

EL antisuero de lLeu-encefalina presentd reactividad eruzada con
Leu-encefalina de 100% con Met—éncefatina de 3.83%, de 4.33%; con.
LE-Arg, de 0.53% con ME—Rrg,_dé '6.37% con el heptapéptido, Met-
(0)-encefalina,octapéptido ME-Arg-Fen-Leuy y dinorfina-¢1-8). ~La
reactividad crdzada con, alfa, gamma y beta-endorfina fue

insignificante.

:9).Analisis Estadisticos -

La evolucién del kindling se evalué mediante el
desarrollo de Las posdescarga, para Lo cual sé midié su  duracién
en segundos, durante cada estimulacidn (K1-K2Z5) en cada uno de
Los animales pertenecientes a Los diferentes . grupos

experimentales. Los valores fueron promediados y graficades por
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grupo. Asl mismo Los cambios conductuales se evaluaron de acuerdo
a LatcLasifidginn de Racine (1972b).

;?3- §dﬁcéﬁff;ci6n:_AE.IEFMet'E' iR—Leu-encefaLina . fué
déte}hiﬁéda;?péra 'ﬁada érupﬁ exﬁerimetaL; Con Llos resultados
'qbtehidéé;ggéhéfeétué.un.ﬂnélisis qe Varianza para determinar La
f'sigﬁifiéanciéwéstadistica-eﬁfre'todos Los grupos (cantrol, falso
'opeﬁgdu;:zzga,i 1CG; 10CG vy PEQM), para cada estructura vy para'
.Eédé; 6ép£idb; :Cuahao,se eﬁcnﬁtrﬁ una diferencia signifiqafiva

_kgvgthueHa_de:Tﬁkey),'se_efectuﬁ La prueba de t’student.
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S CAPITULO VL

RESULTA AD DS

1) Desarrollo del Kindling Amindating

Lé evolucion del kimdling se evéLuo.mediéhté el desarroLLo.
-ﬁe La posdescarga, para Lo cual se midio SG'durationmeﬁ'séQUndus,. '
dﬁfante cada estimulacion (K1 - KZ5) en ﬁéda unc-de Lns. animaLes.
perténecientes a Los diferentes grupos experimentates. Log
valores fuyeron promediados yv graficados por grupa. fisi mismo Los
camhios conductuales se evaluaron de acuerdo a Lla clasificacion

de Racine (1972bH).

En ta figura 6RA se muestra La evolucidn de La
nposdescarga durante el proceso del kindling amigdatino. EL gruﬁo
2-3 el cual fue estimulado por 5 ocaciones, presentd uwna
nosdescarga cuya duracion fué de 37.75 + 8.78 segundos (X + error
estandar). EL grupo 1CG que se estimuld hasta producir La primera
crisis generaltizada (K15) tﬁvo una pnsdescarga cuya duracidn  fué
de 55.32 £+ 65.1h =egundos. Para el grupo 10C6 La posdescarga tuvo
una duraciédn de 86 + 11.36 seg . Y por dltimo La duracidn promedio
de La posdescarga del grupo PERM fué de 97.2% + 7.867 segundos
después de la estimulacién 26,

Estos dos ¢ltimos grupos, el 10CG y el PERM alcanzaron
La décima crisis convulsiva generalizada después de 22+ 2

estimulaciaones. Sin embargo La estimulacidn se continud hasta \La

ngmera 25.
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" " Figura 6. Muestra la duracidn de la'posdesﬁarga'(A);yfffﬂ"n
- la. evolucidn de las etapas conductuales (B) durante- el = :
'proceso del kindling, en los diferentes grupos experi- . 0

. iment3195 {2-3, 1CG, 10CG, PERM). Observe el 1ncremen—ﬁ”*'“

~-to continuo de la durac1on de la PD (seg) despues de._é.ﬁf”

"la primera crisis peneralizada en KI5..' Las abcisas

“ipdican el niimero de estimulaciones. ”'__n %;J_u:':e }“I&f .
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a'parte final de las ‘ctrisis
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Figura 7 . Registro ekectrografico de La posdescarga =

en La amigdala de una rata del grupo 10CG. EL registro -~
corresponde a La estimulacidén amigdalina 20 v a La fa-- i ..
se V del kindling. La crisis electroencefalografica
estuvo acompafada por una urisis motors bilateral ge-- .
neralizada. EL primer traze muestra Lla actividad: -
basal, =L artefacto del estimulo y La PL. EL segundo -
_trazo muestra una crisis recurrente electroencefalogra - -
fica acompaffada por conductas estereotipadas y " web-
dog-shakes". EL tercer trazo muestra ~otra —-crisis]
elLectroencefalografica recurrente, menos intensa y. wet-
dog-shakes. St:artefacto del estimulo; (% ):corresponde’
5 Lo: ‘“wet-dog-smakes”: et numero se refiere a. Las’
etapas conductuales descritas por Racine(1878b), La - '
‘etapa I1 incluye automatismos. R
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2y cuantificacitdn Regionatl

La concentracidn de IR-Met e IR-Leu—éMa&fauna - fué
determinada para cada grupo experimental y--compﬁsado:c:dﬁ su-
-respéciivn grupo control. Con Los resultados obtenide=s se e&éctuﬁ
un 'anSLisis de wvarianza para determinar Lé'_sii.miFicancia..
éstadistica entre todos Los grupaes (contral, falso ope.erado,’ fase
2-3, 1CG, 10CG y PERMY , para cada estructufa 9 para?a:adapéiptiﬁﬁi

Los resultados se muestran en La Tabla III,

C TABLA IIT °°

CIR-METE -ENCEFALINA - IR- -LEU- ENCEFALINWA "~

”'111na

P (0 323.. o

‘HFQWsasm
1, 00 0__*___

" HIPOCAMPO - ot CF e300
o - . EE R p W00 0 w

' CEREBRO- MEDIO. R SSR T

_ i _ S P H.000 =
'MEDULA ESPINAL . “F .§.017~ - o v "L LF.ozamug
S R ap.;<o oo7g*uy S P 0080

CORTEZA: . . o i Fe 204857 i LT DR 2.8 :
S T TR 105x:;¢3.'r“- _- P 10,096




.o _ Cuandn s& encontrarnn valores significativos' al -

eFectuar- eL anati is r.fr— var:anzra nara una determinada estructura' 5

Debido"

| TABLAIV.

0| 1524 T azdkskisoz * 127 %
' '312 t o4 * a1 ¢ 43 Nk

ESTRTADD 2003 ¢ 82
AMIGDALA aze taz

HIPOTALAMO 718 * 27 926 * 6o * o4 * 42

TALLO CEREBRAL|331 +¢ ') _ 280 % 9 279 7 Wk
HIPOCAMPO e ta4 8 |isztas * |sos s
CEREBRO MEDIO | 330 ¢ 22 st"“ﬂ jo1 ¢ 27
CORTEZA 92 ¢ 1 [127 2+ 1sdeten] ... R
MEDULA ESPINAL| 144 ¢ 7 127 ¢ 8 171 t 19

Cada valor es la. medln Terfer standnr obtenldo por es:ru:tura pura Cldl grupn axpe-rinenul.
Lo,; niveles de slgnificancia se calcularon utilizando la prueba 't de Student: *p 0.003,
P<0.008, ***p-:u U2 comparado con el grupo control. {~) ‘no. :.unnti.flu:du. -
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, La concentracibn de IR-Met- enceFaLina se .modlfica
,signiflcativamente en varias estructuras cerehraL35 (TabLas III ¥
-IU)._ES asl que en amigdala se incrementa en forma graduaL en Los
'~gfupbs 2-3,1C6 y 10CG. Esta estructura es La anica en La cual La
'con;enfracidn' de ambos péptidos aumenta en todos Los grupos
eﬁperimenfaLes. Y de La misma manera se observa que en el 'grUpn
'PQRM,hay una tendencia a descender.

. En hipotélLamog v en hipocampo anicamente aUmenta La
céﬁﬁentracibn de este péptido en el grupo que preseﬁto dieé
crisis convulsivas generalizadas.

