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Summary

Alcoholism represents one of the most important problems
in public health world-wide. Several research groups have
studied in detail the mechanisms by which alcohol produces
its intoxicating or sedative effects, however many questions
remain to be answered.

In an attempt to explore whether the content of brain
enkephalins is chaned in alcoholism, we have studied the
effects of acute and chronic ethanol exposure on Met- and
Leu-enkephalin concentrations in amygdala, striatum, hypotha-
lamus and hyppocampus of rat brain. Also, we have studied
the Met-enkephalin release from striatum slices in the same
experimental models.

Male Wistar rats (250-300 g} housed in a temperature
and light-controlled room {23 + 1°C with 12 hours of illumi-
nation starting at 06:00 h} were used.

The animals employed in the experiments with acute alco-
hol treatment (3.0 g/kg i.p.) were maintained on food and
water ad libitum. In experiments involving chronic treatment
with different dosages of ethanol (10, 15, 20 %), the animals
drank the ethanol diluted in tap water as their sole source of
liquid, plus food ad libiturn. Controls were given water instead
of ethanol over an identical period of time. Met- and Leu-
enkephalins were assayed in triplicate by radioimmunoassay
procedure.

Our results show that ethanol decreased the enkephalin
content in almost all the regions analyzed in both the acute
and chronic experiments. In both instances the changes are
transitory and the brain enkephalins content recovers with
time and inversely to the ethanol concentrations in blood.

The Met-enkephalin release from rat striatum did not change
with respect to the control group, neither in acute nor in chro-
nic treatment. However, we found a significative increase in
Met-enkephalin when the measure was made two minutes
after the ethano! injection. Ethano! is able to cross through
the blood-brain barrier in seconds, and therefore, the cell
membranes’ perturbations can be extremely fast. When we
measured the enkephalin release 20 or 80 minutes after the
ethanol injection the release is similar to that in controls.

The effects of ethanol over enkephalins brain content and
their release vary depending upon the type of peptide and the
brain region studied. The possible explanations are discussed.
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Resumen

A principios de siglo se establecié que el etanol altera la
permeabilidad de la membrana a través de mecanismos ines-
pecificos. Recientemente, con el uso de técnicas muy sensi-
bles como la Resonancia Paramagnética del Electrén, se ha
podido establecer que dosis muy bajas de etanol incremen-
tan la fluidez de la membrana. Se ha propuesto inclusive, la
existencia de microdominios dentro de la membrana neuro-
nal, con una sensibilidad particular al etanol.

Los cambios en la fluidez de la membrana, pueden mani-
festarse por la alteracion de varios eventos bioquimicos intra-
celulares como la biosintesis, la liberacion o la degradacion
de varios neurotransmisores y proteinas. El contenido de las
encefalinas se modifica en el cerebro de la rata después de la
administracidén aguda y crénica de varios farmacos, como el
pentilenetetrazol, lidocaina y morfina.

En el presente trabajo se estudié el efecto del etanol, admi-
nistrado en forma crénica y aguda, sobre la concentracién de
encefalinas, por medio de la técnica de radioinmunoensayo,
en amigdala, cuerpo estriado, hipotdlamo e hipocampo de la
rata; asi como la liberacion in vitro de Met-encefalina {ME) a
partir de rebanadas del cuerpo estriado en los mismos mode-
los experimentales.

Un grupo de animales fue sometido al etanol crénico,
mediante la ingesta de una mezcla de etanol-agua al 5, 10 y
20% (v/v), como unica fuente de liquidos, con 156 dias de
duracién en cada una de las dosis. En el grupo de ratas some-
tido al experimento agudo, éstas se inyectaron con etanol por
via intraperitoneal a una dosis de 3 g/kg y se sacrificaron a
los 10, 20, 40 y 80 minutos depués de la inyeccion. La libe-
racion in vitro de Met-encefalina, se realizé en los mismos
modelos experimentales.

