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Summary

Some studies have shown that the opioid peptide system is
activated by epilepsy. In this study, changes in the release
and tissue concentrations of opioid peptides, as well as the
mu receptor binding alterations produced during the amygda-
loid kindling process, are analyzed together. These observa-
tions have potentially important implications for undertanding
the role of the opioid peptide systems in the epileptogenesis
process as well as their influence in the epileptic activity and
the development of interictal behaviors.

Resumen

Algunos estudios han indicado que la actividad epiléptica
se activa al sistema de opioides endégenos. En el presente
estudio se analizan de manera global, los cambios de la
liberacién de opioides endogenos y de sus niveles tisulares,
asi como las alteraciones de los niveles de los receptores mu
durante el desarrollo del kindling amigdalino de ratas. El ana-
lisis de estos cambios resulta relevante para entender el
papel de los opioides endégenos en el proceso de epilepto-
génesis y los cambios conductuales observados durante los
periodos postictal e interictal.

Epilepsia y opioides endégenos

La epilepsia es un desorden del sistema nervioso
que se caracteriza por la sincronizacion anormal de la
actividad neuronal. Esta activacién puede ser focal o
abarcar estructuras cerebrales lejanas al lugar donde
se inicid la descarga eléctrica. Normalmente, la
actividad nerviosa se mantiene en un estado de
equilibrio dindmico regulado por procesos inhibidores
y excitadores. El aumento de los mecanismos
excitadores o la disminucién de los inhibidores puede
producir un estado epiléptico.

Al término de una crisis epiléptica (periodo postictal)
y durante varias horas a semanas después de la
misma (periodo interictal), la probabilidad de produc-
cion de una crisis epiléptica subsecuente, disminuye.
Este efecto se postula como el resuitado de un
aumento de mecanismos inhibidores produciendo asi
una elevacion del umbral a |la actividad epiléptica (10).

* Divisién de Neurociencias. Instituto Mexicano de Psiquiatrfa, Calz.
Meéxico-Xochimilco 101, Tlalpan 14370, México, D.F.

Los opioides endégenos son neuromoduladores con
efectos inhibidores (7). Estos neuropéptidos que se
localizan a lo largo del sistema nervioso de diferentes
especies animales, tienen un papel importante en los
mecanismos de la analgesia, la dependencia, el
estrés, la ingesta de alimentos, la reproduccion y la
actividad sensorial entre otras (36). Evidencias expe-
rimentales indican que la actividad epiléptica activa al
sistema de los opioides enddgenos. En pacientes con
epilepsia del I6bulo temporal, se observa un aumento
de los niveles de los receptores mu en la region
cortical que rodea al foco epiléptico (16) y una dismi-
nucion del metabolismo neuronal (9). Este ultimo
signo es similar al hipometabolismo producido por la
administracion intracerebral de opioides en ratas (5).
Asi mismo, en el liquido cerebroespinal de sujetos
epilépticos, los niveles de leuencefalina, que es un
opioide endégeno, se encuentran elevados (25). Los
efectos inhibidores de los opioides enddgenos
participan en la supresion de la actividad epiléptica
(28,34), asi como en la produccion de algunas de las
alteraciones conductuales observadas durante los
periodos postictal e interictal, como son amnesia,
inmovilidad, euforia, depresidn, psicosis, esquizofrenia
paranoide, etc. (12).

Kindling amigdalino y opiodes endégenos

El uso de diferentes modelos experimentales de
epilepsia permite investigar los mecanismos por los
que se originan las oscilaciones caoéticas que caracte-
rizan a la actividad epileptica; asi mismo, es posible
evaluar medidas terapéuticas que restauren la ho-
meotasis del sistema nervioso. El kindling eléctrico
amigdalino es un modelo experimental de epilepsia
del l6bulo temporal. EI modelo kindling, inicialmente
descrito por Goddard y col. en 1969 (17), consiste en
la aplicacién repetida de estimulos eléctricos o
quimicos subumbrales. Dicha estimulacién induce
cambios conductuales y electrograficos progresivos
que culminan en la produccion de crisis epilépticas
generalizadas tonico-clénicas (17,39).

