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Ha sido evidente que el consumo irracional del etanol por
el hombre, le produce graves y severas modificaciones en todo el
organismo, para culminar con los cuadros de tolerancia Y
adiccién. Durante décadas, el mecanismo de accién del etanol se
considerd inespecifico, debido a que modificaba la permeabilidad
de 1a membrana sin determinarse la zona o tipo de moléculas sobre
las cuales actuaba.

El uso de nuevas técnicas analiticas, han demostrado la
existencia de microdominios membranales de particular
senmibilidad al etanol:; aunado a efectos selectives en
receptores y enzimas asociadas a segundos mensajeros en la
membrana, lo cual ha permitido estudiar los mecanismos de accién
del etanol en &reas mas restringidas y selectivas.

El etanol también produce inhibicién de la sintesis de
proteinas con efectos ma&s severos en las proteinas de secrecion.
Las encefalinas, de naturaleza peptidérgica., pueden ser afec%as
pPor la presencia del etanol. Existen evidencias que sugieren que
la liberacién de encefalinas, pueden estar involucradas con el
coma producido durante la ingestioén aguda .de alcohol por el
hombre.

El presente trabajo estudia los efectos de la
administracién en forma crénica y aguda del etanol sobre la
concentracién de encefalinas en la amigdala, cuerpo estriado,
hipocampo e hipotdlamo de la rata. Ademés se analiza la
liberacién jn vitro de met-encefalina del cuerpo estriado en 1los
mismos modelos experimentales. . ' .

En los experimentos crénicos se administré etanol por via
cral como unica fuente de liquidos. a concentraciones crecientes
del 5, 10 y 20 &% dilufdo en agua, durante 15 dias en cada dosis.
En los ensayos agudos se inyect$ etanol por via intraperitoneal,
a una dosis de 3 g/kg. Los experimentos de liberacién jp vitro se
realizaron en rebanadas del cuerpo estriado en los mismos modelos
experimentales. - :

Los resultados, demuestran claramente el efecto del ¥2anol
sobre la concentracion de encefalinas y su liberecién. El  etanol
reduce significativamente el contenido tisular de encefalinas en
el paradigma crénico y agudo, para retornar a valores similares
al contr~' en funcion del tiempo. La liberacién de Met-encefalina
no es significativa durante el alcoholismo croénico., 1lo cual
sugiere la inhibicién de la sintesis de protefnas, sin modificar
la liberacién. En el modelo agudo el trabajo demuestra una
liberacién masiva de Met-encefalina, a los 2 y 5 minutos de haber
sido administrado. A tiempos mé&s largos la liberacién es similar
el control. La reduccion de la concentracién de met-encefalina en
el tejido y el incremento c¢e su liberacion en el modelo crénico
nos permite sugerir que puede participar en el coma inducido por
el alcohol. )

Los resultados de concentracion no son iguales para todas
las estructuras anslizedas, en el hipocampo la Leu-~encefalina no

~modifica su contenido. Este efecto puede reflejar un

comportamiento diferencial en la biosintesis y liberacion de cada
péptido dopondlondq de le estructura eanalizada.
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I. INTRODUCCION

El alcoholismo representa en muchos paises del mundo, incluido
México, uno de los més importantes problemas de salud publica. A

lo largo del tiempo se han realizado, un gran numero de trabajos,

que analizan los efectos causados por el etanol en Organos

periféricos, principalmente en el higado, ademés de los. trabajos
de indole psiqui&trico, social y epidemiolégico.

El examen detallado de los mecanismos por los cuales el otqndl
produce Ja intoxicacién aguda, los efectos sedantes, el
desarrollo d§ la tolerancia y dependencia t!sica Y en general el
dafio ‘causadol al.cerebro’désdo el nivel genético, bioqu!miéo b 4
neuroquimico, no han podido hasta el momento ser establecidos.

Una seria desventaja para. el estudio - de las patoiogias

. causadas por el etanol, en comparacién con .los no menos

problemidticas de la morfina y heroina, os el hecho de 'quo el
etanol no tiene un r;coptor especifico como el resto de las
drogas psicotrépicas y que su metabolito, el Eéotaldoh!do és un
derivado més téxico que el etanol mismo. El mecanismo de accién
del etanol, fue considerado hasta hace Ppocos afios como
inespecifico, oi uso de nuevas técnicas analiticas ha permitido
restringir el lugar y ol-tipo de ﬁodiricacién prbducido-.pdr' el
etanol , para comenzar 'a hablar de mecanismos de accioén

especificos principalmente en la membrana citoplésmica.

e r o cer i i N e 0 P,
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El etanol atraviesa la barrera hemato-encefdlica y alcanza 1la
membrana neuronal en segundos, modificando su estructura Yy
propiedades fisicoquimicas. los cambios en membrana alteran el
microambiente que rodea a los receptores de los neurotransmisores
localizados en la membrana citoplédsmica y a las enzimas que
regulan la funcién de los mismos. Ademds de alterar la funcién de
los receptores, el etanocl penetra a la célula para modificar la
sintesis, recambio 6 liberacién de algunos neurotransmisores. EIl
etanol también inhibe la sintesis de proteinas, esta ultima
abarca a las hormonas de eocrecién de origen proteinico y a los
neurotransmisores putativos como los péptidos copioides.

La magnitud de los cambios varian en funcién de la estructura

cerebral, de la concentracién de etanol utilizada, del modo de

administracion y del tiembq.en el cual las determinaciones
cuantitativas fueron realizadas.

En la introduccion se analiza con mayor detalle las
alteraciones mencionadas, para finalizar con la -relacién etanol-

encefalinas, tema central del presente trabajo.
1.1 EFECTO8 DEL ETANOL EN EL SISTEMA NERVIOBO CENTRAL

1.1.1. Efectos en MNembrana

Los depresores no especificos del Sistema Nervioso Central

(8NC), disminuyen la excitabilidad neuronal (120),  sin embargo
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poblacionos neuronales especificas requieren de una concentracién
particular del depresor para alterar sus funciones de membrana
(121). E)' alcohol esta clasificado dentro de este grupo. El
etanol, como propuso Meyer (85) desde principio de siglo,
modifica las propiedades fisioldégicas de las membranas neuronales
‘a través de mecanismos inespecificos. Esta “hipétesis de
membrana” fue ampliamente aceptada durante yariae décadas. En los
altimos afios con el desarrollo de nuevas técnicas, como la
Resonancia Paramagnética del Electrén (RPE), se ha podido
establecer Que dosis muy bajas de etanol (25-100 mM) incrementan
en forma signitiéativa la fluidez de la membrana. Este dato se
correlaciona con el efecto sedante producido por el etanol
(24,25,45). Para contrarrestar el cambio en la fluidez, la célula
inserta moléculas de colestercl en 1la membrana (56). Estas
reipuosta. se han interpretado como el mecanidmo inicial que
puede explicar el desarrollo de la tolerancia y/o de la
dependencia fisica al etanol (39.40&:1).

El etanol puede incluirse en las capas lipidicas y alterar la
movilidad lateral de los lipidos de membrana o interactuar con
lp- porciones hidrofébicas de  las -prpt;inal de membrana y
provocar camdbios en la conformacion estérica de las proteinas
(122). El etanol e inclusive los .lcoholo'Ai!itdtico' junto con

los anestésicos. se pueden solubilizar con los 1lipidos de la

ot 3t e e
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membrana celular esta propiedad puede suprimir varias funciones
biolégicas (112).

La actividad de las enzimas unidas a membrana guarda un
equilibrio con la cqntidad Y naturaleza quimica de los lipidos

que integran la membrana. por ejemplo, moléculas de gangliésidos

'al ser afiadidas a preparaciones de bicapas con fosfolipidos,

incrementan 1la fluidez de membrana (44), cambios de esta
naturaleza, pueden modificar conformacionalmente el sitio.activo
de las enzimas o lugares cercanos a éste. Preparaciones’ de
membrana, Pel cerebro de ratones sometidos a dosis bajas de
etanol en forma crénica, son relativamente resistentes a
incrementar la fluidez de sus membranas poi el efecto del etcnbl.
La continua exposicién a un agente que ;tocta la fluidez de
membrana, genera un estimulo adaptativo gl~c;mbiar la ectructhra
de membrana y su funcion. El etanol no sélo modifica la fiuidez

de la membrana, también aumenta su tamafio (42). Concentraciones

de etanol que causgg un bloqueo de las fibras nerviosas, expanden

la membrana en el orden de un 2 a 3 §. El incremento del volumen
de la membrana es 10 veces mas grande que el voliumen de etanol
incluido en la membrana. En proparackonos de liposomas
(preparaciones libres de proteinas). el efecto no fue observado.
por 1o cual se ha sugerido que el etanol al modificar la matriz
lipidica, produce cambios en la conformacion de las proteinas en

conuocﬁincia el volumen de la membrana aumenta (42).

A ———— . - ——
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1.1.2. Efectos en proteinas de membrana
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Las membranas neuronales estédn compuestas por mezclas
heterogéneas de 1ipidos y protefnas, esta propiedad puede
producir determinados arreglos o A4reas de sensiblilidad
diferencial al etanol y dar lugar a "microdominios" dentro de 1a
egtructura de membrana con una composicién particular de 1lipidos
y proteinas. Los lipidos ma&s importantes que conforman la
membrana celular de las neuronas como gangliésidos, fosfolipidos

Yy colestercl., contribuyen a determinar la sensibilidad de 1la

‘membrana al etanol.

La localizacién de regiones especificas dentro de la
estructura de membrana que tienen una particular sensibilidad al
;tanol. sugiere la existencia de proteinas unidas a éstas (26), :
las cuales para manitoaiar su actividad Optkma dependen de los
1ipidos que las rodean, asi las protoiﬁac pueden ser
selectivamente sensibles al etanol. La respuesta de receptores,

ionéforos y,gnzimas en conjunto pueden dar lugar a los cambios ’

neurofarmacolégicos debidos al etanol (32).

