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Summary

For the present study, the changes induced on opioid peptide
system in the rat brain by a subconvulsant amount of metrazol
{PTZ) (30 mg/lkg i.p.) were investigated.

Using a microdialysis procedure we found a significant opioid
peptide release in hippocampus and amygdala, during the early
80 min. following administration. Thereafter, the values
returned to basal conditions. By autoradiagraphy experiments,
we observed a significant decrease of mu receptor binding in
different brain areas. Ligand binding analysis in membranes
showed decreased number of receptors without changes in
their affinity. Randall-Sellito test indicated increased threshold
to nociceptive stimulus, during the early 30 min after PTZ
administration, Finally, in situ hibridization procedure revealed
increased levels of proenkephalin expression 24 h following
PTZ.

Our results suggest that a subconvulsant amount of PTZ is
able to activate opioid peplide system. These changes are
relevant for the understanding the epileptogenesis process and
mechanisms associated.

Key words: Opioids, metrazol, epilepsy, mu receptors,
proenkephalin, release.

Resumsen

Se investigaron las alteraciones en el sistema de los opiodes
enddgenos en &l cerebro de la rata, inducidas por a adminis-
tracion de una désis subconvulsivante de metrazol (PT2Z) {30
mg/kg i.p.).

Por medio de experimentos de microdidlisis, encontramos
durante los primeros 60 min después del tratamiento, una li-
beracién importante de opiodes endégenos en el hipecampo
y la amigdala cerebral. Posteriormente, los valores regresa-
ron a los niveles basales. Por autorradiografia se observé un
decremento en los niveles de los receptores mu en varias es-
tructuras cerebrales. Mediante el andlisis de la unién a recep-
tor en las membranas cerebrales, se confirmé un decremento
en el nimero de estos receptores, sin cambios en sus afini-
dad. En la apficacién de la prueba de Randall-Sellito, se en-
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contré un aumento en el umbral de respuesta a estimulos
doloresos, durante los primeros 30 min después del PTZ. Fi-
nalmente, experimentos de hibridacién in situ revelaron un
incremento en los niveles de la proencefalina a las 24 hrs
después del tratamiento.

MNuestros resultados indican que la administracién de dosis
subconvulsivantes de PTZ activan de manera importante al
sistema de los opiodes endogenos. Estos cambios resultan
relevantes para entender el proceso de epileptogénesis y los
mecanismos involucrados en el mismo.

Palabras clave: Opiodes, metrazol, epilepsia, receptores mu,
proencefalina, liberacién.

Introducclén

El kindling quimico es un modelo experimental de la
epilepsia, que consiste en la administracién repetida
de dosis subconvulsivantes de sustancias excitatorias
como es el metrazol (PTZ), el cual de manera progresi-
va induce cambios electrograficos y conductuales pro-
gresivos que culminan en una actividad epiléptica ge-
neralizada (Mason y cols., 1972). Se desconocen los
mecanismos por ios que se incrementa progresivamen-
te la susceptibilidad al PTZ. Es posible que los efectos
de los mecanismos inhibitorios disminuyan o aumen-
ten los excitadores (Mody, 1993).

El sistema de los aminodcidos excitadores esta im-
plicado en la induccidn de crisis generalizadas por PTZ,
Estudios previos han demostrado que los niveles de
glutamato estan elevados en el liquido cefalorraquideo
de las ratas con crisis generalizadas clénico-ténicas
producidas por PTZ (Halonen y cols., 1992). En un es-
tudio previo describimos que una dosis subconvulsi-
vante de PTZ aumenta la liberacién de glutamato y
aspartato en la corteza frontal y en la amigdala (Rocha
y cols., 1896b).

El sistema GABAergico y el de los oploides endége-
nos son sistemas inhibidores involucrados en los efec-
tos epileptégenos que resultan del PTZ. Previamente
describimos que la administracién Unica y repetida de
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dosis subconvulsivantes de PTZ da como resuitado una
disminucion significativa de los niveles de los recepto-
res a benzodiacepinas, que forman parte del complejo
del receptor GABAérgico, en areas especificas del ce-
rebro de la rata (Rocha y cols,, 1996a).