También se encontird que La IR-Met-encefalina. también
baja. en su concentracidan en el estriado en Los grupos 10CG.'V-
PERM, RAsi como en el tallo cerebral donde se observa un descen#o
general eﬁ todos lLos grupos pero sé6lo es significative durante et

desarrollo (fase 2-3 ) y en el grupoc PERM.
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TABLA V¥

1R-LEUCINA- ENCEFALINA (Pnul/g) EN ﬁhlcgifgsg DE RATA DURANTE EL KXNDLING ELECTRICO

ESTRUCTURA_.- ' CONTROL 7‘;FALso;ogER5no

ssrﬁ:knﬁi
AMIGDALA
HIPOTALAMD

TALLO CEREBRAL 1
H1 PDCAM PO

CEREBRO MED! 0:
CORTEZA

[mepuLa ESP;&AL -

Cudn valur o8’

: -p
;ks'-knlu:u de: llgntﬂclncln ‘sg . ealcularon: utill.:nndn la prueba;"t"
p< +027com . ei'grupu contrel, “(=) no: cuanttiicndo
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Figura 8. Muestra el incremento progresivo de La concentracidn7.~
de Leuv-encefalina en La amiagdata vy en el hipocampo- SSLes
diferentes grupns experimentaless .. Los niveles. de. siqnificancia ‘se
calcularon utilizando Lo prueba "t” de Student: . % ©.0,0037

hiputaLamo y Ld mgduLafesp;nayﬁgdb? presentaronf
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DISCUSION -

Cumu modelo experimentaL de_ epiLepsia,'e(_kingting‘nos
permitiﬁ observar en distintos arupos La evoLuchn _cpnducf@aL;
.eLectroencefaLogrdFica ¥ _bioquimica de Las diferehtesu.étépas
epiLepticas.

L Los: qrupos expérimentaLes en los cualtes se LLevb a
c§§67_eL_"kindLing amigdalino mostraron upa evolucién gradual vy
.DrﬁgfésiQa tanto en La conducfa como en el desarrpolle de Laﬁ
ppsdescargas. Estos resubltados estidn de acuerdo con Los
-repartados por otros avtores (Racine, 1972b; Racine y col., 19?3;
. Albright y col., 1873). Sin embargo es interesante sefigblar que no
tnda; Las ratas presentaron en eL mismo ndmero de estimulaciones
La primera crisis generalizada. Estoc puede deberse a peguefias
diferencias en La Localizaclén del electrodo dentro del compliejo
aﬁigdaLinn. Le Galle la Salle (1881), encontro que en el nidcleo
central de La amigdalta el kindling se desarrolla mas rdpido que
en los ndcleos Lateral, bassl o medial. Asimismo, Cain y Corcoran
{1884 reportaron que en amfgdala anterior, el kindling se
produce mas rapidamente que en amigdala posterior. De cualquier
manera;" Los grupos erxperimentates fueron cuidadosamente
seleccicnados para obtener grupos homogénecs en Sus
caracteristicas epilépticas.

LLos animalkes perteneclentes a lLos grupos 10CG y PERM,
que Fﬁercn estimulados hasta producirse 10 & mas ﬁrisis

generalizadas, presentaron Las siguientes conductas: - caldas
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repetidas, clonus de miembros posteriores v saltos, que fueron de
mayor intensidad a Lo largo de Las c¢risis sucesivas. Estas
conductas han sido cbLasificadas por Joy (1985), dentro de lLa fase
VI y WII del kindling (Ver cuadro II}. Lo cual indica que el
"fendmeno de epileptizacion contintla después de La primera crisis
generalizada. Debido a que estas caracteristicas conductuates no
fueron un patrdédn comin en todos Los animales se optd por seguir
La clasificacidn de Racine, (4972b).

- La cuantificacion de Metionina y Leucina-encefalina mostro
' qug-_eg kindling elécirice amigdalino produce cambics regionales
' eﬁ La concentracion de cada uno de estos peptidos, diches cambios
estan  relacionades con el desarrolio y Lta conselidacion  del
- fenomeno epiléptico, ademas son de Larga duracidn (21 dias grupo
PERMY. Estas modificaciones muestiran que existe una independencia
funcional de cada peptido relacionada a las diferentes estadios
epileépticos.

La cuantificacidn de Leu-encefalina mostro que en La
amigdaLa y en el hipocampo, este péptido aumenta en forma graduéL
gn._Los grupos 2-3, 1C6 y 10E€G, esto es, durante Las fases de
desarrnLLLo, en La primera crisis y en las crisis repetidas. En
eL grupo PERM se observa que a pesar de que La concentracidn es
significativamente alta con respecto al control sus valores han

'cohenzado a descender. Estos resultados coinciden con lLos .
&éscritms por Vindraola y col.(18981b3%, quienes mostraron gque La
leu-encefalina aumenta progresivamente en Los tiemisferios .
cerehrates de L& rata, durante el desarrcolbio del kindiling.

La cancentracidn de ta IR-Met-encefalina en amigdala

aumento en tpodos Lobs grupos experimentales que fueron -
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- Estos mismos autores encontrareon que Ta Metionina-
encefatina eh ﬁipocampo 28 dias después de La'uLtimé crisis (Fésé'”
V), regres: a Lgs valores contral., Nuestros resuLtadbs para.resfe
peptido en el hipocampo pero cuantificados 21 dias después de 10
crisis canvulsivas generalizadas, . mostraron " valores
significativamente altos con respecto al controbl pero con ‘una
tendencia a descender. Esta diferencia en Los resyltados puede
deberse a Los distintos dilas en Los que se cuantificéd dicho
péptidd y &5 posible que estos valores puedan reducirse entre el
dia 21 y 28, Por otra LlLado, Ltos animales experimentales
utitizados por McGinty ¥y col., (198%) dnicamente presentaron 2
crisis generalizadas vy en nuestros experimentos se utitizaron
animates que presentaron al menos 10 crisis. Es decir, que La-'
duracidon de Los incrementos en ta concentracion de La IR-Met-
encefalina también son funcidn del numero de <crisis que -han
presentado Los animales de experimentacién.

Estos datos indicarn que Los incrementos en La
concentracidn de encefalinas, en Los animales sometidos  al
kindLing amigdaiine, ocurren, fundamentalmente en areas del .
sistema Limbico. Los decrementos en Les niveles de Las
gpcgfaﬁinas ten el estriado, en el tallo cerebral, en el cerebro
medioc v en La corteza) podrlan estar relacionadas con esir;E;;ré;V
cuya funcidn es motora y de esta manera, contribuir a La
expresion de Las crisis generalizadas. £s5 decir, tendrian. un
efecto desinhibitorio!

Existen evidencias que muestran gque el agmento en La

cuncentracién.de Metionina y Leucina-encefalina en Las diferentes
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estructuras cerebrales puede deberse a un incremento en La
: biosinfesis de sus precursores, ' |

_ Varios reportes en Los cuales se han wutilizado
‘Bistintns modeles de crisis convulsivas, han mostrado gque el mRNA
para'_La preproencefalina R se incrementa. Algunos auvtores han
-prﬁpdestn que este incremento en La biosintesis de Las
7en:eFaLinas, puede ser estimulade por wuna mavyor actividad
'héﬁrénéL producida por tas crisis recurrentes. (Yoshikawa y col.,
g;ﬂﬂﬂSé\-Kahamatsu y ¢ol,,1986; white.y col.,1987; Naranja'y col .,
1988 . ’ o |

Kanamatsu vy cﬁL.'(1985), encontraron que Las crisis

-indqcidag' por La inyeccidn idintraestriatal de 4cido kainico
”(% mitﬁogramolrata) causan alteraciones en la concentracidn de Met-
epncefalina, en su  precursor v en sy RNA mensajero, estas
alteraciones producen un incremento en Lla utilizacién hipocampal
-de Met-encefalina seguida por una scohreproduccidn de este
péptida. Alteraciones similares fueron también abservadas para La
dinorfina 1-8.

La spobreproduccidn de encefaltinas puede deberse
también al procesamiento de péptidos de bajo peso molecubtar que
pueden servir como precursores inmediatos. Zamir v col. (1984,

:héﬁ?”&bépbffédb que existe un procesamiento diferencial de
prudinorfina en diferentes regiones cerebrales y que La Leu-
eﬁcefatina puede ser producida a partir de dinorfina R &
dinorfina B (& ahbas). Ademés de que puede derivar de Los
precursores prodinorfina y proencefalina. f£stas autores hacen

notén_que,Los derivados de lLa prodinorfina son agonistas potentes
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de Los’ receptores kappa mientraszs que ta Leu-encefalinaes es un
agoﬁ'isfé _pptme.nte..' de lLos receptooores & elta, Es .:351 que el misma
precﬁrsc_ar —prndinbr‘fina- puede priroduck  Ligandos para diferentes
subtibos .de receptares que puedennn gjer cer acciones diferentes.

