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RESUMEN

La activacion del receptor & opioide produce un efecto inhibitorio en la
actividad epiléptica. El "Kindling" eléctrico amigdalino y Acido Kainico (AK) i.p. son
dos modelos de epilepsia del IGbulo temporal (ELT) y activan al sistema de los
opioides enddgenos. Pacientes con ELT presentan un aumento significativo en los
niveles de receptor § opioide en la corteza temporal. En el presente estudio se
evaluaron por autorradiografia los niveles de receptor & en cerebro de ratas con
epilepsia por "kindiing" eléctrico amigdalino y por AK i.p. Se utilizaron ratas Wistar
macho 250-300 gr. Para el "kindling" el grupo experimenta! (KIND: n=6) fueron
ratas implantadas en la amigdala cerebral derecha y recibieron estimulacién
eléctrica diaria hasta establecer el estado kindled; el grupo control (CTRKIND:
n=6) fue tratado de la misma forma pero no recibid estimulacion eléctrica. A las 24
hrs. después del estado kindled los animales se sacrificaron por decapitacion y
sus cerebros se procesaron con autorradiografia para receptores 8. Para el
tratamiento con AK el grupo experimental (AK: n=6) recibié una inyeccion de AK
(10 mg/kg ) en un volumen total de (1ml/kg i.p.). Los animales del grupo contro|
(CTRAK: n=6) se manipularon igual que el grupo AK, excepto que se les inyectd
solucién salina. A los 40 dias posteriores al tratamiento, los animales se
sacrificaron por decapitacién y sus cerebros se procesaron con autorradiografia
para receptores § incubando con (10 nM de *H-DPDPE). El grupo de "kindling"
obtuvo un decremento significativo en los niveles de receptor § en la regiéon CA2
derecha del hipocampo (ipsilateral al sitio de estimulacion) (37%). Mientras que el
grupo AK presentd niveles elevados del receptor & en las siguientes areas
cerebrales: ntcieos amigdalinos basolateral derecho (35%) e izquierdo (26%); las
cortezas temporales derecha (57%) e izquierda (57%) y las cortezas del cingulo
derecha (59%) e izquierda (43%). Tres ratas (50%) del grupo AK mostraron un
decremento significativo en la unidbn al receptor & en las cortezas piriforme
derecha (60%) e izquierda (69%). El “kindling" eléctrico amigdalino y el AK
modificaron los niveles de receptor & en forma distinta y asimétrica. Sin embargo
los niveles de receptor & producidos por AK en la corteza temporal de la rata,
correlacionan de manera importante con los cambios observados en receptores §
en corteza temporal de pacientes con ELT. Los resultados obtenidos sugieren que
el modelo de AK en rata, es el mas 6ptimo para reproducir con eficiencia los
cambios de los receptores § opioide que se dan en humanos con ELT.




1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA EPILEPSIA

La palabra epilepsia es derivada del Griego emAauBavewv (epilamvanein)
que significa ser tomado, ser sorprendido o ser atacado. En la antigua Grecia,

como en nuestros dias la gente ha hablado de tener una crisis y de haber tenido
un ataque (Garcia et al., 1999).

Las crisis convulsivas se consideraban el resultado de posesiones
demoniacas, por lo que la epilepsia se consideré una enfermedad sagrada. Se
atribuye a Hipbcrates, alrededor del afio 400 A.C., la primera definicidon de esta
alteracion cerebral que a continuacibn se presenta: “la epilepsia es una
enfermedad del cerebro sin implicaciones religiosas que es mejor tratada por
dietas y medicamentos" (Engel et al., 1984).

En el siglo XIX, cuando la epilepsia se consideraba un conjunto de
trastornos manifestados por convulsiones generalizadas supuestamente
asociadas a dafio en la médula oblonga, Hughlings Jackson realizd la primera
clasificacidn de la epilepsia indicando la existencia de diferentes tipos de crisis
(Engel et al., 1997a). Desde entonces la epilepsia ha sido uno de los
padecimientos cerebrales mas estudiados. Asl mismo, debido a que sus sintomas
son tan evidentes y visibles, su estudio ha ayudado a la comprensién de las
funciones del cerebro (Femandez, 1986).