1.1.3. Alteraciones Intracelulares

Cualquier psicotrépico que logre alterar la sintesis de
proteinas, puede modificar substancialmente 1la homeostasis

celular. E]l etanol desafortunadamente tiene esta propiedad.



Varios autores han reportado que la ingestién crénica de
etanol disminuye significativamente la sintesis proteinica, en
condiciones tanto .1n yivo como jipn vitre (92,126). La ingesta
crénica de etanol ( 7 semanas ) a una'dosis del 10 % en agua.
reduce la incorporacién de 3H-Leu a la sintesis ribosomal en el
cerebro de la rata. El efecto en animales llevados a la
dependencia fisica, con doéis crecientes de etanol desde los S
g/kg hasta los 10 g/kg. por via intragédstrica inhibe la sintesis
\de proteinas en forma méds severa (60).

Se ha descrito la existencia de ribosomas libres y unidos a

membrana. Los ribosomas unidos .a la membrana del reticulo
endoplésmico son responsables de la sintesis de proteinas para
secrecién, los ribosomas libres participan en la sintesis de
proteinas de wuso intracelular (108). Tomando en cuenta esta
diferencia., se ha observado que los efectos del etanol en las
diferentes poblaciones de ribosomas no son iguales.
. Aga aislar los ribosomas libres vy unidos a membrana,
provenientes de animales sometidos al etanol en forma crénica, se
encontré un mayor efecto del etanol sobre los poli-omai libres,
al inhlbir significativamente su capucidad.pnrn in. orporar a 1la
sintesis proteica la 3-H-Leu (2), en comparacién con_ los
polisomas unidos a membrana (117).

Las alteraciones intracelulares del etanol causadas en los
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neurotransmisores, son contradictorias. Varios reportes sefialan
que una sola inyeccioén de otanoi. reduce el contenido cerebral de
norepinefrina (NE) y de serotonina (61). Estudios
inmunohistoquimicos (27) y mediciones cuantitativas de NE
sefialan que o1 etanol incrementa su recambio (3,52). Efectos
contrarios también ban sido reportados. Thadani (129) encuentra
Que e} etano)l administrado por Q!a intracorob;ovqntricular
(i.c.v.), reduce el recambio de 3H-NE en ei cerebro de la rata.
La resepina, alfa-metil-dopa y la alfa-motil-p-tirbsina prolénqan
signiticativamonto.‘on el raton, ef suefio producido por el etanol
(82).

Una pocible oxplicgcién es gque el etanol al metabolizarse Yy
producir acotaldohido sea este ultimo el causante de la
liberacion de NE, se ha demostrado qué el acetaldehido is un buen
agente ‘libérédor de catec;laminaa (29.129). El caso de 1la
dop;mina apunta hacia roaultados‘limtlarbs. una dosis -unica de
etanol, ’raduco su coptonido.cerobral gépQ) y un aumonfo en su
recambio (17,18). Por el contrario, otros autores han reportado
Que no existen cambios on la concentracién tisular de dopamina
cqrobrcl - (90) Yy tampoco modificaciones en su recembio Yy
l1iberacién por la presencia de etanol (33).

Estos f..ultcdo- son diffciles de explicar, sobre todo si se
considera la diferencia entre las concentraciones de ‘etanol
utilizadar, su via de administracion, la cepa de lo-‘nntnnlo- y

e} t;olpo en ol cunl Jas mediciones fueron realizadas.

- [




1.2. Efectos del etanol sobre opioides y receptores opidceos

El etanol y los narcéticos, desarrollan tolerancia y
dependencia fisica. Estas caracteristicas haﬁ influido
notablemente en ¢l interés de muchos grupos de investigacién por
estudiar los mecanismos de accion a través de los cuales se
producen las alteraciones mencionadas.

Es necesario recordar que el Impetu inicial, después del

descubrimiento de las encefalinas por J. Hughes en 1975. .fue‘

estudiar los mecanismos de tolerancia y adiccién @ los
narcoticos, los investigadores encontraron eh los obioidea una
s6lida herramienta enddgena para abordar el estudio de la
adiccioén. Los mecanismos de accion de los opidceos Y el etanqi
difieren entre si, varios laboratorios de investigacion han
anal izado la relacién etancl-opioides y . etanol-receptores
opiéceos. Con el propoésito do'ubiqar.al lector en el campo de los
péptidos opioides se resume a continuqcién las caracteristicas
sobresalientes de lok’mismos. .

LA' historia del descubrimiento de las éncefalinas esté ahora
bidn documentada (1,87.130). E] receptor opijdceo descubierto por
109 doctores Pert y Snyder en 1973 (101). llevé a la pregunta del
‘significado biolégico de un sitio de ‘enlace estereoespecifico
para 1los® narcéticos. compuestos no producidos por el organismo.

La posibilidad de un ligando endogeno pars los receptores
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opidceos,  hasta el momento desconocido, fue discutido Yy
posteriormente se identificé actividad opioide en e] tejido
neural del! ganado porcino (50.,51,118). Los métodos de deteccion
fueron ensayos bioldégicos y los de radioreceptor. Rapidamente se
conocié la gquimica de éstas sustancias, las cuale; resultaron ser
2 moléculas de naturaleza peptidérgica con la siguiente
secuencia: NHZ—Tyr—bly—gly-phe-met—COOH denominada Metionina-
Encefalina (MB). Y NH2-Tyr-gly-gly-phe-leu-COOH denominada
Loucina-Eﬁcetalina (LE).

Estos dos pentapéptidos fueron sintetizados y el material
probndo‘on‘bioenaayos en la vasa deferente del ratén y oﬁ el fleo
de cobayo. la activjdad 6pioido de ambos péptidos fue muy grande.
Ambas encefalinas presentaron diferente reepuéstu en la misma
preparacion, .lo cual sugeria que la poblacién do_ receptores no
era homogénea., es decir podria existir més de un tipo de receptor
con diferente afinidad pava las encefalinas.

La céfactoriz&éién biogquimica del roceptor‘ggidcoo no ha cesado
desde hace més de 15 afiocs. Sus propiedades generales se pueden
resumir en los siguientes puntos:

1. El receptor es de naturaleza protoinicu (99), de alta
afinidad, saturable. con sitios de unioén cstoreoonpoc!ticdl que
pueden ser marcados usando diversos lig;ndo-. tanto ngoqiltal
(3H-dihidromorfina), como antagonistas {3H-naloxona, 3H~-

difrenorfina) asi como por ligandos opioides (3H-D-Ala-2-D-Leu-

|
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encefalina), (SH-D-AIa-Het-NHZ-Encofaliﬁa). En general, la
distribucion de los sitios de unién es muy consistente con la
concentracion de sus Jligandos. 8in embargo, existe una
diatfibucién_diforoncial de los sitios medijidos con un ligando del
tipo de la LE.

2. Para determinar una zebunda propiedad, sb'hizo la pregunta
de {cudntos tipos de receptores pueden existir?. Martin propuso 3
diferentes categorifas basado en el andlisis de los efectos de los
narcotiéoh en la preparacioén espinal cronica en el perro. Estas
categorias fueron descritas como los roceptoreQ. mu, kappa, sigma
(37.80.81).' Los agonistas tipicos de cadg grupo puedgn ser la
morfina (receptores mu), para la etilcetociclazocina (fogoptoros
kappa), y la N-alil-norciclazocina (receptores sigma). El ‘of&cto
diferencial de los péptidos opioides y de los narcéticos en el
ileo de cob;yo Y en la vasa deferente del ratén, hizo proponer a
Kosterlitz y col, (68). la existencia de una cuarta categoria de
receptores, 'donominado dalta, con un agonista estable en la
molécula de (D-Ala;z—D-Lou-s—encofdlina)'o,ln LE por si misma. Es
necesario sefialar que no todas las modificaciones en los
agonistas de Met y Leu- encefalina Eonlorvan la misma
olbociticidld para los receptores delta. La mayoria de. ellas
tienden a bloquear ls actividad delta y'aumontan el mu.

3. Una tercera caracteristica se basa en el uso de las
propiedades de los receptores ana estudiar las bases moleculares

de la accién de los opidceos.

11



Holéculqs pequefias y iones poseen efectos especificos al
interactuar los agonistas opidceos con su receptor. Por ejemplo,
los iones sodio a concentraciones fisiolégicas de 100 mM reducen
la atint__ de los agonistas opidceos por su receptor, los iones
manganes;npor el contrario aumentan dicha afinidad (102).

Un segundo tipo de efecto puede ser visto por la accién de los
nucleétidos guanilados. En el caso del GTP o del Gpp(NH)p.
(anélogo no hidrolizable del GTP), también reducen la afinidad de
los agonistas por Bsu receptor. El efecto del GTP indica que ' un
receptor en particular estd unido a la enzima adenilato ciclasa
(11.12). |

4. Los receptores opidceos, como la mayoria de 108 receptores
en  membrana citopldsmica, presentan: el ‘efecto de ‘‘down
rogulation"_ (rogul‘cién a. la b&ia) y de "up rogulqtioh"
(regulacién a la alta), es decir que el norero. de receptores
qumonti © disminuye de acuerdo a la concentracién del ligando

presente para mcdular la respuesta. Los trabajos de Bardo (4), Yy

Tempei (125). demostraron el efecto de regulaciéon a la baja al

afiadir en forma repetida nhloxona a cultivos de células. Chang
(23) y Law (69). observaron el fenémeno contrario., al aplicar en
forma sostenida péptidos opioides a células de neuroblastoma.
Utilizondé el mpdolo,dol slectroshockconvulsivo (ESC), el cual
libera grandes cantidades de oncotalipo-. se observé el fendémeno

de regulacion a la alta (89).

12
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La distribucién anatémica de los receptores opidccos, puede

ser analizada con la técnica de autorradiografia, la cual sefiala

.8u localizacién en las diferentes estructuras y permite sugerir

su significado funcional. Varios autores (14,21,22,72,91)
estudiaron la distribucién de 1os receptores, la cual como en el
caso de los ligandos resulté muy extensa.

