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RESUMEN

En el presente estudio se evaluaron los'cambios de receptores p inmediatos y
a largo plazo inducidos por AK en estructuras cerebrales relacionadas con la
epilepsia en ratas de diferentes edades. El Acido kainico (AK) es un mogelo_para
generar status epilepticus (EE) y un subsecuente dafio neuronal que asemeja la
Epilpsia del Lobulo Temporal; ambos efectos inducen cambios en la regulacién de
los receptores p. La aplicacion de agonistas p induce la aparicién de convulsiones,
aunque también estan involucrados en el periodo postictal e interictal. Se utilizaron
ratas Wistar macho, tratadas con solucién salina (SS) o AK. Ratas jovenes (J, 15
dias de edad) fueron sacrificadas 72 horas (JSS3d, JAK3d).o 40 dias (JSS40d,
JAK40d) después del tratamiento, ratas adultas (A, 6 meses de edad){(ASS, AAK1d,
AAKA40d) y viejas (V, 12 meses de edad)(VSS1d, VAK1d, VSS40d y VAK40d),
ademds de ratas adolescentes (Ad) y muy viejas (MV) tratadas con ss. Los cerebros
se procesaron por la técnica de autoradiografia para receptores . Se utilizé una
ANOVA para los datos de ontogenia, y t-Student para los de AK. Los resultados
muestran un patrén, donde las ratas J presentan los mas altos niveles de receptores
p y las ratas Ad, V y MV los mas bajos. Por otra parte, las ratas AAK1d presentaron
aumento de receptores p principalmente en cortezas y estructuras del Sistema
Limbico (SL). En el grupo AAK40d los receptores p incrementaron en SL. Las ratas
JAK2d tuvieron disminucién de receptores p en sustancia nigra pars (snr) reticutata y
aumento en giro dentado. En el grupo JAK40d disminuyeron en snr y caudado
putamen. Las ratas VSS1d tuvieron disminucion de receptores p principalmente en
cortezas, mientras que en VAK40d aumentaron en SL. Se concluye que el efecto del
AK en la regulacion de los receptores p difiere en la ontogenia. Los cambios en los
receptores u observados en ratas A pueden asociarse a mecanismos para evitar la
propagacion de las crisis, principalmente en cortezas. La alta susceptibilidad a las
crisis de las ratas J pudiera estar relacionada con niveles altos de receptores p. Por
ofra parte, en las ratas V este mecanismo pudiera estar retardado relacionado con la
degeneracién neuronal a esta edad y la incidencia de un mayor dafio neuronal.



INTRODUCCION

1.1 Breve Recuento de la Historia.

Los trastornos mentales han sido objeto de estudio desde tiempos
inmemoriales. En la época de Hipdcrates (400 a.c) se trataba de encontrar una
relacién entre lesiones craneales y las crisis producidas tiempo después. Los anélisis
modernos en neurcbiclogia de la epilepsia empezaron con John H. Jackson en
Londres por 1860, quien relaciont que las crisis no siempre estan asociadas con la
pérdida de la conciencia, pero si con alteraciones cerebrales focales. El definié asfa
las crisis que empiezan con sintomas focales neurolégicos y progresan a
convulsiones con pérdida de la conciencia como “marcha Jacksoniana® (Engel,
1995). Poco después, Victor Horsley en 1886, realizé un tratamiento quirtirgico
seccionando el cértex adyacente a una fractura craneal logrando curar a pacientes
con crisis motoras focales.

Las innovaciones médicas en el uso de farmacos anticonvulsivos como los
barbitiricos, el desamollo de la electroencefalografia (EEG) con Hans Berger en
1929, los trabajos de cirugia que datan de los afios 1850°s con Wilder Penfield y
Herbert Jasper, asl como la ahora muy utilizada técnica de microdidlisis han
permitido entender mejor lo que se conoce como epilepsia (Kandel et al., 2000).

1.2 Qué es la Epilepsia?

Por medio de la electrofisiologia se demostré que la epilepsia es una
alteracién en la excitabilidad de las neuronas, El individuo predispuesto a la epilepsia
padece ataques cuando el nivel de excitabilidad de su sistema nervioso se eleva por
encima de cierto umbral. El témino “crisis” se refiere a un cambio del
comportamiento debido a sincronias, alteraciones y disparos ritmicos de una
poblacién de neuronas. El término “epilepsia” se refiere a las alteraciones de las
funciones del cerebro caracterizado por la aparicibn de crisis periédicas e
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impredecibles. Las crisis pueden ser “no- epilépticas™ cuando son evocadas en un
cerebro normal por tratamientos como electrochoques (EEC} o quimicos convulsivos
y “epilépticas® cuando ocurren sin aparente provocacién y son la manifestacién
clinica de una actividad neuronal excesiva y/o hipersincrénica en la corteza cerebral
(Engel, 1989).

La epilepsia, considerada como un estado de crisis espontaneas recumrentes
presenta componentes electroencefalograficos (EEG) y conductuales que pueden
clasificarse como periodo ictal, postictal e interictal (Engel y Rocha, 1992). Ef término
“ictal" se refiere ai periodo de-la crisis per se. El pericdo “postictal” se presenta
durante los primeros 30 minutos después de una crisis. En esta etapa la crisis
termina (EEG y clinicamente) dando lugar a una depresién postictal caracterizada
por una inmovilidad conductual, proponiéndose que este sea un proceso activo de
inhibicion (Engel et al., 1991). En este periodo se presenta un estado refractario que
impide la generacion de nuevas crisis y va acompafiado de conductas especificas
como depresion y agresividad que se han relacionado con la liberacién de péptidos
opicides (Caldecott-Hazard et al., 1983).

El pericdo “interictal® es el periodo entre crisis y crisis. Durante esta etapa se
presentan descargas interictales, cuando neuronas en una cierta regién generan
sincronizadamente una despolarizacién larga, la cual es seguida de un potencial
hiperpolarizante y una inhibiciébn neuronal de las é4reas circunvecinas al foco
epiléptico. Este periodo puede durar unas horas o incluso afnos.

La epilepsia presenta asi un incremento en las influencias inhibitorias durante
el estado postictal e interictal lo que puede reflejar un mecanismo homeostatico para
prevenir la iniciacién de una nueva crisis o restringir la propagacion ictal una vez que
la epileptogénesis ocurre (Engel et al., 1991).

1.3 Clasificacién de Crisis y Estados Epilépticos

La crisis epilépticas se clasifican como crisis parciales cuando involucran solo
una parte del cerebro o como crisis generalizadas cuando abarcan ambos



hemisferios. A continuacién se presenta una clasificacion de crisis epilépticas de Liga
Internacional contra la Epilepsia (Baucaud y Henrinkzan, 1981; 1989).

|. Crisis Parciales (Focales, Locales)
A. Crisis parciales simples
1. Con signos motores
2. Con sintomas somatosensoriales ¢ sensornales especiales
3. Con sintomas o signos autondmicos
4. Con sintomas psiquicos
B. Crisis parciates complejas
1. Con alteraciones de la conciencia al inicio
2. Parcial simple al inicio, seguida de deterioro de la conciencia
C. Crisis parciales que involucran a convulsiones tonico-clénicas generalizadas
{CTG)
1. Simples que evolucionan a (CTG)
2. Complejas que svolucionan a (CTG) (incluyendo aquelias con inicio
parcial)
3. Simples parciales que evoliscionan a parciales complejas que
evolucionan a crisis generalizadas
II. Crisis Generalizadas {convulsivas o no convulsivas)
A. Crisis de ausencia
1. Ausencias tipicas
2. Ausencias atipicas
B. Crisis miocl6nicas
C. Crisis clbnicas
D. Crisis tdnicas
E. Crisis tonico-clénicas
F. Crisis aténicas
I, Crisis epilépticas no clasificadas: Incluyen todas las crisis que no pueden clasificarse
- debidorardatos incompietos o-inadecuados.
V. Adendum :
- A-Crisis-epilépticas repetidas que-ocurren-en-diversas circunstancias-- .
.' 1. Ataques fortuitos - que-llegan-inesperadamente y-sin alguna-proveeacion.
2. AMaques ciclicos;: més o-mencs a infervalos regulares (eferiplo, con
relacién al ciclo menstrual o ciclo suefo-vigilia) )
3.Ataques provocados por factores sensoriales (fatiga, alcoholismo, emocién,
etc.) o referidos como crigis reflejas.
B. Crisis prolongadas o repetitivas status epilepticus (EE). *Status” implica estado
fijo o persistente.

1.4 Factores causales de la epllepsia y dafio producido por las crisis.

Desde el punto de vista morfoldgico, se pueden analizar las alteraciones
relacionadas a la epilepsia desde dos enfoques (Feria-Velazco y Gonzalez-Angulo,
1991).



1. Alteraciones consideradas como parte de los factores causales de las crisis
epilépticas: Cualquier evento que dafie al cerebro como son traumas craneales,
tumores, hemorragias, infecciones o anormalidades del desarrollo, asi como también
por causas metabélicas como hipoxia, hipoglicemia, hiponatremia, periodos de
abstinencia al alfcohol o drogas en sujetos adicitos, drogas estimulantes,
hipocalcemia, hipotircidismo, uremia, vascuiitis difusa y enfermedades de
desmilinizacion. 7

2. Alteraciones cerebrales o dafio producido por crisis convulsivas: Se ha
observado que una convulsion generalizada por si sola no produce cambios
estructurales en el Sistema Nervioso Central (SNC), sino que es la recurrencia y
repetitividad de episodios convulsivas visto principalmente en pacientes con .EE. Uno
de las patologias que con mayor frecuencia se presenta en pacientes epiiépticos se
observa en el asta de Ammon del hipocampo (CA1 y CA3 presentan esclerosis,
gliosis y destruccion local de neuronas), en cerebelo (depoblacion de células de
Purkinje, gliosis fibrilar de la corteza) y tlamo (gliosis). Otras zonas susceptibles son
las cortezas del cingulo y I6bulo frontal (destruccién neuronal y gliosis de tipo fibrilar)
asi como regiones del cuerpo estriado (las !esiones. son menos frecuentes
presentando isquemia transitoria) (Feria-Velazco y Gonzalez-Angulo, 1991).

1.5 Epilepsia del Lébulo Temporal.

La epilepsia de! 16bulo temporal (ELT) o epilepsia parcial compleja es la forma
mas frecuente de epilepsia (40% de los casos de epilepsia) (Annegers et al., 1875).
La ELT se caracteriza por crisis parciales simples, crisis parciales complejas, crisis
secundariamente generalizadas o bien la combinacién de las tres. En la mayoria de
los casos se origina de una anormalidad intrinseca del |6bulo temporal ya que {a
reseccidn de éste Ultimo elimina las crisis epilépticas en un 80-90% de los pacientes
refractarios a medicamentos tradicionales con este tipo de epilepsia (Spencer et
al.,1992).