1.2. EPILEPSIA EN LA ACTUALIDAD

En nuestros dias la epilepsia se define como una enfermedad caracterizada
por crisis epilépticas cronicas, recurrentes e impredecibles, originadas por
descargas neuronales anormales, excesivas y sincronizadas (Engel et al., 1997c).
Las crisis epilépticas, afectan al 1% de la poblacién mundial, y se pueden asociar
a cambios de conducta y manifestaciones dlinicas (Engel, 1996; Cole, 2000).




En general se tiene el criterio de que las crisis epilépticas se presentan
cuando un grupo de neuronas en el sistema nervioso central, descargan
potenciales de accion anormales, desincronizados y secundarios a una
despolarizacion repetitiva que interfiere con la funcidbn normal del cerebro
(McNamara, 1994).

Las convulsiones pueden ser de dos tipos: "no epilépticas" cuando son
producidas en un cerebro normal por tratamientos como electrochoque o la
administracion de convulsivantes quimicos, las cuales nunca mas vuelven a
aparecer; y de tipo "epilépticas" cuando ocurren sin causa aparente y se
presentan en forma cronica. Por ofra parte, las crisis epilépticas también se
- clasifican en crisis parciales cuando el foco epiléptico se encuentra localizado en
un solo hemisferio cerebral, y crisis generalizadas cuando el foco epiléptico
genera una propagacion de la actividad anormal a ambos hemisferios cerebrales.
Una crisis parcial simple se asocia con la preservacion de la conciencia, mientras
que una crisis parcial compleja se acomparia de pérdida de la misma. Este ultimo
tipo de crisis se origina en el 16bulo temporal (McNamara, 1994).

A continuacion se describen los tres periodos de la epilepsia (Fig. 1):

a) El perodo ictal (la crisis per se). representa una variedad de
mecanismos neuronales aberrantes involucrando diferentes patrones de actividad
excitatoria e inhibitoria, varios procesos de sincronizacion, asi como diversas vias
y regiones cerebrales. El evento ictal muestra una evolucién, dependiendo del tipo
de crisis de la cual dependera la propagacion de la descarga ictal. Generalmente

se caracteriza por actividad eléctrica de alto voltaje y frecuencia rapida (Heinz et
al., 1993).

b) El perniodo postictal (de minutos a horas inmediatamente después de la
crisis epiléptica). Este periodo se caracteriza por un incremento de los
mecanismos que actian para suprimir la crisis epiléptica, como es un incremento

en la liberacidn de opioides endégenos (Heinz, 1993; McNamara,1994; Rocha y
col., 1994).




c) El| pernodo interictal (tiempo entre crisis y crisis). Representa un periodo de
estabilidad y calma relativa, durante el cual, al haber sufrido un disturbio

fisiopatolégico, ia predisposicién a presentar una nueva crisis epiléptica es minima
(Engel,et al., 1997).

INTERICTAL
ICTAL 1
| POSTICTAL

EPILEPSIA

NORMAL

Figura 1. Registro electroencefalografico de un paciente con epilepsia (registro superior) y un
registro de un sujeto normal (registro inferior). N6tese que en el registro superior se muestran los
tres periodos de la epilepsia antes descritos (Tomado de Fisher y Frost, 1991; Engel, 1997;).

En los periodos postictal e interictal, la probabilidad de produccién de una
crisis subsecuente disminuye. Este efecto se postula como el resultado de un
aumento de mecanismos inhibidores produciendo asi una elevacion del umbral a
la actividad epiléptica (Caldecott -Hazard, et al, 1984;Engel, 1997 a).

