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RESUMEN

El. principal mecanismo de inactivacién de los neuropéptidos es
la degradacién por ectopeptidasas. E1 TRH (hormona liberadora de
la tirotropina) controla la sintesis y liberacién de tirotropina
y de prolactina al ser liberado de las neuronas hipotalémicas; en
otras zonas del sistema nervioso central (SNC) funciona como
neuromodulador. La enzima responsable de su degradacién es la
piroglutamato aminopeptidasa II (PGA II) que en la hipéfisis es
reqgulada por hormonas tiroideas y el mismo TRH. En un lntento de
definir si la PGA II presente en otras regiones del SNC es
susceptible de regulacién, se estudiaron los cambios en su
actividad y en el contenido de TRH en animales sometidos a
estimulacién eléctrica crénica (kindling). Los animales se
implantaron con un electrodo en la amigdala del 1l6bulo temporal
izquierdo, se estimularon y sacrificaron en distintas etapas del
desarrollo del kindling (definidos por pardmetros conductuales y
electrofisiolégicos).

El contenido K de TRH se incrementé en el hipocampo, la
amigdala.y en la corteza frontal en la etapa 5; en la regién del
nicleo accumbens se -observé un fuerte decremento en la etapa 2 y
los ' niveles se recuperaron en las etapas 4 y 5. La PGA II en
todas las regiones. auments en la .etapa 2, disminuyendo hasta
igualar “los valores de los animales controles ("sham") en la
etapa 5. En regiones como el hipocampo, la PGA II se encontrd
disminuida en un 40% con respecto a los animales "sham" tal como
se ha reportado que sucede para los receptores de TRH. Estos
datos apoyan que la degradacién del TRH puede ser regulable en el
SNC, en condiciones "en.- las gque se estimula 1la transmisidn
TRHéErgica. '

VI



- I.— INTRODUCCION

1.1.~ Antecedentes. T

La Hormona liberadora de 1la tirotropina o TRH es un
tripéptido que tiene una estructura poco usual bloqueada en los
residuos terminales Lo N- - . y c-,
L-piroglutamil—-l-histidil-l-prolinamida. - Fué aislado de
hipotidlamo de ovino o porcino por los grupos de R. Guillemin vy
A.V. Schally en 1969 (5) y una vez gque pudo sintetizarse, se
?ealizaron diferentes estudios que contriPuYeron a discriminar

Ty -

algunas ' de. sus funciones.

2

El TRH es liberado de la eminencia media y sintetlizado por
un grupo de neurcnas localizadas en el nﬁcléo paraventricular del
hipotdlamo. Regula la funcién .del eje tiroideo, Ya que participa
como hormona estimulando la sintesis y la liberacién de la
tirotropina (TSH) por los tirotropos y de la prolactina por los
lactotropos de la adenochipo6fisis. La TSH, a sufvez, regula la
liberacién - de las hormonas triyo@otironina y tiroxina (T3 y T4)

de la tiroides.

El TRH se encuentra ampliamente distribuido en el Sistema
Nervioso Central (SNC). De hecho, cerca del 70% .del total del TRH
estd localizado en tejidos extrahipotalémicos (32). Su presencia

ha sido detectada por radioinmunoensayo (RIA) (6) y por estudios



de inmunocitoquimica (18). Algunas de las regiones en las que se
ha detectado es la amigdala, el bulbo olfatorio, el nicleo
accumbens, el bulbo ragquideo, 1la corteza frontal y el hipocampo

(25).

La identificacién de la anatomia de los sistemas neuronales
del TRH en el cerebro se han facilitado por 1a caracterizacién
de la estructura de la prohormona del TRH (25). El proTRH tiene
un peso molecular aproximadamente de 26,000 y contiene c¢inco
secuencias progenitoras para TRH Gln-His-Pro-Gli, cada una
flanqueada por sitios de digestidén potencial. La glicina
es necesaria para la amidacién carboxilo terminal del residuo def{
4'pr§;ina que aparece 'en el TRH maduro. Existen modi;iéaciones'
pbstraduccionales en el TRH que ocurren al convertir el ™ residuo
glutaminil amino terminal en piroglutamil por la enzima
glutaminil ciclasa. Ademds de la secuencia que codifica para TRH,
la prohormona contiene cinco péptidos que separan a los péptidos
de TRH flangueado por los extremos amino y carboxilo. Ya que el
péptido amino terminal también contiene un sitio de digestidn
potencial- en adicién al TRH, siete péptidos gque no son TRH,
podrfan .ser generados por digestién enzimatica en los pares de
les fégiduos basicos por una endopeptidasa jparecidé a la

carboxipeptidasa B (25).

La . demostracién de que el TRH deriva de una proteina
precursora mas grande, favorece a la teoria de que los

péptidos que se derivan del proTRH méds que el TRH mismo, pedrian



ejercer funciones biolégicas independientes. La extensiva
distribucién ayuda a explicar las acciones tan amplias del TRH en
los sistemas autonémicos, motor, sensorial y limbico en el umbral
de las convulsiones, la termorregulacién, el despertar, la

reqgulacidn del apetito y la funcién gastrointestinal (25).

El desarrollo de anticuerpos especificos contra proTRH, contra
formas extendidas de TRH y un namero de secuencias gue no son
TRH, pero que se derivan del proTRH, han permitideo investigar la
organizacién de los sistemas neuronales del TRH en el cerebro y
el prdéesamientodee su prohormona. Estas observaciones indican
queiel; proTRH es lﬁuy'ragamente transportado en axones Yy el
procesamienfo'iniciél de 1la prohormona ocurre r&pidamente en la
perikaria neurcnal m&s gque durante el transporte axzonal tal comeo
ha sido descrito para propresofisina, el precursor de la

vasopresina (25).

En respuesta a un estimulo externo o interno, la secrecidn
de TRH, en conjuntos neuronales particulares, puede: ser
" modificada. “Se ha mostrado qué$él estado tiroideo, por ejemplo,

reqgula . la . concentracién del ARNm del TRH gque se encuentra
incrementado en hipotiroidismo, en el nicleo paraventricular del
- hipotdlamo. Los reportes del efecto del estado tiroideo en la
concentraﬁidn de TRH en regiones hipotaldmicas ° han sido

contradictorios, lo cual puede deberse a una diseccién imprecisa,

3



o bien a que los niveles del péptido son resultantes de
diferentes eventos de biosintesis, procesamiento, liberacién y

degradacién.

Se ha obtenido evidencia, que sugiere que el TRH se
encuentra en el tejido nervioso en dos diferentes pozas: una poza
de facil liberacidén y otra de reserva. De la primera poza, el TRH
se libera, como otros neurotransmisores, dependiendo de la
concentracién de calcio (38). Una vez gque el TRH es liberado por
la estimulacién de las neuronas peptidérgicas, y ejerce su acci6n
sobre 1la neurona posts;néptlca, su efecto debe terminar. El
'mecanlsmo por el cual .esto sucede ‘es la degradac;én por la enzima

PGA II en la terminal SLnéptlca.

Cerca del 90% de la degradacién que sufre el TRH en el
cerebro es llevada a cabo por enzimas solubles, que son la PGA I
Yy la prolilendopeptidasa II, sin embargo éstas no tienen efecto
en la concentracién del TRH que se libera. Aunque es posible que
el TRH se acumule en las células, la Vméx es muy baja para ser el

-

mecanismo prlnc1pa1 de la inactivacién (11,38).

En cambio, en membranas sinaptosomales se ha detectado una
actividad enzimatica capaz de degradar al TRH, que se debe a la

Piroglutamato aminopeptidasa II. La degradacién del tripéptido



por esta enzima se ha postulado como el mecanismo, posiblemente

postsindptico, de la inactivacién del TRH liberado.

P

El receptor de TRH (TRHr) ha sido identificado en el cerebro
Yy en la médula espinal de diferentes especies animales utilizando
la técnica de unién de 3H-TRH (0 su andlogo mas potente,
3Me-His-TRH) y- autorradiografia; se observé una concentracién
elevada de TRHr en el bulbo olfatorio, el complejo amigdaloide,
el giro dentado del hipocampo y la corteza entorhinal; se

encontrdé una concentracién moderada en el hipot&lamo Yy en los

nicleos motores 'del tallo _cerebral.
:‘i. B . . R o Lt

2t

Los estudios previos indican que las sefiales transmembranales
del TRH actdan a través del sistema del inositol

fosfato—calcio-proteina kinasa C (8).

Los intentos de purificacién del receptor de TRH por los
métodos bioquimicos cl&sicos, no han tenido_é§ito. Recientemente,
-se ha iaentificado ellADN'que. codifica'parg el receptor de TRH.
Calz&, (8), ha  construido un oligonucleétido complémenta;io a
la secuencia de ADN, y ha descrito la distribucién del ARNm del
receptor dé TRH en el cerebro de la rata, utilizando técnicas de

hibridizacién "in "situ".



- Se le ha propuesto al tripéptido como un neurotransmisor o
neuromodulador por su distribucién en el SNC; por encontrarse
enriquecido en las terminales nerviosas de ciertas regiones del
cerebro; porque es liberado por despolarizacién de la membrana
sindptica de una manera dependiente de calcio; y por existir
receptores especificos a TRH de alta afinidad en diferentes
regiones del SNC (31).

El TRH tiene accién potencial en el sistema motor a diferentes
niveles anatémicos. La inyeccién de TRH en el mnicleo accumbens
induce un aumento de la actividad locomotora y comportamientos
como masticacién, lamido, olfateo. La  administracién de TRH

intratecal, induce movimienfos de tipo ~ iwet-dog shake",

posiblemente como resultado de una acciéh a nivel de la médula
espinal o el tallo cerebral. La inyeccién de TRH en el cuarto
ventriculo incrementa la tasa de reépiracién sugiriendo una
accién del tripéptido en los centros medulares  de la
respiracién. A nivel de la médula espinal, el TRH incrementa la

excitabilidad de las motoneuronas espinales (42).

Los efectos del TRH en la médula espinal se han explicado
tanto por su accién directa en las motoneuronas "espinaleé como
por la facilitacién de la liberacién presindptica de transmisores

excitadores que provoca (42).



Como otros transmisores neuropeptidérgicos, se cree que el
TRH tiene una funcién que depende de su interacecién con otros

sistemas de transmisores (42).

También se ha implicado al TRH en desérdenes
neuropsiquidtricos come la degeneracidn espinocerebelosa, la
esquizofrenia, la pérdida de la consciencia, y la depresién (45).
El papel del TRH en el SNC es muy amplio, y puesto que- incrementa
la liberacién vy/o el recambio de monocaminas y acetilcolina,
su funcién en los diferentes desSrdenes ya mencionados se esté

.- 1.

analizando (45). -

Otro papel fisiolégico potencial del TRH, en este caso a
nivel del hipocampo, puede ser la facilitacién de la memoria,

posiblemente activando las neuronas colinérgicas (25).

.-Un andlogo del TRH, el DN-1417 (citrato de
gamma-but1rolactona-gamma—carbon1l-L—hlst1dll—L-pr011nam1da),
tiene actividad en el SNC més profunda que el TRH. El TRH y el
DN-1417 administrados intravenosamente, tienen un efecto

anticonvulsivo de corto plazo en gatos estimulados eléctricamente

con kindling: amigdalino (45).  Ademds, la actividad de las

convulsiones inducidas quimica o eléctricamente, causan un’

incremento importante en el contenido de TRH en ciertas regiones

7



del cerebro como la amigdala y la corteza piriforme, la corteza
cingulada y la corteza frontal (32). Asi que el TRH ha sido

propuesto como una sustancia antiepiléptica (45).

-1.2.- La actividad de la enzima piroglutamato aminopeptidasa
II como mecanismo responsable de la_inactivaci6én del TRH después

de_su liberacién.

N

>

.En meﬁbranashfotaies de cerebro y en sinaptosomas se demostré
la existencia de una enzima membranal que tiene actividad de
piroglutamil aminopeptidasa a la cual se le denomindé PGA II
(E.C.3.4.19). Los estudios realizados con la enzima purificada
demostraron gque es una metaloproteasa, con un peso molecular
de 230,000 daltones y pH 6ptimo de 7.4. A diferencia de muchas
otrés prbteasas, la PGA II muestra una alta especificidad para
TRH asi como para algugoé péptidos sintéticos como son
pGlpris-Trp Yy pGlu—His—éii (36, 47). Péptidos mnaturales
de estructura pGlu-X (X=péptido superior a tres amino&cidos) no
son degradados por la PGA II. "La Km de la enzima es de 40 uM

- para el - TRH.



Se propone a la actividad de la enzima PGA II como el
mecanismo responsable de la inactivacién del TRH liberado por su
localizacién, vya que se le ha demostrado que la enzima estéa
localizada en la cara exterior de la membrana plasm&tica de
sinaptosomas, es decir es una ectoenzima, posiblemente
postsindptica, con su sitio activo orientado hacia el espacio
extracelular (9). Es esencialmente neuronal (14). Ademds al
inducir 1la 1liberaciém de -TRH en rebanadas de hipot&lamo por
despolarizacién en presencia de un inhibidor especifico de la
PGA II,los niveles recuperables de TRH aumentaron, lo gue sugiere
que la enzima estd localizada cerca del sitio de liberacién del
TRH, .. ¥ que controla los niveleé’ del | péptido en el espacio
s1napt1co (10) Esta recuperac16n es més grande en regiones como
‘el bulbo olfatorio en donde se ha detectado mayor cantidad de

enzima.

Recientemente se ha reportado que la degeneracién de
neuronas TRHérgicas en la médula espinal de la rata, donde el TRH
coexiste con serotonina, dismihuye los. niveles de TRH pero no la
ac;ividéd de la enzima, indicando que la enzima es pdétsinéptica.
(20). ' A v

Por otro .lado, la distribucién de los receptores de TRH
tienen una correlacién con  10$ sitios donde se ha encontrado
actividad de la enzima PGA II, y al mismo tiempo concuerdan con

los sitios de liberacidn del TRH.