Existen diferentes modelos experimentales que ayudan a estudiar los tipos de
crisis epilépticas (ver 1.5.1), gracias a ellos se ha podido determinar que la ELT se
asocia a la presencia de esclerosis del asta de Ammon (EAA) caracterizado por
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gliosis y una impresionante pérdida dé neuronas piramidales del hipocampo en
células en CA1y CA3. El giro dentado se observa encogido, tal vez por la pérdida de
neuronas hilares, tanto interneuronas inhibitorias como células musgosas excitadoras
(McNamara, 1994). Se han propuesto tres hipétesis para-explicar la EAA (Fig-1):

1. Hipotesis de las células de canasta durmientes:

Las crisis inducen muerte de células excitadaras en el hilus {tal vez las células
musgosas) lo cual retira las sefiales excitadoras de las células de canasta
gabaérgicas. Se produce una desinhibicién de las células de canasta que sumado a
sefiales sinapticas excitadoras, origina un disparo excesivo de las células granulares
que progresa hasta la muerte celular (Sloviter, 1991)(Fi§. 1A).

2. Hipétesis de reaborizacién de fibras musgosa-s'(circuito excitatorio):

La hiperexcitabilidad de las células granulares dentadas es una consecuencia
de un arreglo dei circuito neuronal en el cual las células granulares excitadoras se
inervan a ellas mismas, creando un circuito excitatorio recurrente (Nadler y
Cuthberston, 1980)(Fig.1B).

3. Hipétesis de rearborizacion de fibras musgosas (circuito inhibitorio):

. Se ha propuesto que la rearborizacitn est4 relacionada con una restauracién
de circuitos inhibitorios en el giro dentado, sugiriendo que los nuevos axones
reconectan a las interneuronas inhibitorias para limitar la propagacién y generacién
de crisis (Sloviter, 1992).

Parece que Ia intensidad de las crisis puede inducir esclerosis del hipocampo,
pero una vez desarrollada, la esclerosis de hipocampo puede por si misma causar
epilepsia (McNamara, 1994).
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A. Hipétesis de las células de canasta durmientes

Via perforante Via perfarante

célula musgosa
muerta

- g

Fibra musgosa Fibra musgosa

B. Hip6tesis de rearborizacion de fibras musgosas

Via perforante Via perforante

e e

Rearborizacién
O :

-~

Fibra musgosa Fibra musgosa
Animal normal Animal epiléptico

Figura 1 Hipédtesis que explican la esclerosis del Asta de Ammon. Las fibras
musgosas (M) generan una sefial excitadora a células gabaérgicas de canasta (B) y
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células granulares (G). La fig.A muestra la hipdtesis de células durmientes y la fig.B la
hipétesis de rearborizacién. Tomado de McNamara, 1994.

1.5.1 Modelos de Epilepsia Experimental.

Existen varios modelos expeﬁmentales para estudiar los mecanismos de
accién y consecuencias de las diferentes crisis epilépticas. A continuacién se enlistan
los modelos mas representativos (Tomado de Fisher, 1989).

Estricnina, Colinérgicos,
Anticolinérgicos
Estimulacién edéctrica aguda
Blogqueo del GABA

Crisis Parcial Simple Aqudd Quimicos Convulsivantes {Penicilina, Bicuculina, Picrotoxina

fisis Parcial Simple ical Metales implantados corticalmentg Hidroxido de Alumnio,
Fe+Cobalto, Tungsteno,
inc

Dafio criogénico
Inyecciones de anticuerpos a ganglidsidos
Epileptogénesis focal sistémica

Crisis Ténico-Clénicas Genéticas [ Babuinos fotosensibles, crisis audiogénicas en
ratones, ratas propensas genéticamente, etc.
Electrochoques (EEC)

Quimicos convulsivantes ( Picrotoxina, Pentilenetetrazol etc.)
asajustes metabélicos (Hipoxia, Hipoglicemia, Uremia, efc)

Generalizadas Toxina tetanica

Crisis Parciales Comgieias{ Acido Kalnico
*Kindling” eléctrico

Ciisis de Ausencia Estimulacién taldmica
Generahzada Foco cortical bilateral
Penicilina sistémica
Oploides intraventriculares
Stalus Epilepticus Pilocarpina
{Acldo Kainlco
Estimulacién recurrente
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1.6 Acido Kainico como modelo para generar Epilepsia del L6bulo Temporal.

El acido Kainico (AK) fue aislado del pasto marino Digenea simplex por
Shinozaki y Konishi en 1970, quienes descrbieron su efecto excitatorio en neuronas
del SNC de mamiferos al trabajar con antiheiminticos e insecticidas. El acido o-
kainico es un derivado de la pirrolidina que posee dos grupos carboxilos y un canal
de isopropileno (Fig.2). Este andlogo del acido glutdmico (Glu) puede ser
administrade periféricamente durante el periodo neonatal restringiendo el dafio a
areas cerebrales como retina, niicleo acurate y drganos cinrcunventriculares debido
a tas barreras deficientes para excluir al Glu (Pérez y Onley, 1972). Sin embargo, la
administracion periférica es capaz de generar dafio extensive en adultos (Onley et
al., 1974) induciendo selectivamente crisis limbicas y siendo el hipocampo ia
estructura mas sensible (Lothman y Collins, 1981). Esta sustancia es capaz de
inducir un sindrome caracterizado por un EE limbico y un subsecuente dafio
neuronal similar al que se reporta con la ELT en ﬁumanos {Nadler et al., 1978). En
los dias siguientes al tratamiento con AK se muestra un incremento en la
hiperactividad y agresividad sugiriendo ademas, que el tratamiento con AK puede
resultar en una reduccién del umbral de las crisis subsecuentes (Caldecott-Hazard y
Engel, 1987). '

1.7 Receptores al Acido Kainico.

Se sabe que el AK activa receptores a Glu ionotropicos y metabotropicos (Fig.
2) aunque es mas selectivo para el receptor kainato (Young y Fagg, 1990).
Una prdporcién significante de los sitios de unidn parecen estar localizados
presinapticamente en vias excitadoras glutamatérgicas aferentes del estriado y de
las céluias granulares cerebelares (Biziere y Coyle, 1979).

Se ha visio también una banda densa de estos receptores en las fibras
musgosas del hipocampo (Foster y Roberts, 1981). Se reporta la existencia de 3
diferentes receptores para AK: dos de alta afinidad (KD: 5nM) y uno de baja afinidad
(KD:50nM} (Berger y Ben-Ari, 1983). Los sitios de baja afinidad se encuentran en la
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mayoria de las regionés cerebrales de la rata y los de alta afinidad parecen estar
restringidos a regiones del cerebro anterior (Greenamyre et al., 1985).

CH2 CH2-COOH

% »

COOH

Figura 2. Representacion de la molécula de AK (Coyle, 1983) y el receptor de
Glutamato No—NMDA (Kandel, 2000).

1.8 Mecanismos de accién y neurotoxicidad de Acido Kainico.

En el sitio de inyeccion el AK presenta una influencia téxica que es transmitida
o al menos aumentada por una intensa actividad eléctrica en los axones cercanos al
sitic donde se administré, estimulando directamente a los receptores post-sinapticos.
Se sabe que el AK activa receptores a Glu, incrementando la entrada de Ca*?,
activando proteasas dependientes de calcio y produciendo un subsecuente aumento
en el consumo de energia que genera un desgaste en las reservas de ATP {Coyle,
1983)(Fig.3).

Se ha visto que el AK inhibe el mecanismo de recaptura de alta afinidad del
Glu resultando en un incremento de sus concentraciones locales y aumentando ast
los efectos neurotéxicos de este aminoacido (Lodge et al., 1979).
Si la concentracién de Glu no es suficiente para causar dafo, es posible que la
liberacién local pueda interactuar con las pequefias cantidades de AK que se
difunde a través del cerebro desde el sitio de inyeccién, contribuyendo a una

estimulacién repetida independiente a la presencia del AK (Young y Fagg, 1990)
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(Fig.3). Se ha propuesto que el AK pudiera ser neurotdxico por la posible formacién
de un metabolito que es transportado intra-axonalmente y liberado en las terminales
axénicas o bien por un efecto degenerative transneuronal secundario a la destruccion
de neuronas en el sitio de inyeccién (Schwob et al., 1980).

. K. .
K
Oy o
cat¥{?)
: (Z> @ e
@ GGGG

Figura 3. El AK activa receptores especificos en las dendritas neuronales (1).
Reéceptores (2) posiblemente especificos para aminodcidos excitadeores pueden ser
estimulados por el efecto neurotdxico. Las sefiales excitadoras se elevan por la
activacion de receptores presindpticos especificos al kaintato (3) que producen la
liberacidén de glutamato o aspartato. La estimulacion combinada y repetitiva de
receptores dendriticos a kainato y amincacidos excitadores puede incrementar el
Ca** intracelular (4) activando proteasas dependientes de Ca®*. Entonces hay un
incremento en el consumo de energia produciendo el desgaste de las reservas de
ATP y fosfocreatinas (5). ( Tomado deCoyle, 1983).

AXEXERXRXRXX

1.9 Daiios regionales producidos por el AK.

La administracion intraperitoneal de AK produce lesiones en algunas regiones
cerebrales en la rata, predominantemente en el sistema limbico. Hay pérdida de
neuronas en corteza olfatoria y parte del complejo amigdalino (la degeneracién de la
amigdala parece ser progresiva y puede estar relacionada con varios cambios en el
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comportamiento como agresividad y un incremento en el rango de crisis
espontaneas) (Schwob et al, 1980). Hay una degeneracién masiva de neuronas
especialmente en la corteza piriforme y entorrinal (las capas I-lll son selectivamente
las mas afectadas) (Sperk et al., 1983). De igual manera en el hipocampo las
neuronas mas dafladas son las células piramidales de CA3, pero en algunos
animales se induce dafio en el sector CA1 (Ben-Ari et al., 1984).

Estos cambios se han relacionado con los observados en la esclerosis del
hipocampo en ELT en humanos, donde hay una rearborizacién de fibras musgosas
que inhiben a células gabaérgicas-y .ocurre una sobreexcitacién recurrente (Fig.1).
Esta rearborizacion se asocia a un incremento en la densidad de sitios de unibn de
alta afinidad para AK (Coyle, 1983).

También se produce dafio en bulbo y tubérculo olfatorios. En el talamo, el
nicleo mediodorsal y medioventral estan considerabiemente afectados como
también el geniculado (Ben-Ari et al., 1980; Sperk et al., 1983; Schwob et al., 1980).
Es de enfatizar que el proceso de degeneracion neuronal continua y eventualmente
después de meses, ocurre un encogimiento de areas como hipocampo, amigdala,
corteza piriforme y corteza entorrinal (Coyle, 1983).

1.10 Crisis limbicas inducidas con AK.

Lothman y Collins en 1981 describieron el patrén de activacién del
metabolismo de la glucosa en el sistema fimbico de la rata, después de la
administracién del AK. Es en estas regiones donde se presenta una alta densidad de
receptores a kainato (Foster y Roberts, 1981) y donde se reporta dafio extensivo en
" los circuitos neuronales (Ben-Ari et al., 1980). Este patrén de activacion del sistema
limbico se puede dividir en tres estados anatémicos: el primer estado esta restringido
al hipacampo y septum lateral (donde CAS3 parece actuar como un marcapasos), en
el estado intermedio se activan centros limbicos v en el tercer estado se ven
involucrados centros extralimbicos (Fig. 4) (Lothman y Collins, 1981). Los cambios
conductuales y electroencefalograficos inducidos por la administracion de AK se han
clasificado de la siguiente manera (Lothman y Collins, 1981):
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Fase |

Fase ll

Fase lll

Fase IV

EE

Inmovilidad con miclénias eventuales con actividad epiléptica en el
hipocampo y seputm iateral.