Los receptores mu predominan en varios nucleos hipotalémicos y
talamicoQ. en la sustancia gris periacueductal, nacleos
interpedunculares, coliculo inferior y en los nucleos del rafe
medio. Los receptores delta aparecen en proporciones importantes
en la nm(bdalql nicleo acumbens, tubérculo olfatorio y nucleo
pontino. La interpretacion de los estudios de autorradiografia,
asi como los ensayos de uhion ordinarios son muﬁ comple jos, por
el uso de ligandos parcialmente selectivos para unir 'a su
receptor lo cual no permite definir con claridad sus
caracteristicas farmacolégicas.

La presencia do_mﬁltiplos receptores opidceos nc significa
necesariamente que tengan una unica relqcién ‘ligando—rqcoptor.
como sucede con' los diversos receptores descritos para la
acetilcolina, dopamina, norepinefrina, ser;tonina ¢ histamina.

Paralele a la caracterizacion dol..reccptor opidéceo, la
bioquinicl de 1los procesos biosintéticos que dan lugar a las

encefalinas, crecié también de manera significativa.
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La Met-encefalina lo‘encontrahé inserta en un fragmento de una
protoxnol identificada en 1965 por Chao Hao Li en la Universidad
de 8an Francisco (74), a la cual su descubridor denominé Dbeta-
,llpotroélne (b—LﬁH). la prpto!nf\posota baja actividad en 1la
remocién de  los lipidos, esta propiedad no interesé a nadie en
particular y su estudio quedé précticamente abandonado.

Hacia 1976 se eotahlecio que la ME formaba parte de 1los
rpn!duo. 61-65 de la Db-LPH, lo que desperté el interés de

diversos grupos de investigacidén. quienes probaron inmediatamente

la actividad opipidé de la proteina. el resultado, como era de

'Q-porer;'mostro alta actividad opioide (16). La fraccion 61-91 de

la~b—LPH'bs‘ohora»copocida‘éomo beta-endorfina.

Uno de los rasgos més QxCitahtﬁa fue comprender duo se podian
qop.rar diyprshl hOIchlas comb‘ld ACHH. b-LPﬁ. beta-endorfina, e
partir de un precursor proteinico éomﬁn.,ﬂipotebio';QUQ‘ a la
poltro fue domoetrad;‘pér"uaino Yy col.»(79) quiongﬁ descubrieron
uns g;ucobggtoxno do.hn ﬁéso‘molécular‘aproximado a 30,000D vy
que cont9h1; on’§u secuencia a las moléculas ‘antes mencionadas.
Esta protpinc"ié conoce como Proopiomblanbcorﬁiho (POMC). La
po-ibilidnd en su nbmonto»muy razonablo'd; que la NE fuera el
producto final del metabolismo de Jla D-LPH encontré pronto
realidades ditoronto-.~Principalﬁonto por la discrepancia entre
la distribucion de los receptores tanto para la ME como para la

b-endorfina, la diferencia de concentracién entre ambas y por

14
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Ultimo que en la secuencia de la b-endorfina y de toda la POMC,
No se encontraba una sola copia de Leucina-encefalina.

La Dbusqueda del origen biosintético de LE como de ME produjo
una aut‘ntiqa explosion de datos de cardcter bioquimico, los
cuales culminaron con ‘la identificacion de otras dos pre-
proteinas, de Peso molecular muy parecido a la POMC., una de ellas
la Proehpotalina A (73,94), cuya secuencia de nucledétidos
qpntiono en su estructura 4 copias de HE.' una copia del
Heptapéptido (ME-arg-fen), una copia de) Octapéptido (ME-arg-gli-
leu) eatoi 2 Gltimos posibles prqcursoréa de - la met-encefalina y
una copia de Leucina-encefalina.

Rlpidamonto se pudo diiucidar la aocuencie de nuclootidoa que
producon unn tcrcera pro-proto:ne deriominada Proencotaltna B o
Prodinorttna (59). la cual da lugor a las mol‘cula- gon‘ricnmonto
conccidn- como dinorfinas, las cualoa en su aocuoncia siempre se
encuentra -'una copia de L.ucinn-oncornlinn. La prodinorfina no
ggutiono Unn'odln copia do_ﬂbttonina-oncotalinox A partir de 1los
3 ﬁrocur?orou descritos. se han aislado, purificado vy
caracterizado., més de 20 péptidos dp potente actividad opioide
(inclﬁlivo mucho @Qyor a la de les oneokdlinol mismas) y cuya
distribucién es tan _amplia., que .podemos encontrarlas
pﬂcﬁcmnto en todo el SNC. '

Los procesos biosintéticos que gobiernan 1la produccién de

18




todos los péptidos, son desconocidos y complejos, en principio
porque se desconoce la(s) enzimas que regulan la produccién de
los péptidos en los diferentes tejidos, esto produce gque la
relacién ME/LE sea diferente para cada estructura cerebral u

érgano periférico analizado.
1.2.1. Liberacién de Encefalinas

El concepto de "libéracién de un neurotransmisor" "desde la
perspectiva cuant;tativa. puede arrancar d;sdo la década d§ “los
S0's, con 1los trabajos de Bernard Katz (64), Fatt (33) y Del
Castillo (28). Los autores estudiaron la preparucion' de fibras
musculares, las cuales liberan Acetil Colina (ACh) .,
heurotransmisor responsable de la contraccién muscular en la
placa motora terminal.

Katz describe: las terminales nerviosas motoras aun en

"reposo”, se encuentran en un estado intermintente de actividad

secretora, al liberar pequefias cantidades de ACh a determinados

1ntorvd;o-. con un promedio de un sevento de 1liberacién por
segundo. Un imﬁulso nervioso causa que esta actividad sea de
enorme intensidad durante un tiomﬁo muy ;orto. es como si un
clon;o de estos cvohto- de liberacion se lincronjiaran para
-nnttoltar-o en formu_-tmultnnon ;n hn tiempo do un di)tiigundo.“

Los autores cuantifican Jnl material liberado en forma
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espontédnea, cuando la membrana estd en reposo. Katz establece su

concepto de liberacion cudntica, término usado para describir 1la

naturaleza de la luz, y establece que la célula libera cantidades

discretas y constantes de neurotransmisor al espacio sinédptico.
La ‘suma de los quanta de neurotransmisor puede producir la
despolarizacién de la membrana pos;sinéptiéa.

En este contexto se establece la funcion del calcio, cation
escencial para que la deapolarizaéion se lleve a cabo, el calcio

al entrar a la célula cambia la permeabilidad de la membrana Y

‘produce la entrada de potasio y salida de sodio compohentes

necesarios para generar el potencial de accioén. i

'Las condiciones de una membrana en reposb.‘-eél como su
liberacién ' cudntica (basal) pueden ;or modificadas
experimontalmente tanto in vive como jin yitre con agentes
doppolarizan;on. como ol'potAlio Yy la veratridina principalmente.
Por el .momento. se acepta que el estudio de la liberacién de un
nourotran-micor'dobo~o§tar sujeto a la proionc!a de calcio y a‘la
wccién de un agente despolarizante. Las concentraciones y el
tiempo de exposicisn dependen do‘la.propqrncion'utl)izadn. |

La d!itf!bucion subcelular de las encefalinas ha ' sido

b-thdindq por varios autores (119,97), quienes localizaron a éstos

péptidos en la fraccion sinaptosomal principalmente. La
1iberacion in vitro de las encefalinas a partir de rebanadas de

1?7
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tejido cerebral es una preparacion en donde la organizacion
morfolégica se conserva. También se ha estudiado la liberacioén ip
vivo de las encefalinas con la introduccién de un sistema de
canulacién en dreas especificas del cerebro y con veratridina Yy
potasio como agentes despolarizantes que inducen su liberacioén.
Los primeros estudios por parte de Henderson y col. (47),
reportaron la liberacién de met— y leu-encefalina de rebanadas de
tejido y de sinaptosomas, tanto en conejo como en cohayo.'En el
mismo afio (56.5) se describié la literacién de met-encefalina del
globus pallidus de la rata. Estos resultados fueron corroborados

Y extendidos a la Leu-encefalina (76.95.96.110.11?). Con el

sistema de canulacioén in vive (push—pull). se encontraron datos

oinilirof'on‘ol globus pallidqa dol'qeto (19), y de la rata (6).
Todos estos trabajos. han demostrado que la liberacién de
oncotllinnp es un proceso dependiente de cnlcio,'Por lo tanto se
asume Qque éstos péptidos se comportan en forma similar a los
neurotransmisores descritos en el SNC.

Lo

Los datos .6hro la éogulacién de la liberacion de encefalinas,

_provienen ddl‘grdbo de O-borno y col. (95), quienes encontraron

que o] Unico compuesto quo.roguln inhibitoriémonto la liberacion

jn_ vitro de ﬂot-oncotdlinc on el cuerpo estriado de la rata, es

el écido gamma amino huflrico (GABA). No se observaron efectos de

otros nourot}nn-niaoro- © drogas. Por otra parte . lourgéin (15).
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en experimentos in vjvo en el globus pallidus del gato, reporté
el mismo efecto inhibitorio con el GABA y una respuesta opuesta
con su antagonista, la bicuculina. Estos autores sugieren que el
efecto es mediado por los receptores gabaérgicos.

A' partir de la década de los 80's, se ha vinculado a las
onqefulinas con el etanol. Los estudios iniciales de Hiller Yy
col. (48) sefialan que el etanol inhibe el enlace de las
encefalinas sobre sus receptores. Esta inhibicién fue selegtiva.
al reducir la afinidad por el receptor tipo d?lta, el receptor mu
no tuvo modificaciones (123). Este es un brimer trabajo en donde
se sefialan cambios diferenciales del,etahol sobre un sistema en
paiticulnr. 8; bien el experimento se realizé en cerebro
conplotd, Hynes (54) obtuvo résultados similares en el nacleo
caudado del ratoén. £a~naturaleza de la inhibicidén es de carécter
compotit}vo (214). ‘

Recientemente 2 grupos de investigacién (8,107), encontraron
que los cambios en la afinidad de .las encefalinas por sus
recgeptores, pueden ser coﬁéécuenciq, de . IOI’ cambios
conformacionales 'quo produce el etanol sobre los ligandos
endégenos met- y leu-encefalina. Los auéoros sefialan que el
etanol modifica la estructura secundaria de los ligandos
nhturqlo-. sus derivados sintéticos tienen una estructura rigida

Y- no son afectados por e] etanol.
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Los cambios producidos por el etanol en la fluidez de
membrana, en los receptores opidceos o las alteraciones
contormac!onalos. pueden dar lugar a una liberacién masiva de
encefalinas duranto la intox:cacibn producida por el etanol (37).