Estas evidencias apoyan la hipétesis de que el mecanismo de

inactivacién del TRH liberado es la degradacién por la enzima PGA

II (16).

La enzima PGA II de la adenohipSfisis se encuentra
controlada positivamente por hormonas tiroideas, de acuerdo a
estudios realizados "in  vivo" (2, 39), y negativamente por
estrégenos (3). El1 hipotircidismo provoca ademds un incremento
"in vivo" en los niveles del receptor hipofisiario de TRH, y una
diéﬁipucidn :@é la actividad de la enzima PGA II que pudiera
cqg%&ibuir a aum?nfér'ia'éficienciéAdél TRH . (15)." Eé cultivos de -
células adeﬂéhipofisiarias el TRH es capaz de regular 1a
actividad de _la enzima PGA II (51) causando una disminucién
paulatina de 1la actividad de la PGA II que alcanza un maximo
(45% de inhibicidén) a las 16 horas. Este evento es consecuencia
de la activacién del receptor de TRH. El forbol 12-miristato
l3-acetato (PMA), que se sabe activa a la proteincinasa C (PKC),
reproduce el efecté:del TRH sobre 1la PGA II. Esto * sugiere
que %a PGA II en adenohipdfisis, tiene un papel regulatorio

de la accién neurghorﬁonal del TRH.

La enzima- degradativa del TRH, que se encuentra presente en
el suero, la tiroliberinasa, presenta caracteristicas biogquimicas

muy similares a la PGA II. Es una metaloproteasa, también
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muestra una alta especificidad por el sustrato y es regulada por

las hormonas tiroideas.

A nivel del SNC no se han encontrado estudios gque reporten
la regulacién de la actividad de la enzima PGA II. Sin embargo
hay evidencias que sugieren su existencia. Una de ellas es que el
desarrollo de la actividad de 1la 'PGA II en el cerebro estéa
asociado al proceso de diferenciacién celular (50). Otra, es que
al degenerar la via presingptica, la actividad de la PGA II
aumenta a tiempos 1largos en la zona lumbar de la médula, de la
misma manera que los recéétores, 1§:?ual sugiere una regulacién
similar (20).: ' ﬂjf_ a .; T T‘.r

Que sea regulable o no la degradacién del TRH en el SNeC,
implica que existen estimulos capaces de'inaétivar la transmisién
que produce la hormona a nivel del SNC, lo cual significaria que
los procesos de transmisién peptidérgica no sélo son regulables a
través de la liberacién del péptido y.ae la eficiencia del
receptor y de la trapsduccién de la sefial a nivel postsinéptico(

sino también del tiempo de permanencia delipéptido en la sinépsis.,

Con objeto de definir si la enzima PGA II sufre regulacién
a nivel de su actividad cuando existe algin estimulo gque provoca

el aumento de la concentracién intracelular del TRH, se eligié el
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- .modelo del Kindling - amigdalino, que como se menciond
anteriormente causa un aumento en la concentracién de TRH en
ciertas regiones del cerebro. Este es un mddelo experimental
de epilepsia causado por estimulacién eléctrica y periédica ae
baja intensidad, en la regién de la amigdala del lébulo temporal,
provocando un desarrollo progresivo de convulsiones y de
cambios caracteristicos en el comportamiento del individuo (32).

1.3.- El kindling amigdalino como modelo experimental. _ .
: - , e .2

Fué Graham Goddard, (17) quien observé las convulsiones
provocadas por el kindling durante los estudios que realizé en el
efecto del aprendizaje, de la estimulacién farmacolégica. y
eléctrica en la amigdala, e incialmente se dio cuenta de. la
i@pértancia del fenémeno come un modelo de gpilepsia y también

como un modelo general de plasticidad en el cerebro.

La investigacién que llevés al descubrimiento del kindling,’y

los primeros esfuerzos para su estudio sistemético, se concentrd

12



en la amigdala (17), y permanece siendo la estructura mas

frecuentemente estudiada.

El trabajo original de Goddard (17) definié los métodos
estandar para provocar las convulsiones del kindling, los més
comunes son la aplicacién de un estimulo breve (1 o 2 segundos)
de pulsos eléctricos a 60 Hz una vez al dia, a través de un
electrodo delgado de metal implantado crénicamente. Menos comiin
perc también efectivo es la aplicacién de pequefias cantidades de
agentes faracolégicos (ej, carbacol, pentilenetetrazol, péptidos
oé}qidgé) una vez cada 24 horas o 48 horas. La ruta de la
aéministraciénfﬁuede ser periférica si el agente pasa r&pidamente

hacia el cerebro, o central si no lo hace.

La principal caracteristica del kindling es que un estimulo
invariable que inicialmente no provoca una convulsién, llega a
provocarla si se repite lo suficiente. Este fue el criterio para
ei kiﬁdling en el trabajo inicial de Goddard porque €l no grabd
rutinariamente la act%{}dad electrografica durante el
procedimiento. Sin embargé;'el trabajo de Racine (40) mostré que
cuando .el electroencefalograma (EEG) se registré en la estructura
estimulada, la postdéscarga (PD) epileptiforme invariablemente
acompafiaba el procedimiento del 'kindling. Adn m&s, Racine (40)
mostré que la ocurrencia de las postdescargas, es esencial para

la progresién del kindling, y que la estimulacidén que no provoca

13



PD fue completamente inefectiva no importando cudntas veces fuera

aplicada.

El registro de las PD en la estructura estimulada es un
procedimiento rutinarioc hoy en dia, y la medida de la eficiencia
del kindling es el nimero, la duracién y la frecuencia de las
postdescargas requeridas - para el desarrollo de una convulsién

generalizada (1)

B3

'Eﬁ }la iyterprétaéiéﬂ‘de su es?ﬁaio ctigihal Goddard (17)°
c oncluye gque en la reglén.limbicéqolfaforia, las estructuras
parece que "kindlean" a tasas gque varfian directamente con el
grado de interconexién con la amigdala. Trabajos subsecuentes han
mostrado que las estructuras que tienen conexiones directas con
la amigdala, "kindlean" m&s rdpidamente, con frecuencia a tasas
que son mAs rapidas que las de la propia amigdala. Entre estas,
se . encuentran las fibras' del estriado terminal, el bulbo
glfatbrio, la corteza piriforme vy la cortezgz prepiriforme
profdnda,'los puaies se ha reportado que "kindleaﬁ;'con 7y 9.5

estimulaciones (1).

Los primeros estudios sobre lesiones (40) mostraron que la

amfigdala "kindleada" originalmente, no era necesaria para la
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transferencia rapida del kindling de la amigdala contralateral,
Yy d9que ambas ratas, "kindleada" e intacta, exhibieron una
transferencia comparable hacia la amigdala contralateral. Esto
demostré que‘la propagacién no depende de la activacién del sitio
"kindleado" originalmente, vy gue en un animal previamente
*kindleado"”, una amigdala intacta es suficiente para la expresién

completa y total de 1la propagacién del kindling.

Racine (1988) (1) determiné la importancia del flujo de la
éﬁ;gdala Esﬁimulada para ..el kindling, realizaﬁdp cortes con
ﬁﬁfsturi ,'antéribreé; ‘posteriores y- mediales a la aﬁigdala.lpbg
dnicos cortéé.éue retardaron el kindling amigdaliﬂo, fuéron lgs
anteriores, que interrumpieron las fibras gque viajan hacia la
parte anterior y que conectan con la corteza piriforme y con
estructuras mediales, sefialando la importancia de la contribucién
de 1la corteza piriforme al kindling amigdalino. Un sitio
especifico en la corteza anterior prepiriforme profunda de la
amigdala se ha éefinido como crucial para la epileptogenesis
limbica. La inyeccién qnilaﬁeral directa de cantidades peque-
ﬁaé‘ de bicuculina -(que es un 'antagonista de GABA), &cido
kainico (agonista de aminodcidos excitadores), o -. carbacol

(agonista de acetilcolina) en este sitio, inducen convulsiocnes

clénicas bilaterales en la primera estimulacién. -

la inyeccién de un agonista de GABA en el mismo sitio previene
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las convulsiones Jinducidas por la administracién periférica de
un convulsivo (1). Eq conjunto, estos datos indican que,aungue la
corteza prepiriforme profunda kindlea répidamente, no lo hace mas
rdpido que la otra amigdala y que.Aios sitios de la corteza
piriforme  probados, y que las lesiones del sitio o la
inyeccién de agonistas de GRBA o antagonistas de &cido N-metil

D-aspirtico no afectan al kindling amigdalino (1).

El qadltimo punto relaciona el papel del hipocampo en el

kindling limbico. En humanos el hlpocampo estd identificado como

H

el sitio del foco eplléptlco ﬁppn mayor frecuencla que la
Aamigdala. " Los datos - del klndllng en anlmales presentan una
caracteristica diferente. En ratas y gatos, el hipocampo es
una de las estructuras del kindling m&s lentas en el cerebro
completo, y las lesiones del hipocampo tipicamente no afectan

el kindling en otros sitios limbicos (1).

El orden de sensibilidad al desarrollo de la epileptogénesis
eléctrica crénica es: corteza piriforme, amigdala, corteza

entorhinal y el hipocampo ventral (1).

1.3.1.~ Principales fen6menos del kinding amigdalinoc.
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El kindling involucra por lo menos dos fenSmenos plasticos
gue ocurren progresivamente. El1 primero es la reduccién del
umbral de la corriente requerida para evocar‘ las postdescargas.
Este es un fendmeno local que ocurré si la PD es evocada o no.
Asi, la estimulacién que estéd por e%cima o por debajo del umbral
de 1la postdescarga (UPD) inicial% disminuird gradualmente en
sesiones subsecuentes, pero no dﬂsminuiré las PD en otras
estructuras no estimuladas (40). E% la amigdala de la rata el
umbral de la postdescarga esté tipica&ente en el rango de 40-100
uA dependiendo de 1los detalles del %xperimento (tipo y duracién
de la estimulacidn, disefio del electrodo, etc), y se encuentra
entre los més bajos en el cereLro. La ahigdala sﬁfré una

reduccién del umbral de 1la postdes?arga muy. fuerte después de

una estimulacién repetida mas que en el hlpocampo (40).

| |
‘ .

El segundo fenémeno es el ‘recimiento progresivo y la
propagacién de la PD a través de una gran parte del cerebro,
culminando en convulsiones, y es por |eso que tipicamente se le
llama kindling. En la amigdala de rata, la PD inicial eé:
._tiplcamente de 6 segundos de. durac16n, es confinada a la amigdala
'estimulada, y provoca cambios pequefios comportamiento que
involucran automatismos de la musjulatura facial, movimientos
clénicos de las extremidades, Wov1mlentos de la cabeza,
levantamiento de las dos extremidades anteriores, vy pérdida del
control de la postura. Esto lleva a uLa convulsién generalizada.

Durante las sesiones de intervencidén el animal mostraré
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reincidencia de este comportamiento progresivo en el orden dado ¥y
estos estados sucesivos en la expresién de las convulsiones se

han identificado como etapas de la 1 a la 5 (40).

El kindling parece estar involucrado con cambios permanentes

en el cerebro como respuesta a la estimulacién. Asi, persiste

- después de intervalos de 3 a 12 meses (1). Estudios més

recientes han mostrado una retencién casi completa del kindling

amigdalino por pericdos que pueden durar en primates hasta 868
dias (1), que es el periodo de tiempo mas largo que se ha probado.

'El kihdling persiste por periodos de tiempo que tienen relac;én '

>

al' tiempo de.vida. de las especies qué han sido estudiadas,y es

‘més pérsisténte gue la potenciacién a largo plazo (LTP), el cual

es otro modelo de neuroplasticidad (1).

Existe una correlacidn inversa entre la amplitud de
la respuesta y el tiempo de duracién del LTP que una via
presenta y la facilidad con la cual "kindlea". E1 tracto
‘olfatorio, por ejemplo,_%indlea muy r4pido, pero no presenta LTP.
En cambio el hipocampéﬁkindlea muy despacio y presenta LTP con °

. facilidad. El kindling no necesariamente 1lleva a un LTP Yy

en ocasiones reduce la anplitud de la respuesta (41).

Dos formas principales de eventos epilépticos esponténeos

siguen al kindling amigdalino: descargas interictales (DII) y las
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convulsiones esponténeas. En ratas, la regién de la
amigdala-corteza piriforme parece que genera la mayor parte de
las DII ain cuando los animales son estimulados en otros sitios.
Las convulsiones espontdneas han sido observadas en todas las
especies de mamiferos gue se han "kindleado" en ia regién de la
amigdala, en donde se han realizado esfuerzos para registrarlas
adecuadamente (12), aunque la estimulacidn adicional mas allé del
desarrollo de la etapa 5 parece ser necesaria para que aparezcan

las convulsiones esponténeas de la rata (1).

.

: ﬁ-1i3.2-—;Cambjos moléculares gfmorfolégiéos en el _cerebro
‘de rata inducidos por las conﬁulsioﬁes.

Las convulsiones activan una cascada compleja de cambios
moleculares y gendémicos, incluyendo 1la modificacidn de 1la
exXpresién de receptores (21). Estos cambios pueden contribuir al
iﬂcremento_ anormal de la excitabilidad __éeuronal y son’
résponéablgs dél desarrollo de las lesiones neﬁéénales inducidas
por las convulsiones. - AGn.m&as, las convulsiones pueden inducir
una reaccién glial y una remodelacién sindptica ‘que genera redes
neuronales excitadoras recurrentes que pueden incrementar la
actividad neuronal y contribuir a mantener la epilepsia

(43).
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Los campios inducidos por las convulsiones pueden ser
r&pidos y transitorios (ej. expresién aumentada de factores de
transcriécién, factores tr6ficos, ‘receptores de
neurotransmisores), o bien, pueden ser lentos y de larga duracién
(ej. las lesiones neuronales, la reaccién glial y 1la
neosinaptogenesis), de modo que pueden ser separados en dos fases
principales: una fase de induccién y una fase de mantenimiento.

