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RESUMEN

La epilepsia es un sindrome de disfuncion cerebral que se caracteriza por la
descarga sostenida y asincrénica de un grupo de neuronas cerebrales. Se ha
estimado que puede afectar a un 2% de la poblacién mundial. En el campo de
mvestigacion, la epilepsia se puede estudiar a través de modelos experimentales
como el kindling (encendimiento), tanto eléctrico como  quimico con
pentilenetetrazol (PTZ). El kindling es un fenémeno en donde la estimulacion
repetida ya sea eléctrica o quimica en estructuras del sistema limbico produce un
incremento gradual y progresivo de su excitabilidad, la cual se propaga a otras
regiones desencadenando las crisis convulsivas generalizadas.

Eluso de estos modelos es ideal para el estudio de la epileptogénesis experimental
va que se pueden estudiar in vivo e in vitro los cambios neuroquimicos,
electrofisiologicos, bioquimicos y moleculares que afectan a la célula epiléptica.
La aparicidn de una crisis convulsiva trae consigo la entrada de calcio a la célula
nerviosa. Para mantener lahomeostasis, la célula utiliza a el calcio para responder
a los cambios del medio externo que la rodea. Es reconocido que la presencia del
calcio es determinante para la liberacion de neurotransmisores y neuropéptidos.

Una de la proteinas involucradas en traducir la sefial del calcio es la calmodulina
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(CaM). La CaM se activa cuando se une al calcio, dando lugar a una estructura
estable Ca?*-CaM. Esta molécula es capaz de activar a enzimas como la cinasa
II. El complejo Ca?*-CaM-Cinasa I, se ha involucrado con el establecimiento del
fenémeno del kindling, con los ritmos diurnos y en los mecanismos de secrecion
de los neurotransmisores. Sin embargo, hasta el momento se desconoce si como
resultado de las crisis convulsivas repetidas producidas por el kindling, la CaM
presenta cambios en su contenido cerebral. Tampoco se conoce sila concentracion
de CaM se modifica durante el fotoperiodo. Por dltimo, si una de las funciones
primordiales de la CaM es la de estar involucrada con la secrecion de
neurotransmisores, hasta el momento se desconoce si se puede involucrar en la
liberacion de los péptidos opioides. Las encefalinas, se han involucrado en la
epileptogénesis, se ha propuesto que su liberacién contribuye a restringir la
propagacion y severidad de una crisis convulsiva. Sin embargo, los mecanismos
que subyacen a la liberacion de encefalinas son desconocidas. Por lo tanto, el
objetivo del presente trabajo, fue determinar la cantidad de CaM presente en el
tejido control y epileptizado, tanto en la fase de luz, como en la de obscuridad. Si
una de las funciones de la CaM se encuentra relacionada con la secrecion de

peurotransmisores, en el presente trabajo se estudid en condiciones control, la
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posible participacion de la CaM en la secrecion de encefalinas. También
exploramos la participacion de otra enzima involucrada en los procesos de
secrecion, la PKC.

Los resultados mostraron que 1) En los animales control y sometidos al kindling
con PTZ, la CaM tiene un ritmo circadico. Su concentracion aumenté en algunas
estructuras, como la amigdala principalmente, durante la fase de obscuridad. 2) El
contenido de CaM no se modifico al comparar a los animales sometidos al
kindling contra sus correspondientes controles. 3) La CaM fue capaz de modular
selectivamente la liberacion de encefalinas. La presencia de los inhibidores de la
CaM como el TFP y la naftalensulfonamida (W7), fueron capaces de inhibir
significativamente, la liberacion de Met-encefalina, hepta y octapéptido, pero no
asi de Leu-encefalina. La participacion de la enzima PKC en la liberacion de
encefalinas, parece estar relacionada con la secrecion de la Leu-encefalina, ya que
la presencia de un agonista de la enzima el éster de forbol (PMA), aumenté
significativamente la liberacion de Leu-encefalina y no modificé la de Met-
encefalina.

Hasta donde conocemos, los resultados del presente trabajo son los primeros en

demostrar que el contenido de CaM se modifica durante ¢l fotoperiodo. La
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concentracién maxima de CaM se obtuvo durante la fase de obscuridad. Sin
embargo, sin importar el estado alterado en la excitabilidad neuronal que
presentan las ratas epileptizadas con PTZ, la concentracién de CaM no sufrio
cambios, al compararlos con los animales control. Estos datos sugieren que el
aumento nocturno en el contenido de CaM en el tejido nervioso puede estar
relacionado con el de las encefalinas. Es posible que la interaccién de la CaM con
los factores de transcripcion que expresan al gen de la proencefalina A, sea un
mecanismo enddgeno para controlar la sintesis nocturna de los opioides. También
observamos que la CaM puede actuar selectivamente sobre la liberacion de los
opioides derivados de la proencefalina A, como la Met-Encefalina, Heptapéptido
y Octapéptido. La liberacion de Leu-encefalina, solamente sufrié modificaciones
en presencia del éster de forbol (PMA), agonista de la enzima PKC. Estos datos
nos sugieren que esta enzima junto con la CaM puede estar involucrada en la
secrecion de opioides. Por lo tanto, el efecto fisiologico de la CaM y de la PKC
y de la naturaleza del péptido a liberar, dependera de la estructura analizada, de

su localizacion subcelular, distribucion y concentracion neuronal.



Summary

Calmodulin (CaM) through activation of CaM-kinase II may be involved in the
molecular mechanism underlying the epileptogenic processes. Some evidence
suggests that kindling responses change across the day-night cycle. In order to test
if kindling stimulation modifies CaM content, we measured CaM concentrations
in amygdala, hippocampus and hypothalamus obtained from control and kindled
rats during light and darkness. Male Wistar rats (250- 300 g), were injected 1i.p.
with pentylenetrazol (PTZ) (35 mg/kg/24 h). Once chemical kindling was
established, rats were sacrificed by decapitation at 10:30 a.m. and 01:30 a.m. The
brains were obtained, and the amygdala, hippocampus and hypothalamus
dissected. CaM content was measured in the cytosol and membrane fractions by
radioimmunoassay. We found a significant increase in CaM content in cytosol and
membrane fractions of both control and kindled rats during the dark phase. No
significant differences in CaM concentrations were observed between control and
experimental rats, whether during the light or the dark phase. The data suggest a
well defined photoperiodic variation in CaM concentration in limbic structures,
despite the neuronal excitability produced by kindling. Among several physilogical

functions , CaM has been involved with the secretory processes in rat brain.
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However, at the present time, there is not evidence that CaM could be related with
the opioid peptide release from nerve terminal endings of the rat brain. In the
present investigation we assessed in control rats, the enkephalin release in the
presence of two CaM antagonists TFP and W7. Also, we tested the possible
Protein Kinase C (PKC), participation in the enkephalin release. These
experiments were performed in the presence of a PKC agonist, the phorbol ester
the PMA. Our results showed that Met-enkephalin release from amygala
synaptosomal preparation could be regulated by CaM. CaM antagonist TFP and
W7 were able to inhibit the Met-enkephalin release. No changes were observed
in Leu-enkephalin release. However, Leu-enkephalin release was selectively
increased by PMA. Taken together, these data suggest that enkephalin release

could be selectively regulated by CaM and PKC.
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1.0 INTRODUCCION,
1.1. Epilepsia.
La epilepsia es un sintoma de disfuncién cerebral de caracter recurrente que se
caracteriza por la descarga sostenida y asincrénica de un grupo de neuronas
cerebrales. Las etiologias son variadas, por lo que la epilepsia per se no se
considera una enfermedad especifica. Las crisis epilépticas se pueden manifestar
como complicacion de accidentes infecciosos, traumdticos, tumorales, por
alteraciones sistémicas y por desérdenes metabolicos. Se estima que de 300 a 600
personas de cada 10,000 presentan actividad epiléptica (12). Para su estudio las
crisis epilépticas se han dividido en los siguientes grupos de acuerdo a los criterios
establecidos por la Liga Internacional Contra la Epilepsia: (103)
L. Crisis parciales (focales, locales): Las crisis parciales son aquellas en las que el
primer evento clinico y electroencefalografico sefiala una activacion de un grupo
neuronal en uno o en ambos hemisferios. Las crisis parciales a su vez se clasifican
en: a. Cnsis parciales simples (sin alteracion en la conciencia)

b. Crisis parciales complejas

1. Con alteraciones de la conciencia al inicio.

2. Parcial simple al inicio, seguida de deterioro de la conciencia
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¢. Crisis parciales que evolucionan a convulsiones tonico-clonicas generalizadas
1. Simples que evolucionan a crisis tonico-clonicas generalizadas.
2. Complejas que evolucionan a crisis tonico-clonica generalizadas.
I. Crisis generalizadas (convulsivas y no convulsivas): las crisis generalizadas son
aquellas en las que la primera manifestacion incluye ambos hemisferios cerebrales.
La conciencia puede alterarse y ser la manifestacion inicial. Las manifestaciones
motoras son bilaterales. La descarga neuronal se propaga a ambos hemisferios. A

su vez se clasifican en:

1. crisis de ausencia
2. ausencia atipicas
b. Ausencia que progresa a convulsion ténico-clénica generalizada
c. Crisis ténicas
d. Cusis ténico-clonicas
e. Crisis aténicas
III. Crisis epilépticas no clasificadas: incluye todas las crisis que no pueden
clasificarse debido a datos incompletos o inadecuados y en algunas de las cuales

no pueden incluirse en las categorias hasta ahora descritas, como por ¢jemplo:
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movimientos oculares ritmicos y movimientos de natacion y masticatorios.
IV. Adendum
1. Crisis epilépticas repetidés: ataques fortuitos y sin provocacion aparente.
Ataques ciclicos a intervalos regulares.
2. Crisis prolongadas o repetitivas (status epilepticus): el término se emplea
cuando una crisis persiste por un periodo prolongado.
La epilepsia puede ser estudiada con diversos modelos experimentales que se
dividen para su estudio en dos grandes grupos: 1) modelos de actividad
epileptogena localizada (con posibilidades de generalizacion secundaria) y 2) los
modelos de actividad epileptogena generalizada. (12,48). El modelo de kindling
(encendimiento) eléctrico pertenece al primer grupo y es considerado hasta la
fecha, como el arquetipo de los modelos experimentales de epilepsia y de
plasticidad neuronal.
El kindling eléctrico como modelo para estudiar las epilepsias humanas cobra
relevancia al observar las similitudes neurofisioldgicas entre las caracteristicas de
la epilepsia humana y el modelo del kindling en animales. La expresion conductual
de las convulsiones producidas por el kindling muestran semejanzas con las

producida por los seres humanos como las convulsiones parciales complejasy con
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las convulsiones generalizadas secundarias del tipo ténico-clonicas . El patron
clectroencefalografico en los humanos, en estructuras como la amigdala e
hipocampo son similares a las registradas en el cerebro del animal epileptizado.
Las espigas interictales estdn presentes en el EEG tanto de los amimales (7) como
en la de los pacientes epilépticos (71). Con el modelo del kindling es posible
estudiar los fenémenos eléctricos, los cambios 16nicos a través de la membrana
neuronal y de la glia, las alteraciones neuroquimicas en la neurotransmisién y los
procesos moleculares de tipo tramsitorio y permanente que subyacen a la
epileptogénesis y a otros estados alterados de la excitabilidad neuronal (37,38,39).
El kindling eléctrico se produce por medio de la estimulacion eléctrica repetida de
baja intensidad en algunas estructuras cerebrales, entre las que destacan aquellas
que conforman al sistema limbico. Este proceso da como resultado un incremento
gradual y progresivo de la actividad neuronal, la cual termina con crisis
generalizadas tonico-clonicas. La hipersensibilidad neuronal a la estimulacién
eléctrica puede durar largos periodos, e inclusive, toda la vida del animal (48).
Dentro del segundo grupo de los modelos experimentales de crisis convulsivas se
consideran los producidos mediante la administracion de diferentes agentes

quimicos, como el carbacol, lidocaina, cocaina, xilocainay pentilenetetrazol (PTZ)
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(44). El modelo de kindling quimico mas estudiado y mejor caracterizado es el
producido con el PTZ (34,70), el cual conserva los patrones conductuales y
similares a los descritos para el modelo eléctrico y se compone de 1as siguientes
fases: Fase 1) sin movimiento, Fase 2) movimiento de la cabeza "mioclonias”,
Fase 3) torcedura del tronco y cabeza de la rata, Fase 4) posicion de canguro, ¢l
animal se para en sus patas posteriores, Fase 5) Crisis tonico-clonicas
generalizadas con posicion de canguro y caida hacia atras.