En general los trabajos que vinculan a los opiojdes con of
etanol, reportan disminuciones en la concentracion de los
Péptidos opioides de diferente magnitud. Blume y col. (13)
encontraron reducida la cantidad de LE en los gangiioSVQo la base
del hehster:después de ser sometido al etanol en forma croénica.
Péptidos derivados de la prodinorfina, como la dinorfina 1-8 y la
hltqénoo—éndbrjtiha. roQucon su ccncentracioh en‘hqutiajs de la
rata 'doipan $'clo ‘la exposicion ngudé y crénica cén “etanol
(115). Holt y Herz reportan reduccionoa signiricativas do bota—

.endorfina en el cerebro del ratén después de 1la adminiptracidn‘
‘aguda y crénica con etanol (49). ‘ .

Estos trabajos en su conjunto muestran cambjos en moibénlga
que roproaQntcn a los 3 aiatomas'Opioidoa antes descritos. Al
parecer el -etanol, moditiéﬁ las concontrd;ionﬁs de los opioides

durante la intoxiéacidn'aguda'y durante el tratamiento crénico.
II;PLANT!@HI;NTQ DEL PROBLEMA E HIPOTEQIQ

El etanol fue considerado durante varias décadas, un f&rmaco
cuyo 'noco_nuno de accion era inespecifico. 8i bien su blanco era
la membrana celular, no se discernfa la porcién o tipo de

moléculas sobre las cuales actuaba.
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Durante los ultimos afios, se han podido establecer
“microdominioﬁ.".arrreqlos espec!tigos de lipidos y proteinas en
la ﬁnmbrana de particular aensibilidadfﬁl etanol, 1los cuales
pueden modificar la funcién de 1los receptores, iondéforos o
aniﬁas asociados a membrana.

La inhibicién selectiva y competitiva del etanol sobre los
receptores delta Y mu, puede representar una primera:
caracteristica especifica dél‘etanol sob%e un sistema endégeno en
particular.

El sitio de accion del etanol, rerasa -los limites de 1la
membfqna'y puddg_interterir con'variop mecunismoa. ingracelqlarea
‘como  la gintébi; de proteinas. .

La~1nhibiqiohbde la sintesis de proteinad'de~exp6rtacidn. como
di‘ ulo;jhfggcdlular gébtrahsitoriq. es decir retprna' a valores
control después dbtretirado el etanol. |

Dilatprtunggampnie: las caracteristicas fiaicodhjmicap del
etanol y..de su metabolito el acetaldehidq; los capacitan para
interaccionar y mcditicgr' diversas funciones celulares y de
alterar la hommoséesis'colular. La presencié sostenida dbl'itenol
. en el organismo prodhco el desarrollo de t&lbranﬁ!h y ddpendoncia
fisica. -

Las ll@drucionol  del otqnél en e]l sistema opioide son

.précticamente desconocidas, los datos existentes abordan
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escencialmente su interaccién con sus receptores y solo existen
reportes que estudian la concentracién de opioides en el
cerebro. Se ha propuesto., que si el etanol administrado en forma
aguda reduce la concentracion tisular de encefalinas puede ser a
consecuencia de su liberacion del tejido en forma masiva.

La relacion directa entre 1la concentracién-liberacion de

encefalinas es desconocida.

El efecto del etanol administrado en forma crénica y aguda
sobre la concentracion de encefalinas en la amigdala, estriado,
hipotédlamo o;hipocampo‘no'ha sido estudiada. Tampoco se conoce si

la liberacién de encefalinas so‘moditica ‘a consecuencia del

-etanol en los mismos modelos experimentales.

El presente trabajo propone las siguientes hipétesis :

1. La administracion de etanol en forma crénica, inhibe

,tonporalmcntqvla sintesis de proteinas, tanto de exportaq:én como

de uso ihﬁracolular. Es posible que el etanol administrado en
tOrmn'crénica. reduzca la concontrgciégﬁgo‘mpt-~y leu-encefalina
en el cerebro de las ratas. Estas concentraciones podrian

retornar a valores semejantes al control unp“.voz retirado el

etanol.

2. La intoxicacion aguda con  etanol, ‘produce una ripida

disminucién del contenido de varios neurotransmisores y de

proteinas del sistema opioide. sin interferir con su sintesis. La
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administracion aguda de etanol en diversas estructuras del
cerebro, podria reducir 'significativamente el contenido de
encefalinas. Como en el primer inciso se podria retornar a
valores semejantes al contrcl una vez retirado el etanol.

3. El tiempo necesario para producir una proteina de
exportacién no eskmenor a 9 horas. E] efecto agudo se manifiesta
a los pocos minutos de administrado el etanol. 8i existe una
di-minuciéﬁ en el contenido de encefalinas, puede ser «-ido a
un incremento en su liberacién de sus terminales nerviosas.

Los oxpérimontoa planteados para contestar las hipoétesis
enunciadas son:

1. Cuantificacién de encefalinas en el cerebro de la rata
-onbttQQ al etanol en forma crénica. Retirar el etanol vy
analizar el contenido de encefalinas 24 horas después. |

2. Quantifiéac16n.do encefalinas a tiempos cortos doopu‘p de
ia administracion de etanol.sn forma aguda. ’

3. CUanttticnciOn‘Jg’ la liberacién ipn yitro de Net-
encefalina, tanto en el modelo crénico como en el agudo.

4. Cuantificacien dol*cohionido de otano) clrculontoipnrn cada

uno de los b‘prjnorOl‘lncl-o-;
III. MATERIAL Y METODOS

Be utilizaron retas macho de la cepa Wistar, de 230-300 g de

peso, les cuales se mantuvieron en condiciones controladss de
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e e —————— .




SN IPEET U SR DT e e

PIRVIFUE RS LU (Y ISR RN L Py SR S S FRETIER Y NP I

temperatura e iluminacién (23 £+ 1 C, con 12 horas de iluminacién
comenzando & las 06:00 a.m.), el agua y el alimento para 1los
animales control fue proporcionado ad libitum. Cada una de las
ratas control y experimentales se pesaron y agruparon al azar oh

cajas de acrilico con un total de 3 animales por caja.
Reactivos Empleados

3-H-Met-encefalina 250 micro Ci/mmol, 3-H-Leu-encefalina. 230
micro Ci/mmol. (New England Nuclear). Encetcliﬁas sintéticas no
radioactivas de Peninsula Lab. Prueba de etanol en sangre., Sigma

Chemical Company. Kit 332 UV. Etanol Absoiuto. Merck México.

‘Reactivos grado analitico.

3.1. Administracién Crénica de Etanol

A un grupo de ratas se les administro una mpzcla de etanol-
agua como unica tﬂontq. de l!qdidoo en las siguientes
concentraciones 5.10 y 20 % de etanol durante 15 dfas en cada
dosis. Un grupo do animales se sacrifico pof decapitacién. y su

sangre fue rocoloctndn del tronco de la rata el ultimo dia de

L - TR
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odn!ni-trncion do etano)l al 20 % (a 45 d!al de haber iniciado 1la

ingesta de etanocl a concontruciono- crociontol)
Se evalué diariamente 1la cantidad de etanol ingerido

(reportado en gramos) y el peso corporal de las ratas cada 135
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dfas. Una caja control (sin ratas) fue manipulada igual a las
demds para conocer la pérdida de liguido por el movimiento. La
pérdida promedio fue de 5 ml. y se sustrajo al valor del volumen

ingerido por el resto de las cajas experimentales.

3.2 Administracién Aguda de Etanol

A un grupo de ratas se les inyectd etanol absoluto
(densidad=0.789 kg/1). por via intraperitonsal a un; dosis de 3
g/kg de peso. Para evitar lesiones intraperitoneales dopidas a la
proa;ncin de etanol puro, antes de cada inyeccion se aforé con
agua dentro de la jeringa a un volumen de 3 ml. Los animales se
sacrificaron a los 10.20,40 y 80 min después de ser inyectados Yy

su sangre fue recolectada.

3.3 Liberacién in vitro de encefalinas

Le utilizacién de rebanadas del tejido cerebral en la
eslectrofisiologia y neuroquimica  ha crecido’ substancialmente
desde ‘1975 a la fecha. Lan trabajos iniéial.n. con porciones
aislades de cor;bro. datan de 1939, Libet y Gerard (73),
estudiaron en ol cerebro de la rana los pogoncialo- espontdneocs.
Este tipo de prdpn;aéion;‘on un principio se limito a los efectos
metabdlicos (83) y biofisicos de la membrana neuronal (36.84).

Los registros de la actividad eléctrica en rebanadas

cerebrales fueron rop@rtndal por primera vez en 1966 por Yamamoto

e e
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Y Mcllwain (137), quienes al aislar rebanadas de la corteza
prepiriforme encontraron que la actividad eléctrica se podia
mantener en forma semejante tanto en la preparacion jn vitro como
en la preparacioén intacta.

Aunque el hipocampo, por su estructura laminar, es ideal para
su estudio en rebanadas, (127), otras estructuras como el
hipotdlamo (98), tdlamo (46), espina dorsal (63), y cerebelo
(68,136) se han utilizado para analizar la actividad espontédnea y
evocada de la actividad eléctrica neuronal. Al iniciar la década
de los B80's, el uso de rebanadas cerebrales se habia extendido a
précticamente a todas las regiones del cerebro, tanto de
vertebrados como de invertebrados (77).’