(24) (43). )

Durante la fase _de 1nducc16n, la expresiéh_de alguno§ genes
ocurre répldamente y con frecuenc1a tranéitofiaﬂente. Sehésume
que los efectos de estas alteraciones son rever51b1es, cuando las
estimulaciones son mantenidas en un rango cercano al normal. Con
estimulaciones repetidas o mas fuertes de un circuito neuronal,
se activa’ una cascada de eventos moleculares que provocan
‘modificaciones irreversibles y eventualmente deletéreas de las

neuronas.

La fase de manténimiénto. esta caracterizada por la
consolidacién del proceso eplléptlco y 1la .recurrencia de las

convulslones.
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Diferentes procedimientos o sustancias gquimicas, generan
disparos sincronizados en el hipocampo. Estos incluyen estimulos
en tren o estimulécién eléctrica repetitiva (kindling), o bien 1la
aplicacién de varios agentes ‘convulsivos que incluyen una
solucién de alta concentracién de X+, reducidas concentraciones
de Mg2+, y blogqueadores del canal de receptores de GABA-A.
Estos disparos estadn dados por potenciales postsindpticos
excitadores, lo cual esté demostrado en rebanadas hipocémpicas
mantenidas "in vitro". Estos, son blogqueados por antagonistas
de los receptores del glutamate del tipo BAMPA dque median la
neurotransmisién sindptica (7) (43).

i R . . -

‘e
2 -

En las cé&lulas CA3, un epiéodio epileptiforme breve produce
un aumento duradero de respuestas sindpticas que tienen un cierto
parecido con la potenciacién a largo plazo. Aasi, después de una
corta aplicacién de un convulsivante (ej. 3 a 5 min de &cido
kainico) una subsiguiente estimulacién del hipocampo genera, en
lugar de un potencial postsindptico excitatorio sencillo (EPSP),
seguido de un inhibitorio, un EPSP ééguido por un disparo. Esto
' evoca una respuesta que persiste por varias_horaé después de la
remocién de la droga. Aun mas, en,este‘proceso,‘comd en el ﬁTP,
no existe un cambio permanente en las propiedades celulares
intrinsecas o en 1la ‘inhibicién GABAérgica. También, como en el
LTP, el cambio duradero inducido '-por convulsivantes, involucra
la activacién de los receptores glutamatérgicos del tipo NMDA.

Asi, la aplicacién de los antagonistas de los receptores NMDA
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con un convulsivo, produce disparos sincronizados esponténeos
pero éreviene el cambio duradero. Los receptores NMDA estén
caracterizados por provocar un aumento Len el tiempo necesario
para que se lleve a cabo la transmisién sinéptica, por un'bloqueo
por Mg2+ vy alta permeabilidad al Ca2+. Puesto que los canales
llevan Ca2+, los receptores de NMDA pueden estar involucrados
en la activacién mediada por calcio de las cascadas moleculares,

incluyendo expresién genética incrementada (42) (43). -

Para resumir, las fases iniciales de las convulsiones
probablemente proceden de una acumulacién :AQ gluté@qﬁo'en el
espacio extracelular de neuronas. La libéraqién aumenﬁada‘y/b la
recaptura reducida de glutamato lleva a una aéfivacién
incrementada de receptores glutamatérgicos. Mientras gue la
induccién de este proceso requiere de la activacién de los
receptores a NMDA, se encuentra mediado por un incremento de las
respuestas de los receptores AMPA  postsindpticos. Esta
observacién puede también sugerir que las modificaciones
cuantitativas y/o cualitativas de los receptores del glutam;to
pueden contribuir al  incremento  de la excitabilidaqd

neuronal (43).

Las catecolaminas inhiben 1la progresién del kindling
mientras que GABA suprime las convulsiones mads dJue las

catecolaminas (45). GABA retarda el desarrollo del kindling
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amigdalino, como.puede observarse por el- hecho de que agentes
como la picrotoxina bloquea el ionéforo de cloro vy rapidamente
proveca convulsiones cuando es administrado sistémicamente
o directamente en la amigdala, por abolir los disparos que
normalmente GABA mantiene. AGn mds, los antagonistas de GABA,
generalmente facilitan, mientras gque 1los agonistas retardan el

kindling eléctrico de la amigdala (1).

.1.4.— TRH asociado_al kindling

Los primeros estudios que involucran al TRH en la
modulacién de las convulsiones provocadas por el kindling, se
deben a Sato (1986) dquien utiliza un andlogo de TRH, el DN-1417,

inyecténdolo ICV,y encuentra gque el namero de estimulaciones

" requeridas para que' la rata convulsione en la etapa 5 es

v

significativamente menor que en los animales del grupo control.

Asimismo, al inyectar DN 1417, se retardé el progreso de la etapa

~0 a la etapa 2 en el animal "kindleado".

Utilizando de 40 a 80 ug de DN-1417, se encontré un claro
efecto anticonvulsivo dependiente de la dosis en animales

estimulados por kindling. El1 efecto en la duracién de la
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postdescarga aparece 10 minutos después de la administracisén del
anilogo de TRH ¥ alcanza el méaximo 30 a 60 minutos

después (45).

Para explicar el efecto del kindling se han analizado los
cambios que sufren las monoaminas, la acetilcolina y el GABA

durante el proceso de estimulacién.

Utilizando el andlogo de TRH como anticonvulsivo, se ha
observado que la concentracién de las catecolaminas no cambia en
las ratas estimuladé%k ekcepto por un incremento en los niveles
déi»ﬂqrepinefriné en el Nicleo lécdumbéns:y una disminucién de
dopamina en 1la amigéala-'(45). ‘Este resultado es consistente
con los reportes previos que indican que el TRH y su andlogo el
DN-141é acelera la liberacién de catecolaminas presinapticas
en el estriado vy en el nicleo accumbens, produciendo un

comportamiento esterotipico en el animal (45). FIGURA I

En las ratas estimuladas eléctricamente con kindling
amigdalipo se incrementa la concentracién de TRH-LI en el
hipocampo vy en la amigdala, después de 48 horas de la aparicidn

de la crisis convulsiva en el animal (45).
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Kubek (23), presenta evidencias de gque las convulsiones
generalizadas producidas por electrochogue (ECS) y por kindling
eléctrico, alteraban las coﬁcéntraciones de TRH en ciertas
regiones del cerebro de la rata. Dos dias después de la aparicién
de las convulsiones caracteristicas de la etapa 5, se presentan
incrementos importantes de las concentraciones de TRH en la
corteza piriforﬁe} la amigdala, el hipocampo y la corteza
completa. En un estudioc subsecuente en el que se compararon las
concentraciones entre la etapa 2-3 y la etapa 5 en el kindling
eléctrico, se observa ~un aumento significativo en la
concentracién de TRH en la corteza plrlforme Aipsi y contralateral

O
asi como elevac1ones 1mportantes en la corteza plrlforme y la

amigdala y en la corteza cingulada en la etapa 5. No se
observaron cambios importantes en el bulbo olfatorio, en el
estriado, en el septum en ninguna de las etapas analizadas

(32).

Para extender estos estudios se observé el efecto del
kindling gquimico sobre 1la concentracién de TRH. Seis meses
después de una inyeccién mensual de' PTZ (péntiienetgtrézol) a
ratas "kindleadas", el TRH se encontré singnificativamente .
incrementado dos dfas después de que el animal presenté un ‘crisis
de etapa 5 en la corteza piriforme, 1la amigdala, el hipocampo y
la corteza. No hubo cambios importantes en el TRH del hipotélamo

total, en el septum, y en el estriado (22).



En el caso de los péptidos opioides, que también afectan la
severidad de las convulsiones provoéadas por el kindling vy la
duracién de la depresidén postictal, los niveles de la
met-encefalina y de la proencefalina, se encuentran incrementados
después del kindling amigdalino, lo cual es concomitante con un
aumento en el contenido del ARNm de la proencefalina en varias
regiones del cerebro, sugieriéndose una‘sintesis incrementada de

los péptidos de la proencefalina (35, 53).

El kindling amigdaline incremenﬁé‘ los ﬂévéles de los_
péptidos derivados - de  la proencefalgﬂa, pero dectece 1a
concentracién de los péptidos de la dinorfina ;'ﬁbrovoca un
incremento en los niveles del mRNA en el hipocampo de rata. Mas
alin, un marcado incremento en los niveles del mRNA de la
prodinorfina y un incremento en los niveles del mRNA de la
proencefalina en las células granulosas, fué observado un dia
después de la breve aplicacién de estimulacién eléctrica de alta

frecuencia en el giro dentado del hipocampo (33).

En el caso del hipocampo, el ARNm del preproTRH es detectado
por técnicas de hibridizacién "in situ" en su punto méximo a las
6 horas después de 1la aparicién de 1la .crisis. convulsiva
caracteristica de la etapa 5. En la corteza frontal, 'la corteza

piriforme, la amigdala y el giro dentado los niveles del ARN
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mensajero disﬁinuyeron a cifras basales 24 horas después de la

crisis convulsiva (21).

Esto hace suponer gque 1los aumentos detectados en la

concentracién del TRH es debido a un incremento en su sintesis.

1.4.1.— Mecanismos bioquimicos involucrados

'::pbé- ﬁfimeros intentos para estudiar  los mecanismos ‘¢
biogquimicos posibles del kindling gue involucraran la sintesis denl-
constituyentes neuronales, utilizaron inhibidores de la sintesis
de proteinas como la cicloheximida y 1la anisomicina. La
conciusién general ha sido que el kindling amigdalino es
significativamente retardado o prevenido con estos agentes, lo
cual sugiere gue la sintesis de proteinas es necesaria para el
kiﬂdling normal"(;).

¢

Los niveles de Ca2+ intracelulares incrementados generados
por la activaci6n~de los receptores glutamatérgicos y los canales
de calcio dependientes de voltaje, estimulan mecanismos de
transduccién gque involucran cascadas de segundos mensajeros,
incluyendo fosforilacién, y llevan a la activacién de factores de

28

[



transcripcién presentes pero no expresados. Esto produce un
incremento masivo r&pido en la expresién de genes gque codifican
para otros factores de transcripcién con c-fos, c¢-jun, jun B,
2zif/268. Algunos de estos factores pueden interactuar sobre un
ntmero de complejos de transcripcién que determinara&n una
regulacién positiva o negativa de secuencias de promotores de

numerosos genes efectores (43).

Rosen (44) ha demostrado gque existe un incremento en la
expresién del ARNm del TRH en 1los mismos tejidos en donde se
encuentra aumentaga la 'expresidn de c-fos inducida‘ por el
iindlihg. Ambds, ARNm se.‘éncuentfan:en niveles cercanos a los
basales en el giro dentado del hipocampe, la corteza piriforme,
entorhinal y perirhinal. Después de 1la aparicién de las
convulsiones provocadas por el kindling, se presentan incrementos

dramaticos de c-fos y del ARNm del TRH en estas &reas.

Los receptores a TRH en el estriadeo, se incrementaron 48
horas - después de la convulsién. En ' otras regiones ‘como la
amfgdala y en la corteza, se cbserva una tendencia a disminuir

pero no es significativo en este estudio (45).

Otros datos indican que las regiones en las que el TRH se

encuentra incrementado después de las crisis convulsivas
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provocadas por el kindling amigdalino, (amifgdala, hipocampo,
corteza  piriforme y corteza), se correlacionan con la
localizacién anatdmica de los receptores de. TRH en la rata y en

el humano (21).

Esto puede apoyar la hipStesis de que el TRH afecta los

mensajeros intracelulares modificando la homeostasis del calcio.

Las evidencias muestran que las vias TRHérgicas se
encuentran estimuladas durante el progreso del kindling. Esto es
ciéio“p9r el aumento envla concentraci6n é;ATRH}‘el aumento en el
ARNm - de TRH, y por el: efecto en lps"}eceptoreér.del ‘TRH
que resulta después de la estimulacién eléékriéa; Por io tahto el
'kindling se utiliza en este trabajo como modelo experimental
para determinar si existe requlacién de la actividad de la enzima

PGA II en el Sistema Nervioso Central.
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2.-OBJETIVOS

2.1.—-0QBJETIVO GENERAL

Determinar si la actividad de la enzima piroglutamato °

aminopeptidasa II (PGA II) es regulable en el sistema nervioso

central utilizando como estimulo el kindling amigdalino.

-t

2.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto del kindling amigdalinoc en el contenido

de TRH en diferentes regiones del cerebro.

Determinar elgefecto del kindling amigdalino en la actividad

" de'la enzima PGA II.
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TODOLOGIA

Diagrama de bloques.

Estandarizacidn de las técnicas de disec-
cién (50) (49), de extraccién de TRH (10)
de cuantificacién de TRH por radicinmuno-
ensayo (19 ) de determinacién de protei-
nas por Lowry (27) y de determinacién de
la actividad de la enzima PGA II (52).

Implantacién de 24 ratas con un electrodo
en la regién de la amigdala, después de
establecer el umbral. Estimulacién eléc-
trica por un segundo, diariamente hasta
alcanzar la etapa conductual requerida.
Los cerebros de estas ratas, se utlllzaron
para cuantificar TRH en diferentes regio-
nes, y. en diferentes etapas del kindling.