La actividad epiléptica del sistema limbico que se produce durante las crisis
tonico-clénico generalizadas, a grandes rasgos incluye las siguientes fases; 1) fase
ictal; periodo de mayor actividad neuronal en donde se manifiestan las crisis
tonicas y cldnicas, 2) periodo refractario: ocurre después del potencial de accion
y en dénde es imposible excitar a la célula no importa que tan grande sea el
estimulo 3) depresion postictal; se caracteriza por inmovilidad del sueto y
ausencia de respuestas a estimulos del medio ambiente 4) periodo interictal; que
abarca la actividad neuronal entre el término de la depresion postictal y el inicio
de una nueva fase ictal (26,28). Se ha postulado que la depresién postictal y la
actividad interictal constituyen un proceso de proteccion neuronal que impide la

produccion de actividad epiléptica inmediatamente después de una crisis epiléptica
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(29). Laherramienta electrofisiologica permitié en su momento establecer las fases
del kindling, esta separacion daba la oportunidad de realizar las mediciones
bioquimicas, neuroquimicas y farmacoldgicas para estudiar a nivel molecular el
fenémeno del kindling.

Durante varias décadas, diferentes lineas de investigacion estuvieron concentradas
en analizar la participacion de los neurotransmisores clasicos en las alteraciones
biofisicas y neuroquimicas relacionadas con la epileptogénesis. La caracterizacion
del material liberado, asi como la de sus receptores, pre y postsinapticos,
permitieron establecer las bases neuroquimicas de la epilepsia. Sin embargo, en
la década de los ochentas (62) se identificaron nuevas caracteristicas y
propiedades de la neurotransmision, al descubrir que en una célula nerviosa
pueden coexistir los neuropéptidos y los neurotransmisores cldsicos. Desde la
perspectiva bioquimica, el estudio de los mecanismos moleculares que modulan
la actividad neuronal, recibié un fuerte impulso cuando se demostrd que los
neuropéptidos también actiian como neurotransmisores (62,63,64). Una de las
primeras diferencias y propiedades que se descubrieron fue que la frecuencia de
estimulacion requerida para producir la liberacion de neuropéptidos era mas alta

en comparacion con la requerida para la liberacion de los neurotransmisores
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clasicos (63). El interés por estudiar a los neuropéptidos tiene su origen en los
trabajos de Guillemin (52) y Schally y col. (113), quienes identificaron, por vez
primera, la naturaleza peptidérgica del factor liberador de la hormona luteinizante,
de la tirotropina y de la somatostatina. En los afios siguientes, se pudo establecer
la secuencia de aminoacidos que conformaban a la Substancia P cuya fisiologia
se ha relacionado con el dolor (21). A la mitad de la década de los setentas fueron
aislados, purificados y secuenciados, dos péptidos opioides endégenos,
conocidos como Met y Leu-encefalina. Se demostrd en los ensayos in vitro que
estos péptidos eran capaces de unirse al receptor de la morfina. En particular, los
péptidos opioides dieron la oportunidad de explorar, por vez primera, los
mecanismos moleculares del dolor y de los narcéticos usando como herramienta
bioquimica a las encefalinas. A partir del descubrimiento de los péptidos opioides
quedo establecido que los péptidos cerebrales representaban una nueva clase de
neurotransmisores quimicos que podian intervenir directamente en la transmision
sindptica (63,64). Poco tiempo después del descubrimiento de las encefalinas, se
demostré que su aplicacion por via intracerebroventricular producia cambios
electroencefalograficos similares a las producidos durante la actividad interictal

en las epilepsias humanas y por el kindling eléctrico (18,36). Hallazgo que sugeria
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la posible participacion de las encefalinas en la epileptogénesis .

1.2. Encefalinas y Epileptogénesis.

Las técnicas inmunohistoquimicas demostraron que en los cuerpos celulares y en
las fibras de la amigdala del 16bulo temporal se localizan tanto las encefalinas
como sus receptores (59, 115). Uhl y col., descubrieron la existencia de una via
encefalinérgica que conecta a los nicleos centrales amigdalinos con la stria
terminalis (127), la cual al ser lesionada facilitaba el kindling eléctrico (36).
Paralelamente, el grupo de Hong y col. reportdé que al aplicar el electroshock
convulsivo en forma repetida al cerebro de la rata, se producia un incremento
significativo en el contenido tisular de Met-encefalina (65). Estos resultados
sugerian que las encefalinas podian estar relacionadas con la epileptogénesis. Esta
hipétesis fue demostrada por nuestro grupo, al describir que ¢l contenido tisular
de Met y Leu-encefalina se modificaba en forma selectiva .en el cerebro de la rata,
durante y después del kindling eléctrico amigdalino (121,131,132). Como se ha
mencionado previamente, la depresion postictal se caracteriza por la reduccion de
la susceptibilidad a la aparicion de crisis epilépticas subsecuentes (18,37, 94). La
administracion de naloxona, un antagonista de los péptidos opioides, reduce la

duracion de la depresion postictal inducida por el kindling en la amigdala cerebral
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y en el hipocampo (18,28,29, 42,43,45,75,119) propiciando la rapida reaparicion
de una nueva crisis convulsiva ténico-clonica (Fase 5). El concepto de que las
encefalinas ejercen un efecto protector contra la aparicion de crisis convulsivas
subsecuentes, surgié a partir de experimentos en los que se observd que la
liberaci6n de los opioides durante el electroshock convulsivo inhibia el desarrollo
del kindling amigdalino (38,39,50,107,114), efecto que era revertido por la
naloxona (56,114). Ademads, datos clinicos demostraron que los pacientes con
epilepsia presentaban concentraciones elevadas de Leu-encefalina en el liquido
cefaloraquideo (71). Es importante sefialar que la actividad epiléptica repetida
produce un incremento en la concentracién del ARNm que codifica para la
proencefalina A y de las encefalinas como productos finales biologicamente
activos. El contenido de ARNm que codifica para la proencefalina A y para la
Prodinorfina aumenta significativamente después de la aplicacion de acido kainico
(74), del electroshock convulsivo (140) y del kindling eléctrico amigdalino (95).
Durante el desarrollo del kindling amigdalino, los niveles tisulares de los
precursores y de las encefalinas aumentan significativamente en varias estructuras
del sistema nervioso, principaimente en el sistema limbico

(69,80,86.92,95.121,132). El aumento en el contenido tisular de opioides se
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encuentra asociado con un incremento en su liberacion presinaptica. El
electroschock conwvulsivo, provocé la liberacion del octapéptido en el liquido
cefaloraquideo (68) y el kindling quimico con PTZ la liberacion del heptapéptido,
octapéptido y de ambas encefalinas (7).

Los cambios producidos por el kindling son de larga duracion, ya que los niveles
de opioides permanecen aumentados al menos 15 dias después de la ltima crisis
convulsiva (3) y durante las 24 horas del dia en las estructuras del sistema limbico
(3,4). La participacion de los opioides en la epilepsia, se encuentra estrechamente
relacionada con la transmision gabaérgica(17,27). Agentes quimicos como el PTZ
y la penicilina entre otros, compiten por el sitio de unién del acido gama
aminobutirico (GABA) en el receptor GABA tipo A (27). La falla en la
transmision inhibitoria gabaérgica provoca que la transmision excitatoria se
propague rapidamente a todo el SNC. Varias lineas de investigacion han sugerido
que una vez que la transmision gabaérgica se encuentra disminuida, el organismo
tiene un mecanismo de proteccién y compensacion temporal que involucra la
liberacion, recambio y sintesis de opioides que pueden impedir la aparicién de una
nueva crisis convulsiva (53). Con base en estos estudios, se postula que la

liberacion de péptidos opioides provocada por la actividad epiléptica repetida,
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contribuye a restringir la propagacion, severidad y frecuencia de las crisis
convulsivas subsecuentes (18).

1.3. Encefalinas.

Las encefalinas (en el cerebro) fueron descubiertas en 1975 por John Hughes y
col. (67). Estas biomoléculas presentan la siguiente secuencia: NH,-Tyr!'-Gly*-
G1y3-Ph;34-Met5-COOH (Met-encefalina) y NH,-Tyr'-Gly*-Gly’-Phe*-Leuw’-COOH
(Leu-encefalina). La localizacion subcelular, la caracterizacion de sus receptores
estereoespecificos y su extensa distribucién anatémica, tanto en el sistema
nervioso central (SNC), como periférico (SNP), permitieron sugerir que estos dos
péptidos podian participar en la fisiologia celular (ver revisiones 6,90). Estudios
posteriores, demostraron que las encefalinas en realidad forman parte de un
extenso grupo de péptidos, todos ellos con potente actividad opioide, a los cuales
en forma genérica se les denomind endorfinas.

La presencia en el tejido neural de dos péptidos de 5 aminoacidos cada uno,
sugeria que podian derivarse del procesamiento de un precursor de alto peso
molecular (al igual que muchas hormonas proteicas), el cual a través del
procesamiento postraduccional podia dar lugar a las encefalinas como productos

finales bioldgicamente activos. A partir de la década de los ochentas y con el uso
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de las técnicas de la biologia molecular se han identificado 3 precursores de alto
peso molecular que dan lugar a los péptidos opioides: 1) la proencefalina A (PA),
de la cual se obtienen las encefalinas, 2) la prodinorfina (PD), que da origen a las
dinorfinas y en cuya secuencia se encuentra a la Leu-Encefalina y ninguna copia
de Met-Encefalina, 3) la proopiomelanocortina (POMC), de la cual se originan
entre otras moléculas la ACTH y la -endorfina (51, 98,126).