Los resultados del presente trabajo muestran que en el eta-
nol crénico, la concentracion de encefalinas disminuye de
manera significativa en todas las estructuras analizadas,
excepto en el hipocampo, en donde la Leucina Encefalina
(LE) no sufre modificaciones. En el modelo agudo, también
encontramos una reduccién del contenido de encefalinas,
pero la respuesta fue diferente en funcion del péptido, estruc-
tura y tiempo analizado. A los 10 minutos después de la
inyeccién con etanol la LE disminuye su concentracion en
todas las estructuras, excepto en el hipocampo, en donde
nuevamente no tiene cambios. En el mismo tiempo la ME
s6lo se reduce en la amigdala y en el hipocampo, en el cuerpo
estriado el efecto es tardio y se presenta hasta fos 20 minu-
tos. La liberacion in vitro de ME no tiene cambios con respec-
to a su control, tanto en el modelo crénico como en el agudo,
a los 20 y 80 minutos de la inyeccién con etanol. La libera-
cién de ME sélo se incrementd significativamente, 2 minutos
después de inyectado el etanol. Los mecanismos a través de
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los cuales el etano! puede modificar el contenido v liberaciéon
de encefalinas, son discutidos.

Introduccién

Los depresores no especificos del Sistema Nervioso
Central (SNC), disminuyen la excitabilidad neuronal
(38). Sin embargo las poblaciones neuronales especi-
ficas requieren de una concentracion particular del
depresor para alterar sus funciones de membrana
(39). El etanol esté clasificado dentro de este grupo.
Este farmaco, como propuso Meyer {27) desde princi-
pio de siglo, modifica las propiedades fisiol6gicas de
las membranas neuronales a través de mecanismos
inespecificos. Esta “hipétesis de membrana” fue
ampliamente aceptada durante varias décadas. En los
Gltimos afios, métodos fisicoquimicos muy sensibles
como la Resonancia Paramagnética del Eiectrén (RPE),
han podido establecer que dosis muy bajas de etanol
(25-100 mM), incrementan en forma significativa la
fluidez de la membrana. Este efecto se correlaciona
con el efecto sedante producido por el etanol {5,6,16).

Las membranas neuronales estdn compuestas por
mezclas heterogéneas de lipidos y proteinas, por lo
cual se pueden producir 4reas de sensibilidad diferen-
cial al etanol y dar lugar a “microdominios” dentro
de la estructura de membrana, con una composicién
particular de lipidos y proteinas. Los lipidos mas
importantes que conforman la membrana celular de
las neuronas {como los gangliésidos, fosfolipidos y
colesterol), contribuyen a determinar la sensibilidad de
la membrana al etanol. Cuando se afiaden los gangli6-
sidos a preparaciones de bicapas con fosfolipidos, se
incrementa la fluidez de membrana (15).

La localizacién de regiones especificas dentro de la
estructura de membrana que tienen una particular
sensibilidad al etanol, sugiere la existencia de protei-
nas unidas a éstas (7), las cuales, para manifestar su
actividad 6ptima, dependen de los lipidos que las
rodean. Asi, las proteinas pueden ser selectivamente
sensibles al etanol (10). En consecuencia, la respuesta
de receptores ion6foros y enzimas en conjunto, pue-
den dar lugar a los cambios neurofarmacolégicos debi-
dos al etanal.

Estos efectos se manifiestan, en primera instancia,
cuando se maodifican algunas propiedades bioquimi-
cas de las neuronas, como son la biosintesis, la libera-
cion y la degradacion de algunos neurotransmisores
(21,25). Mas aln, se ha descrito que el etanol interfie-
re con la sintesis de péptidos neuronales (8) y con la
incorporacién de aminoéacidos a la sintesis proteinica a
nivel del aminoacil-ARN: {11). Los péptidos opioides
presentan cambios de concentracion tisular como con-
secuencia de la administracion aguda y crénica de
diferentes farmacos (18, 19, 32, 40). Blum y col. (3)
han vinculado al etanol con los opioides. Después de la
exposicién cronica con etanol en el hamster, la Leuci-
na-Encefalina (LE) disminuye su concentracién en los
ganglios basales. Los cambios no s6lo se reflejan en
las encefalinas. En la rata, después de ser sometida al
etanol crénico y agudo, la B-endorfina, la dinorfina y la
a-neo-endorfina, modifican su contenido en diversas