Existen evidencias gque indican que el sistema de los
opioides endbégenos se activa como resultade del de-
sarroilo del kindling quimico por PTZ. Sin embargo, has-
ta el momento Unicamente se han evaluado cambios
conductuales y de los niveles tisulares de estos péptidos
en animales que presentan crisis epilépticas generaliza-
das (Vindrola y cols., 1983; Barati y cols., 1990).

El presente estudio tuvo como propdsito evaluar el
efecto de una dosis subconvulsivante de PTZ en la li-
beracién y sintesis de los opioides endégenos, cam-
bios en sus receptores de tipo mu y un posible efecto
analgésico que resulte de dicha activacién,

Material y método
a) Animales y tratamientos

Se utilizaron ratas macho Wistar de un peso de 300-
350 gr. Los animales se colocaron en cajas separadas
con un ciclo de luz-oscuridad 12:12, y acceso ad /ibitum
a comida y agua.

El PTZ (Sigma, St. Louis, MO.) se disolvié en una
solucién salina. Se administré a una concentracién de
30 mg/kg i.p., en un volumen de 1 mi’kg. Los animales
controles recibieron una inyeccion de solucion salina
{1 ml/kg, i.p.} . Durante los primeros 30 min después del
tratamiento se observaron cambios conductuales, los
cuales se clasificaron de acuerdo a la escala descrita
por lto y cols. (1977): fase |, sin movimientos; fase Il, mio-
clonias de cabeza; fase lll, mioclonias de cuerpo; fase
IV, postura de canguro y mioclonias del cuerpo; fase V,
pérdida de la postura y crisis generalizadas.

b} Microdidlisis para opioides enddégenos

Las ratas se anestesiaron con una combinacién de
ketamina (100 mg/kg i.p.) y xilazina (20 mglkg i.m.).
Posteriormente, una guia para canula de microdidlisis
se implanté encima de la amigdala cerebral (A-2.5;
L+4.5; V+7.5) o del hipocampo (A-5.2; L+5.0; V+3.5),
de acuerdo a las coordenadas establecidas en el atlas
Paxinos y cols. (1986). Torniltos de acero inoxidable se
implantaron en el craneo sobre las cortezas cerebral y
cerebelar. Las guias y los tornillos se fijaron al craneo
con acrilico dental. Se dejd un tiempo de recuperacién
de 7 dias después de la cirugia.

Veinticuatro horas antes de realizar los experimen-
tos de microdialisis, los animales se colocaron en un
recipiente de policarbonato con libre acceso a comida
y agua. Los animales se anestesiaron con halotano en
0,/N;0 (1:1), y una canula para microdidlisis se insertd
a través de la guia. Por medio de una bomba de perfu-
sién Harvard {(modelo 55-2222) las canulas de micro-
didlisis se perfundieron continuamente con liquido
cefalorraquideo artificial (NaCt, 125 mM; KCI, 2.5 mM;
NaH,PO,, 0.5 mM; Na,HPQO,, 5 mM; CaCl,, 1.2 mM;
MgCl,, 1 mM; dcido ascérbico 0.2 mM; albdmina de
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suero bovino, 0.025%) 2.7 ul/min, aun pH de 7.4 y pre-
viamente esterilizado. Las canulas se fijaron a la guia
con acrilico dental. Las canulas para microdidlisis se cons-
truyeron de acuerdo a lo descritc por Maidment y cols.
{1989) y su parte activa consistié en una membrana de
poliacriionitrilo (Hospal) de 3 mm de largo. Se dejé un
tiempo de recuperacion de 2 hrs después del implante
de las canulas. Previamente al tratamiento y en condi-
ciones basales, se colectaron perfusados a intervalos
de 30 min durante 3 h. Posteriormente, se administré
el PTZ o la solucién salina. Posteriormente, se conti-
nué con la recoleccién continua de los perfusados, cada
30 min por 5 hrs. Las muestras de perfusado se conge-
laron a —80 °C hasta el dia en que se realizaron los
experimentos de radioinmunoensayo y HPLC. Para mas
detalles acerca de estos dltimos procedimientos, con-
sultar el trabajo de Maidment y cols. (1989).