Durante el desarrollo del kindling amigdalino de la
rata, se diferencian varias fases (39) y se propone que
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en cada una de elias, los opioides endbgenos juegan
un papel importante. Dichas fases se engloban
principalmente en:

a) Fases tempranas o crisis parciales: La postdes-
carga que resulta de las primeras estimulaciones
eléctricas, se localiza en la amigdala estimulada, y
después se propaga a la amigdala contralateral. Al
principio, las ratas presentan espasmos muscula-
res en la cara (fase 1), seguido de movimientos de
cabeza (fase I} y miembros anteriores (fase lll).
Durante estas fases, la administracion de un anta-
gonista de los opicides enddgenos coma la na-
{oxona, previa a cada estimulacion eléctrica, acele-
ra el desarrollo del kindling eléctrico amigdalino
(13,18). Contrariamente, la activacién de los opioi-
des endogenos por chogues electroconvulsivos
(21, 22) retarda el desarrolio de dicho proceso (37).
Fases tardias o crisis generalizadas: La postdes-
carga se propaga a todo el sistema nervioso y se
asocia a movimientos tdnico-clénicos generaliza-
dos (fase V) y de pérdida de la postura corporal
(fase V). La administracion de agonistas de los
opioides endogenos previa a la estimulacion eléc-
trica, evita o disminuye la intensidad de la actividad
epiléptica (1).

Periodo postictal: Inmediatamente después de cada
crisis generalizada, existe disminucion de la res-
puesta a estimulos externos e inmovilidad, incluso
en ocasiones se presentan automatismos, conduc-
tas explosivas y agresividad, entre otras (3). Duran-
te este periodo, el umbral a la produccion de una
crisis epiléptica subsecuente se encuentra elevado
(34). La administracion de agonistas de los opioi-
des endogenos aumenta la duracion de este perio-
do refractario, mientras que la de antagonistas la
disminuye y revierte algunos cambios conductuales
(8,15).

Periodo interictal: Las alteraciones que se detectan
varios dias después de la ultima crisis epiléptica,
se consideran interictales (4). Se postula que
dichos cambios son el resultado de actividad epi-
léptica cronica y/o de los mecanismos desarrolia-
dos para impedir la produccion de una crisis epi-
léptica subsecuente (11). Animales que han pre-
sentado crisis generalizadas fase V de manera re-
petida, muestran elevacion del umbrai al dolor,
aumento de la actividad locomotora y disminucion
del metabolismo neuronal; signos que se revierten
con la administracion de naloxona (4). Asi mismo,
aparece hipersensibilidad al efecto de la morfina,
varias semanas después de la Oltima crisis genera-
lizada (33).

En 1979, Frenk y col. (15) realizaron los primeros
estudios en los que se relaciond a la actividad epilép-
tica con la activacion del sistema de los opioides
endogenos. Estos investigadores reportaron que la
administracion sistémica de agonistas de los opioides
endogenos a ratas con kindling amigdalino, aumenta
fa duracion de la depresion postictal, mientras que
antagonistas de dichos péptidos la disminuyen. Con
base en sus datos Frenk y col. (15) postularon la
posibilidad de que los opioides endogenos se liberen
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después de la produccion de actividad ictal, mediando
asi la depresion postictal e impidiendo la actividad
epiléptica subsecuente. Mas adelante, en 1981 Vin-
drola y col. (46) demostraron que los niveles tisulares
de los opioides endégenos cerebrales de la rata, au-
mentan durante el desarrollo del kindling eléctrico
amigdalino. En la actualidad se sabe que la sintesis
de opioides endodgencs aumenta desde la primera
estimulacion eléctrica tipo kindling (42) y que fos nive-
les tisulares de estos neuropéptidos se elevan en
diferentes estructuras del sistema nervioso durante las
diferentes fases de dicho proceso (24,35,38). En es-
tructuras como la amigdala cerebral, dichos cambios
se detectan varios dias después de la Ultima crisis epi-
léptica (44).