estructuras del cerebro y de la hipéfisis (37). El etanol
al interactuar con los receptores opiaceos, altera el
enlace de los opiaceos alcaloides como de los péptidos
opioides. Al ser afiadido a preparaciones de membra-
na, inhibe en forma significativa la unién de las encefa-
linas a su receptor (17). Esta inhibicion es selectiva;
los receptores 8 disminuyen la capacidad de unién por
su ligando especifico, en tanto que los receptores p no
presentan cambios (20). Si los receptores opidceos
pierden la capacidad de unir a su ligando selectiva-
mente, aun de manera transitoria (17), se puede alte-
rar la sintesis de los péptidos opioides, su liberacion,
degradaci6n o la combinacién de varios de estos even-
tos bioquimicos.

El presente trabajo estudia el efecto del etanol admi-
nistrado en forma aguda y cronica, sobre la concentra-
cion de encefalinas, en la amigdala, cuerpo estriado, el
hipotalamo y el hipocampo de la rata, asi como la libe-
racién in vitro de Met-encefalina (ME), del cuerpo
estriado en los mismos modelos experimentales.

Material y métodos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 250-
300 grs de peso, las cuales se mantuvieron en condi-
ciones controladas de temperatura e iluminacién (23
+ 1°C, con 12 horas de iluminacién comenzando a las
06:00 a.m.); el agua y el alimento para los animales
control fue proporcionado ad libitum. Cada una de las
ratas control y las experimentales se pesaron y agrupa-
ron al azar en cajas de acrilico, con un total de 5 anima-
les por caja.

Administracién crénica de etanol

A un grupo de ratas les fue administrada una mezcla
de etanol-agua como Unica fuente de liquidos en las
siguientes concentraciones, 5, 10 y 20% de etanol
durante 15 dias en cada dosis. Un grupo de animales
fue sacrificado por decapitacién y su sangre se reco-
lect6 del tronco de la rata, el Gltimo dia de administra-
cién de etanol al 20% (45 dias después de iniciar la
ingesta de concentraciones crecientes de etanol).

Se evalué diariamente la cantidad de etanol ingerido
(reportado en gramos), y el peso corporal de las ratas
cada 15 dias. Una caja control {sin ratas) fue manipu-
lada igual a las demas para conocer la pérdida de liqui-
do 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.

Administracién aguda de etanol

A un grupo de ratas se les inyectd etanol absoluto
(p = 0.789 kg/1), por via intraperitoneal a una dosis de
3 g/kg de peso. Para evitar lesiones intraperitoneales
debidas a la presencia de etanol puro, antes de cada
inyeccién se aforé con agua dentro de la jeringa a un
volumen de 3 mi. Los animales se sacrificaron a los
10, 20, 40 y 80 minutos después de ser inyectados y
su sangre fue recolectada.
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Liberacién in vitro de encefalinas

En los experimentos de liberacion in vitro se utiliza-
ron a los animales sometidos al etanol en forma créni-
ca al 20% y aguda, sacrificados a los 20 y 80 min.
después de la inyeccion. El cuerpo estriado de estas
ratas se disect6 rapidamente, grupos de 3 estriados
cada uno, se rebanaron en 2 direcciones a 90° y a
intervalos de 300 micras con un rebanador de tejido
(Brinkman Tissue Choper). Las rebanadas resultantes
se incubaron durante 15 min. en 25 ml de amortigua-
dores Krebs-bicarbonato a 37°C saturado con una
mezcla de 0,/C0; 95/5%. La composicion del medio
Krebs-bicarbonato fue (mM): NaCl 118, KClI 4.8,
CaCl, 2.5, KHoPO,4 1.2, MgSO4 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
min., en seguida se perfundieron 10 min. con un
medio de alta concentracion de potasio (22 mM). Los
experimentos se realizaron simultaneamente con 4
camaras de perfusién en las mismas condiciones (3
estructuras en cada una, 2 cdmaras con tejido control
y 2 con tejido experimental). Los experimentos de
liberacién de Met-encefalina en animales tratados en
forma crénica y aguda con etanol, se llevaron a cabo en
presencia del dipéptido fen-ala a una concentracion
1mM, el cual ha mostrado inhibir la accién de la ence-
falinasa {(30,46). En cada uno de los experimentos,
tanto las rebanadas perfundidas como los perfusados
se hirvieron en 10 vol. de HCI 0.1 N durante 15 min.
para inactivar a las enzimas digestivas aun activas, en
presencia del inhibidor y se congelaron a -20°C hasta
la posterior cuantificacién de encefalinas.