c¢) Autorradiografia para receplores mu

Los animales recibieron una inyeccién de PTZ ¢ de
solucién salina, y 24 hrs después se sacrificaron por
decapitacion. Los cerebros se congelaron rapidamen-
te en hielo seco. Secciones coronales de 20 um de gro-
sor colocadas en laminillas cubiertas con gelatina se
incubaron durante 60 min a 25 °C en una solucién con-
teniendo 2 nM de 3H-DAMGO (que es un agonista mu
de los opioides endégenos), en una solucién amorti-
guadora de Tris HCI 50 mM, en ausencia o presencia
de 1 uM de levorfanol (un agonista mu). La incubacion
se concluy6 con 2 lavados sucesivos en solucion Tris
HCI 50 mM (1 min cada uno) (pH 7.5, 4 °C). Las seccio-
nes se secaron rapidamente con aire frio y se coloca-
ran en magazines de plomo para radiografia junto con
estandares de tritio. Posteriormente se pusieron en
contacto con una pelicula sensible al tritio (Amersham),
y 10 semanas después se procesaran con revelador
Kodak (D 19) y fijador rdpido. Las distintas regiones
del cerebro se identificaron con base en el atlas de la
rata de Paxinos y Watson (1986). La densidad optica
{OD) de los autorradiogramas se determiné utilizando
un programa de andlisis de imégenes (JAVA, Jandel
Software del Andlisis del Video). Las lecturas de OD de
los estdndares se utilizaron para determinar los valo-
res de la radioactividad del tejido de las laminillas ad-
yacentes. La OD se convirtié en fmol/mg tejido con base
en los estandares de tritio.

d) Determinacion de receptores mu en membranas

Las ratas recibieron una administracién de PTZ o de
solucién salina, y 24 hrs después se sacrificaron por
decapitacion. Su cerebro se obtuvo sobre una superfi-
cie fria en la cual se disecaron la amigdala cerebral, la
corteza cerebral, el estriado e hipocampo, segin el mé-
todo de Glovinski e Iversen (19686). El tejido se colocd
dentro de tubos de polipropileno y se procedié a obte-
ner las membranas, siguiendo el procedimiento descri-
to por Gletier (1989). Se cuantificé la concentracidn de
proteinas por el método de Lowry (1951) y cada una
de las muestras se diluyé en solucion amortiguadora
Tris, hasta obtener una concentracién de 50 mg de pro-
teina por ml.



Las membranas (2.5 mg) se incubaron por una hora
a 25 °C con el radicligande (*H-DAMGO, agonista mu
de los opioides enddgenos) a concentraciones crecien-
tes (de 0.01 nM a 10 nM) en presencia o ausencia del |i-
gando frio (naloxona, antagonista de los receptores mu
y delta). Cada concentracion se realizd por triplicado.
La incubacién finalizd con el filtrado de las membranas
en un “Harvest Cell”. Los filtros se depositaron en via-
les y se procedi6 a determinar las cuentas por minuto
durante 5 min de cada muestra en un contador de cen-
telleo (Gletier y cols., 1989). La cantidad de receptores
y su afinidad se determind por medio del programa
“EBDA” (McPherson, 1988}.