Liberacion de opicides enddégenos
durante el kindling amigdalino

Se conoce que la actividad epiléptica puede alterar
los mecanismos de liberacidon de neurotransmisores
(26). Evidencias experimentales indican de manera in-
directa que la liberacion de los opioides enddgenos
aumenta en respuesta a la actividad epiléptica (21,
37); sin embargo, debido a las bajas concentraciones
de estos neuropéptidos en el tejido cerebral, asi como
a la ausencia de técnicas sensibles para detectar
cambios de sus niveles extracelulares, ha sido dificil
evaluar los cambios de la liberacién de los opioides
enddgenos durante procesos como la epilepsia, en el
animal integro.

Hoy en dia, con la técnica de microdialisis es posi-
ble caracterizar las concentraciones extracelulares de
diferentes neurotransmisores en areas cerebrales es-
pecificas, en animales en libre movimiento. Esta técni-
ca tiene la ventaja de estudiar cambios temporales de
los niveles de los neurotransmisores en &l mismo su-
jeto in vivo, en una situacion control y experimental,
evitando asi, cambios enzimaticos postmortem y los
producidos por la diseccion del tejido cerebral. La mi-
crodidlisis consiste en implantar en una estructura ce-
rebral especifica una canula concéntrica que se per-
funde de manera continua y cuya parte activa se
compone de una membrana permeable. A diferencia
de la técnica de push-pull, en Ja microdilisis, el medio
de perfusion nunca estd en contacto directo con el
tejido cerebral, y la membrana de dialisis permite el
paso por difusion de moléculas del medio extracelular
al interior de la canula y viceversa. En 1989, Maid-
ment y col. (31) desarrollaron una técnica de micro-
dialisis asociada a un radioinmunoensayo de fase so6-
lida. Dicha combinacian ha permitido evaluar in vivo
los niveles extracelulares de opioides enddgenos en
el caudado putamen de ratas (32). Para el radioinmu-
noensayo se utiliza un anticuerpo que reconoce a la
N-Acetil-Beta-endorfina y a todos los péptidos endo-
genos activos que presentan la terminacion Tyr-Gly-
Gly-Phe, como la Met-encefalina y Leu-encefalina.
Debido a sus caracteristicas, es evidente que la apli-
cacion de la microdialisis para opioides endégenos en
estudios de investigacién basica, permite evaluar el
papel de estos neuropéptidos durante diferentes pro-



cesos como: la epileptogénesis, el establecimiento de
la actividad epiléptica, las alteraciones conductuales
que se observan en pacientes y animales con activi-
dad epiléptica crénica, asi como en otros procesos
fisioldégicos y patoldgicos.

En un estudio reciente (41), se caracterizaron los
cambios de liberaciéon de los opioides endégenos en
algunas estructuras cerebrales durante las diferentes
fases del kindling amigdalino de la rata, utilizando la
técnica de microdialisis antes descrita (31). En anima-
les en libre movimiento y sin previa experiencia con
estimulacion eléctrica, la primera estimulaciéon tipo
kindling en la amigdala cerebral, aumenta la liberacion
de los opioides endogenos en esta estructura durante
los primeros minutos después de la estimulacion.
Contrariamente, en el caudado putamen y las corte-
zas frontal y temporal, no se detectan cambios signifi-
cativos (fig. 1).