Mioclonias de la cabeza y extremidades anteriores, sacudidas de perro
mojado o “wet-dog-shakes”, crisis limbicas leves; actividad epiléptica en
regiones limbicas extrahipocampales (corteza entomrinal, amigdala,
subfculum y septum mediat).

Crisis limbicas severas {mioclonicas de cabeza y extremidades),
levantamiento de las extremidades anteriores y posicién de canguro;
actividad epiléptica propagada a centros extralimbicos.

Crisis limbicas severas secundariamente generalizadas, movimientos
clonicos bilaterales de todo el cuerpo, levantamiento de las
extremidades anteriores y caida hacia atras, temblor y salivacién;
actividad epiléptica propagada a todo el cerebro.

Status Epilepticus en el que se presentan crisis limbicas repetidas por
mas de una hora y crisis generalizadas eventuales; actividad epiléptica
en todo el cerebro en regiones limbicas y durante las crisis
generalizadas.

El £E inducido por AK permanece durante unas 3 horas y cuando la actividad
EEG desaparece le sigue un periodo postictal refractario (Sperk, 1994). A las 24 o 48
horas después del EE los animales inician la presentacion de signos considerados
como conductas motoras explosivas, pero no crisis convulsivas (Caldecott-Hazzard y

Engel, 1987). Semanas mas tarde pueden observarse crisis motoras espontaneas
(Calvaheiro y Le Gal [a Salle, 1982).
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EXTRALIMBICA LIMBICA - EXTRALIMBICA

Cortezas Subcortical Cortezas Subcortical
Hipocampo Extrahipocampo
''''' Safgtd',‘:,‘ > Hipotatamo

p-Télamo
Neocortex Temporal
I Cingulo
i 1 Areas olfatoiras
¥ Subtancia
E Innominata
5 Corteza Peririnal

Dentado Ca3 Cal Complejo

""""" »> i I I Subicular Sustancia Nigra
Cnrtera Frtorrinal )

-

I Inmovilidad |

Automatismos y sacudidas de perro mojado. Crisis limbicas leves l

Estriado Ventral

Crisis limbicas severas

Figura 4 Crisis limbicas inducidas por 4cido kainico. El efecto del AK progresa desde
estructuras limbicas (CA3-CA1) hacia estructuras extralimbicas (cortezas cerebrales),
lo cual esta relacionado con los cambios conductuales observados como se muestra
en ias barras inferiores de la figura. Lineas cortadas representan vias aferentes y las
lineas continuas, vias eferentes. (Lothman y Collins, 1981)."

1.11 Epilepsla y edad.

La epilepsia puede iniciarse en etapas tempranas de la vida, o bien empezar
en el adulto y desaparecer poco después, pero incluso puede darse en la vejez, con
mayores secuelas neurologicas en estas Ultimas etapas. Los sujetos jévenes por su
parte, presentan mayor propensién a desarrollar crisis, pero los dafios neurologicos
son menores a comparacion de una persona adulta. A continuacion se detallard mas
acerca de cada edad.
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1.11.1 Susceptibilidad en sujetos jévenes a generar crisis epilépticas.

Mediante la estimulacién eléctrica tipo 'kihdling' se ha observado que |as ratas
menores a las tres semanas de edad tienen mayor propensién a generar crisis
(Mosh¢, 1981). Estas crisis generalmente van seguidas de un periodo refractario que
es menor comparado con las ratas aduitas a pesar de presentar crisis mas severas.
Lo anterior indica que la refractoriedad es un proceso activo que aumenta con la
 edad (Moshé et al, 1983). Asl mismo, mediante la técnica de electrochoques
convulsivos, se ha obsevado que las ratas recién nacidas muestran un umbral
electroconvulsivo menor que las ratas adolescentes y adultas (Moshé et al., 1983).
Lo anterior indica que estas ratas son més propensas a presentar EE, sin embargo, a
esta edad no se desamollan crisis espontdneas recurrentes, ni se presenta daito
neuronal (Campochiaro y Coyle, 1978).

Se ha reportadc que existen cambios en las propiedades de los canales N-
metil-D-aspartato (NMDA) a diferentes edades, ya que se activan mas rapidamente y
por mas tiempo en ratas jévenes contribuyende a la generacién de potenciales
excitatorios. Ademas, existe un menor numero de receptores a kainato a esta edad,
pero una sobre expresion de receptores NMDA y de conexiones sinapticas,
confiiéndoles mayor vulnerabilidad al efecto de las neurotoxinas (Wasterlain y
Magzarati, 1997).

En las primeras etapas de desarrollo postnatal de la rata existe una
sobreproduccién de arborizaciones axdnicas excitadoras hipocampales que se van
restringiendo en la madurez (Swann et al., 1992). Estudios en sustancia nigra (SN),
estructura rica en receptores GABAs, muestra diferencias ontogénicas en la porcién
pars reticulata anterior y pars reticulata posterior (SNR, y SNR; reépectivamente). La
SNR, es una estructura que aparece semanas después del nacimiento y en ratas
adultas tiene efectos anticonvulsivos. Sin embargo, la SNR, con sus efectos
convulsivos genera en ratas jdvenes una actividad motora durante las crisis
epilépticas (Veliskova, 1999),

Expefrimentos para analizar los mecanismos inhibitorios mediante registros
intracelulares de intemeuronas en hipocampo en ratas jovenes indican que el
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sistema gabaérgico estd bien desamollado en esta etapa y ayuda a prevenir las
crisis. Pero se ha visto que las neuronas gabaérgicas en la etapa neonatal y
embridnica presentan un transporte de CI” incompetente hasta la segunda semana
de edad. Entonces las concentraciones de CI” son mayores en el interior que en el
exterior y las neuronas depolarizan en vez de hiperpolarizar, mecanismo que se ha
relacionado con una accién neurotrofica del GABA durante los primeros dias
posnatales (Pierson y Swann, 1999). La expresion de factores neurotroficos en ratas
jovenes después de una crisis epiléptica, puede resultar en un patrén anormal de
reinervacién que contribuye a la epileptogénesis, pero puede actuar también como
proteccitn celular, ya que los factores neurotréficos incrementan la sobrevivencia de
neuronas dafiadas (dafio relacionado con la severidad de las crisis (Wastertain y
Mazarati, 1997).

Por ofra parte, las ratas de 35 dias de edad (adolescentes) a diferencia de
edades mas tempranas, son mas resistentes a desarrollar crisis, debido tal vez a
factores hormonales que se piensa acomparian el desarrolio de la SNR, y su efecto
anticonvulsivo (Veliskova, 1999).

1.11.2 Crisis epilépticas en sujetos adultos.

En animales adultos con crisis epilépticas generalizadas inducidas por
“*kindling” eléctrico, se produce una sobre-expresién de los canales de Ca* y un
incremento en la duracién del potencial de accién regenerativo. Al aumentar las
concentraciones de Ca*? (neurotéxico), este puede contribuir a la extensién de
neuritas y formacion de sinapsis'que llegan a generar dafio neuronal por una sobre
excitacion recurrente (Sperber et al., 1992). En ratas adultas la estimulacién del
hipocampo para generar crisis requiere de mas estimulaciones comparado con otras
edades y permanecen mds tiempo en etapas iniciales del *kindling” (Moshé&, 1981).
También se han analizado los niveles de fluido del torrente sanguineo (TS) y del
metabolismo de la glucosa (MG) en ratas adultas durante las fases tempranas de
una crisis. Se ha observado que ambos niveles incrementan sincrénicamente,
excepto en regiones vulnerables como el hipocampo, corteza cerebral y t4lamo,
donde hay un incremento temprano de MG y TS seguido de una desincronizacion
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entre ambas mediciones, lo que coincide con la ocurrencia de dafio neuronal en
adultos (Nehlig et al., 1999).

El hecho de que las estructuras limbicas y subcorticales maduren antes que
las estructuras corticales, aunado a que los sistemas excitatorios subcorticales
maduran mas tempranamente que los inhibitorios, sugiere que en los sujetos adultos
la corteza cerebral puede regular las crisis inducidas por estructuras subcorticales,
activando mecanismos inhibitorios en la periferia del foco (Swann y Moshé, 1997).

1.11.3 Dafios y consecuencias de la epllepsia en sujetos viejos.

Durante una crisis epiléptica (por *kindling” eléctrico ¢ AK) hay un incremento
en el metabolismo de la glucosa en regiones epileptogénicas, lo que sugiere que hay
un aumento de la glicélisis. La glicdlisis produce lactato el cual es neurotéxico y
produce muerte neuronal. Se ha observado que en sujetos viejos éste se acumula
mediando las crisis en estructuras como el hipocampo (Sperber et al., 1992). Por
otra parte, la aplicacion de aminoAcidos excitadores para inducir dafio neuronal
muestra que exite mayor dafio en edades avanzadas (Kesslak et al., 1995). Otros
estudios muestran que la acumulacién de Glu no hace més vulnerables a los
animales viejos a sus efectos tdxicos, tal vez debido a una disminucién de los
receptores glutamatérgicos durante el envejecimiento (Massieu et al.,1995).

Durante la vejez existe un decremento en el nimero de neuronas en el SNC y
se presentan alteraciones en circuitos de distintas poblaciones neuronales
(DeToledo-Morrell et al., 1988). La formacién hipocampal es una de las regiones més
susceptibles al envejecimiento y a las crisis inducidas por AK (Dawson y Wallace,
1992). Se reporta un decremento en el numero de neuronas hilares, principalmente
en neuronas gabaérgicas en ratas viejas después de la administracion de AK (Ashok
y Turner, 1999). Esto fue observado en ratas Fisher, pero en otro estudio con ratas
Wistar no se mostré diferencia en el niimero de neurcnas hilares a diferentes edades
(Rasmussen et al., 1996). También se ha reportado que los sujetos viejos presentan
un decremento en los niveles de distintos receptores, como el kainato,
dopaminérgicos, adrenégicos y a péptidos opidides debido a la edad lo cual estad
refacionado con la propensién al dafio neuronal (Kesslak et al., 1995). Lo anterior
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indica que las ratas viejas -presentan una mayor susceptibilidad a generar dafio
neuronal por crisis epitépticas, debido a la degeneracién en circuitos y sistemas
neuronales.

1.12 Acido Kainico y Ontogenia de la Epilepsia.

El AK produce EE en todas las edades, variando las caracleristicas de las
crisis con la edad y la via de administracion (Stafstrom et al., 1992). A final de la
tercera semana de nacimiento el AK llega a inducir crisis ténico-clénicas o crisis
cionicas generalizada pero no presentan sacudidas de perro mojade y ofras
caracteristicas que involucran al sistema limbico. A esa edad no se observa dafic
neuronal ni reorganizacion (Sperber et al., 1992). '

Mediante la administracion sistémica de AK, se ha observado que las ratas
jovenes generan crisis mas intensas, con menor latencia y presentan indices de
mortalidad mayores que las ratas adultas (Moshé et al., 1983; Stafstrom et al., 1992).
Las ratas jovenes requieren de dosis bajas para generar crisis y tienen mas altos
rangos de mortalidad debido quiz4 a la alta penetracién del AK por la barrera
hematoencefdlica la cual ain no estid bien desamollada. Después de las tres
semanas de edad el AK produce crisis |lmbicas motoras con sacudidas de perro
mojado, seguidas de un automatismo y al final calda y rigidez, reportando ademds,
daiios en el sistema limbico (Nadler, 1981).