e} Hibridacion in situ

Los animales experimentales se sactrificaron por de-
capitacion a las 24 hrs después de haber recibido i.p.
una dosis de PTZ o solulucién salina y sus cerebros se
congelaron en hielo seco. Rebanadas de 20 um de gro-
sor a nivel del hipocampo dorsal se fijaron con parafor-
matdehido al 4%. Se expusieron a una mezcla de
prehibridacién a 42 °C, durante 1 hr, y posteriormente,
se incubaron a temperatura ambiente (25 °C) durante
12 hrs, con una mezcla que contenia una sonda mar-
cada con $% que hibridiza especificamente la porcion
del ARNm de la proencefalina de la rata (Cimino y cols.,
1991). Las rebanadas se lavaron por una serie de ba-
fios. Se secaron con aire frio y se expusieron a pelicu-
las sensibles al azufre marcado en magazines de ra-
yos-X, durante 6 semanas. Por uitimo, las imagenes
que resultaron, se analizaron con un sistema de compu-
tacion especial para el andlisis de imagenes (JAVA soft-
ware),

f) Evaluacion de la respuesta al dolor

Se utilizé la prueba de Randall-Sellito (RST) para
evaluar las respuestas a los estimulos nociceptivos. Se
utilizaron dos grupos de animales, uno de control y el
otro experimental durante 3 dias seguidos. Durante
el primer dia, los animales de ambos grupos fueron mani-
pulados pero no recibieron tratamiento. En el segundo
dia, ambos grupos recibieron una inyeccién de solu-
cién salina (1 ml/kg, i.p.). En el tercero, el grupo control
recibié una inyeccién de solucién salina (1 ml/kg, i.p.),
mientras que el grupo experimental recibid una dosis
de PTZ. Durante cada dia, a los 30 min después de la
manipulacién o de la administracién de PTZ o solucién
salina, se aplicé la prueba de Randall-Sellito, la cual
consistid en aplicar presién en una pata posterior, cuya
intensidad se incrementé progresivamente. El umbral
al dolor para cada animal fue una presion en grs sufi-
ciente para que presentaran un reflejo en el que retira-
ban la pata o chillaban.

@) Andlisis histoldgico

El sitio de implante de la canula de microdidlisis se
verificd en secciones cordnales (20 um) de cada cere-
bro por medio de la tincién de violeta de cresilo y por
examinacién en un microscopio de luz.

Resultados

a) Cambios conductuales por la administracion de
PTZ

La administracion de dosis subconvulsivantes de PTZ
produjo cambios conductuales correspondientes a la
fase il en 80 % de los animales y a la fase lll en el 20 %.

b) Microdidlisis para opioides enddgenos

La administracion de PTZ durante los experimentos
de microdidlisis aumenté la liberacién de los opioides
endogenos en la amigdala cerebral (100 %) e hipocam-
po (180 %). Estos cambios fueron significativos de los
90 a 120 min después de la inyeccién. Posteriormente,
los valores regresaron a sus niveles basales (figura 1).

La identificacion de la inmunorreactividad a péptidos
opioides llevada a cabo por los experimentos de HPLC,
mostré que la inyeccién de PTZ incrementa la libera-
cion de Met- y Leu-encefalina en la amigdala cerebral,
y de Met- y Leu-encefalina asi como Dinorfina-A (1-6} y
Dinorfina-A {1-8) en el hipocampo.

¢) Evaluacion de los receptores mu

La administracién de una dosis subconvulsivante de
PTZ dio como resultado una reduccién de los niveles
de los receptores mu en la corteza parietal (30 %), pi-
riforme (27 %), entorrinal (27 %), asi como en los nucleos
basolateral {33 %) y cortical (32 %) del complejo amig-
dalino (figura 2).

