Liberacion in vitro de encefalinas
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Summary

Opioid peptides effects are proposed to contribute to me-
chanisms of seizure arrest and refractoriness. Their inhibitory
properties have been related to the ictal, postictal and interic-
tal activity. The enkephalins participation during the time-
course of a seizure, involve the peptide release from their
nervous terminals.

In this work, we studied the in vitro release of met-enke-
phalin from slices of the amygdala in three experimental pa-
radigms: 1) during the postictal depression, 2) after long-term
pentylenetetrazol (PTZ) kindled rats and 3) during the interic-
tal activity induced by the infusion of penicillin-G-sodium into
the basolateral nucleus of the amygdala.

The experiments were carried out with male Wistar rats,
weighing 250-300 g, housed in a light and temperature con-
trolled room (23 + 1 C) with 12 h of illumination starting at
06:00 h. The experimental animals were injected i.p. with 30
mg/ of PTZ every 24 h.

The animals were killed by decapitation and the amygdala
was dissected. Amygdala was sliced in two directions at 90;
at 300 pm intervals with a tissue chopper. All the experi-
ments were conducted simultaneously using 4 superfusing
chambers (two controls and two experimental chambers).
Enkephalin release was evoked in the presence of potassium
[30 mM] as the depolarizing stimulus and Phe-Ala {1 mM] as
a met-enkephalin metabolism inhibitor. The met-enkephalin
release was measured by radioimmunoassay procedure.

The results show a significative met-enkephalin increase
during the postictal depression and during the interictal acti-
vity. These alterations vary depending upon the type of pep-
tide and the brain region studied.

These data support the hypothesis concerning the opioid
peptide participation in the mechanisms that underly the pos-
tictal depression and interictal activity.

Resumen

Los péptidos opioides han sido propuestos como agentes
inhibidores de la aparicién, propagacién y severidad de una
crisis convulsiva. Su posible participacion en los procesos
epilépticos implica su liberacion a partir de las terminales
nerviosas que las contienen. El propésito del presente tra-
bajo fue el de estudiar en diversas estructuras del cerebro de
la rata, la liberacién in vitro de encefalinas durante la fase
ictal, depresion postictal y actividad interictal.

Los experimentos se hicieron en ratas macho de la cepa
wistar, las cuales fueron sometidas al kindling quimico me-
diante la administracién, por via intraperitoneal, de una dosis
diaria de 30 mg/kg de pentilenetetrazol, y fueron sacrificadas
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durante la fase ictal y la depresién postictal. La actividad
interictal se estudio al aplicar, en forma cronica, 50 Ul de pe-
nicilina-G sédica en la amigadala dei l6bulo temporal. La
concentracién de encefalinas se midié por medio de la técni-
ca de radioinmunoensayo.

Los resuitados obtenidos muestran que la liberacién in vi-
tro de encefalinas, provocada por potasio, aumenta signifi-
cativamente durante la depresion postictal y la actividad in-
terictal. El efecto es de naturaleza selectiva en cuanto a la
estructura y el péptido analizado.

Estos datos apoyan la hipétesis concerniente a la partici-
pacion de las encefalinas en los mecanismos que subyacen
en la depresién postictal y la actividad interictal.

Introduccion

Actuaimente se reconoce que la actividad convulsi-
va provoca la activacién del sistema encefalinérgico,
el cual se deriva de 3 prohormonas hasta ahora iden-
tificadas, la proencefalina A (PA), la prodinorfina
(PDNF) y la proopiomelanocortina (POMC). El proce-
samiento postraduccional a nivel de aminoéacidos ba-
sicos ha permitido identificar y caracterizar a mas de
20 péptidos con potente actividad opioide. A este
grupo creciente de péptidos se les denomind genéri-
camente como endorfinas. En el presente trabajo se
hace particular énfasis en 2 pentapéptidos pertene-
cientes a este grupo, conocidos como Metionina-en-
cefalina y Leucina-encefalina.

Numerosos estudios han demostrado que la activi-
dad epiléptica producida por diferentes modelos ex-
perimentales, aumenta la concentracion tisular de en-
cefalinas (12,14,16,33,38,39,40), el de sus precur-
sores y el de los RNAm que codifican para la elabo-
racion de PA y PDNF (23). Estos cambios son selecti-
vos en cuanto a la estructura y péptido analizado (15,
26) y pueden durar por lo menos 15 dias (1, 33,40).