Las ratas adultas (de 60 dias de edad) tratadas con AK presentan crisis
motoras totalmente limbicas (parecidas al estado V del “kindling (Lothman y Collins,
1981). Esto indica que la maduracién del sistema limbico es necesaria para la
aparicion de crisis espontaneas recurrentes y dafio neuronal (Tremblay y Ben-Ari,
1584).

La via de administracién del AK produce diferentes dafios en el SNC de ratas
viejas; la administracién intrahipocampal produce un decremento en la toxicidad del
AK con la edad (Kesslak et al., 1995). Sin embargo, la adminstracién sistémica de
AK muestra un aumento en la vulnerabilidad del hipocampo en ratas viejas debido
quizas a un incremento en la permeabilidad de la barrera hematoencefélica a esta
edad (Dawson y Wallace, 1992).
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Estudios de los sitios de unién del AK a diferentes edades nos muestran que
existen dos receptores que se desarrolian a diferentes tiempos en la ontogenia. Uno
es de baja afinidad (con distribucion difusa en cerebros inmaduros) que se desarrolla
antes que el de alta afinidad (que en sujetos maduros estan en las hendiduras
sinapticas). Los de baja afinidad son incapaces de mediar la actividad metabdlica
inducida por AK, mientras que los de alta afinidad se ven relacionado con un mayor
dafio neuronal {Ben-Ari et al., 1992). En ratas jévenes los niveles de receptores a AK
estan elevados en CA3 en la tercera semana de edad en comparacién con los
adultos mientras que los receptores a AK en capas internas del neoctrtex estin
temporalmente sobre-expresados y van decrementando gradualmente hasta los
niveles de patrén adulto (Erdo y Wolff, 1989). Se ha postulado que las crisis
inducidas por AK pueden estar mediadas por receptores para amino4cidos
excitadores que presentan patrones de desarrollo diferentes a los receptores AK
(Stafstrom et al., 1992).

1.13 Opioides endogénos en el Sistema Nervioso Central.
1.13.1 Procesamiento de péptidos opioides. Precursores.

El proceso de sintesis empieza con la formacién de un precursor
prepropeptidico, que es dirigido por el RNAm en e! reticulo endoplasmico. Después
el precursor es trasladado al aparato de Golgi. Este prepropéptido contiene una
proteina de sefial, que es removida y catalizada por endopeptidasas microsomales.
La parte sobrante se almacena en vesiculas secretoras (gque se cree son vesiculas
de centro denso) (Chavkin y Simmons, 1996) del aparate de Golgi para ser
procesadas durante el transporte axénico. ‘

Se han identificado tres precursores de los opioides con caracteristicas
similares, ya que cada uno posee en su parte terminal una secuencia de 20-26
aminodcidos predominantemente hidrofébicos y cada precursor contiene mas de una
copia de al menos uno de los péptidos activos fisiolégicamente ((H-TYR-GLY-GLY-
PHE)-X). Estos precursores se han caracterizado como proopiomelanocortina
(POMC), proencefalina y prodinorfina (Pasternak et al., 1983) (Tabla 1). |
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" Tabla 1 Precursores de péptidos opidides y los péptidos que dan origen
(Pasternak et al., 1983).

Precursores Péptidos
p-endorfina, p-lipotropina, ACTH
POMC (hormona adrenocorticotrofica, hormona
o-melanocyto estimulante {a-MSH)
Proencefalina (Met)encefalina, (Leu)encefalina,
Contiene seis copias de la secuencia de {péptido F, amidorfina, (Met)encefalina-
(Met®encefalina y una de Arg-Gly-Leu, péptido E, BAM 22, BAM
(Leu®encefalina 18, BAM 12, metofpamida,
{Met)encefalina-Arg-Phe
Prodinorfina " | a-neoendorfina, p-necendorfina,
Contiene una secuencia de dinorfina A, dinorfina B.
(Leu®)encefalina

1.13.2 Liberacién y funcién de los péptidos oploides.

La liberacién dé péptidos opioides requiere de estimulacibnes de alta
frecuencia de las neuronas que contienen péptidos y estd relacionada con la
estimulacién de proteinas dependientes de K' y Ca*2. Se cree que fas vesiculas de
centro denso estan localizadas lejos de las zonas de sinapsis activas Yy que
responden a los niveles de calcio citoplasmico. Después de su liberacion los opioides
se difunden al espacio extracelular y puede observarse su accién a grandes
distancias (50-100 um) del sitio de liberacién (Chang, 1986). Gracias al uso de
agonistas y antagonistas de los opioides endégenos se han podido dilucidar algunas
de sus funciones, como regulacién del umbrai de crisis, comportamiente motor,
regulacion de afimentacién y bebida, desérdenes mentales y respuestas inmunes.
Ademds, se han relacionado con la regulacién de funciones gastrointestinales,
cardiovasculares, neuroenddcrinas y congnitivas (Pasternak et al., 1983). Las
encefalinas en el hipocampo generalmente incrementan las respuestas excitadoras
de las células piramidales (Dingledine, 1981). Se cree que este aumento en la
excitabilidad es resultado de la inhibicién de la transmision inhibitoria, esto es una
desinhibicién (Zieglgansberger et al., 1879). Las dinorfinas en algunos casos inducen
inhibicién de respuestas evocadas en la region CA3 y facilitacién en otros {Chang,
1986).
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1.14 Receptores a péptidos opioides.

1.14.1 Tipos de receptores.

Los receptores a péptidos opioides pertenecen a una superfamilia de siete
dominios transmembranales acoplados a proteinas G. Existen varios tipos de
receptores a péptidos, entre los cuales se encuentran los u, 5 y x (Tabla 2).

La p-endorfina es un péptido igual de potente en desplazar la unién de ligando
marcados en p y § pero tiene poca afinidad a los sitios « (Chang, 1981). La Met-
encefalina y Leu-encefalina tienen més alta afinidad por los sitios & que por los sitios
1 ¥ son més inactivas en los sifos x. Las prodinorfinas actian mas sobre sitios x que
sobre sitios 3, pero la actividad en sitios p se incrementa con 1a extension del péptido
siendo mayor con péptidos de tamafo mediano (dinorfina(1-11) y dinorfina (1-12)).
En general para los fragmentos de proencefalinas y prodinorfinas la actividad del sitio
& es la mas estable y parece ser mas independiente de! tamafo. En cambio, la
actividad de p y « depende més del tamano del péptido (Tabla 2).

Tabta 2 Opioides End6genos en cerebro de rata y sus agonistas y antagonistas

Receptor |Ligando Agonistas Antagonistas | Distribucion en
enddgeno el cersbro
BAMGO (n) CTOP (s) Amigdala,
p (u1,p2) _ Morfina (s) Naloxona {ns) hipocampo,
Endorfinas Levorfanol (ns) | Levorfanol {ns) | talamo, estriado,
Naltrexona (ns) | sustancia nigra,
corteza
DPDPE (s) Naltrindole (s) Amigdala,
) Encefalinas Levorfanol{ns) | Naloxona (ns) |hipocampo,cauda
Naltrexona (ns) do-putamen,
corteza.
Dinorfina (s) Nor-BNI (s) Amigdala,
K Levorfanol (ns)| Natoxona (ns) hipocampo
Dinorfina A Naltrexona {ns) hipotalamo,
talamo,corteza

DAMGO: (Tyr-D-Ala -Gly- MePhe-GIy-oI) encefallna CTOP:D-Phe-Cys-Tyr-D-
Trp-Om-Thr-Pen-Thr-N;, DPDPE: (D-Pen?,D-pen®) encefalina. (s) selectivos, {ns) no
seleclivos. Informacién oblenida de Pasternak, 1968.
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1.14.2 Estructura y regulacion de receptores opidides.

A nivel molecular ios opioides estan ligados funcionalmente con la activacion
de proteinas G que inhiben a la adenilato ciclasa y disminuyen los niveles de AMP¢
intracelulares. También modulan la entrada de Ca™ {por la interaccidn entre la
fosfolipasa C (PLC) o la proteina quinasa (PKC)), la conductancia de canales de
potasio y regulan ia liberacion de neurotransmisores (Pasternak y Standifer, 1997).

Los receptores a opioides presentan dos mecanismos de regulacion
importantes; la priméra se observa al administrar cronicamente antagonistas, lo que
produce aumento en el nimero de receptores en areas especificas del cerebro,
sugiriéndose que esta regulacion a la alta se debe a la falta de sefales normales al
receptor (como la falta de ocupacion del agonista) mas que a la misma ocupacion del
antagonista (Zukin et al., 1982). La segunda se observa con la administracion de
agonistas a receptores opioides, lo que induce una regulacién a la baja de receptores
y una subsecuente internalizacion (Cai et al, 1996).

Los receptores antes de la unién con su ligando se encuentran distribuidos en
ia membrana celular de manera difusa, pero con la interaccién ligando-receptor se
aglomeran en microagregaciones. Estas microagregaciénes transforman las sefiales
en una gran variedad de efectos biolégicos, después de lo cual se forman
macroagregaciones o parches que se cree funcionan como un mecanismo para
evitar fa unién a moléculas blanco y entonces generan una desensibilizacién aguda.
Las macroagregaciones después son interalizadas por medio de vesiculas “coated-
pits” y los receptores son parcialmente regulados a ia baja o reciclados (Chang,
1986).

La manera como la accién opicide se ve terminada es por la degradacién
mediante enzimas como las encefalinasas y aminopeptidasas (Chavkin y Goldstein,
1982). La distribucién de los receptores a opioides endégenos no esta relacionada
con las vias neuronales que contienen opioides, lo que es conocido como
‘mismatch”. En la tabla 3 se muestran los sitios de union de receptores pyden
areas especificas del cerebro.
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Tabla 3 Distribucién regional de unién de p1, p2y 5 en el ratén

1 pn2 ) niip2 ntfs
Region {fmoligm) | (fmoligm) | (fmol/gm) | (fmoligm} (fmol/gm)

Corteza Frontal »
Lamina | 171 56 39.7 3.05 0.43
Lamina (1711l ND 7.0 39.7 0 0
Lamina IV 9.9 28 43.7 3.54 0.23
Lamina V 8.5 28 63.8 3.04 0.13
Lamina VI 8.5 2.8 35.7 3.04 0.24
Corteza Temporal
Lamina | ND 17.0 27.7 0 0
Lamina IIA1l ND 9.8 59.8 0 0
Lamina IV ND 21.2 N7 0 0
Lamina V ND 212 [ 237 0 0
Corteza Piriforme - 7.1 12.7 27.7 0.56 0.26
Tuberculo oifatorio ND 11.3 47.7 0 0
Sustancia nigra 14.5 64.4 71.8 0.23 0.20
Hipocampo (CA3) 7.2 15.5 N7 0.46 0.23
Amidala Central 230 241 51.7 0.95 0.44
Amigdala Medial ND 45.7 43.7 0 0
Amigdala Cortical 7.2 15.5 75.9 0.46 0.08

(ND: no determinado) Tomado de Pasternak, 1988.
1.14.3 Desarrollo de receptores.

