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MAPEO CORTICAL QUE MUESTRA EL EFECTO DE LAS
ENCEFALINAS EN UN FOCO EPILEPTICO

Adrian Martinez!?, Rodrigo Fernandez-Mas?!, Alejandro Valdés-Cruz?, Victor Magdaleno-Madrigal?,

SUMMARY

Introduction. Epileptic activity modifies the endogenous opioid
system by increasing its levels at the end of the ictal phase, and in
post-ictal and interictal phases. This increase originates a cortical
excitatory effect which suppresses both slow wave sleep and REM.
The epileptic activity is initiated with the presence of interictal
epileptiform activity, which may be induced through penicillin
administration into amygdaline nuclei. Interictal epileptiform
activity is a widely employed tool used to determine the
localization of epileptic foci characterized by the sudden presence
of spikes or acute waves in an electroencephalogram (EEG). In
the present work, this tool was used to study the participation of
the opioid system in the installation and propagation of epileptic
activity induced in temporal lobe amygdala. In the epiloptogenetic
study, amygdaline interictal epileptiform activity was used to assess
changes induced by opioids and an antagonist in the occurrence
of interictal activity using an event histogram. Propagation was
studied with the cortical topographic mapping technique, which
shows EEG frequency components in a power spectrum, as well
as the rhythmic EEG patterns.

The aim of the present study was to analyze the effect of
enkephalins on epileptiform activity induced with penicillin in tem-
poral lobe amygdala and its propagation to the cerebral cortex.
Method. Fifteen male Wistar rats were submitted to an acute
preparation; theywere anesthetized with urethane (1.2 g/kg, i.p.). A
stainless steel bipolar electrode provided with a cannula was directed
toward the left amygdaline basolateral nucleus and a second concentric
bipolar electrode to the right amygdaline basolateral nucleus.

Two types of cortical recordings were carried out: global
mapping and restricted areas. The first consisted of the placement
of a 16 stainless steel electrode matrix (in which the electrodes
from the vertex were removed) on the scalp, taking care that the
tips of the electrodes were in contact with the cortex; this
arrangement covered the whole cerebral cortex. The second
involved a 4x4mm square matrix consisting of 16 equidistant
electrodes placed on the cerebral cortex. The cortical recording
was a result of placing this matrix in four different positions so
that the whole cerebral cortex was monitored.

Augusto Fernandez-Guardiola®?

To monitor cortical recordings, experimental groups were
injected penicillin into the amygdaline nuclei. To perform global
mapping, enkephalins, [D-ala?]-methionine and [D-ala?-leucine,
were topically applied into the amygdaline nuclei and naloxone
was administered systemically.

Analogical signals were recorded in a video-tape and were
digitized in parallel with an HP workstation. Off-line analysis
was carried as follows: a) information recorded in video-tapes
was acquired in a computer designed for this purpose, using
amygdaline interictal epileptiform activity to plot event histograms;
b) EEG digitized signal, obtained from global mapping, was used
to obtain a spectral analysis, consisting of color images maps in
time and frequency domains, using RBEAM software. The
recording of electrical activity obtained with the square matrix
was Visually analyzed only.

At the end of each experiment, animals were perfused and

each brain was fixed intracardially with 10% formaldehyde. To
verify the recording and sub-cortical injection sites, the rapid
procedure was used.
Results. During control stages, cortical records showed slow activity
in the form of spindles in all the recording channels; this was due to
urethane. Penicillin administration in amygdaline nuclei induced
epileptiform activity with a specific pattern: immediate appearance
after penicillin application with a gradual increase in amplitude until
stabilization was reached within 5-10 minutes of administration.

Analyses of global mapping in the frequency domain showed a
specific mode of amygdaline interictal epileptiform activity
propagation, starting in ipsilateral temporal, prefrontal and fron-
tal cortices, appearing subsequently in contralateral prefrontal
and frontal cortices, and finally in temporal cortex. In the time
domain spectrum, an electric dipole generating an interictal spike
was found in cerebral cortex.

Restricted areas mapping approach showed interictal
epileptiform activity and its propagation along the ipsilateral
fronto-temporal region. Data revealed an antero-posterior medial
cortical activation spreading with decreasing intensity toward
occipital regions.