Cuantificacién de etanol en sangre

Después de la decapitacién se recolecté la sangre
del tronco de la rata y se obtuvo el suero por centrifu-
gacién a 3,000 rpm durante 10 min. a temperatura
ambiente. La cantidad de etanol en el suero, se evalud
con la curva patrén para etanol en sangre (332 UV de
Sigma Chemical Co).

El cuerpo estriado, el hipocampo y el hipotdlamo
fueron disectados de acuerdo a los parémetros descri-
tos por Glowinsky e Inversen (13) y del Atlas de

Koning y Klippel {24). La diseccién de la amigdala se
realiz6 de acuerdo al procedimiento de Engel y col. (9).

Cuantificacién de encefalinas

El tejido fue pesado y los perfusados inactivados en
10 vol. de HC' 0.1 N a 95°C durante 15 min., enfriado
en bafio de hielo, el tejido fue homogeneizado y centri-
fugado a 50,000 X g a 4°C, durante 60 min. El sobre-
nadante y los perfusados se purificaron mediante cro-
matografia en columna con Amberlita XAD-2 a un flujo
de 0.5 ml/min. El contenido de encefalinas se cuanti-
fic6 por la técnica de radioinmunoensayo (RIA). Las
muestras fueron procesadas por triplicado utilizando
anticuerpos obtenidos previamente en nuestro labora-
torio (41). Los datos se expresan como pmol de inmu-
norreactividad (IR-encefalina/g de peso himedo).

Resultados

La tabla 1 muestra la variacién del peso corporal y la
cantidad en gramos de etanol ingerido por las ratas
durante el alcoholismo crénico. Los animales control
aumentaron de peso durante los 45 dias del experi-
mento, los animales con etanol crénico no mostraron
ese aumento durante el mismo tiempo. La cantidad de
etanol ingerido por las ratas fue en aumento conforme
se incrementd la dosis de etanol.

Al término del experimento cronico (tabla 2), la can-
tidad de encefalinas en todas las estructuras analiza-

TABLA 1
Variacién del peso corporal y etanol ingerido por las
ratas sometidas al etanol en forma crénica

Peso Etanol
corporal (gr.) ingerido (gr.)
Dosis Control* | Experimental | Experimental*
5% 314+ 4 385+6 6.8+0.2
10% 383+6 397+7 9.1+05
20% M2x7 385+8 10.9+0.6

La tabla muestra los cambios en el peso corporal y etanol ingerido por
las ratas durante el alcoholismo crénico. Los resultados son el prome-
dio de 12 grupos {n = 60) + S.E.M. Cada dosis de etanol se aplicd
durante 15 dias. Los animales control recibieron agua.

* ANOVA p ¢ 0.001

TABLA 2

Concentracién de Met- y Leu-encefalina en el cerebro de la rata trata-
da en forma crénica con etanol

Met-encefalina Leu-encefalina
Estructura Control Etanol Control Etanol
Amigdala 317412 229+ 11* 92+4 51 £ 3**
Estriado 1834+ 113 | 777 £ 20* 336 £22 192 4 22*
Hipotalamo 724+ 70 352+ 30* 241 +£12 120 + 6**
Hipocampo 95+13 50 + 2* 21x2 17+2

Cada valor es el promedio de 6-8 ratas + S.E.M. Los niveles de significancia fueron cal-
culados usando la prueba de t-Student para muestras independientes. Las concentra-
ciones se expresan como pmol IR-encefalina/gr. de tejido. La concentracién de etanol
en sangre en el momento del sacrificio fue de 81 + 10 mg/dl.

