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RESUMEN

JUSTIFICACION. La exposicién crénica de un agonista a su receptor
produce una reduccién en el nfmerc de receptores asi como una
disminucidn en la respuesta del sistema en el que estd actuando.
Se desconoce el efecto de la administracién subcrénica de
farmacos antiepilépticos de la nueva generacifn, como son la
Vigabatrina (VGB) y el Gabapentin (GBP), en la unién al receptor
a benzodjacepinas (RBDZ), al receptor p de los opicides enddgenos
Y en la expresién de la proteina Fos -la cual se ha empleadc como
indice de activacién neurocnal-. METODO. Para el estudio de la
unién a receptores, se utilizaron ratones macho (CDl), se les
administrd de manera aguda o subcrénica Diacepam {DZP) (10mg/Kg},
GBP (100 mg/Kg) o VGB (500 mg/Kg), se sacrificaron por
decapitacién a la 24 hrs de la dltima administracién y se
procedid a realizar la técnica de autorradicgrafia in vitro. Para
el andlisis de la expresidn de la proteina Fos se emplearon ratas
macho (Wistar), se les administrd una sola dosis de DZP, GBP o
VGB, 1 h después se les aplicd Pentilenetetrazol (PTZ) (60 mg/Kg}
Y 2 hrs después se perfundieron, procediéndose entonces a
realizar la técnica de inmunohistogquimica. RESULTADOS. El
andlisis de la unidén al RBDZ demostrd que tanto la administracidn
aguda como subcrénica de DZP y GBP disminuyd la unién a este
receptor en dreas cerebrales especificas, no observandose cambios
después de la administracién de VGB. Respecto a la unién al
receptor g, la administracién aguda de DZP, GBP y VGB incrementd,
mientras la subcrédnica disminuydé la unién en este receptor. Por
otro lado, todos los farmacos disminuyeron la expresidén de la
proteina Fos producida por PTZ, aunque en diferentes estructuras
del cerebro de la rata. CONCLUSION. El1 efecto de la
administracidén suberénica de DZP, GBP y VGB en la unidn al RBDZ
y al receptor p, podria asociarse con un disminucién en la
neurotransmisién inhibidora. Asimismo, el resultado en la
expresidn de la proteina Fos producto del pretratamiento con DZP,
GBP y VGB mostrd un mapec de los sitios de posible inactivacidn
neurcnal, lo cual se puede asociar con sus efectos
antiepilépticos. Por udltimo, la falta de correlacidén entre las
dreas en las cuales se observaron cambios en la unién al RBDZ y
al receptor p y las modificaciones en la expresidn de 1la
proteina Fos podria sugerir que otros genes de expresidén temprana
estén asociados con los cambios en estos receptores.




l. EPILEPSIA

1.1 DEFINICION

La palabra epilepsia se deriva del griego emlapfavelv
{epilamvanein; ser tomado o sorprendido). Afecta aproximadamente
al 1% de la poblacidn consideri&ndose como uno de los trastornos

neurolégicos més comunes (Hauser y cols., 1993).

La epilepsia es una disfuncién cerebral episédica que se
caracteriza por crisis esponténeas impredecibles y recurrentes.
El término crisis se refiere a una alteracidén transitoria de
conducta debidc a descargas repetitivas, sincronizadas vy
anormales de poblaciones neuronales en el sgistema nervioso

central (Shin y McNamara, 1994).

La sincronizacidn anormal y la descarga neuronal observadas
en la epilepsia pueden ser el resultado de la interaccidn de
varios factores (McNamara, 1992), los cuales son: la habilidad
de grupos de neuronas para generar descardas intrinsecas; la
incapacidad de mecanismos inhibitorios, como el GABAérgico, para
restringir el desarrcllo de la crisis epiléptica; y, el aumento
de la transmisién sindptica excitadora, en particular

involucrando sinapsis glutamatérgicas usando receptores N-Metil-




D-Agpartate (NMDA) .

1.2 TIPOS DE CRISIS Y DE EPILEPSIAS

Las crisis pueden ser clasificadas clinicamente en dos
categorias: parciales y generalizadas. lLas crisis parciales se
restringen a un pequefio grupo de neurconas que constituyen un foco
epiléptico. Pueden ser parciales simples (sin alteracién de la
conciencia) o parciales complejas (con alteracién de 1la

conciencia) (Kandel, 2000).

Las c¢risis generalizadas involucran a ambos hemisferios y
se clasifican en crisis de ausencia, crisis mioclénicas,
clénicas, ténicas, ténico-cldnicas y atbnicas. Las crisis de
augencia se observan cominmente en nifios y se caracterizan por
un comienzo abrupto de la crisis, cese de toda actividad motora
y pérdida de conciencia. Los pacientes pueden exhibir pequefias
manifestaciones motoras tal como pestafieos pero no se observan
movimientos ténico-clénicogs. La crisis ténico-clénica también
comienza abruptamente, frecuentemente con un grufiide o llanto
como contraccién tdnica del diafragma y tdrax lo cual crea una
expiracidén forzada. Durante la fase ténica el paciente puede caer
al suelo rigidamente con la mandibula apretada, perder el control
de esfinteres y mostrar una apariencia azul (cianética). La fase

ténica tipicamente dura 30 s antes de involucrar las sacudidas
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clénicas de las extremidades, lo cual dura 1-2 min. Esta fase
activa de la crisis ténico-clénica generalizada es seguida por
una fase postictal (somnolencia, dolor de cabeza Y

muscular) (Kandel, 2000).
1.3 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Segln una revisién llevada a cabo por Bazil y cols. (1998),
el primer tratamiento farmacolégico efectivo fue el Bromuro de
Potasio, el cual se introdujo en 1857 {(Locock, 1857) y se utilizd
por mds de 50 afios hasta el descubrimiento de Fenobarbital en
1912 {(Haupman, 1909). La Fenitoina, sintetizada en 1908, se
convirtidé en una d?oga de primera eleccidn cuando se descubrid
su actividad antiepiléptica en 1938 (Merritt y Putnam, 1938).
Trimetradiona, el primer tratamiento especifico para las crisis
de ausencia, se introdujo en 1946 {Richards y Everett, 1944;
Lennox, 1945) . Posteriormente, entre 1946 y 1978 se desarrollaron
y aprobaron 16 drogas de las cuales la Primidona, Carbamazepina,
Clonazepam, Ethosuximida y Valproato, son las m&s prescritas para
el tratamiento de la epilepsia. A partir de 1993, 4 drogas se
aprobaron en el mercado (Felbamato, GBP, Lamotrigina vy
Topiramato) y en la actﬁalidad representan a las drogas de la
nueva generacién. Finalmente esperando aprobacién de la FDA (Food
and Drug Administration) se encuentran la VGB y la Tiagabina

{(Bazil ¥y cols., 1998}.
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Las drogas antiepilépticas ejercen su efecto principal a
través de uno o mis de los siguientes mecanismos: a) inhibicidn
de descarga neuronal por blogueo de canales de sodio dependientes
de voltaje (Fenitoina, Carbamacepina, Lamotrigina, Valproato de
Sodio, Topiramato) ; b} potenciacién de la inhibicidn
postsindptica mediada por GABA, (Fencbarbital, D2ZP, GBP, VGB,
Tiagabina); ¢} bloqueo de canales de calcio tipo T (Ethosuximida,
Valproato); y d) blogquec de la tramnsmisién o liberacién de
glutamato (Pentobarbital, Felbamato, Lamotrigina,

Topiramato) {Bazil y Pedley, 1998).

Las dosis efectivas para el humanc y las caracteristicas
farmacocinéticas de las drogas mencionadas anteriormente se
presentan en la tabla I; sus posibles mecanismos de accidén y su
eficacia en los diferentes tipos de c¢risis se presentan en la

tabla II.

2. EPILEPSIA INTRATABLE

Se sabe gque del 20 al 30% de los pacientes epilépticos son
refractarios a tratamiento farmacoldgico (Regesta y Tanganelli,
1997). La intratabilidad de la epilepsia se asocia a crisis
persistentes a pesar de una meonoterapia tolerada al méximo o a
la terapia que combina firmacos antiepilépticos; a la presencia

de crisis repetidas durante periodos largos aln con tratamiento
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Las drogas antiepilépticas ejercen su efecto principal a
través de uno o mds de los siguientes mecanismos: a) inhibicién
de descarga neuronal por bloqueo de canales de sodio dependientes
de voltaje (Feniteoina, Carbamacepina, Lamotrigina, Valproato de
Sodio, Topiramato) ; b} potenciacidén de la inhibicidn
postsindptica mediada por GABA, (Fenobarbital, DZP, GBP, VGB,
Tiagabina); c) blogueo de canales de calcio tipo T (Ethosuximida,
Valproato); y d) bloguec de la transmisién o liberacién de
glutamato (Pentobaxbital, Felbamato, Lamotrigina,

Topiramato)} (Bazil y Pedley, 1998),

Las dosis efectivas para el humanc y las caracteristicas
farmacocinéticas de las drogas mencionadas anteriormente se
presentan en la tabla I; sus posibles mecanismos de accidn y su
eficacia en los diferentes tipos de crisis se presentan en la

tabla II.

2. EPILEPSIA INTRATABLE

Se sabe que del 20 al 30% de los pacientes epilépticos son
refractarios a tratamiento farmacolégico (Regesta y Tanganelli,
1957). La intratabilidad de la epilepsia se asocia a crisis
persistentes a pesar de una monoterapia tolerada al maximo o a
la terapia gque combina firmacos antiepilépticos; a la presencia

de crisis repetidas durante periodos largos alGn con tratamiento
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de dosis altas y con la incapacidad del sujeto para realizar su
vida normal (Cascino, 1990; Juul-Jensen, 1986; Schachter’'s,

1993).

Tabla I. Dosis efectiva y farmacocinética de drogas

antiepilépticas

Farmaco Dosis usual Vida C.P. Pico Max.
para adulto media efectiva de
24 h (mg) {h) {mg/ml) c.p.(h)

Feniteina 300-400 22 10-20 3-8

Carbamazepina 800-1600 B-22 B-12 4-8

Pentobarbital 90-180 100 15-40 2-8

Valproato 1000-3000 15-20 50~-120 3-8

Ethosuximida 750-1500 60 40-100 3-7

Felbamato 2400-3600 14-23 20-140

GBP 800-3600 5-7 »2% 2-3

Lamotrigina 100-500 12-60" 1-4* 2-5

Topiramato 200-400 15-25° NE* 2-4

VGB 1000-3000 5-7 NE 1-4

Tiagabina 32-56 5-13 NE 1

®No se ha establecido; corresponde a el rango usual en

pacientes tratados con la dosis recomendada.

Ppltamente dependiente de drogas administradas.

© NE, No se ha establecido.

C.P.: Concentracidén Plasmética

Tomado de Bazil y Pedley (1998).

No se sabe porqué y cémo la epilepsia llega a convertirse
en un transteorno intratable. Regesta y Tanganelli (1997)
establecen como posibles factores gque predisponen a la
intratabilidad a factores electroclinices y biolbégicos. Dentro
de los primercs gse incluye un comienzo a edad temprana de las
crisig, un tiempo prolongado antes de recibir tratamiento con

antiepilépticos, wuna alta frecuencia de crisis, historia de
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crisis febriles, tipo y persistencia de las crisis, estado
epiléptico, sindromes epilépticos, estado neuroldgico anormal,
alteraciones electroencefalogréficas e historia familiar de

epilepsia. Dentro de los factores biocldgicos se encuentran

Tabla II. Mecanismos de accién y aplicacién de algunosg
antiepilépticos en diferentes tipos de criais

Firmacos Mecanismos Crisis Crisis
Parciales Generalizadas

Ténicas Ausencia LGS

y/o
clénicas
Fenitoina | Na+ + + - -
Carbamazepina ! Na+ + + - -
Pentobarbital 1 GABA, IGlutamato + + - -
Valproato | Nas+,iGaBA + + + +
Ethosuximida l ca - - + -
Felbamato 1 Na+, lGlutamato + + np +
inhibic. NMDA
GBP | Na+, IGaBa + + + np
nueveo sitio
de unién
Lamotrigina | Na+,inhib. + + + +
liber. Glutam.
Topiramato bloqueo canales + + - -
Na+, lGABA
VGB 1GABA + * * +
Tiagabina IGABA + + - -

LGS=Sindrome de Lennox-Gastaut, ldisminucién,faumento, Na=
Sodio, GABA= acido gamma-amino-butirico, += efecto
antiepiléptico, + débil efecto, -=ningin efecto, *=puede
exacerbar las crisis, np= no probadoc.

Tomado de Emilien y Maloteaux {(1598).

procesos inflamatoriocs, neoplédsicos y metabdlicos, asi como

transtornes en la migracién y desarrollo neural.
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El tratamiento para la epilepsia refractaria a farmacos
antiepilépticos es, en la mayoria de los casos, la reseccién del
drea epileptégena, lo que se conoce como tratamiento quirargico.
S8in embarge, la cirugia para la epilepsia podria no ser necesaria
si se sabe mds acerca de la forma de prevenir la intratabilidad
farmacoldgica o si se tienen drogas antiepilépticas menos téxicas

y efectivas (Theodore, 1992).

La epilepsia puede ser intratable desde el comienzo o puede
llegar a ser intratable durante el tratamiento crénice con
antiepilépticos (Léscher, 1997). Al regpecto, Se menciona gue la
intratabilidad depende entre otras cosag del tipo de tratamiento
recibido tal como de la duracién y la cantidad de este ({(Aicardi
(1988). DPe hecho, el uso de un tipo de tratamiento, 1la
politerapia, la cual es una pré&ctica tradicional en la clinica,
puede estar involucrada en la resistencia a las drogas (Jallon,
1997). Sin embargo, en la actualidad no hay estudios que aclaren
el papel de la administracién crénica de drogas antiepilépticas

en la refractariedad a la epilepsia.