;mplantac16n de 48 ratas con un electrodo
en la regién de la amigdala. Estimulacién
eléctrica, por un segundo, diariamente

asta alcanzar la etapa conductual reque-
1da Los cerebros de estas ratas, se uti-
izaron para mediar la actividad de la PGA

mplantacién de 8 ratas para estimularlas
asta alcanzar la etapa conductual clasifi-
ada como 5, sacrific&ndolas dos semanas
espués de presentar la crisis ,convulsiva

s
-

An&lisis estadistico de resultados.
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3.2.- Estrategia experiumental

Cuatro grupos de ratas Wistar macho que inicialmente pesaron
entre 300 y 350g, se mantuvieron con un ciclo de luz-oscuridad de
12 horas ( 6 a.m. a 6 p.m. de luz), bajo condiciones constantes
dé‘éémperatura y humedad, y tuviercon libre acceso al alimento y
al agua. Se anestesiaron con pentobarbital, se colocaron en un
aparato esterotéxico y se implantaron con un electrode bipolar de
acero inoxidable cubierto de esmalte, de 0.2 mm de di&metro, en
la reglén basolateral izquierda de la amigdala .del 1ldbulo
g temporal Y la corteza frontal.:. El electrodo se fljg con.résiﬁa
acrilica. Las coordenadas son: Bregma -2.8 mm, linea media 5 mm,

- ventral 8.5 mm (37).

.Después de un periodo de recuperacién de 7 dias, se estimuld
diariamente en la regién de la amigdala izquierda con un tren de
un’ segundo de pulsos eléctricos monofésicos de 60 Hz y 1 mseg de

duracién. La severidad de 1las convulsiones se midié de dos

maneras: a) registrando la actividad electroencefalogréfica (EEG),

que permite medir la duracién y . la frecuencia de las
postdescaréas, Y b) clasificando’ la ' severidad de las
convulsiones de acuerdo a.los criterios de comportamiento del
animal, después del estimulo subconvulsivo: En la etapa 1 el
animal presenta movimientos clénicos de los misculos de la cara;

en la etapa 2, movimiento ritmico de la cabeza; en la etapa 3,
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movimientos clénicos de una extremidad; en la etapa 4,
movimientos ' clénicos de ambas extremidades y en la etapa 5,
movimientos clénicos de las dos extremidades, adgquisicién de una .
pestura erqguida y caida hacié atris con pérdida de reflejos (40).‘
La estimulacién se realizd diariamente, con excepcién de los
domingos, Yy siempre entre las 10 y las 11 horas. Se registrd la

duracién y la frecuencia de la postdescarga diariamente, de cada

rata.

Las ratas se decapitaron 72 horas después de alcanzar la
etapa 2, 4 vy %, de acugrdo con los pardmetros ya mencionados, y
nunca después de las 15_;horas del dia, dado que los ciclo%_
.circadianoé afe;tan la--sip$eéis dé TRﬁ; aumentando .de maher.a~

importante después de esta hora (13).

Las ratas control o sham, se implantaron con el electodo en
la regién de la amigdala Aizquierda, pero no se estimularon
eléctricamente, y se sacrificarcn el mismo dia que las ratas

estimuladas alcanzaron la etapa conductual deseada.
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Los cerebros se removieron y colocaron en hielo a -80%C.

Las regiones disecadas fueron el hipotalamo, el niicleo
accumbens, la corteza frontal, la amigdala—corteza‘piriforme, el
hipocampo y el bulbo olfatorio. Las regiones se seleccionaron por
su alto contenido en TRH (m&s de 700 pg de TRH por tejido)
(30), por ser regiones en donde se han reportado cambios
bioquimicos y electrofisiolégicosA' después ~ Qe realizar
estimulaciones en la regién de la émigdala;' es decir, por
responder a la estimulacién eléctrica (1) y por ser regiones en
donde se ha encontrade aumento en la ppncentracién de TRH, del
ARNm del preproTRH, Yy cambios en los réqeptoresl&e.TRH_(32, 21). .
- : y ei bﬁibo

También se disecaron las regioﬁes ndél cerebe;q;
raquideo. El1 cerebelo se eligié porque—presenta Véctividad de la
enzima PGA II pero no se detectan niveles importantes de TRH por
lo que se esperaria que la actividad de la enzima no - cambiara, y

el bulbo raquidec en donde tampoco se esperan cambios.

Las regiones mencionadas se disecaron siguiendo el:Atlas de
Palkovits (37). Del cerebro congelado en posicién dorsal se
obtienen los bulbos olfatorios .y se disecta a 3.3 mm desde la
parte frontal, para extraer la corteza frontal. Posteriofmente
se realiza otro corte de 2.4 mm de grosor ‘para extraer los
nGcleos accumbens. La siguiente rebanada de 1.5 mm se desecha.
Para extraer la émigdala y el hipotdlamo se obtiene otra rebanada
de 3.3 mm. El hipocampo se encuentra en la porciéh restante del

cerebro. El bulbo raquideo se separa de la porcidn més distal del
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cerebro. Todas las regiones se dividieron en la porcién izquierda
Yy derecha, con objeto de analizar el efecto del kindling ipsi y

contralateralmente al sitio de implantacién del electrodo.

3.2.1.— Cuantificacién de TRH

El método gque se utilizé para la extraccién de TRH fue
desarrollado por nuestro grupo (10). Los tejidos ipsi vy
'contralaterales al sitio de la estlmulac16n, se homogeniiaron éh,
soo ul. de éc;do acético al 20%. Del homogénado se tomaron 50- ulu
para medir la concentracién de proteinas. Posteriormente se
centrifugaron por 10 minutos a 4%C a -12,000g. Un volumen
constante del sobrenadante, se evaporé y se mantuvo a -20%C toda
ia.noche. El residuo se extrajo con 1 ml de metanocl al 90%, se

centrifugé a 12,000 g por 10 minutos, y se evapord en el Savant.

Se cuantific6é el TRH con la técnica del radioinmunoensayo. (19)

‘e
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3.2.2.- Radioinmunoensayo de TRH.

El anticuerpo R2 utilizado para el radioinmunoensayo (RIA)
se ha caracterizado previamente (19). El TRH yodado (Il125) es
preparado y purificado tal como se describe en Joseph=Bravo (19).
La mezcla de incubacién consistié de 100 ul del anticuerpo R2
(1:35,000 como dilucién final) en solucién amortiguadora para
radioinmunoensayo, -100 ul de TRH yodado radiocactivamente y 100
ul de cada residuo de extracto de tejido resuspendido en
diferentes vglﬁmqus de solucién de RIA (500 ul para el
hipotalamo y éSO ~ul para’ los demis tejidos), de modo que se

‘7-llegara a una'goﬁcentraciéﬁ‘entre;SOd y 1000 pg de TRH en los 100
ul. Después de 48 horas de incubacién a 4%C el anticuerpo de TRH
8e precipité con etanol absoluto. La sensibilidad del ensayo fue
de 10 pg (90% B/Bo). Se realizaron estandares internos, de tejido
hipotalamico vy una curva estandar para poder realizar

correcciones por las variaciones dentro del ensayo.

o
-

3.2.3.— Determinaci6n _de proteinas.

_ El tejido homogenizado en medio acidificado (&cido acético
al 20%); se hidrolizé per 24 horas a temperatura ambiente con un
volumen igual de 4.5 N de NaOH. El1 método utilizado para

rcuantificar proteinas fue el de Lowry (27).
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3.2.4.- Actividad de la enzima PGA IT.

El ensayo se realiz6 como se describe previamente (16). Las
membranas se obtienen homogenizando cada tejido en un sonicador
durante 5 seg en 10% P/V de una solucién de fosfatos 0.05 M. Se
preincubaron por 5 min a 37%C en 25 ul de solucién de fosfatos

“0.05 M, a pH 7.5, conteniendo 2.5 mM de bacitracina y 2.5 mM de

’N.etilenmaleimida. En el tiempo cero, 100,006 cpm de TRH (3H-Pro)
(1 uM de concentracién final) (6 ul) se agregaron Yy también se

,_ipcubaron. Para asegurar la linearidad y la mejor aproximacidn

~a .la velocidad inicial, se »utiiizaréﬁ tres - diferentes

7£qncentraciones enzimaticas. - En él ;téeapp'cero,lfy en tiem§05
subsecuentes, de 5§ y 10 minutos, alfcuotas de 5 ul se colocaron
en papel de celulosa de fosfatos. Se desarrollé la cromatografia
ascendente utilizando como solvente el &cido acético 1 M.
Deépués de secar el papel, el metabolito His-(3H)-Pro-NH2 se
eluyé del primer centrimetro del punto de origen del papel vy se
cuentificaron las radiaciones beta por centelleo 1liquido. Los
véloreév del tiempo cero se sustrajeron'ae los " valores de log'

otros tiempos y cada determinacidn se realizé por duplicado.

'
RN
-
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3.3.- Andlisis estadistico de resultados.

3.3.1.— Andlisis sobre el contenido de TRH en_las diferentes

regiones del cerebro.

Antes de defiﬁif' el andlisis estadistico adecuado, se
determiné si los datos tenfan una distribucién normal, aplicando
la prueba de Kolgomoroef Smirnoff. Con una distribucién normal

puede utilizarse el an4lisis de varianza.
o~ 3. . -

El gfqP; de aniqglgs.experimentales"querse trataron parg‘
analizar su contenido de TRH, (4 animales por cada etapa:2,4,5)
tuvo un grupo de animales control o "sham" (4 apimales por cada
etapa:2,4,5). Coﬁ los datos del contenido de TRH, expresado en pg
por tejido, del grupo de énimales "sham" se realizé un andlisis
estadistico de varianza (ANOVA) en una s6la direccién a fin de
definir si existieron diferencias significativas en los animales,
dependiendo del tiempo de bermanencia‘ del electrodo en su’
cerebro. No existié diferencia significativa en. los datos de
contenido de TRH de los animales "*sham" de: las etapas
mencionadas, por lo que se obtuﬁo la media de cada grupo Yy fue
este el dato qﬁe se utilizé para comparar los valﬁres."de TRHide

los animales experimentales.

39



El contenido de TRH, expresado en pg por tejido,de los
animales estimulados eléctricamente (4 por cada etapa) junto con
los valores de 1la media de los animales "sham", se compararon
entre las etapas,realizando un andlisis de varianza. Se
utilizaron 1los valores naturales y posteriormente, en donde se
encontraron diferencias significativas, p<0.05 (entre las etapas)
se realizaron contrastes ortogonales para definir las etapas que
presentaran diferencias significativés. Este analisis contribuyé
para definir los cambios en el contenido de TRH depeniendo del
nimero de estimulaciones gue se aplicaron al animal, dependiendo
de la etapa conductual, y para determinar la respuesta al

estimulo elé&ctrico de las. diferentes regiones. analizadas. -

3.3.2.- An&lisis sobre_la actividad especifica de la enzima
en lag diferentes regiones del cerebro. ' )

Se determiné si los datos tenfan una distribucién normal,
aplicando la: prueba de Kolgomorof Smirnoff, . para

utilizarse el andlisis de varianza.

En las 24 ratas que conformaron los grupos de animales que
se utilizaron para medir la actividad de la enzima PGA II, se
realizé inicialmente un andlisis de varianza entre los grupos de

ratas control o "sham" de las diferentes etapas, con objeto de
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definir si el tiempo de permanencia del electrodo afecta la
actividad de la enzima PGA II. Se analizaron los svalores
naturales, expresados como pmol/min/mg de proteina. No existid
diferencia significativa entre los valores de las 3 etapas de las
ratas ‘"sham", por tanto se utilizé la media para comparar los

valores de los animales experimentales.

Se compararon los valores de actividad especifica de la
enzima de los diferentes tejidos, de las 3 etapas, entre ellas y
contra el valor de las ratas control. También se utilizé andlisis
de varianza en una séla direccién y en los casos en los que se
~'.encontraron diferencias significativas p<0.05 se realizaron
4;contra§£és ortogonales con.objeto dé definir entre qhé et;pas

exXisti6 la diferencia importante.

Se realizé un anélisis de varianza para determinar si
existieron diferencias entre los valores de los tejidos ipsi y
contralaterales al sitio de implantacién del electrodo. Esto se
hizo tanto para el grupo en el que se analizé el contenido de TRH
como para ;65 grupos de animales en los que se determiné la

actividad eséecifica de la enzima.
Este experimento se repitié con otras 24 ratas y en

consecuencia los datos que aparecen en las tablas de resultados

expresan la media #/— el error estandar de la media.
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- de_ la etapa 5.

Para expresar los resultados en las Tablas, se tomdé como
100% el valor de la media del contenido de TRH o de la actividad
especifica de la enzima de los animales ‘''sham" y se obtuvo la
diferencia eﬁ porcentaje de la media del contenido de TRH o de la
actividad especifica de la enzima de los animales experimentales,

en los diferentes tejidos y en las diferentes etapas.

3.3.3.- AnéAlisis sobre contenido de TRH y actividad de la
enzima dos_ semanas después del establecimiento de la etapa 5.

K

En el grupo de animales que se estimularon para analizar
la duracién o permanencia de los cambios bioguimicos después de
dos semanas del establecimiento de las crisis convulsivas
caracteristicas de la etapa 5 del kindling, se comparé el
contenido de TRH ipsilateral contra el contenido de TRH de las
ratas "sham" de la etapa 5, y el valor de la actividad especifica

de los tejidoé‘gontralaterales contra el dato de las ratas "sham"

N

) Los ‘resultados se expresan como porcentaje de diferencia
contra los valores correspondientes de las ratas "sham" de pg de

TRH o de actividad de la enzima.
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3.3.4.—- Andlisis sobre las caracteristicas de las

postdescargas.

Para analizar la relacién entre la frecuencia y la duracién
de las postdescargas con el nudmero de estimulaciones, con la
etapa conductual del kindling y con el contenido de TRH,se

. -realizaron correlaciones entre _ las diferentes variables,
utilizando tanto los datos al natural, como semilogaritmos de los

valores.

Se realizaron - correlaciones- tanto con la £frecuencia y

V'aufacién“écumulada‘durante la prog;ééién del kihaling,ﬂ como con

"“el dato de la ultima frecuencia’ o la Gltima duracién de la
postdescarga que se registrS de los animales después de la crisis

convulsiva caracteristica de cada etapa conductual.