* p<0.002; ** p (0.001
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TABLA 3

Concentracién de Met-encefalina cerebral en el tratamiento agudo con etanol

Estructura Control 10 min. 20 min. 40 min. 80 min.
Amigdala 380+ 30 219+ 11* | 2564+19 297 +28 409+ 22
Estriado 2108 £ 120 | 1775+ 127 | 1351 £ 70** | 1402+ 147 | 1745+ 168
Hipotéalamo 778 £ 55 628 £ 30 613 + 31 67147 741 £ 46
Hipocampo 115+ 12 48 + 6* 58 + 2% 61 £ 2* 66 £ 7*
Etanol en sangre (mg/dl.) — 429+ 15 377+3 3679 3367

Cada valor es el promedio de 9-10 ratas + S.E.M. Los niveles de significancia fueron calculados usando la prueba de t-
Student. Las concentraciones se expresan como pmol IR-Met-encefalina/gr. de peso, con una dosis de etanol de 3 gr/
kg. La concentracion de etanol en el momento de! sacrificio se expresa como mg/dl de suero.

* p<0.005; ** p (0.001 con respecto al control.

TABLA 4
Concentracion de Leu-encefalina cerebral en el tratamiento agudo con etanol
Estructura Control 10 min. 20 min. 40 min. 80 min.
Amigdala 132+6 76 £ 3** 91 £ 6+ 113+6 138+ 11
Estriado 321 £ 31 125 £ 8** 193+ 11* 164 + 4% 265+9
Hipotalamo 24027 197 £ 6* 173 £ 4% 238x4 2378
Hipocampo 52+2 61+0.8 59+1 63+1 B1x1

Cada valor es el promedio de 9-10 ratas + S.E.M. Los niveles de significancia fueron calculados usando
la prueba de t-Student. Las concentraciones se expresan como pmol 1R-Leu-encefalina/gr. de peso, con
una dosis de etanol de 3 gr/kg. Los valores de la concentracién de etanol en el momento del sacrificio se

muestran en la tabla 3.

* p{0.005; ** p (0.001 con respecto al control.

das, resulté significativamente menor con relacién a
su control, excepto en el hipocampo en donde la LE no
presenta cambios. La cantidad de etanol en sangre fue
de 81 £ 10 mg/dl. A un grupo de ratas se le sacrificd
24 horas después de retirado el etanol, el cual ya no se
detectd en sangre y la concentracién de encefalinas
fue similar al grupo control (los datos no se muestran).

Las tablas 3 y 4 muestran los cambios producidos
por la administraciéon de etanol en forma aguda, a una
dosis de 3 g/kg por via i.p., sobre la concentracién
tisular de encefalinas a diferentes tiempos. A los 10
min. las ratas han perdido el equilibric pero todavia
estan conscientes. Entre ios 20 y 40 min. posteriores
a la inyeccién presentan atonia muscular y pérdida de
la conciencia. A los 80 minutos, la mayor parte de los
animales ha recobrado la conciencia y parcialmente el
equilibrio.

El etanol reduce la cantidad de ME en amigdala y el
cuerpo estriado a los 10 y 20 min. respectivamente y
regresa a valores similares al control 80 min. después.
En el hipocampo el contenido de ME desciende desde
los primeros 10 min., pero no recupera el valor control
aun después de transcurridos 80 min. La ME en el
hipotdlamo no presenta cambios (tabla 3). El otro pen-
tapéptido, la LE, disminuye su concentracién en forma
significativa en todas las estructuras analizadas, antes
de 10 min,, sin embargo en el hipocampo no cambia.

Los resultados anteriores muestran un rasgo gene-
ral: el etanol disminuye temporalmente la concentra-
cién tisular de encefalinas, tanto en el modelo crénico
como en el agudo, sin embargo, recuperan su valor
control en funcién del tiempo. Este efecto transitorio

permite sugerir que las encefalinas son liberadas de
sus terminales nerviosas para dar lugar a un répido
recambio.