En ratas con kindling amigdalino establecido, la li-
beracién de los opioides endogenos disminuye en la
amigdala cerebral durante los primeros minutos des-
pués de presentar una crisis epiléptica fase V, efecto
que es maximo (35 %) a los 20 min. De manera simul-
tanea, la liberacion de los opicides enddgenos aumenta
en las cortezas frontal y temporail durante los primeros
10 min después de presentar la crisis; después, los
niveles regresan a los valores basales previos a la
estimulacion eléctrica. En el caudado putamen no se
observan cambios importantes en la liberacion de
opioides endogenos inmediatamente después de pro-
ducir una crisis fase V (fig. 1). Por medio de la técnica
de cromatografia liquida de alta presion (HPLC), el
material inmunorreactivo que se libera durante la acti-
vidad epiléptica se identifica como metencefalina (41).
Estas evidencias indican que la liberacion de opioides
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endogenos se modifica durante el kindling amigdalino,
desde la primera estimulacion eléctrica hasta presen-
tar crisis generalizadas. Dicho efecto depende del gra-
do de epileptogénesis, asi como de cada estructura y
no del contenido tisular de opioides enddgenos.

Durante las fases tempranas del kindling amigdali-
no, el efecto inhibidor de los opioides endégenos
liberados en la amigdala cerebral puede estar involu-
crado en mecanismos que disminuyen la propagacion
de la postdescarga de esta estructura a otras regiones
cerebrales. Por otra parte, la disminucion de los ni-
veles extracelulares de los opioides enddgenos en la
amigdala durante las crisis fase V, puede ser el resul-
tado del deterioro de los mecanismos de liberacién de
dichos peptidos producido por la actividad epileptica,
aun cuando sus niveles tisulares estan elevados du-
rante las fases tardias (44,46). Este fenomeno puede
estar asi facilitando la propagacién de la actividad epi-
Iéptica a &reas cerebrales lejanas al foco epiléptico (27).

La liberacién de opioides endo6genos en estructuras
como las cortezas frontal y temporal durante las fases
tardias pueden jugar un papel importante en la su-
presion de la actividad epiléptica, asi como en ia
produccion de algunos cambios conductuales que se
observan durante los periodos postictal e interictal (3,
4,12).

Resulta importante el hecho de que estructuras que
tienen altos niveles tisulares de opioides como es el
caudado putamen (29), no muestren cambios en la
liberacién de los opioides enddgenos en respuesta a
la estimulacion eléctrica o crisis epilépticas; lo que su-
giere que la activacion de estos neuropéptidos duran-
te la epileptogénesis depende del papel que jueguen
las estructuras cerebrales durante dicho proceso y no
del contenido tisular de los mismos.

V/ZZ} Non-kindled group
Bl Fully kindled group

CxT CPU

Figura 1. Concentraciones extracelulares de opioides endégenos en amigdala
(AMG), corteza frontal (CxF), corteza temporal (CxT) y caudado putamen (CPU)
de ratas durante las fases tempranas (barras en negro) y fases tardias (barras
con lineas diagonales) de! "kindling" amigdalino. Los valores estan representados
como el porcentaje de cambio de las concentraciones extracelulares de opioides
enddgenos después de cada estimulacidn eléctrica, con respecto a sus valores
basales. Los valores significativamente diferentes estan indicados con asteriscos

(p < 0.05).
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Niveles de receptores mu
durante el kindling amigdalino