Los péptidos opioides han sido propuestos como
agentes inhibidores de la actividad epiléptica. Diver-
sos grupos de investigacidon han sugerido que las
encefalinas prolongan el periodo refractario y contri-
buyen a detener la actividad epiléptica (3,4,5,9,11,21,
25,29). También se ha postulado que disminuyen la
severidad de una crisis convulsiva (32) y aumentan el
umbral convuisivo (6). La interaccion de los péptidos
opioides y su receptor, ha sido interpretada como un
mecanismo tendiente a limitar las convulsiones (2,35).
El kindling eléctrico aumenta la unién de los ligandos
opiaceos por los receptores p en el SNC (31).
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Varios grupos de investigacion han sefalado que
las encefalinas se liberan después de una crisis epi-
léptica tanto en los animales (17,36) como en los se-
res humanos (19); asi, una vez liberados, los opioides
podrian intervenir en los procesos que subyacen a la
depresion postictal y en las alteraciones conductuales
interictales (3,34).

Si la actividad epiléptica produce cambios en el
sistema encefalinérgico y la presencia de péptidos
opioides se puede asociar con reacciones de tipo
homeostatico que contribuyan a mantener el estado
interictal, asi como a limitar la propagacién de la crisis
0 a restringir la descarga ictal, es necesario estudiar
la liberacion de péptidos opioides, principalmente en
el momento en el que se les adjudica su participacion
fisiopatologica.

El proposito del presente trabajo es el de mostrar
los resultados obtenidos por nuestro grupo de investi-
gacion, en los estudios sobre la liberacion in vitro de
encefalinas durante la fase ictal y la depresidn postic-
tal en animales sometidos al kindling quimico con
pentilenetetrazol (PTZ), asi como los datos obtenidos
al estudiar la actividad interictal producida por la ad-
ministracion de penicilina-G en la amigdala del lébulo
temporal de la rata.

Estudios de liberacion in vitro
Material y Métodos

Los animales utilizados fueron ratas macho de la
cepa wistar (250-250 g), mantenidos en condiciones

de luz y obscuridad controlada. El alimento y el agua
fueron suministrados ad libitum. Las ratas fueron so-
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Figura 1. A un grupo de 100 ratas macho de la cepa wistar
se le inyectd diariamente una dosis de 30 mg/kg de pentile-
netetrazol (PTZ) por via intraperitoneal. La inyeccion se apli-
co entre las 11-12:00 a.m. (n = 100 + S.EM.).

metidas al kindling quimico con PTZ, administrando
una dosis diaria de 35 mg/kg, y los estadios conduc-
tuales fueron calificados de acuerdo con los parame-
tros descritos por Ito y col. (18) (fig. 1). Se utilizaron
solo aquellas ratas que presentaron 3 veces el esta-
dio 5 (crisis generalizadas tonico-clonicas). Se separd
el cerebro rapidamente, y la amigdala se disecé y se
corté en rebanadas de 300 um. Se provoco la libera-
cion de encefalinas por la presencia de potasio a una
concentracion de 30 mM. Se utilizaron 4 camaras de
perfusion continua, 2 camaras control y 2 experimen-
tales (simultaneamente). Los perfusados se inactiva-
ron por ebullicidn en b.m. durante 15 min. Las mues-
tras se congelaron a -20 C hasta la determinacion
posterior de encefalinas.

Para caracterizar la preparacién de la liberacion en
condiciones in vitro, (fig. 2), se hicieron 3 experimen-
tos adicionales que consistieron en a) evaluar la libe-
racion provocada por K+; b) en presencia/ausencia de
Ca2+; c) en presencia/ausencia del inhibidor de la
encefalinasa, el dipéptido Phe-Ala [1 mM] cuyo efecto
protector se ha descrito previamente (42).