La distribucién de receptores a opioides varia en la ontogenia, pasando de
forma difusa a forma de parches o racimos (gj. receptores p en caudado putamen a
diferentes edades) (Georges et al., 1998). Los receptores a péptidos opioides
muestran patrones distintos de desarrollo, ya que los sitios p y x estan presentes
antes del nacimiento, mientras que los sitos 5 aparecen postnatalmente (Pasternak et
al., 1983). El hecho de que los receptores opioides estén expresados durante etapas
tempranas de la ontogenia probablemente indica que participan en et desarrollo del
Sistema Nervioso (Georges et al., 1998). Los sitos de unién a p aparecen en el
estriado de rata a los 15 dias de edad, manteniendo constante su densidad hasta la
edad adulta. Se sabe que los receptores u postnatalmente muestran una afinidad a
las p-endorfinas la cual decrece hasta un patrén adulto con mayor afinidad para las
encefalinas (Rius et al., 1991). Los sitios de unién 3 aparecen en el estriado en un
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estado mas tardio del desarrcllo y van incrementando gradualmente hasta un patrén
homogéneo. Se ha observado que la densidad de receptores ny & declina por varios
dias después del nacimiento e incrementa rapidamente en las siguientes dos
semanas con un decremento final en la etapa adulta (Spain et al., 1 985).-

Estudios comparativos han encontrado que los receptores p2 estan presentes
en los animales inferiores, mientras que los p1 aparecen en los Gltimos eslabones de
la escala filogenética, lo cual coincide ooﬁ el patrén ongenético. (Pasternak et al.,
1983).

1.14.4 Receptores y

Las drogas narcéticas clasicas como la morfina, normofina y oximotfina son
relativamente selectivas para los receptores u (Chang, 1986). Los péptidos opioides
con selectividad a p presentan més potencia en inducir analgesia (Chang et al.,1982)
ademas estos receptores estin enriquecidos en las regiones cerebrales importantes
en inducir analgesia mediante morfina (Goodman et al., 1983). Se ha observado que
existe una interaccion competitiva entre las encefalinas y los compuestos parecidos a
morfina debido a que ambos presentan afinidad por los receptores § y u aunque en
diferente magnitud. Los componentes de baja afinidad comesponden a sitios
selectivos a morfina (n2) y encefalinas (5), mientras que los componentes de alta
afinidad representan un sitio de unién comin para opioides encefalinas y .-
endorfinas {lamado sitio 11 (Tabla 3 y Fig. 5) (Wolozin et al.,1682).

Los receptores 1 estan acoplados funcionalmente a canales de potasio y se ha
sugerido que la activacién de estos canales puede ser importante para limitar el

disparo y la actividad de la neurona, limitando la liberacién de GABA (Madison y
Nicoll, 1988).
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Morfina Encefalina

Receptor.p1

Receptor n2

Receptor 5

Figura 5. Representacion esquemdtica de los sitios de unién a p1, p2 y & (Tomado
de Pasternak, 1988).

1.15 Receptores . y epilepsia.

Los péptidos opidides presentan una accion inhibitoria en muchas areas
cerebrales incluido el neocértex, pero un efecto excitador en hipocampo, quizas por
un decremento en [as influencias inhibitorias. Los opioides parecen pues presentar
efectos tanto convulsivos como anticonvulsivos (Engel, 1989).

Existen varios trabajos donde se muestra un efecto dual en !a activacién de los
receptores p, que varia segln el modelo, las estructuras analizadas y el tiempo
estimado de respuesta. En el modelo de produccién de crisis por fluorotil y
electrochoque convulsivos, la aplicacién intracerebroventricular de agonistas 1 eleva
el umbral de crisis, confiriéndoles a estos receptores un efecto anticonvulsivo
(Tortella et al., 1988). La activacién de receptores activados por morfina también
aumenta el periodo refractarioc postictal, evitando el advenimiento de crisis
posteriores (Béhme et al., 1987). Sin embargo, también se ha reportado el efecto
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proconvulsivo por la activacién de los receptores i, ya que la aplicacién de sus
agonistas' en la regién ventral del hipocampo-induce-convulsiones-y- sacudidas de
pérro mojado, incremenfando el rango de disparo de células. (Lee et al,, 1989).
Ademas, en la regién hipocampal. CA1 la. aplicacion de [D-Ala?D-Leu? encefslina
(DADL) un agonista 5 que interacciona con los receptores u, incrementa fa amplitud
de espigas generando un potencial excitatorio, produciendo una post-depolarizacién
(Dingledine, 1981} y reduciendo la amplitud de potenciales inhibitorios {Lupica et al.,
1892). Se cree que los receptores u presinapticos actian inhibiendo la liberacién de
GABA de las interneuronas generando una desinhibicion {Chavkin y Simmons,
1996). Asi también se observan variaciones en cuanto el aumento o disminucién de
estos sitios de unidn. La estimulacién tipo *kindling” eléctrico amigdalino origina un
decremento en la densidad de receptores i un dia después del tratamiento en CA1,
CA2 y CA3, relacionado con un aumento en la excitabilidad de Ia zona, regresando a
los niveles basales una semana después (Crain et al., 1987). E! tratamiento -con
electrochoques convulsivos origina un decremento en el nimero de receptores p que
dura una semana aproximadamente (Nakata et ai., 1985). Por otra parte, se ha
encontrado un aumento en los niveles de receptores » en etapas tempranas {etapas
ity W) y tardias (etapa V) de! “kindling” amigdalino a las 24 koras, pero a los 28 dias
existe un decremento de estos en estructuras limbicas {Rocha et al., 1993). Asi
mismo, el tratamiento con AK induce un aumento en el nimero de receptores y y en
su afinidad por el figando *H-DAGO (Ridd et al., 1998).

Modelos genéticos de epilepsia muestran que el nimerc de receptores it
incrementa en hipocampo de ratas propensas a generar crisis, proponiéndose que
este incremento se debe al reducido nivel de péptidos en estas ratas {Chavkin y
Simons, 1996). Por otra parte, el “kindling” quimico inducido por el tratamiento con -
pentilenetetrazol (PTZ), induce un decremento en el nomero de receptores p a las 24
horas después de la dltima dosis, pero no a los 28 dias. Se ha sugerido que este
decremento de los receptores puede ser una reaccién compensatoria a los altos
niveles de péptidos opioides y su accion anticonvulsiva (Crain et al., 1987).
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1.15.1 AK y racaeptores .

El AK induce un incremento en la afinidad al receptor u en varias regiones del
cerebro excepto cerebelo y un aumento en el nimero de receptores en corteza,
estriado, médula y puente. Este incfemento se presenta a las 4 horas en bulbo
olfatorio, nicleo de la habénula, giro dentado, corteza e hipocampo (Ridd et al.,
1998). Se ha sugerido que el AK puede modificar la afinidad de ligandos que sé unen
a proteinas G acopladas a receptores p (Ridd et al., 1998).

También se ha observado que existe una intensificacion en la neurotoxicidad
inducida por AK y la co-infusion de un agonista p (D-Ala2, N-Methyl-Phed-Glycols)-
encefalina (DAMGO) en células piramidales de! area- hipocampal CA1. (Lason et al.,
1988). ‘

En hipocampo existe una disminucion de receptores p 48 horas después del
EE inducido por AK. Sin embargo, analisis a los 2 y 7 dias posteriores.al tratamiento,
indican que existe aumento en los receptores y con mayor intensidad en CA3 que

CA2 y CA1, quizas debido al decremento en los niveles agonistas endégenos (Perry
and Grimes, 1989).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

-Se-sabe—gque la actividad-epiléptica-es -seguida-por-una depresién -postictal,
“Evidencias experimentalés apoyan la teoria de que Ids opioides endogenos £stan
involucrados en la aparicion de la depresion postictal, asi como también en la
disminucién de la actividad motora, agresividad y algunas alteraciones afectivas
obéervadas tanto en humanos como en modelos experimentales. Sin embargo, hasta
el momento no se han reportado cambios en los niveles de receptores p inducidos
por AK a distintas edades y a diferentes tiempos. En animales adultos se ha
observado que existen mayores niveles de receptores u en estructuras relacionadas
‘con el detenimiento de las crisis después de un estado epiléptico (EE) indycido por
AK. Se ha propuesto que las ratas jovenes los cambios en receptores 1 son
principalmente en éreas relacionadas.con la generacién y detenimiento de las.erisis.
En cambio, en animales viejos se ha. reportado que existe un' decremento -en los
niveles de receptores a opidides y un mayor dafio neuronal con el AK, se prepone
que esto sea debido a una deficiencia en los. mecanismos inhibitorios, como es la
activacion de receptores p. .

Los cambios inmediatos o a largo plazo de los receptores a péptidos opioides
después de una crisis epiléptica, pueden contribuir a la supresion de la actividad
convulsiva como un mecanismo homeostatico, lo cual nos ayudara a entender mejor
los fenémenos epilépticos y sus consecuencias a diferentes edades.
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HIPOTESIS

Los cambios en los niveles de receptores u en el cerebro de la rata, difieren
durante la ontogenia. Asi mismo, ia actividad epiléptica inducida por el Acido kainico
estd asociada a cambios en los receptores p, los cuales son diferentes segin el
tiempo transcurrido después del status epilepticus, asi como de la edad del sujeto
experimental.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles de receptores p en condiciones normales, asf como a corto

y largo plazo después de presentar el sfatus epilpépticus inducido por acido kainico,
en cerebros de ratas de diferentes edades.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar ios niveles de unién a receptores p en cerebro de ratas de diferentes
edades.
2. Analizar los niveles de receptores p en ratas jdvenes a las 72 horas y 40 dias
después del tratamiento con acido kainico.
3. Evaluar los cambios en los niveles de receptores p en ratas adultas 24 horas y
40 dias después del status epilépticus inducido por el acido kainico.
4. Cuantificar las variaciones en los niveles de receptores u en ratas viejas a las
24 horas y a los 40 dias después de presentar el sfalus epilepticus inducido por
el acido kalnico.
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MATERIAL Y METODOS

1.16 Animales.

Se utilizaron ratas Wistar macho de diferentes edades: J6venes (J, 15 dias de
edad, n= 24), Adolescentes (Ad, 2 % meses de edad, n=5), Adultas (A, 6 meses de
edad, n= 23), Viejas (V, 12 meses de edad, n=16) y Muy viejas (MV, 20 meses de
edad, n=6). Fueron alimentadas ad libifum y mantenidas en condiciones controladas
de temperatura (20-22°C) y humedad (50-60%) en una habitacién con aire
acondicionado y ciclos de luz-oscuridad de 12 hrs,

Las ratas fueron habituadas a las condiciones experimentales inyectandoles
solucion salina (ss) intraperitoneal de 0.1ml/1kg a ratas J durante 3 dias o 1mifkg
durante 7 dias a las ratas de los demas grupos experimentales.