PR PR
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4.— RESULTADOS.

4.1.—~ CARACTERISTICAS DEL GRUPO DE RATAS ANALIZADO DESPUES
DEL _KINDLING

Los animales utilizados en el primer experimento para medir
el contenido de TRH en diferentes regiones del cerebro, (GRUPO I)
mostraron diferencias en el nimero de estimulaciones necesarias

. para alcanzar la etapa deseada, tal-como se'muestra en lé:TABLA.
i v . It A . - ) -
I. .t . . - .

e . c.- . >

TABLA 1
NUMERO DE ESTIMULACIONES REQUERIDAS PARA CADA ETAPA.

Etapa Promedio del
conductual ’ ndmero de es-
timulaciones.

d.e.

5.7 p 0.6
11 b 0.0
9.3 b 0.6

a & NN

13.7 b 0.6

b +/- d.e.=desviacidén estandar.
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Como puede observarse se obtuvieron dos subgrupos de
animales que llegaron a la etapa 2, el A) con una media de nimero
de estimulaciones de 5.6, el B) con 1ll. En la etapa 4 se
necesitaron menor nimero de estimulaciones coﬂ respecto al grupo
de la etapa 2 y 1la media fue de 9, y en la Ultima etapa se

necesitaron 14 estimulaciones en promedio.

La produccién de una postdeédarga (PD) “es ‘una caracteristica
critica de la eficiencia del kindling por lo que se midié la
duracién y la frecuencia de 1las postdescargas, y é&stas se
expresan a continuacién de dos maneras en la TABLA II: como el
promedio de la integral de la duré&ién de iésApostdescargas,_a lo

Alargb del-tratamiento hasta'que=igs animaie; éldénzéroﬂ;la'etapéj
deseada, vy como el promedio de 1a duraciég.de la postdescarga

producida después de la dltima estimulacién, De la misma manera

se expresan los valores de la frecuencia en la TABLA III.
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" TABLA 1I
DURACION DE LAS POSTDESCARGAS :

Nimero de Etapa Promedio de la suma Duracidén de la
estimula- conductual de la duracién de postdescarga des-—
ciones. la postdescarga (seg) pués de la dltima

estimulacion (seq)

6 2 31.2 b 11.3 4.6 p 1.53

11 2 81.5 b 5.96 10 p 1.83

9 4 320.2 b 44.12 38.6 b 11.06
"14 5

445.5 b 403.6 33.3 b 20.79

Y P . . e
‘Valores eXpresados como media +/- d.e. E

TABLA III
FRECUENCIA DE LAS POSTDESCARGAS

Nimero de Etapa Promedio de la suma Frecuencia de la
estimula- conductual de la frecuencia de postdescarga des-
ciones. la postdescarga (Hz) pués de la dltima

estimulacién (Hz)

6 L2 11.8 b 5.25 2.17 b 0.76
11 ' 2 30 b 4.97. 3.03 b 0.73
9 g 28.5 b 6.53 3.97'p 0.98
14 5 45 b 1.00 4.1 b 0.26

Valores expresados como media +/- d.e.
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La progresién a las diferentes etapas del kindling se
observa al prolongarse la duracién de las postdescargas con
respecto al aumento en el nimero de estimulaciones proporcionadas

al animal (r = 0.92 P<0.001) (28).

Los animales experimentales necesitaron menor nimero de
estimulaciones con respecto a lo reportado, ya gque en otros
trabajos (32) se requirieron un promedio de 9.7 +/- 1.7
estimulaciones para gue el animal presentara tres convulsiones de
1la etapa 2, y 21.6 +/= 3.6 estimulaciones para presentar tres
convulsisnes.ééracter;sticas de la etapa 5. Por ;o anterior, los

:resultadoé &e; contenido- de:TRH se expresan para el caso de.la
etapa 2, .separados por nimero de estimulaciones y no sélo por

etapa (TABLAS IV y V).

e e e,

47



4.2.— CONTENIDO DE TRH DURANTE EL PROGRESO DEI. KINDLING.

TABLA " IV

Contenido de TRH (pg) con diferente nlmero de estimulaciones
eléctricas en tejidos del lado izquierdo (ipsilateralmente al
sitio de la implantacién del electrodo).

Num. de estimulaciones
ETAPA 2 ETAPA 4 ETAPA 5
Sham 6 1 9 14

a a b b a
Hipot. 2867p252 1410p202 3314b1075 2162b227 4945p2621
LT Tan b _ - . - a
N. accum. 1152pb304 214pi4 ' 315p35 769p31  964p35 *
’ ) a a a ‘a’ b
C.Frontal 120p8 148p71 226b64 187p28  369p60 *
a . c c d
amigdala 375p109  431p72 507b59 751p122 1089p312 *

' a a b b c
Hipocampo 273p48 388b49 439p198 421p62 686p185

a a a a a
Bulbo raq. 584b71 611b77 746p95 680p127 677pl85

Los resﬂ1i§dos estdn expresados como Jla media p la d.e.
* indica .diferencias significativas al realizar el ANOYQ,

Las 1literales iguales que se encuentran arriba de los datos

indican que no existe diferencia significativa entre el nGmero de
estimulaciones:* P<0.05 '
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B TABLA V

Contenido de TRH (pg) con diferente nimero de estimulaciones
eléctricas en tejido del lado derecho (contralateralmente al
sitio de la implantacién del electrodo).

Num. de estimulaciones

ETAPA 2 ETAPA 4 ETAPA 5
SHAM: - .- 6 11 9 14
. a - b b a a
Hipot. 2571p475 915p51 1857b534 2611p249 3128b1036 )
a b b c a
N.acc.. 1222p89  232p101 411p65 930p40 1158p200 *
L. a ) a : a’ . a a
C.frontal 186p29 .162b71  335b94 ~ 244p22 . 255p28
a a b
Amigdala 419b93 260p74 501b56 706p84 765p102 *
- oa b . b
Hipocampo 200p32 108p10 352p63 523p101 359b18 *
a ) a a a a
Bulbo rag. 807p160 616pl2 516p62 556b75 1001p405

" Los valores estan expresados como la media p .Ja d.e.

- * Existe diferencia significativa al realizar el ANOVA.

Las literales diferentes indican p< 0.05 al realizar contrastes
entre nimero de estimulaciones.
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" El comportamiento del contenido de TRH en las diferentes
etapas de los tejidos que muestran diferencias estadisticamente
significativas, se encuentran representados en las GRAFICAS I a
III. Existe un aumento de TRH en la etapa 3 tanto en la amigdala
come en el hipocampo, lo gue concuerda con lo repeortado (32).Esto
se observa en ambas regiones (ipsi y contralaterales). También se
observa un incremento en la corteza frontal (270%) pero es
significativo s6lo en el lado de la estimilacién. De acuerdo a la
literatura, no se observan en eéta etapa} diferencias entre los
valores de las ratas sham y las estimuladas en regiones como el

hipot&lamo o el niicleo accumbens.

Yy

Al hacer un andlisis cuidadoso de los cambics en TRH durante

el desarrollo del kindling se detecta una disminucién del
contenido de TRH con respecto a los valores sham al aplicar 6
estimulaciones eléctricas en el hipotdlamo y en el nicleo
accumbens de ambos lados, y en el hipocaﬁpo contralateral. La
corteza frontal y la amigdala contralaterales presentan la misma
tendencia pero la diferencia no es significativa. En algunas de
estas regiones los valores de TRH todavia se encuentran
disminuidés significativamente con respecto a los sham ﬁespués de
11 estimulaciones; los valores de TRH se recuperah
progresivamente hasta la etapa 5 para el nicleo accumbens y el
hipotéalamo, es decir en esta etapa se encuentran valores

similares a los de los animales sham.
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. ,. GCRAFICA I Contenido de TRH contra nimero de estimu-
~..: ‘laciones en el N. accumbens ipsi y contralateral.

Dep
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GRAFICA II Conténido de TRH contra nimero de esti-
mulac1ones en- la Corteza ‘frontal J.ps:.lateral e hlpocampo
. contralateral._; D

-

PR
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GRAFICA III Contenido de TRH contra nimero de esti-
mulaciones en. -la Amigdala 1ps1 Y contralateral. L

-
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En la amigdala ipsilateral se observa un incremento en el
contenido de TRH a partir de las 6 estimulaciones hasta llegar a
un valor méximb en la etapa 5 que representa el 290% con respecto
al valor de las ratas sham. Contralateralmente, el aumento
aparece méas lentamente, ya que se necesitan 11 estimulaciones
para provocar un aumento significativo con respecto a los valores
de los animales sham, Yy en la etapa 5 se encuentra un 182% de
incremento. El hipocampo muestra una tendencia similar, el lado
ipsilateral muestra sé6lo elevacién en el contenido de TRH después
de la etapa 5 con un aumento del 252% con respecto a los valores
de los animales sham. En la regién contralateral sin embargo, se
presenta el decremento (éﬁ%) encontrado en otros tejidos al
aplicaf 6 estimﬁiaciones'y a’ pértir “de 11 égtimulacipnes se
encuentra una recuperacisn dgidTRH hasta presentar después de la
etapa 5 un aumento del 219%. con respecto de los valores de las

ratas sham.

Debido a gque se observé un decremento muy marcado del
contenido de TRH en algunas regiones del cerebro en 1la etapa 2
(con 6 estimulaciones), en cohéraste con lo reportado, se
conformé un segundo grupo de 8 ratas que se estimularon hasta
alcanzar la etapa 2.'del kindling, con objeto de corrpbofar los
resultados obtenidos con el grupo anterior. Este grupo de.
animales requirié 9 estimulaciones para alcanzar la eﬁééa; Tanto
el nicleo accumbens éomo la corteza frontal y el hipotadlamo

ipsilateral tuvieron un decremento en la concentracién de TRH.
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4.3.— ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA FENZIMA PGA _II DURANTE EL
DESARROLLO DEL KINDLING.

La actividad especifica de la PGA II fué cuantificada en las
regiones antes mencionadas incluyendo ademds el cerebelo y el
bulbo olfatorio. El cerebelo tiene entre 3 y 4.6 pmol/min/mg de
proteina de actividad de la- enzima PGA: II, pero concentraciones
de TRH no detectables. - E1  bulbo olfatorio responde
electrofisiolégicamente durante el establecimiento del kindling
amigdalino y tiene alto contenido de TRH y de actividad de la

enzima PGA II.

e ]
Los resultados de ambos gtrupos se muéstran en la TABLA VI, ¥
VII, ya que se analizaron por separado las regiones ipsi y
contralaterales al sitio de la estimulacién. También puede verse
el efecto del kindling en las GRAFICAS IV, 'V, VI que corresponden

al nicleo accumbens, la amigdala y el hipocampo.

Los cambios detectados en la actividad enziﬁética de la PGA II
fueron 'opuestos y complementarios a 1los encontrados "en el
contenido de TRH. Es decir, en la etapa 2 del desarrollo_del

kindling, la actividad de la enzima aumenta dramaticamente (hasta

un 359% en el caso del hipotdlamo ipsilateral), al compararla con ’

los valores de las ratas sham, y posteriormente ocurre una’

disminucidn gradual de la actividad de la PGA II gque es maXima en

el establecimiento del kindling en la etapa 5.
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TABLA VI

Actividad especifica de la enzima PGA II durante el
progreso del kindling. Regiones ipsilaterales al
sitio de la estimulaci6én. (pmol/min/mg de proteéina)

Sham Etapa 2 Etapa 4 Etapa S5

a b b
Hipot&lamo 2.6pl1.3 6b2.8 3p2 -~ 2b0.2 *

a b ' b
N. accumbens 3bi1.2 4p0.08 3p2 2pb0.28 *
Corteza fr. 4bp1.3 7p0.4 3bl.7 4b0.9

a a T b
Amigdala- 2.8p0.55 5p1.3 ~ 5.2p1.5 " °2p0.24 | * |
Cerebelo 2b0.76 4pl.4 176b1.3 “1.5p0.2

a b . b
Hipocampo 3p1.1 6b2 5pl.5 -2.5p0.36 *
B. raquidec 0.8b0.2 1.2p0.6 1.2b0.75 0.7p0.23
B. olfatorio 4.5p2 9p0.6 4p0.6 4.7p1.4

* EXiste diferencia significativa >0.05 entre las etapas al rea-
lizar el ANOVA. :

Las literales diferentes arriba de los valores de las etapas in-
dican diferencias >0.05 entre ellas.

Los valores estdn expresados como la media p la d.e.
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Sham Etapa 2 Etapa 4 Etapa 5
Hipotdlamo  2.6p0.7 8.5p1.3 2.6p0.9 © 2po0.8
N. accumbens 2.5p0.6 3.6p0.2 2p0.4 1.7p0.17
a b b
Corteza fr. 4pl.1 7.8p.78 6.5p2.8 4.7p1.3
. Amigdala. 4p0.13 - 5.7p0.3 6.6b2 _ 2.4p1.4
Cerebelo 2b0.9 2.5p1 2pb0.5 7 1.4p0.3
Hipocampo 4b1.1 7.6p1.2 4.5p0.9 3.4p0.6
B. ragquideo 0.6b0.3 1.3b0.4 1.2p0.7 0.8p0.13
a b b
B. olfatorio 4.5p2 9.4p2 5.4p1.9 s5p2

TABLA VII

Actividad especifica de la enzima PGA II durante el
progreso del kindling. Reglones contralaterales al
sitio de la estimulacidén. (pmol/min/mg de proteina)

*

*

* Existe diferencia significativa >0.05 entre las etapas al rea-

lizar el ANOVA.

Las literales diferentes arriba de los valores de las etapas in-

dican diferencias >0.05 entre ellas.
Los.valores estén expresados como la media b la d.e.
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GRAFICA IV Actividad especifica de la enzima PGA
. II durante el desarrollo del kindling en el Nicleo
Accumbens (ipgi y contralateral).