Una vez establecida la secuencia de aminoacidos de la proencefalina A, se
demostrd que cada molécula contenia cuatro copias de Met-encefalina y una copia
de Leu-encefalina, una del heptapétido (Met-encefalina-Arg®-Phe’), y una del
octapéptido (Met-encefalina-Arg®-Gly’-Leu®). El mecanismo celular Ipara liberar
a las encefalinas de sus precursores es similar al que presentan las hormonas
proteicas. La presencia de pares de aminoacidos basicos como la Arg y la Lys, son
las sefiales bioquimicas que funcionan como sitios de reconocimiento para enzimas
del tipo de la tripsina que rompe pares de aminoacidos basicos y de la
carboxipeptidasa B, que elimina ¢l aminoacido bésico carboxilo terminal.
Inicialmente, con el uso de estas dos enzimas, se pudo establecer la presencia de
los péptidos derivados de la proencefalina A y las encefalinas como productos

finales biologicamente activos. A partir de la década de los noventas, se demostrd
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que el procesamiento de varias hormonas proteicas y neuropéptidos, entre ellos
la proencefalina A, se encuentra controlado por enzimas del tipo de las
convertasas y que pertenecen a la familia de la subtilisina (111,116). Dos enzimas
de este grupo son, la prohormona convertasa 1 y 2 (PC1 y PC2), que son las
responsables del procesamiento postraduccional de 1a proencefalina A. Estas
enzimas actfian secuencialmente en Ia biosintesis de los neuropéptidos. La PC1 se
activa en el reticulo endopladsmico mientras que, la activacion de la PC2 ocurre en
la porcidn trans del aparato de Golgi (Trans Net Golgi) y es la responsable de la
protedlisis de los precursores al ser transportados en los granulos secretores hacia
la terminal sinaptica (72,142).

El proceso postraduccional que sufren los péptidos opioides presenta varias
caracteristicas bioquimicas similares a las encontradas para las hormonas
proteicas.

El precursor abandona la region trans-Golgi en vesiculas, que viajan a través del
axon hasta la terminal sinaptica. A diferencia de los neurotransmisores clasicos,
los neuropéptidos se almacenan en vesiculas sinapticas mas grandes y densas las
cuales poseen propiedades especificas tanto bioquimicas como electrofisiolégicas

(62,63). Los neurotransmisores de bajo peso molecular como la acetilcolina y la
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noradrenalina se liberan con frecuencias de estimulécién bajas, mientras que los
péptidos lo hacen sélo a frecuencias de estimulacion altas (63). Los estudios
iniciales demostraron que la liberacion in vitro de encefalinas es semejante a la de
los neurotransmisores clasicos. Es decir, que Ia secrecion de opioides es calcio
dependiente ante una despolarizacién producida por el potasio, verapamil y
veratridina (102,144). Por ofro lado, se ha sugerido que la liberacién de los
neuropéptidos se inicia con un aumento uniforme en las concentraciones del calcio
en el citoplasma, a diferencia de la secrecion de transmisores de bajo peso
molecular, como los aminoicidos o las indolaminas que requiere de una
concentracion elevada de calcio local (en la vecindad de los canales de calcio
dependientes de voltaje) para poder liberarse, ya que sus vesiculas se encuentran
préximas a las zona activa de la terminal sinaptica (63,124). Por su parte, las
vesiculas densas que contienen a los neuropéptidos pueden fusionarse en la
membrana presindptica en lugares alejados de la zona activa. Es importante
sefialar que el efecto que poseen los neuropéptidos antes de ser degradados, les
confiere una fisiologia semejante a la de las hormonas proteicas y, como €stas

ultimas sus efectos son de larga duracion, en comparacion a los neurotransmisores

clasicos (63).
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Junto con las encefalinas, se liberan dos péptidos derivados de la Proencefalina A
y que presentan actividad opioide; como el heptapéptido (Met-encefalina-Arg®-
Phe”) (117) y el octapéptido (Met-encefalina-Arg®-Gly’-Leu®) (73). La
coexistencia en la terminal sindptica de los neuropéptidos con los
neurotransmisores de bajo peso molecular confiere a la célula nerviosa, una mayor
diversidad biofisica y bioquimica necesaria para mantener y modular la
transmision sinaptica (63,64). Los datos obtenidos hasta el momento demuestran
que la accidn fisiologica de las encefalinas dependera tanto de la cantidad de
opioides que se libere como de la presencia y afinindad de sus receptores
postsinapticos. Hasta el momento los mecanismos moleculares que subyacen a la
liberacion de las encefalinas atin en condiciones control son desconocidas. Sin
embargo, una de las moléculas involucradas en la secrecion de hormonas y
neurotransmisores es la calmodulina (CaM) (47,108), por lo tanto la liberacién de
encefalinas podria estar mediada por la CaM.

1.4. Calmodulina

Desde los primeros trabajos realizados por Ringer en 1883 (109), quien reportd
que las contracciones del corazén eran dependientes del contenido de calcio

intracelular y de los trabajos de Heilbrun y Wiercinsky en 1947 (58), quienes
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demostraron por primera vez que la contraccién de las fibras musculares se
producia en presencia de pequefias cantidades de calcio, la funcion del calcio en
la fisiologia celular es universalmente reconocido.

Las vias metabdlicas que dan lugar a eventos tan diversos como la liberacién de
hormonas o la contraccion muscular, tienen en comun la entrada de calcio a la
cé€lula. El calcio es uno de los segundos mensajeros a través de los cuales la
célula puede traducir las sefiales, tanto eléctricas como quimicas, que convergen
en la membrana celular. La sefial del calcio activa cascadas bioquimicas
especificas, cuya finalidad es la de responder a los cambios en el medio ambiente
para mantener la homeostasis celnlar (14,19,20). Sin embargo, las concentraciones
de calcio también requieren de ser moduladas. Hasta la fecha se han descubierto
varias proteinas capaces de unirse a este cation para modular la transmision y
recepeidn de los mensajes intracelulares. De estas proteinas posiblemente la mas
estudiada y mejor caracterizada es la calmodulina (CaM), cuya funcion es la de
actuar como un mediador de la seiial del calcio en las células eucaridticas (47, 89,
118,136). Actualmente, se reconoce ala CaM, como el principal aceptor de calcio
en las células no musculares. Esta proteina es ubicua, contiene 4 sitios de union

al calcio (Kd=2.4 uM), se compone de un total de 148 aminoécidos con un peso
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molecular aproximado de 16,000 Daltones (24). El calcio al unirse a la CaM
modifica en forma alostérica la estructura de la proteina. Este cambio expone una
region hidrofébica de aproximadamente 20 aminoécidos, a la que se ha postulado
que se unen las enzimas moduladas por la CaM (78,122). El creciente ntiimero de
proteinas descubiertas que son capaces de unirse a la CaM, asi como de las
enzimas que para ser activas dependen de estar unidas a la CaM, han ampliado la
vision que se tenia sobre la fisiologia de esta proteina. La CaM se relaciona con
la regulacion del metabolismo de los nucledtidos ciclicos (85), interviene en el
arreglo y estructura del citoesqueleto (9,87) y en diferentes estadios de la
proliferacion celular (88). Una de las fun.ciones primordiales de la CaM en
asociacion con las enzimas cinasas (enzimas que transfieren grupos fosfatos
altamente energéticos) es la fosforilacion y desfosforilacion de  proteinas
(47,115,138). La fosforilacion de proteinas constituye una herramienta bioquimica
fundamental para la activacion e inactivacion de multiples enzimas comprometidas
con ¢l mantenimiento de la homeostasis celular. En el SNC existen dos principales
clases de enzimas del tipo de las cinasas; las que son calcio dependientes y las
dependientes de los nucledtidos ciclicos (97). Las cinasas dependientes de calcio

a su vez se subdividen en las dependientes e independientes de calmodulina. Hasta
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el momento se han identificado cuatro tipo de cinasas dependientes de CaM,
denominadas CaM-Cinasa I, CaM- Cinasa I, CaM-Cinasa III y CaM-Cinasa IV
(141). De particular interés para el presente trabajo de tesis, es la funcion de la
Cazi-CaM*Cinase IT (CaMKII por sus siglas en inglés), debido a que esta enzima

estd mvolucrada con la liberacion de neurotransmisores (83). La CaMKII se

encuentra en grandes concentraciones en el cerebro, principalmente en el

hipocampo, cuerpo estriado e hipotalamo (96). En la neurona la enzima se localiza
en el cuerpo celular, las dendritas y en la terminal axdnica (55). El complejo Ca?*-
CaMKI1l, es capaz de modular la fosforilacién de proteinas sinapticas que
participan en la liberacion de los neurotransmisores (25,35), tanto en sinaptosomas
(30,31), como en los cultivos de células (22). Este complejo también se ha
involucrado en el proceso de fusion de las membranas de la vesicula sinaptica con
la zona activa de la terminal axénica y con los mecanismos que permiten movilizar
y dirigir a las vesiculas sindpticas hacia la zona activa (57,63).

Algunas de las fosfoproteinas que participan en la modulacién de la sintesis y
liberacidn de los neurotransmisores y que se relacionan con el complejo CaMKIil
son: la sinapsina I, las hidroxilasas de la tirosina y del triptofano, las proteinas

asociadas a los microtabulos, las MAPs, la proteina Tau, y la fosfodiesterasa de
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nucleotidos ciclicos (35, 76).

El mecanismo de inactivacion del complejo Ca*"-CaM, se produce en la region
hj(irofébica de la CaM. A este fragmento se unen diversos farmacos que por
competencia inhiben su actividad, tal es el caso de las fenotiazinas (137), y de las
sulfonamidas (serie W) (61). Sin embargo, no solamente las drogas como-las
mencionadas son capaces de inhibir la accion de la CaM. Moléculas enddgenas
como la hormona Melatonina (MEL), son capaces de inhibir la actividad de la
CaM alterando en las células MDCK el arreglo del citoesqueleto (8,9).

Por otro lado, es reconocido que la sefial del calcio puede no solamente expresarse
por su unién a la CaM. La enzima proteina cinasa C (PKC) dependiente de calcio,
se encuentra ampliamente localizada en el SNC y en particular en 1a membrana de
las terminales nerviosas (112). Recientemente, se ha demostrado que la PKC, se
encuentra en la membrana presinaptica y es capaz de modular la liberacion de los
neuropéptidos como la colecistoquinina y la bombesina (13,129).