Application of enkephalins-[D-ala?-methionine and [D-ala’]-
leucine produced no epileptic activity, but an increase in basal EEG
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of cortical epileptiform activity was detected, as well as a decrease
in amplitude and frequency of amygdaline epileptiform activity.
Naloxone originated a facilitatory effect, since its administration
induced focal and generalized electrocorticographic seizures.
Conclusions. Focal penicillin is a reliable model of interictal spikes,
paroxysms and generalized seizures. The study in rats showed a
propagation of epileptic activity to prefrontal cortices prior to
contralateral amygdala.

Our results showed that enkephalins produced a double effect.
First, they originated an increase in basal EEG in temporal cortical
areas, as well as a putative participation in propagation
mechanisms. Second, they exerted an inhibitory effect on epilepsy
installation mechanisms. The inhibitory effect originated by
enkephalins was reverted by naloxone.

Key words: Epilepsy, amygdala, penicillin, cortical mapping,
enkephalins.

RESUMEN

Introduccion. La actividad epiléptica modifica el sistema de los
opioides endégenos al aumentar su concentracion al término de la
fase ictal, en la fase postictal y durante la fase interictal. Este
aumento genera un efecto excitador cortical que suprime el suefio
de ondas lentas y el suefio de movimientos oculares rapidos. La
actividad epiléptica se inicia con la aparicion de una actividad
epileptiforme interictal (AEI), la cual se puede inducir con peni-
cilinaen los ntcleos amigdalinos. La AEI es una herramienta muy
usada para determinar la localizacion de un foco epiléptico, la cual
se describe como la aparicion abrupta de espigas o de ondas agu-
das en el electroencefalograma (EEG). En el presente trabajo se
utilizé esta herramienta para estudiar la participacion del sistema
opioide en la instalacion y la propagacién de la actividad
epileptiforme inducida en la amigdala del I6bulo temporal. La
epileptogénesis se estudid utilizando la AEI amigdalina para ob-
servar los cambios inducidos por los opioides y su antagonista en
la ocurrencia de laactividad interictal por medio de un histograma
de eventos. La propagacion se estudié empleando la técnica del
mapeo topografico cortical, el cual nos muestra los componentes
de frecuencia del EEG por medio del espectro de potencia, asi
como la evolucién de los patrones ritmicos del EEG.

El objetivo del presente estudio fue analizar el efecto de las

encefalinas en la actividad epiléptica inducida por la penicilina en
la amigdala del 16bulo temporal y su propagacion hacia la corteza
cerebral.
Método. Se utilizaron 15 ratas macho de la cepa Wistar, en prepa-
racion aguda y anestesiadas con uretano (1.2 gr/kg i.p.). Se dirigio
un electrodo bipolar de acero inoxidable unido a una canula hacia
el nicleo basolateral amigdalino izquierdo y un electrodo bipolar
concéntrico hacia el nucleo basolateral amigdalino derecho.

Se realizaron dos tipos de registro cortical: un mapeo global y
otro de areas restringidas. El primero consistié en la colocacion de
una matriz de 16 electrodos de acero inoxidable (tras eliminar los
electrodos del vértex) sobre el craneo, procurando que la punta
del electrodo tocara la corteza y cubriendo toda la corteza cere-
bral. El segundo se realizé colocando sobre la corteza cerebral una
matriz cuadrada de 4x4mm, que contenia 16 electrodos distribui-
dos equidistantemente. El registro cortical se obtuvo colocando
la matriz cuadrada en cuatro posiciones diferentes, a fin de cubrir
asi toda la corteza cerebral.

A los grupos experimentales se administré penicilina G sodica
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(Pn), que se inyectd en los ntcleos amigdalinos para realizar regis-
tros corticales. En el caso del mapeo global, las encefalinas [D-
Ala?]-metionina y [D-Ala?]-leucina se aplicaron tépicamente en
los nucleos amigdalinos; a su vez la naloxona fue administrada
sistémicamente.