0tro trabajo que daevwvidenc ias sobre el procesamiento
.c!e pépﬁidos de bajo peso molewl JL ar pa ra producir encefalinas es
et del grupo de Acker y col. (198947, quienes reportarocn que La
endubeptidasa 2L .15 -unide a membdb ranas sinaptosomales- hidrotiza
a algunos de Los péptidos que conon tlenen teu-encefalina der‘ivados' -
de La Prodinorfina come son Labiiinorfi ma 1-8, alfa-necendorfina y
beta-pecendorfing para generar leu— encefal ina, asl como at
octapéptido Met-encefalina-ArgbaSli-lew, que al ser hidrolizado |
genera Met-encefablina. .

Todas estas evidenl lHas nos muestran. una estrecha
retaci¢én entre Los péptidos oplodl'Hdesy Le epilepsia sin embargo,
es  importante hacer notar que st pape & funcional va a depender
de; 413 el tipo de procedimienlitc experimental wutilizade para
producir La epilepsia y lLa reglér®n, que en su caso, se estimule,
2y el 4&rea cerebral que se ana e lice -aunque como se puede
observar en este trabajo van aes SHer § mvelucradas estructuras del
sistema Limbico - 3} del tipo de: cemo !l éculas precursoras que se
produzcan en esa regidn y det prooocesam = ento que sufran estas, L)
del tipo de péptidos que se Lllleaerey de La afinadad que tenga
cada uno asil como de Lla competen:=d: que se establezca por el tipe
de receptor que se encuentre em!? lapost-sinapsis, Lo cual wva a

determinar su funcidén.

Finalmente, estos resultados suigIeen una participacion de _ tas



encefalinas en el desarrollo ¥y en La instalacidn del fendmeno
epltéptico, asi como en algunas etapas de las crisis convulsivas,
ademés de mostrar un efecto regional vy diferen:iaL para cada

peptido_estudiado.
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AMY gdnln- Hlppﬂtdmpu\

Usmg am}gdalmd kindling in :hwruc rats. we were able 10 obwr\e behavioral, clcclmgraphnc nnd IR- Mel- and |R

" Lewsenkephalin changes throughout the progress of dilferent stages of copvulsive activity. Rals prcscnung the initial stages of

hindling. rats preseating the first gencralized motor seizure, and rats with at lenst 10 gencralized seizures were sacrificed 24 h alver
- - Ihe tast stimulus; also rats with al least 10 peneralized seizures but sacrificed 21 days after the Iast seizure were compared with control
" and sham-operated groups of rats. The 1R-Met and IR-Leu enkephalin concentrations in ¢ach Eroup were measured in the striatum.
- amypdala,. hypothalamus, meduila oblongata {including pons), hippocampus. mad-brain, spinal cord and cerebral corex. A
progressive ingrease in IR-Leu-enhephalin in amygdala and hippocampus was obsenved over the course of hindling. These increases
.remained until 21 days afier rats were fully Kindled (au least 10 pencralized sezures). We observed increased and decreased
concentration of each peptide in different regions. We discussed the regionul and the diffetential effects of each peplide. The
increased concentrations in imbic structures were ussacinled with the amygdaloid increased eacitability through the kindling process
We suggest that the decreases in concentrations afe related with structures involved in the output behavior manifestations produced

by kindling $timulation.
. INTRODUCTION

- Amygdaloid kindling is an animal model of exper-

imenmal epilepsy in which repeated adminisiration of

" an initially subconvulsive amypdaloid electrical stimu-

lus first provokes short afterdischarges (AD). charac-

- terized as spike-wave complenes of simple morphol-

ogy. As the kindling proceeds. the AD acquires a

complex confipuration with increases in amplitude.

frequency and duration™. The animal finally displays
generalized tonic—clonic seizures'™ "%,

Numerous lines of evidence indicate that enke-

" ‘phalins are putative mediators in lindling because of -

their epileptogenic properuies after intracercbral
administration® 143332057

Endogenous opioid pcpudx.s also affect the sever-
itv of amypdaloid kindled seizures and the duration

of postictal behavioral depression 171819573138

Amypdaloid injection of [p-Ala’.o-Leu'jenke-
phalin or morphine produces electroencephalo-
graphic and behavioral seizures. Pretreatment of
animals with systemic as well as simultancous micro-
injection of naloxenc into the amygdals failed 10
Moek the developmem of convulsant activity pro-
duced by morphine. In contrast. naloxone or diaze-
pam. adminsticred prior to the microinjection of
|-Ald® .o-LeunMlenkephalin abolished the epilepro-
genic effects of the drup™.

Amypdaloid-kindled seizure also increases en-
dopenous opioid peptide levels. Early studies by
Vindrols et al.™*" showed that the enkephalin
conmient is increased in cerebral hemispheres and the
Leu- and Met-enkephalin Jevels changed indepen-
demly during the development of fully kindted rats.

Correspondener: M. Condés-Lara, Departamento de Neurofisiologia, Divisidn de Investipaciones en Neurociencias, ln\lltulo
Mexicane dr Psiquiatrid, Calzada México-Xochimileo 101, México, D.F. 14370, Mexico.

DOU6-B99369.903.50 © 1989 Elsevier Science Publishers B.V, (Biomedicual Division)



142

_ Leu-enKephitlin showed o progressive increase dur-
. ing kindling. In contrast. Met-enkephalin was not

- modified during early. stages of kindling., but was
“.-found to bé increased afier the animal had presented -
5 or ‘more consecutive generalized motor seizures,

These euthors conclude that Leu-enkephalin is re-
‘Jated 1o the developmenmt of kindling. whereas
Mect-cnkephalin levels change only as a consequence
of the gencralized seizures.

The relationship between enkephalins and exper-

. imemal -epilepsy was confirmed by other. recent

 studies in more specific brain regions of fully kindled

rats? . Also. investigations of hippocampal neuro-
peplides have already established increases in Met-
“enkephalin biosynthesis after different convulsive
procedures™*1,

However, enkephalins play an importam role in
other functions'-'** and have a large distribution in
the nervous system™=, Amypduloid kindling allowed
us t0 observe the electroencephalograph as well as
behavioral evolution of experimental epilepsy and
allowed us to study IR-Leu and 1R-Met enkephalin
regional levels in rat brains in order to beler
understand the regional role of these peptides.

MATERIALS AND METHODS

Male Wistar rats weighing 280-320 g were indi-
vidually housed with a 12-h ligh1:12-h dark evcle and
ad libitum feeding. Under pemobarbital anesthesia
(60 mg/kg. i.p.). a bipolar clectrode was stercotaxi-
cally implanted into the lefi amypdala of rats
according to the coordinates of Albe-Fessard et al.?
(anterior. 5.8; lateral. 4.5; depth. 1.5). The elec.
trodes and connector were fixed 1o the cranium by
means of wo steel screws embedded in dental
aervlic. While introducing the elecirode in ihe
amygdalz. the neuronal activity was monitored and
the somatic and olfactive neuronal evoked activities
were tested 1o ensute that the elecirade was well
placed.

Kindling stimulation started 5 days after surgery
and the amygdala was stimulated twice daily {0, 00
and 15.00 hi. 5 duys week. The stimulations were
delivered through a Grass PSIU-6 constani-current
source and Griss S-85 stimulator. A l-s train of
rectangular pulses of 1-ms duration was given n 60
Hz. The amount of current delivered 10 ¢ach animal

was between B0 and 130 4 A. The threshold intensity
wis determined by starting m 70 4 A and increasing
in steps of 10 uA untit an AD of about 10 5 wis
trigpered. These ADs were typically accompanied by
behavioral arrest or ipsilateral eye blinking. The
stimulation intensity was fixed and maintvined for
each animal along all experimental stimuli sessions.
The electroencephalographic activity and elecirical
stimulation were performed by the same electrode
using a break-away device.