En el paradigma crénico, la liberacién in vitro de ME
a partir de rebanadas del cuerpo estriado, es similar
con respecto a su control (Fig. 1). Durante la exposi-
ciébn aguda al etanol, se observa un dato inverso al

Liberacién de Met-encefalina del cuerpo estriado

T Control EEA Etanol crénico al 20 %

- - N
(=] o Q

IR-ME pmol/gr./10 min.
o

Basal Alto potasio Post-estimuio
Estimulacién con 22mM de potasio

(o]

FIGURA 1. Liberacién de Met-encefalina a partir de rebana-
das del cuerpo estriado, con un estimulo despolarizante de
22 mM de potasio. Los animales fueron sacrificados al térmi-
no del experimento crénico con etanol. En el momento de!
sacrificio la concentracién de etano! en agua era del 20% (v/
v). Las muestras se recolectaron a intervalos de 10 minutos.
Los valores se reportan como pmol/g/10 min. El experimen-
to se realizé 2 veces (n = 6). La estadistica aplicada fue la
pruebade t-Student para muestras pareadas.
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esperado, es decir, mientras que en el tejido la menor
cantidad de ME se presenta a los 20 min. (tabla 3), su
liberacion no cambia con respecto al control (Fig. 2).
La liberacién tampoco se modifica después de trans-
curridos 80 min. (Fig. 3).

Liberacion de Met-encefalina del cuerpo estriado

. I Control

25~

EZ4 Etanol agudo 20 minutos

20-

IR-ME pmol/gr.#10 min.

“Basal Alto potasio Post-estimulo
Estimulacién con 22mM de potasio

FIGURA 2. Liberacién de Met-encefalina a partir de rebana-
das del cuerpo estriado, con un estimulo despolarizante de
22 mM de potasio. Los animales se sacrificaron 20 minutos
después de la inyeccion i.p. de etanol a una dosis de 3 g/kg.
Los valores se reportan como pmol/g/10 min. El experimen-
to se realiz6 2 veces (n = 6). La estadistica aplicada fue la
prueba de t-Student para muestras pareadas.

Liberacion de Met-encefalina del cuerpo estriado

- Control Etanol agudo 80 minutos‘
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Basal Alto potasic Post-estimuio

Estimulacion con 22mM de potasio

FIGURA 3. Liberacién de Met-encefalina a partir de rebana-
das del cuerpo estriado, con un estimulo despolarizante de
22 mM de potasio. Los animales se sacrificaron 80 minutos
después de la inyeccion con etanol por via i.p. de 3 g/kg. Los
valores se reportan como pmol/g/10 min. El experimento se
realiz6 2 veces (n = 6). La estadistica aplicada fue la prueba
de t-Student para muestras pareadas.

El Gnico cambio observado en la liberacién de ME,
se realiza 2 minutos después de inyectado el etanol,
momento en el cual incrementa de manera significati-
va la liberacién del péptido (Fig. 4). La significancia del
andlisis de varianza de 2 vias para las encefalinas y en
funcién del tiempo en el experimento agudo se mues-
tran en la tabla 5.

Liberacién de Met-encefalina del cuerpo estriado
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Estimulacién con 22mM de potasio

FIGURA 4. Liberaciéon de Met-encefalina a partir de rebana-
das del cuerpo estriado, con un estimulo despolarizante de
22 mM de potasio. Los animales se sacrificaron 2 minutos
después de una inyeccion con etanol por via i.p. de 3 g/kg.
Los valores se reportan como pmol,//g/ 10 minutos. El experi-
mento se realizé 2 veces {n = 6). La significancia se realizé
usando la prueba de t-Student para muestras pareadas
*p<0.01.

Discusion

El presente trabajo demuestra claramente la altera-
cion del etanol, administrado en forma aguda y créni-
ca, sobre la concentracion de encefalinas en casi todas
las estructuras analizadas, asi como en la liberacién de
ME a partir de rebanadas del cuerpo estriado.

Los animales que ingirieron etanol durante 45 dias
(tabla 1), no aumentaron su peso corporal, los anima-
les control incrementaron su peso en forma significati-
va durante el mismo periodo. Este efecto es consisten-
te con el grupo de Bitsh y col. (1), quienes reportan
que el consumo prolongado de etanol induce a una
deficiencia de tiamina a pesar de ser suministrada en
la dieta.