Las sefiales analdgicas se grabaron en cinta de video y paralela-
mente se digitalizaron en una estacion de trabajo HP. El analisis
fuera de linea se realizé de la siguiente forma: a) la sefial grabada
en las cintas de video se transfirié a una computadora de uso
especifico, utilizando la AEI amigdalina para realizar los
histogramas de eventos; b) la sefial digitalizada del EEG, que se
obtuvo del mapeo global, se utilizé para obtener el analisis espec-
tral, el cual consistio en elaborar imagenes en color de mapas en el
dominio del tiempo y la frecuencia con el programa RBEAM. El
registro de la actividad eléctrica cerebral obtenida por la matriz
cuadrada solo se analiz6 visualmente.

Al final de cada experimento se procedi6 a perfundir la sangre

y a fijar intracardialmente el cerebro con formaldehido al 10%.
Para verificar los sitios de registro e inyeccion subcorticales, se
utilizo la técnica del procedimiento rapido.
Resultados. En el registro cortical se observo, en la situacién con-
trol, una actividad lenta en forma de husos, en todos los canales,
inducida por el uretano. La aplicacion de Pn en los nicleos
amigdalinos indujo una actividad epileptiforme de la siguiente
forma; aparicién inmediata después de su aplicacion y un aumen-
to gradual de su amplitud hasta estabilizarse a los 5-10 minutos de
su aplicacion.

Con el analisis del mapeo global en el dominio de las frecuen-
cias, se observo el siguiente orden de propagacion de la AEI
amigdalina: se inicio en las cortezas temporal, prefrontal y frontal
ipsilateral; después aparecio en las cortezas prefrontal y frontal, y,
por ultimo, en la corteza temporal contralateral. En el dominio
del tiempo, se observé un dipolo eléctrico que generd una espiga
interictal en la corteza cerebral.

Los mapeos de las areas restringidas mostraron la localizacion
frontotemporal ipsilateral de la AEI y su propagacion. Los datos
revelan una activacion cortical medial antero-posterior de inten-
sidad decreciente hacia las regiones occipitales.

La aplicacion de las encefalinas [D-Ala?]-metionina y la [D-

Ala?]-leucina, no produjo actividad epiléptica, pero si se observé
un aumento en la basal del EEG de la actividad epileptiforme
cortical y una disminucion de laamplitud y la frecuencia de la AEI
amigdalina. La naloxona produjo un efecto facilitador, ya que su
administracion indujo crisis focales y generalizadas
electrocorticograficas.
Conclusiones. Considerando que la aplicacion de Pn focal es un
modelo confiable de espigas interictales, de paroxismos y de crisis
generalizadas, su aplicacion en el cerebro de la rata mostré una
propagacion de la actividad epileptiforme amigdalina que se diri-
gié mas hacia las cortezas prefrontales que a la amigdala
contralateral.

Nuestros resultados muestran que las encefalinas producen un
doble efecto. El primero consiste en un aumento en la basal del
EEG en las areas corticales temporales, que podrian estar partici-
pando en los mecanismos de propagacion. El segundo efecto es la
inhibicién de los mecanismos de instalacion de la epilepsia. El
efecto de inhibicion generado por las encefalinas fue revertido
por la naloxona.

Palabras clave: Epilepsia, amigdala, penicilina, mapeo cortical,
encefalinas.
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INTRODUCCION

La actividad cortical estudiada en la rata ha mostrado
cambios puntuales con el analisis de frecuencia de la
actividad basal del EEG (7, 10). Sin embargo, hay
pocos estudios acerca de la actividad epiléptica y la
propagacion del foco subcortical hacia la corteza en la
rata (4, 29). En estudios anteriores, nuestro grupo des-
cribié la propagacién de la AEI hacia la corteza pro-
ducida por el kindling (18) eléctrico (13, 14) y por la
aplicacion tépica de Pn (12) en la amigdala del 16bulo
temporal.