Las ratas J después de cada inyeccion regresaron a las cajas con sus madres.
A los 30 dias de edad pasaron a cajas individuales. Los animales de los grupos A,
Ad, V y MV se mantuvieron en cajas individuales.

1.17 Tratamiento con Acido Kainico.

AK (Sigma Chemical Co.) fue disuelto en ss con un pH ajustado a 7.2. Los
animales fueron tratados crénicamente con ss como se describié arriba y 24 horas
después de la dltima administracién recibieron una dosis de AK. Para las ratas J se
preparé una solucién de con volumen de 0.7mg/ml para una dosis de 7mg/kg ¥
fueron inyectadas intraperitonealmente con una proporcién de 0.1mlf10g y
observadas durante 3 horas, después de lo cual fueron regresadas a las cajas con
sus madres. Una solucién similar pero con un volumen de 10mg/mi fue preparada
para inyectar una dosis de 10mg/kg aratas Ay V.

Sélo aquelias ratas que presentargn EE (caracterizado por crisis limbicas
severas y convulsiones generalizadas), fueron ufilizadas en el estudio (ver cambios
conductuales en seccion 3.10). |



1.18 Grupos Experimentales.

En el presente trabajo se consideraron dos grupos experimentales; en el
primero se estudiaron los cambios de los receptores p durante la ontogenia (ratas J,
Ad, A, V y MV) y en el sequndo los cambios en receptores u inducidos por la
aplicacién de acido kalnico (ratas J, Ay V).

1.18.1 Receptores u ¥y ontogenia

a) Ratas jdvenes. Ratas J tratadas con ss y sacrificadas 72 horas deépués de la
tiltima administracion (JSS3d ;n= 6).

b) Ratas adolescentes. Ratas Ad tratadas con ss y sacrificadas 24 horas después de
la Gitima adminstracién {Ad; n=6).

c) Ratas adultas. Ratas A tratadas con ss {ASS; n=9). Este grupo es la suma de las
ratas que se sacrificaron 24 horas después de la ditima administracion de ss y las
que se sacrificaron 40 dias después de la misma, debido a la n de cada grupo y lo
parecido de los datos.

d) Ratas viejas. Ratas V tratadas con ss (V; n=6). Debido a la n resultante y lo similar
de los datos, este grupo fue la suma de los grupos sacrificados a las 24 horas y los

sacrificados 40 dias después de la Ultima administracién de ss.

e) Ratas muy viejas. Ratas MV tratadas con ss (MV; n=5) y sacrificadas 24 horas
después de la dltima administracién (MV; n=5),
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1.18.2 Receptores . y Epilepsia.

a) Ratas jovenes. Se uﬁliiaron tres grupos experimentales.
1. Un grupo de ratas J (JAK3d; n=8) que fue tratado con AK y sacrificado 72
horas después de presentar el EE. Se utilizé el grupo J$S3d descrito-en la
seccion 8.3.1a como su cﬁntrol. .
2. Un grupo de animales J (JSS40d; n=10) que recibieron ss y se sacrificaron
a los 40 dias det tratamiento.
3. Un grupo de ratas J (JAK40d; n=4) tratadas con AK y sacrificadas 40 dias
después de presentar EE.

b) Ratas Adultas. Se utilizaron dos grupos experimentales. )
1. Un grupo de animales:A (AAK1d; n=8) recibié AK y fue sacrificado 24 horas
después de su administracion. .
2. Un grupo de-animales A (AAK40d; n=6) tratado con AK y sacrificado:a los
40 dias después del EE.
Se utilizé al grupo ASS descrito en la seccién 8.3.1¢ como el control de las dos
grupos anteriores.

¢) Ratas Viejas Se utilizaron dos grupos experirﬁentales.
1. Un grupo de ratas V (VAK1d; n=6) tratadas con AK y sacrificadas 24 horas
después de su administracién. Se utilizé al grupo VSS81d descrito-en la seccién
8.3.1d como su control.
2. Un grupo de ratas V (VAK40d; n=4) tratadas con AK y sacrificadas 40 dias
después de presentar el EE. Se utiliz6 al grupo VSS40d descrito en Ia éeccién
8.3.1d como su controf.

1.19 Técnica de Autorradiografia.

Esta técnica se utilizé para el analisis cuantitativo de receptores de opicides

“in vitro". Los animales fueron sacrificados por decapitacién después de los
tratamientos antes mencionados y el cerebro fue extraido rapidamente y almacenado
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en hielo seco a una temperatura de —70°C. Se obtuvieron secciones coronales de
20pm de grosor utilizando un Criostato (Leica modelo 1510-3). Las rebanadas fueron
colocadas en laminillas previamente gelatinizadas. Las rebanadas se lavaron en-una
solucion buffer de Tris-HCL a una concentracién de 50mM, pH 7.4, durante 30
minutos a temperatura ambiente (25°C) con el propésito de remover a los ligandos
endogenos de-los receptores. Posteriormente-las-rebanadas se incubaren durante 60
min a una temperatura de 25°C en una solucién 2 nM de *H-DAGO (*H-D-Ala®N-
metil-fe-glicol®)(tirosil 1-3-4-’H)encefalina (40.8 Ci/mmol; Amersham), un agonista . ,
en buffer de Tris-HCI. Al terminar la incubacién con 'el ligando marcado, las
rebanadas se pasaroh a un bafio de solucién buffer Tris-HCL durante 1 minuto-dos
veces a 4°C y por Ultimo, se enjuagaron en 250 m! de agua destitada durante 2
segundos. Se secaron rapidamente con aire frio. Los ligandos no especificos se
evaluaron utilizando rebanadas. de cada sujeto experimental, tratadas.de. manera
similar a los descrito previamente y adicionando naloxona (Sigma) 1 puM 4ala
incubacién con *H-DAGO.

Las rebanadas se expusieron a peliculas sensibles a tritio (°*H-Hiperfilm) en
cassettes de rayos-X, durante 8 semanas en oscuridad y a temperatura ambiente. Se
procesaron con revelador Kodak (D11) y fijador rdpido. Las distintas regiones
anatémicas del cerebro se identificaron en referencia al atlas de la rata de Paxinos y
Watson (1888). Por dltimo, los autoradiogramas se analizaron con un s_isterﬁa de
analisis de imagenes para determinar la densidad éptica (OD) (JAVA Jandél Sofware
de Analisis de Video). Para cada estructura se tomaron 10 lecturas de OD de las
secciones predeterminadas.para el andlisis y se promediaron. Las lecturas de OD de
los estandares se utilizaron para determinar los vatores de radioactividad del tejido
en las laminillas-adyacentes.

1.20 Estructuras analizadas.

A continuacién se mencionan las estructuras analizadas en este estudio:
Corteza frontal (cxfron), del cingule (cxcing), sensorimotora (cxsen), piriforme {cxpir),
entorrinal. (cxent) y temporal (cxtemp); caudado putamen (cauput); nicleos de la
amigdala anterior (amga), basolateral (amgbas), medial (amgmed) y central
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(amgcen); giro dentado (girden); hipocampo (regién cat,ca2 y ca3); sustancia nigra
pars reticulata (snr) y pars compacta (snc); sustancia gris periacueductal (pag) y
geniculado dorso-ventral tgen).

Los niveles de receptores p fueron estudiados en estas estructuras ya fjue
tienen un papel importante en la epileptogénesis o en la expresién del
comportamiento interictal o postictal (Swann y Moshé, 1997; McNamara et al., 1994;
Schwartzkroin y Mcintyre, 1997; Proctor y Gale, 1897).

1.21 Anélisis Estadistico.

Para el andlisis de niveles de receptores en la ontogenia se utilizaron los
promedios de cada estructura y se compararon entre las diferentes edades,
utilizando un anélisis ANOVA de una via y un andlisis Post-hoc para las diferencias
significativas (Método de Dunnet, p<0.05 o Método de Dunn, p<0.05). Para comparar
a los grupos tratados con ss y los que recibieron AK se utilizé una prueba t-Student
(p<0.05). ' |

RESULTADOS

1.22 Niveles de receptores p en ia ontongenia.

Los valores obtenidos muestran un patrén ontogenético similar en todas las
estructuras, donde las ratas J tienen altos niveleé de unién a receptores p; que
disminuyen en la adolescencia y vuelven a subir en las ratas A. Sin embargo, en las
edades V y MV existe un decremento importante de receptores p parecido. a los

valores de las ratas Ad. A continuacién se muestran los resultados de los analisis
estadisticos para cada edad.
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(amgcen); giro dentado (girden); hipocampo (regién ca1,ca2 y ca3); sustancia nigra
pars reticulata (snr) y pars compacta (snc); sustancia gris periacueductal (pag) v
geniculado dorso—ventrali(gen). ‘

Los niveles de receptores . fueron estudiados en estas estructuras ya que
tienen un papel importante en la epileptogénesis o en la expresién del
comportamiento interictal o postictal (Swann y Moshé, 1997; McNamara-et al., 1994;
Schwartzkroin y Mcintyre, 1997; Proctor y Gale, 1997).

1.21 Anidlisis Estadistico.

Para el analisis de niveles de receptores en la ontogenia se utilizaron los
promedios de cada estructura y se compararon entre las diferentes edades,
utilizando un andlisis ANOVA de una via y un anélisis Post-hoc para las diferencias
significativas (Método de Dunnet, p<0.05 o Método de Dunn, p<0.05). Para comparar
a los grupos tratados con ss y los que recibieron AK se utilizé una prueba t-Student
(p<0.05). '

'RESULTADOS

1.22 Niveles de receptores i en la ontongenia.

Los valores obtenidos muestran un patrén ontogenético similar en todas las
estructuras, donde las ratas J tienen altos niveleé de unién a receptores p; que
disminuyen en la adolescencia y vuelven a subir en las ratas A. Sin embargo, en las
edades V y MV existe un decremento importante de receptores p parecido. a los
valores de las ratas Ad. A continuacién se muestran los resultados de los andlisis
estadisticos para cada edad.

38



1.22.1 Ratas Jovenhes.

Las ratas J presentaron niveles altos de receptores p comparado con las
demas edades. Estos niveles fueron estadisticamente significativos al compararios
con las ratas Ad (Método Dunn, p<0.05) en ¢xfron, cxcing, cxent, cxtemp y CA3. Con
. respecto a las ratas A, sélo en CA1 hubo diferencias (Métedo Dunnet, p<0.05).
También se obtuvieron cambios significativos con el grupo de ratas V (Método Dunn,
p<0.05) en amga, amgmed, amgcen, CA3, snr y pag, y ademas con el grupo MV
{Metodo Dunn, p<0.05) en cxfron, cxsen, cxpir, cxent, cxtemp, amga, girden, CA2,
CAZ3, snr, sncy pag (Tabla 4 y Fig: 6-8).

1.22.2 Ratas Adolescentes.

Este grupo de ratas mostré una disminucién de receptores p comparado con
las ratas A en todas las estructuras pero ne fue significativa, ademas los valores son
muy parecido a los grupo V y MV (Tabla 4). Las diferencias significativas que
presentaron ai compararse con las ratas J se describen en la seccién 9.1.1 (Fig. 6-8).