Asi, la epilepsia intratable representa un reto para la
investigacién experimental y <c¢linica, y el tener nuevos
conocimientos y perspectivas de sus mecanismos permitird una

aproximacién para su manejo racional en el futuro.




3. SISTEMAS INHIBIDORES ENDOGENOS

3.1 ACIDO GAMMA-AMINO-BUTIRICO (GABA)

El 4&cidc gamma-amino-butirico (GABA) es una de las
principales sustancias inhibidoras del Sistema Nervioso Central
{SNC}. Est4 presente en tode el cerebro y participa en

aproximadamente 20-40% de las sinapsis {McCormick, 1589).

Respecto al metabolismo del GABA, se sabe que la enzima
responsable de su sintesis egs la glutamato descarboxilasa (GAD
y GAD¢,} . La reaccidn catalizada por la GAD es la descarboxilacidn
del grupo carboxilo alfa del A&cido glutlmico, dando como
productos al GABA y CO, (Ganong, 1986). La degradacidn metabdlica
del GABA ge lleva a cabo mediante la actividad de la transaminasa
del GABA {GABA-T, 4-aminchutirato: 2 -oxoglutarato
aminotransferasa). Esta enzima, gque reguiere de fosfato de
piridoxal como coenzima, cataliza la transferencia del grupo
amino del GABA al alfa-oxoglutarato, dando como productos

semialdehido succinico'y glutamato (Ganong, 1986).

El GABA sintetizado en las neurconas GABAérgicas se almacena
en vesiculas sinipticas y se libera por un mecanismo dependiente
de calcio en respuesta a potenciales de acciédn que invaden las

terminales nerviosas. Una vez en la hendidura sindptica, el GABA
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interact@a con su receptor en la membrana siniptica {del cuerpo
celular, dendritas o terminales axonales) de neurcnas blanco y
en el caso del receptor GABA, (el cual se tratard més adelante),

se abre el canal de cloro y se hiperpolariza az la célula

(Haefely, 1587).

El GABA interactiia con tres tipos de sitios en el SNC: los
receptores GABA,, GABA, y GABA, (Bormann y Feigenspan, 1995}. El
receptor GABA, es una proteina compleja con sitics de
reconocimiento para el GABA (el cual est& acoplade a un canal de
clorso), para benzodiacepinas (BDZ), barbitlricos, esteroides y

picrotoxina (Bereau y Olsen, 1993).

En cuanto a la distribucidén de los receptores GABA, de alta
afinidad, se encuentran predominantemente en algunos nliclecs
talamicos y en las capas I-IV de la corteza frontoparietal,
corteza del cingulo anterieor y giro dentado, mientras la
distribucidén de 1los receptores GABA, de baja afinidad se
encuentran en altos niveles en la neocorteza, en el nicleo
acummbens, giro dentadc y A&reas del hipocampo. Los RBDZ ge
localizan en la corteza cerebral, en el giro dentado, area CAl
del hipocampo, coliculo superior y sustancia negra pars

reticulata (Olsen y cols., 1990},

Regpecto a la estructura del receptor GABA,, éste tiene una
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estequiometria a2B2 alrededor de un ionéforc de clore (Schofield
y cols., 1987). La subunidad B es el sitio del reconocimiento del
GABA, mientras la subunidad o contiene al sitio de reconocimiento
para las BDZ. A esta subunidad o se le denomina RBDZ o receptor
de modulacién alostérica del receptor GABA,, porgue modula el
enlace del GABA y la activacién del receptor, afectandc asimismo
al canal de cloro (Haefely, 1992). Especificamente, las BDZ

incrementan la frecuencia de apertura del canal de cloro.

3.1.1 GABA Y EPILEPSIA

Varios autores han sefialado (Meldrum, 1979; Olsen y cols.,
1986; Gale, 1992) gque un déficit en la transmisidn sinaptica
GABRérgica puede contribuir a la actividad hiperexcitable
sincrénica del cerebro. Esto es apoyado, por un lado, por la
efectividad de férmacos antiepilépticos gque incrementan la
transmisién GABA€rgica (Gale, 1992), y por el otro porque la
disminucién de la actividad sindptica del GABA, resulta en crisis

epilépticas (Olsen y cols., 1986).

Varias lineas experimentales relacionan a la epilepsia con
una alteracién en la actividad GABAérgica cerebral. Asi, en
pacientes epilépticos, la concentracién de GABA en el liquido
cefalorraquideo (LCR) se encuentra disminuida (Woed y cols.,

1979). Sujetos con crisis parciales complejas y crisis ténico-
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cldénicas generalizadas tienen niveles mis bajos del GABA en el
LCE que aquellos con crisis parciales simples; lo mismo se
observa en nifios con crisis febriles en comparacién con sujetos
controles {(Schmidt y Loscher, 1981). Asimismo, se reporta una
disminucidn en la concentracién de GABA en el tejido gue rodea
al foco epiléptico producido por cobalto en el cerebro de rata

{Ross y Graig, 1981}).

Por otro lado, la actividad de la GAD se encuentra reducida
en tejido obtenido de pacientes con crisis de tipo parcial (Lloyd
y cols., 1981} y en animales con focos epilépticos producidos por

la aplicacién cortical de gel de aliimina (Ribak y cols., 1982).

Los cambios en los receptores a GABA y a BDZ varian segin
el modelo experimental. Respecto a los niveles de receptores
GABAérgicos, se describe una reduccién en la unién de [*H]GABA en
tejido cerebral humano ohtenido de pacientes epilépticos (Lloyd
y cols., 1981) en gerbos susceptibles a crisis (QClsen y cols.,
1985) y en ratones genéticamente susceptibles a crisis
audiogénicas (Horton y cols., 1982). Por otro lade, existe una
disminucidén en la unidn al RBDZ en el foco epiléptico comparado
con una regién de referencia y con la neccorteza restante en
pacientes con epilepsia idiopdtica {Savic y cols., 1988); un
incremento en la unién al RBDZ en &reas cerebrales especificas

de animales con "kindling® {modelo de epilepsia} (Nobrega y




13

cols., 19920; sShin y cols., 1985; Tuff y cols., 1983) ¥y
modificaciones bidireccionales en este receptor después de la
administracién de PTZ (Rocha y cols., 1996a; S$yapin y Rickman,
1981) o de la administracién de Acide kainice {Rocha y cols.,

199%a; Kish y cols., 1983; Tanaka y cols., 1992; Yoshida y cols.,

1996} .
3.2 PEPTIDOS OPIOIDES

La palabra opio se deriva del nombre griego jugo, ya 'que la
droga es obtenida del jugo de la amapola, Papaver somniferum. El
término opiocide se empleaba para designar drogas derivadas del
opio tales como morfina y codeina. bespués del desarrollo de
entidades sintéticas con acciones parecidas a la morfina, la
palabra opioide se acufi® para referirse en una forma genérica a
todas las drogas {naturales o sintéticas) con acciones parecidas

a la morfina (Jaffe y Martin, 1990).

En 1973, tres grupos de investigadores independientemente
describieron sitios de unién esterecespecifica para drogas
opiloides en el sistema nerviocsc de mamiferos (Pert y Snyder,
1973; Simén y cols., 1973; Terenius, 1973). A este descubrimiento
giguid la separacién de dos pentapéptidos {met-encefalina y leu-
encefalina) del cerebro del cerdo por Hughes y cols. (1975).

Meses después, Goldstein y colaboradores (1975) reportaron la
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bresencia de sustancias parecidas a péptidos en la gléndula
pituitaria con actividad opicide, Posteriormente se descubrié gque
hay tres familias distintas de péptidos opicides (encefalinas,

endorfinas y dinorfinas) y varios tipos de receptores.

Existen tres precursores de los péptidos opioides que son:
la proopiomelanccortina (POMC) de la cual derivan la hormona
estimulante de los melanocitos (y-MSH)}, la adrenocorticotropina,
la f-lipotropina, la B-endorfina y la $-MSH. Aungue B-endorfina
contiene la secuencia para met-encefalina en su amino terminal,
éste no se convierte a dicho péptido; 1la proencefalina que da
origen a la met-encefalina, amidorfina, met-encefalina-Arg-Gly-
Leu, metorfamida, leu-encefalina y met-encefalina-Arg-Phe; vy la
prodinerfina que da origen a la dinorfina A {(1-17}, la cual puede
separarse ademds a dinorfina A (1-8), dinorfina B (1-13) y a- y
f- neoendorfina, las cuales difieren una de otra por sélo un

aminodcido (Evans y cols., 1988).

Los precursores de los péptides opicides tienen wuna
distribucién diferencial en el SNC. La POMC estid densamente
distribuida en la estria terminalis, en el tdlamo
periventricular, en los ndcleos basal, medial y arcuato del
hipotalamo, en la sustancia gris periacueductal, en el nicleo
parabraquial, en el niicleo del tracto solitario y en el 1ébulo

intermedic. La proencefalina esta ampliamente distribuida en el
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nicleo olfatoric anterior, en el tubérculo olfatorio, en la
amigdala, en varios nacleos taldmices, en la sustancia gris
periacueductal y en el nicleo parabraquial. Por dltime, la
prodinorfina estad distribuida en el globo p&alide ventral ¥

sustancia negra pars reticulata {Goodman y cols., 1988).

La liberacién de copicides es dependiente de calcio (Chavkin
y cola., 1983} y reguiere de estimulacidén de alta frecuencia de
las neurcnas (Wagner y cols., 1990). Los péptidos cpiocides se
difunden a través del espacic extracelular y tienen una alta
afinidad a sus receptores (Corbett y cols., 1982). Los opioides
son capaces de afectar la excitabilidad de las neuronas que estén
lejanas a su sitio de 1liberacién por lo que se consideran

neuromoduladores (Drake y cols., 1994).

los receptores a opioides se clasifican entre otros en: u
(me), & {delta) y k (kappa), Yy se han identificado dos subtipos
de cada categoria. Las encefalinas y 1la mwmorfina se unen
preferencialmente a los receptores p y &, mientras las dinorfinas
y la ketociclazocina se unen al receptor k. El antagonista
naloxona se une con diferente afinidad a todos estos receptoreé

(Itzhak, 1988).

Una vez unido a su receptor, los péptidos opioides activan

canales de K' e inhiben el flujoc de iones Na', acciones mediadas
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via proteifnas G, y/o G,. Se activa el canal de K por el
acoplamiento directo del receptor opioide via una proteina G. En
contraste, la inhibicidén del flujo de MNa' es indirecta, mediada
por 1la inhibicién de la adenil-ciclasa y 1la subsecuente
disminucién de los niveles de AMPc y de la protein-cinasa

dependiente de AMPc (Nestler y cols., 1993).

La localizacién de los receptores a opicides tiene una
distribucién diferencial. Los receptofes } Se encuentran
principalmente en el estriado, la linea subcallosal, capas I y
IV de la corteza cerebral, ciertasg nicleos talamicos, hipotdlamo,
niclec interpeduncular, capa celular piramidal del hipocampo y
sustancia gris periacueductal. En contraste, los receptores 5
estan localizados principalmente en las capas II, III y V de la
corteza cerebral, la amigdala, el tubérculo clfatorio, y nicleo
pontino, y difusamente en el estriado, nlcleo acummbens e
hipocampo {Goodman y cols., 1988). Respecto a la distribucién
regional del receptor k , éste se concentra en las capas V y VI
de la corteza cerebral, en la corteza piriforme, nicleo caudado
y nicleoc acummbens, asi como en la capa molecular del hipocampo

(Goodman y cols., 1988}.

Los péptidos opiocides est&n relacionados con la analgesia,
el estrés, la tolerancia y dependencia a drogas, las conductas

de comer, beber, la ingesta de alcochol, la depresidn, el
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aprendizaje, la memoria, respuestas cardiovasculares, la
regulacién de la temperatura, la respiracién, la actividad
motora, enfermedades mentales, la agresién, la actividad sexual,

el embarazo y el desarrolle, asi como la epilepsia {Olson, 1997).

3.2.1 PEPTIDOS QOPIOIDES Y EPILEPSIA

S5e¢ sugiere que los péptidos opioides tienen un papel
importante en la epilepsia (Albertson y cols., 1984; Bohme y
cols., 1987; Tortella y Long, 198%) y en alteraciones

conductuales inducidas por la misma (Engel y cols., 1%82).

Respecto a la sintesis de pé&ptidos opioides, se describe gue
una sola estimulacién tipo "kindling" en animales incrementa la
expresién del gen a la proencefalina (Shinoda y cols., (19%91),
y una dosis subconvulsivante de PTZ produce un incremento en la
expresidén de RNAm de proencefalina (Rocha y cols., 1999b). Por
otro lado, se observa una disminucién en los niveles de RNAm de
prodinorfina a las 2 h (Moneta y Hollt, 1%5%0) y 1 dia (Harrison
y cols., 1995; Morris y cols., 1987) después de crisis inducidas

por "kindling".

Niveles elevados de inmunorreactividad de péptidos opiocides
se detectan en LCR de ratas después de chogues electroconvulsivos

{(Tortella y Long, 1985; ladarola y cols., 1986). Sin embargo, en
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un modelo de estado epiléptico autosostenido inducide en ratas
por medio de estimulacién de la via perforante, se observd una
disminucién en la inmunorreatividad a la dinorfina y encefalina

en el giro dentado y &rea CA3 del hipocampo (Mazarati y cols.,

1599) .

Se sabe que el "kindling" (Vindrola y cols., 1981; Naranjo
y cols., 1986; Talavera y cols., 1989) y las crisis inducidas por
kainato (Douglass y cols., 1991; Lason y cols., 1992) modifican
log niveles tisulares de péptidos opioides y sus precursores y
que las crisis inducidas por PTZ producen una elevacidén en la
liberacién de IR-Met-encefalina en el estriadoc en experimentos

“in vitro” (Zubieta y cols., 158%).