Cuantificacién de encefalinas

La cuantificacion de encefalinas se hizé mediante la
técnica de radioinmunoanalisis, utilizando anticuerpos
obtenidos previamente en nuestro laboratorio. La puri-
ficacion preparatoria de las muestras, asi como el mé-
todo de obtencion, caracterizacion y reactividad cru-
zada de nuestros anticuerpos se llevaron a cabo de
acuerdo con los métodos descritos en estudios pre-
vios de nuestro laboratorio (28,38).

1) Liberacion de IR-Met-encefalina
durante la fase ictal y depresion postictal.

Con el propésito de analizar la liberacion in vitro de
las encefalinas durante la fase ictal y la depresion

Amigdala

IR-Met-Encefalina (pmol / g / 10 min)

K+ K+ K+ K+
Control  Sin inhibidor Sin calcio Con bacitracina

Figura 2. La figura muestra los experimentos que se hicieron
para caracterizar la liberacion in vitro de IR-Met-encefalina
(El control contiene Phe-Ala [1mM] y calcio [2.5 mM], baci-
tracina [30 pg/mi}.(n= 3 + S.E.M.)
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postictal, se sacrifico un primer grupo de animales
sometidos al kindling con PTZ, 15 segundos después
de haber iniciado la fase ictal. Los grupos subsiguien-
tes se sacrificaron a los 2, 5, y 10 min después de
finalizar la fase ictal.

TABLA 1
Cruzamientos de los anticuerpos
contra Met- y Leu-encefalina

Porcentaje de cruzamiento

Péptido ME LE

Met- (o) -encefalina 100.00 <0.01
Met-encefalina 2.90 3.83
Leu-encefalina 0.01 100.00
Met-encefalina-Arg 0.76 0.53
Leu-encefalina-Arg < 0.01 4.33
Met-encefalina-Arg-Phe <0.01 0.37
Met-encefalina-Arg-Gly-Leu < 0.01 <0.01
Dinorfina (1-8) < 0.01 <0.01
Alfa-endorfina <0.01 < 0.01
Beta-endorfina < 0.01 < 0.01
Gamma-endorfina <0.01 <0.01

S

Los resuitados muestran que la liberacién provo-
cada de encefalinas por la presencia de potasio, no
se modifica durante la fase ictal con respecto a su
control; el aumento de la liberacién se inicia a los 2
min y alcanza un valor significativamente mayor, 5
min después del final de la crisis. Después de trancu-
rridos 10 min, la liberacién de IR-ME tiende a recupe-
rar su valor control (fig. 3). Estos datos son congruen-
tes con la hipétesis sefalada por Vélisek y Mare (37),
quienes proponen que el sistema encefalinérgico se
activa entre los 5 y los 10 min posteriores al término
de la postdescarga inducida por la estimulacion eléc-
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Figura 3. La figura muestra la liberacién in vitro de IR-Met-
encefalina, provocada por potasio [30 mM], durante la fase
ictal (F1) y durante la depresion postictal (2, 5, 10 min des-
pués de finalizada la crisis). La significancia se calcul6 con la
prueba "t" de Student. *p < 0.001 con respecto al grupo con-
trol(n=5+S.EM).

trica del hipocampo y con las propuestas iniciales que
sugerian un aumento en la liberacion de opioides
durante la depresién postictal (11,22).

2) Liberacién de IR-Met-encefalina
durante fos estudios de larga duracién

En estudios anteriores reportamos que el kindling

quimico y eléctrico, produce un aumento en la con-
centracién tisular de encefalinas por un periodo de 15
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Figura 4. La figura muestra la liberacion in vitro de IR-Met-encefalina provocada por potasio [30 mM] en los estudios de larga-du-
racion. Las ratas sometidas al kindling quimico con PTZ fueron sacrificadas A) 1 dia, B) 15 dias, y C) 30 dias después del ultimo
estimulo con PTZ. La significancia se calculé con la prueba "t" de Student. *p < 0.05, **p < 0.01 con respecto a su control (n=7 +

SEM)
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Figura 5. La figura muestra el contenido de IR-Met-encefali-
na en diferentes estructuras del cerebro de las ratas, sacrifi-
cadas 5 dias después de administrarles en la amigdala del
l6bulo temporal, una dosis de 50 Ul de penicilina-G disuelta
en 1 pl de agua pH 7.0. La significancia se calculd con la
prueba "t" de Student *p <0.002 con respecto al control
(n=10+ S.EM.).