El tratamiento con etanol en forma crénica, a dosis
de b, 10, 20% (v/v}, como unica fuente de liquidos y

TABLA 5

Anélisis de varianza de 2 vias aplicado a cada estructura y péptido. Los valores de F
y P se obtuvieron de 12 animales de 5 grupos (control, 15 minutos, 30 minutos, 60
minutos y 80 minutos)

Estructura Encefalinas Tiempo

F (1.90) F {4.90)
Amigdala 233.9 P ¢ 0.000 8.78 P ( 0.000
Estriado 747.7 P ¢ 0.000 11.06 P ¢ 0.000
Hipotalamo 1245.3 P ¢ 0.000 10.49 P ¢ 0.000
Hipocampo 74.0 P ¢ 0.000 46.47 P ( 0.000
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con 15 dias de duracién en cada una de ellas, disminu-
ye en forma significativa ia concentracion de encefali-
nas en todas las estructuras analizadas excepto en el
hipocampo en donde el contenido de LE no se modifi-
ca. Esta reduccién puede ser consecuencia de la inter-
ferencia del etanol con la sintesis proteinica, ya sea
con la incorporacién de aminoécidos (28), o con la
inhibicion de la aminoacil-ARNt-sintetasa (11), los
autores reportan una inhibicién progresiva a medida
que aumenta la concentracién de etano! y el tiempo de
exposicién. Efectos de esta naturaleza han sido sefiala-
dos para proteinas del sistema opioide. En el lébulo
intermedio de la hipdfisis de rata, la incorporacion de
3H-fen a la sintesis de B-endorfina se reduce un 30%
cuando los animales son expuestos al etanol en forma
cronica (37).

Los cambios se revierten cuando se suspende la
ingesta de etanol. Estos datos son consistentes con
los sefalados por Schuilz y col. (36). Estos autores
encuentran disminuidos los valores de ME en el cuer-
po estriado y cerebro medio de la rata, sin embargo,
reportan la recuperacién total de ME, 6 dias después.
Es probable que la diferencia en el tiempo se deba a
que su medicién se realiz6 hasta los 6 dias de retirado
el etanol. Es necesario sefialar que la velocidad de con-
version del etanol en acetaldehido se realiza en térmi-
nos de horas y no de dias (4).

La disminucién de LE y ME en el estriado, estructu-
ra involucrada en los mecanismos de locomocién en
respuesta al tratamiento en forma crénica, puede estar
mediada por la estimulacién del etanol sobre el siste-
ma dopaminérgico en la actividad nigroestriatal, ya
que la dopamina inhibe ténicamente la sintesis y libe-
racién de ambos péptidos (2,14,22,42).

La administracién de etanol en forma aguda dismi-
nuye la concentracién de encefalinas en forma inme-
diata, y la respuesta es diferente en funcién de la
estructura y tiempo analizado. En los primeros 10
minutos posteriores a la inyeccién de etanol, la con-
centracion de LE se reduce de manera significativa en
todas las estructuras analizadas, excepto en el hipo-
campo, en donde no se presentan cambios. Al mismo
tiempo, la cantidad de ME se reduce significativamen-
te en la amigdala e hipocampo. El efecto en el cusrpo
estriado es tardio y se manifiesta a los 20 minutos, el
hipotadlamo no modifica el contenido de ME a lo largo
del experimento. Sin embargo, en funcién del tiempo y
de forma inversa a la cantidad de etanol circulante, las
concentraciones de encefalinas en las estructuras
afectadas retornan a un valor semejante al control, 80
minutos después del estimulo con etanol.

Es probable que algunos efectos causados por el
etanol sean debidos al producto de su degradacién, el
acetaldehido, molécula inclusive mas téxica que el eta-
nol (4,8). Los datos concernientes al papel de acetal-
dehido son contradictorios. La inhalaciéon incrementa
su concentracién y produce dependencia fisica, con un
alto grado de tolerancia cruzada con el etanol. Por otro
lado el pirazol, potente inhibidor de la deshidrogenasa
alcohélica, potencia los efectos crénicos y agudos del
etanol (8).