La liberacién de péptides opioides en la epilepsia se ha
estudiado ampliamente. Asi, pacientes con epilepsia tienen altos
niveles de Leu-encefalina en el LCR (Jianguo y Xuekong, 1990).
Por otro lado, un incrementec en la liberacidn de péptidos
opioides en la amigdala e hipocampo se observd después de la
administracién aguda de PTZ o por la estimulacibén simple o
repetitiva de estimulaciSn tipo "kindling" en ratas con crisis
parciales; y una disminucién en la amigdala en ratas con

skindled" total (Rocha y cols., 19%4, 19%9).

Empleando diferentes modelos de epilepsia se sefiala que, la
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administracién de agonistas de los receptores a opicides u, & ¥y
K protegen en contra de las crisis (Albertson y cols., 1984;
Bohme y cols., 1987; Schwark y cols., 1986), mientras que el
antagonista opiocide, naloxona facilita el desarrollo de las
mismas (Fernandez-Guardiola y cols., 1989; Garant y cols., 1985;
Hardy y cols., 1980;). Sin embargo, los agonistas de los
receptores a opioides u, & y kK aplicados directamente en el
cerebro inducen crisis parecidas al *"kindling" y convulsiones
(Cain y cols., 1990). La administracién de antagonistas de los
receptores p y & Y los agonistas del receptor X protegen en
contra de alteraciones producidas por el "kindling® eléctriceo (De

Coster y cols,, 1994}).

Existen evidencias de gque los péptidos opiocides presentan
efectos bif&sicos. Un incremento en los niveles de unidén al
receptor g producto de tratamiento crénico con morfina o naloxona
a ratas, facilita el desarrollo del kindling amigdalino, ¥
produce un incrementc en la latencia de aparicién de crisis
epilépticas subsecuentes (Rocha y cols., 1996b; Rocha y cols.,

1991; Rocha y cols., 1993a).

Los receptores p se modifican dependiendo del modelo de
epilepsia utilizado. El "kindling" quimico por PTZ disminuye la
unién o el nimero de sitios de unidén al receptor p en varias

estructuras del cerebro de la rata {Rocha y cols., 1996c, 1999%b).
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Mientras que el 'kindling" eléctrico amigdalino produce un
incremento en los niveles de unién a los receptores p en varias
regiones cerebrales de la rata {(Rocha y cols., 1993a). Sin
embargo, otros autores establecen que el "kindling® amigdalino
produce una disminucién selectiva en la densidad de unién al

receptor g4 en regiones hipocampales (Crain y cols., 1987).

Respecto a los receptores &, se observd que el "kindling®
quimico por PTZ produce una disminucién en el nimero de neuronas
inmunorreactivas a la proteina del receptor delta en la amigdala
y neocorteza en el cerebro del ratéSn (Rocha y cols., 1996c).
Asimismo, el "kindling" amigdalino disminuye la densidad de unién
de este receptor en el giro dentado del hipccampo de la rata

{Crain y cols., 1987}.
3.3 GABA Y OPIOIDES

Existen evidencias experimentales gque indican una
interaccién entre GABA y opioides. Se establece que los opiocides
pueden modificar a los sistemas GABAérgicos (Ho y Gilliland,
1979) vy gque la administracién de agonistas a opioides resulta
en un incremento en el contenido de GABA (Tzeng y Ho, 1978).
Adeﬁés, la activacién de receptores a opioides reduce el
transporte de GABA del exterior al interior de las neuronas, lo

cual resulta en una potenciacién de las acciones de GABA (Cupello
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e  Hydén, 1981). Asimismo, observaciones conductuales,
electrofisiolégicas y neuroquimicas indican gque los agonistas
opioides ejercen efectos inhibidores en rutas de la sustancia

nigra similares a las producidas por agonistas de GABA

{Collingridge y Davies, 1982).

La morfina, un agonista opicide, modifica enzimas
relacionadas a @GABA ({GAD) (Ho y Gilliland, 1979}, y su
administracién repetida incrementa los niveles de GABA en &reas
subcorticales y taladmicas de ratas (Lin y cols., 1973}, actia
directamente en los receptores a GABA {Breuker y cols., 1976} Yy
su administracién crdnica resulta en ‘"up-regulation" de
receptores a GABA {Sivam y cols., 1981,1982). Asimismo, 1la
administracién intravencsa de muscimol, un agonista de GABA,
potencia el efecto analgésico (Biggio y cols., 1977} vy
cataléptico de la morfina {(Della Bella y cols., 1973; Knoll y

Zsilla, 1974).

Por otro lado, la administracién crénica de naloxona,
morfina o met-encefalina incrementan la unidn al RBDZ en varias
estructuras del sistema nervioso de la rata (Rocha y cols.,
1993b). Asimismo, ratas con ‘"kindled" amigdalino pretratadas
crénicamente con morfina incrementan la unién al RBDZ en varias
sreas del SNC (Rocha y cols., 1996b). El incremento en la unidn

al RBDZ observado en estos estudios estid asociado con un
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incremento en la funcién del complejo receptor GABA. Apoyando 1o
anterior, la administracién de GBP, una droga antiepiléptica cuya
posible accién es la modulacién de GABA, incrementa los niveles
de péptidos opioides extracelulares (Leu y Met-encefalina) en la

amigdala (Rocha y cols., 1999c}.

Sin embargo, otras evidencias sugieren que el sistema de
péptidos opiocides tiene un efecto inhibidor gobre el
neurotransmisor GABA. Los GABAmiméticos disminuyen la actividad
epileptiforme inducida por encefalina en el ventriculo lateral
{Dzoljic y Van Der Poel-Heisterkamp, 1980), la administracién de
naloxona disminuye la dosis de bicuculina necesaria para producir
crisis epilépticas, v la naloxona, morfina, levorfanol,
dextrorfan y bicuculina desplazan a ['HIGABA de gitios receptores
GABA en homogenados de cerebelo de humano (Breuker y cols., 1976;

Dingledine y cols. 1978).

La aplicacién exS6gena de agonistas p y & inhiben la
liberacidén de GABA de interneuronas, resultando en un incremento
en la excitabilidad de células granulares y piramidales (Lupica,
199%; Piquet y North, 1993; Zieglgadnsberger y cols., 1979).
También reducen la inhibicién ténica en el hipccampe por
disminuir la frecuencia de potenciales sinépticos inhibitorios
a través de una accién directa en terminales GABAérgicas

presindpticas {Rekling, 1993). Asimismo, regulan la induccidn de
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potenciacidén a largo plazo en el giro dentado del hipocampo,
mecanismo que depende de la inhibicién de la neurcotransmisidn
GABAérgica (Bramham y Sarvey, 1996; Xie y Lewis, 1995). Por
Gltimo, reducen o bloguean las corrientes internas inducidas por

GABA en el SNC de Lymnaea stagnalis L, (Rozsa y cols., 1996).

3.4 DIACEPAM

Diacepam (DZP; 7-cloro-1,3-dihidro-l-metil-5-fenil-2H-1,4-
benzodiacepin-2-uno} es una benzodiacepina que tiene acciones

sedantes, antiepilépticas, tranquilizantes y miorelajantes.

El DZP es una benzodiacepina de abgsorcién ripida alcanzando
su concentracién midxima en plasma aproximadamente en una hora.
Este fédrmaco se une a las proteinas plasmaticas en casi un 99%.
S5u volumen de distribucidén es de 1.1 litros por kilogramo y su
vida media de eliminacién es de S dfas. E1 DZP sufre un proceso
de degmetilacién y oxidacién (hidroxilacién), para transformarse
en nordiacepam, sustancia farmacclégica activa; posteriormente
en hidroxidiacepam y por (ltimo en oxacepam, biotransformaciones
gque se llevan a cabo en el higado. Tanteo la droga madre como el
metabolito desmetilado tienen una vida media plasmitica de 1 a

2 dias aproximadamente (Rall, 1990).

Los efectos del DZP resultan de su habilidad en 1la
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potenciacifn de la neurotransmisién GABAérgica, via su accibn
moduladora en el RBDZ (Menini y cols., 1987; Olsen, 1987). En la
clinica DZP se utiliza principalmente para el tratamiento del
estado epiléptico. En animales, este fiArmace previene las crisis
inducidas por PTZ, sin embargo, es menos eficaz en controlar las
crisis producidas por electrochoque maximo (Rall, 199%90). Al
respecto, en modelos experimentales de epilepsia, las BDZ,
incluyende a DZP, suprimen 1la propagacién de la actividad
epiléptica producida por el foco epileptogénico en la corteza,
tdlamo y estructuras limbicas pero no abole la descarga ancrmal
del foco. Ademas, DZP suprime las crisis generalizadas inducidas
por el "kindling" en ratas aungue no produce reduccién en la
postdescarga producida por el estimulo (Albright y Burnham,

1%80).

3.4.1 DZP Y RBDZ

El estudio de la unién al RBDZ después de la administracién
de DZP {aguda o crdénica) ha arrojade resultados diversos. Algunos
autores han mostrado, que la administracién subaguda o crénica
de DZP no modifica la unién de [*H]Flunitrazepam (benzodiacepina
radicactiva) en estructuras analizadas del cerebro de la rata
(Brett y Pratt, 1995; Maloteaux y cols., 1987; Moratalla y cols.,
1989)., Otros estudios han mostrado, sin embarge, gque 1la

administracién crénica de DZP produce una disminucién
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significativa en la unién al RBDZ (Grimm y Hershkowitz, 1981;
Rosenberg y Chiu, 1979) o un- incremento (Distefano y cols.,
1979). La administracién crénica de DZP a pacientes que sufren
de ansiedad produce un incremento en la densidad de RBDZ

periféricos (Ferrarese y cols., 1990}.

En estudios en los que ademds de administrar aguda o
crénicamente DZP se administra GABA se observd que este farmaco
es incapaz de incrementar la unién de [*H)Flunitrazepam al RBDZ
(Gallager y cols., 1984; Holt y cols., 19%9). Sin embargo, otros
estudiog muestran gue la administracién de GABA disminuye (Brett
y Pratt, 1995; Holt y cols., 1999) o incrementa (Brett y Pratt,

1995} la unidn de [*H)Flunitrazepam en estructuras especificas de

animales.

3.5 GABAPENTIN

Gabapentin (GBP, &cido 1-{(aminometil)ciclohexancacético;
Neurontin, Parke Davis) se aprobé en 1993 por la Food and Drug
Administration para el tratamiento de las crisis parciales

complejas, con y sin generalizacidn.

Respecto a la farmacocinética de GBP, los niveles pico en
plasma se detectan 2 a 3 h después de la ingestidén oral de una

c&psula de 300 mg (Bartoszyk y cols., 1986). Este farmaco tiene
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una vida media de 5 a 9 h {Foot y Wallace, 1991; Bialer, 1993;
Goa y Sorkin, 1993). No 3¢ une a proteinas plasmiticas (Vellmer
Yy cols., 1986) y tiene un volumen de distribucién de 60 L
{Richens, 1993}, sugiriendo una amplia distribucién Y
concentracidn en tejido. GBP no es metabolizado en humanos (Hengy
y Kolle, 1985) y es excretado sin cambios en la orina (Vollmer
Y cols., 1986) con una vida media de eliminacién de 0.1 a 5.3 h

{Schmidt, 1989).

El mecanismc de accién de GBP se desconoce, sin embargo,
Taylor y cols. (1998) sugieren los siguientes: 1l}atraviesa
barreras de membrana en el cuerpo via un transportador de
aminoicides especifico (sistema L) compitiendo con aminoidcidos
excitadores; 2} se une con alta afinidad a un nuevo sitioc de
unidn que estd asociado con una subunidad auxiliar de canales de
Ca?" en &reas tales como: corteza cerebral, hipocampo y cerebelo;
3) reduce la liberacién de varios neurotransmisores
monoaminérgicos; 4) inhibe canales de Na' activados por voltaje;

y por dltimo, 5) aumenta la concentracién y la sintesis de GABA.

Ademés, se sugiere que el efecto antiepiléptico de GBP se
asocia con la activacidn de sistemas de péptidos opicides, ya que
éste incrementa la liberacidén de Met y Leu-encefalina en el

cerebro de la rata (Rocha y cols., 1999¢).
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GBP se ha estudiado en una amplia variedad de modelos
animales de crisis epilépticas (Foot y Wallace, 1991; Taylor,
1993,1994) . En el modelo de electrochoque miximo es tan efectivo
como la feniteoina en prevenir las crisis. La dosis efectiva de
GBP para bloquear crisis tipo "kindled" total hipocampal es de
30 mg/Kg. Las dosis arriba de 100 mg/Kg no blogquea completamente
las crisis parciales en el modelo de “kindling”. Este farmaco
también incrementa el umbral de crisis clénicas inducidas en
ratdén per PTZ, pero no por bicuculina, picrotoxina o estricnina.
GBP prolonga la latencia a crisgis ténico-clénicas y muerte
después de la inyeccidén de NMDA, pero no de kainato y
quisquilato. Este f&rmaco es inefectivo en crisis de ausencia en

rata y en crisis mioclénicas inducidas en babuinos fotosensibles

{McLean, 1995).

3.6 VIGABATRINA

Vigabatrina (VGB; &cido 4-amino-5-hexenoico y-vinil-GABA) es

un andloge estructural del GABA con un grupo vinil.

Se establece que la absorcién de VGB en humanos es rédpida,
con un pico de concentracién maximo alcanzado en las primeras dos
horas después de una dosis de entre 0.5 vy 3 g. Su vida media

terminal estd entre 5 y 7 h y este se detecta en el plasma 24 h
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después de su administracién. Aproximadamente el 60-80% de VGB
puede recuperarse sin cambios en la orina de las 0 a 24 h después

de su administracién {Ben-Menachem, 1995; Haegele y Schechter,

1986; Saletu vy cols., 1986).