El estudio de la neurobiologia del! SNC. encuentra en la
preparacion de robanadalvln vitreo vafias ventajas, entre ellas:

a. La composicién quimica del QQdio de incubacién puede ser

especifico y mantenido constante durante més de 4 horas o
también puede ser modificado en ese mismo lapso. o
b. Factores como el pH y temperatura pueden ser alterados.
c¢. La preparacién mantiene, su lEtividad eléctrica, anabdlica

.y catabélica en condiciones semejantes al animal intacto.
d. No se requiere de anestésicos o agentes extrafios para la

preparacion de la muestra.
e. Pars la eslectrofisiologfa, permite una observacion visual,
para la insercion de electrodos u otras manipulaciones del

t."do: . L 3
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f. Por el grosor de la rebanada, se mantienen muchos

circuitos neuronales intactos.

Como cualquier otra técnica, también tiene sus limitaciones b 4
factores que pueden alterar las propiedades de las rebanadas,
entre las mads comunes se encuentran: modificaciones en el pH vy
temperatura, tipo y volumen de la cdmara de perfusién., tiempo
desde el adcrificio del animal] hasta que la rebanada entra en
contacto con el amortiguador. Este tiempo es un factor. muy
importante que debe ser promediado y evaluado en cada
laboratorio, una vez que las rebanadas son sumergidas en el
amortiguador su actividad se podr& mantener por varias horas.
Debe ser considerado 51 grosor de la rebanada, las cuales como
una gran dosventaja contiene a las células gliales.

En el balance de sus ventajas y dosvbntdjas l1a preparacion de
robenagnu e inéluoivo de sinaptosomas, permite abordar problemas
de indole bioquimico, farmacolégico, neuroquimico b 4
electrofisiolégico. e

En el presente trabajo. en los experimentos de liberacion jin
vitro se utilizaron los animales sometidos a! etanol en forma
cronica al 20 % y aguda sacrificados a 103120 y 80 min después
de la inyeccion. E}l cuerpo estriado do estas ratas fue disectado

répidamente 'y colocados en grupos de 3 estriados cada uno., se

" * rebanaron en 2 direcciones a 90 Y & intervalos de 30 micras con

un rebanador de tejido (Brinkman Tissue Chopor).A Las rebanadas
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resultantes se incubaron durante 1% min en 25 ml de

amortiguador Krebs~bicarbonato a 37 C saturado con una mezcla de

. 02/C02 95/%%. La composicidén del medio Krebs-bicarbonato fue

(mM): NaCl 118, KC1 4.8, CaCl2 2.5, KH2P041.2, MgsS04 1.2. NaHCO3
25.0, Glucosa 10. Las rebanadas fueron perfundidas con el medio
Krebs-bicarbonato oxigenado, con un flujo de 1 ml/min. Después de
un lavado preliminar de 15 min, las rebanadas ‘fueron
perfundidas durante 20 minutos., en segﬁida se perfundieron con
un medio de alta concentracién de potasio (22 mM). ;oa

experimentos se realizaron simultdneamente con 4 cémaras de

perfusion en las mismas condiciones (3 estructuras en cada una, 2

cémaras con tejido control y 2 con tejido experimental). Los
experimentos de liberacién de ME en animales tratados en forma
crénice y aguda con etancl, se llevaron a cabo en presencia del
dipeéptido phé-ala & una concentracion 1 mM, el cual ha mostrado
inhibir la accioén de la encefalinasa (100,141). En cada uno de
_loi experimentos. tanto las rebanadas perfundidas como los
perfusados se hirvieron en 10 vol d¥ HCl 0.1 N durante 18 min
para inactivar a las enzimas digestivas adn activas en presencia

del inhibidor y se congelaron a -20 C. hasta 1la posterior

cuantificacion de encefalinas.
3.4. Cuantificacion de Etanol en sangre

Después de la decapitacion se recolecté la sangre del tronco

del la g.tn. se® obtuvo el suero por centrifugacion a 3,000 rpm
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durante 10 min a temperatura ambiente. Se utilizé un método

enzimético para conocer la concentracién de etanol en sangre el
cual puede evaluar la conversién de NAD hacia NADH por medio de
la deshidrogenasa alcohélica (ADH). La cantidad de NADH es
proporcional a 1la conconfracién de etancl en sangre Yy se
determina oepcctrofqtometricemente'e 340 nm (Fig.1).

Se 'bfceente un resumen del método para la calibracién de la
curva patron:
1. Preparar una solucién patrén de etanol diluido. mezclando

0.5 ml de la solucién de etanol mas 2.0 ml de amortiguador

con glicina.

El frasco que contiene NAD-ADH, se resuspende en

amortiguador con glicina, sin agitacion.

el

A continuacion se enumeran 5 tubos de ensayo y se¢ afiaden en

orden los siguientes volumenes:

| 2 3 4 S
Tubo Bolucion Etanol Registro de Contenido de
NAD-ADH - diluido Absorbencia etanol % (p/v)
(ml) (ml)
1 3.00 0.00 -Referencia 0.00
2 2.95 0.05 0.08
3 2. 0.10 0.16
4 2.85 0.195 L 0.24
5 2.80 0.20 0.32




4. Los tubos de ensayo se cubren con tapén de goma, para impedir
la evaporacién del etanol. Se incuba durante 10-15 min a
_tompeﬁaturg ambjente.

S. Medir la absorbencia en un espectrofotémetro a 340 nm.

6. Graficar los valores derlavabsdrbencia columna 4 vs. la

columna 3.
3.5 Diseccién de las Estructuras Cerebrales

El cuerpo estriado, hipocampo e hipot&lamo fueron disectados
de acuerdo a lba par&metro ercritoa por @lowinsky e Iversen (38)

'cbh'algunas modificaciones: -

1. Un primor corte transverso fue realizado justo postorior a la.

cortoza olfatoria. A 6670 micras de acuerdo al Atlas de Koning

Y Klippol (67).
2. El corto dol hipotélamo latoral fue realizado a una distancia
de 2 mm a partir de la linea media. La disecciéon de la

amigdala se roaliqg,do acuerdo al procedimiento de Engel Y
col. (31).

3.6 Cuantificacién de Encefalinas

!

El tejido fue pesado e incubado en 6 vol. de HC1 0.1 Na 93 C

. dqr.nto 15 min, enfriado en bafio de hielo, homogeneizado Yy

- v o o

contritugldo a :0.000 x g a 4 C, durante 60 min. El sobrenadante

fue purificado mediante croﬁitbqratll de adsorcioén en columnas

- - —— T o % 4% @ Yl e
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con Amberlita XAD-2 con un flujo de 0.5 ml/min. El contenido de
encefalinas se cuantificé por la técnica de radioinmunoensayo
(RIA). Las muestras fueron procesadas por triplicado utilizando
anticuerpos obtenidos previamente en nuestro laboratorio (132).
El antisuero de Leu-encefalina mostré reacfividad cruzada del
5.9% con Met—encefalina y del 1.4 % con dinértina 1-13. ﬂo se
detecté reactividad cruzada con alfa, gamma y beta-endorfina. El
antisuero de Met-encefalina mostré un cruzamiento del 100 % con
Met-(o)-encefalina, 0.3% con Leu-encefalina, 0.2% con el
heptapéptido ME-arg-phe y menos del 0.01 % con ME-arg, dinorfina
1-13, octapstido HEfarg-gly—leu. alfa, ghmme Yy heta—endortinu. La
dilucion de de las curvas provenientes de los extractos de tejido
tuOron‘paralolas con las oht?nidas conlencetalinaa aihtdticas. il
contenido dg cada“ encefalina se expresa como "mol de
amunor‘n'.cuyma (m—on'ceta'l‘{na/ﬁ de peso humedo). Las éurvas
patrén para cada péptido se puesfran en las Figurao’z y 3.

La produccién de antiauoréa‘éontié-'oncofalina. se obtuvo
después de la inmunizacién de conejos Nueva Zelanda con péptido;
unidos a 1la Alﬁﬁmina‘ Sérica Bovina (ASB)., por medio de
glutaraldehfido. El1 conjugado fue preparado al disolver 5 mg del
pentapéptido cori 1 mg de de ASB en 200 microlitros - de
‘amortiguador de -tostatot 0.1 M, pH 7.4.., posteriormente se
_afiadieron 10 microlitros de glutaraldehido al S % y 3-H-met-
encefalina (25,000 Acpmi. como indicador de la édntidad del

3

Laae]



bdaskd

TR T L VA R e I T g Tl RO Y e o . . By S R S S P I T ST S SR AT I
&-.'.m.\c'.a.‘m_u..ui_*,..;.’..u,...“mu.i.\-b. duvidi Mdarminiendin o 0 an g e e dan B B UV PRI FORPHIR R I B B AT St I ALV AR I
. i

]

| f’;
|

péptido unido a la ASB. La solucién se incubé a temperatura
ambiente durante 30 min. La mezcla fue separada
cromatograficamente en una columna con Seﬁhadex G-25, la muestra
se ioluyo con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4y el pico
correspondiente al indicador radioactivo encefal ina—-ASB :
rocupekado. El material es emulsificado con un volumen igual de
adyuvhnto‘ completo de Freund y un mililitro fue utilizado para
inmunizar a los conejos con inyecciones subcutdneas. El proceso
de inmunizacién fue repetido una vez después de 4 semanas. La

obtencién de sangre de la oreja del animal se realizé después de

2 semanas, para comenzar con lgb pruebas de los titulos de los
antisueros. El antisuero diluido (anti—met—encef;lina 1:500;

anti-leu-encefalina 1:850) se ingubarén con 0.5 pmol de 3-H-
encefalina ykcon’aOLUcionea patrén de encefalinas no rndiéactivah
© muestras de tpjido incubddas en 500 microlitros de'&mortiQUAGOr
de fosfatos Ofl M pﬂ‘5.4 (conteniendo 0.1 % de gelatina, 0.01 %
‘de azida de sodio, 0.1 % de ASB b'4 0.5 % de NacCl). Dosgggs-do la

incubacién durante 24 horas. a 4 C , la encefalina radioactivn.

unida al antisuero, es separada del radioactivo libre con 200
‘microlitros de una solucién de carbén activﬁdp al 1.5%y 0.15 %

de &oxtrnn en agitacién constante.
IV. RESULTADOS

La tabla .i muestra la variacion del peso corporal y la

~r
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cantidad en gramos de etanol ingerido por las ratas durante el
alcoholismo crénico. Los animales control aumentaron de peso
durante los 45 dias del experimento, la contraparte experimental
mantuvo su peso corporal durante el mismo tiempo. La cantidad de
etanol ingerido por las ratas fue en aumento conforme se
incrementé la dosis de etanol. El auﬁento fue significativo de
acuerdo a la prueba de Andlisis de Varianzal(ANOVA).