La epileptogénesis es un fendmeno por el cual la condicién epiléptica es
adquirida de manera progresiva. Dos elementos fisiolégicos esenciales que
representan el efecto neto del proceso de epileptogénesis son:

a) Una excitabilidad celular aumentada, que induce a un desajuste
neuronal y activacion de mecanismos de despolarizacion que afectan la
repolarizacién membranal.

b) La formacién de una red neuronal defectuosa la cual se deriva
fundamentalmente del desamollo de mecanismos de integracion
aberrantes, una sincronizacidn anormal de poblaciones de neuronas, y

propagacion de las descargas epilépticas en rutas neuronales que ejercen
efectos a distancia (Engel, 1989, 1997).




1.3. CLASIFICACION DE LAS CRISIS EPILEPTICAS

Las epilepsias se han clasificado y definido no sdlo por los tipos de crisis
manifestadas, sino también por influencia de otras caracteristicas clinicas
asociadas.

Los diferentes sindromes epilépticos pueden ser identificados por
caracteristicas como: tipos de crisis, localizacion del foco epiléptico, patrones de
recurrencia, edad de inicio de las crisis, signos neuroldgicos y clinicos asociados;
antecedentes familiares de la enfermedad y prognosis-(Engel et al., 1997 b).

A continuacion se presenta la clasificacion de las crisis epilépticas dada por la
Liga Internacional contra la Epilepsia, (1992).
I- Crisis Parciales
Se caracterizan por que el foco epiléptico se encuentra localizado en uno
de los hemisferios cerebrales.

a) Crisis Parciales Simples (cuando no hay alteracién de la conciencia)
1) Con signos motores.
2) Con sintomas somatosensoriales o sensoriales especiales.
3) Con signos o sintomas autonémicos.
4) Con sintomas psiquicos.

b) Crisis Parciales Complejas (con alteracion de la conciencia)
1) Inicio parcial simple con deterioro posterior de la conciencia.
2) Con deterioro de la conciencia desde el inicio.

c) Crisis Parciales que evolucionan a Convulsiones Tonico-Clénicas
Generalizadas (CGT).
1) Crisis parciales simples que evolucionan a CGT.
2) Crisis parciales complejas que evolucionan a CGT
3) Crisis parciales simples que evolucionan a crisis
parciales complejas y posterioomente a CGT.
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- Crisis Generalizadas (convulsivas 0 no convulsivas)
1) Crisis de ausencias
2) Ausencias atipicas
3) Ausencia que progresa a CGT.
4) Crisis mioclénicas.
5) Crisis clénicas.
6) Crisis tonicas.
7) Crisis ténico-clénicas.
8) Crisis aténicas.

lli- Crisis epilépticas no clasificadas:
1) Incluye a todas las crisis que no pueden clasificarse debido
a datos incompletos o inadecuados.

IV- Adendum
1) Crisis epilépticas repetidas que ocurren en diversas
circunstancias.
2) Crisis prolongadas o repetitivas (Estatus epilepticus): crisis
persistentes por un periodo prolongado.

1.4. SISTEMA LiMBICO

El sistema limbico esta compuesto por estructuras cerebrales que forman
al sustrato anatomo-funcional de la emocién y que por tanto regulan el estado
interno del organismo con relacion al mundo extemo. Involucra a un grupo de
estructuras corticales y subcorticales cuya activacion produce respuestas
fisiologicas, psicolégicas y conductuales especificas. Entre estas estructuras se
encuentran la corteza del cingulo, la amigdala y el hipocampo (Fig. 2) las cuales
se ha reportado que también estan altamente involucradas en el fendmeno
epiléptico (Goddard et al,1969; Hendelman, 2000).
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LOBULO
TEMPORAL

MNUCLEO
FIORDEL
h /7 O

MAME O o

aunsmadPnco =
MAMELAR.

AMIGDALA - HIPOCAMPO -

Figura 2. Diagrama que representa en color vesde 1as estructhuras cerebrales que confonman al
Sistema Limbico humano (Tomado y Modificado de Hendelman, 2000).