Kindling was evajuated by the AD duration™-"
and seizures were classified behaviorally according
10 the stages described by Racine™: 1, facial clonus
and eve blinking: 11, head nodding: 111, forelimb
clonus: IV, rearing: V. rearing and falling. A
full-kindling motor scizure with loss of postural
control will be referred to as stape V. generalized
seizures (GS).

The neuronal activity of the amygdala was ampli-
fied. displaved in the scope and photographed 1o
measure the AD duration.

The animals were divided in the following 6
groups. (1) Control: 50 naive rats. (2) Sham: 10 rars
shum-operated: implanted but not stimulated; this
group reccived the same schedule of handling as the
kindled animals. (3) 2-3: 10 rats amygdaloid stim-
ulated to reach the behavioral stages 11-111. (3} 1
GS: 10 rats amygdaloid stimulated 1o reach their first
stage V' with GS. (5) 10 GS: 10 ra1s amygdaloid
stimulated presenting at least 10 stage V of gener-
alized scizures; this was a full-kindled group. (6)
LLC: 10 rats amygdaloid stimulated presenting at
least 10 stage V) this was @ full-kindled group. In
order 1o observe if full-kindled rats show long-lasting
changes (LLC) in IR-Met- and 1R-Leu-enkephalin
levels this proup was sacrificed 21 days afier the Just
generalized seizure.

The groups 2-3. 1 GS and 10 GS were sacrificed
24 h afwer the last electrical stimulation, thus our
results of IR-Met- and IR-Leu-enkephalin determi-
nation levels corresponding 10 this period after the ¢
fast stimuls, ’

The experimental animals were killed by decapi-
tation and non-kindied control rats were run patallel
for each group. The cerebral cortex, stristum.
hypothalamus. midbrain. hippacampus and medulla
oblongata including pons were dissected oul on a
cold plate (0-4 °C) wsing @ modification of the



procedures described by Glowinski and Iversca'.
Also we dissected the amygdala following the meth-
ad of Engel et al." and the spinal card at brachial
plexus fevel,
"..- The dissection modifications were the following:
(1) A first transverse section wis made just posterior

- 1o the olfactory cortex {A 6670 according 10 the atlas -

of Kénig and Klippel™): and (2} the hypothalamus
laiera) cut was performed 2 mm from the midline.
Immediately after disscction tissues were frozen.
weighed and incubated in 6 vols. of 0.1 N HCI at
Y5 °C for 15 min, cooled in an ice buth. homogenized
and then centrifuged at 50.00G g for 60 min a1 4 °C,
The supernatant was purified through amberlite
XAD-2 columns (& x 0.7 cm) at a flow rate of 0.5
ml/min. Enkephalins were analyzed in triplicate by
radioimmunoassay as described previousiy™.

The Met-enkephatin antiserum showed a 1005
crossereactivity with Met-(e)-enkephalin. 0.3% with
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Fig. 1. The AD dumlmn 121 4nd behavioral stages evolulion

(B} during hindling process fur the dilfcrent eaperimental
groups (2.3, 1 GS. 100 G§ and LLC). Note a continuuus
increase in ATY duration after the first [:rm:rnhzu! soizuTe B
. KI5 Absissa: number of stfmulnlwns
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Leu-enkephalin, 0.2% with the heptapeptide ME-
Arg-Phe and less than 0.01% with ME-Arg. dyn-
orphin-(1-13). dynorphin-(1-8). the oclapeptide
ME-Arg-Phe-Leu. a-, 3 and f-endorphin.

The Leu-enkephulin antiserum displayed a cross-
resctivity ‘of 3.B3% with Met-enkephalin, 4.33%
with LE-Arp. 0.53% with ME-Arg. 0.37% with the

- heptapeptide ‘ME-Arg-Phe. less than 0.01% . with

Met-(o)-enkephaulin. octapeptide ME-Arg-Phe-Len
and dynorphin-(1-8). Cross-reactivity was l'll:gllglbll.
with a-, y- and g-endorphin.

The dilution curves of tissue extracts were pamllcl

10 those obtained with authentic cnkcphalms. Tissuie
contents of each enkephalin will be expressed as
pmol of immunareactivity (IR)enkephalin'g w. wi.
RESULTS

The progressive intensity of the kindling process

—l—— \ -

i . Foulin| I

.
— 1 1] " 1t

10 sec

Fig. 2 Continuous ¢leciropraphic recording of the smy peals
afterdinchatge in one rat of 10 GS group. The recmd
corresponds 1o the 24 ams pdala stimulatons and the § stage V
The electruencephaloptaphic sesfute was secompanied b o
bulaterally pencrahized motot seizute. ‘Fhe et trage shows the
basal activity. the sumelus arofuct and 1he AD. The second

.t shows s recurren: glectrovncephalogrephee scizure oo

companicd by #n werest. behavioa! stereotypes und WDS. The
thitd irave shows annther recurrent ¢lectroencephalographic
seizure less intense and WDS. @ WDS: Si, stimulus artifac.
The numbers refer 10 the behavior conulsion stapes described
t Racine™. Stage 1§ includes automatismal behavioer.
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TABLE 1
" IR-Mci- and IR-Leusenkephalin fevels in various brain stric
tures

Analysis of variance was applicd for each structure and peptide.
The values ate F and P oblained from & animals of the 6 proups
. {conirol. sham, 2-3,1GS. 10GS and LCC),

- Brain region IR-Metenkephalin  IR-Lew-enkephalin
Striatum - F 3.302 F L1IR
S P <03 P <0361
Amygpdala . F 52998 F 41.735
s Po<0.000 P <0000
Hypothalamus F 2665 F L9
: . ' P <0.0M P <0.323
‘Medulla " F 0.8 F 15.668
_ S P <0487 P <0000
" Hippocampus F  8.438 F 970
P <0000 P <00}
F 0841 F 5517
S P <0.528 P =u.000
" Spinalcord - Fosm7 F 2046
R R T P <D0 TP <0060
L Corlex : =i o288 o T o F 2262

Pl P <0.106 P

<0.096

" ¢ould be established in the different experimental
" proups. Group 2-3 showed AD durations of 37.75 =
B.78 5 (% = S.E.M.) and reached this stage afier 5

“ “stimulations.” Group 1.GS showed AD durations of

~55.33 % 6.14 s when the first peneralized seizure,
stage. V' was present, a1 14.53 * 1.37 amygdala
stimulations. Group 10 GS presented AD durations
of BO.OO-= 11.36 s at 22 amygdala stimulations.
- Group LLC exhibited AD durations of 97.25 * 7.67

TABLE N

s after 24 stimulations. Both 10 GS and LLC groups
reuched the 10 gencralized seizures, stage V, after 22
% 2 stimulations. However, we continued up to 25
stimulations. These results are plotted in Fig. 1. 1t
should also be noted in 10 GS and LLC groups that
we also observed an increase of AD duration and
behavioral intensity along successive generalized
sejzures. This lets us observe hind limb clonus after
aboul 5 consecutive seizutes and the presence of
recurrent seizures as it is shown in Fig. 2. The
variability in the presence of the recurrent seizures
allowed us to measure only the after-discharge
duration. Morcover. recurrent séizures were not
observed in all experimental animals: also wet dog
shake (WDS) manifesiations were variable but as a
general rule their presentations were associated with
the end of convulsive activity.

The JR-Met- and IR-Leu-cnkephalin levels were
determined for each experimental group and ran
parallel with control naive ras (10 rms for each
experimental group). Analysis of variance was used
to test for overall statistical significance {or each
structure and peptide in the different experimental
groups. These resulls are shown in Table I. If a
significant overall effect was observed after analysis
of variance Student’s r-test was applied.

Caontrol rats (not implanted} and sham-operated
(not kindled} 1R-Met- and IR-Leu-enkephalin levels
in all brain regions studied were not significamly
different. 50 our experimental groups’ results were
only compared with contsol ran.