1.5. Calmodulina-Epilepsia.

Si el efecto kindling produce alteraciones permanentes en la excitabilidad
neuronal, y la concentracion de Ca?* que llega al interior de la celula nerviosa se

encuentra aumentada en este proceso, las proteinas responsables de traducir el



29

mensaje del calcio podrian estar involucradas en la epileptogénesis (92,93,139).
Wuy col. (139), demostraron que la fosforilacion de dos de las subunidades de la
multiproteina cinasa II dependiente de CaM (CaM-cinasall), se reducia
significativamente en la membrana sinaptica del hipocampo de los amimales
sometidos al kindling eléctrico amigdalino. Datos posteriores demostraron que
estos cambios estaban relacionados con las modificaciones de larga-duracion en
la actividad y localizacion de la CaM-Cinasa II en el hipocampo (134,135} . La
actividad de fosforilacién también se reduce durante el status epilepticus
producido por la administracién de bicuculina (16,). Varias evidencias apoyan la
hipétesis de que la CaM esta relacionada con la epileptogénesis a través de la
interaccion y activacion de la CaM-cinasa I (15,134,135,139). Datos
experimentales demostraron que el antagonismo de la CaM retrasa la aparicion del
kindling eléctrico (60). La CaM-cmasa II, se encuentra en grandes
concentraciones en las membranas pre y postsinapticas (41,103). Los antagonistas
de CaM como ¢l W7 y la trifluoroperazina (TFP), inhiben la actividad de la CaM-
cinasa II. La inhibicion de este complejo enzimatico también se produce en las
membranas plasmaticas y en las vesiculas sinapticas después de la administracion

de farmacos anticonvulsivantes como las fentoinas y benzodiacepinas, (31,32,33).
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Sin embargo, existen datos contradictorios en cuanto a la actividad del complejo
Ca?"-CaM durante ¢l kindling. Mientras que el grupo del doctor Wasterlain
encuentra que la actividad del complejo enzimatico disminuye después del
kindling septal, el grupo del doctor Zhou, reportaron que el kindling eléctrico
amigdalino aumenta la actividad de la CaM-Cinasa I en el hipocampo de la rata
(141). S embargo, es necesario destacar que los datos mencionados se
relacionan con la actividad y localizacion de la enzima CaM-Cinasa I, pero hasta
el momento se desconoce si la concentracion de la CaM se modifica en el

kindling.
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2.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta el momento se ha demostrado la participacién de la CaM en los procesos
epilépticos. Sin embargo, los datos se encuentran relacionados con la
concentracion, actividad y localizacion de la enzima Cinasa II dependiente de
CaM y no a la concentracién de la CaM per se. Por otro lado, se ha descrito que
la susceptibilidad a la aparicion de crisis convulsivas tanto en seres humanos como
en animales sometidos al kindling eléctrico y quimico se modifica durante el
fotoperiodo. En particular durante la fase de obscuridad, el nimero de crisis
convulsivas aumenta significativamente con respecto a la fase de luz. Sin embargo,
se desconoce si el contenido tisular de 1a CaM se modifica durante el kindling y/o
durante el fotoperiodo.

Por otro lado, una de las funciones primordiales de la CaM se encuentra
relacionada con los procesos de liberacion de neurotransmisores, pero se
desconoce si la CaM se encuentra involucrada en la liberacion de neuropéptidos.
Sibien la enzima Proteina Cinasa C (PKC), también es una enzima cuya actividad
se relaciona en los procesos de secrecion de neuropéptidos como la bombesina y
la colecistoquinina, hasta el momento se desconoce si esta enzima se encuentra

relacionada con la liberacion de las encefalinas a partir de sus terminales
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nerviosas. En condiciones control, la liberacion in vitro de encefalinas es calcio
dependiente y responde a un estimulo despolarizante en presencia de una
concentracién alta de potasio. Hasta el momento los mecanismos moleculares que
subyacen a la liberacion de encefalinas son desconocidas.

2.1. HIPOTESIS.

Hipdétesis I. Si con el kindling eléctrico la hipersensibilidad de las neuronas
aumenta durante la fase de obscuridad y las enzimas dependientes de CaM como
la Cinasa II, presentan cambios selectivos en cuanto a su concentracion y
actividad en varias estructuras del Sistema Nervioso Central, es factible que 1a
concentracién de CaM se modifique tanto con el kindling quimico por PTZ como
durante el fotoperiodo.

Hipaotesis I1. Si una de las funciones de la CaM se encuentra relacionada con la
secrecion de hormonas y neurotransmisores en el Sistema Nervioso Central v la
liberacidn de opioides es selectiva y dependiente de calcio, es factible que la CaM
pueda estar involucrada en la regulacion de la liberacion de encefalinas a partir de

sus terminales presinapticas.
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2.2, OBJETIVOS

1. Determinar la concentracion de CaM presente en el tejido neural de las ratas
control y sometidas al kindling quimico con PTZ.

2. Determinar si el fotoperiodo modifica la concentracion de CaM tanto en el
cerebro de la rata control como en las sometidas al kindling quimico con PTZ.
3. Establecer si en la amigdala basolateral de las ratas en condiciones control, la
CaM se encuentra involucrada con la liberacidon de Met- y Leu-encefalina a partir
de sus terminales nerviosas aisladas.

4. Se analizara la posible participacion de la enzima PKC en la liberacion
presinaptica de encefalinas.

2.3. METAS

1. Desarrollar el kindling quimico con PTZ

2. Una vez establecido el kindling, se procedera a determinar el contenido de CaM
presente en la amigdala, hipotdlamo e hipocampo de la rata, tanto en animales
control como en los sometidos al kindling con PTZ.

3. Con el propésito de analizar si la CaM sufre cambios en su contenido tisular
durante el fotoperiodo, se haran determinaciones durante la fase de luz y durante

la fase de obscuridad.
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4. Para analizar la posibilidad de que la CaM participe en la liberacion de
encefalinas se procedera a desarrollar la técnica de liberacién de opioides a partir
de las terminales nerviosas aisladas (sinaptosomas).

5. Una vez caracterizada la preparacién de los sinaptosomas, se pretendera evaluar
la liberacion in vitro de Met y Leu-encefalina en sinaptosomas obtenidos de la
amigdala basolateral de la rata bajo condiciones control.

6. Determinar el efecto de los inhibidores de la CaM sobre la liberacion in vitro
de Met vy Leu-encefalina en sinaptosomas de amigdala.

7. Analizar la posible participacion de la enzima PKC sobre la liberacion de
encefalinas, usando un agonista de la enzima, el éster de forbol denominado PMA.
3.0 MATERIAL Y METODOS

3.1. Diseifio experimental

3.1.1.Determinacion de la concentracion de la Calmodulina durante el
fotoperiodo.

1.Sujetos: Se utilizé un grupo de 70 ratas macho de la cepa Wistar con un peso
entre 230-250 g, mantenidas en condiciones temperatura y luz controlada. La
temperatura fue de 21 + 1°C y la luz en un ciclo de 12 x 12 h, comenzando la fase

luminosa a las 06:00 h. El agua y el alimento fueron suministrados ad /ibitum. Este
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luminosa a las 06:00 h. El agua y el alimento fueron suministrados ad libitum. Este
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grupo fue subdividido en dos:

A) Animales epileptizados: 50 animales fueron inyectados diariamente, entre las
10-12 h, con pentilenetetrazol a una dosis de 30 mg/kg por via intraperitoneal.
Para evaluar el desarrollo del kindling quimico, los animales fueron observados
en sus cajas durante una hora despusés de la inyeccién con PTZ. El desarrollo del
kindling tuvo una duracion de 32 dias, al término de este periodo, los animales que
presentaron todas las fases conductuales del modelo del kindling (ver seccidn de
métodos) fueron seleccionados para llevar a cabo la determinacion de la
concentracion de CaM cerebral (n=20).

B) Animales control: 20 animales fueron inyectados con solucién salina por via
intraperitoneal, utilizando un volumen variable de acuerdo a su peso corporal. -
2. Hora de sacrificio: los animales control y epileptizados fueron sacrificados por
decapitacion en dos horarios: el primero a las 13:00 h y el segundo a las 01:00h.
En cada horario se utilizaron 10 animales control y 10 experimentales. El cerebro
fue removido y procesado como se describe en la seccion de métodos.

3.1.2. Liberacion in vitro de encefalinas a partir de sinaptosomas.

1. Sujetos: Un grupo de ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 230-250

g fueron mantenidas en condiciones temperatura y luz controlada. La temperatura
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fue de 21 + 1°C v la luz en un ciclo de 12 x 12 h, comenzando la fase luminosa a
las 06:00 h. El agua y el alimento fueron suministrados ad libitum.

2. Caracterizacion de la preparacion de los sinaptosomas

Con el propdsito de comprobar si la preparacion de sinaptosomas era funcional,
es decir si era capaz de capturar y liberar un neurotransmisor, de responder a la
presencia de un agente despolarizante y que la liberacion fuera dependiente de
calcto, se realizaron los siguientes experimentos:

a. Captura y liberacion de *H-GABA, utilizando sinaptosomas obtenidos de Ia
amigdala, hipotdlamo e hipocampo de Ia rata.

b. Liberacion de *H-GABA provocada por la presencia de un agente
despolarizante como el potasio [30 mM]. En estos experimentos se colectaron las
fracciones basales (antes del potasio), en presencia del potasio y postestimulo
(después del potasio).

c. Liberacién de *H-GABA dependiente de calcio. Se realizaron dos experimentos
en presencia del quelante de calcio el EGTA [2 mM]. El grupo control de este
experimento fue una preparacion que no contenia calcio en el amortiguador.

3. Liberacion de péptido opioides a partir de sinaptosomas.

Una vez establecida la funcionalidad de la preparacion, se llevaron a cabo los
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experimentos de liberacién de Met y Leu-Encefalina, asi como del Hepta y
Octapéptido a partir de los sinaptosomas de la amigdala de larata. De los péptidos
mencionados la Leu-encefalina se encuentra inserta en el precursor de la
prodinorfina y de la proencefalina A, el resto unicamente se localiza en la
secuencia de la proencefalina A. El objetivo de estos experimentos, fue el de
conocer si s¢ producia la liberacion de opioides, en qué cantidades y si la
liberacién era dependiente de calcio utilizando al EGTA como agente quelante.
4. Efecto de un inhibidor de Calmodulina.

Con el propésito de evaluar la posible participacion de la CaM en la liberacion de
Met y Leu-encefalina, los sinaptosomas de la amigdala de la rata fueron incubados
con un inhibidor de la calmodulina la trifluoroperazina TFP a una concentracién
de 40 ug.

5. Curvas dosis-respuesta con dos inhibidores de CaM.

Una vez establecido el efecto del TFP sobre la liberacion de Met y Leu-
Encefalina, se realizaron los experimentos dosis-respuesta con dos inhibidores de
la CaM el TFP y un derivado de la sulfanilamida del compuesto denominado W7.
En ambos casos se usaron cuatro diferentes concentraciones molares de los

inhibidores.
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6. Efecto de un agonista de la enzima PKC.

En funcién de los resultados con los antagonistas de CaM, se realizaron
experimentos en donde se analiza la posible participacién de la PKC. El objetivo
fue el de analizar si la PKC pudiera también estar involucrada en la liberacion de
las encefalinas. Para estos experimentos se utilizo a un agonista de la enzima, el
¢ster de forbol denominado PMA [1ng].

3.2. Métodos

3.2.1. Kindling quimico con Pentilenetetrazol.

Un grupo de ratas macho de la cepa Wistar fueron sometidas al kindling quimico
con Pentilenetetrazol (PTZ). Los animales se inyectaron cada 24 h con una dosis
de 35 mg/kg de PTZ por via intraperitoneal. Los animales fueron observados en
sus cajas por espacio de una hora después de la inyeccion. El desarrollo del
kindling quimico fue evaluado siguiendo los parametros descritos por Ito (70} y
Diehl (34). Los criterios conductuales fueron los siguientes: Fase 1) sin
movimiento. Fase 2) movimiento de la cabeza "mioclonias”, Fase 3) torcedura del
tronco y cabeza de la rata. Fase 4) posicion de canguro, el animal se para en sus
patas posteriores. Fase 5) Crisis tonico-clonicas generalizadas con posicion de

canguro y caida hacia atras. La evolucion del kindling quimico se muestra en la
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figura 1. De acuerdo a los criterios descritos por Ito y Diehl, los animales deben
de presentar hasta la fase V para ser considerados como epileptizados. La fase 5
del kindling quimico con PTZ presenta un registro electroencefalografico similar
al reportado para el kindling eléctrico y al observado en las crisis tonico clénicas
en los seres humanos.