El analisis de la organizacidn neuronal del complejo amigdalino reveia una
relacion muy intima de éste con estructuras integrativas. Algunas fibras de ia
amigdala convergen sobre el septum y la estria terminalis y llegan a las regiones
hipotalamicas por un sistema ventral amigdalo-hipotalamico.
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Por otra parte, la amigdala envia impulsos al hipocampo a través de la
corteza piriforme, la cual permite una comunicacion funcional entre ambas
estructuras (Cavazos,1994). La corteza del cingulo se encuentra cerca del cuerpo
calloso y esta conectada reciprocamente at giro hipocampal. Estas conexiones,
que se unen a vanas porciones del sistema limbico, son conocidas como circuito
de Papez. Las proyecciones de este circuito al idbulo frontal constituyen una base
anatomo-funcional de las emociones (Makram,1981).

1.5. EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL

E! 40% de los pacientes con epilepsia presentan Epilepsia del Lébulo
Temporal (ELT), que es la forma mas comun de epilepsia en adultos y es
frecuentemente idiopatica, es decir de origen desconocido (Sperberg et al., 1992;
Engel, 1996). A continuacidn se muestra la ubicacion del |6bulo temporal en el
cerebro humano.

LOBULO TEMPORAL

Figura 3. Vista lateral de hemisferio cerebral humano en donde se indica la localizacién del Lébulo
Temporal (Tomado de Hendelman, 2000).

La ELT se caracteriza por crisis parciales complejas recurrentes que se
inician con auras (alteraciones de la percepcidn) visuales, auditivas y/o
cognoscitivas. Los pacientes se distraen, tienen amnesia retrégrada, presentan
automatismos como movimientos de labios, frotamiento de manos y biésqueda sin
objeto (Heinz et al., 1993).
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Las crisis parciales complejas pueden durar desde segundos hasta minutos
(Engel, 1989) e involucran estructuras limbicas del 16bulo temporal (Fig. 3),
incluyendo al hipocampo, amigdala y estructuras extralimbicas como la
neocorteza temporal. La ELT es un padecimiento causado por diferentes
etiologias pero esta frecuentemente acompafiado por una lesiéon neuropatologica
caracteristica que es la esclerosis hipocampal, la cual se refiere a pérdida
neuronal y gliosis en hipocampo (Engel, 1996; Heinz, 1993). La asociacion de la
epilepsia con este patréon de dafio fue inicialmente reconocido por examinacion
histoldgica en el siglo XIX (Sperber et al., 1992).

Aunado a lo anterior, se sabe que entre las caracteristicas clinicas de la
ELT existe un bajo umbral para la produccion de postdescargas de estructuras
como la amigdala, asi como la aparicibn de agresividad. Asi mismo, las
manifestaciones interictales de la ELT se entienden en términos de excitabilidad
amigdalina, como los brotes subitos y violentos de irritabilidad (Makram, 1981).

1.6. MODELOS EXPERIMENTALES DEELT

Se han desarrollado modelos experimentales de epilepsia en animales que
reproducen los cambios que involucra la ELT en humanos. A continuacién se

describen dos de ellos: el "kindling" eléctrico amigdalino y la aplicacién de acido
kainico viai.p.

1.6.1. KINDLING ELECTRICO AMIGDALINO

El modelo "kindling" (encendimiento) es generado en un animal normal por
la aplicacion diaria de estimulos eléctricos inicialmente subconvuisivos, que de
forma progresiva favorecen el establecimiento de una condicion epiléptica
permanente (Goddard et al, 1969).

En la rata, el "kindling" eléctrico se caracteriza por cambios conductuales
progresivos que se dividen en cinco fases (Fig. 4), las cuales se describen a
continuacion:
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Fases del "kindling” eléctrico amigdalino

1.- Movimientos faciales.

H.- Fasel y movimientos de cabeza.
lil.- Fase Il mas mioclonias de miembros anteriores.

IV.- Fase Il y posicion de canguro.

V.- Fases anteriores y pérdida de la postura con movimientos

tonico-clonicos generalizados (Racine, 1972).