" IR- \fﬂ.pnkrphnhn concentrations during evolulion and fully elecirical amy pdaloid-kindled rap in vartens brawn regions

“ Results are evpressed as pmol g tissue. Eoch value is the mean = S.E M. ol each brain region of prour Significant levels were

cnl:ula:td using Student’s r-qest. (~} no1 quantified,

Hrain region 1R-Mrr-enkephalin
) Conrrot Shum 23 1GS 10GS LLC
. Saekutum M3z k2 244 = 1l Is6 = 10 24T = 150 1SN 282 Sz 127
1o Amp pdaba - KA 97 = 2 Sl 230 1036 & K7 F2=6d" - Ta11 43
_Hhypothalamus Tihx 2 TRZ =& T5 > 84 78T = &8 926 = 6y° 094 = 42
Medulla AFf =K 2h5= K 251 = 70 MR pe TR 29270
Hippocampus LU LR Yn= 7 1208 152 = |8 [
" Mud-hrain A= 22 ) 257 Az 22 =37 323 = 17 M= 27 .
Spinal cord 1442 7 13g=12 - C12h2 2 12728 171 £ 19
Coartex AN Btz 5 - 1312 13°** 1272 13" - '

CP<0003; PSP 002,




TABLE III
H‘\" Leit- mlrphahn concentrations

. Legcnd s InT:'hIc l!

: Brainregion” 7. 7 IR-Leus rnkrphulm ‘

: ~ Conirol | Sham - 2.3 - 1GS -10GY S LLC
“. Striatum 35215 4152 31 3= 1R 335+ 36 MA=2R - 2R = 26
- Amypdala . 073 100 = B 14727 I ER" .. 2012t 146 % 6
A H)pnlhn!amus 25927 243105 240 14 273229 a6 18 224417
o Medulln 17ze6 mz=n 9923 S0=7 . &6 - 65 = 5
Hippocampus 4724 d6x) 69 = 3 Rl = §° Ry et
"Midsbrain 7 6222 S8z S6% 2 4R & 3% 63 =3 . 423
"~ Spimalcord SRx 3 677 L - ‘ - L BTEE
... Corlex 522 2412 - 18 £ 2" 2521 0 -0

P <0.003: " P < 0,02

- Table 11 shows the IR-Met enkephalin levels in
‘several "brain regions. The pentapeptide increased
-significantly in amygdala of the 2-3, 1 G5, 10GS and

- LL.C groups. in the hypothalamus and hippacampus
~of the 10 GS group. In the striatum there is a

. .. decrease of the IR-Met enkephzlin content in the 10

-GS and LLC groups, also in the medulla in the 2-3

‘and LLC groups: The cerebral cortex levels also
increased in the 1 GS and 10 GS. No chanpes were
observed in the mid-brain and the spinal cord in all
experimental groups.

Table 11} shows the results obtained for IR-

Leu-cakephalin. This pentapepiide increases its con-

_ centration progressively through the kindling devel-

opmcm in lhc 2-3.. 1 GS 10 GS and LLC groups in-
the amygdala and hippocampus’ (see Fig.:3). The™
IR-Leu-enkephalin decreases its concentration in the

medulla in the I G5. 10 G5 and LLC groups. Alse -~

its levels decrease in the mid-brain in the L1L.C group

and the cerebral cortex: in the 1'GS group. No ...
changes were observed in the slﬂalum h\po:halu- S

mus and spinal cord.
DISCUSSION

Kindling as an experimental model of epilepsy lets
us observe. in differem groups of animals. the
behavior, electroencephalographic and biochemical
changes that ocaurred during kindling. Our electro-
encephalographic and behavioral results are in

. O Amypoaa

CZ DHgppotormoun agreement with reported amygdala kindling rates of

_.:.' H rats™ Y However, we abserved litile variability in
T 200l ] rats reuching the first stage WV in which the animals
-é‘! . displayed a generalized motor seizure. This vari-
g * ahility could be due 10 a small difference in electrode

E . _ locations ima the amygdalo nucleus. Cain and

g 'o0] Corcoran™ reported that the anterior amygduloid
-? - area kindled more rapidly than the posterior amyp-
z daloid arca, These resulis could explain our exper-
=

06s  tiC

Fip. 3. Progressive increawe of IR-Lev-enhepholin conzentra-
" tion lc\cls i the amygdaly and hippotampus throagh the
dilferent cxpcnmcnm! groups. Observe the sipnifican: evalus
tion in the 2-3, 1 GS. 10 GS and the remaining high level in
the LLC group. Concenttationy in LLC group were deter-
mined 21 dass after the last amygdala stimulation which
provokes the last of at least 10 stuge V of penerahzed seizurcs.

CONTROL  SHAM -3 LK 33

imemal animal varishility in reaching the first stage
V. in full kindled ras. However, we only used
homogencous animals in cach experimentad group,
in order 10 avoid this slight variability,

During the completion of full kindled groups (10)
GS and LLC) we observed a progressive AD
increase and a more complex behavior manifestation
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accompanying successive scizures. This involved a
hind timb clonus tike that reporied by Joy™ as stape
4 of motor seizures. This particalar type of convul-
sive - manifestation could only be observed afier
repeated ‘stage. Vs, described by Racine™. There-
fore. in both of our fully kindied groups not all
animals presented the hind limb characteristic of
stuge 4 of Joy™. and for this reason we used the
Racine classification™.

Several reports pointed out that morphine and
opioid peptides can evoke epileptiform activity when
adminisicred intracraniafly-Son 13830823 T
epileptiform activity was accompanied by a variety
of convulsive behaviors such as myoclonic twitches,
automatisma! behavior and ‘wet dog shakes™*
M:21-37_ This has led us to suggest that the distruption
of regulmory mechanisms thi contral endogenous
opioids might contribute 1o the etiology or elabora-
tion of epilepsy™'". Alsa it was repaned® that
repeated Met-enkephalin and f#-endorphin adminis-
tration sesulted in a gradual development of pro-
gressive strong convulsions in rats. culminating in
biluterally peneralized convulsions that strongly re-
sembled those that oceur during electrical amyvgda-
toid kindling. As a general feature this hypothesis of
action i5 in agreement with our results. bul our
resuelts also show that the regulatory mechanism
exerted by endogenous opioids is regionalized 1o
structures closels related to the amyvpdala. However,
Yoshikawa e al.** using 10 days of electroconvulsive
shock reported an increase in Met-enkephalin in
stristum and hypothalamus and did -not obsene
maodifications of this peptide in the hippocampus.
On the contrary. our results in the 10 GS group
exhibited a decrease in the striatumn and an increase
in the hippocampus. These disappointing resuits are
surely due to the dificrent experimental model of
epilepsy used.

The progressive increase in IR-Leu-enkephalin
concentration in the amvedaly and hippocampus in
the 2-3, 1 GS and 10 GS groups and 1R-Met-
enkephalin in the amyedala in the sume groups were
well correlinted with the enhanced excitabitiny pro-
duced by the kindling procedure. Moreover. the
high levels in IR-Leu-enkephulin remain 21 davs
after the last stimulus,  sugpesting  long-lusting
changes in biochemical svathesis of this pentapep-
tide. Nevertheless, 1R-Met- and IR-Leu-enkephalin

concentrations in amygdala and hippoacampusshow g
tendency to return to control concentrations in the
LLC gproup. McGinty. e1 al.™ using amyglaloid
kindling in rals reported an IR-Met-cnkephalin
increase in hippocampus after 23 h of wo sipe
presentitions. We dlso obscrved an increasc inthe 1

‘GS proup but @t did not seach our significan

minimum level. This fact could be due 1o a progres.
sive concentration change during consecutive sei-
zures. The same authors™ reported that the hipgpyo-
campus increase in IR-Met-enkephalin doos mot
remain after 28 days of the kindling completion(two
stages V), Our IR-Met-enkephalin conceniiation
results in hippocampus in the LLC group show a
tendency to control Jevels but remain significalively

increased 21 days after completion of kindling {(more

than 10 stape V). Unfortunately, we did not
measure the enkephalin levels at 28 days apd it is
possible that they may be reduced between 21and 28
duys. These authors™ conclude that the opioid
peptides do not participate in the initiation or
permanence of kindling, It is imeresting 1o noie the
different criterion used in defining full (10 seinres )
vs completely (2 seizures) and permainence vs long-

lasting changes in the amygdaloid Kindling proce-"

dure.