3.2.2, Procesamiento de las estructuras cerebrales.

De acuerdo a los lineamientos del disefio experimental, para la determinacion de
calmodulina en el tejido cerebral, durante el fotoperiodo, las ratas fueron
sacrificadas por decapitacion , el cerebro fue extraido con rapidez y las estructuras
disecadas. El cuerpo estriado, hipocampo ¢ hipotalamo se disecaron de acuerdo
a la técnica descrita por Glowinski ¢ Iversen (46), la amigdala del [6bulo temporal
de acuerdo al criterio de Engel y col. (40). Las estructuras fueron congeladas a
-20°C, hasta la determinacion de calmodulina por medio de la técnica del
radioinmunoensayo (RIA).

3.2.3. Preparacion de las muestras para la determinacién de CaM

El procesamiento de la muestra para la purificacion de CaM, se realizé de acuerdo
a la técnica descrita por M. Gney y col. (47). A cada una de las muestras de las

ratas epileptizadas y controles que se obtuvieron previamente se les anadieron 850
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ul del amortiguador A ( 50 mM Tris-HCl, 3 mM MgSO4, 1 mM DTT, 1 mM
EGTA, pH 7.4). Las muestras fueron homogeneizadas durante 2 min en un
sonicador Ultrasonic. Las fracciones particulada y citosdlica se obtuvieron al
centrifugar la muestra a 100,000 g durante 60 min a 4°C. La fraccion citosolica
se hirvié en bafio maria (b.m.) durante 4.5 min y se enfrié inmediatamente en bafio
de hielo. La fraccion del citosol fue nuevamente centrifugada durante 10 min a
30,000 g a 4°C. La fraccién particulada fue resuspendida en 850 pl del
amortiguador A, se hirvi6 durante 4.5 min en b.m. y se enfriaron en bafio de hielo.
La muestra fue centrifugada nuevamente a 30,000 g durante 10 min a 4°C y el
sobrenadante recuperado. Los sobrenadantes de la fracci-c')n citosolica y de la
fraccion particulada se almacenaron a -20°C, hasta la determinacion de CaM por
RIA.

3.2.4. Técnica de Liberacién in vifro a partir de sinaptosomas.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion, el cerebro fue removido con
rapidez y la amigdala disecada. La estructura cerebral se deposito en sacarosa
0.32 M en una relacion 1:10 a 4°C (54). La amigdala fue homogeneizada a 500
rpm. (8 golpes) y centrifugada a 4,000 rpm durante 12 min a 4°C. El sobrenadante

fue colectado y centrifugado a 12,000 rpm por 12 mina 4°C. Los sinaptosomas
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fueron resuspendidos en la solucién amortignadora de incubacion (mM): NaCl
119; KCl1 4.3; CaCl, 1.25; KH,PO, 0.85; MgSO, 0.84; NaHCO, 24.8; Glucosa
10.0; AOAA 0.1M. Las muestras se incubaron durante 10 min a 37°C, y se afiadié
el pulso de "H-GABA (1.12 uCi). La muestra fue incubada nuevamente durante10
min a 37°C. Una alicuota de 800 ul fue depositada en los filtros Millipore, DAWP
(tamafio del poro 0.65 pM). Las camaras fueron lavadas con el amortiguador de
incubacion con un flujo continuo de 2.2 ml/min durante 20 min, para eliminar el
tritio que no haya entrado en el sinaptosoma. Cuando el lavado se terming, la
velocidad de fiujo se redujo hasta 0.5 ml/min. La muestra basal fue recolectada
a una velocidad de flujo de 0.5 ml/min con amortiguador de incubacion y se
afiadi6 el amortiguador con alto potasio (0.5 ml/min). El exceso de potasio fue
retirado y se afiadié nuevamente el amortiguador de incubacion y la fraccion que
contiene el alto potasio fue recolectada. Las 3 muestras obtenidas basal, alto
potasio y postestimulo fueron recolectadas cada minuto durante 5 minutos. Los
resultados se reportaron como el porcentaje de ‘H-GABA liberado de los
sinaptosomas.

3.2.5. Obtencion de anticuerpos contra péptidos opioides.

Se utilizaron conejos macho Nueva Zelanda (3.5-4.5 kg), los cuales se
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mantuvieron en jaulas separadas con vigilancia médica, a temperatura ambiente
y se les suministré agua y alimento ad /ibitum. El conjugado se preparo a
temperatura ambiente, disolviendo 5 mg del péptido, en 10 mg de ASB y 50,000
cpm de un trazador radioactivo (segiin sea el péptido), en 1 ml de amortiguador
de fosfatos 0.05 M a un pH 7.4. Posteriormente, se agregaron 10 ul de
glutaraldehido al 20 % con agitacién constante (en un vortex), repitiéndose este
procedimiento cada 10 min. Se incub6 durante 30 min con agitacion cada 5 min.
La disolucion se aplicéd a una columna de cromatografia con Sephadex G-25 fino
y se eluyd con amortiguador de fosfatos 0.05 M a una velocidad de flujo de 0.5
ml/min. Se colectd el volumen en donde aparece la fraccion de la albimina sérica
bovina, observada en un detector UV. Se afiadio amortiguador hasta un volumen
11 ml y se tom¢ una alicuota para medir la radioactividad incorporada. El volumen
total fue separado en alicuotas de 0.5 y 1 ml las cuales fueron congeladas y
almacenadas a una temperatura de -20°C. Para inmunizar a los congjos, se tomo
una alicuota del conjugado (unién albumina-péptido) v se emulsificd con igual
volumen del Adyuvante Completo de Freund (Sigma Chem. Co.). Esta mezcla se
agité durante 30 min a temperatura ambiente para formar una emulsion. De la

mezcla resultante se inyectan alicuotas de 100 ul cada una en los cuartos traseros
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del animal (zona debidamente rasurada), repitiendo el procedimiento una vez por
mes durante 4 meses. A partir del cuarto mes se dieron refuerzos para mantener
el titulo de los antisueros. Los conejos fueron sangrados por la oreja 15 dias
después de cada inyeccién para controlar el grado de respuesta inmunoldgica (se
tomo una muestra para el suero control previo al esquema de inmunizacion). Los
animales fueron anestesiados para obtener, por puncioén cardiaca, la mayor
cantidad de sangre posible para procesarla y obtener el suero.

2.2.6. Técnica para la iodacion de péptidos opioides

Reaccidn en tubos Eppendorf de 500 ul a los cuales se afiadieron: 2 pug del péptido
+ 10 pl de amortiguador de fosfatos 0.5 M, pH 7.4. Afiadir 200 uCi de *Ty 4 pl
(6ug) de cloramina T preparada en el momento y disuelta en amortiguador
fosfatos 0.05M pH 7. Agitar durante 30 segundos. Afadir 4 ul de metabisulfito de
sodio, disuelto en amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 7.4. Afiadir 40 pl de
amortiguador fosfatos 0.05 M. Tomar una alicuota de 4 pl para conocer la
cantidad total del radiactivo presente en la muestra. La purificacion del péptido
marcado, se realizd con la técnica de la cromatografia en placa delgada (Merk
Kieselgel 60 F 254) en el siguiente sistema de solventes: Butanol: dcido acético:

agua (4:1:1). Una vez aplicada la muestra, en un volumen no mayor a los 100 pl,
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la corrida de la muestra se lleva a aproximadamente 3 h.

Para revelar la placa de silica gel, se expus6 a una placa de rayos X durante 30
min. Se retird y se colocé en contacto con el revelador durante 3 min (195 ml de
revelador en 1 litro de agua). Se lavé en agua. La placa se coloco en contacto con
el fijador (200 mUlitro de agua). En un sistema de solvente como el que se ha
descrito, el valor del Rf , confiere la posibilidad de conocer la posicidn de cada
muestra para poder identificarla y separarla. El valor del Rf es caracteristico de
cada péptido y se calcula al dividir la distancia recorrida por el solvente entre la
distancia recorrida por cada muestra en ambos casos desde el punto de
aplicacion). Para los péptidos opioides utilizados en el presente trabajo los valores
fueron: Met-Encefalina = 0.33; Leu-Encefalina = 0.71; heptapéptido = 0.61;
octapéptido = 0.35

Extraccion. La banda se cortd en el Rf correspondiente y se deposito en un tubo
con 3 ml de una mezcla metanol: agua (1:1). Se agitd vigorosamente durante 3
min. La banda fue centrifugada 3,000 rpm a 4.C durante 5 min. El sobrenadante
fue recuperado, evaporado a sequedad y resuspendido en 2 ml de agua destilada.

Se tomo una alicuota de 10 pl para calcular la cantidad de radioisétopo obtenido.
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3.2.7. Radioinmunoensayo para los péptidos opioides.
La técnica de radicinmunoensayo (RIA) para encefalinas se realiz6 de acuerdo al
procedimiento de la Tabla 1.

Tabla 1. Radioinmunoensayo de encefalina (los volumenes se expresan en pl)

Tubos Buffer STD 1331 Ac Carbén
100% 350 100 agua | 100

Ul 350 100 agua 100 | emmmmmenene 200

O 350 100 agua 100 100 200
Curva 250 100 Std 100 160 200
Muestra 250 100 muestra | 100 100 200

3.2.8. Cuantificacién de Calmodulina por Radieinmuneensayo.

Las muestras de CaM fueron cuantificadas por RIA utilizando un estuche
comercial New England Nuclear (NEK-018), basados en la técnica descrita por
Van Eldik (130) y con el siguiente protocolo:

Afiadir a un vaso de precipitado 10 ml de agua destilada, acido bérico 0.31 g,
borato de sodio 0.48 g, EGTA 0.019 g, azida de sodio 0.049 g, cloruro de sodio
0.22 g, albumina sérica bovina 0.1 g. Mezclar suavemente durante 10 min. Afiadir
15 nl de Tween 20 al 10 %. Mezclar hasta disolver. Ajustar el pH a 8.4. Aforar

a 50 ml con agua destilada. Mezclar durante 10 min. El compuesto radioactivo fue
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reconstituido al afadir 11 ml del amortiguador del ensayo, se agitd suavemente y
se dejo reposar 10 min a temperatura ambiente. El radioactivo fue estable durante
2 meses a 4°C. El anticuerpo fue reconstituido con 11 ml del amortiguador de
ensayo. Se dejo reposar durante 10 min a temperatura ambiente. El anticuerpo fue
estable durante 2 meses a 4°C. La substancia patron, de concentracion conocida,
fue reconstituida en 2 m! del amortiguador del ensayo (1p/ml) de una muestra

precalentada. El esquema de diluciones para la muestra patron es el siguiente:

Tubo Conc. (ng/0.1ml)

a Concentrado sm diluir 100.00

b 0.2 mi de a + 0.8 ml amortignador 20.00

¢ 0.5 ml de b+ 0.5 ml amortiguador 10.00

d 0.5 ml de ¢ + 0.5 ml amortiguador 5.00

e 0.5 mlded-+ 0.5 ml amortiguador 2.5

f 0.5 ml de e + 0.5 ml amortiguador 1.25

g 0.5 ml de £+ 0.5 ml amortiguador 0.625

h 0.5 ml de g + 0.5 ml amortiguador 0.310

S6lo se utilizaron lostubo balh

A un vaso de precipitado se les afiadieron los siguientes compuestos: acido borico