"Al término del experimento crénico Tabla 2, la cantidad de
encefalinas en todas las estructuras analizadas ' es
significativamente menor con relacién a su control, excepto en‘el
hipocampo. en donde 1la LE no _preaenta cambios. La cagtjdad
bromodio'do ;tanol en sangre en el momento del sacrificio fue de
81 % 10 mgr/dal. A unfgruﬁorde ratas se les retifo~el etancl y su
medicién en suero se realizé 24 horas después, a eato-tiqﬁpo el
itdné]., con el método enzimédtico uti}izgdo; ya no es detectado.
La concgntfacion.de encefalinas fue similar al éontrol,

'Lp. tablas 3 Yy 4 muestran los cambios ,producidos‘ por la
admiﬁi.traciOn de etanol en forma aguda, a una dosis de 3 g/kg
por via intraperitoneal ( i.p.), sobre la concentracién de
encefalinas a diferentes tiempos. A los 10 minutos las ratas han

perdido el equilibrio pero todavia esté&n concientes. Entre los 20

"y 40 minutos posteriores a 1la inyeccién presentan atonia

muscular Yy pérdida de la conciincig. A los 80 minutos, todos los

animales han recobrado 1la  conciencia Yy parc!nlqpnto el
equilibrio.
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El etanol reduce la cantidad de ME en la amigdala y el cuerpo
estriado a los 10 y 20 minutos respectivamente y regresa a
valores similares al control a los 80 minutos. En el hipocampo el
contenido de ME desciende desde los primeros 10 minutog. pero f;;
recupera como en el caso de amigdala y cuerpo estriado, el yalor
coﬁtrol aun después de transcurridos 80 minutos. La ME en el
hipotdlamo no presenta cambios (Tabla 3).

El otro pentapéti@o la LE. disminuye su concentracién én forma
significativa en la amigdala, cuerpo estriado e hipotédlamo, antes
de transcurrir 10 minutos, sin embargo en el hipocampo su
concentracion no se modificu.

La tabla 5 muestra a tiempos més cortos los efectos del

etanol. administrado en forma aguda. Como se observa. existe una

disminucion significativa de ME a los 2 minutos con respecto al.

contro}. sin ombaréo se manitiosga un incremento también
signficativo a los 5 minutos, es decir 3 minutos después de la
reduccion con respecto al control, a los 10 y 15 minutos la

concentracién de ME en el cuerpo estriado disminuye nuevamente en

'formn iignificativq con respecto al control.

‘Los resultados anteriores muestran un r.léo general; el " etanol
disminuye temporalmente la concentracion tisular de encefalinas,
tanto en el modelo crénico como en el agudo, 1los vValores de
encefalinas retornan a un valor semejante al control

aproximadamente 80 minutos después de la inyeccién con etanol.

3




La reduccién significativa de encefalinas en el tejido
cerebral durante el paradigma crénico, 'puede tener dos
explicaciones; por un lado la reduccién de la sintesis de
proteinas, por otro, un increﬁento de su liberacién. La reduccién
de la concentracion de los pentapéptidos durante el modelo agudo.
Que no interfiere con la sintesis de proteinas, puede deberse
a un incremento en su liberacioén.

El presente trabajo estudia la ultima instancia, es decir el
analisis de la liberacidén jn vitre de ME a partir de rebanadas
del] cuerpo estriado.

Las Figuras 4 y 5 corresponden a los controles previos a los
experimentos de liberaciéon, en todos los casos se registran 3
valores medidos en e] tiempo: liberacién basal, cantidad de
encefalina que se libera en forma espontédnea en el amortiguador
(25-35 min). liberacién evocada de encefalina en presencia de una
poncontracicn alta de potasio (35-45 min), liberacién de
encefalina posterior adép estimulacion con potasio (45-55 min) la
cual permite conocer si el efecto producido por la presencia de

potasio durante 10 min ha terminado., la liberacién debe entonces

tener una tendencia a el valor basal.

Los primeros 25 minutos en cada experimento es el tiempo de
lavado y preparacion de las rebanadas antes de colectar su valor
basal ya en el equilibrio dentro de las cémaras. La figura 4

muestra el efecto en presencia y ausencia de calcio., cation
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divalente, cuya presencia es indispensable para la liberacién de
un neurotransmisor de la terminal sindptica. La figura 5 muestra
la recuperacién de encefalinas en ausencia y en presencia del
inhibidor de la encefalinasa, el dipéptido phe-ala.

En el experimento crénico., la liberacién jin yi;rg de ME a
partir de rebanadas de cuerpo eafriedo. o8 similar con respecto a
su control'(Figuru 6é). Durante la exposicion aguda con etanol, se
observa un dato inverso al esperado, es decir, mientras que en
el tejido la menor cantidad de ME se presenta a
los 20 minutos (tabla 3). su liberacién no cambia con respecto al
control (fig 7). La liberacién tampoco se modifica después de
transcurridos 80 minutos. (fig 8).

Los cambios significativos en la liberaciéon evocada de ME, se
realizan a los 2 y 5 minutos posteriores al aatimuld con etanol,
cuando se analizé la liberacién a los 10 y 15 minutos, la

liberacién control fue mayor a la experimental (figuras 9 y 10).
IV.DISCUSION .

El presente trabajo demuestra claramente la alteracién del
etanol tanto en forma aguda como crénica Jébro la concentracion
de encefalinas ch casi todas las estructuras analizadas, asfi como
en la liberacion jin gi;zg de met—-encefalina a partir de rebanadas
del cuerpo estriado.

Los animales que ingirieron etanol, conservaron su peso
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corporal durante los 45 dias que fueron sometidos al etanol como
Unica fuente de l1iquidos ( el etanol se administré a dosis del 5
al 20 % durante 15 dias en cada una de ellas)., en contra parte
los apimaloa control, -aumentaron su pesc corporal en forma
significativa en el mismo lapso de tiempo (tabla 1). El efecto es
consistente con 1o reportado por Bitsh y col. (9) quienes
meqcionan Qque el consumo prolongado del etanol induce a una
deficiencia de tiamina a pesar de ser suminstrada en la dieta.

El tratamiento con etancl en forma crénica, a dosis de 5,10, y
20 & (v/v). como Gnica fuente de liquidos y con 15 dfas de
duracién en cada una de ellas, disminuye en forma significativa
la concentracién de encefalinas en todas las estructuras
unulizadea excepto en ed hipocampo en dondé el contenido de LE no
se modifica. Estﬁ reduccién puede ser consecuencia de la
interferencia del etanocl con la sintesis proteinica, ya sea a
nivel de Jla incorporacién de ahinodci&os (93)., o con la
inhibicién de 1la aminoacil-ARNt-sintetasa (34), los 'autores
encuentran que la inhibicion es progresiva a medida que aumenta
la concentracién de etanol y o]l tiempo de exposicién. Efectos de
ésta naturaleza han sido sefialados para 6}otolnas del sistema
opioide. En el l6bulo intermedio de la hip6fisis de rata, 1la
incorporacién de 3-H-phe a la sintesis de beta-endorfina se
reduce un 30 % cuando los animales son expuestos al etanol en

forma cronica (1135,116). La proteina alfa-MSH, también reduce su

a7
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contenido después de la exposicién crénica al etanol (106). Los
cambios se revierten cuando se suspende la ingesta de etanol.
Estos datos son consistentes con los sefialados por Schulz Y
col. (114). Los autores encuentran disminuidos los valores de ME
en e)] cuerpo estriado y cerebro medio de la rata, sin embargo,
reportan la recuperacion total de ME 6 dias después. Es probable
Que la diferencia en el tiempo se deba a que su medicién se
realizé hasta los 6 dias de retirado el etanol. La velocidad de
conversién del etanol en acetaldehido se realiza en término de
horas y no de dias (20). La disminucién de LE Y ME en el
estriado. estructura. involucrada en los mecanismos de control de
locomocién en respuesta al tratamiento en gorma crénica, puedQ
estar mediada por 19 estimulacién del etanol sobre el sistema
dopaminérgico en la actividad‘nigrqestriatal. ya que la dopamina
inhibe ténicamente 1la sintesis y liberacién de ambos péptidos
(10,13,43,62,115,133).

Es imggytanto sefialar que la presencia del -etanol no produce
cambios en ei contenido de LE en el hipocampo. Esta estructura es
rica en precursores derivados de la Prodinorfina (1). por
consiguiente el mecanismo biosintético ﬁuodo diferir con el

procclamiontd de la Proencefalina A. Varios autores han reportado

\quo el etanocl, en el‘hipocampoﬂprqducc pérdida del numero de

células pifnmidhlo- (55.71.134). Lescuaron y col. demostraron que

el etahol., administrado crénicamente por via oral por espacio de 9
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meses, reduce el numero de dendritas en el hipocampo
significativamente. Las mediciones realizadas antes de un mes no
presentaron cambios (70). Es posible que las alteraciones
morfolégicas, neuroquimicas que pueden incluir a los péptidos
opioides, s6lo se manifiesten después de la exposicion prolongada

al etanol.

La administracion de etancl en forma aguda disminuye la

. concentracion de encefalinas en forma inmediata, la respuesta es

diferente en funcioén de la estructura y tiempo analizado. En " los
primgros 10 minutos posteriores a la inyeccion de etanol, la LE
reduce su concentracion de manera significativa en el cuerpo
estriado. amigdala o hipotdlgmo. en el hipocampo 60‘99. presentan
cambios.