Earlier results of our group show un increate in
IR-Lew-enkephalin in the ipsilateral amypdioid
kindling hemisphere. This increase was progressive
during the kindling process™*,

Qur actual results show this increase confined to
limbie structures closely related with the stimulition
site (amygdala and hippocampus), h also showed
that IR-Met-enkephalin increases after as fewas 5
ADs inthe amygdata. The paraliclism berween the se
inereased levels and the AD duration suggesis thar
e¢nkephalins play o role in the deselopment of
kindling. and not only in generalized seizures s was
described by Vindrola et 213" for IR-Met-enkephalin.
Nevertheless. it is also clyimed that enkephalinergic

neurons participale in the development and 1he -

spreading of kindhng phenomenon after amygdaloid
stimulution and they do poat play apy role in
mediating the maimenance of the kindling state™,

Under normal conditions the highest level of
bath pentapeptides were found in the striatum. In
the 10 GS and LLC groups. 1R-Met-enkephalin
decreased but IR-Leu-enkephalin did not proent




modifications indicating a differemiial specific func-
tion of each pentapeptide in the same structure, The
diminution of IR-Mect-enkephalin in the siriatum
could cause a disinhibitory effect which cnnlnbu!cs

to

the seizure motor manifesiations.

. Our:results: showing an increase in Met- and
Len-enkephalin could be due to enhanced biosyn-

thesis of the enkephalin precursors. This was sup-
ported by several lines of evidence reporting a
marked . increase in preproenkephalin messenger

RNA .in clectroconvulsive shock®s,

duced by kainic acid™

Kindling™.
Kanamaisu et

seizures pro-
, hilus lesion*! and amygdaloid

-
al.™

phalin release. followed by a compensatory increase

in

Met-enkephalin biosynthesis. This increase -in
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DETERMIKACION DE IR-MET, IR-LEU-ENCEFALINA DURANTE EL
DESARROLLO Y LAS CRISIS GENERALIZADAS RBREPETIDAS

PRODUCIDAS POR EL KINDLING ELECTRICO AMIGDALINO

Esther Talavera'
Inelda Omada®
hgustina Cano’
Miguel Asai'
Miguel Condis?

MRSTRACT

Several publishbed reports suggest that opicid peptides may be implicated fiv the epileptic process.
Over the last years, one of the main cbjectives at our laboratory has beeo the study of the enkephalis’s
biockemistry in experimental models of epilepsy. Bepetitive azd low foteosity electric stimulation of the
cerebral amygdala gives rise to progresive electroencephalographic and behaviora) changes that culmipate with
generalized seizures, This experimenta] vade} of epilepsy, kvov as kipdling, allovs the study of biochemical
shifts agsociated with the epileptization progess.

This paper describes the chinges io the cerebral coocentrations of metionine and leucive enkephalin
during the repetitive generalized seitures and its developoent, as well as the possible permasency effect
alopg  the amygdalite electric Xindling is the rat. Six groups of experimental animals vere studied: control
(€}, shim-operated {FO1. develcpmental phase {2-3), first geperslized seiture (1 CGl, 10 consecutive
generalized seizores 110 CGl, and 10 qeseralized seizures sicrificed 1 days after the last stimulus (PERN).
The structores abalyzed were: the striatum, the amygdala, the bypothalaeus, the hippocampus, the midbrain, the
cerebral cortex. the braioster, and the spinal cord.  Both eskephalins were measured by radicizmencassay
IRIAL.

Toe levels of leu-entephalin shoved 3 progressive and siguificant increase fror group 2-3 to the last
ope,  These chapges were related ko the excitability ipcresests during the kindling process. Within the
nidbrais, this peptide vas decreased in the groups 1CG and PEEM.  The saee effect vas observed in the cortex
of group 1CG.  The concentrations of met-epkephalin at the amygdala vere augeented in groups 2-3, 1CG, 100G
and PEEM; meaowhile, an increase at the hypothalamus and the hippocampus was evident coly in the 10{C group.
A reduction of this peptide vas present it the striatus of the 10CG azd PEEM groups, apd in the brainstem of
1-3 apd 10CG ones.  Neither of the peptides shoved sigoificazt chatges at the spinal cord.  The resulis
indicate that there are ipdependent regiobal variations aob the concentrations of each peptide, and that these
chapges are related to the evolution ef the kindling process.

RESUKEX

Ep diferentes reportes em la literatura se sugiere que los péptidos opieides enddgenas particlpau_en el_”,, i
proceso de 1a epilepsia. Uso de los objetives pribcipales ep buestro laboratorio, e» los @ltimos afies, ha ~ = -
sido ¢l estudio de 1a blnqunnl:a de las un:lfillnas en diferentes lndelns expe:lnentales de epllepsia Tl

Hixico.'p.?;'
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estioylacién eléctrica repetida de bajz ictensidad, de 12 tnigdaia  cerebral, produce  cambios
electroencefalogrificos y conductuales progresivos que culminan eon crisis generalizadas., Este wodelo
experimenta] de epilepsia, llarado kindling, permite estudiar los camblos bioquiricos concomitantes al
desarrallo del proceso de epileptizacion.

En aste trabajo se describen los cacbios que se producec en las concentraciones de setionina y leucina
epcefalina, e las estructuras cerebrales de la ratz durante el desarrollo, las crisis motoras generalizadas
repetidas y el posible efecto de permavencia a lo lirgo del iodling eléctrico amigdalino, Los animales de
experintotacidn se dividieron en 6 grupos: costral (C), falso operado [FO), desarrollo (fase 2-3], primera
cricis geaeralizada {10Gi, 10 crisis coasecutivas geperalizadas [10 CG) y avimales coz 10 crisis geoeralizadas
y sacrificades 11 dias después del dltimo estimulo [PERM).  las estructeras asalizadis fueron: estriada,
amigdala, bipotilama, tallo cerebral, hipocarpo, cerebro medio, cortera cerebral y sédnla espinal. L
cuantificacion de ambas encefalinis se llevo a czbo por 12 téenica de ridiolomcncailisis (RIAL.

Lot resultados obtenidos muestran que e la amigdala y en el hipocampo aumentan progresina ¥
significativamente lis conceatraciones de Jeu-encefalina desde el grupe 2-3. EIstos caprbios se relacionan cot
el iperexeato de la excitabilidad durapte el preocese del kindling. Eo el cerebro =medio disainoye la
concentracién de dicho péptido e los grupos 1CG y PEEM,  Este mispo efecto se observa e la corteza e el
grepe 10G.  Lla cuantificacian d¢e Met-eacefalina ep li amigdala aueertd en los grupos -3, 1CG, 10(G y PIEM,
En el hipocappo y tn el hipotilama auventd Gnicameote eo el grupo 100G.  Asimiseo disminuyd la concentricidn
eb el estriado eo los grupos 100G y PEEH; e el tallo cerebral, es» los grupos 1-3y PEEN. Ea L médula
espinal, los cambios 20 fyerod significatives e oioguno de los dos péptidos. Los resultados muestran
variacioves regionales independientes en las conceatraciones de cada uno de los péptides y s¢ relaciepan con
1a evolucidn del proceso del kindling amigdalina.

IRTROBUCCION

Este trabijo es el resultade de la cooperacion entre el Labaratorio de Aodlisis Quisicos y el
Departamento de Neurafisiolofia de la Divisidn de Neurcriencias del IMP. EI Lzboratoric de Apdlisis Quimicos,
desde el puzto de vista bioquimico, y el Departamento de Newrofisiologia, desde el punto de vista
electrofisiolégico § conductual, colaboraros para llevar a cabo este proyecto de isvestigacicn en forma
conjunta. A partir del descubcimiezto de las encefalinas en los afios 70 diversos grupos de fovestigacidn han
desarrollado una intensa actividad para dilucidar cudl es el pipel que desempelap estos péptidos enddgenos e»
1a epilepsia.

las primeras evidepcias de que los péptides apioides participan ed los procesos epilépticos fueron
obtesldes mediante experimentos farzacoldgicos en los que se postrd que la imyeccidn intracerebroventricular
{i.c.v.] de morfina, encefalias o Beta-endorfina produce 2lteraciozes etectroescefalogrificss caracteristicas
de 1a actividad epiléptica, asi como conductas convulsivas tales como las mioclonias, lis sacudidas de perro
zojade y aukomatismos (6, 12, 23, 11), Estos mismos efectos se produces cuaedo se utilizan aniloges de las
sbcefalinas, tales coec la D-ala-leucina epcefalina o Ja D-2)a-metionind encefalima, las cuales presentaron,
ademis, efectos mds duraderos debido 4 su mayer estabilidad metabblics 19, 13, 25, 26].