VGB es un inhibider irreversible de la GABA-transaminasa (GABA-
T), la enzima responsable de la degradacién del GABA (Lippert y
cels., 1977; Schechter y cols., 1979), lo que resulta en un
aumento en el contenido de GABA, de P-alanina, homocarnosina e
hipotaurina, y a una declinacién de la actividad de la GABA-T,
de la GAD y de los niveles de aspartato, glutamato y glutamina

{Ben-Manachem y cols., 1993; Paulsen y Fonnum, 1988; Perry y

cols., 1979).

Los efectos antiepilépticos de VGB se han evaluado en varios
modelos de epilepsia. Protege de crisis inducidas por estricnina
(Leppik, 1994); isoniazida (Bernasconi y cols., 1988; Schechter
y cols., 1979); crisis audiogénicas (Schechter y cols., 1979);
"kindled" amigdalino (Kalichman y cols., 1982; Lbscher y cols.,
1987} ; PTZ (Bernasconi y cols., 1988; Gale, 1986); picrotoxina
{Bernasconi y cols., 1988}; electrochogue maximo (Gale, 1986;
Leppik, 1994) y bicuculina (Gale, 1986; Kendall y cols., 1981}).
Qtros autores reportan que VGB es menos potente o es inefectiva

en crisis inducidas por PTZ (Leppik, 1994; Jung y Palfreyman,
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1985); picrotoxina (Leppik, 1994; Jung y Palfreyman, 1995);
electrochogque miximo (Bernasconi Yy cols., 1988; Jung ¥y

Palfreyman, 1995) y bicuculina (Leppik, 1994).

En la clinica, VGB es eficaz en pacientes que sufren crisis
parciales simples (Mumford y Dam, 1989); en crisis parciales
complejas refractarias o no a tratamiento farmacolégico {(Sivenius
y cols., 1991); en espasmos infantiles por esclerosis tuberal
(Vles y cols., 1993) y en nifios que sufren el sindrome de Lennox-

Gastaut ({(Appelton, 1993).

3.6.1 VGB Y RBDZ

Existen estudios que indican que la administracidn aguda o
crénica de VGB en animales y humanos produce una disminucién en
la unidén al RBDZ ({Miller y cols., 1988), mientras gue en otros
no se reporta ninguna medificacién (Halonen y cols., 1991; Schmid

y cols., 1996; Verhoeff y cols., 1999).

3.7 PENTILENETETRAZOL

Pentilenetetrazol (PTZ ;6,7,8,9-Tetrahidro-5H-tetrazclo{1-5-

alazepina) es un estimulante del SNC (Budavari y cols., 19289) gue

tiene una vida media de 3.8 h (Vohland y Koransky, 1972).
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PTZ es un potente convulsivante empleado como modelo
experimental para producir descargas epileptiformes focales o
generalizadas en el SNC de mamifercs (Marsan, 1969). Las crisis
inducidas por PTZ son diferentes de las producidas por la

estricnina pero similares de las inducidas por picrotoxina

(Woodbury, 1980).

Los mecanismos por los cuales PTZ produce actividad
epiléptica aln no estén totalmente definidos. Hay evidencias gque
indican que PTZ puede inhibir la neurotransmisién mediada por
GABA {(Corda y cols., 1990). De acuerdo con lo anterior, se
demostrd que PTZ produce crisis por actuar en un sitio sensible
a picrotoxina del complejo GABA (Ramanjaneyulu y Ticku, 1984);
y que las BDZ, las cuales se sabe que facilitan la transmisidn
GABAérgica, antagonizan las crisis inducidas por PTZ (Tallman y
cols., 1980) . Se describe gue este farmaco inhibe
competitivamente la unién de BDZ en la corteza (Rehavi y cols.,

1982) .

Utilizande la técnica de autorradiografia se observd una
disminucién en la unién de [*H]}-Flunitrazepam en todas las Areas
evaluadas después de la administracién aguda y repetida de PTZ
{Rocha ¥ cols., 1996a}. Sin embargo, en otrc estudio se mostrd
que, inyecciones diarias de una dosis subconvulsivante de PT2

induce el "kindling" guimico y un incremento en la unidn de
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[*HIDZP en el cerebro anterior {Syapin y Rickman, 1981).

Miller y cols. (1987} mostraron gue las crisis inducidas
por PT2Z se producen por la activacién de la formacién reticular,
el tdlamo anterior medial, el hipotdlamo caudal y regiones
bulbares que coinciden con rutas motoras descendentes a la médula
egspinal. Por otra parte, la actividad epiléptica sostenida
inducida por PTZ produce cambios en el soma de las neuronas y €n
células gliales (Schulze-Bonhage b4 cols., 1995} . La
administracién de PTZ produce un incremento del RNAm del gen c-
fos en todo el cerebro (Morgan y cols., 1987) y de la proteina
Fos en el giro dentado, amigdala caudal, partes de la corteza
cerebral, nicleo rojo de la estria terminalis, varics nidcleos
talamicos, el nicleo parabraquial terminal y el nicleo del tracto

solitario (Shehab y cols., 1992).
4. GEN C-F0S Y PROTEINA FOS

El gen viral c-fos se aisldé en 1982 como el oncogen del
virus sarcoma osteogénico murine Finkel—Biskié-Jinkins (Curran
y Teich, 1982). Su contraparte celular c-fos se describié poco
después (Curran y cols., 1983). Este gen se clasifica como gen
de expresién temprana, por analogia a los virus de genes de
expresidn temprana {(Lau y Nathans, 1987; Curran y Morgan, 1987).

A los genes de expresidén temprana también se les denomina
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terceros mensajeros, porque ellos son el préximo paso bioquimico
que sigue a la activacidén de los segundos mensajeros (Tippetts
¥y cols., 1988). Algunos de los genes de expresién temprana (tal
como c-fos) se conocen como proto-oncogenes nucleares, porgue sus
productos proteinicos se acumulan en el nlGcleo celular y su
homélogo oncogen nuclear pueden transformar a las células

{(Sambucetti y Curran, 1986).

El gen c-fos codifica una fosfoproteina nuclear llamada
proteina Fos (Curran y cols. , 1984). Esta proteina se asocia con
cromatina y puede unirse a DNA in vitro, sugiriendo que Fos esté
implicade en la regulacién de la expresgsién de genes, referidos
como genes de expresidn tardia (Sambucetti y Curran, 1986). Fos
funciona directamente como wun regulador transcripciocnal en
cooperacidon con la proteina Jun {la proteina codificada por el
gen c-jun} a través del llamado activador de la proteina 1 (AP-
1) {lLee y cols., 1988). Las proteinas AP-1 incrementan el
proceso transcripcional que aumenta la expresién de genes (como
la prodincrfina y la proencefalina) respecto a los niveles
basales. En adicién al papel de activaciédn de genes, se ha
demostrado que Fos también actiia como un regulador negative de

sy propia expresién.

En la mayoria de las células, los niveles basales de RNAm

de c-fos y la expresidén de la proteina Fos, son relativamente
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bajos, aunque hay ocasiones excepcionales en las cuales las
células mantienen relativamente altos niveles de expresién
(Curran, 1988). Se establece que muchos tipos de estimulos,
alguncs asociados con el proceso de diferenciacién y algunos con
excitacidén neuronal, producen una induccién transitoria del RNAm
de c-fos y de la proteina Fos. La activacién transcripcional
ocurre dentro de 5 minutos y continua por 15-20 min (Greenberg
y Ziff, 1984). E1 RNAm se acumula y alcanza valores pico en 30-45
min post-estimulacidén (Muller y cols., 1984), con una vida media
relativamente corta (12 min.). La sintesis de la proteina Fos
sigue a la expresidén del RNAm, teniendo una vida media de

aproximadamente 2 h (Miller y cols., 1984, Curran y cols., 1984).

Entre los estimulos que conducen a un aumento del RNAm de
c-fos y de la proteina Fos en el SNC se encuentran las crisis
epilépticas (Dragunow y Robertson, 1987; Morgan y cols., 1987;
Shin y cols., 1988}, la isquemia cerebral (Gehlert y cols., 1588;

Jorgensen y cols., 1988; Onodera y cols., 1989) lesiones por

herida de navaja (Dragunow y Robertson, 1988), estrés
psicolédgico (Morgan y cols., 1988), estimulacién neuronal
vigorosa (Kaczmarek y cols., 1988; 8Sagar y cols., 1988),
privacién de agua (Sagar y cols., 1988) Y varias drogas
incluyende cafeina (Nakajima y cols., 1988), agonistas {-

adrenoceptores (Gupits y cols., 19%88), morfina (Chang y cols.,

1988) y estrégenos (Cattaneo y cols., 1988) entre otros. S3e
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Sugiere, que la acumulacién de Fos puede emplearse como un
marcadoxr metabédlico de alta resclucidén para el trazo de las rutas
postsindpticas [Sagar y cols., 1988; Dragunow y Faull, 1989). Sin
embargo, a este respecto, hay gque tener en cuenta que algunas
regiones cerebrales como la sustancia negra y cerebelo, no
muestran produccifén de Fos. La ausencia de la expresién de Fos
en estas regiones puede ser debida a la falta de la maquinaria

bioguimica para su produccién.

4.1 CRISIS, ANTIEPILEPTICOS Y EXPRESION DE LA PROTEINA FOS

Con la excepcién de las crisis audiogénicas, las cuales
inducen inmunorreactividad de Feos predominantemente en el
coliculo inferior y el nicleo auditiveo (Le Gal La Salle y Naguet,
1990), los demis tipos de crisis provocan una induccidn de c¢-fos
y Fos en el SNC (Morgan y cels., 1987; Popovici y cols., 1990;

Sharp y cols., 1989).

En el caso de PTZ, aproximadamente 60 minutos después su
administracién {50 mg/Kg), existe un incremento de c¢-fos en todo
el cerebro; posteriormente se incrementan los niveles de Fos en
estructuras tales como la corteza piriforme, nicleo olfatorio
anterior, nicleo rojo de la estria terminalis, giro dentado,
hipocampo, amigdala y corteza (Morgan y cols., 1987; Dragunow

y Robertson, 1987). A estos estudios pioneros se sucedieron
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otros, reportande en general resultados similares ({Shehab y
cols., 1992). Las regiones que presentan un incremento de c-fos
y Fos producides por PTZ y en general por las crisis, son
regiones que estdn implicadas en la generacién de las crisis (por

ejemplo: hipocampo y amigdala).

Un soleo neurotransmisor no puede explicar la induccién de
los genes de expresidn temprana durante las crisis en el SNC. Sin
embargo, los receptores a glutamato juegan un papel preponderante
en la expresién de c-fos y Fos (Morgan y Curran, 1991}.
Inicialmente una coincidencia se  establecid entre 1la
inmunorreactividad de la proteina Fos después de crisis con PTZ
vy la densidad de receptores NMDA (Morgan Yy cols., 1987).
Subsecuentemente se mostrd que la mayoria de c-fos inducideo por
PTZ puede ser bloqueado no sé6lo por antiepilépticos tales como
DZP, Dbarbitdricos y 4&cido valproico, sine también por
antagonistas del receptor NMDA tal como MK801 (Morgan y cols.,
1987; Scnnenberg y cols., 1989). Ademés, la administracidén de
NMDA en dosis no convulsivas induce c-fos con la misma cinética
y farmacologia que PTZ y picrotoxina (Sonnenberg y cols., 1989;
Kaczmarek y cols., 1988). Ya que se piensa que PTZ puede actuar
en el mismo sitio gue la picrotoxina, esto Oltimo sugiere que por
reducir la actividad del receptor GABA,, PTZ potencia la

neurotransmisién de los receptores NMDA (Morgan y Curran, 1951).
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Existen pocas evidencias del efecto de las drogas
antiepilépticas en la expresién del gen c-fog y su proteina Fos
producto de la actividad epiléptica. Al respecto, se obgervéd gue
el incremento de c-fos en todo el cerebro inducido por PTZ es
blogqueado por un tratamientc previo con DZP (Morgan y cols.,
1987). Asimismo, se establece gque el DZP atenlia o bloguea 1la
expresién de Fos inducida por el estrés (Beck y Fibiger, 1995).
Otros autores, reportaron que midazolam (una benzodiacepina)
bloguea la immunoreactividad de Fos producida por PTZ en todo el
cerebro (Dragunow y Robertson, 1987). También se encontrd que el
pentobarbital, el DZP y el Acido valproico -los cuales potencian
los efectos de GABA- bloguean completamente el incremento
inducide por kainato en la inmunorreactividad de Fos en el

hipocampo (Pennypacker y cols., 1993).

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

e conoce gque la administracién crbnica de un agonista
disminuye los niveles de receptores del sistema en el que esta
actuando, seguido de una disminucién en la eficacia de dicho
sistema ({(Tietz y cols, 1986). En el caso de 1los farmacos
antiepilé&pticos que actlan en el sistema GABAérgico, como es la
VGB y GBP, se desconocen los cambios en los receptores de ese
gistema que resultan de su administracién crénica, asi como

alteraciones en otros tipos de receptores como son los de los
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opiocides endégenos.

Por otra parte, se sabe gue agonistas gque se unen al RBDZ
evitan la expresién de la proteina Fos, la cual se ha utilizado
como un marcader de actividad neuronal. Sin embargo, se
desconocen los cambios inducidos por la VGB y el GBP en la
expresién de esta proteina. Dichos cambios resultan relevantes
ya que se sugiere que Fos interviene en la expresidn de genes de

expresién tardia.

6. HIPOTESIS

Si se administran farmacos que potencian la accién del GABA,
tal comoc VGB, GBP y DZP, entonces se disminuird la expresién de
la proteina Fos inducida por la epilepsia en Areas cerebrales

especificas involucradas en las crisis.