También hemos reportado el desarrollo de un kindling
amigdalino compactado por la estimulacién quimica
(15), o bien, por la estimulacion eléctrica mas la aplica-
cion sistémica de naloxona (antagonista de los opioides
enddgenos) (16). Los opioides enddgenos han inter-
venido en la epileptogénesis, con lo que se ha encon-
trado un aumento de la liberacion y del contenido tisular
(8, 43), durante la actividad interictal de un foco
amigdalino (3), por las crisis inducidas por el &cido
kainico (36) y por electroshock (23, 40). En el humano se
ha encontrado un aumento de los péptidos opioides
en el liquido cefalorraquideo después de las crisis (24).
Asimismo, se ha reportado su disminucién en la
epileptogénesis inducida con pentilenetetrazol (42), con
acido kainico 28 dias después del status epiléptico (36)
de los mismos. La aplicacion intracerebral de Leu y
Met encefalinas ha generado discrepancias pues, por
un lado, se ha registrado la evocacion de espigas
epileptiformes (9) y, por otro, no produce ninguna
manifestacion local o generalizada de descargas epi-
Iépticas (30, 31).

La AEI se haanalizado con respecto a la integracién
temporal de las variaciones de frecuencia en el area
cortical a los cambios de su amplitud y a la presencia
de paroxismos por el analisis visual (13). Las técnicas
de analisis de la actividad cerebral, como la
magnetoelectroencefalografia (41), la tomografia
computarizada por emision de fotones (25) y la reso-
nancia magnética funcional (5), utilizan las espigas
interictales epileptiformes para localizar el foco epi-
Iéptico en humanos, y el EEG como referencia en la
elaboracion de sus imagenes. La ventaja de usar estas
técnicas en la localizacién de los focos epilépticos es
disminuir la necesidad de implantar electrodos
subcorticales y con ello reducir a su vez el registro
subcortical (39). EI EEG no se ha abandonado como
técnica de diagnostico y aln se siguen desarrollando
aplicaciones a partir de su registro. Prueba de ello es el
método de andlisis basado en la transformada rapida
de Fourier (14), que muestra los componentes de fre-
cuencia del EEG, asi como la evolucion de patrones
ritmicos dificiles de detectar por la simple inspeccion
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visual (19, 22). Las descargas epileptiformes interictales
corticales tienen un origen diverso debido a la com-
pleja interaccion entre las regiones corticales (1). Lo
anterior da como resultado un reclutamiento de la ac-
tividad neuronal de vias anatémicas especificas, rela-
cionadas con la sincronizacion cerebral y su propaga-
cion hacia la corteza cerebral. Estas se han podido es-
tudiar utilizando las técnicas de imagenes cerebrales (5,
14, 19, 22, 25, 39, 41).

El propésito del presente trabajo fue examinar la
participacion opioide en la AEI inducida por penicili-
na en el nucleo basolateral amigdalino y su propaga-
cion hacia la corteza cerebral, mediante la administra-
cion de Leu y Met encefalinas y de naloxona utilizando
mapeos globales y de areas restringidas corticales.

METODO

Los experimentos se realizaron de acuerdo con las nor-
mas establecidas por el Cémite de Etica en Investiga-
cion con Animales del INPRFM. Se utilizaron 15 ratas
macho de la cepa Wistar, con un peso entre 250-350gr,
anestesiadas con uretano (1.2 gr/kg i.p.); en los sitios de
incision se les aplicé lidocaina al 2%. La temperatura se
mantuvo en 38°C por medio de un colchdn térmico
alimentado con DC para no inducir ruido de 60Hz en
el registro durante el experimento. Se dirigieron
estereotaxicamente (33) un electrodo bipolar de acero
inoxidable unido a una canula y un electrodo bipolar
concentrico hacia el nlcleo basolateral amigdalino iz-
quierdo y derecho respectivamente. Las coordenadas
fueron 2.8mm posterior al Bregma, lateral 5.0mm vy
vertical 8.5mm. Las 15 ratas se dividieron en dos gru-
pos independientes: 10 para el mapeo global y cinco
para el mapeo restringido. Enseguida se especifica el
método para cada una de la preparaciones.

Preparacion parael mapeo global

Una matriz de 16 electrodos de acero inoxidable en
forma de clavo se coloco sobre el craneo (con una
distancia entre electrodos de 2mm), procurando que
la punta de los electrodos tocara la corteza. Los elec-
trodos se fijaron con acrilico dental; para ello se utilizd
el atlas de la corteza (44). La matriz tuvo la variacion
de eliminar los electrodos del vértex. Los electrodos
se colocaron en las cortezas prefrontal, frontal, cen-
tral, parietal, occipital y temporal (donde se inserta el
musculo masetero).