Figura 4. Imagenes comespondientes a cuatro fases conductuales (ILIILIV,V) del "kindling”
eléctrico amigdalino en {a rata.
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El “kindling" es producido por estimulacién eléctrica de estructuras
cerebrales especificas, entre las cuales se encuentran algunas areas del sistema
limbico. Estructuras como la amigdala cerebral poseen un tamafio que facilita la
colocacion estereotactica de un electrodo de estimulacién 'y de registro. Asi
mismo, esta estructura requiere de un bajo nimero de estimulaciones eléctricas
para inducir el "kindling" (Fermmandez-Guardiola, 1986).

La evolucion del fendmeno "kindling" se ha asociado a un proceso de LTP
(Potenciacién a largo plazo) que es un aumento acentuado (horas in vitro, dias o
semanas in vivo) de la transmision sindptica a largo plazo que ocurre en el SNC

como consecuencia de una estimulacion presinaptica corta y de alta frecuencia
(100 Hz) (Rang, 2001).

1.6.2. ACIDO KAINICO

El acido kainico (AK) (Fig. 5) fue aislado del alga Digenea simplex, la cual
se localiza alrededor de las islas subtropicales del sur de Jap6n. Esta alga se

usaba originalmente por los japoneses con fines medicinales para tratamiento
contra Ascaris I. (Coyle, 1983).

B

Figura 5. Estructura quimica del acido kainico (Tomado de Deigado et al, 1998)

Sinozaki y Konishi en 1970 dieron la primera evidencia de los potentes

efectos neuroexcitatorios del AK (MNadler et al, 1981). Dada la analogia

conformacional de esta sustancia con el L-glutamato, Nadler y cols., en 1979,
sugirieron que el AK podria actuar directamente como agonista de los receptores
a giutamato. Actualmente se sabe que el AK es un agonista de los receptores a
glutamato tipo kainato (Delgado et al., 1998).
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El receptor tipo kainato se encuentra acoplado a canales catiénicos y se
encarga de la transmision excitatoria rapida provocando una marcada
despolarizacion (Rang,2001). Es por esto, que la interaccion del AK con glutamato
provoca una potenciacion del efecto excitatorio de ambos (Coyle et al, 1983).

La distribucibn de los receptores a glutamato es principalmente
dendrosomal. Se ha postulado que los efectos téxicos de dosis pequeiias de AK
son selectivos de sindpsis glutamatérgicas (Nadler, 1981; Coyle et al, 1983). El
AK provoca rearborizacién de axones, muerte neuronal y gliosis, esta ultima se
reflere a un estado asociado con la proliferacion excesiva de células de la
neuroglia, como son astrocitos, oligodendrocitos y microglia (Fisher et al, 1989). E!
AK tiene efectos excitotoxicos regionales especificos, principalmente en
poblaciones neuronales pertenecientes al Sistema Limbico (Nadler, 1979;Nadler
et al., 1981). Se ha encontrado también que, como en la ELT, la severidad de las
crisis después de la administracion de AK esta correlacionada con una extensa
muerte neuronal en la formacion hipocampal y en otras areas limbicas (Nadiler et
al., 1980, Lothman y Collins, 1981; Cavazos et al., 1994).

La administracién sistémica de AK puede inducir diferentes signos
conductuales. Cinco minutos después de su aplicacion, los animales asumen una
posicién catatdnica y de reposo, conducta que dura aproximadamente 1 hora.
Posteriormente, se presentan movimientos de masticacién, mioclonias de cara,
cabeza y miembros superiores. Después, se observan sacudidas de perro mojado
de 7-8 por minuto. Entre 80 a 120 minutos después de la administracion de AK,
aparecen crisis limbicas severas que involucran a todo el cuerpo con
levantamiento y pérdida de la postura. Estas ultimas conductas se acompaiian de
salivacion abundante. Finalmente, se establece el estatus epilepticus, que
consiste en crisis generalizadas consecutivas durante aproximadamente 3 horas o
mas (Lothman y Collins, 1981). )

Posteriormente, las crisis disminuyen y los animales se muestran
exhaustos, aunque algunos presentan ifritabilidad durante y después de las crisis
generalizadas. Varias semanas después se producen crisis limbicas recurrentes y
espontaneas (Sperk, 1994). A continuacién se indican las principales fases
conductuales posteriores a la aplicacion i.p.de AK_(Fig. 6):
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Catatonia la rata no responde a nuevos estimulos y permanece inmovil,
presenta respiracién prominente y movimientos de acicalamiento.