Con base en los experimentos de receptores en mem-
branas se detectd que el decremento de los receptores
mu se debié a una disminucién en el ndmero de los
mismos, sin que hubieran alteraciones en sus afinida-
des (cuadrc 1).
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Figura 1. Cambios en |a liberacion de opioides enddgenos en
la amigdala cerebral inducida por la administracién de una
dosis de PTZ (30 mg/kg, i.P.) durante los experimentos de
microdialisis. La flecha indica el momento de administracién
del PTZ. Los valores representan el promedio t error estandar
de 6 animales. *p < 0.05 en comparacion con los valores
basales. La significancia se obtuvo aplicando una prueba de
ANOVA seguida de una prueba T-Student pareada.
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Figura 2. Autorradiogramas gue muestran la distribucion de
receptores mu marcados con [3H]DAGO {5 nM} en secciones
corenales a nivel del complejo amigdalino e hipocampo dor-
sal. La intensidad del color blanco es proporcional a {a densi-
dad de receptores mu. En comparacion con la seccién obte-
nida de una rata control {A), la seccién de una rata tratada
con una dosis subconvulsivante de PTZ (B) muestra menor
densidad de receptores mu en diferentes estructuras cere-
brales.

d) Hibridacién para proencefalina

Los experimentos de hibridacién en el cerebro de ani-
males tratados con PTZ y sacrificados 24 hrs después

de la inyeccién, mostraron que la expresion de proen-
cefalina se incrementa significativamente al nivel del
giro dentado (27 %) y en dreas CA1-3 {147 %) del hi-
pocampo, en la amigdala cerebral (68 %), en la corte-
za del cingulo (60 %]}, en la entorrinal (100 %) y en la
piriforme (93%) (figura 3).

e) Evaluacion de la respuesta al dolor

La prueba de Randail-Sellito no mostré diferencias sig-
nificativas en el umbral al dolor de ambos grupos, cuan-
do se les aplicd después de la manipulacién y sin trata-
miento posterior a la administracién de solucion salina.
En contraste, se observé un aumento en el umbral al
dolor (27 %, p < 0.01) cuando dicha prueba se aplicé a
los 30 min después de suministrar PTZ, en compara-
cién con los animales que recibieron solucién salina
(figura 4).

Discusién

Se sabe que a administracién de PTZ a dosis de 10
a 20 mg/kg, induce crisis epilépticas de corta duracion
(15 seg) (Marescaux y cols., 1984), mientras que la in-
yeccién a dosis mayores resultan en crisis generaliza-
das crénico-tonicas (Swinyard y cols., 1969). En el pre-
sente estudio, se evalué el efecto de la administracién
de 30 mg/kg de PTZ, dosis que por cierto induce
mioclonias de cuerpo (fase 1i) en el 80 % de los sujetos
experimentales,

Evidencias experimentales indican que el PTZ acti-
va el sistema de los opioides endégenos (Tortella y cols.,
1985; Vindrola y cols. 1981, 1983), el cual juega un pa-
pel importante en la supresién de la actividad epilépti-
ca (Post y cols. 1984). Vindrola y cols. (1983) encon-
traron que el kindling quimico se asocia con un incre-
mento significativo de los niveles de los opioides
enddgenos en diferentes estructuras cerebrales. La ad-
ministracion de PTZ produce cambios en la memoria,
los cuales se revierten con naloxona, un antagonista
de los opiocides endégenos (Barati y cols. 1990).

En el presente trabajo encontramos que la adminis-
tracién sistémica de dosis subconvulsivantes de PTZ
se asocia a una respuesta analgésica durante los pri-
meros minutos después del tratamiento. Estos cambios

CUADRO 1
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Efecto de la administracién de una dosls subconvuisivante
de PTZ en la unién de [3HIDAMGO a receptores mu en membranas
de dreas cerebrales especificas.

Afinidad No. receptoras
Nicleo Kd (nM) B_,. (pmoligr de tejfido)
Controf PTZ Control PTZ
Amigdala 1.75+0.10 1.60+0.15 4301+ 0.3 | 229+ 0.25*
Corleza 160+ 020 | 2001 1.20 307102 1.131£ 0. 15"
Estriado 2201040 | 1.80£090 | 3.10£04 | 297+ 0.33
Hipocampo 0.601+0.02 | 0.70% 0.01 293+04 | 305+ 025

* Cada valor representa el promedio + error ectdndar de 6 experimentos. Las diferencias
significativas se calcularon usando la prueba T-student. *p < 0.05 en comparacién con
los valoras del grupo control.