LAy
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RN
B
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GREFICA V "Actividad especiflca de la enzima PGA
II durante el desarrollo del kindling en la amigda-
h la (1p51 Yy contralateral) .

-



Actividad especifica de PGA Il en
7 pmd/min'mg de prot Afﬂigdala

Sham* K-li* K-Iv* KV* Sham+ K+ KV KV+
Etapas del Kindiing
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. GRAFICA VI Actividad especiflca de la enzima PGA

II durante el desarrollo.del kindling en el hlpo-, .
. ' campo (ipsi y contralateral) B .t e

- e



Actividad especifica de PGA Il en
Hipocampo

pma/min/mg de proleinas

—3

<]
Gd

o

K-+

Sham* KI* K-v* Kv* Sham
Etapas del Kindiing
ESipsilatera* £ Contralateral +
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Los cambios en actividad especifica de la enzima PGA II
encontradés, son significativos en el hipot&lame, en el nicleo
accumbens, en la corteza frontal, la amigdala y el hipocampo
ipsilaterales; y para la amigdala, el nicleo accumbens, la
corteza frontal, el hipocampo y el bulbo ragquideo contralaterales
al sitio de la implantacién del electrodo. No existe diferencia

significativa en la regién ‘del cerebelo.

En la etapa 4 la actividad especifica de la enzima permanece
elevada en la corteza frontal, en el bulbo ragquideo, y en la
amigdala del lado iérécho. Del lado izquierdo s6lo en el

R . K : TR S o3 : '
hipotdlamo .se. encuentra elevada la actividad en esta etapa,

mientras que ‘en los deméé.tejidos la actividad es comparable a la

de los animales sham.,

En la etapa 5 existe un decremento de la actividad de la
enzima en el nicleo accumbens, el cerebelo y 1la amigdala

ipsilateral, present&ndose la mayor disminucién en el caso de la

amigdala, con una diferencia ‘del 60% +/- 35 con respecto a las.:

ratas sham.
Los cambios son mds importantes en la parte ipsilateral que en

la contralateral de todos los tejidos, al igual ‘que ' en el caso

del contenido de TRH.
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El comportamiento del contenide de TRH opuesto al de la
actividad de 1la enzima PGA II en las diferentes etapas del
progreso del kindliﬁg del N. accumbens, la amigdala y el
hipocampo se muestran en las GRAFICAS VII, VIII, IX.

4.4.— ACTIVIDAD DE LA ENZIMA PGA II Y CONCENTRACION DE TRH
DOS _SEMANAS DESPUES DEL ESTABLECIMIENTO DE LAS CRISIS
CONVULSIVAS.

_ Se ha rebortado qgé}los}cambios "qie ocurren en difé;entes:
tejidos del cerebro durarnte el desaéigilo del kindlihg, se éueden
revertir cuatro semanas después del establecimiento de las crisis
convulsivas. Por ello, con objeto de definir qué tan permanentes
son los cambios bioquimicos que hemos 'observado, se realizé un
experimento en el que se analizé la actividad de 1la enzima y la
concentracién de TRH dos semanas después de que los animales

llegaron clinica y electrofisiolégicamenté a la etapa 5.

No se encontré &iferencié significativa ni en.la cénceﬂtracién
de TRH ni en la actividad enzim&tica de la PGA II en los tejidos
analizados dos semanas después de la etapa 5, al compararlos‘cdn'
los datos de los animales sham (TABLA VIII), lo que indica que
los cambios biogquimicos provocados por el desarrollo del

kindling, no son permanentes.
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TABLA VIII

Concentracién de TRE y Actividad especifica'derla enzima
PGA II, dos semanas después de la crisis de 'la etapa 5.

TRH PGA II

Tejido contralateral Tejido ipsilateral

% de diferencia % de diferencia
Sham Etapa 5 Sham Etapa 5

Hipot&lamo 100b33 116p66 - 100p60 56b40
N. accumbens 100pb54 81pb55 100p25 89pb11

Corteza frontal 100p41 138p9 . "100b29 ~ 80b5
R . B . . S
Cerebelo 100b58 75p25- 7" 7 100p23 114p23
Hipocampo 100psS9 114b42 _100p21 76p23
Bulbo raguideo  100bs0 95p49 100p78 .  73p22
Bulbo olfatorio 100b81 88p51 100p39 52b16

Los Tresultados se expresan como pocentaje de diferencia con
respecto al valor de los animales shamp d.e.. PR
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GRAFICA VII Cambios opuestos y complementarlos en el

- contenido 'de TRH y la Actividad de la enz:l.ma PGA II°-

en el Nicleo Accumbens, durante el progreso, del kin’
dling.



i
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" GRAFICA VIIT Cambios o
- contenido de TRH y 1
en la‘AmigdalaL”dur

puestos y complementarios en
a Actividad de la enzima PGa I
ante el progreso del kindling.
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GRAFICA IX Cambios opuestos y complementarios en

--el contenido de TRH y la Actividad de la enzima PGA

II en el Hlpocampo, du{ante el progreso del kin-
ing. .«
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4.5.— ANALJISIS DE IAS CORRELACTIONES ENTRE LOS CAMBYOS DE TRH
Y LAS VARIABLES ELECTROFISIOLOGICAS.

Los animales experimentales de nuestro estudio mostraron
diferentes valores promedioc del nUmero de estimulaciones atn
cuando el animal se clasificara dentro de una misma etapa
-conductual: - Con objeto de determinar si las variaciones en el
‘contenido de TRH dependian de las estimulaciones recibidas por el
animal o bien, de la etapa alcanzada en el kindling, se
realizaron analisis estadisticos para correlacionar la duracién y
f}ecuenciéi(écumulada y. puntual) de las postdg%cargés con el
tgﬁmero de'estiﬁdlacionéé, con lé etapa, y con el qonténido de TRH
que determzh; el grado de respuesta bioguimica de la neurana

excitada (TABLA IX).

No se observélcorrelacién entre el nimero de estimulaciones y
la duracién de la postdescarga a diferencia de lo reportado (28).
Sin embarge al correlacionar la etapa con la duracién de la
postdescarga, sé1encontr6 que el 76.8% del comportamiento de la
duracién de la PD estd expliéado por la etapa que alcanzan los
aﬁiﬁales. La ¢prreiaci6n entre la f;ecuéncia y el nimero de
estimulaciones o la " etapa del kindling fué también altamente

significativa.
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TABLA IX

Correlaciones realizadas con la duracién y la frecuen-

cia de las postdescargas.

Duracién dé PD vs No. -de ‘est.
Duracién de PD vs Etapa

Frecuencia de PD vs No. de est.

Frecuencia de, PD vs Efapa

e

No. de est. vs pg de TRH en el
N. accumbens contralateral.

No. de est. vs pg de TRH en e
N. accumbens ipsilateral. :
(correlacién semilogaritmica)

0.75

0.608

289

0.088

0.002

0.000

. 0.006 -

0.003

0.027




Se analizo estadisticamente la correlacién entre el
comportamiento de las diferentes estructuras, en cuanto al
aumento en el contenido de TRH contra el aumento en la duracién y
contra el aumento en la frecuencia, y el resultado (r=0.9)
indica que el comportamiento con respecto a frecuencia y duracién

es similar en el 90% de los casos analizados.

Al correlacionar el numero de-estimulaciones contra pg de
TRH de todos 1los tejidos estudiados, se encontré un valor
significativo s6lo para el caso del niicleo accumbens derecho. Con
una correlacién de 0.750; (p=0.003). Sin embargo, una correlacién
semilogaritmica de las mismas variables, fue significativa para
€l nicleo accuﬁbens izqg?é;do. o ‘

Analizando la correlacién entre el contenido de TRH y la
duracién de la postdescarga resulté significativa Udnicamente si
es semilogaritmica y s6lo para el nicleo accumbens izquiexrdo, con
un valor de 0.67. Al hacer la misma correlacién pero logaritmica,
se encontré un valor significativo para el hipotdlamo derecho,
con una correlacién de 0.674; para el nicleo izquierdo de 0.674;

Y para el nidcleo accumbens derecho de 0.689.

En las Graficas X a XIV aparecen los datos del contenido de
TRE en las estructuras con correlacién significativa, (ipsi'y -
contralateral), del cerebro de cada rata contra el aumento de la

duracién de la postdescarga acumulada. En las Graficas de la XV a
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GRAFICA X Contenido de TRH en el Hlpotalamo

. (1p31 y. contralateral) contra el aumento en la du= -

- racién de la.postdescarga acumula a.
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50
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HIPOTALAMO 1ZQUIERDO
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‘ GRAFICA XI Contenido 'de TRH en el Nicleo Accumbens
(ipsi y contralateral) contra el aumento en la du-
racién de la postdescarga acumulada.

B P



_ pg/TRH(mies)
T
Sl

24 26 &4 73 g2 &35 87 173 233 n a2 ax 23
DURAGION (seg)

.-~ ACCUMBENS DERECHO -

_Pg/TRY (mies)

ACCUMBENS IZQUIERDO

71




GRAFICA XII Contenido .de TRH en el Hipocampo (J.ps:.
y contralateral) contra el aumento en la duracxdn
de  la postdescarga acumulada.. .

.. - - ar
P B
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,GRAFICA XIII Contenido de TRH en la Corteza Frontal
(1ps.1 y contralateral) contra el aumento en la du- -
rac16n de’ la postdescarga acumulada......veeeenenn.
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GRAFICA XIV Contenido de TRH en la Amigdala (ipsi

y contralateral) contra el aumento en la duracxén

.. .- de. la postdescarga acumulada.

>
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la XVIII se encuentra la respuesta de 1los tejidos con una
correlacién significativa, al aumento en la frecuencia de la

postdescarga.

Los resultados anteriores son explicables debido a que en la
mayoria de 1los casos, el comportamiento de 1la concentracién de
TRH respecto a la frecuencia y a la duracién de la PD fue el de
una campana. El comportamiento tanto en las.gr&ficas .de duracién
como de frecuencia de la PD, sigue el de una curva normal en el
83% de los casos (excepto en la amigdala izquierda), con un punto
maximo de produccién de TRH, y posteriormente un declive en la
respuesta del tejido al aumento de duracién y frecuéncia de la
oD . i“ R ;
Tanto con la duracién como con la frecuencia, la amigdala
jzquierda muestra un aumento progresivo en el conteniéo de TRH,
de modo que el punto méximo se encuentra con la mayor duracién y
la mayor frecuencia, que corresponde a la etapa 5 a la que se
llegé con 14 estimulaciones. Las correlaciones son bajas. Esto se
debe a que el incremento en la concentracién de TRH respecto“é la

frecuencia no sigue un patrén lineal.

En las demas estructuras analizadas, el comportamiento del
contenido de TRH con respecto a la duracién y la frecuencia de
la PD es el de una curva normal. Presentaron una zona ascendente

y una descendente, por lo que se realizé una correlacién tomando



| GRAFICA XV Contenido de TRH en el Niicleo Accumbens
' (ipsi y contralateral) contra el aumento en la
' .. frecuencia de la postdescarga acumulada.
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" GRAFICA XVI Contenido de TRH en el Hlpocampo (1p51
Y. contralateral) contra el aumento en la frecuenc;a_

. de la postdescarga acumulada. . o
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GRAFICA XVII Contenido de TRH en la Corteza Frontal
(lps.l"y contralatéral). contra el aumento en la fre-
N cuénc:n.a de la postdescarga acumulada. .
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" GRAFICA XVIII Contenldo de TRH en la Amigdala (ipsi )
Yy coqtralateral) contra el aumento en la frecuencia -
. de- la. postdescarga acumulada. . .- ’

>
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el primer punto de la 1linea, es decir, la duracién o la
frecuencia mé&s baja y como udltimo punto la duracién. o la
frecuencia con la que se produce el mayor contenido de TRH (que
varia dependiendo del tejido analizado) y posteriormente se
realizé una correlacién del punto médximo de la curva al Gltimo
punto. Si la correlacién resultara alta, implicarfia gque el
comportamiento de TRH tiene una tendencia lineal con respecto a

la duracién o a la frecuencia de la PD.

En la TABLA X aparecen los datos de la correlacién de la
linea con pendiente positiva (ascendente), 1la pendiente, la
. guracién que produce el mayor contenido de TRH, y el ntimerc.de
eééimulagiqnes que corresponden a esa duracién. En la TABL&TXi
.éiareéen los datos de la 1linea con pendiente negativa

(descendente).
Las TABLAS XII y XIII muestran los datos de la linea con

pendiente positiva o negativa del contenido de TRH contra la

frecuencia de la PD.
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TABLA X

CORRELACIONES DE LA LINEA CON PENDIENTE POSITIVA DE CONTENIDO

DE TRH CONTRA DURACION DE LA POSTDESCARGA.

Maximo conte- r m Valor m&ximo Namero
nido de TRH de duracién. estimu-
(pg) (seqg) lacién.
1)Hipoté&alamo 39420 *0.868 191.8 173 14(K~-5)
2)Hipotalamo 19996 0.505 24.9 332 9 (K-4)
1)N. accumbens 3162 0.806 6.0 332 9 (K-4)
2)N. accumbens 4842 *0,982 27.2 173 14(K-5)
1)Hipocampo'; 1275 0.229 3.1 82 11(K-2)
2)Hipocampo -~ - - 999 " . *0.834 9.8 82 11(K-2)
l)Corteza - . ‘ . 546 C '0-'.'308 3.3 86 11(K=-2)
2)Corteza 1047 *0,731 11.2 73 11(K-2)
1)Amigdala 1979 *0.674 1.2 909 14(K-5)
2)Amigdala 823 *0.733  17.2 86 11(K-2)
1)Bulbo raq. 1287 0.609 2.3 255 14(K-5)
2)Bulbo raq. 850 -0.095 =-0.06 24 6 (K-2)

* r = estadisticamente significativa > de 0.65
1) ipsilateral;.2) contralateral .