1.22.3 Ratas Adultas.

Los datos obtenidos de las mediciones densitométricas de este grupo se
muestran la tabla 4. Este grupo es del que mds informacién se tienen y por ello se
usara como punto de referencia para comparar a los demdas grupos. La Gnica
estructura que mostré cambios significativos con otras edades fue la cxsen al
comparario con ratas MV (Método Dunnet, p<0.05) (Fig. 6). En la Fig. 13 se puede
observar un decremento importante de receptores p entre una rata A y una rata MV.

1.22.4 Ratas Viejas.

Las ratas del grupo V mostraron bajos niveles de unién a *H-DAGO
comparado con las demds edades, pero estos cambios fueron significativos
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solamente a! compararse con las ratas J como se describe en la seccién 9.1.1 (Tabla
4, Fig. 6-8).

1.22.5 Ratas Muy Vlejas.

Este grupo mostr6 valores bajos de receptores p muy parecidos a los del
grupo anterior. Las diferencias significativas encontradas al compararse con el grupo
J se describen en la secci6n 9.1.1 y las encontradas al compararse con el grupo Aen
la seccién 8.1.3 (Tabla 4, Fig.6-8, 13).
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1.23 Efecto del AK en los niveles de receptores p.

1.23.1 Ratas Aduitas
a) Ralas adultas 24 horas.

El analisis cuantitativo muestra que el grupo AAK1d comparado con el grupo
ASS, present6 un incremento significativo de los niveles de receptores p en cxfron
(54%), cxcing (415%), cxtemp (54%), cauput (49%), girden (48%), CA2 (53%) y snc
(56%). El resto de las estructuras no mostraron cambios significativos (Tabla § y Fig.
8). En la Fig. 14 se puede observar el aumento de receptores pn en un corte de una
rata AAK1d en corteza temporal comparado con un cerebro de una rata-ASS.

b) Ratas adultas 40 dias,

El grupo AAK40d mostré un incremento significativo comparado con el grupo
ASS en amga (39%), amgmed (64%), amgbas (202%), ambcen (32%), ademas en
CA2 (80%), CA3 (49%), girden (80%) y cxsen k46%). El resto de las estructuras no
mostraron diferencias significativas (Tabla 5 y Fig. 10). En la Fig. 15 se pueden
observar los cambios en varios nicleos amigdalinos, giro dentado y varias regiones
hipocampales.

1.23.2 Ratas Jovenes
a) Ratas Jovenes a las 72 horas

El grupo de ratas JAK3d presenté. reduccion de los niveles de receptores
comparado con JS53d, en snr (-26%) y hubo aumento en girden (40%). Las demas
areas analizadas no muestran cambios significativos (Tabla 5 y Fig. 11).

b) Ratas Jdvenes a los 40 dlas
Los niveles de receptores 1 en los animales JAK40d comparado con el grupo
J3840d, disminuyeron en snr (-14%) y en cauput (-29%) pero el resto de las

estructuras no mostraron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 5 y Fig.
11).
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1.23.3 Ratas Viejas
a) Ratas Viejas a las 24 horas

Las diferencias enéontradas en las ratas VAK1d comparado con los animales
V881d, muestran una tendencia a disminuir en todas las estructuras pero este
décremento fue significativo en cxsens (-13%), cxent (-20%) y amga (-20%) (Tabla 5
y Fig. 12). La Fig. 16 muestra cambios en cerebro de una rata VAK1 en las regiones
amigdalinas y corteza sensoriomotora comparado con una rata del grupo VSS$1d.

b) Ratas Vigjas a los 40 dfas.

Los animales VAK40d comparados con VSS40d mostraron incremento en
amgmed (37%), amgcen (19%), Ca1 (23%) y girden (17%). Sin embargo, el resto de
las estructuras mantuvieron valores muy parecidos entre ambos grupos. (Tabla 5 y
Fig. 12).
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Figura S. Porcentaje de unidn de receptores y del grupo AAK1d comparado con ASS.
Se muestran solamente aquelias estructuras que mostraron diferencias significativas
(p<0.05). El grupo AAK1d presenté aumento en cxfron (54%), oxcing (415%),
oxtemp (54%), girden (48%), CA2 (53%), snc (56%) y cauput {49%).
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Figura 10. Cambios en porcentaje de receptores u del grupo AAK40d comparadc con
ASS. En ésta gréfica se presentan las estructuras que tuvieron cambios significativos
(p>0.05), coma en amga (39%), amgmed (64%}), amgbas (202%), amgcen (32%),
CA2 (80%), Ca3 (49%), girden (80%) y cxsen (46%). .
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Figura 11. Cambios porcentuales de los niveles de receptores p en las ratas del
grupo JAK3d y JAK40d comparado con los grupos JSS3d y JS540d respectivamente.
El grupoJAK3d presentan un incremento significativo de receptores p en girden3d
(40%) y un decremento en snr3d (-26%). Mientras que en JAK40d hay disminucion
tanto en snr40d (-14%) como en cauput40d (-29%).
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Figura 12. Niveles de receptores marcados con ® H-DAGO en ratas de los grupos
VAK1d y VAK40d comparado en porcentaje con los grupos VSSid y VSS40d
respectivamente. A la izquierda vemos que en el grupo VAK1d hay un decremento
significativo de receptores p en cxsen (-13%), cxent (-20%) y en amga (-20%). En el
grupo VAK40d se encontrd incremento en amgmed (37%), amgcen (19%), CAl
(23%) y girden (17%).
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Figura 13. Distribucién normal de receptores n marcados .con 3’H-DAGQ en
secciones coronales de cerebro de una rata adutta (A) y una rata vieja (B) a nivel de
amigdala e hipocampo dorsal. Las barras de color muestran la calibracion expresada
en fentomolas por miligramo de tejido. Los colores negro y rojo indican niveles altos
de receptores p, mientras que el azul y blanco representa niveles bajos. Nétese que
en B existe una importante reduccién de los receptores p en cortezas
sensoriomotora y piriforme, hipocampo y niicleos amigdalinos.
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Figura  14. Receptores p marcados con H-DAGO en secciones coronales
representativas del cerebro de una rata ASS (A) y una AAK1d (B) a nivel de sustancia
nigra pars compacta y periacueductal. Notese en AAK1d un incremento de receptores
u en cortezas entorrinal y temporal, asi como en sustancia nigra pars compacta.
Anotaciones iguales a la Fig.13.
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Figura 15. Distribucién de receptores p marcados con 2H-DAGO en secciones
coronales de cerebro de una rata del grupo ASS40d (A) y del grupo AAK40d (B) a
nivel de amgidala e hipocampo dorsal. Notese en AAK40d un incremento de los
niveles de receptores p en los niicleos amigdalinos. Anotaciones iguales a la Fig.13.
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Figura 16. Receptores p marcados con *H-DAGO en secciones coronales a nivel de
amigdala e hipocampo dorsal de cerebro de una rata del grupo V551d {(A) y una rata
del grupo VAK1d (B). Nitese que B presenta disminucién de receptores py en cortezas
sensoriomotora y piriforme, asi como en los ndcleos amigdalinos e hipocampo.
Anotaciones iguales a la Fig.13.
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DISCUSION

Ontogenia y Receptofeé M-

En este estudic se obéervé que los niveles de receptores .. presentan un
patron ontogenético similar en todas las estructuras analizadas. En la etapa juﬁenil y
adulta de la rata, se tienen altos niveles de receptores p, mientras que .en la
adolescencia y edades avanzadas estos valores son bajos.

La distribucién de los receptores p en cerebro de rata ha sido estudiada
mediante la técnica autorradiografia por varios autores. Se ha descrito que .en el
complejo amigdalino existe una diferenciacién regional en cuanto a los niveles de
receptores p en ratas adultas, ya que mientras en el niclec central se presentan
escasos niveles de receptores, el nicleo basolateral muestra una alta cantidéd de
estos (Mansour et al., 1986; Paden et al., 1987). En hipecampo se ha encontrado
que los mayores niveles de unién a receptores p se encuentran en la region
hipocampal CA3 y los menores en CA2 (Crain et al., 1987). Nuestros resultados
apoyan lo anterior.,

El desarrolto ontogenstico de los receptores p en cerebro de rata déscn‘to por
Georges et al., (1998), indica que existe una alta expresién de RNAm en efapas
prenatales del desarrollo (dia 13 de gestacién), con una tendencia posterior a
disminuir en etapas postnatales, siendo el estado adulto el de menor intensidad de
marcaje para RNAm. Se ha sugerido que los sistemas opioides juegan un pape!
importante en el desarrollo del SNC (Georges et al., 1 998) lo cual podria explicar
estos cambios ontogenéticos. Por otra parte, se sabe que en etapas tempranas del
desarrolio los sistemas inhibidores estan menos desarrollados que los excitadores y
que el GABA puede tener una funcién excitadora mas que inhibitoria {Luhmann and
Prince, 1991). También se ha descrito una reguiacién del sistema gabaérgico sobre
el sistema peptidérgico (Rocha et al., 1993; Ruzicka y Jhamadas, 1991). Por lo
anteridr, los altos niveles de receptores p observados en ratas jévenes padrian
funcionar come un sistema inhibitorio para compensar la poca eficiencia en el
sistema gabaérgico, manteniendo un equilibrio entre las sefiales inhibidoras y
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excitadoras. Por ofra parte, las ratas adolescentes (edad en donde se presentan
influencias hormonales, cambios morfoldgicos y conductuales importantes) pueden
ser vistas como un grupo de transicibn, ya que existe una disminucién de
arborizaciénes excitadoras presentes en sujetos inmaduros (Pierson y Swann, 1999).
Lo anterior pudiera sugerir que se requiere menos de la participacién de réceptores it
para regular la sobreexcitacién presente en sujetos jovenes.

Se ha reportado que con la edad hay un decremento en el nimero de
receptores en SNC (Misra et al., 1980). Las ratas viejas, a pesar de presentar una
disminucion en el nimero de receptores a opioides, tienen una mayor afinidad por
sus ligandos endbdgenos (Neisewander et al., 1989, Ueno et al., 1988). Lo anterior se
podria entender como un mecanismo compensatorio a la disminucién de receptores
para mantener asl su plasticidad. Una de las estructuras que tuvo disminucién
importante en los valores de union a *H-DAGO en ratas de 20 meses fue el
hipocémpo, donde la degeneracién de neuronas y fibras (como el caso de la via
perforante) se ha relacionado con las deficiencias de la ‘memoria a edad avanzada
(Thai et al., 1996}.

Lo anterior nos puede sugerir que ¢l papel de los receptores p puede .estar
relacionado con el desarrollo del SNC, ya que los niveles mas altos se presentan en
etapas importantes del crecimiento y disminuyen en edades avanzadas.