Preparacion parael mapeo restringido

Una craneotomia se realiz6 para descubrir el total de
la corteza y colocar la matriz cuadrada de 4X4mm.
Esta matriz contenia 16 electrodos de acero inoxida-
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ble cubiertos con teflon, distribuidos equidistantemente
(figura 6A\), la cual restringia a 16mm? el area para el
registro cortical.

Farmacos

En ambos procedimientos experimentales, los anima-
les recibieron 200 U.I. de Pn en 1ul de solucién salina
al 0.9%, administrados localmente con una microjeringa
Hamilton. Para el grupo de mapeo global, se disolvie-
ron 10ug en 1ul de solucion salina al 0.9% de las
encefalinas la [D-Ala?]-metioninay la[D-Ala’]-leucina,
las cuales se aplicaron topicamente en los ndcleos
amigdalinos. La naloxona se disolvi6 en solucion sali-
na al 0.9% y se administr6 0.5 mg/kg en un mililitro
por via sistémica.

Al final de cada experimento se procedio a perfundir
la sangre y fijar intracardialmente el cerebro con
formaldehido al 10%. Para la verificacion de los sitios
subcorticales de inyeccion y de registro, se utilizo la
técnica del procedimiento rapido (21).

Procedimiento

En las dos preparaciones, los registros corticales se
obtuvieron usando derivaciones monopolares, la re-
ferencia comun fue el musculo dorsal lateral del cuello.
Como los animales permanecieron sujetos al estereo-
taxico, éste se refirid alatierra del poligrafo (ISOGND
del panel) y éste se refirié a su vez a una tierra fisica.
Las sefiales analGgicas que se registraron en cada ani-
mal se obtuvieron usando 16 amplificadores Grass
7P511K, los cuales contenian un filtro fijo de 60Hz. El
filtro pasa bajos se colocé en 3Hz y el pasa altos en 100Hz.

Procedimiento parael mapeoglobal

Las derivaciones usadas para el registro se dividieron
de la siguiente forma: del canal 1 al canal 8 para el
hemisferio izquierdo y del canal 9 al canal 16 para el
hemisferio derecho; el canal 17 para el nucleo
basolateral amigdalino izquierdo y el canal 18 para el
nucleo basolateral amigdalino derecho. En los canales
17 y 18, el registro obtenido fue bipolar. Después de
un registro basal de diez minutos, se aplicé la Pn; 30
minutos después se aplicaron las encefalinas y una hora
después la naloxona.

Las sefiales analdgicas se grabaron en cinta de video
usando un demodulador Vetter Digital, modelo 3000,
para anélizar la epileptogénesis. Para el anélisis de la
propagacion epileptiforme interictal, las sefiales
analdgicas de los 16 canales se transfirieron a una esta-
cion de trabajo HP-9000.

Procedimiento deanalisis
Las transferencias de la computadora consistieron en
barridos de cuatro segundos de duracion con un in-
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tervalo de 20 segundos entre cada uno. La adquisicion
se inicio en el registro del control, que durd 10 minu-
tos, y continud con la respuesta a la administracion de
la Pn, cuyo registro oscilo entre 2-4 horas.

Este procedimiento permitié adquirir todos los com-
ponentes de la AEI cortical, desde su inicio hasta la
aparicion de crisis generalizadas electrograficas.

La salida de las sefiales analdgicas de cada canal
(#* 2.0 voltios) se conectd a un convertidor de alta
velocidad. Una vez muestreadas las 16 sefiales, el pro-
grama RBEAM generd una base de datos en que se
guardaron las 16 sefiales crudas procesadas con un fil-
tro digital para eliminar el ruido residual de 60Hz. Con
las sefiales filtradas se puede observar la sefial cruda
resultante y su espectro de potencia correspondiente
de entre 0 y 32Hz. El programa permite seleccionar
frecuencias especificas de la AEI, con lo que restringe
el mapeo topogréfico en el dominio de frecuencias a
bandas. Determinada la banda, se generan mapas co-
rrespondientes que se guardan como imagenes.