0.34 g, borato de sodio 0.52 g, EGTA 0.021 g, azida de sodio 0.054 g, cloruro de

sodio 0.24 g. Se mezcl6 suavemente durante 10 min, se ajusto el pH a 8.4 y se

afiadio polietilenglicol (PEG 6000/8000) 2.52 g y harina de arroz 0.22 g. Se
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mezcld suavemente para evitar grumos y se afiadio, 16 pl de Tween 20 (10%) y
44 pl de triton X-100 (10%) La mezcla se llevé a 55 ml con agua destilada y fue
mezclada suavemente durante 10 min. Este amortiguador fue usado para
reconstituir el segundo anticuerpo.El segundo anticuerpo fue reconstituido al
afiadir 55 ml al vial que lo contiene, el vial fue lavado 2 6 3 veces para asegurar
una recuperacion mayor. El diagrama para la elaboracién de la curva patrén y de

las muestras para la determinacién de CaM se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Radioinmunoensayo de Calmodulina (volumenes en microlitros)

Tubo | buffer | Std muestra | '’ Ac 2do Ac |
cpm total | 1-2 100 | e ] e
Blanco 34 200 100 | —=meeeee 500
0 5-6 100 100 100 500
Cuarva 7-20 | === {100 | e 100 100 500
Muestra | 21- 100 100 100 500

Los tubos fueron incubados de 18-24 h a 4°C. Se afiadieron 500 pl del segundo
anticuerpo a todos los tubos excepto a el que contiene las cpm totales. Se incubé
en baiio de hielo al menos durante 30 min. Los tubos fueron centrifugados a 4°C,

30 min a 3,000 rpm. Todos los tubos excepto cpm totales fueron decantados, se
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descarto el sobrenadante para contar el precipitado. Los calculos se basaron en la

relacion (%B/Bo) para cada muestra patrén y cada muestra problema como sigue:
%B/Bo= Cuentas totales de la muestra x 100 / Cuentas totales del “0".

La 1odacion de CaM se efectué mediante el método de cloramina T. El protocolo

utilizado fue el siguiente: disolver 2 g del antigeno (CaM) en 10 ul en PBS 0.5M,

pH 7.4, agregar 200 uCi de '*1, afiadir 6 pg de cloramina T en 4 ul de PBS. Para

evitar que la oxidacion sea muy enérgica y altere la estructura del péptido marcado,

se requiere de agitar durante 30 segundos exactamente. Afiadir 30 pg de

metabisulfito de sodio en 4 ul de PBS para detener Ia reaccién de oxidacidén.

Aiiadir 40 pl de HCI IN y agitar.

Para separar a la '*I-CaM del iodo libre, la muestra de la iodacién se pasé a través

de una columna de Sephadex G-25 de (100 x 2 cm) previa calibracion del volumen

muerto y con substancias patron de pesos moleculares conocidos. La elucion de

la muestra se realizoé con amortiguador PBS.

3.2.9. Identificacién de Calmodulina y encefalinas por HPLC

Con ¢l prop6sito de identificar y purificar a la CaM presente en el tejido, se utilizd

la técnica de Cromatografia Liquido de Alta Presion (HPLC). La columna

utilizada fue una columna Protein-Pak125 (Waters Associated) de filtracion
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molecular. El gradiente de tipo isocratico se realizé con una mezcla de acetonitrilo
35% + acido trifluoroacético 0.1%.

Una alicuota de las muestras provenientes de los perfusados de la liberacion, se
concentraron y aplicaron a una columna C, 4 fase reversa de 30 cm (Waters Assoc.)
con un gradiente de TFA 20 % bomba A v de acetonitrilo 80% bomba B. El flujo
de la fase movil comenzo con los porcentajes sefialados y se mantuvo en esas
condiciones durante 5 min, para dar inicio al gradiente discontinuo , hasta alcanzar
50% en cada bomba en los siguientes 30 nmun. Las muestras se evaporaron a
sequedad y se resuspendieron en 500 pl de agua para ser analizados por RIA. La
determinacion de proteinas se realizo por medio de la técnica de Lowry (81), con
un limite de sensibilidad de 5 pg usando albumina sérica bovina como substancia
patron.

3.2.10. Analisis de Resultados

Los resultados para la determinacion de la concentracion de calmodulina en el
tejido cerebral durante el fotoperiodo y de la liberacion de encefalinas a partir de
los sinaptosomas, se evaluaron mediante la prueba de "t"-Student. Los resultados
se expresan en ng/mg de proteina y representan la media + E.S.M. El nivel de

significancia aceptado fue de p<0.05.
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4. RESULTADOS

El patrén conductual del desarrollo del kindling quimico se muestra en la figura 1.
La inyeccion diaria de PTZ produjo el desarrollo gradual y progresivo de las
diferentes fases del kindling. En el presente trabajo de tesis, el registro de la
evolucion del kindling fue conductual, es decir se tomd en cuenta unicamente la
observacion directa en las cajas de los animales, sin contar con el registro electro
encefalografico. Por tal razon, una vez que los animales alcanzaron la fase 5 del
kindling dejamos que estos altimos repitieran esta misma fase al menos 3 veces
consecutivas para asegurarnos que habian completado la evolucién del kindling.
En esta grafica se muestra el promedio de los animales que presentaron toda la
evolucion del kindling quimico. A partir del dia 24 aproximadamente, se observa
como en general los animales tienen una tendencia a presentar la fase 4 del
kindling. Durante los siguientes 7 dias los animales alcanzaron la fase 5 del
desarrollo del kindling. Aproximadamente un 30 % de los animales que iniciaron
esta serie de estimulacion con PTZ, no alcanzaron a desarrollar todas las fases y

en consecuencia no fueron tomados en cuenta en este trabajo.
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Fig.1. Evolucion conductual del kindling quimico con PTZ. Cada valor representa la media

% + S.E.M. de 30 animales.

En la figura 2, se muestran los resultados de la identificacion de CaM por medio
de la técnica de HPLC. El cromatograma mostré que la CaM presente tanto en la
fraccion del citosol como en la de la membrana, tiene el mismo tiempo de retencion

a la substancia patrén utilizada (CaM pura). De acuerdo al patrén cromatografico
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podemos asumir que la CaM en el tejido tiene la misma naturaleza quimica que la

substancia patron.

1.4

|

L0 -

0.8 -

0.6 -

0.4

Calmodulina (pmol/fracciin)

0.0 — e
0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20 22 24

Numero de Fracciéon

Fig.2. Purificacion e identificacién de CaM por la técnica de HPLC. Las muestras de la
membrana (barras blancas) y del citosol (barras rayadas) fueron inyectadas por separado. La
linea continua corresponde a la substancia patron. La flecha indica el tiempo de retencion de la

substancia patron,

4.1. Determinacién de calmodulina en el tejido cerebral
Enla Fig. 3 se observa que el contenido de CaM tanto en el grupo control como

en ¢l epileptizado aumento significativamente durante la fase de obscuridad. No
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se registraron diferencias en la concentracion de CaM al comparar ¢l grupo control

vs el grupo sometido al kindling con PTZ.
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Fig.3. Contenido total de CaM en la amigdala (citosol + membrana), durante la fase de luz y la
de obscuridad Cada valor es el promedio * + S.E.M. de 10 animales. Los valores de la
significancia fueron calculados usando la prueba de “t"-Student *p<0.05 cuando se compara

con ¢l grupo de la luz.
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En la figura 4 se muestra el contenido de CaM en el hipocampo. Durante la fase
de obscuridad los animales control, presentaron un incremento significativo en el
contenido de CaM (>110 %) al compararlo con el grupo sacrificado durante fase
de luz. El grupo sometido al kindling presenté una leve tendencia a incrementar

el contenido tisular de CaM, sin embargo el cambio no fue significativo.

SERE

[~

Luz Obscuridad Luz Obscuridad

Control Kindling PTZ

Fig.4. Concentracion de CaM en el hipocampo (citosol + membrana). Cada valor es el
promedio X + S.E.M. de 10 animales. Los valores de la significancia fueron calculados usando

la prueba de “t”-Student. ***p<0.001 cuando se compara con el grupo de luz.
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En el hipotdlamo, durante la fase de obscuridad, ambos grupos, el control v el
experimental mostraron una ligera tendencia a incrementar el contenido de CaM
(9%). Sin embargo, este incremento no fue significativo. Durante la fase de luz los

valores de ambos grupos fueron semejantes (Fig.5).
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Fig.5. Concentracion de CaM en el hipotalamo (citosol + membrana) durante 1a fase de luz y

obscuridad. Cada valor es el promedio ¥ + SEM de 10 animales.
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La concentracién de la CaM en las fracciones de membrana y del citosol, obtenidas
de la amigdala, hipocampo e hipotalamo del cerebro de la rata, se muestran en la
Tabla 3. El primer resultado relevante mostré que para ambos grupos
experimentales y en todas las estructuras cerebrales analizadas, 1a fraccion del
citosol es la que mayor contenido tiene de CaM. En el grupo control se observo que
durante la fase de obscuridad la concentracion de CaM en el citosol aumenté con
respecto a la fase de luz en forma significativa en la amigdala (>44%) v en el
hipocampo (>150%), en el hipotalamo el incremento fue mayor al 36% pero el
cambio no fue significativo. Al comparar los valores obtenidos en la membrana del .
grupo control durante la fase de obscuridad contra la fase de luz, encontramos que
el contenido de CaM aumenté significativamente en el hipocampo (>90%), la
amigdala presentd un incremento no significativo y en el hipotalamo el contenido
CaM se redujo aunque no significativamente. En el grupo de ratas tratadas con
PTZ, la cantidad de CaM presente en el citosol durante la fase de obscuridad
aumentd con respecto a la fase de luz en todas las estructuras. Sin embargo, estos
cambios no fueron significativos. En la fraccion de membrana, los animales
epileptizados mostraron un incremento significativo en la amigdala (>70%) ¢

hipotalamo (>40%).
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En el hipocampo la concentracion de CaM se redujo aunque no significativamente.
Al comparar los resultados obtenidos entre el grupo control contra el epileptizado,
solamente encontramos dos cambios significativos; el contenido de CaM en la
fraccion del citosol del hipocampo se redujo (<26%), y en la fraccién de membrana
del hipotdlamo aumenté (>86%). En ambos casos los cambios se produjeron

durante la fase de obscuridad.