Asimismo, si se administra en forma repetida dichos farmacos
entonces se disminuirad la unién al RBDZ y u de los opioides
endégenos en las mismas &reas en las que se bloqued la expresidn

de Fos.

Estos cambios a largo plazo disminuirén la accidén del GABA
y podrdn ser un mecanismo que facilite la produccién de la

epilepsia refractaria a tratamiento farmacolégico.
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7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracién repetida de 1los
farmacos antiepilépticos: VGB, GBP Y DZP, en la unidén de RBDZ ¥y
#. Asimismo, investigar los cambios en 1la expresidn de la
proteina Fos secundaria a actividad epiléptica después de 1la

administracién aguda de estos farmacos.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar los cambios en los niveles de unién al RBDZ Y
4 en ratones tratadeos con DZP, GBP y VGB -una sola dosis Y

cronicamente-.

-Evaluar en ratas el efecto de DZP, GBP y VGB en la

expresién de la proteina Fos secundaria a actividad epiléptica

con PTZ.
8. METODO
8.1 SUJETOS

Se utilizaron ratas macho adultas (10-12 semanas) de la cepa

Wistar con un pesc entre 250-350 grs para la técnica de
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inmunohistoquimica y ratones macho adultos (6 semanas) de la cepa
CD-1 con un peso entre 20-35 grs para la técnica de
autorradiografia. Los animales tuvieron acceso ad 1fbitum a agua

Y comida y se mantuvieron con un ciclo 12-12 luz-oscuridad.

8.2 FARMACOS Y TRATAMIENTOS

Los animales se manipularon previamente a los tratamientos
con el fin de habituarlos al procedimiento experimental. Dicha
manipulacién consistidé en pesarlos y administrarles solucién

salina (8S) v.o. o i.p. diariamente por una semana.

a) La SS se administxd en un volumen de 0.1 ml/i0 grs i.p
o v.o. en el caso del ratén y de 0.1 ml/100 grs i.p. o 1 mi/Ll00

grs v.o. en el caso de la rata.

b} El PTZ se administré a ratas a una dosis de 60 mg/Kg i.p.

en un volumen total de 0.1 ml/100 grs.

¢) La VGB se administrd a una dosis de 500 mg/Kg v.o. en un
volumen total de 1 ml/100 grs en el caso de la rata y de 0.1

ml/10 grs en el caso del ratdn.

d) El GBP se administré a una dosis de 100 mg/Kg v.o. en un

volumen total de 1 ml/100 grs en el caso de la rata y de 0.1
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ml/10 grs en el caso del ratén.

d) El DZP se administr® a una dosis de 5 (en los
experimentes de inmunohistogquimica) o 10 {en los experimentos de
autorradicgrafia) mg/Kg i.p. en un volumen total de 0.1 ml/100
grs en el caso de la rata o de 0.1 ml/10 grs en el caso del

raton.

Todos los firmacos se disolvieron en S5 comoc vehiculo,
excepto el DZP en el grupo de ratas para la inmunchistoguimica,
el cual se administr® sin diluir en la forma farmacéutica de

solucidn inyectable.

8.3 GRUPOS EXPERIMENTALES

8.3.1 ESTUDIOS PARA LA EVALUACION DE RECEPTORES

a) Grupo control (SSA; n=30). Los ratones recibieron 8§ (0.1

ml/10 grs, i.p. © v.0.) por 8 dias.

b) Grupos “dosig Unica” (F1AVGB, F1AGBP y F1ADZP; n=10}. A
cada ratén se le aplicé SS una vez al dia por 7 dias y 24 h
después de la Gltima aplicacién se le administré una dosis inica

de VGB, GBP o DZP.

¢) Grupos “tratamiento subcrénico” (FCAVGB, FCAGBP y FCADZP;
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n=10). Se administx® VGB, GBP o DZP una vez al dia a cada ratdén

por un periodo de 8 dias.

Los animales se sacrificaron por decapitacién a las 24 h
después de la Gltima administracidén Y se procedié a realizar la

técnica de autorradiografia (Ver después} .

8.3.2 ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA FOS

a) Grupo 8§ (S8SI; n=15). Las ratas se inyectaron con SS.

b) Grupo SS + PTZ (SSI+PTZ; n= 23). Cada rata recibid sS Y

1 hora después se le administréd PTZ.

c) Grupo fArmaco + PTZ (VGB+PTZ, n=6; GBP+PTZ, n=5; vy
DZP+PTZ, n=11). Las ratas recibieron VGB, GBP o DZP y 1 hora

después se inyectaron con PTZ.

A las 2 h después del PTZ, los animales se anestesiaron con
ketamina y xilacina y se perfundieron por via intracardiaca,
procediendose a realizar la técnica de inmunohistoquimica (ver

mas adelante).
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8.4 AUTORRADIOGRAFIA

Veinticuatro horas después de la administracién de $8 o del
farmaco correspondiente, los animales se sacrificaron por
decapitacién, sus <cerebros se extrajeron r&pidamente, se
congelaron en hielec seco pulverizado y se almacenaron a -70°C.
En un criostato se obtuvieron secciones coronales de 20 um de
grosor, se montaron por descongelacidén en laminillas cubiertas
previamente con gelatina y se mantuvieron a -70°C hasta el dia

de la incubacién.

Para la autorradiografia se procedié a lavar las secciones
cerebrales en una solucidén Tris HC1 50 mM (pH 7.4) para
receptores g © en Tris HCl1 170 mM (pH 7.4) para RBDZ, por 30 min
a 25°C. Para receptores p las secciones se incubaron durante 60
min a 25°C en una solucidn 2 nM de [*H] DRMGO (agonista para los
receptores u} y Tris HC1l 50 mM, en ausencia o presencia de 2 gM
de naloxocna. La unién obtenida en presencia de naloxona se
considerd unidén no especifica. Para RBDZ, las laminillas se
incubaron durante 4% min a 4°C en una scolucién 2 nM de
[*H]Flunitracepam (agonista para el sitio de accién de las BDZ en
el complejo GABA) y Tris HCI 170 mM. Se utilizé 1 pM de
clorodiacepéxido nc marcado, come ligando frio para evaluar la
unién no especifica. La incubacidén se termind con 2 lavados

sucesivos en solucién Tris HCl 50 mM (pH 7.4) para receptores
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B o en Tris HC1 170 mM (pH 7.4) para RBDZ (1 min c/u; 4°C). Las

secciones se secaron rédpidamente con aire frio.

Las laminillas se colocaron en magazines de plomo, se
pusieron en contacto con pelficula sensible al tritio {Amersham,
Hyperfilm-*H) y se conservaron en un lugar oscuro y a temperatura
ambiente de 3 (RBEDZ) a diez semanas (u). Posteriormente se
procesaron con revelador Kodak (D11) y fijador réapide. La
densidad é&ptica (OD}) de 1los autorradiogramas se determind
utilizando un programa de anilisis de imigenes (JAVA, Jandel
Scoftware del An&lisis de Video). Para cada &area cerebral, se
realizaron 10 lecturas de la OD en por lo menos ¢inco secciones
diferentes de cada cerebro y se obtuvo un promedio. La OD se
convirtié en fentomolas por mg de tejido con base en valores
obtenidos de estandares de tritio. Las dreas corticales evaluadas
fueron las siguientes: las cortezas motora, somatosensorial y del
cingulo; caudado putamen, ntGcleo acummbens, &areas CAl a CA3 y
giro dentado del hipocampo, amigdala (medial, basomedial,

basolateral y central), t&lamo e hipotalamo.

Los valores obtenidos en fentomolas por mg de tejido para
cada &rea estudiada se contrastaron entre las tres condiciones
experimentales (SSA, F1A, FCA) por droga, utilizando el An&lisis
de Varianza (ANOVA) completamente aleatorizado de 1 factor (nivel

de significancia p<0.0%) y la prueba de comparaciones miltiples
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de Duncan.

8.5 ANALISIS CONDUCTUAL

Inmediatamente después de la administracién de PTZ o 558, las
ratas se colocaron en cajas individuales y se observaron
continuamente durante 20 min. Se determind el nimero de animales
que presentaron crisis parciales y crisis ténico-clénicas
generalizadas inducidas poxr PTZ, asi como la latencia a las
crisis (tiempo en minutos desde la administracidén de PTZ hasta
el comienzo de la crisig) y la duracién de la misma {tiempo en

minutos desde el comienzo al fin de la crisis).

La actividad epiléptica (crisis parciales vy crisis
generalizadas) de los grupcos de tratamiento (F + PTZ) y del grupo
control (SSI+PTZ) se reporté en porcentaje. Por otro lado, se
empled un Andlisis de Varianza completamente aleatorizado (1
factor; nivel de significancia p<0.05) para comparar la latencia
y la duracién de las crisis del grupo SSI+PTZ comparado contra

los tres grupos de tratamiento (F + PTZ).

8.6 PERFUSION E INMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECTAR LA PROTEINA

FOS

Después de 2 horas de la administracidn de SS o PTZ todas
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las ratas fueron anestesiadas con una combinacién de ketamina
(100 mg/Kg) y xilacina (20 mg/Kg) y se perfundieron por puncién
intracardiaca con 500 ml de PBS (0.1 M) y 500 ml de
paraformaldehido al 4% en 0.1 M de PBS con un pH de 7.4. Después
de la perfusién se extrajeron los cerebros y se colocaron en
paraformaldehido al 4% por 4 horas, y se procedid a sumergirlos
en sacarosa al 30% por 72 hrs para su crioproteccién. En un
microtome se obtuvieron cortes corconales de 40 um de grosor a
nivel del hipocampo dorsal y la amigdala (Bregma -3.14 mm;
Paxinos y Watson, 1986). Después de incubar por dos horas en una
sclucién de tritén al 2%, las secciones cerebrales se lavaron con
PBS 0.1 M (3 wveces 10 minutos cada vez) y se incubaron en el
anticuerpo primario policlonal (1:5000; diluido en suero de
conejo al 5%} por 48 hrs a 4°C. Después de lavar con PBS las
gecciones se incubaron en anticuerpo biotinilade (Kit ABC
Vectastin) por una hora a temperatura ambiente. Las secciones se
lavaron con PBS y se incubaron con un anticuerpo reagente {Kit
ABC Vectastin) por 1 hora a temperatura ambiente. Las secciones
se lavaron y la reaccidn se reveld con 0.05% de diaminobencidina,

1% de agua oxigenada en PBS 0.1 M y 100 pl de sulfato de niquel,

finalmente leos8 <c¢ortes ge montaron en portaocbjetos no

gelatinizados.

Las estructuras seleccionadas para el an&lisis cuantitative



46

de la proteina Fos fueron las Siguientes: cortezas motora,
Somatosensorial y retrospenial; amigdala (medial, basclateral Yy
corteza piriforme) e hipocampo (4reas CAl-3 Y giro dentado) . Cada
estructura se fotografié con una amplificacién de 100x y las

c€lulas inmunorreactivas se cuantificarcn en una &rea de 400 x

287 um?.

Para contrastar entre si los efectos de los tratamientos (F+
PTZ) con los grupos de SSI y SSI+PTZ en la inmunorreactividad de
la proteina Fos secundaria a actividad epiléptica, los datos en
cada una de las &reas estudiadas se sometieron al Analisis de
Varianza completamente aleatorizado (1 factor; nivel de
significancia p<0.05) y a la prueba de comparaciones miltiples de

Duncan.

9. RESULTADOS

En acuerdo con nuestra hipStesis, se observé que la
administracién aguda de DZP, GBP y VGB, los cuales potencian la
accién del GABA, predujo una reduccidén en la expresién de la
proteina Fos inducida por 1la epilepsia; mientras su
administracién subcrénica disminuyd la unién al RBDZ y g en &reas
cerebrales especificas involucradas en la expresién de las
crisis. 8in embargo, no se observé una correlacidn entre las

dreas en las que se observaron cambios en la expresién de 1a
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de la proteina Foe fueron las siguientes: cortezas motora,
somatosensorial y retrospenial; amigdala (medial, basolateral y
corteza piriforme) e hipocampo (&4reas CAl-3 y giro dentado). Cada
estructura se fotografid con una amplificacidén de 100x y las

células inmunorreactivas se cuantificaron en una drea de 400 x

287 um?.

Para contrastar entre si los efectos de los tratamientos (F+
PTZ} con los grupos de SSI y SSI+PTZ en la inmunorreactividad de
la protefna Fos secundaria a actividad epiléptica, los datos en
cada una de lags &reas estudiadas se sometieron al Anadlisis de
Varianza completamente aleatorizade (1 factor; nivel de
significancia p<0.05} vy a la prueba de comparaciones miltiples de

Duncan.

9. RESULTADOS

En acuerdc c¢on nuestra hipbtesis, se observd que 1la
administracién aguda de DZP, GBP y VGB, los cuales potencian la
accién del GABA, produjo una reduccidn en la expresién de la
proteina Fos inducida por la epilepsia; mientras su
administracién subcrdnica disminuyd la unidn al RBDZ y u en &reas
cerebrales especificas involucradas en la expresidn de las
crisis. Sin embargo, no se observd una correlacidén entre las

dreas en las que se observaron cambios en la expresidn de la
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proteina Fos y entre las 8reas de disminucién en la unién a los
receptores p y BDZ. La descripcidén de los resultados obtenides

en el presente proyecto ge especifica a continuacién.