Se empled una computadora de uso especifico
Nicolet modelo 1170, para elaborar histogramas de
eventos. Este proceso consistid en un conteo de las
espigas con la sefial EEG de la amigdala, que en el
registro correspondio al canal 17. Este canal se utiliz6
como pretrigger, con un bin de 5 segundos; el tiempo
de andlisis varid entre 125-255 minutos.

Procedimiento parael mapeo restringido de 4x4mm?

El registro cortical se obtuvo en cuatro areas corticales
de 16mm?, dos éareas por cada hemisferio cerebral.
En la figura 6A se ilustra el disefio de la matriz para
registro cortical. El registro consistio en la colocacion
de la matriz en las cuatro posiciones, y cada registro
durd 10 minutos en situacion control, y 20 minutos en
situacion experimental después de la Pn. El orden de
colocacion fue el siguiente: 1. en el &rea posterior, 2. en
la parte anterior del hemisferio izquierdo, 3. en la parte
anterior y 4. en la parte posterior del hemisferio dere-
cho. En este procedimiento se utilizé exclusivamente
el anélisis visual.

RESULTADOS

Verificacion desitios de inyecciony registro

El ntcleo amigdalino estimulado fue el basolateral y el
de registro vario entre el nUcleo lateral y el basolateral
en ambas preparaciones como se muestra en los cua-
drosly 2.

Datos de ambos registros
En la situacion control, en el registro cortical se obser-
vé una actividad lenta en forma de husos en todos los
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canales debido al uretano (figura 6C). La aplicacion de
200 U.1. Pn en los ndcleos amigdalinos produjo espi-
gas, cuya aparicion fue inmediata, aunada a un aumen-
to de la amplitud, asi como de la pronta estabilizacion
(en el orden de la frecuencia) de entre 5-10 minutos
(figuras 2'y 6). La AEI se caracteriz6 por un tren gene-
ralizado de alto voltaje repetitivo, el cual tuvo una
morfologia de espiga onda. La inspeccion visual del
registro muestra que las descargas son simétricas bila-
terales, sincronicas prefrontalmente y asimétricas tem-
poralmente. En general, laespiga de la superficie cortical
fue monofésica o bifasica, pero con un componente
negativo sobresaliente.
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Resultados del mapeoglobal
El registro del EEG muestra la aparicion de la AEI
amigdalina y su propagacion a la corteza cerebral en
diferentes tiempos durante el efecto inducido por la
Pn. La [D-Ala?]-metionina y la [D-Ala?]-leucina
encefalina produjeron un aumento del EEG basal de
la AEI cortical y una inhibicién de la AEI amigdalina.
A su vez, la naloxona indujo una facilitacion en la am-
plitud y la frecuencia de dicha actividad (figura 2).
Las iméagenes de los mapas cerebrales en el dominio
del tiempo y de las frecuencias mostraron que la acti-
vacion cortical por la propagacion de la AEI durante
la epileptogénesis inducida por la Pn es asimétrica (fi-

10
Fig. 1. Se muestra la corteza cerebral y las abreviaciones
segun el atlas de la rata de Zilles. Los puntos negros indi-
can la colocacioén de los electrodos de registro cortical
en la matriz isométrica; los asteriscos sefialan la entrada
de los electrodos hacia las amigdalas
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Fig. 2. Se muestra el registro del EEG de los 16 canales corticales y las amigdalas izquierda y derecha durante la
situacion control y la evolucion temporal de la aplicacion de 200 unidades internaciones (Ul) de Pn intra-amigdalina.
El foco muestra una descarga inicial rapida que se estabiliza, y su propagacion ipsilateral cortical a los 10 minutos, y
la propagacion cortical contralateral a los 17 minutos. La amigdala derecha es la Ultima estructura involucrada en la
propagacion hasta los 26 minutos. La aplicacion [D-Ala?]-Metionina aumenté la amplitud pero no indujo aumento en
la frecuencia de las espigas. La aplicacion de naloxona aumenté la amplitud y la frecuencia de las espigas. Los
primeros ocho canales corresponden al hemisferio izquierdo y los otros ocho al hemisferio derecho.
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Fig. 3. Se muestran imagenes de mapas en el dominio de la frecuencia en un ancho de banda de 6-8Hz,
control y la evolucién cortical de la posdescarga amigdalina izquierda, después de la aplicacion intra-
amigdalina de Pn (200 Ul) en el cerebro de rata. La escala en color sobre la derecha representa la
potencia absoluta normalizada. Obsérvese la actividad asimétrica de la actividad cortical.