Por otro kada, se ha demostrade que la microinpeccién de morfina y los péptides opicides ep el tdlamo,
oo el hipocampo, en li amigdala, eo el pbcleo caudade y en el acupbens. producen también alteraciones
#lectrosncafalagrificas de tipo epiléptico, sin llegar a desencadevar crisis generalizadas 5, 13, 17, MI.
Los efectos prodycidos por los péptidos opicides, por los acéloges de éstas, asi copo por los opidceos, ®n
algunos casos pueder ser blogueados per 12 aplicacids sistémica de paloxona (8, 12, 13, 25]. Eb un reporte
reciente, Cain y Corcorae (4} eacontrarod gue 1a aplicacids de toyecciotes lecales repetidas de setioniea
encefalina y B-endorfina en 12 amigdals posterior y v eb hipocampo vestral, en dosis subconvulsivas, levd 2
18 aparicidr de crisis generalizadas lefecto kipdlingt. L2 aplicacion de sorfina en estas mismas cobdlciones
produjo up fendmeno de tolerazcia. Li piloxapa blogued las erisis producidas por los opioides,

Las estudios bioquimices en los que se utilizan rodelos experimettales de epilepsia, han proporciozado
evidencias que apeyan la hipdtesis de que las encefalinis estin 1pvolucradas ed este process. o modelo de
epilepsia esperirectsl es el diodliag o encendimiento que fue descrito por Goodard [11), el coal se induce
aplicando estinulacicnes eléctricas repetidas, subconvulsivas, e ciertas ireas cersbrales, priscipilmente
Limbicas, cob up intervale entre la estizulacidn que puede ser desde 15 minutos basts 15 dias. La aplicacidn
inicial de la estimulacién provoca posdescargas de corta duracidn; la amplitud de las espigas que la
constituyen a5 baja y existe poca o piaguna propagacids hacia otras reglones cerebtales. Asinigmo los camblos
conductuales copcomitantes cor las posdescargas son discretos al inicio del kiadiing, pero cuanda los
estimulos se aplicss repetidameste, se increments progresivamerte la intensidad de las respoestas
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slectrofisioldgicas y conductuales. El Xisdlisg puede también profacirse quimicamente, por wedio do la
administracion repetida de dosis convelsivantes o subconvulsivantes de virios agestes, coso el carbacol, la
cocaiba, la lidocaina, el pentilentetrazal y otres (14, 14, 19, 31).

Io trabajos inlciales de muestro grupe, utilizando ol kindling eléctrico amigdaline {REAl, se lemaron
2 cibo los primeros estudios en los que se desostrd que los niveles de lsucina y metionina encefeliza se
incresestan ep ambos bemisferios del cerebro de la rata.  Mieptras que ¢1 jumento del primer pentapiptide
aparece e las primeras etapas del proceso epiliptico Iprevio a la ocurrescia de crisis geperalizatus), el
incremento del segundo se produce sblo despuds de 5 o mds coprulsioxes {23, 29).  McGinty y ecl. (1§)
reportaron que 105 niveles de 1pputoreactividad {1B| 2 la metionimy emcefalina se incrementaran en up A% en
el hipocampe de las ratis sacrificadas 20 boras despeds de producirse 1 crisis geoeralizadas copsucotiuns, Eo
el hipotilamo. ep el estriado, en la cortera Frontal y ep ] cerebro medio no se detectaron modificaciones.
Adends, determisaron que cuatro senanas después de haberse producido 1 Xindling amigdiline, 1i coscextracion
de metionina escefsling habia regresado 1 los valores control.

Cop el Yindlipg quimico cop pentilentetrazol IPTLl, tambiiv se produce un sumento e ol cootusido de
anbos pentapéptidas 24 boras despuss de la ditima aplicacide de la drega, asi como ua efecto do larga duracitn
{1S dias) para 1a Met-emcefalisa, pere eo para la Leu-epcefaliza (30, 311,  Tomando e cueata astos
antecedentes y con la [inalidad de conocer 14 distribucidn regiozal cersbral de las encefalinas y los cambios

que ocurren duraste la propagacidn, establecipiento y persenescia del dindling dmigdalivo, decidimes Havar a

cibo el presente estudio.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizarop ratas micho de la ceps Vistar, de 250 a 00 g de peso, las cuiles st maotuviaon eo
condiciones controladas de tesperatura y luz [23 4 °C, con 12 horas de 1lumbacion comenzando a las &.M hrl.
con agua y alimento ad libituw. Se apestesiaron con pentobarbital sidico (40 mg/xg de pesol y se les colecd
ub electrodo bipolar concéntrico de acuerdo a las coordenadas estereotizicas de Albe-Fessard (2] (aterior
5.8; lateral 4.5: altura 2.5b.  El electrodo se colocd en la agmigdala con la ayuda del registro de la
actividad eléctrica bajo el criterio de la actividad espontized y de los potesciales evocats a La
estinalacion olfativa. Los electrodos y el conector e fijaron en el crineo por medic de dos temaillos
sabebidos en acrilico dental. El procediciente se llevd a cabo para todas los grupos de animales a excepeidn
del grupo coatrol. La estimulacids eléctrica amigdaliné se inic)d upd semana después de haberse practicado la
cirugla. Se les estipuld dos veces al dia: una vez eotre las §:00 ¥y las 10:00 am, y 12 sequnda vez emtre las
14:00 y las 15:00 horas. Se emplearan los siguientes parisetros de estimulacion: yn tren de | seq de daracidn
a upa frecoencla de 60 Hi., con pulsos de ) mseq de duracido, a uni ixtensidad de 30 2 140 ph. Lla bispeds de
12 istensidad unbral se 1levd 2 cabo zplicande estinulos de intensidad crecieste a intervalos de § aingtos.
La estimglacitn inicial fue de 70 ph, 12 cual se aumeptd de 10 phen 10 pA.  La evolucidn del Xindlipg se
evalud por 14 duracide de las posdescargas y por la conducta de los atimales.  Para evaluar 13 cosderta se
utilizaron les criterios definidos por Bacice 214, que consister en: fase |, movimieotos faciales ¥ de la
boca; fase 2, wovimientos verticales de 13 cabera: fase 3, micclomas de los miembros asteriores; fase d,
postura de sentado con extepsion ded cuerpo en posicidn vertical: fuse §, levantamiento repetido sedre las
pitas traseras y calda.

Para su estudic los animales estuvieren dividides en & grupos: le. control (CO), 50 ratas machr sapas
que no recibiercn pingde tratasiento. Jlo. Palso operade (FOI: 10 ratas que fueron implantadas crépicimiste ez
1a amigdala lzquierda. Este grupo bo recidbid nizquna estimulacién elbetricz.  Jo. Duraste el desarrells del
kiodling {fase 2-3}, este grupe de 10 retas fue implantade coms el actertor y se estieyl¢ la migdala
izquierda basta llegar al estadio 2-1 descrito por Bacime {211, d{o. Prirera erisis generalizada N1CEl, 10
ritas ipplavtadas que se estimularon basta presestar ia primera crisis generalizada (fase 51, Se. Die: erisis
generalitadas (10CGI, dier rates fueror implantadas.y se les estinuld hasta presentar a1 =meaos dier crisis
motoras generalizadas (fase 51,  6o. Permanencia (PEBM). grups implastado y estimubado al iqual que ek grupo
1055, pero que se sacrificd 21 dfas despuds de haber presentado la décima crisis generalizade. Los gripos 2-
3, 10G y 1OCG se sacrificaron M4 horas después de haber recibide la @ltiza estimulacion eléctrica. Las ratas
fueron sacrificadas por decapitscidn, inmediatamente después, se sied el cerebro y se bize la diseccida du las
estructoras siquiestes: estriado, bipocaspo, hipotdlamo, cerebro medioy corteza, por el método de Gloviashy ¢
Iversen, con alguoes modificaciones 110, 310, Lla amigdala $e disecd por el procedimiesto de Enged {41, la
diseccién de la médula espinal se efectud a nivel del plexc braquial.

Posterioraente cada una de las estructuras se pesd e ibcubd en & vol, de HC1 & 95°C durante 15 mpr. 5Se
eafriaron e ud bado de bielo, se homogeneizaron y cestrifugaron @ 50 400 ¢ g durante 1 hora, a (°C. 2l
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sobrenadante se purlilco por cromatografia. de adsorcidn {amberlita XAD-2{ a usa velecidad de flujo de 0.5
ml/min.  La cuantfficacidn de las encefalinas se efectud por triplicado por radioismunoanilisis como se ha
descrito previamente {31]. Los respltados se expresan en picomoles/q de peso himedo.