9.1 EFECTOS EN LA UNION AL RBDZ Y AL RECEPTOR H ) DESPUES DE

LOS TRATAMIENTOS (AGUDO Y SUBCRONICO) CON DIACEPRM,

GABAPENTIN Y VIGABATRINA

9,.1.1 SOLUCION SALINA (SSA)

En el grupo SSA se observd un mayor nivel de unidén al RBDZ
en las cortezas motora, somatcosensorial y del cingulo, en el
hipocampo (Areas CAl-CA3 y giro dentado) y en la amigdala
{medial, basomedial, basolateral y central); mientras gque un
menor nivel de unién se presentd en el caudado putamen, nidcleo

acummbens, tédlamo e hipotilamo (Tabla III, V y VII).

Respecto al receptor g, las cortezas motora, somatosensorial
y del cingulo, el caudado putamen, el hipocampo (Areas CAl-3 y
giro dentado} y el hipotdlamo mostraron un menor nivel de unidn
en este receptor, mientras que el nicleo acummbens, y la amigdala
(medial, basomedial, basolateral y central) mostraron un mayor

nivel de unidén (Tabla IV, VI y VIII).
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9.1.2 DIACEPAM

Los animales del grupo F1ADZP mostraron una disminucidén en
la unién al RBDZ en la amigdala basomedial (38.22%) comparados
contra el grupo SSA. Se observd una disminucién significativa en
la unién de [*Hlflunitracepam en la amigdala medial {41.60%),
central (37.92%) y basomedial (44.97%) en el grupc FCADZP

comparade contra el grupo SSA. (Tabla III; Fig. 1).

Un incremento sgignificativo en la unién de [*H]IDAMGQ se
observS en la corteza somatosensorial (49.66%) de los animales
del grupo F1ADZP comparados contra el grupo SSA (Tabla IV; Fig.
1) . Sin embargo, el grupo FCADZP no mostrS cambios significativos
en la unidén al receptor u comparadeo con el grupo SSA en todas las

areas analizadas.

9.1.2 GABAPENTIN

Los animales del grupc F1lAGBP mostrarcn una disminucidn en
la unién al RBDZ en la amigdala basolateral (29.61%) cuando se
compararcn contra el grupo SSA. En el grupo FCAGBP se observd una
disminucién en la unidn al RBDZ en las cortezas motora (20.52%;
19.84%), Yy somatosensorial (34.57%; 23.84%) y en las areas Cal-
CA3 (34.39%; 23.46%) comparado contra el grupc SSA y el grupo

F1AGBP respectivamente. A nivel de la amigdala basolateral el
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grupo FCAGBP (33.23%) mostré una disminucién en la unién al RBDZ

cuando se compard contra el grupo SSA (Tabla v; Fig. 1 y Fig. 2).

En comparacién al grupo SSA y al grupo F1AGBP, los animales
del grupo FCAGBP presentaron un disminucién en los niveles de
unidn de receptores p en la corteza del cingulo (49.85 y 51.20%

respectivamente) (Tabla VI; Fig. 1}.

Tabla HI. Unién de *H-Flunitracepam (fmol/mg de proteina en areas cerebrales de
ratones tratados con solucidn salina (SSA), administracién aguda (F1ADZP) y

subcrénica de DZP (FCADZP).
AREA SSA F1ADZP FCADZP ANOVA p (F)

CX MOTORA 5247 + 275 4136 ¢ 725 3826 + 610 p<02
CX. SOMATOSEN 5034 & 352 4116 & 70.9 3676 + 624 p<0.2
CX. CINGULO 5421 + 301 3920 + 90.0 3344 ¢+ 500 p<0.06
CAUPUT 199.2 + 400 201.7 +284 1437 + 84 p<02
ACUMMBENS 253.8 + 381 1944 + 323 2108 + 349 p<05
CA1-CA3 4357 + 57.4 4005 + 393 2861 + 477 p<0.09
GIRUS 5643 + 62.1 5319 ¢ 406 3785 + 694 p<0.08
AMMED 552.7 + 50.2 440.3 +39.7 3228 t 56.6@ p<0.01
AMBSM 5449 % 58.0 3366 t 46.0° 299.8 + 51.3@ p < 0.007
AMBSL 466.3 +606 351.8 +464 2763 + 568 p<0.06
AMCEN 456.2 + 451 356.5 +361 2832  56.8° p<0.05
TALAMO 2906 + 37.7 2731 £220 2068 + 347 p<0.1
HIPOTALAMO 431.5 + 534 3386 +23.8 2803 £ 573 p<01

Cada valor es lza media £ el error estandar

* p < 0.05 Comparado con € grupo SSA (Prueba post-hoc)

@p < 0.01 Comparado con el grupo SSA

Corteza motora (CX. MOTORA); Corteza somatosensorial (CX. SOMATOSEN);
Corteza del cingulo (CX. CINGULOY; Caudade Putamen (CAUPUT); Nucleo
acummbens (ACUMMBENS); Areas CA1 a CA3 del cuernc de Ammén
{CA1-CA3); Giro dentado del hipocampo (GIRUS); Amigdala Medial (AMMED),
basomedial (AMBSM), basolateral (AMBSL) y central (AMCEN).

9.1.4 VIGABATRINA

Los niveles de unién al RBDZ mostraron una tendencia a
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incrementar en el grupo F1AVGB (amigdala basomedial, basolateral
y central; tdlamo) y a disminuir en el grupo FCAVGB (cortezas
motora y del cingulo; caudado putamen, niiclec acummbens ¥
amigdala bascmedial) comparados contra el grupo SSA. Sin embargo,
estos cambics no fueron estadisticamente significativos (Tabla

VII; Fig. 1).

Tabla IV. Unién de [PHIDAMGO (fmolfmg de protelna) en areas cerebrales
de ratones tratados con solucidn salina (SSA), administracion aguda
{F1ADZP) y subcrénica de DZP (FCADZP)

AREA S5A F1ADZP FCADZP ANOVA p (F)
CX. MOTORA 266 £+ 20 334 %17 304 £21 p=<0.08
CX. SOMATOSEN 284 £ 2.2 425 + 40" 358 + 3.7 p<0.03
CX. CINGULO 353 £ 36 384 £ 27 396 + 40 p<06

CAUPUT 4265 + 56 554 £33 578 £ 6.7 p<01
ACUMMBENS 868 + 40 986 + 49 980 +48 p<01
CA1-CA3 349 £ 49 357 +23 200 18 p<02
GIRUS 252 £+ 16 276 £ 21 259 21 p<06
AMMED 888 + 57 B861 24 827 +43 p<06
AMBSM 809 £ 55 747+ 31 757 25 p<05
AMBSL 934 £ 35 87117 911 67 p<06
AMCEN 717+ 25 720+ 21 728127 p<09
TALAMO 148.0+ 0.0 14741 72 1341+ 82 p<05

HIPOTALAMO 72852 707211 716 +26 p<09
Cada valor es la media £ el error estandar

* p<0.05 Comparado con el grupo SSA

Para anotaciones ver Tabla Ili

Un incremente en log niveles de unidén al receptor u se
observd en el t&dlamo de los animales del grupc F1AVGB comparados
contra el grupo SSA (20.01%) y el grupo FCAVGB {26.22%) (Tabla
VIII; Fig. 1). Mientras una disminucidn en este receptor se
observé en la amigdala basolateral {13.32%) en el cerebro de los

ratones del grupo FCAVGB, comparados contra el grupo SSA. (Tabla
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DZP

GBP

VvGB

m BDZ
I

Fig. 1. Representacidn grafica del efecto de la administracién
subcrénica de diacepam (DZP}, gabapentin (GBP) y vigabatrina
(VGB) en la unién al RBDZ y al receptor jp en el cerebro de el
ratén a nivel del caudado-putamen (A} y amigdala e hipocampo
dorsal (B). Las Areas oscuras representan la disminucién en la
unién al RBDZ; mientras las regiones con lineas indican 1la
disminucidén en la unidn al receptor p.
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VIII; Fig. 1 y Fig. 3).

$.2 CAMBIOS CONDUCTUALES INDUCIDOS POR PENTILENETETRAZOL EN

RATAS PRETRATADAS CON DIACEPAM, GABAPENTIN O VIGABATRINA

9.2.1 GRUPO SS+PTZ

Todos los animales (100%) del grupo SS+PTZ presentaron
Crisis generalizadas y seis de ellos murieron (26%) (Fig. 4). Con
una latencia a las crisis epilépticas de 0.72 + 0.07 min. y una

duracién de las crisis de 2.45 & 0.70 min (Fig. 5).

Tabla V. Uni6n de [PH]Flunitracepam (fmoi/mg de protelna) en 4reas cerebrales
de ratones tratados con solucidn salina (SSA), administracion aguda (F1AGBP)
y subcronica de GBP (FCAGBP).
—AREA SSA F1AGBP FCAGBP __ ANOVA p (F)
CX. MOTORA 5055 % 232 501.3 £ 235 401.8:304"~ p< 002
CX. SOMATOSEN 503.1 + 29.4 4321 + 294 329.4+37.7@f p< 0.01
CX. CINGULO 501.5 £ 53.2 4615 £ 11.5 39721330 p< 01

CAUPUT 1904 + 213 1527 + 73 173.9+284 p< 05
ACUMMBENS 2965 + 28.3 2215 + 26,5 21894279  p< 0.1
CA1-CA3 480.7 £ 12.8 4120 + 46.7 3153 +335@t p< 0.006
GIRUS 5357 + 18.4 507.4 & 1015 417.7+ 298 p< 0.1
AMMED - 4639 t 50.7 459.1 + 48.3 338.0% 407 p< 0.1
AMBSM 4506 + 60.0 3329 + 279 3105+ 640 p< 0.1
AMBSL 4588 + 157 3228 + 419" 3063+3267@ p < 0.006
AMCEN 3711 + 63.0 3053 + 325 2065+ 572 p< 06
TALAMO 3155 + 552 3037 + 744 17261 323  p< 0.1

HIPOTALAMO 3891 +56.3 3102 + 52.7 2389+ 496 p< 0.1
Cada valor es la media £ el error estandar

* p < 0.05 Comparado con el grupo SSA

~ p < 0.05 Comparado con el grupo F1AGBP

@p < 0.01 Comparado con &l grupo SSA

1t p <0.01Comparado con el grupo F1AGBP

Para anotaciones ver tabla il
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9.2.,2 GRUPO DZP+PTZ

En el grupo DZP+PTZ un animal presentd crisis ténico-
clénicas generalizadas (9.09%), 2 de ellos mostraron crisis
parciales (18.18%) y 8 no presentaron crigis epilépticas
(72.72%) (Fig.4) . Se observé un retardo en la aparicién de las
¢risis en los animales del grupo DZP+PTZ comparados contra el
grupo SS+PTZ (1.78 + 0.60 min. vs 0.72 % 0.07 min.; p<0.01).
Respecto a la duracién de las crisis epilépticas, esta fue
significativamente menor en el grupo DZP+PTZ (0.21 + 0.18 min)
comparada con el grupo control (SS+PTZ) (2.45 t 0.70 min; p<0.05)

{Fig. 5).

9.2.3 GRUPO GBP+PTZ

En este grupo 3 animales (60%) mostraron crisis ténico-
clénicas generalizadas y 2 no presentaron crisis (40%) (Fig. 4).
En cuanto a la latencia a las crisis epilépticas no se observaron
diferencias significativas entre el grupo GBP+PTZ (1.10 + 0.03
min.) y el grupo 88+PTZ (0.72 + 0.07 min.). Sin embargo, la
duracidén de las crigis epilépticas fue significativamente menor
en el grupo GBP+PTZ {0.14  0.06 min.) comparado ccon el grupo

SS+PTZ (2.45 + 0.70 min. p < 0.05) (Fig. 5).
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9.2.4 GRUFO VGB+PTZ

En el grupo VGB+PTZ, 4 de & ratas (68%) mostraron crisis
generalizadas, una rata presentd crisis parcial (16%) y una no
mostrd cambios conductuales (16%) (Fig.4). La duracidn de las
crisis epilépticas del grupo VGB+PTZ fue menor {0.39 + 0.15 min.)
con respecto al grupo SS+PTZ (2.45 i 0.70 min.), aungue no
resultd estadisticamente significativa. La latencia de las crisis
epilépticas de los animales del grupo VGB+PTZ (1.11  0.02 min.)
no mostrd diferencias reaspecto al grupo SS+PTZ (0.72 + 0.07

min.) (Fig. 5}.

Tabla VI. Unién de *H]DAMGO (fmol/mg de protelna) en &reas cerebrales de
ratones tratados con solucién salina (SSA). administracion aguda (F1AGBP) y
subcronica de GBP (FCAGBP).

AREA, S8A F1AGBP - FCAGBP  ANOQVA p{F)
CX. MOTORA 512 + 119 454 £ 84 362 t 50 p< 05
CX. SOMATOSEN 502 + 126 267 +24 261 + 3.2 p< Q.08
CX. CINGULO 742 + 67 764 t54 372 +92@f p< 0007

CAUPUT 77.3 +£ 232 627 +132 632 £ 144 p< 0B
ACUMMBENS 1415+ 309 1076+ 26 1196% 250 p< 0.7
CA1 -CA2 457 £ 173 418 £ 62 360 £45 p< 08
GIRUS 392 £ 106 298 24 273 £16 p<05
AMMED 107.2¢ 265 903 £ 310 721 + 138 p<05
AMBSM 955 ¢+ 170 778 + 251 698 + 39 p<03
AMBSL 1550+ 46.5 1293+ 547 14581 203 p< 09
AMCEN 1149+ 169 801 + 258 774 : B4 p< 02
TALAMO 26171 31.0 2186 400 2213 202 p< 05

HIPOTALAMO 546 + 108 526 £ 103 555 £+79 p<09
Cada valor es la media t el error estandar

@-p < 0.01 Comparado con el grupo SSA

1 : p < 0.01Comparado con el grupo F1IAGBP

Para anotaciones ver Tabla I}
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Fig. 2. Autorradiogramas que muestran la distribuciédn de los RBDZ
marcados con *H-Flunitracepam en secciones coronales a nivel del
caudado-putamen (izguierda) y amigdala e hipocampo dorsal
{derecha) . Las estructuras con mayor unidén a los RBDZ aparecen
como &reas grises o negras, mientras las 4dreas blancas
representan menor unidn a los receptores. En comparacidén con las
secciones del ratén tratado con sgolucidén salina (A), las
seccioneg del animal tratado con GBP (B} muestran una disminucidn
en la unién a los RBDZ.
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9.2.5 COMPARACION ENTRE LOS GRUPOS DE TRATAMIENTO EN LA

LATENCIA Y DURACION DE LAS CRISIS EPILEPTICAS

El pretratamiento con DZP mostrd ser el mas eficaz en
aumentar la latencia a la aparicién de las crisis producidas por
PTZ (grupo DZP+PFTZ) (1.78 i 0.60), con respecto al grupc GBP+PTZ
{(1.10 + 0.03 min.; p<0.05) y el grupo VGB+PTZ (1.11 + 0.02 min;
p<0.05). Respecto a la duracibn de las crisis epilépticas, no se
observaron diferencias significativas entre el grupo DZP+PTZ
{(0.21 + 0.18 min.), el grupo GBP+PTZ (0.14 + 0.06 min.) y el

grupo VGB+PTZ (0.39 + 0.15 min).