Salud Mental, Vol. 28, No. 1, febrero 2005

Fig. 4. Imagen en el dominio del tiempo de un ejemplo
de cuatro segundos del EEG cortical en que se usa el
sistema internacional de registro 10-20 modificado; se
muestra la evolucién temporal de la propagacion
cortical. La escala en color sobre la derecha representa
la potencia normalizada.

B) El trazo amplificado en la parte de abajo corresponde
a T3 (en amarillo) y los cursores indican los seis puntos
seleccionados de una espiga interictal después de la
aplicacion de Pn (200 Ul) intra-amigdalina y analizados
en A. A) Corresponde a mapas en el dominio del tiempo
de los puntos seleccionados en B.
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Fig. 5. El grafico muestra en las ordenadas la frecuencia
(Hz) y en la abscisas el tiempo (minutos) y el desarrollo la
manipulacion experimental en forma de histograma,;
cada punto negro encima de las lineas indica una ma-
nipulacién experimental; un punto, la situacién control;
dos puntos, la aplicacion de la Pn en la amigdala del
I6bulo temporal; tres puntos, la aplicacion de [D-Ala?]-
Metionina (A), [D-Ala?]-Leucina (B) encefalinas intra-
amigdalina y cuatro puntos de naloxona sistémica.

En el dominio de las frecuencias, el espectro de po-
tencia en el ancho de banda de 6-8Hz muestra los fo-
cos corticales secundarios que se presentaron durante
el desarrollo del foco amigdalino. El orden de propa-
gacién de las espigas hacia la corteza se inicia en la
corteza temporal (las espigas se observan con mas
amplitud en este sitio durante el registro), seguida de
las cortezas prefrontal y frontal ipsilaterales. Después
aparecen en las cortezas prefrontal y frontal
contralateral, y por ultimo en la temporal contralateral
(figura 3).

En el dominio del tiempo, las imagenes de mapas
en color muestran un dipolo eléctrico que genera una
espiga interictal y su distribucién temporal. Cada cursor
es una imagen e indica el tiempo que transcurre entre
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ellos; también muestra la distribucion asimétrica de la
propagacion de la espiga compleja en la corteza (figu-
rad).

Resultado de los histogramas de eventos

Con cada animal del grupo de mapeo global se reali-
z6 un histograma de eventos que ilustra el desarrollo
de cada manipulacion experimental. El histograma
muestra que las encefalinas no produjeron ninguna
manifestacion focal o generalizada de actividad epi-
Iéptica. En contraste, la naloxona indujo una facilitacion
de la AEI amigdalina (figura 5).

Resultados del mapeo restringido

Los mapeos de éreas restringidas confirmaron la lo-
calizacion frontotemporal ipsilateral de esta propaga-
cion. Los datos revelan una activacion cortical en “fran-
jas mediales™ antero-posteriores de intensidad decre-
ciente hacia las regiones occipitales. El registro del EEG
muestra la aparicion de la AEI amigdalina y su propa-
gacion en la corteza cerebral. La colocacion de la ma-
triz en la parte posterior del hemisferio izquierdo pre-
senta la actividad cortical lenta en forma de husos en
todos los canales inducida por el uretano, asi como el
inicio de la AEI inducida por la Pn en el nicleo
basolateral amigdalino y su propagacién hacia la cor-
teza cerebral (figura 6C).

DisCcusION

En nuestros resultados se observa que la aplicacién
tdpica de la Pn produce actividad interictal inmediata.
Debido a que el nacleo basolateral amigdalino posee
abundantes células gabaérgicas (27, 38). Asimismo se
ha descrito que la Pn es un antagonista del complejo
receptor GABA ,-benzodiacepina y en consecuencia
la actividad producida por la Pn se considera un pro-
ceso de desinhibicion (2).