dias (1,33,40). El aumento en el contenido de encefa-
linas, como producto final de su metabolismo, también
se acompana de evidencias que muestran que el sis-
tema encefalinérgico se activa desde que aumenta la
concentracion de sus precursores, la PA y PDNF, asi
como el de sus respectivos RNAm. Estos cambios se
manifiestan al utilizar diversos modelos experimen-
tales, como el kindling eléctrico (23), el choque elec-
troconvulsivo (41) y la administracion intraestriatal de
acido kainico (20). Ei aumento giobal de las encefali-
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Figura 6. La figura muestra el contenido de IR-Leu-encefali-
na. Las condiciones son iguales a las descritas en la figura
5. *p <0.02, *p < 0.01, ***p < 0.001 con respecto a su con-
trol(n =10+ S.EM.).

nas y de sus precursores nos permitié sugerir que su
liberacion también estaria aumentada.

El propdsito de los siguientes experimentos fue el
de examinar la probable existencia, en la amigdala
del l6bulo temporal de la rata sometida al kindling
quimico con PTZ, de un correlato entre el valor de la
concentracién tisular de Met-encefalina y su libera-
cién, al sacrificar a los animales 1, 15 y 30 dias des-
pués de la tltima estimulacién con PTZ.

La figura 4 muestra que la liberacion in vitro de IR-
Met-encefalina se mantiene aumentada después de 1
y 15 dias (asi como su contenido tisular), para recu-
perar valores semejantes al control 30 dias después
de la dltima estimulacion, momento en el cual su con-
centracion en el tejido tiende a ser similar al grupo
control.

3) Liberacion de encefalinas
durante la actividad interictal.

Las espigas interictales han estado asociadas con
un aumento en los efectos inhibitorios de la actividad
epiléptica (7,24,30). Sin embargo, se desconocen los
mecanismos basicos que subyacen a la actividad in-
terictal. Los estudios iniciales realizados por los gru-
pos de Frenk, (11) y Engel (9), utilizando el kindling
eléctrico amigdalino, mostraron que la administracion
previa de morfina aumenta la depresion postictal e in-
crementa la frecuencia de las espigas interictales; am-
bos efectos se revirtieron en presencia de la naloxona
(antagonista opiaceo), lo cual sugiere la presencia de
los péptidos opioides. Es necesario recordar que la fa-
se ictal y ia depresion postictal tienen una tempo-
ralidad de minutos, sin embargo, Ia actividad interictal
(All) puede durar semanas o meses. En todo este
tiempo y sin presentarse crisis generalizadas ;cémo
podria activarse el sistema opioide?.

Una posible explicacion seria que la actividad pro-
ducida por la sola presencia de las espigas intericta-
les representa un estimulo suficiente para modificar el
contenido de las encefalinas y su liberacion. Decidi-
mos estudiar esta hipétesis usando penicilina-G como
un modelo que reprodujera la actividad interictal.

La administracién topica de penicilina-G se ha ultili-
zado frecuentemente como un agente que produce
All. Estas descargas son similares a las registradas
en la corteza cerebral de los seres humanos (10). Las
interneuronas que rodean el foco penicilinico mues-
tran actividad inhibitoria, probablemente como un
mecanismo homeostatico que contribuye a restringir
la propagacion de la actividad convulsiva (30).

La aplicacién tépica de penicilina-G durante 5 dias,
en la amigdala del I6bulo temporal de la rata (50 Ul
disueltas en 1 ul de agua pH 7.4), mostroé 2 resulta-
dos: a) un incremento significativo en el contenido de
encefalinas en la amigdala (figs. 5,6), y b) un correlato
paralelo con su liberacién, ya que la actividad repetida
de las espigas interictales produjo un aumento signifi-
cativo en la liberacién in vitro de ambas encefalinas
(figs. 7,8).