. e
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TABLA XI

o CORRELACIONES DE LA LINEA CON PENDIENTE NEGATIVA DE
: CONTENIDO DE TRH CONTRA DURACION DE LA POSTDESCARGA.

M&ximo conte-  r m Valor maximo Namero
nido de TRH. de duracién. estimu-
(pg) (seqg) lacién.
i)nipotalamo 39420 -0.448 -18.2 ) 173 14(K-5)
2)Hipotalamo 19996 *-1.0 -2.17 332 9 (K-4)
_1)N. accumbens 3162 -0.637 -1.34 332 9 (K-4)
2)N. dccumbens 4842 +0.06 . 0%235° 173.:° . 14(K-5)
. .d)Hipocampo 1275 ‘0.324  0.397 - . 82 - 11(k-2)
2)Hipocampo 999 ~-0.159 ~0.13 82 11(K-2)
1)Corteza 546 . 0.412 0.3 86 11(K-2)
Z)Corteza 1047 ~0.440 ~0.4 73 11(K-2)
1)Amigdala 1979
2)Amigdala 823 -0.171  -0.328 86 11(K-2)
1)Bulbo raq. 1287 -0.573  -0.856 266 11(K-2)
2)Bulbo rag. 850 B ’ S
* correlacidn estadisticamente significativa r > —0.65 '-;

l)ipsilateral; 2)contralateral
La’ amigdala ipsilateral 'y el bulbo raquideo contralateral no
presentaron comportamiento como curva. normal.
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TABLA XII

CORRELACIONES DE LA LINEA CON PENDIENTE POSITIVA DEL
CONTENIDO DE TRH CONTRA LA FRECUENCIA DE LA POSTDESCARGA.

Maximo conte- r m Valor m&ximo Numero
nido de TRH. de estimu-
(pg) frecuencia 1lacién.
(Hz)
1)Hipotalam6_ 39420i 0.446 325.7 45 14 (K-5)
2)Hipot4lamo 19996 0.303 266.3 24 9 (K-4)
1)N. accumbens 3162 *0.815 266.3 24 9 (K-4)
2)N. accumbens 4842 *0.679 63.7 45 14(R-5)
1)Hipoqampo;¢' 1275% ° £ 0.119.° 6.5. 23 A1(K-2) -
2)Hipocamps® 999 . .«  *0.84 a2.2 23 - 11(K=2)
1)Corteza fr. 866 0.503 12.65 34 11(K-2)
2)Corteza fr. 1047 0.58 14.63 . 33 11(K-2)
1)Amigdala 1979 ‘0.455 15.39 46 14(K-5)
2)amigdala 2147 *0,68 39.61 34 11(K-2)
1)Bulbo raq. 1287 0.393 10.44 44 14(K~5)
2)Bulbo raq. 850 ~0.426 ~-5.826 6

6 (K-2)

*correlacién estadisticamente significativa > 0.65
l)ipsilateral; 2)contralateral
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TABLA . XIIT

CORRELACIONES DE LA LINEA CON PENDIENTE NEGATIVA DEL
CONTENIDO DE TRH CONTRA LA FRECUENCIA DE LA POSTDESCARGA.

M&ximo conte- r m Valor maximo Namero

nido de TRH. de estimu-

(Pg) frecuencia lacién.
(Hz)

1)Hipot&lamo 39420 -

2)Hipotalamo 19996 0.024 14.2 24 9 (K-4)
1)N.accumbens 3162 ~0.468 =-35.4 24 9 (K-4)
2)N.accumbens 4842 ' a ;.j L
1)Hipocampo . 1275 0.079 nff2.75 o 23 - T 11(R=2) .
2)Hipocampo 999 *0.65 15,9 33 11(K-2) ’
1)Corteza fr. 866 -0.245 -9.66 34 11(K-2)
2)Corteza fr. 1047 *0.772 -39.6 ‘33, 11(K~-2)
1)amigdala 1979 i

2)Amigdala 2147 *0.755 0.048 34 11(K-2)
1)Bulbo ragq. 1287 *~0.815 —455.5 44 . 14(K-5)
2)Bulbo raq. 850 E

* correlacidn estadisticamente s;gnlficatlva r > 0.65
l)ipsilateral; 2)contralateral
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Este andlisis permitié- encontrar que algunos tejido
representan el maximo valor de TRH con la misma duracién de 1
PD, es decir, existe una alta correlacién entre el compoitamiento
del hipotdlamo izquierdo con el N. accumbens derecho; el
hipotdlamo derecho con el N. accumbens izquierdo; la amfigdala
derecha con la corteza izquierda; el hipocampo en ambas
porciones, ipsi vy contralaterales tienen un valor m&xzimo de

contenido de TRH con la misma duracién (82 seg).

Puede observarse que la curva estd mas desplazada hacia a la
izquierda comenzando con la corteza derecha; hipocampo ipsi y
‘cpntralateral; amigdala qontralateral y corteza ipsilaféral;
lvhipotélamo izquierdo y 'n. accumbens. derecho; bulbo rQé&ideo
izqﬁierdo; hipotdlamo derecho y n. accumbens izquierdo; amfgdala
izquierda. Esto quiere decir, gque en ese orden responden las
diferentes estructuras con respecto al aumento en la duracién de

la PD.

La pendiente nos indica qué tan gradual es el aumento en el
contenido de TRH con respecto a la duracién. Mientras mas
positiva gs:la pendiente podemos decir que con un ligeroc aumento
en la dufééién de 1la PD, se provoca un mayor aumento ehxel
contenido de TRH. En ese sentido responde con mayores cambios,
por cada aumento en la duracién de la PD: el hipotalamo
ipsilateral> el :N. accumbens contralateral> el hipotélam6

contralateral> la amigdala contralateral> la corteza
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contralateral> el hipocampo contralateral> el n. accumbens
ipsilateral> 1la corteza ipsilateral> el hipocampo ipsilateral>

el bulbo raquideo ipsilateral> la amigdala ipsilateral.

De las estructuras con una correlacién mayor de 0.65
(estadisticamente significativa), las gue responden aumentando el
contenido de TRH con menor nGmero de estimulaciones, son en
orden decreciente de su pendiente, la amigdala contralateral
(Grafica XIV), después la corteza contralateral (Grafica XIiI), y

el hipocampo contralateral (Gra&fica XII).

Esta%ﬁtre;'éstrpgturas aumentan su contenido de TRH con 11
gstimulac}ones, gue céfrespo@den_a la etapa 2, 'la pendiente no
es muy posi¥ivé (compafandolcon el hipotédlamo izqguierdo) lo que
indica que el aumento es muy gradual y progresivo. A partir de
ese punto, a pesar de que aumenta la duracién de la PD no hay

mayor respuesta (de produccién de TRH) en las etapas siguientes.

La pendiente del. declive de estas mismas estructuras no es

_muy negativa, se mantiene por aba]o de los niveles maximos hasta

llegar a la etapa 5. Las estructuras con una correlacién mayor de

0.65, gue responden con el maximo contenido de TRH hasta llegar a

14 ~estimulaciones son, en orden decreciente de su pendiente, el

hipotdlamo ipsilateral (Gr&fica X) el n. accumbens contralateral

Yy el n. accumbens ipsilateral (Gr&fica XI). En estas estructuras

la correlacién entre la duracién de la PD y el nimero de
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estimulaciones se mantiene elevada (r=0.9527), lo cual parece
tener relacién con que el aumento maximo de TRH aparezca hasta

la etapa 5.

En la GRAFICA XIX aparecen las pendientes de estructuras
representativas; puede apreciarse que 1la corteza alcanza el
méximo de produccién de TRH a un valor de 73 seg de duracién de
la PD, mientras que el hipotdlamo y el n. accumbens, hasta el
valor m&ximo de PD. En el caso del n. accumbens ipsilateral la
correlacién entre la duracién de la PD y el contenido de TRH es
negativa y alta (~0.637) en la regidén del declive de la curva.
.Las _neuronas de estas regiq@es _hd pigxden la capacidad de

" respuesta al pamero, de 'esgimulaciones, “a diferencia de las

regiones eminentemente epilépticas.

Puesto gue la correlacién entre la frecuencia y la duracién de
la PD es de 0.9, el comportamiento del contenido de TRH con
respecto a la frecuencia es similar al de la duracién.vDe modo

.que el punto maximo de produccién de TRH con respecto a la
frecuencia de 1la PD, se encuentra en la misma etapa y con el
mismo nimero de estimulaciones en el 83% de los casos. En
consecuencia el pomﬁortamiento del contenido de TRﬁ gontra el
aumento de la frecuencia de. la. PD también muestra una curva
normal en el 83% de los casos, a excepcién de la amigdala
ipsilateral (Graficas XVIII). Las regiones gue presentan una

correlacién estadisticamente significativa (r> 0.65) variaron.
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_GRAFICA XIX Pe
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Estas son el n. accumbens ipsilateral, el n. accumbens
contralateral (Grafica XV), el hipocampo ipsilateral (Grafica

XVI) y la amigdala ipsilateral (Gré&fica XVIII).

El n. accumbens ipsi y contralateral tienen una pendiente muy
positiva, 1lo que indica cambios grandes de contenido de TRH con
cambios pequefios en el aumento de la frecuencia de la PD. El
punto ma&ximo de contenido de TRH se obtiene en la etapa 4 para el
n. accumbens ipsilateral y en la etapa 5 para el contralateral.
Coincide con el comportamiento con respecto a la duracién. La
pendiente de 1la 1linea del declive no es muy grande para la

~porcién ipsilateral, a diférenqia de lo gue ocurre cuando se

'gfafica céntqa la duracién de la PD en la’mismalﬁegidn.

El hipocampe y 1la amigdala contralateral se comportan
aumentando su contenido de TRH en la etapa 2 con cambios
graduales con respecto al aumento en la frecuencia. A diferencia
de lo que ocurre en la duracién, la pendiente de 1la linea del
declive es estadisticamente significativa en el hipocampo,
corteza frontal y amigdala contralateral, como si después del
aumento de TRH ;ag neuronas de estas regiones se "fatigaran" y no

respondieran a los aumentos en frecuencia.
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5.- DISCUSION

Loscher (26) demuestra una marcada diferencia en el valor del
umbral de la postdescarga (UPD) entre los animales sham que
tienen diferente periodo de tiempo de implantacién. En cambio al
comparar la duracién de la PD registrada en dos grupos de
animales con.diferentes tiempos de implantacién, uno de ellos
estimulado (kindling) y el otro no (sham) se pueden observar que
los valores promedio fueron de 8.1 +/- 1.2 seg en las ratas
(kindling) con una semana de intervalo entre la implantacidn y el
registro, contra 6.1 +/- 0.96 seg en las ratas "'(shan) con 4
sgﬁgﬁas de'iﬁtéfvaiol' Ambos grupos tuvieron simil?f duracién y-
severidad de las convulsiones (11.3 ;/— 1;7 contra 10.4 +/- 5.2
seg) cuando se midié el umbral de 1la postdescarga antes del
kindling (26): Por esta razén nuestros animales control son ratas
gue son implantadas.en el mismo periodo de tiempo que las ratas
experimentales, y son sacrificadas el mismo dia en gque las
Gltimas alcanzan la etapa deseada. No existié sin embargo,
diferencia significétiva entre los distintos grupos sham, ni en
el cqntenido de TRH ni en la actividad de la PGA II por 1lo que
los ”éambios encqptrados 'son ‘consecuencia de la estimulacién

eléctrica.

Se ha reportado qgue la  magnitud de . la respuesta de las
neuronas al kindling, es decir, el &rea de los potenciales

negativos de las postdescargas, muestran una correlacién positiva
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con el numero de estimulaciones (28). Asi mismo la duracién de
las PD nmuestra una correlacién lineal con el nimerc de
estimulaciones (28); nuestros datos no mostraron esta correlacién
pero si con la etapa, lo que pudiera implicar una diferencia en
la cepa de animales utilizados que reéuieren menor nlmero de
estimulaciones, o las diferencias en tamafio, ya que el peso de
los animales varia entre 300 y 350 g. Otro factor importante que
puede afectar la variacién-en el nlmero:de estimulaciones es el
sitio de implantacién del electrodo. °No es posible en este tipo
de estudio tener un control histolégico del nicleo de la amigdala
en donde queda colocado el electrodo, puesto que una vez que el
animal alcanza la etapa del .kindling }eguerida( es sacrificado y
el cerebro disecado. Si e%:félectrqda se ehcuéntra en el hﬁd;eo
central se necesitan menor ndmero de eétiﬁulaciones que‘cuando.se
encuentra en el nilcleo medial, con una diferencia +/- de 8
estimulaciones (25a). Los animales dé este estudio tienen una

diferencia de similar magnitud en la etapa 2.

Las neuronas TRHérgicas de regiones epileptogénicas como son
la amigdala, la corteza y el hipocampo muestran un aumento en 1os
niveles de TRH durante el desarrollo del kindling, alcanzando-
incrementos signific&tivos éé hasta 200% en la‘ etapa 5, de.
acuerdo a lo reportado (32). El decremento’ observado en el
contenido de TRH en algunas de las estructuras sugiere que

durante las primeras estimulaciones eléctricas se produce un
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aumento dramdtico de-.la liberacién de TRH. Esto es mAs evidente
al comparar la respuesta de la regién contralateral vs. la

ipsilateral.