Tabla 3 Contenido de CaM en el cerebro de la rata
Fase de Luz Fase de Obscuridad

Control citosol membrana citosol membrana
Amigdala 36.69+6.8 15.47+2.24 5287+272 20.28 +1.86
Hipocampo 1958+14 493 +0.80 50.72 £ 5.017 8.02+096
Hipotalamo 2522 +43 585+ 0.46 3438 +6.6 3.88+0.69
Kindling
Amigdala 3568 +3.1 17.74 +1.59 51.35+8.7 296 +28"
Hipocampo 27.40 + 4.8 7.41 + 1.56 3722 +2.2° 518+1.13
Hipotalamo 2830+1.8 5.23+0.33 3228+556 725+06™

Tabla 3. Contenido de CaM en el cerebro de la rata. Los resultados son expresados como ng/mg
de proteina. Cada medicion representa la media X + S.E.M. de una n=10 ratas. Los valores de
la significancia fueron calculados usando la prueba de “t”-Student. Los asteriscos indican las
diferencias significativas cuando se comparan las muestras del citosol y de la membrana obtenidas
durante la fase de luz vs las fracciones respectivas obtenidas durante la fase de obscuridad
(*p<0.05, **p<0.005). Las letras a y b indican diferencias significativas cuando se compara la

fraccion del grupo control vs la correspondiente en el grupo kindling (*p<0.05, *p<0.01) .
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4.2. Liberacion in vitro de opioides.

Como se menciond en el disefio experimental, la preparacion de los sinaptosomas
debe de reunir varios requisitos para considerarlos como funcionales, es decir
deben de reunir varios criterios neuroquimicos para poder usarlos, entre los
principales se encuentran el de ser capaces de capturar y liberar a un
neurotransmisor, de responder a la presencia de un agente despolarizante y a que
la liberacion del neurotransmisor sea dependiente de calcio.

En las figuras 6, 7 y 8 se muestra la caracterizacién de la preparacion de los
sinaptosomas a partir de la amigdala, hipotdlamo e hipocampo de la rata. Utilizando
*H-GABA como neurotransmisor, los resultados mostraron que la liberacién tiene
3 componentes principales; 1) la liberacién basal, es decir la cantidad de
neurotransmisor que se libera sin la presencia del agente despolarizante. 2) Cuando
la preparacion recibe el estimulo del agente despolarizante, en nuestro ensayo se
uso ¢l potasio [30 mM], la liberaciéon de *H-GABA se incrementd
significativamente con respecto a la basal. 3) Al retirar del medio de incubacién al

agente despolarizante, la liberacion regresé a valores semejantes a la basal.
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Fig. 6.Liberacion in vitro de *H-
GABA de sinaptosomas
obtenidos del hipotalamo. n=6 +
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Fig.8. Liberacion in vitro de *"H-GABA de sinaptosomas obtenidas a partir del hipocampo n=6
+ SEM. [K™= 30 mM]; [Ca®=1.25 mM).

Con el proposito de analizar la funcionalidad de los sinaptosomas con respecto a
la presencia y ausencia de calcio, como factor determinante para la exocitosis, se
muestran en la figura 9, los resultados de la liberacion de *H-GABA en presencia

y ausencia del EGTA [2 mM]. Los resultados muestran que en presencia de EGTA

la liberacion del neurotransmisor durante el periodo de estimulacién con el potasio,
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se redujo un 45 % con respecto al control.

Porcentaje de 3H-GABA
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Fig. 9. Liberacion in vitro de *H-GABA de sinaptosomas de la amigdala en el grupo control.en

presencia y ausencia de EGTA [2 mM], [K™=30 mM]. n=2 + SEM.

Los datos presentados de las ultimas 4 figuras, nos permiten asumir que la

preparacion de sinaptosomas obtenida es viable para ser utilizada.
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Bajo los mismos criterios descritos previamente para la liberacion de *H-GABA,
en las figuras 10 y 11 se presentan los experimentos de la liberacién parala Leu
y Met-encefalina a partir de los sinaptosomas de la amigdala. Los resultados
muestran que ambos pentapéptidos poseen una liberacién basal, una vez que se
afiadi6 el agente despolarizante (potasio 30 mM) al medio de incubacion, la
liberacion de encefalinas se incremento significativamente (>300%) con respecto
al basal. Una vez retirado el potasio del medio de incubacién (postestimulo=PE),
laliberacion de encefalinas regresa a los valores basales de liberacion. Previamente,
nuestro grupo ha reportado que la liberacién de encefalinas es calcio dependiente.
La presencia del quelante del calcio, el EGTA [2 mM], redujo significativamente

la liberacion de ambas encefalinas (7).



IR-Met-Encefalina (pmol/mg)

IR-Leu-encefalina (pmol/mg)

N
)]
1

8

-
w»
1

—
(=]
1

w
[

Amigdala

100 -~

80 ~

60 +

40 ~

20 +

Amigdala

=

v

K+

PE

/ 77

Basal

K*

PE

63

Fig.10. Liberacion in vitro de
Leu-Encefalina a partir de
sinaptosomas de la amigdala
control. Los wvalores son el
promedio & + SEM. de una

n=6. *p<0.001 con respecto al

valor basal. [CaCl,=1.25mM)],
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PE= postestimulo)

Fig.11. Liberacion in vitro de
Met-Encefalina. La leyenda es

similar a la figura 10. *p<0.001
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4,3, Efecto del Trifluoroperazina inhibidor de la Calmodulina sobre la
liberacidon de opioides.

En la figura 12 se muestra el efecto de la trifluoroperazina (TFP) a una
concentracion de 40 pM,‘ sobre la liberacién de Met-encefalina a partir de
sinaptosomas de la amigdala de la rata. Estos resultados nos indican que la
presencia _del inhibidor de la CaM fue capaz de reducir en un 50%

aproximadamente la liberacion de Met-encefalina provocada por el potasio.
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Fig.12. Efecto del TFP sobre la liberacion in vitro inducida por el potasio, de Met-Encefalina a
partir de sinaptosomas [TFP=40 uM];[K'=55mM]; [CaCl,=1.25 mM]. Los valores son la media

% + S.E.M. de 6 camaras *p<0.05 con respecto al control con postasio. (PE= postestimulo).
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En la Fig. 13 se muestra la liberacion in vitro de Leu-encefalina, a partir de
sinaptosomas de la amigdala. Los resultados muestran que el TFP a una

concentracién de 40 uM no fue capaz de inhibir la liberacion de la Leu-encefalina.

18

D Control
15 _ v TFP

" |

R
L= 7

Fig.13. Efecto del TFP sobre la liberacion in vitro de Leu-encefalina a partir de sinaptosomas de

amigdala. Las condiciones son similares a la figura 12.
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En la figura 14, encontramos que la liberacion del heptapéptido en presencia del
TFP se redujo significativamente (> 50 % ) con respecto al control estimulado con
potasio. El valor basal y postestimulado no presentaron cambios con respecto al

control.
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~
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Fig.14. Efecto del TFP sobre la liberacion in vitro del heptapéptido a partir de sinaptosomas de
la amigdala. *p<0.05 con respecto al control estimulado con potasio. Las condiciones son

similares a la figura 12.
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En la Fig.15 observamos que la liberacion in vitro del octapéptido a partir de los
sinaptosomas de la amigdala, por efecto del TFP, se redujo aproximadamente en
un 27% con respecto al control. Sin embargo, los cambios no alcanzaron

significancia estadistica.
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Fig.15. Efecto del TFP sobre la liberacién in vitro del octapéptido a partir de sinaptosomas de

la amigdala. Las condiciones son similares a la figura 12.
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4.4. Efecto del PMA sobre la liberacién de opioides.
Como se menciond en la introduccion, la enzima PKC se encuentra relacionada con
la Iiberacion tanto de neurotransmisores cldsicos, como de neuropéptidos. Para
analizar la posible participacién de Ia PKC sobre la liberacion in vitro de Mét- y
Leu-encefalina, utilizamos al agonista de la PKC, el éster de forbol denominado
PMA. En la figura 16 se muestra ¢l efecto del PMA [1uM] sobre la liberacion in
vitro de Met-encefalina, a partir de sinaptosomas de la amigdala de la'rata. Los
resultados muestran que la presencia del PMA, no modificé la cantidad de Met-
encefalina liberada en condiciones basales. Durante la estimulacién con potasio, la
liberacion de Met-encefalina mostrd un ligero aumento por efecto del PMA, pero
no fue significativo. Una vez retirado el potasio del medio de incubacién, la

concentracion de Met-encefalina, regresé a los valores basales de la liberacion.
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Fig.16. Efecto del PMA sobre la liberacion in vitro de Met-Encefalina a partir de sinaptosomas
de la amigdala basolateral de la rata. [PMA=1pM}]; [K'= 55 mM]; {CaClL,= 1.25 mM]. Cada

valor representa el promedio % + S.E.M. de 6 determinaciones.
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En contraste con lo observado para la Met-encefalina el PMA [1 uM], fue capaz
de aumentar significativamente la liberacién in vitro de la Leu-encefalina
provocada por el potasio. Los resultados nos muestran que el éster de forbol
aumento en un 50% aproximadamente la liberacion de la encefalina, al compararlo
con el control sin PMA. Tanto el valor basal, como el postestimulo no sufrieron

cambios con respecto al grupo control (Fig. 17).
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Fig.17. Efecto del PMA sobre la liberacion in vitro de Leu-Encefalina en la amigdala basolateral
de la rata. Las condiciones experimentales son similares a los de la figura 16. Cada valor

representa la media x + S.E.M. de 6 determinaciones. *p<0.03 con respecto al valor basal.
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4.5, Efecto del TFP y W7. Curvas Dosis-respuesta.

Con el proposito de analizar el efecto de los inhibidores de la CaM sobre la
liberacién de encefalinas, decidimos realizar las curvas dosis-respuesta utilizando
dos farmacos capaces de inhibir la actividad de la CaM. En Ia figura 18, se muestra
el efecto de dos antagonistas de la CaM, los compuestos W7 y el TFP sobre la
liberacion in vitro de Met-encefalina. Los resultados muestran que en todas las dosis
utilizadas de los farmacos, la liberacién de Met-encefalina disminuye con respecto
a su valor control (0). A partir de una dosis de 10°M o mayor los cambios fueron

significativos.
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“ig 18. Curva dosis-respuesta del efecto del TFP y W7, sobre la liberacion in vifro de Met-
Encefalina a partir de los sinaptosomas de la amigdala de la rata. Los datos corresponden a la
iberacion provocada por el potasio [K'=55 mM]. Cada valor es la media x + SEM. de 6

jeterminaciones. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 co respecto al control (valor 0)
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‘n la figura 19 se muestra el efecto de los dos inhibidores de la CaM sobre la
iberacion de Leu-encefalina a partir de sinaptosomas de la amigdala de la rata. Los
esultados obtenidos demuestran que ninguno de los dos farmacos utilizados es capaz

le modificar significativamente la liberaciéon de Leu-encefalina.
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ig. 19. Curva dosis-respuesta del efecto de TFP y W7 sobre la liberacion in vifro de Leu-
“ncefalina de los sinaptosomas de la amigdala de la rata. Los datos corresponden a la liberacion

rovocada por el potasio [K™=55 mM]. Cada valor es el promedio x £ S.E.M de 6 determinaciones
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. DISCUSION
os resultados del presente trabajo sugieren que : 1) En la amigdala de los animales
ontrol y de los que fueron sometidos al kindling con PTZ, el contenido de CaM se
0difico en funcion del fotoperiodo. Los resultados nos muestran que durante la fase
¢ obscuridad la CaM alcanz6 su concentracion maxima. 2) En el hipocampo el
ontenido de CaM aumentd en la fase de obscuridad en la rata control, en los
nmales sometidos al kindling no se observaron cambios. Finalmente en el
potdlamo no se observaron cambios en la concentracion de CaM tanto en la fase
> luz como en la de obscuridad para ambos grupos experimentales, 3) La CaM
articipa en la liberacion presinaptica de Met-encefalina, mas no de Leu-encefalina
) La enzima PKC puede estar involucrada en la liberacién de Leu-encefalina.
on el proposito de analizar los cambios en el contenido de la CaM en las fracciones
ibcelulares de la amigdala, hipotalamo e hipocampo de la rata, se midieron por
parado la fraccién del citosol y la de membrana en los animales control vy
metidos al kindling con PTZ. Los valores de la Tabla 3, muestran dos rasgos
iportantes; 1) en ambos grupos de estudio, la mayor concentracién de CaM se
"lizé en la fraccion del citosol y 2) el contenido de CaM como tendencia