Resulta interesante notar que desde la aparicion de
la espigas interictales producidas por la administra-
cion de dosis bajas de penicilina-G, hasta la genera-
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Figura 7. La figura muestra la liberacién in vitro de IR-ME
durante la actividad interictal producida por la administracién
diaria, durante 5 dias, de 50 Ul de penicilina-G disuelta en 1

ul pH 7.0 en la amigdala del I6bulo temporal. La significancia
se calculd con la prueba "t" de student *p < 0.05 con res-
pecto a su control (n =5+ S.EM.).

cidén de procesos que desencadenan cambios perma-
nentes en la excitabilidad neuronal, como los produci-
dos por el kindling eléctrico, son capaces de modificar
en forma rapida y duradera a todo el sistema encefa-
linérgico.

Estas alteraciones pueden poner en marcha meca-
nismos compensatorios que aumenten la biosintesis
y el recambio de los péptidos opioides, acordes con la
velocidad y con el tiempo que pueden requerir. Esta
propiedad podria encontrar un nivel de respuesta, si
integramos a la relacion estimulo-transcripcién, la par-
ticipacién de un cierto tipo de genes denominados /m-
mediate-Early Genes (IEG).

8 -
< - Amigdala
E *
=
~ 6 i
(=]
S _
£ 5
A
24
&
9]
g 37
u
2

iR

0 .

Basal Alto K+ Postestimulo
== Control 3 Experimental

Figura 8. La figura muestra la liberacién de IR-Leu-encefali-
na. Las condiciones son iguales a las descritas en la figura
7. *p<0.006 con respecto a su control (n=5 + S.E.M.).
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Como consecuencia de la actividad epiléptica, los
receptores del tipo NMDA aceptan calcio en el interior
de la célula. Este catién activa el sistema de segun-
dos mensajeros, como el AMPc, el dicacil-glicerol y la
calmodulina (principal aceptor de calcio en las células
no musculares). La relacion calcio-segundos mensa-
jeros puede activar factores de transcripcion involu-
crados en la transcripcién de los IEG (8). Se ha de-
mostrado que la actividad epiléptica activa a los IEG,
los cuales generan un incremento en el contenido del
RNAm que codifica para la PA y, por tanto, aumentan
la concentracion tisular de opioides (27). El efecto es
especifico para determinadas regiones del hipocampo
y se mantiene por espacio de 2 semanas (13). Si bien
la aparicion de crisis generalizadas ténico-ci6nicas
incrementa significativamente el contenido de encefa-
linas, el de sus precursores y sus respectivos RNA
mensajeros, es probable que durante el tiempo que
transcurre hasta la aparicién de una nueva crisis, las
espigas interictales generen un valor ténico en la con-
centracién y liberacién de opioides, los cuales puedan
contribuir a mantener el estado interictal.

Conclusiones

Los datos presentados pueden contribuir a reforzar
la hipotesis de la participacion de los péptidos opioi-
des durante la depresion postictal y la actividad inte-
rictal. Es evidente que se requiere de un mayor es-
fuerzo para integrar el papel fisiol6gico que desempe-
fan los mas de 20 péptidos opioides identificados en
las diferentes poblaciones neuronales del SNC. Hasta
el momento, practicamente se ignora cual es la parti-
cipacion de los péptidos derivados de la prodinorfina,
los cuales, paradojicamente, poseen una mayor po-
tencia opioide cuando se les compara con las encefa-
linas.

El creciente numero de evidencias que muestran la
coexistencia de diferentes neurotransmisores con los
neuropéptidos, sin soslayar la presencia de multiples
receptores a opioides ampliamente distribuidos en
todo el sistema nervioso central, si bien aumentan la
complejidad de! sistema, por otro lado pueden ser
propiedades que ayuden a explicar los procesos epi-
Iépticos.

Durante los ultimos afios hemos asistido a una
enorme explosiéon de datos provenientes de los neu-
ropéptidos, los cuales, aunados a los encontrados
sobre las moléculas con una influencia decisiva en los
procesos epilépticos como el GABA vy el acido gluta-
mico, los factores troficos y las determinantes genéti-
cas, deberan integrarse al esquema fisiopatoldgico de
las alteraciones epilépticas con el fin de disefar
agentes anticonvulsivantes de mayor especificidad
que sean capaces de mantener un estado interictal y
de evitar la aparicién, propagacion y severidad de una
crisis convulsiva.
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