Tabla VIi. Unién de [*H]Flunitracepam {fmol/mg de proteina) en areas cerebrales
de ratones tratados con solucion salina (SSA), administracién aguda
(F1AVGB) ¥ subcrénica de VGB {FCAVGB).

AREA SSA F1AVGB FCAVGB _ ANQVA p (F)

CX. MOTORA 439.7 + 524 4337 £ 275 3989 + 338 p< 07
CX. SOMATOSEN 360.3 + 506 351.0 £ 39.1 3689 £ 383 p< 0.9
CX. CINGULO 408.5 + 51.5 419.0 £ 334 3866 336 p< 08
CAUPUT 1804 + 219 1546 £145 1474 + 136 p< 03
ACUMMBENS 190.7 + 266 185.0t 226 1686 = 146 p< 0.7
CAl -CA3 202.1 + 38.7 300.2 £ 378 2726 + 230 p< 038
GIRUS 3658 £ 43.2 3753 + 365 3515 + 308 p< 08
AMMED 3545 + 46.2 4028 + 31.5 3798 + 318 p< 08
AMBSM 352.3 + 40.8 3741 + 231 3297 + 329 p< 06
AMBSL 288.5 + 294 3225 + 30.8 2951 + 340 p< 07
AMCEN 285.6 + 41.7 310.7 t 255 2816 + 274 p< 0.7
TALAMO 2451 + 315 2658 + 179 2778 + 269 p< 06
HIPOTALAMO 296.9 + 36.4 3004 = 28.1 2926 + 247 p< 0.9

Cada valor es la media £ el error estandar
Para anotaciones ver Tabla |l

9.3 ESTUDIC DE LA INMUNORREACTIVIDAD DE LA PROTEINA FOS

9.3.1 EXPRESION BASAL DE LA PROTEINA FOS (GRUPO SS8I). El
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grupo 551 presentd una baja expresién de la proteina Fos en todas

las areas evaluadas.

9.3.2 GRUPO S8S+PTZ (Grupoc control). El grupo SS+PTZ mostrd
un incremento masivo en la inmunorreactividad de la proteina Fos

en todas las estructuras analizadas (Tabla IX}.

9.3.3 GRUPO DZP+PTZ. Los animales del grupoc DZP+PTZ
comparados contra el grupo control presentaron una disminucién
en la expresién de la proteina Fos en las cortezas motora
(67.03%; p<0.01), somatosensorial (58.28%; p<0.01), granular
retrospenial (66.61%; p<0.05) y piriforme (73.95%; p<0.01); en
el giro dentade del hipocampo (87.04%; p<0.01); en la amigdala
medial (87.87%; p<0.01) y basolateral (64.09%; p<0.01); y a nivel
del tdlamo (64.09%; p<0.05} e hipotdlamo (70.33%; p<0.0l1) (Fig.

6, 7y 8; Tabla IX).

2.3.4 GRUPO GBP+PTZ. En los animales del grupoc GBP+PTZ se
observd una disminucidn de la inmunorreactividad de la proteina
Fos en el giro dentado del hipocampo (84.05%; p<0.0l1); en la
amigdala medial (69.11%; p<0.01) y en el hipot&lamc (81.71%;

p<0.05) comparados con el grupc SS+PTZ (Fig. 6, 7 y 8; Tabla IX)

9.3.5 GRUPO VGB+PTZ. Una disminucién en la expresién de 1la

proteina Fos se observd después del pretratamiento con VGB en las
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cortezas motora (54.85%; p<0.01); somatosensorial (55.34%;
p<0.01); y piriforme (48.54%; p<0.05); en el giro dentado del
hipocampo (89.37%; p<0.05) y en la amigdala medial (62.49%;

p<0.05) comparado contra el grupo S5+PTZ (Fig. 6, 7, 8 y 9; Tabla

IX).

Tabla VIl .Unién de PHIDAMGO (fmol/mg de proteina) en areas cerebrales de
ratones tratados con solucién salina (SSA), administracién aguda (F1AVGB) y
subcrénica con VGB (FCAVGB)

AREA SSA F1AVGB FCAVGB _ANQVA D {F)
CX. MOTCRA 540 £ 39 597 53 544 £ 63 p< 0.7
CX.SOMATOSEN 584 + 46 596 % 27 554 % 6.2 p< 08
CX.CINGULO 658 £58 756 52 704 £B8 p<05

CAUPUT 701 £ 36 817 £ 8.0 774 £ 63 p< 05
ACUMMBENS 1120+ 64 12351 104 1248x 75 p< 0.5
CA1-CA3 542 £ 48 604 %50 46.0 = 48 p< 01
GIRUS 533 £ 64 618 t 46 506 t 46 p< 03
AMMED 1033+ 55 1080173 921 = 4.6 p< 01
AMBSM 925 + 34 10141 48 939 4.0 p< 03
AMBSL 16441 57 14701 86 1425+ 55 p< 005
AMCEN 817 £+ 56 805 £ B6 69.7 ¢ 56 p< 03
TALAMO 2829+ 12.6 3396t 156" 269.0% 17.2% p< 0.01

HIPOTALAMO 771 + 38 800 +78 659 +60 p<o02
Cada valor es la media £ el error estandar

* p < 0.05 Comparado con el grupo SSA

1 p < 0.01Comparado con el grupo F1AVGE

Para anotaciones ver tabla Ii

9.3.6 COMPARACION ENTRE LOS GRUPOS DE TRATAMIENTO EN LA

INMUNORREACTIVIDAD DE LA PROTEINA FOS

El grupo DZP+PTZ mostrd una disminucién significativa en la
inmunorreactividad de la proteina Fos comparadce con el grupo

GBP+PTZ en las cortezas motora (56.64%; p<0.01); somatosensorial
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(53.93%; p<0.01) y piriforme (69.30%; p<0.05)({Fig. 6 y Fig. 7;

Tabla IX).

Fig. 3. Autorradiogramas gue muestran la distribucién de los
receptores p marcados con ’H-DAMGO en secciones coronales a nivel
del caudado-putamen {izquierda} y amigdala e hipocampo dorsal
{(derecha). En comparacidn con las secciones del ratén tratadeo con
solucidén salina (A), las secciones del animal tratado con VGB (B)
muestran una disminucién en la unién al receptor p en varias
sreas cerebrales. Para anotaciones ver Fig. 2.
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Fig 4. Porcentaje de animales que presentaron crisis
parciales (C. Parciales) o crisis clénico-ténicas
generalizadas (C. Gener.) en los grupos de solucién salina +
PTZ (SS+PTZ)}, diacepam + PTZ (DZP+PTZ), gabapentin + PTZ

{GBP+PTZ} y vigabatrina + PTZ (VGB+PTZ)}.
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Fig. 5. Efecto del pretratamiento con diacepam (DZP+PTZ}, gabapentin
(GBP+PTZ), vigabatrina (VGB+PTZ) y eolucidn salina {(SS+PTZ) en la
latencia y duracién de las crisis epilé&pticas inducidas por PTZ. Los
valores representan la media :+ el error estandar de cada uno de los
grupos. * p«<0.05 comparado contra el grupc control. ** p<0.0l1 comparado
contra el grupo GBP+PTZ y VGB+PTZ. @ p<0.05 comparados con el grupo
control.
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Fig. €. Efecto del pretratamiento con diacepam (DZIP+PTZ}, gabapentin (GBP+PTZ),
vigabatrina {(WE+PTZ) vy solucifn salina (SS+PFTZ) en la irmmorreactividad de la
proteina Fos inducida por PTZ en las cortezas motora (M), scmatosensorial
(CXsS), gramular retrogpenial (CXGR), &reas CAl a CA3 y giro dentade (GIRUS)
del hipocampo. Los valeores son la media : el error estandar. *p<0.05 y
*1p<0.01 carparados contra el grupe control (SS+PTZ).
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Fig. 7. Inmunorreactividad de la proteina Fos en los nicleogs
amigdalinos medial (AMMED) y basolateral (AMBSL), corteza
piriforme (CXPIR), t#lamo e hipot&lamoc (HIPOTAL) de animales
de los grupos SS+PT2, DZP+PTZ, GBP+PTZ y VGB+PTZ. Los valores
son la media t el error estandar. *p<0.05 y **p<0.01
comparados contra el grupoc control.
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Asimismo, se observé que el grupo VGB+PTZ mostrd menores
niveles de inmunorreactividad en 1la proteina Fos cuando se
comparé contra el grupo GBP+PTZ en las regicones de las cortezas
motora (40.63%; p<0.05) y somatosensorial (50.68%; p<0..01) (Fig.
6; Tabla IX). Sin embargo, no se observaron diferencias en
ninguna de las estructuras analizadas entre el grupo VGB+PTZ y

el grupo DZP+PTZ.

Tabta IX. Efecto del pretratamiento de DZP, GBP y VGB en la

inmunorreactividad de la proteina Fos inducida por PTZ en el cerebro de la
rata.
ESTRUCTURA SS+PTZ _DZP+PTZ GBP+PTZ VGB + PTZ ANOVA p {F)
CX MOTORA 182+11.8 60 195 1384130.6 8211164 p< 0.001
CX SOMATOSEN 1358+ 10.3 5661147 123 +318 60694 p< 0.004
CX RETROSPEN 153.5+17.8 51.2+134 1134322 823+91 p< 001

AMMED 151.5+£282 20.5+85 468 +99 5681133 p< 0.001
AMBSL 1196+ 165 363+£59 708 $+166 7461179 p< 0.001
PIR 160.3+21.1 4171231 136 +342 8251188 p< 0.001
CA1-CA3 4109101 7.3 +40 212 t83 215230 p<01

GIRUS 100.3+24 13 +£77 16 +7.5 106220 p< 0.001

Los valores representan el numero de células inmunorreactivas contadas dentro de un
area de 400 x 287 pm? con una amplificacion de 100x.

Cada valor es la media + el error estdndar.

Corteza motora (CX MOTORAY; Corleza somatosensorial (CX SOMATOSEN); Corteza
granular retrospenial (CX RETROSPEN}, Amigdala Medial (AMMED); Amigdala
basolateral (AMBSL); Corteza Piriforme (PIR); Areas CA1-CA3Z del cuerno de Ammon
{CA1-CA3); Giro dentado del hipocampo (GIRUS).
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VIGABATRINA

Fig. 8. Estructuras gue mostraron disminucién (indicado por
lineas transversales) en la expresién de la proteina Fos inducida
por actividad epiléptica con PTZ en los animales pretratados con
Vigabatrina, Gakapentin y Diacepam. Corteza Motcora (CXM):; Corteza
Somatosenscrial (CXSS}); Corteza Granular Retrospenial (CXGR);
amigdala Medial (AMMED); Amigdala basolateral {AMBSL); Corteza
piriforme (CXPIR); Giro Dentado (GD); Talamc (Tal); Hipotdlamo

(Hip) .
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Fig. 9. Microfotografias (ampliacién 100x) que demuestran la
ipmunorreactividad en la Corteza Somatosensorial (CX), Giro
dentado (DG) y Corteza Piriforme (Pir} de ratas pretratadas con
golucién salina {(A) o VGB (B} previa administracién de PTZ.



67

10. DISCUSION

10.1 ANTIEPILEPTICOS Y RBDZ

En el presente estudio, nosotros encontramos una respuesta
diferencial en la unién al RBDZ, receptor u°' y expresién de la

proteina Fos después del tratamiento agudo y subcrénico con DZP,

GBE y VGB.

Se sabe que la exposicidn crénica de un agonista a su
receptor produce una respuesta de adaptacidén del mismo. Esta
adaptacién se asocia a una disminucidn gradual en el namero de
receptores o “down-regulation”, o a una fosforilacién del
receptor. Estos cambios producen una disminucién en la respuesta
del sistema involucrado (Alberts y cols., 19%94). Se propone
entonces que, la reduccidn en la unién al RBDZ observado después
de la administracién subcrénica con farmacos que potencian la
neurotransmisidén GABAérgica es8 el resultado de estos mecanismos

de adaptacién.

Nuestros resultados est&n de acuerdo c¢on 1o que han
reportado otros autores respecto a que la administracién crénica
de una BDZ (DZP o Flunitrazepam) reduce la unién de ’‘H-
Flunitrazepam en estructuras especificas del cerebro de la rata
{(Grimm y Hershkowitz, 1981; Rosenberg y Chiu, 1979; 198la, 198l1b;

Tietz y cols., 1986). Llama la atencidén que en el caso de VGB
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este régimen de administracién no produce modificaciones en el
RBDZ, como le han reportado otros autores (Halonen y cols., 1991;
Jackson y cols.,, 1994; Verhoeff y cols., 1999); respecto a GBP,
no hay evidencias experimentales respecto a su administracién
cronica y su efecto en el RBDZ. Sin embargo, nuestro estudio
mostré gque al igual éue DZP, GBP decrementa la unién de *H-

Flunitrazepam en el cerebro del ratén.