Las evidencias antes expuestas, indican que duran-
te el desarrollo y establecimiento del kindling amigda-
lino, el sistema nervioso de los sujetos experimentales
se encuentra cronicamente expuesto a niveles eleva-
dos de opiocides enddgenos extracelulares. Este efec-
to puede resultar en cambios importantes en los nive-
les de los receptores de esos neuropéptidos, similares
a los que se producen con la administracion crénica
de agonistas de los opioides endogenos (43). Asi mis-
mo, se sabe que la activacion de receptores de los
opioides enddégenos protege contra (@ produccién de
actividad epiléptica (2,45) y media algunos de los cam
bios conductuales observados durante el periodo post
ictal e interictal (3,4). Con anterioridad Holaday y col.
(20), asi como Hitzemann y col. (19), reportaron que
la aplicacién de choques electroconvulsivos en ratas
eleva los niveles de los receptores de los opioides en-
dogenos. Por su parte, Weiss y col., (47) encontraron
una disminucidén importante de dichos receptores du-
rante el periodo postictal. Sin embargo, debido a que
estos autores utilizaron una técnica de autorradiogra-
fia in vivo con la que no es posible evitar la acciéon de
los opioides enddgenos sobre sus receptores, sus re-
sultados so6lo indican de manera indirecta, un aumen-
to de la liberacion de opioides endogenos durante la
actividad epiléptica y no cambios de los niveles de re-
ceptores. Mas adelante, Crain y col. (6), utilizando una
técnica de autorradiografia in vifro, describieron una
disminucién significativa de los niveles de los recepto-
res mu y delta de los opioides enddégenos en el hipo-
campo de ratas con kindfing amigdalino establecido.

En un estudio reciente (40) se evaluaron los cam-
bios de los niveles de receptores mu durante diferen-
tes fases del kindling amigdalino en algunas estructu-
ras cerebrales de la rata. Se utilizé la técnica de auto-
rradiografia in vitro, la cual permite estudiar los cam-
bios de los niveles de los receptores, evitando la
accién de neurofransmisores enddgenos. Esta técnica

Figura 2. Diagrama en el que se indican las estructuras del
cerebro de la rata en las que existe aumento significativo
(p < 0.05) de los niveles de los receptores mu a las 24 horas
después de haber presentado una crisis parcial (fase 11-1).
Los ventriculos laterales estdn marcados con asteriscos
blancos. En milimetros se indica la posicién caudal de cada
plano coronal con respecto al bregma.
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consiste en incubar durante un tiempo determinado
rebanadas de 20 um de grosor de los cerebros de los
sujetos experimentales, en un bafo que contenga un
ligando marcado con tritio 0 yodo radioactivo. En el
caso de la autorradiografia para receptores mu se
puede utilizar *H-DAGOQO a una concentracion 2 nM, y
con un tiempo de incubacion de 60 min. Posteriormen-
te, las rebanadas junto con estandares de concentra-
ciones conocidas de radioactividad se exponen a una
pelicula fotografica sensible a las particulas radioacti-
vas. Por ultimo, utilizando un sistema de video compu-
tarizado se determinan las densidades opticas de
estructuras especificas en las imagenes de la pelicula.
Las concentraciones finales de receptores (fentomolas
por gramo de tejido) se calculan con base en la
actividad especifica del ligando radioactivo.

En dicho estudio (40) se observo que los niveles de
receptores mu se modifican dependiendo de la fase
del kindling eléctrico amigdalino. En las fases tempra-
nas o crisis parciales los niveles de receptores mu au-
mentan en la regiéon anterior de la amigdala, caudado
putamen, talamo, cortezas temporal y entorrinal, subs-
tancia negra y substancia gris periacueductal (fig. 2).
Veinticuatro horas después de la ultima crisis fase V,
existe un aumento significativo en fas cortezas def cin-
gulo y frontoparietal, caudado putamen y nucleo tala-
mico ventromedial (fig. 3). Veintiocho dias después de
haber presentado la uitima crisis epiléptica generali-
zada, los niveles de los receptores mu permanecen
elevados en cortezas del cingulo y frontoparietal y dis-
minuyen en el complejo amigdalino, cortezas entorri-
nal, temporal, parietal, perirrinal y sustancia gris (fig. 4).