Figura 3. Imagenes de hibridacién para proencefalina a nivel del hipocampo dorsal (HC) y amigdala cerebral (Amg) obtenidas de un
animal tratado con solucién salina (C) y de un animal tratado con una dosis subconvulsivante de PTZ {(Exp). Notese que en el animal
Exp, la expresion de proencefalina es mayor, tanto en el hipocampo come en la amigdala cerebral, que en el animal C.

pueden ser el resultado del aumento de la liberacion
de opioides endégenos en la amigdala cerebral e hipo-
campo de ratas en libre movimiento, que detectamos
por medio de nuestros experimentos de microdialisis.
Por otra parte, se encontré que el tratamiento con PTZ
aumenta los niveles de la proencefalina, que es el pre-
cursor de la Met- y Leu-encefalina. Es posible sugerir
que este efecto refleja un aumento en la sintesis de las
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Figura 4. Valores obtenidos con la prusba de Randall-Seliitos
30 min después de la manipulacién de los animales sin trata-
miento (A) la administracién de solucion salina en ambos gru-
pos (B) y de solucién salina y PTZ (C) en los grupos control
(barras negras) y experimental (barras con diagonales), res-
pectivamente. Los valores mostrados representan el prome-
dio + error estandar del umbral al dolor {grs} de 6 animales.
*p<0.01 de acuerdo a la aplicacién de una prueba T-Student.

encefalinas como mecanismo compensatorio que re-
sulta del aumento de la liberacién de estos péptidos.

La exposicién crénica a los agonistas de los opiocides
enddgenos puede inducir un decremento de los nive-
les de sus receptores (Steece y cols., 1989). En el pre-
sente estudio llama la atencién que la exposicién a una
dosis Unica y subconvulsivante de PTZ produce un
decremento importante en los niveles de dichos recep-
tores en diferentes estructuras cerebrales, cambios que
dependen de su ndmero. Dichas alteraciones pueden
asociarse con un decremento de los efectos inhibidores
que resultan de la accion de los opioides sobre sus
receptores, con un subsecuente deterioro en su efecto
inhibidor.

Es posible que la liberacién de opiocides endégenos
inducida después de la administracion de PTZ medie
la internalizaciéon de los receptores, con la subsecuen-
te degradacion de los mismos. Un efecto similar se ha
reportado después de la administracidn de agonistas
de los opicides enddgenos (Evans y cols., en prepara-
cién).

Porlo que concierne a la interaccion entre los opioides
enddgenos y otros neurctransmisores, se sabe que los
acidos excitadores estimulan la liberacién in vitro de
Met-encefalina en rebanadas de estriado y del globo
palido de la rata (Ruzicka y cols., 1991}. El incremento
en la liberacion de giutamato, detectado después de la
administracion de dosis subconvulsivantes de PTZ en-
contrado en experimentos de microdidlisis (Rocha y
cols., 1996b), puede ser un mecanismo gue explique
el aumento de la liberacién de los opiocides enddgenos
y el subsecuente decremento de sus receptores mu.
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Las alteraciones en la liberacion y sintesis de los
opioides endbgenos, asi como las de sus receptores
detectados en nuestros experimentos no son perma-
nentes. Sin embargo, estos cambios pueden asociarse
a una mayor susceptibilidad a la actividad epiléptica
debido a la disminucién del sitio de accién de estos pép-
tidos, aun cuando su liberacién esté incrementada. Esta
situacion puede representar uno de los mecanismos
fundamentales en la produccién dei kindling quimico,
proceso que resulta de la administracion repetida de
dosis inicialmente subconvulsivantes de PTZ {(Masony
cols., 1972).

En conclusién, hemos demostrado que la adminis-
tracion de dosis subconvulsivantes de PTZ activa al

sistema de los opioides endbgenos. Estas evidencias
sugieren la importancia de evaluar las consecuencias
del proceso de epileptogénesis desde su inicio, asi
como el de los sucesos epilépticos no convulsivantes.
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