Aungue los RBDZ se localizan en altas concentraciones en la
corteza cerebral, giro dentado, &rea CAl del hipocampe, coliculo
superior y sustancia negra (Olson y cols, 1890}, nosotros no
encontramos cambios en ninguna de estas estructuras después de la
administracidén aguda y subcrénica con DZIP. Sin embargo, el
régimen subcrdnico con DZP disminuyd los niveles de los RBDZ a
nivel de la amigdala medial, basomedial y central. Se sabe que
egta estructura del sistema limbico es fundamental en el
desarrollo de las crigis epilépticas {Goddard y cols., 156%), por
lo que los cambios en esta estructura efecto de DZP probablemente
se asocien con una disminucién de la neurotransmisién inhibidora

y una facilitacién de la epileptogénesis.

El mapeo de los sitios de unidn de ’H-GBP en el cerebro de
la rata indica una mayor distribucidén en la corteza frontal,
parietal, occipital y entorrinal, en la regién CAl y en el giro

dentado del hipocampo, tal como en el cerebelo (Hill y cols.,
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1993). La comparacién de estos datos se relacionan con la unién
de ‘H-Flunitrazepam efecto de GBP en la corteza motora y
Somatesensorial y Areas CAl-CA3 observado en este estudio. Lo
anterior nos puede sugerir gque los sitios de unidén de GBP se

asocian con regiones en donde se localizan receptores GABA/BDZ.

Se desconcce el mecanismo por el cual GBP produce efectos
antiepilépticos. Aungue se disefié como un anidloge estructural del
GABA (Satzinger, 1994), este no actia directamente en sus
receptores (Suman-Chauhan y cols., 1993; Dooley y cols., 1986).
Sin embargo, la administracién aguda de GBP disminuyd la unién al
RBDZ, mientras la administracién subcrénica aumentd la unidén a
este receptor. Lo anterior neos sugiere gque este farmaco activa el
sistema GABAérgico directa o indirectamente; esto puede ser
aumentando la actividad de la GAD (Taylor, 1595; Bartoszyk y
cols., 1986; Taylor y cols., 1992} o actuando presinapticamente
para _potenciar la funcién del GABA endSgeno (Taylor y cols,
1998) . Es posible que el incremento de ’H-Flunitrazepam observado
como resultado de la administracién aguda de GBP se explique por
el efecto conocido come “GABA-sghift” (Wastek y cols., 1978;
Mitchell y Wilson, 1583), el cual sugiere que GABA produce un
incremento en la unidn de las BDZ en su receptor, y que la
disminucidén en el RBDZ después de la administracidn subcrénica de
GBP sea un fendémeno de adaptacidén producto de la exposicién

continua del ligando con su receptor, en forma similar a lo
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observado con la administracién suberénica con DZP.

El mecanismo por el cual VGB produce su efecto
antiepiléptico es la inhibicidén irreversible de la GABA-T (Ylinen
Y cols., 1991}, por lo gue se asccia a un aumento en los niveles
de GABA y una disminucidn en el contenide de aminodcidos
excitadores {(Halonen y cols., 1991; Perry y cols., 1979). Sin
embargo, su administracién subcrénica no modificd la unidén de *H-
Flunitrazepam en ninguna estructura en este trabajo. Otros
autores sugieren que VGB no afecta la unidn al receptor GABA o al
RBDZ (Halonen y cols., 1991; Jackson y cols., 1994; Verhueff y
cols., 1999), lo cual estda de acuerdo con lo obtenido en este
estudio. Probablemente, la magnitud del incremento en los niveles
de GABA por VGB no fueron suficientes para inducir cambios
sustanciales en el RBDZ. Esto se corrchora con evidencias que
indican que la presencia de altas concentracicnes de GABA (1 mM)
en neurcnas de cultivo disminuyé la unién a los RBDZ, mientras la
presencia de hajas concentraciones de este aminodcide (0.1-1 gM)
no modificd la unién de dicho receptor (Maloteaux y cols., 1987).
Por lo anterior, en futuros experimentos seria indispensable
llevar a cabo mediciones de los niveles de GABA después de la
administracién de diferentes dosis de VGB y correlacionar estos

datos con los cambios en los RBDZ.
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10.2 ANTIEPILEPTICOS Y RECEPTORES u

Existen evidencias experimentales que indican una
interaccién entre GABA y opicides. La administracién de opioides
eleva los niveles de GABA en el cerebro (Tzeng y Ho, 1978; Lin vy
cols., 1973). Estos péptidos administrados crénicamente
disminuyen la enzima responaable de la sintesis de GABA {GAD) (Ho
y Gilliland, 19%79). En el caso de la morfina, se describe que
ésta actlia directamente en los receptores a GABA (Breuker vy
cols., 1976). También se sabe que la administracidén crénica de
los opioides aumentan la unidén al RBDZ en varias estructuras del
SNC de la rata (Rocha y cols., 1993b, 1996b). Se establece que la
administraci&n de GBP incrementa los niveies de péptidos opioides
extracelulares (Leu y Met-encefalinal en la amigdala (Rocha ¥y
cols., 195%a). Por otra parte se sabe gque la administracidn de
DZP, Flunitrazepam y muscimol disminuye el contenido de Met-
encefalina estriatal en ratas (Harsing y cols., 1982). Otro
reporte establece que la administracién de bicuculina, un
antagonista GABAérgico, suprime la conducta de abstinencia
preducida por el n-dipropilacetato {un antagonista del receptor
u) (De Boer y ceols., 1977). En el presente estudio nosotros

observamos que la administracidn aguda de DZP y VGB elevd los
niveles de unidén al receptor p en la corteza somatcsenscorial y

tdlamo respectivamente, mientras que la administracidn subcrédnica
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de GBP disminuyé la unién de H-DAMGO en la corteza del cingulo
Y la administracién de VGB redujo los niveles de unién en la
amigdala basolateral. Las evidencias antes expuestas sustentan
gue las modificaciones en el receptor p siguiendo a 1la
administracién de DZP, GBP y VGB (incremento después de 1la
administracién aguda y disminucién después del régimen

subcrénico} puede ser el resultado de la interaccidén GABA-

opioides.

10.3 ANTTEPILEPTICOS ¥ CRISIS

Aunque todos los farmacos administrados en este estudio
potencian la neurotransmisidn GABAérgica, su efecto en las crisis
inducidas por PTZ es diferente. El DZP previene las crisis
producidas por PTZ (Rall y Schleifer, 1990); el GBP bloguea las
crisis c¢lénicas inducidas por PTZ (McLean, 1995); mientras que la
VGB es inefectiva en crisis epilépticas producto de 1la
administracién de este convulsivante (Leppik y cols., 1994; Jung
y Palfreyman, 1995). En el presente estudic encontramos gque DZP
mostrd ser el farmaco mis efectivo en evitar la produccidn de
crisis parciales y generalizadas inducidas por PTZ, mientras GBP
y VGB mostraron ser mis efectivas en disminuir las crisis
parciales, sin modificar de manera importante a las crisis

generalizadas.
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10.4 ANTIEPILEPTICOS Y PROTEINA FOS

Estudios previos han demostrado que las dreogas
antiepilépticas que potencian la transmisién GABAérgica, tal como
diacepam, midazeoclam, &cideo valproico y pentobarbital, bloguean el
incremento en la expresién de c¢-fos y Fos inducido por crisis
epilépticas en 4&reas <cerebrales especificas (Dragunow y

Robertson, 1987; Morgan y cols., 1987; Pennypacker y cols.,

1993 .

Aungue todos los farmacos empleados en el presente estudic
incrementan la concentracidén de GABA cerebral (Halonen y cols.,
1990; L&scher y Schmidt, 1987; Loscher y cols., 1991; Petroff y
cols., 2000} llama la atencidén el efecto diferencial de ellos en
la expresién de Fos producto de PTZ en el cerebro de la rata.
Este efecto en la expresidn de Fos producto de DZP, GBP y VGB nos
muestra un mapeo diferencial de las &reas en las cuales los
farmacos probablemente ejercen su efecto antiepiléptico. Sin
embargo, el DZP, el GBP y la VGB disminuyeron la
inmunorreactividad a Fos en estructuras cerebrales comunes, tales
como el giro dentado del hipocampo y la amigdala, regiones que

estln implicadas en el inicio y la propagacidn de las crisis.

Se sabe que el giro dentado del hipocampo ejerce un papel

regulador en los circuitos hipocampales y estructuras limbicas
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durante las crisis (Lothman y cols., 1992) y que un incremento en
la expresién de la proteina Fos en esta estructura se asocia con
dafio neuronal (Motte y cols., 1998). De tal manera, la
disminucién o blogueo de Fos producto del pretratamiento con DZP,
GBP y VGB en &4reas cerebrales especificas puede asociarse con un
efecto protector a las crisis epilépticas. De hecho, se sabe que
VGB protege en contra de dafio neuronal inducido por acido kainico
{Halonen y cols., 1995). Asimismo, se conoce que el dafic neuronal
inducido por un incremento en la neurotransmisién de glutamato se
previene con el tratamientc con GBP (Rothstein y Kuncl, 1995),
efecto que se puede relacionar con wuna disminucidén en las

corrientes de calcio (Stefani y cols., 1938).

Se establece que Fos participa en la regulacidén de genes de
expresién tardia tales como la proencefalina y la preodinorfina
(Zidlkowska y cols., 1998), y que los péptidos derivados de estos
genes pueden inducir las crisis (Frenk, 1983}). Asimismo, se sabe
que la administracidén de VGB disminuye los niveles de RNAm de la
hormona liberadora de corticotropina, una hormona que tiene
acciones proconvulsivantes durante el desarrollo cerebral (Tran
y cols., 1999). El efecto de DZP, GBP y VGB en la expresidn de la
proteina Fos secundaria a actividad epiléptica observado en este
estudio podria asociarse con un blogueo de los mecanismos
celulares relacionados con la plasticidad neuronal en 1la

epilepsia, que a largo plazo se asocian con facilitacién de la
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actividad epiléptica y dafio neuronal.

Se sugiere gque la activacién de los receptores a glutamato
median el incremento en la expresidn de c-fos y Fos (Morgan y
Curran, 1991). La expresién reducida de Fog después del
pretratamiento con DZP, GBP y VGB cbservada en este estudio puede
ser el resultado del incremento en los niveles de GABA y/o del
decremento en el efecto de amincicidos excitadores {Dooley y
cols., 2000; Ldscher y Schmidt, 1987; Perry y cols., 1979;

Petroff y cols., 2000).

10.5 RECEPTORES Y FOS

La proteina Fos se emplea como un marcador neuronal de alta
resolucidn para trazar conexiones neurocanatdémicas, rutas
neurcnales de las crisis epilépticas y sitios de accidn de drogas
neurcactivas (Dragunow y Faull, 1989). Se plantea que la unidn de
Jg-Flunitrazepam no se correlaciona con la supresién de 1la
expresién de la proteina Fos inducida por PTZ o bicuculina en el
cerebro del ratén (Johansson y cols., 1996). En otro estudioc no
se encontr® relacién entre cambios regionales del receptor GABA,
producto de DZP crénico y cambios regionales en el empleo de
glucosa en ratas (Brett y Pratt, 1995). No existe una correlacién

directa entre Fos y los receptores ya que, en nuestro estudio la

mayoria de las &4reas cerebrales evaluadas gue presentaron una
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disminucién en la expresién de la proteina Fos no mostraron
cambios en la unién al receptor u o al RBDZ. Es probable que esta
falta de correlacifn entre Fos y receptores se asoclie al empleo
de diferentes animales y diferentes regimenes de administracidén
desarrollado en nuestro proyecto. Probablemente otros genes de
expresidn temprana estén asociados con modificaciones en los
receptores u y BDZ, por lo gque se sugiere que en futuras

investigaciones se analice su participacidn.

10.6 ANTIEPILEPTICOS Y EPILEPSIA REFRACTARIA A TRATAMIENTO

FARMACOLOGICO

Los efectos farmacolégicos de las sustancias neurcactivas se
correlacionan con la interaccién con sus receptores; por lo gue
la disminucién progresiva en el nimeroc o afinidad de los sitios
receptores se puede asociar a con una disminucién progresiva en
‘'la respuesta farmacolégica {(Maloteaux y cols., 1987). En la
clinica, una gran proporcidn de pacientes epilépticos {(30-40%)
reciben tratamiento crénico con varios antiepilépticos (Albani y
cols., 1997). Se sabe que este tipo de tratamiento conocido como
politerapia puede estar involucrada en la resistencia a las
drogas (Jallon, 1997). Al respecto, se establece que la epilepsia
puede ser intratable desde el coﬁienzo o puede llegar a ser
intratable durante el tratamiento crbnico con antiepilépticos

(Ldscher, 1997; Aicardi, 159%8). Nuestros datos proporcionan
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evidencias de la interaccidn entre la exposicidn subcrdnica de un
farmaco y la disminucidén en la unién al RBDZ y u. Este puede ser
un mecanismo que derive a la epilepsia refractaria a tratamiento
farmacolégico con antiepilépticos. Lo que se plantea realizar en
el futuro para verificar este planteamiento, involucra entre
otras cosas, un andlisis de la unidn a receptores de sustancias
inhibidoras tal como el GABA o los péptidos opioides después de
la administracidn repetida de farmacos antiepilépticos

tradicionales en modelos animales de crisis quimica o eléctrica

- “kindl ingn .-
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