En los mapas del dominio de la frecuencia y del
tiempo se muestra la participacion temprana de la cor-
teza temporal ipsilateral, seguida de ambas cortezas
prefrontales y, por ultimo, de la corteza temporal
contralateral. La gran densidad espectral del foco
penicilinico cortical refleja una activacion de las pro-
yecciones que parten del ndcleo basolateral amigdalino
hacia la corteza prefrontal, como ha sido demostrado
(20) y corroborado por las observaciones clinicas que
han encontrado una propagacion bihemisférica ante-
rior en las crisis parciales (6).

Nuestros resultados muestran la existencia de focos
corticales por la rapida propagacion de la actividad
epiléptica subcortical. Resultados similares se han en-
contrado en ratas WAG/RIj (un modelo genético de
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Fig. 6. La figura muestra el disefio de la matriz cuadrada de 4x4mm en A. En B, las posiciones de la matriz cuadrada
cubriendo 16 mm? en el cerebro de la rata. La propagacion ipsi y contralateral de la actividad epileptiforme interictal
cortical inducida en la AM izquierda por 200 Ul de Pn. N6tese la propagacion con mas amplitud en el hemisferio izquierdo
(HI) en comparacién con el hemisferio derecho (HD). En C, la evolucion temporal y su propagacion hacia la corteza de
la actividad epileptiforme interictal inducida por Pn en la AM izquierda, por la colocaciéon en la parte posterior del HI de

la matriz cuadrada.

epilepsia de ausencia) (29) y en el gato con el kindling
eléctrico amigdalino y con aplicacion de Pn en amig-
dala (12, 14). En humanos, dicha activacion se ha en-
contrado antes de iniciar las crisis de ausencia (19, 26)
0 bien en la activacion de los I6bulos frontales en pa-
cientes con crisis parciales complejas (41).

La aplicacion de encefalinas en laamigdala del 16bu-
lo temporal no produjo actividad epiléptica. Resulta-
dos similares se obtuvieron al ser aplicadas
subcorticalmente en monos (30, 31). Asimismo, en
humanos la administracion sistémica de opioides no
produjo cambios en la actividad epiléptica (28). Por
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otro lado, en el nulcleo basolateral las encefalinas pro-
ducen un efecto inhibitorio de la excitabilidad local
gue se manifiesta en la reduccion de la amplitud y fre-
cuencia de la AEI. Este efecto inhibitorio local induce
un aumento de la basal del EEG en la amplitud de la
AEI cortical propagada hacia la corteza. En experi-
mentos clinicos se observo que la administracion de
opioides viai.v. también produce el aumento en la basal
del EEG (28). La actividad epiléptica interictal se ha
relacionado con la activacion de sistemas inhibitorios
cerebrales (11, 17). Se ha descrito que el sistema de los
opioides enddgenos participa en la reduccién del esta-
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blecimiento de la epileptogénesis, que a su vez se rela-
ciona con un aumento en la liberacion de encefalinas
inducida por la presencia de agentes convulsivos (3, 8,
36). Este efecto antiepiléptico de las encefalinas se atri-
buye principalmente a su accién en los receptores del
tipo delta (40), los cuales se han asociado con el inicio
y la propagacién de la actividad epiléptica (34). Con la
administracion de naloxona se observo un aumento
progresivo de la duracion y la frecuencia de la activi-
dad epileptiforme amigdalina, similar a lo obtenido
en otros modelos de epilepsia (16, 32, 35, 37). La
facilitacion de la AEI observada por la presencia de la
naloxona sugiere un blogueo de la inhibicion generada
por las encefalinas en los mecanismos de reclutamien-
to en las areas que participan en la sincronizacion
cortical.

CONCLUSION

La microinyeccion de Pn en el ndcleo basolateral
amigdalino es un modelo de espigas interictales, de
paroxismos y de crisis generalizadas, reproducible en
la rata.

La propagacion de la actividad epileptiforme de la
amigdala se manifiesta en la corteza prefrontal antes
que en la amigdala contralateral.

Las encefalinas producen un doble efecto: Un au-
mento de la basal del EEG en las areas corticales tem-
porales que participan en los mecanismos de propa-
gacion, y una inhibicion de los mecanismos de instala-
cionen la epilepsia.
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