La recuperacion de encefalinas en un tiempo tan
corto, puede ser consecuencia de su recambio a partir

de precursores putativos de bajo peso molecular, pre-
sentes en la terminal sinaptica, como el heptapéptido y
el octapéptido, moléculas ampliamente distribuidas en
el SNC (29,35,43,44,45). Los experimentos de libe-
racion de ME en el modelo crénico, no muestra cam-
bios con respecto a su control. Este resultado pudiera
deberse a que el etanol alterase la sintesis de protei-
nas y no el mecanismo de liberacion (28). En el mode-
lo agudo, los datos de la tabla 3 muestran un descenso
significativo de ME en el cuerpo estriado a los 20
minutos, y una recuperacién a los 80 minutos poste-
riores a la inyeccién de etanol. Las cantidades libera-
das en ambos tiempos son similares al control. Una
posible explicacion es que el efecto del etanol es inme-
diato, su paso a través de la barrera hematoencefalica
alcanza las membranas neuronales en segundos (3,7).
Asi, las mediciones a los 20 y 80 minutos pueden
resultar posteriores al efecto causado por el etanol en
las membranas y por lo tanto la liberacién en esos
momentos sea similar al control.

Cuando medimos la liberacion a un tiempo mas cor-
to después de la inyeccidn con etanol, es decir a los 2
minutos (ya se observan cambios conductuales),
encontramos un incremento significativo en la libera-
cion de ME con respecto a su control. Otros autores
han encontrado que la liberacion de B-endorfina del
16bulo anterior de la hipdfisis se incrementa después
del tratamiento con etanol. Este farmaco estimula la
liberacién del Factor Liberador de la Corticotropina
(CRF) de las neuronas hipotalamicas y aumenta la libe-
racion y sintesis de ACTH, B-LPH y B-endorfina (12).

El rapido efecto del etanol en la liberacion de ME
puede deberse a un mecanismo mediado en la mem-
brana citopldsmica y no a la interferencia del etanol en
la sintesis de proteinas, proceso mas lento que reque-
riria de mas tiempo para manifestarse. El posible
mecanismo de accién en membrana, ademas de ser
muy rapido también seria selectivo. El etanol actua
preferencialmente sobre determinadas éareas de la
membrana, con un alto grado de selectividad. Esta
selectividad puede ser resultado de la heterogeneidad
de la membrana (diferente composicion 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 concentracio-
nes de etanol. El ejemplo mejor estudiado es la enzima
adenilatociclasa (26). Esta enzima est4 vinculada a la
funcion de varios neurotransmisores en el SNC y juega
un papel clave en la transmisién sinaptica. E! etanol
aumenta la actividad de la adenilato-ciclasa cerebral y
en presencia de nucle6tidos de guanina, concentracio-
nes muy bajas de etanol, incrementa la actividad de la
enzima (26). Sin embargo, existe una diferencia
importante, que puede explicar la respuesta del etanol
a nivel de la membrana de diferentes estructuras. La
actividad de la enzima se altera en funcién de la estruc-
tura en la cual esté integrada. El complejo dopamina-
receptor-adenilato ciclasa en el cuerpo estriado, pre-
senta un solo sitio de accién para el etanol, al interferir
con la proteina G y la unidad catalitica (33). El mismo
complejo para la norepinefrina en la corteza cerebral
presenta multiples sitios de accion (34).
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La interaccion del etanol con los receptores opia
ceos es otro ejemplo de especificidad. Existe un gran
namero de subtipos de receptores opiaceos con dife-
rente afinidad por su ligando endégeno. Los recepto-
res & tienen mayor afinidad por la LE y son particular-
mente sensibles al etanol, el etanol disminuye la afini-
dad del ligando por el receptor {23), sin embargo, el
receptor k es muy resistente al efecto del etanol (31).
La distribucion de ambos receptores es diferente, los
receptores § se encuentran distribuidos principalmen-
te en estructuras como amigdala, estriado, hipocampo
y septum. Los receptores k, se ubican en sustancia
gris periacueductal y tallo cerebral.

La especificidad de respuestas al etanol sugiere
que, si bien no se han identificado receptores especifi-
cos para el etanol en el SNC, como los hay para otras
drogas psicotrépicas, el etanol puede actuar de mane-
ra selectiva con una regién particular de proteinas en la
membrana neuronal y ejercer sus manifestaciones
fisiopatologicas.
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