El antisyero de Met-encefalina mostrd 100% de reactividad eruzada con Met-lol-encefalioz, 0.3% cop Leu-
encefalina, 0.2% cop el heptapéptide WE-Arg-Phe-Leu, alpha, qamma y beta-endorfipa. El antisuero de Lau-
encefalina presenté reactividad cruzada con Met-encefaliey de 3.83%, de 0.53% con XE-Arg, de 0.37% con el
heptapéptido ME-Arg-Phe memos de 0.01% con Met-lc)-encefaliza, ME-Arg-Phe-leu y dinerfins 1-0. La reactividad
cruzads con a)fa, gamsa y beta-ecdorfipa fue insigrificante.

RESULTADOS

Las grupes experimestales 2-3, 1CG, 10CG y PEEM zostraron un desarrollo gradual y progresive en la
duraciop de 1a posdescarga {PD], asi conc en Ia evolucibn de las fases cobductuales {Eigura 11, durante el
proceso del kindling amigdaline. Estos resultados estic de acuerdo con los reportados por Bacine (211,

Durante cada estimulacion se midio en sequndos 1a duracion de la PD provocada, ¥ s# calificd la
cosducta posterior al momento de la estisulaciés. En la tabla I se presentan los resultados obtenidos de cada
grupo experimectal.  En los grupos fuertemeste kindleados {10GS y PERM) se pudo observar ua imcremepto
progresiva de ba duracidn de la posdescarga, 2si como de la intensidad de las crisis motoras gemeralizadas
repetidas. Tapbiés se observaron crisis electroencefalograficas recurrentes (figura 3],  Esto es, fueron
pragresivameste mis intemsas, hbasta que después de al menos 5 crisis, los apimales presestarcn mioclozias en
las patas posteriores.  Esta copducts copvulsiva asi como las “sacudidas de perro mojade’ IWDS) oo se
observaron en todos les animales y su presentacidn fue variable. Lla presencia de VDS esturo frecuentemente
asociada cob la parte fizai de las crisis motoras geperalizadas (fiqura 3.

IB-Leu-eocefaling

la cuantificacidn de 1B-leu-eacefalinma mostrd que en la amigdala y en e} hipocampo aunenta progresiva y
significativamente la concentracidn de este péptide en los grupos 2-3, ICG y 10CG. Eo el grupe PEEK, se
incrementd sigaificativamente, aun cuando los niveles del péptido mostrarow una tendencia a disminuir a
piveles control {figura 21. Eo el tallo cerebral se observd que habja disminuide =u concetracitn desde el
grupo 1€G, continuando este mismo efecto ev los grupas de 10(G y PEBM. - Asi mismo, en e] cerebro medio, los
niveles descendieron en los grupos ICG y PERM. . También se observd este efectoen:la corteza en ¢l grupe 10G.
El estriado, el hipotdlaco y la méduls espinal oo presentaron modificacidn alguea (tabla 1I).

IE-Ket-encefaling

Li cuantificacion regional de este pnptido postrd g anzgdala se produce un incrlnautu gradual
de 1a concentracidn de este péptido en.los grupos 2-3,:106,: 1006 - -PER los:grupos’ 1005y PEEM (nicamente
aumentd en el hipocazpo y en el hipotdlamo. Asinlan,-' ¢ obseryd | que’ dismindyd es ¢l estriado e los grupos
10CG y PERM, y eo el tallo cerebral, ~en los gruyns 1-1 Y PERM, - -8ip; eabargo, #b 12 cortezd aumentd
significativazente en los grupes 106 y 10CG.. !n la nzdula esplnll nese ubservo ninguna podiffcacion (Tabla

1111,

DISCUSION A

Como modelo experimental de eplleps1a. el kindling nos permitid ‘observar e diferestes grupes, li
evolucidy corductual, eIe:trnencetalogrataca Y hlnqutnlca de las diferentes etapas epilépticas. Kuestros
reseltados electroevcefalograficos y conductuales estin de acuerdo cob los reportados por otros ecterss (3,
211, 221, Es interesante sefaler que el animal kindleado presenta upa variabilidad para alcanzar 12 primera
erisls copvulsiva generalizada. - Esto puede deberse a pequedas diferepcias en la localizacién del electrodn
dentro del complejo amigdalinmo. De cualquier mapers, nuestros grupos de ratas fueron cuidadosimente
seleccionados pars obteser grupos bomogeneos eo 5us caracteristicas epilépticas. Durante las crisis repetidas
en los grupos fuertemente kindleados (10CG y PERMI fue posible observar tanto incrementos en la duracion de
1as PDs como en 1a lntersidad de las crisis motoras generalizades. Esto nos permitié observar, en algunos
casos, mioclonias de los miexbros posteriores, y nos indica que despuds de 1a prinera crisis generalizada el
fendmeno de epileptizacion continia eetre los grupos 1CG y. IUCG
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La cuantificaeidr de fos niveles de encefalinas ruestra que el KEA produce cambios en la concentracion
de estos péptides, que estin relaciopados con el desarrollo, estabilizacién y permanescia de aste fendmenc,
Asimismo, estas wodificaciones mo siempre se preseztan para ambos péptides ¢n la mised estructura oi durante
la misma fase,  La coaptificacidn de 12 Les-encefalina mostrd que en Ja amigdala y ex el hipocampo aumenta
progresivameste este péptido en los grupas -3, 1CG, 10CG y PEEM, es decir que durante las fases de
desarrollo, en las crisic doicas, ep las erisis repetidis y en la permazescia del Xivdling, estos raseltados
coinciden con los reportados por Vindrola (18), quien reportsd que la Llec-mcefalina aumenta progresivimeste en
los hepisferios cerebrales de la rata, durapte el desarrollo del Xindling.

Sin embargo, en estructuris como ol tallo cerebral en los grupo 103, 10CG y FEEM, en ol corebro medio
de los grupos 1CG y PEEN, as{ coro en 1 cortezs del grupo 106G, diseituyes los niveles de leucina enmcefalima.
Se observd que la Met-encefalina aucentd gradualuente e 12 mgdala. 1 12 largo del desarzollo del lndling.
y en estructoras copo el hipocampo y e} hipotilume solamente aupentd en el grupo 100G. Estos resultados estin
de acusrdo cop las reportados por Vindrola {28, quiec encontrd que las miveles de Het-excefalina se modifican
solanente despuds de varias crisis geseralizadas. MeGinty {16) tambifs eaxcontrd que en ol bipocimpo, los
piveles de Ket-encefalina aupentan despubs de varias crisis geveralizadis repetidas.  Sip esbirgo, »o detectd
ninguns modificacién en el hipstilamo, enp el estriado, en o) cerebro mefio ni an la corteza fromtal. Rstos
Qltimos resultados difieren de los buestros, pues en el estriade los aiveles de metionina wacetalim
descendieron eo los grupos 100G y PEEM, asi como en el tallo cerebrd) e la [ase 2-3 ¥ PERM,

Pstos datos indicar que los ipcrementos eb los niveles de las encefalipas, en los apimales sometidos al

bindling amigdaline, ocurres, fundamentalmente, en dress del sistemy limbice. Los decresentes en los miveles
de las encefalinas [en el estriado, en el tallo cerebral, en el cerebro aedio y en la cortezal podrian estar
relacionados con estructuras coya fuscion es metora y, de esta maners, cowribuir a la expresidn de las erisis
generalizadas. Es decir, tendriac up efecto desishibitorio. Abara bien, el papel fuscional de los péptides
endogenos oo es clare, Y& que han side asociades con diferentes funciones, tales como la amalqesfa, la
epilepsia, la catatonia, el apresdizaje. la meporia, etc., y su distribuciin a lo large del SKC os muy extenss
1, 1, 15},

Par otro lade, las diferencias epcostradas ep ambos péptides mes permite sugerit que el recambio es
diferente en cada upa de las encefaiitas, depesdiendo de 11 estructora apalizada. Fipalmente, estos
resultados sugieren que las eocefalioas pueded participar ep el desqrec!le y en la instalacién de un Eendmeno
epiléptico, asi como en algunas etapas de 1as crisis convulsivas, ademis de postrar on efecto regiomal y
diferencial con cada péptide estudiado.
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