Los datos antes expuestos indican que los niveles
de los receptores mu se modifican durante el desarro-
llo del kindling amigdalino, dependiendo del grado de
epileptogénesis. El aumento de los niveles de los re-
ceptores mu, pueden representar un mecanismo com-
pensador que previene la propagaciéon de la post-
descarga inicialmente producida en el sistema limbico
durante las fases tempranas, e intervienen en la termi-
nacién de la actividad epiléptica durante las fases tar-
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Figura 3. Diagrama en el que se indican las estructuras del
cerebro de la rata en las que hay aumento significativo
(p < 0.05) de los niveles de los receptores mu a las 24 horas
después de haber presentado una crisis generalizada (fase
V). Las anotaciones son las mismas que las descritas para la
figura 2.
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Figura 4. Diagrama en el que se muestran las estructuras del
cerebro de la rata en las que existe aumento (areas en negro)
y disminucion ( areas con lineas diagonales) significativos
(p < 0.05) de los niveles de los receptores mu a los 28 dias
después de haber presentade la Ultima crisis generalizada
(fase V). Las anotaciones son las mismas que las descritas
para la figura 2.

dias. Asi mismo, es posible que el aumento "parado-
jico" de los niveles de los receptores mu durante el
proceso de epileptogénesis se deba a un aumento de
la liberacion de péptidos endégenos con efectos anti-
opioides durante el desarrollo del kindling, como es la
somatostatina, la hormona liberadora de la tirotropina
y la colecistoquinina (23).

Por otra parte, la reduccion de los niveles de los
receptores mu que se detecta en estructuras del
sistema limbico varios dias después de la uitima crisis
epiléptica, es un dato paralelo al reportado en huma-
nos con epilepsia del lobulo temporal (16) y que pue-
de representar reduccion de la actividad neuronal en
dichas estructuras. Estos cambios neuronales pueden
ser los responsables de los cambios conductuales
observados en pacientes y animales con crisis epi-
lépticas repetidas.

Conclusiones

Con base en las evidencias ya descritas, se apoya
el hecho de que el sistema de opioides enddgenos se
activa durante el desarrollo del kindling amigdalino de
la rata. Sin embargo, es importante hacer notar la
existencia de discordancias regionales entre los cam-

bios de las concentraciones tisulares de los opioides
endogenos, la liberacién de estos péptidos in vivo, asi
como las alteraciones de los niveles de los receptores
de opioides endogenos. En el caso de la amigdala ce-
rebral, en la que existe aumento significativo de los
niveles tisulares y de la liberacién de los opioides
endoégenos durante el kindling, no existen cambios de
los niveles de receptores mu. Por el contrario, el cau-
dado putamen, muestra aumento de los niveles de los
receptores mu, pero no presenta alteraciones de los
niveles tisulares ni de la liberacion de opioides endo-
genos durante dicho proceso.

Se sabe que la corteza cerebral juega un papel
importante en la propagacion de la actividad epiléptica
(14,30). Las evidencias experimentales antes descri-
tas indican aumento de la liberaciéon y contenido ti-
sular de opioides endogenos en esta estructura, asi
como el incremento de los niveles de los receptores
mu durante el kindling amigdalino (35,44). Con base
en esos datos es posible postular que la activacion del
sistema de opioides enddégenos en la corteza cerebral,
interviene en la supresion de la actividad epiléptica
durante los periodos postictal e interictal.

Por otra parte, debido a una posible dependencia a
los opioides endogenos liberados durante el kindling
amigdalino, las alteraciones conductuales interictales
como agresion y excitabilidad pueden sér el resultado
de un proceso semejante al sindrome de abstinencia,
ya que dichas alteraciones remiten produciendo una
nueva crisis epiléptica (12).

Estudios futuros deberan enfocarse a la caracteri-
zacion de los cambios temporales de |a liberacion de
opioides endodgenos en ofras estructuras durante el
desarrollo del kindling amigdalino, periodo postictal e
interictal y su correlacién con cambios en los niveles
de sus receptores. Con dichos conocimientos sera po-
sible evaluar el papel de la activacién del sistema de
los opioides enddégenos en el proceso de epilepto-
génesis, en la depresion postictal y en las alteraciones
conductuales que resultan de la actividad epiléptica
crénica.
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