A! mismo tiempo, la cant idad de ME se r&ducn
significativamente en la amigdala o‘hipocnmpo; El efecto en el
cuerpo estriado, tiene variantes importantes, a los 2 minutos se
rcduéo el coﬂtonido 'oh forma significativa, para aumentar
dramsticamente en los siguientes 3 minutos., es decir cuando la
medicion tisular se realizé a los 5 minutos la concentracién es
significativamente mayor con respecto a los 2 minutos. A los 10 y
15 minutos la disminucién continua hasta los 20 minutos.
ﬁodiciono- posteriores sefialan que e] tejido comienza & recuperar
el contenido de encefalina semejante al control.

En el hipotélamo el contenido de ME no se modifica. 8in embargo.
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en funcién del tiempo y a medida que la cantidad de etanol
circulante disminuye, las diferentes cantidades de encefalinas en
las estructuras afectadas retornan a ﬁn valor semejante al
control, aproximadamenfo a los 80 minutos después de]) estimulo
con etanol.

Es probable que algunos efectos causados por el etanol sean
debidos al producto de su degradacion. el acetaldehido, molécula
inclusive més téxica que el etanol (20,30). El acetaldehido tiene
una alto grado de toierancia cruzada con el etanol,
propiedad que incrementa el efecto del etanol .(96). Moléculas
como el pirazol inhibidor de 1la deshidrogenasa alcohdlica,

potencia 169 pfectos agudos y crénicos del etanol (96).

_ La cantidad de encefalina que se recupera en un tiempo tan corto,

puede ser consecuencia de su recambio a partir de precursores
putdtivoq onceta!inergicoafdo bajo peso molecular. presentes en
la terminal ain&pt!éh. copo el heptapéptido HE-arq-pho.. y el
octapétido ME-arg-phe-gly. moidculal ampl iamente distribuidas en
el SNC (111.135,136.139,140), éstos péptidos por accion de
enzimas del tipo de la tripsina y carboxipeptidasa B, al
remover a los aminodcidos de 1la porcioﬁ. carboxilo terminal
(7.138), pusden dhr lugar, en experimentos in.glgzg a la molécula
de NME. ?or otra parte se ha reportado la co-existencia de
péptidos derivados de la prodinorfina (GQ). como la dinortinn 1-

9. en cuya svcuencia se encuentra una copia de LE y que puede ser
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génerada en forma libre (86), o presentarse protegida para evitar
su degradacioén (131). ' |

Los experimentos de liberacion de ME en el modelo crénico. no
muestran cambios con respecto a su control, este resultado puede
ser &ebido @ que el etanol altera la sintesis de proteifnas Yy no
el mecanismo de liberacién (93).

En el modelo agudo, los dato& de la tabla 3, muestran un
descenso gigniticativo de ME en el cuerpo estriado a. los 20
‘minutos Y una recuperacion a los 80 minutos posteriores a 1la
inyeccioén de etanol. Las cantidades liberadas en ambos tiempos
son . qimilaros al control. Una posible éxplicacion es que el
efecto del etanol, es inmodia&b; Su paso a través de la Dbarrera
h;matoencotélica alcanza las membranas neuronales en segundos
(13.26). Ast laa.modicionea a los 20 y 80 minutos pueden resultar
posteriores al efecto causado por el etanol en las membranas b 4
por lo tanto la liberacion en esos momentos sea similar -al
control. sy

Cuando medimos la liberacién a un tioQ?o mis cortd después de
la inyeccién con etancl, es decir a 108 2 y 5 minutos (ya se
observan cambios conductuales). encontramos un . incfonbnto
significativo en la liberacion de ME con respecto a su control.
Otros autores han encontrado que la liberacion de beta-endorfina
del 16bulo anterior de la hipéfisis se incrementa después del

tratamiento con etanovl. Este férmaco estimula la liberacion del

[ET——
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Factor Liberador de la Corticotropina (CRF) de las neuronas
hipotal&micis y aumenta la liberacién y sintesis de ACTH, Dbeta-
LPH, y beta-endorfina (35). .
El répido efecto del etanol en la liberacién de ME, puede
debor;e a un mecanismo mediado en la membrana citoplédsmica y no a
la interferencia del etanol en la ;1tesis de proteinas. los datos

de Jefferys y col. (57) son consistentes con nuestros resultadcs,

los autores sugieren que las encefalinas se liberan en grandes
concentraciones durante el coma inducido por el etanol, cuando se
ha ingerido en cantidades toéxicas. Un elevado borcentaje de
pacientes tratgdoq con naloxona pueden salir del coma producido
por el ofanol. Los datos del presento trabajo muestran un '
fenémeno interesante en el cuerpo estriado, por un lado existe
una reduccion significativa de encefalina en;olhtojido a los 2
minutos (tabla 5), contra un incremento de su liberacién al mismo

tiempo (figura 9), el tejido recupera, en los siguientes Q

minutos una cantidad muy grande de encefalina, a los 5 minutos

existe casi el doble de ME en el tejido, esta diferencia’ puede
provonif de los precursores putativos de bajo. peso molecular
como el hepta y octapéptido, presentes en li terminal liﬁdpticc.
La libora:ian de ME a los S minutos se mantiene elevada con
respecto al control., presumiblemente la neurona estriatal ro;lizc- i
un recambio muy répido hacia ME, ol'tiompo que mantiond elevada

su liberacién. A los 10 y 15 minutos la concentracién Yy



liberacion tienen valores menores a sus respectivos controles. A
los 20 minutos la liberacion es similar al control, no asi su
concentracion que permanece abatida, para finalmente recuperarse
después de 80 minutos.

Es necesario sefialar que el efecto del etanol, es muy répido,
8i Dbien las mediciones de la liberacion se realizan 25 minutos
después de sacrificado el animal y el etanol ya no esta presente
en la preparacion, al ser eliminado por los lavados que sufre el
tejido con el amortiguador. la preparacion jn !1gzg mantiene el
efecto del momento del sacrificio. por ello es muy importante
llevar répidamente las rebanadas al amortiguador, para mantener
el estado funcional de las neuronas en la medida que el mismo
método 1lo ‘permite. Teyler y col. (127) sefialan que en la
liberacién "in vitro®“, 6610.qo recupera entre un 4 a2 6 8§ de la
cantidad total del compuesto prcséntc en ;l tejido. En nuestras
mediciones ocurre 10 mismo, s8i evaluamos la cantidad de.
encefaslina presente -on el tejido, la_ cahtidaqmjrocuporada no
alcanza e] 5 % del total. Sin smbargo aun tomando en cuenta esta
restriccion, 51 estado funcional anormal de las células por
efecto del etancl se puede evaluar en la pr;plraciOn in vitro.

El posible mecanismo de accioén en mombrnna.' puede ser muy
rédpido y selectivo. El /ctanol actia preferencialmente sobre
determinadas dreas de la membrana con un alto grado de

selectividad. Esta selectividad puede ser ¢l resultado de 1la
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heterogeneidad de la membrana (diferente composicién de lipidos)
y de las caracteristicas de la membrana en diferentes células u
organelos. Existe un tipo de proteinas unidas a membrana que de
acuerdo a la estructura en donde se encuentren son muy sensibles
a bajas concentraciones de ctanol. Uno de los me)éros ejemplos
estudiados as la enzima adenilato-ciclasa (78). Esta enzima estéd
vinculada a la funcidén de varios neurotransmisores en el SNC vy
Juega un papql clave en la transmisién sindptica. El etanol
gumenta la actividad de la adenilato-ciclasa ‘cerebral Yy en
presencia de nucleétidos de guanina, concentraciones muy bajas de
etanol. incrementa la actividad de la enzims (78). Sin embargo.
existe una diferencia importante, que puede explicar la respuesta
del etanol a nivel de la membrana de diferentes estructﬁra.. La
actividad de la enzima se altera en funcién de la estructura en
la cual este integrada.

El complejo dopamina-recoptor-ndenilato-cic)aaa en el cuerpo
estriado, presenta undg?lo sitio de accién para el " etanol, al
interferir con la proteina G y la unidad catalitica (1095). El
mismo complejo para la norebinefrina en la corteza cerebral
presenta miltiples sitios de accioén (104).

La interaccién del etanol con los receptores opidceos es otro
ejemplo de especificidad. Existe un'gran‘nnmoro de subtipos de
receptores opiaceos con diferente afinidad por su ligando

endégeno. Los receptores delta. tienen mayor afinidad por la LE y
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e8 particularmente sensible al etanol, el etanol disminuye la
afinidad del ligando por el receptor (66). sin embargo, el
roCoptor kappa es muy resistente al efecto del etanol (103). La
di-tribucién de ambos receptores es diferente. los receptores
doltn. 8e encuentran ampliamente distribuidos en estructuras como
am!gdala.'ogtriado. hipqcampo Y septum. Los receptores kappa. se
ubican en sustancia gris periacueductal y tallo cerebral (1).

La especificidad de respuestas al etanol sugiere que si bien

nho se han identificado receptores especificos para el etanol ' en

el SNC como los hay para otras drogas psicotrépicas, el etanol

puodo actuar de manera selectiva con una region partipular de

Proteinas en la membrana neuronal y ejercer ius manifestaciones

!

fisiopatologicas.
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CURVUA DE CALIBRACION DE ETANOL EN SANGRE.

1.29.

Curva patm;n de etanol.
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CONCENTRACION DK ETANOL % (p/v).

' Fig.1  Para la cuantificacion de etancl en sangre. se utilizée el
"kit 332 UV de Sigma Chemical Co. La figura muestra I{d curva

patrén. con un limite de sensibilidad de etanol de 0.01% (p/v).
La lectura se realizé en un espectrofotémetro a 340 na. ‘
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LIBERACION DE MET-ENCEFALINA DE CUERPO ESTRIADO.
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gure 4 Liberacion de MNet-encefalina de rebanadas del cuer
estriado, en ausencia y presencia de calcio, después de 1la
exposicion a un estimule despolarisante de potasio a una
concentracién de 22 , durante 10 minutos. Las estras ee
recolectaron a intervalos de 10 minutos. Los valores se expresan
como pmol/g de tejido.
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LIBERACION DE MET-ENCEFALINA DE CUERPO ESTRIADO.
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Control con inltibidor. _ 3 Control sin inhibidor.
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Figura 5.