1a aumentd tanto en la fraccion de membrana como en la del citosol

N
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celulares la MEL incrementa especificamente las concentraciones del RNAm que
codifica para la CaM (10,101). Por lo tanto, los datos obtenidos en la presente
investigacion en donde se demuestra que la concentracion de CaM aument6 durante
la fase de obscuridad en algunas de las regiones del cerebro de la rata analizada,
apoya la hipdtesis de que la MEL pudiera modular la sintesis de CaM de acuerdo al
fotoperiodo. Sin embargo, el mecanismo molecular que subyace a las variaciones en
la sintesis y catabolismo de la CaM cerebral asociadas con el fotoperiodo
permanecen desconocidas. Actualmente, se reconoce la participacion de la CaM en
el kindling eléctrico a través de la activacion de la CaM-Cinasa 11. El kindling
eléctrico produce un incremento en la autofosforilacion de la CaM-Cinasa IT del
hipocampo. Este incremento se encuentra relacionado con los diferentes estadios del
kindling, es decir que a medida que el fendmeno del kindling avanza la
autofosforilacion también, por lo que se ha propuesto que la CaM pudiera estar
mnvolucrada en el desarrollo y mantenimiento del kindling eléctrico (141). Por otro
lado, a 1a MEL se le adjudican propiedades anticonvulsivantes (1,2), asi como a los
farmacos como las fentoinas y benzodiacepinas, drogas que son capaces de inhibir
in vitro la actividad de la CaM-Cinasa II (30,34). Estudios :# vitro han demostrado
que la MEL ejerce un efecto mhibitorio sobre la actividad y la autofosforilacion de

la CaM-Cinasa II, antagonizando ala CaM (9). Por lo tanto, es posible que durante




77

la fase de obscuridad 1la MEL pueda modular el contenido cerebral de la CaM y que
las propiedades anticonvulsivantes de la hormona se relacionen con el antagonismo
de la CaM. Es un hecho conocido que la frecuencia de crisis convulsivas aumenta
durante la fase de obscuridad y que los opioides enddgenos pueden ser agentes que
protejan al organismo reduciendo la severidad y propagacion de la crisis convulsiva.
Los opioides presentan un ritmo circadico bien establecido, en donde la mayor
concentracion y liberacion de opioides se produce durante la fase de obscuridad y 1a
minima en las primeras horas de la mafiana (3). En este trabajo se demuestra que la
CaM puede incrementar selectivamente la liberacion in vitro de Met-encefalina,
pero no de Leu-encefalina, en terminales nerviosas aisladas de la amigdala de la rata.
Se ha propuesto que este efecto puede estar mediado por 1a activacion de la CaM-K11
(5). Los resultados del presente trabajo nos sugieren que la sintesis de CaM durante
la fase de obscuridad puede no solamente estar asociada al fotoperiodo, sino también
con la liberacion de neuropéptidos. De acuerdo con nuestros resultados, la CaM
pudiera participar en forma selectiva con la liberacidn presindptica de Met-
Encefalina, pero no de Leu-Encefalina. El mecanismo a través del cual regula dicha
liberacién parece estar modulada por el complejo Ca*'- CaM, via la activacion de la
CaM-Cinasa II. Recientemente se hg demostrado que la PKC y la calmodulina se

encuentran involucradas con la secrecion de neuropéptidos como la bombesina y la
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colecistoquinina (13,23,91,120).

A finales de la década de loé setentas Pickel y col (105) demostraron en el cerebro
de larata la presencia de encefalinas en vesiculas sindpticas electrodensas. Estudios
posteriores en el cerebro de los anfibios como el Ambystoma mexicanum, se
demostré que en la hipéfisis de esta especie, las encefalinas se locaiizan tanto en
fibras como en poblaciones neuronales distintas (81,128).

En este trabajo, encontramos que los antagonistas de CaM inhiben selectivamente
la liberacién de Met-encefalina, del hepta y octapéptido, pero no de Leu-encefalina.
A partir de estos datos se podria proponer que Ia liberacién de los opioides pudiera
estar regulada por dos sistemas celulares involucrados en la liberacion de
neurotransmisores. Por un lado, se conoce que el complejo Ca**-CaM activa a la
enzima CaM-Cinasa II presente en el cerebro (47), que se localiza en la membrana
de las vesiculas sinapticas (49). Una vez que la enzima se encuentra activa es capaz
de fosforilar a las moléculas de smapsina I, responsables (cuando se encuentran
fosforiladas) de unir a las vesiculas sinapticas con los elementos del citoesquelto (11,
125). Cuando la sinapsina I es fosfonlada por la CaM-cinasa 1I, se liberan las
vesiculas sinapticas migran hacia la membrana plasmatica de la terminal nerviosas
donde se produce la exocitosis con la consecuente liberacion del neurotransmisor.

Datos obtenidos en esta tesis muestran que dos antagonistas de la CaM, el TEP, v
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el W7, son capaces de inhibir la liberacién de la Met-encefalina, hepta- y
octapéptido. Es interesante sefialar que los péptidos mencionados se originan de un
mismo precursor, la proencefalina A. En cambio, la Leu-encefalina, que no se afecta
por la presencia de los inhibidores de la CaM, puede tener su origen tanto en la
proencefalina A, como en la prodinorfina. Nuestros resultados sugieren que al
bloquear a la CaM con TFP o0 W7, se inhibe tanto la activacién de la CaM-cinasa II,
como la fosforilacion de la sinapsina I, lo que en consecuencia reduciria [a cantidad
de Met-encefalina liberada y de los péptidos provenientes de la PA como el hepta-
y octapéptido. El hecho de que la liberacion de Leu-encefalina no se modifique por
la presencia de los antagonistas de la CaM, sugiere que este péptido pudiera
localizarse en vesiculas sindpticas distintas o bien, en poblaciones neuronales
diferentes a las que contienen Met-encefalina (79), por lo que la liberacion de IR-LE
podria llevarse a cabo por un mecanismo independiente de la CaM. Esta hipotesis
se apoya por el hecho de que el PMA (agonista de la PKC), aumento la liberacién
in vitro de Leu-encefalina, sin modificar a la Met-encefalina.

El precursor de las encefalinas, la proencefalina A, contiene 4 copias de Met-
encefalina, y una copia de Leu-encefalina, del heptapéptido y octapéptido, de tal
manera que la proporcién molar de cada uno de los péptidos mencionados en el

tejido del cerebro de la rata es de 4:1:1:1. Sin embargo, después de que los animales
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han sido sometidos al kindling tanto eléctrico como quimico, estas proporciones se
alteran pero no de forma equivalente, es decir la proporcidn anterior se rompe. Este
efecto lo hemos reportado previamente tanto en el tejido cerebral como la liberacion
in vitro de los opioides (4,7,121,131,132). Es factible que la modificacion de ia
proporcion tisular y liberada , pueda comenzar a ser explicada si consideramos que
tanto la CaM-Cinasa II como la PKC pueden ejercer un control selectivo sobre la
liberacién de encefalinas, Una de las posibles explicaciones de la liberacion
diferencial de las encefalinas podria sustentarse en sus caracteristicas de distribucion,
concentracion y afinidad por las enzimas involucradas en el proceso de secrecion.
Tanaka vy col. (123) han descrito la existencia de al menos 10 isoformas de PKC,
distribuidas selectivamente en el cerebro. La PKC, solamente se ha localizado en
el cerebro y médula espinal (112), y PKCy; en las presinapsis de las estructuras del
sistema limbico (66). Es importante sefialar que la afinidad de una enzima y de sus
isoformas por un substrato no es la misma, tampoco se presentan en la misma
concentracion, ni tienen la misma distribucion en las distintas regiones del cerebro
o del sistema nervioso periférico (47,110,123). Sibien es conocido que las enzimas
mencionadas se encuentran en las células nerviosas tanto centrales como periféricas,
su actividad, localizacion, concentracion y expresion, difieren en las distintas

poblaciones neuronales, otorgando cualidades especificas a la comunicacién neuronal
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tanto normal como patolégica.

Conclusiones

Los datos del presente trabajo demuestran que la concentraciéon de CaM posee un
ritmo circddico. Durante 1a fase de obscuridad el contenido tisular de la proteina
aumenta con respecto a la fase de luz, en particular en la fraccion del ‘citosol. Estos
datos demuestran por vez primera que la sintesis de CaM se encuentra vinculada al
fotoperiodo. Los animales sometidos al kindling presentaron un efecto similar, es
decir durante la fase de obscuridad en la fraccion del citosol es en donde
encontramos un mayor contenido de CaM con respecto a la fase de luz. Sin embargo,
al comparar a los animales control con los epileptizados los cambios fueron
discretos, lo cual nos sugiere que la sintesis de CaM podria no estar relacionada con
la hipersensibilidad de las neuronas de los sujetos epileptizados.

Por otro lado, los datos obtenidos nos indican que la CaM se encuentra involucrada
en la liberacidn de Met-Encefalina, los inhibidores de la CaM como la
trifluoroperazina y el compuesto denominado W7 fueron capaces de inhibir
significativamente la liberacion de Met-encefalina, pero no de Leu-encefalina. La
liberacion de este ultimo péptido puede estar regulada por la enzima PKC.

El agonista de esta enzima el éster de forbol denominado PMA fue capaz de producir

un incremento significativo de la Leu-encefalina y no asi de la Met-encefalina. En
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resumen: 1) la sintesis de CaM se encuentra sujeta al fotoperiodo, 2) las
concentraciones de la CaM se modifican en forma discreta en animales epileptizados
al compararlos con los animales control, lo cual nos sugiere que el estado de
hipersensibilidad de la neurona no necesariamente estéa relacionado con la sintesis de
CaM. 3) la CaM se encuentra asociada a Ia liberacion de Met-encefaliﬁa y la enzima

PKC con la de la Leu-encefalina.
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5LOSARIO

“aM-KII: calmodulina cinasa II

_AM: calmodulina

IGTA: acido etilen-bis( oxietilen-nitril)-tetraacético
FABA: 4cido gama aminobutirico.

IPLC: cromatografia liquido de alta presion
R: inmunoreactividad

{PTZ: kindling con pentilenetetrazol

1M: micromolar

>A: proencefalina A

OBS: solucion amortiguadora de fosfatos
PC1: proteina convertasa 1

PC2: proteina convertasa 2

°D: prodinorfina

PKC: proteina cinasa C

PMA.: agonista de la enzima proteina cinasa C
Pmol: picomol

PTZ: Pentilenetetrazol

SNC: Sistema Nervioso Central

TFA: acido trifluoroacético

TFP: trifluoroperazina

W7: naftalensulfonamida-7
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