Epilepsia y receptores p

En el presente estudio se evalué la unién de los receptores p después de la
presentacion del status epilépticus lo gue mostrd que existen patrones diferentes de
cambio segun la edad y el tiempo a los que fuercn evaluados. _

Se ha reportado en varios modelos experimentales aumento de los niveles
tisulares y de las concentraciones cerebrales de péptidos opidides después de una
crisis epiléptica, (Vindrola et al., 1981; Rocha et al., 1994; Rocha et al.,, 1997; Lee et
al., 1989; Asai et al., 1995), lo cual se ha relacionado con cambios en los receptores
p en el periodo postictal (Crain et al., 1987; Rocha et al., 1993; Frost et al., 1988;
Mayberg et al, 1991). Los cambios en receptores p puede reflejar efectos

proconvulsivos (Lee et al., 1989; Tortella et al.,, 1987) y anticonvulsivos (Tortella et
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al., 1988). Se sabe que la infusion de un agonista p intensifica el dafio neuronal
inducido por el AK (Lason et al., 1988) sin embargo, el pretratamiento crénico con
morfina en ratas tratadés con AK, incrementa el niimero de receptores u en el
periodo postictal e interictal, disminuyendo [a taza de mortalidad y aumentando el
periodo postictal (Cano-Martinez et al., 2001).

En el presente estudio se evalud la unién a receptores u en ratas de distintas
edades y a diferentes tiempos ya que el AK es considerado como un modelo para
generar status epileplicus (EE) y epilepsia del I6bulo temporal (ELT) tiempo después
de su administracion. A las 24 horas se observaron los cambios inducidos por €l EE
mientras que a los 40 dias (inicio de la ELT) estos cambios mostrarian el papel que
juegan los receptores p en |a subsecuente generaci6n de crisis espontdneas. _

Después de una crisis epiléptica existe un aumento de receptores p-en el
neocortex de pacientes con ELT ademas de otras corezas (Frost et al, 1988),
probablemente como mecanismo para evitar [a propagacién crisis subsecuentes.
Ridd y cols. (1998) encontraron un aumento en nimero y afinidad de receptores 1 en
corteza a las 4 horas del EE inducido por AK. Asi mismo, en el presente estudio las
ratas adultas 24 horas después de la administracién de AK, tuvieron un aumento de
receptores p en van'és cortezas (cxfron, cxcing y cxtemp), estructuras relacionadas
con mecanismos inhibitorios (Purpura, 1969) y detenimiento de las crisis {Mayher et
al., 1991). Andlisis posteriores para evaluar la expresidén de receptores u.nos
ayudaria a determinar si este aumento en los niveles de unién se debe al incremento
en numero de receptores o a la afinidad por su ligando.

El aumento observado receptores p en sustancia nigra y caudado putamen
podria estar relacionado con Ia inhibicién de movimiento durante el periodo postictal.
Este inéremento en sustancia nigra (estructura relacionada con la acﬁﬁdad
locomotora) se relaciona con un aumento en la liberacién de dopamina (Di Chiara et
a., 1981) y con la supresitn de crisis epilépticas (Burke et al., 1990). Ademas, las
proyecciones que caudado putamen manda a sustancia nigra son principaimente
inhibitorias (Calvaheiro y Le Gall la Salle, 1982) sugiriendo una inhibicion de las crisis
convulsivas.
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Se ha descrito que la aplicacion iocal o sistémica de AK aumenta los niveles
de Met-encefalina y dinorfina pocas horas después, pero estos niveles disminuyen a
tiempos largos (40 dias) (Rocha y Maidment, en proceso). El hecho de que a las 24
horas de presentarse el EE en ratas adultas sean pocas las estructuras [imbicas que
muestran aumento de receptores p como el giro dentado y CA2 (datos que coinciden
con lo reportado por) (Ridd et al., 1998), puede deberse a una disminucién en la
liberacion de péptidos opioides ya que ambas estructuras se han relacionado con la
generacion y propagacion de las crisis (Dingledine, 1981).

Se ha reportado que los sitios de unién a p en hipocampo disminuyen 24
horas después de una crisis inducida por “kindling"-amigdalino, pero no cambian 7
dias después del tratamiento (Crain et al.,1987). Sin embargo, nosotros encontramos
en las ratas adultas 40 dlas después del tratamiento con AK, un aumento
generalizado de receptores p en estructuras limbicas (niicleos amigdalinos, CA2,
CAZ3 y girc dentado). Este aumento de receptores p podria mediar el dafio neuronal
inducido por el AK y la actividad epileptogénica de la amigdala e hipocampo
{Dingledine ,1981; Crain et al, 1987) y los datos podria difetir de los antes
mencionados, debido a los diferentes modelos experimentales utilizados. Por otra
parte, se ha reportado que los receptores a benzodiazepinas aumentan en. giro
dentado 40 dias después del EE epiléptico inducido por AK, como mecanismo
postictal para prevenir la generacion de crisis subsecuentes al aumentar la accién del
GABA (Rocha et al., 2000). Ei aumento de receptores p observado por nosotres en
esta estructura podria representar un papel similar, siendo esta estructura de suma
importancia al servir como filtro para evitar la propagacién de las crisis.

Como se menciond anteriormente, los datos ontogenéticos muestran altos
niveles de unién a receptores p en ratas jévenes, lo cual podria estar relacionado con
la alta susceptibilidad a generar crisis epilépticas en esta edad. Sin embargo, se ha
descrito que antes de la tercera semana de edad las células granulares del giro
dentado no han madurado lo suficiente para propagar las sefiales excitadoras
(Amaral y Dent, 1981), por lo que a esta edad la activacion de los. receptores p en
giro dentado podria ayudar a detener la crisis epilépticas. Por otra parte, se encontré
disminucién de receptores p en sustancia nigra pars reticulata, estructura con efectos
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proconvulsivos a esta edad (Moshé, 1981, Moshé et al., 1983; Veliskova, 1999). La
disminucién de reoeptorés en esta estructura puede deberse a la liberacién de
péptidos en otras areas ‘oerebrales, cuya accidn en sustancia nigra pars reticulata
induce una regulacién a la baja de sus receptores.

A los 40 dias del EE inducido por AK en ratas jovenes se ve disminucién de
receptores p en caudado putamen y sustancia nigra pars reticulata. Se ha descrito
que las ratas de 35 dias de edad (adolescentes) son las mas resistentes a generar
crisis epilépticas comparado con otras edades {Moshé et al., 1883), y nuestros datos
ontogeneticos muestran que esta edad presenta los niveles mas bajos de unién-a *H-
DAGO comparado con los demas grupos. Se sugiere que los niveles basales de
receptores y en ratas adolescentes estan relacionados con la baja susceptibilidad a
generar crisis epiléptiéas. Por ofro lado, la disminucién de receptores p tiempo
después del EE puede deberse una prolongada liberacién de péptidos opioides, y
podria explicar el bajo dafio neuronal observado en ratas jovenes (Schwob et al.,
1980; Beni-Ari et al., 1984; Niteka et al.,1984). Se prepone que el desarrollo tardio de
las céluias del giro dentado {tercera semana de edad) evita el dafio en circuitos
hipocampales y la sobre-excitacién recurrente (Sperber et al., 1992). Esto puede
reflejar el hecho de que no existan cambios en los niveles de union a receptores.p en
sistema limbico.

A diferencia del patron de activacién en ratas adultas, en ratas jovenes no
existen cambios en los niveles de receptores u en cortezas. El AK induce aumento
en los niveles de receptores a BDZ en cortezas de cerebros inmaduros como un
mecanismo inhibitorio (Rocha et al., 2000) lo que podria explicar que no hallan
cambios en los receptores u en estas regiones tomando en cuenta la regulacién que
existe entre ambos sistemas.

En las ratas viejas 24 horas después de la aplicacién del AK existe un
decremento importante en los niveles de receptores 1 principalmente en las cortezas
(cxsen y cxent) y nicleos amigdalinos. Se propone que la liberacién de péptidos
opioides es mas lenta en sujetos viejos que en adultos o inmaduros ya que como se
describié antes a las 24 horas de administrar el AK hay una regulacién a la alta de

feceptores u en ratas adultas, relacionado con una disminucién en la liberacién de
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- péptidos a estos tiempos. Lo anterior podria reflejar una activacién retardada de los
mecanismos inhibitorios en las ratas viejas. (Douglass et al.,1991; Rocha y
Maidment, en proceso). Es necesario realizar estudios de los niveles de receptores a
intervalos de tiempo mas cortos y relacionarlo con estudios de los niveles de
péptidos opiodies para evaluar la regulacién de los receptores p en esta edad.

Por otra parte, a los 40 dias de administrarse el AK en ratas viejas, este
induce aumento de los receptores i en sistema limbico (amigdala medial y central).
A diferencia de las ratas adolescentes (con valores similares a los de las ratas viejas
en condiciones normales) quienes presentan disminucién de receptores p después
de la aplicacién del AK, el aumento observado en las ratas viejas podria estar
asociado a un mayor dafio neuronal, debido a la activacion de los receptores y el
incremento de la neurotoxicidad del AK (Lason et al., 1988)

Algunos autores han reportado dafio en corteza piriforme, complejo amigdalino
e hipocampo en ratas adultas tratadas con AK (Schwob et al., 1980; Nitecka et al.
1984). Sin embargo, no se han realizado dichos estudios a diferentes edades, lo cual
nos podria hablar mas de la relacion que tienen los receptores p y el dafio neuronal.

Como un estudio a futuro se propone analizar los cambios en nimero y afinidad
de los receptores p en las estructuras relacionadas con la actividad epiléptica
“inducida por AK, como son giro dentado, nticleos amigdalinos y cortezas en
diferentes etapas de desarrollo. Ademas, relacionar lo anterior con los niveles de
peéptidos endégenos y evaluar el dafo neurona! inducido por el aumento de
receptores p a diferentes tiempos. Es importante sefalar que muchos de estos
cambios no se dan solamente a nivel de membrana celular, y la participaciéon de
segundos mensajeros nos puede ayudar a entender mejor los mecanismos que
estdn actuando en la regulacion de los receptores. Se requiere de estudios
bioquimicos que faciliten este entendimiento, como la participacién de AMPc o PKC
en las regiones antes mencionadas.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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CONCLUSIONES

Estos datos muestran que existen cambios en los receptores p segin el
estado de desamollo del organismo, tanto en condiciones normales, como a
diferentes tiempos después de 1a administracién de AK. Las ratas jovenes presentan
altos niveles de receptores p en condiciones normales, lo que puede relacionarse
con una alta susceptibilidad a generar crisis epilépticas después de la aplicacién de
AK. Sin embargo, existi6 una disminucién de receptores p en estructuras
relacionadas con la propagacién las crisis lo que puede reflejar una rdpida y
prolongada activacién de los sistemas inhibitorios para evitar dafo neuronal. Por su
parte, las ratas aduitas presentan cambios en los receptores p relacionados con
mecanismos que logran evitar la propagacion de las crisis, principalmente en
cortezas. En cambio en ratas viejas, se presentaron bajos niveles de receptores p
en condiciones normales, que al poco tiempo de administrar el AK disminuyeron
principalmente en cortezas y a largo plazo aumentaron en Sistema Limbico. Esto
sugiere que existe una activacién deficiente y retardada de los sistemas inhibitorios
para evitar la propagacion de las crisis epilépticas en sujetos viejos.

Lo anterior indica que existen mecanismos diferentes en la activacién de los
receptores u que dependen de la edad, lo cual nos puede ayudar a entender las
diferencias relacionadas con el desarrollo del Sistema Nervioso Central ¥ la
generacion de crisis epilépticas, asi como la regulacién de sistemas inhibitorios que
se activan después de un eventoictal,
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