Ootros grupos no han visto la disminucién en el contenido de
TRH en etapas tempranas del kindling, lo cual puede deberse a que
el nimero de estimulaciones que, por ejemplo, el grupo de Kubek
(32) utiliza para alcanzar la etapa 2-3 es de 9.7, esto significa
gue no observan los cambios con 6 estimulaciones, y no analizan
todos los tejidos que nosotros analizamos. Este mismo grupo no
encuentra los cambios en TRH durante la etapa 2 gque describimos
nosotros. Esto puede ser explicado por la laiferenciéA'en la
duracién de 1a.PD después de la ﬁltima estimu;éﬁién epjié eﬁapa o
5, que fue de 60 +/- 12.2 seg y en la etapa 2;3 fue de 3.2 +/=
8.6 seg. Nuestros animales en cambio, presentaron una duracién en
promedio de la etapa 2 de 7.71 +/— 3.25 seg, y de 33 +/- 26.7,seg
en la etapa 5 (similar a la encontrada por Meyerhoff (32) en la
etapa 2). Nuestro anédlisis estadistico sugiere que existe una
correlacién lineal entre la duracién de las PD y 1la respuesta

.bioquimica de las neuronas; por tanto, las diferencias que puedéﬁ

.encontrarse en cuanto al contenido de TRH con respecto a lo

R . -
reportado (32) pueden deberse a que se necesitaron menor numero

de estimulaciones para declarar a un animal en la etapa deseada,

-ya que la duracién de la PD también fue menor.
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La recuperacién progresiva y .- subsecuente es debida
probablemente a un aumento en la transcripcién del gene de TRH.
Kubek (21) reporta un aumento en los niveles de ARNm de TRH s610
en ciertas regiones del <cerebro utilizando hibridizacién "in
situ". Aunque esta técnica es esencialmente cualitativa es
probable gque la sintesis de TRH aumente en todas las regiones

estimuladas. La deteccién del ARNm de preproTRH ha sido observada

tres horas después de una convulsién de la etapa 5 en la corteza - .

- piriforme, la amigdala, y el hipocampo, y la hibridizacién més
fuerte se mostré a las 6 horas postictales. 24 horas m4s tarde,
la concentracién del ARNm del TRH regresé a los niveles basales
“‘en ;ogas‘las estructuras mencionadas. No se detecté hibridizacién
en lasléecci09351de los animales .Sham previamente traﬁados con
RNAséﬁ:(Zl)l Nuestro grupo ha reportado cambios ré&pidos vy
pasajeros en los niveles de ARNm posterior a un estimulo como la
exposicién al frio o la succién en diversos nicleos del
hipotdlamo (48). En células hipotaldmicas en cultivo, el aumento
de los niveles de segundos mensajeros (AMPc o ésteres de forbol)
incrementan los nivels de ARNm de TRH. Es muy probable que en
consecuencia al  estimulo liberador, la neurona TRHérgica
responda también aumentando la sintesis del negropéptido. Debido
sinv embargo, a ibblpasajero del cambio, resulta técnicaménte
dificil 1la cuantificacién del ARNm de TRH en cada una de las

regiones durante el-desarrollo del kindling.
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Por otro lado, en ciertas regiones como en el hipot&dlamo. y en
el nicleo accumbens, en las cudles después de la etapa 2 en la
que se observa una dramatica deplecién del TRH, la recuperacién
de los niveles encontrados en las ratas sham, en la etapa 5 no es
del 100% para el nicleo accumbens y apenas del 108 y 121% en el
hipotdlamo. Esto contrasta con 1las otras regiones que si
mostraron cambios. En la etapa 5 se encuentra un aumento hasta
del 300% para el caso de 1la corteza frontal y la amigdala
ipsilaterales. En el nicleo accumbens, en donde no se encuentran
cuerpos celulares, no se sabe de donde provenga el TRH gque ahi
estd presente para liberarse, pero los datos encontrados indican
que toma mésf}iempb'par;ﬁeste tejido mantener los niveles de TRH.

Sin embargB, T si péfecen‘ apoyar un evento de liberacién
importante del TRH. Se ha propuesto adem&s, que el TRH se acumula
"en el hipocampo después de que el animal presenta convulsiones, y
que éste puede ser liberado por estimulacién con alto potasio
dependiente de calcio, en mayor proporcién que en los animales
sham y la cantidad gque se 1libera estd relacionada a la
concentracién que tiene el tejido (21).  Esto sugiere que el TRH
recién sintetizado se almacena en el hipocampo y probablemente en-
qtroé sitios epileptogénicos, en unangaza de f&cil liberacién, o
que los procesos dintracelulares involucrados en el evento de

exocitosis estan afectados en los animales "kindleados".
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Este TRH liberado podria provocar una serie de cambios en los
receptores de TRH y en la enzima PGA II gque lo degrada
fi;iolégicamente. En la etapa 2 el TRH disminuye dram&ticamente

" mientras que la actividad de la enzima es m&xima; aparentemente
'esté ocurriendo una liberacidén del TRH junto con otros amindcidos
neurotransmisores (46) gque de alguna manera provocan un aumento
en la actividad de la enzima degradando al TRH gue acaba de ser

- - liberado por las primeras estimulaciones eléctricas.

Estudios recientes (20), que involucran la degeneracién de las
neuronas presindpticas TRHérgicas, parecen indicar que la enzima
" est& localizada en la membrana de ld célula postsinaptica, o por

16 menos que no sé encuentra en la regién presin&ptica. - Esto, al

correlacicnarlo con ei hecho de que:se_ ha demostrado que los
receptores de TRH (también postsindpticos) se encuentran
disminuidos mas o menos en la misma proporcién que la enzima, en
~la.-etapa 5 del desarrollo del kindling,en algunas de las
regiones analizadas, hace suponer que ambas proteinas pudieran
tener una regulacién similar a través de mecanismos
intracelulares que probablemente implican un aumento en ..la

transcripcién de los genes tempranos inmediatos como c-fos y

DA

c-jun (24) o bien, afectando fosforilaciones especificas.
El ARN mensajero de ' c-fos se encuentra aumentado durante el

establecimiento del kindling en regiones del cerebro que se sabe

que responden a este estimulo, como el hipocampo (22).
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La disminucién en el porcentaje de unién de los receptores de
TRH por su ligando est& demostrada en la amigdala y en el
hipacampo, siendo m&s importantes 1los cambios en 1la regién
ipsilateral (21), ‘1o cual concuerda con el comportamiento de la
enzima en la etapa 5 de las regiones analizadas en nuestro
estudio. Como se mencions en la introduccién, en células
hipofisiarias se ha observado un efecto inhibitorio del TRH en
la actividad de la PGA II. La inhibicién de la enzima al avanzar
el kindling puede ser consecuencia del aumento de liberacién -del
TRH. La estimulacién observada en la etapa 2 debe ser, sin

embargo causada por otros factores.

i:frue claré‘la respuesta bimodaI(énHel incremento de TRH en
respueéta al auﬁéﬂ%o de 1la PD. Como si al ‘inicio, ia:neufoha
TRHérgica respondiera directamente a la estimulacién. Sin embargo
en las zonas .epileptogénicas, donde = se reportan cambios
permanentes en el kindiing, a una duracién m&s temprana (@ 80
seg) se presenta el maximo de incremento, sin cambios
posteriores. El TRH pareciera responder a este '"aprendizaje" en
el sistema lfimbico. Esto no ocurrié en el hipot&lamo o el niicleo
accumbens; zonas en las cuales el TRH tiene una funcién definida
kcomo neurchormona qgntrdlan&o la funcién‘hipbfisiaria y cuya
liberacién es susceptibleé al estrés (48) o involucrédo en la

funcién motora, respectivamente.
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. Existen evidencias de que el TRH tiene un efecto
anticonvulsivo, lo cual estd relacionado con la reduccién de la
eficiencia de la transmisién de las sefiales en el evento conocido
como potenciacién a largo plazo (LTP) (34). Esta reduccién es
dosis dependiente y estd mediada por los receptores a NMDA
(29,46) .Ademas, las benzodiazepinas anticonvulsivas como el
diazepam y el flurazepam compiten por el receptor de TRH (22).
Existe controversia sobre el efecto del TRH -en los receptores a
NMDA, dependiendo de la regién del -cerebro gque se estudie
(potencia su respuesta a N-metil-D-aspartato de una manera
dependiente de voltaje en motoneuronas espinales (42), y tiene un
efecto bloqueador en amigdala  (34) ), '‘pero es evidente que’
interactta con ellos en eventqé?@omq el Lfb o el kindling.

Aunque existen estudios que involucran los receptores NMDA,
AMPA postsindpticos, 1la inhibicién de -GABA, el aumento en
catecolaminas y acetilcolina, s6lo es clara‘la relacién del TRH
con algunos de ellos (catecolaminas, NMDA, acetilcolina,
glutamato). De modo que la funcién o el efecto que el TRH tiene
durante el progreso o el establecimiento del kihdling queda por

dilucidarse.

Los efectos obervados en las caracteristicas de las PD
sugieren que el TRH participe como un anticonvulsivo en regiones

del cerebro "especificamente" epileétogénipas..Queda por realizar



. . una correlacién entre estos resultados y la conducta de animales

4t

ya epilépticos ante 1la presencia del TRH, o bien de un

antagonista del neuropéptido.

El papel del TRH, al ser 1liberado Jjunto con aminodcidos
excitadores como el aspartato ; el glutamato, catecolaminas,
podria permanecer elevado en Ha etapa 5 del kindling, en la
terminal sinédptica y podria moduﬁar eventos postsindpticos..como
los que se han demostrado. Esto puede apoyar gque existe una
relacién entre el aumento del conqenido de TRH, la liberacién del
péptido, y la disminucién de 1los receptores de TRH y de la
actividad de la enzima. ’ o T

R .y
Las regiones que muestran disminucién de 1la éctividad dé“ié
enzima, muestran también aumento |en el contenido de TRH, lo cual

pudiera significar especificidad del evento.

La disminucién en los receptores |de TRH asi como en la actividad
especifica de la enzima podrfia estar asociada con la inhibicién
esgecifica y dependiente de la dosis de ciertas poblaciones
celulares estimuladas por glutamato. Esta respuesta puede atenuar
léf'sobreexcitabilidad en vias especificas ée retroélimentacién,'

tal como la observada en el hipocampo.

Por otro lado, el TRH podria proveer proteccién contra el daiio .
celular, tal como se ha observado |para el TRH en las motoneuronas

espinales. O bien, el TRH puede contribuir a la plasticidad




provocada por las convulsiones a través de los efectos tréficos
que se sabe que provoca en motoneuronas espinales. O bien, el TRH
podria afectar los mensajeros intracelulares, posiblemente
modificando la homeostasis del calcio (21). Dependiendo de la
regién del cerebro previene la excitacién neuronal evocada por
aminoacidos como el glutamato bloqueando los receptores a NMDA en
la corteza cerebral de rata, asi que es factible que el tiempo de
permanencia del péptido, debido a 1la disminucién de 1la
degradacién, pueda prevenir la activacién excesiva de las

neuronas, sobre todo en excitacién anormal como LTP o kindling.

Los efectos especificos provocados por el kindling que se

‘eVldenc1an en este ‘estudio son un aumento en €l contenido de TRH"

después ‘de la aparicién de la crisis generalizada; una
disminucién de la actividad de la enzima degradativa del TRH, de
manera simulténea a la disminucién que ocurre en los receptores
de TRH bajo el mismo estimulo; cambios en el contenido de TRH y
de la actividad de la enzima en etapas previas a la aparicién de

las crisis.

Ay

Algunos aspectos: que pueden desprenderse de los hechos
anteriores, son que'éi TRH parece ser el responsable del cambio

en la actividad de la enzima, puesto que en la regién del

cerebelo en donde hay presencia de enzima pero no de TRH, no se’
:detectaron cambios en la actividad de la enzima. Ademds, el TRH

_ puede provocar cambios moleculares como aumentar la expresién de

C~-fos que pudiera modificar la expresién de la enzima, lo cual se



apofa por el hecho de que c-fos se encuentra en las mismas
regiones donde disminuye el receptor durante el kindling.
Aparentemente el TRH en la etapa 2 del kindling, se libera y
luego aumenta la transcripcién del gene de TRH para recuperar los
niveles de TRH. Puesto que es liberado con otros
neurotransmisores como catecolaminas, glutamato, es posible que

estos tengan un efecto en la propagacién de las convulsiones.

C oy e s



6 .— CONCLUSIONES

' 1) . Los cambios de concentracién del TRH son opuestos a los

niveles de actividad especifica de la enzima.

2) La actividad de la enzima PGA II es regulable en el sistema

' nervioso central en condiciones de estimulacién eléctrica.

3) Puede proponerse una liberacién del TRH con las primeras

estimulaciones que provocan una modificacién de la actividad de

la enzima.

s, »

- 4) El1 comportamiento del TRH en el désafréllo del kindling, que
en etapas iniciales es proporcional a la estimulacién y no
después, puede representar un mecanismo compensatorio u

‘homeostatico.
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ABREVIATURAS

Ach acetilcolina.

DN-1417 Citratc de gamma-butirolactona~gamma-carbonil

L-histidil-L-prolinamida.
DII Descargas interictales.
ECS Chogue electroconvulsivo.

EEG Electroencefalograma.

EPSP Potencial postsindptico excitatorio sencillo.

GABA Acido gamma amino butirico.

I.C.V. Intracerebroventricular.

LTP P§ténciacidn a largo plazo. . -~
NMDA N-metil-D-aspartato. o
NPV Nﬁélég paraventricuiar.

PD Postdescarga.

PGA Piroglutamato aminopeptidasa.
PKC Proteincinasa C

ProTRH Péptido precursor del TRH biolSgicamente
PTZ Pentilenetetrazol.

RIA Radioinmﬁhoensayo.

SNC Sistema nervioso central.

" UPD Umbral de la'poétdescargaL

T4 Tiroxina.

T3 Triyodotironina.

TRH Hormona liberadora de la tirotropina.

TRHr Receptor de TRH

TSH Tirotropina.

activo.
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T3 Triyodotironina.
TRH Hormona liberadora de la tirotropina.
TRHr Receptor de TRH ’

TSH Tirotropina.
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