Liberacion de Met-encefalina de rebanadas del cuerpo
estriado., en ausencia y presencia de]l dipéptido phe-asla como
inhibidor enzimético a una concentracion de 1 mM. Las muestras se

recolectaron a intervalos de 5 minutos. Los valores se expresan
como pmol/g de tejido.
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LIBERACION DE NET-ENéEFﬁLINA DEL CUERPO ESTRIADO. -
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3 Control (I Etanol Crénico al 20 ¥
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Figura 6. Liberacion de Met-encefalins a partir de rebanadas del
cuerpo estriado., con un estimulo despo arizante de 22 mM de
potasio. Los animales fueron sacrificados al término de!l
experimento crénico con etanol. En o) momento del sacrificio 1la
concentracion de setanol en agua era del 20 & (v/v). Las muestras
se recolectaron a intervalos de 10 minutos. Los valores se
reportan como g:ol / g /7 10 minutos. El experimento oo“rznliso 2
veces (n=6). estadistica usada fue la prueba de t"-Student
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LIBERACION DE MET-ENCEFALINA DEL CUERPO ESTRIADO.
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==

(D Etanol Agudo 3y/kg i.p. 28min
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Alto-potasio Post-estimulo

Estinulacion con 2 de Potasio.

¥ lass

Figura 7. Liberacién de Met-encefalina a partir de rebanadas del
cuerpo estriado, con un estimulo despolarizante de 22 mM de
potasio. Los animales se sacrificaron 20 minutos después de la
inyeccién de etariol por via i.p. & una dosis de 3 g/kg. Los ‘

i valores se reportan como
i realizé 2 veces (n=6).
"t"-Student.
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pmol / g / 10 minutos. El experimento se
La estadistica usada fue la prueba de
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LIBERACION DE MET-ENCEFALINA DEL CUERPC ESTRIADO,

12

O Control (D Etanol Agudo 39/kg i.p. 8@min

| ] l

Basal - Alto-Po asio .- Post-Esti o
Estimulacion con 22  de Potasio,

rigurn 8. leorncién do Hot-oncotal!nn a partir de robnncdnl dol ;
cuerpo estriado, con un estimulo despolarizante de 22 mN de
potasio. Los animales se sacrificaron 80 minutos después de la
inyeccién 1.p. de etanocl a una dosis de 3 g/kg. Los wvalores se
reportan como pmol / g /7 10 minutos. E]l experimento se realizée 2
veces (n=6). La estadistica usada fue la prueba de 't"-Student.
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Pigura 9. Liberacion de Met-encefalina a partir de rebanadas del
cuerpo estriado, con un estimulo despolarizante de 22 mN de
potasio. Los animales se sacrificaron 2 minutos después de la
inyeccién de etanol por via i.p. a una dosis de 3 g/kg. Los
valores se . eportan como pmol / / 10 minutos. E]l experimento se
realizé 2 veces (n=6). La significancia se calculé con la prueba
de “"t“-Student. *p < 0.01 ' o :
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LIBERACION DE IR-MET-ENCEFALINA DE CUERPO ESTRIADO

CONTROL 3 ETANOL 1.p. 3 9/kg

3 10 19 20 8@
TIENPO DESPUES DE LA INYECCION DE ETANOL EN MIN.

- ———— s

r!gur; 10. ' ‘ e
Liberacion de Met-encefalina de cuerpo estriado, con un

" estimulo despolarizante de 22 mM de potasio. Los animales se

sacrificaron a los 3, 10 y 13 minutos despuds de una inyeccioén ‘
por via i.p. de etanol a una concentracién de 3 g/kg de peso. Los
valores se reportan como pmol/g/10 min. - La significancia se
realizé usando la prueba de "t"-Student *p< 0.03

Los datos de los 2, 20 y 80 minutos se tomaron de los resultados
anteriores y se colocan en una grdfica con fines comparativos.




CONCENTRACION DE MET-ENCEFALINA EN CUERPO ESTRIADO
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Figura 11. Concentracisén de Net-encefalina en el cuerpo estriado. :
lo8 animales se sacrificaron dospués de una inyeccion de etanol

POr via intraperitoneal (1.p.) & una dosis 3 g/kg. Los valores se
reportan como pmol/g de tejido. EIl

los datos de la tabla S, el

primer control corresponde a \
segundo a los de la tabla 3. Los

resultados se colocan en una misma figura con fines comparativos.

La significancia se

calculd usando la prueba de "t"-Student.
*p< 0.003, **p<0.001 con respecto a su control
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TABLA 4
CONCENTRACION DE LEU-ENCEFALINA CEREBRAL EN EL TRATAMIENTO
" - AGUDD' CON ETANOL ' '

ESTRUCTURA CONTROL 10 MiN. 20 MIN, 40 MIN, 80 MIN,
AMIGDALA 132+ 6 76 4 3w 91 4 Se» 113+ 6 138 ¢ 11
ESTRIADO 321 ¢ 31 125 4 8% 193 4 11¢ 164 3 huw 265 3 9

HIPOTALANO 2640 ¢ 7 197 ¢ 5 173 3 4ew 238 ¢ 4 237 ¢+ 8
HIPOCAMPO 52 4 2 61 4+ 0.8 59 ¢ 1 5341 5141

Cads valor es el promedio da 9-10 ratas + S.E.M. Los niveles de significancis fueron calculados

- usando la prusba de’'"t"-Srudent. Las concentraciones ss expresan como pmol IR-Leu-encefalina/g. .de
, con una dosis de etanol de 3 g:./kg. Los valores de la concentracibén de stanol en el momesto

del sacrficioc se musstran en la tabla 3. *p<0.005, *#p<0.001 con respecto al control,




TABLA 3

CONCENTRACION DE m-.peucsmim CEREBRAL EN EL TRATAMIENTO AGUDO COif ETANOL

ESTRUCTURA CONTROL - 10 MIN. 20 MIN. 40 MIN, 80 MIN.
AMIGDALA 380 ¢ 30 219 ¢ 110 254 £ 19 297 ¢ 28 409 & 22
ESTRIADO 2108 4 120 1778 £127 1351 £ 70% 1402 3 147 1745 3 168
HIPOTALAMO 778 & 55 628 £ 30 613 £ 31 671 3 47 1 & 46
HIPOCANPO 15 ¢ 12 48 4 6% 58 4 2¢ 614 2¢ 637
ETANOL EN SANGRE '

(og [ @)) - 429 2 15 73 367 4 9 3% ¢

Cada valor és el promedio de 9-10 retas ¢ S.E.M. Los niveles deo significencis fusron celeulados
usando 1s prusba de-“t"-Student. lLas concentreciones se expresan como pmol Il-hc-oncololtulﬁfol‘.' '
peso, con una dosis de etanol de 3 g: /kg. L& concentracibn de etanol en o) momento del sacrificio
o8 expresa como mg/dl de eusro. #5¢0.005, %*p<0.001 con respecto el control.
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TABLA 2
CONCENTRACION DE MET Y LEU-ENCEFALINA EN EL CEREBRO DE LA RATA
TRATADA EN FORMA CRONICA CON ETANOL, |
MET-ENCEFALINA LEU-ENCEFALINA
ESTRUCTURA CONTROL ETANOL CONTROL ETANOL
ANIGDALA 37 3 12 229 ¢ 11* 92 4 4 51 4 3w
. BSTRIADO 1834 ¢ 113 777 4 200 336 ¢ 22 L 192 4 220
HIPOTALANO 724 4 70 352 4 30% 241 ¢ 12 120 3 6%
‘ Ml . |
95 ¢ 13 50 4 2¢ 42 1742

Cads valor es el promedio de 6-8 ratas 4 S.E.M. Los niveles de significancia fuaron calculados usando
1s prusbs de “t"-Student pare muestras independientes. Las concentraciones se expresan como pmol/IR-

encefelins /g

de tejido. La concentracibn de etanol en sangrs en el momento del sacrificio fue de




TABLA |

e T a7 i SR

‘VAQIACION DEL PESO CORFORAL Y ETANOL INGERIDO POR LAS RATAS SOMETIDAS AL ETANOL EN FORMA CRONICA

RS ponuinfiostty

t

PESO CORPORAL (g ) ETANOL INGERIDO (g
. DOSIS CONTROL® EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL®
1082 83 4 6 397 4 7 9.1 4 0.5
20 % 412 3 7 385 + 8 10.9 £ 0.6

l‘ tabla muesstra 10s cambios en el peso cor
rbaico. Los d.lulndu son el promedio de
dunuu 135 ¢

2

ral y ounol 1n|or1do por las ratas durante el alcoholismo
grupos n S.B.M, cm dosis de stanol se aplich

Los animales control recibieron agua. * A p¢0.00

g



CONCENTRACION DE' MET-ENCEFALINA CEREBRAL EN EL
TRATAMIENTO AGUDO CON BTANOL

- IR-MBT- BNCBFALINA BL BL CUBRPO BSTRIADO

minutos S minutos 10 minutos 15 minutos’
** 978 ¥ 51 1938 * 67 £ 1164 t 132 * 1011 % 95

....-’-..---...-.-....--..--..---.-..-.--.--------..-.--...--..-.-’.--.....--.-

Cads valor es ol promedio de § ratas ? S. B.N. Los niveles de: signiftcnn--f
cia fueron calculados usando la prueba de "t"-Student. Las concentraciones
e expresan como. paol IR-Met-encefalina /g de 930, con.uns dosis de etanol
or via i.p. de 3 g/kg. °*p 0.005, **p 0.001 con respocto sl control.
p 0.001 con respecto a 5 minutos.
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