Sacudidas de perro mojado que incrementan en su frecuencia, la rata
presenta actividad motora estereotipada, automatismos que incluyen
movimientos faciales, de masticacion, de husmeo y guifios.

Crisis limbicas leves durante las cuales las ratas presentan mioclonias,
guifos y movimientos no sincronizados en ambos miembros superiores.

V- Crisis limbicas severas, caracterizadas por crisis generalizadas,
acompainadas por salivacion, produccion de espuma, clonias bilaterales de

extremidades superiores, levantamiento (posicion de canguro) y pérdida de
{a postura corporal.

Estatus epilepticus (EE): Es un periodo durante el cual se presentan crisis
limbicas de manera repetida y a intervalos cortos de tiempo durante 3
horas o mas. Posterior a este estado, 1a frecuencia de las crisis declina, los
animales se presentan hiperexcitables

Figura 6. Imagenes comrespondientes a las cinco fases conductuales (I-V) posteriores a la
administracién de AK i.p en rata.
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Varias semanas después de haber presentado estatus epilepticus, las ratas
presentan crisis limbicas espontaneas (Lothman y Collins, 1981;Sperk, 1994).

Existen estudios que apoyan que el AK ejerce excitotoxicidad en neuronas
con un bajo umbral a las crisis, provocando descargas epileptiformes y estatus
epilepticus asi como neurodegeneracion (Nadler et al, 1980; Ben Ari, 1985).
Varias semanas posteriores al estatus epileticus, se produce un dafio neuronal
mayor asociado a la aparicion de crisis limbicas recurrentes y espontaneas (Ben-
Ari, 1980; Sperk, 1994). La actividad epileptiforme por la administracién i.p. de AK
aparece primeramente y es mas sostenida en el complejo amigdalino. Algunos de
los signos durante las crisis generalizadas y su progresion posterior a la
aplicacion de AK, son muy similares a los cambios descritos en el "kindling"
eléctrico amigdalino (Ben Ari, 1992; Sperk, 1994).

Aproximadamente dos meses posteriores a la aplicacién de AK i.p., las
ratas presentan muerte neuronal bilateral con gliosis en corteza piriforme, en la
neocorteza capas lll, V, VI, en talamo, corteza entorhinal y en las capas CA4, CA3
y CA1 del hipocampo (Ben-Ari, 1980; Nadler, 1980). Adicionaimente, se ha
encontrado que la corteza piriforme es una estructura extremadamente sensible a

la accién del AK dado que después de su administracién presenta un marcado
patrén de necrosis (Nadler, 1980; Ben-Ari, 1980).

1.7. PEPTIDOS OPIOIDES

L.a primera referencia indiscutible al jugo de la amapola se encuentra en los
escritos de Teofrasto del siglo Il A.C. El opio, cuyo término deriva del nombre
griego que significa "jugo”, se obtiene del jugo de la amapola Papaver somniferum
(Goodman et al., 1990). El opio contiene mas de 20 alcaloides distintos. En 1806,
Serturner informd el aislamiento de una sustancia pura contenida en el opio a la
que denominé morfina, en honor a Morfeo, dios griego de los suefios (Pastemak,
1986). Los opidceos son farmacos derivados del opio, con estructuras no
peptidicas como son moifina, codeina y una gran variedad de congéneres
semisintéticos derivados de ellas (Goodman et al, 1930; Almeida et al., 1991).
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El término opioide es mas amplio, pues se aplica a todos los agonistas y
antagonistas con actividad del tipo de ia morfina, lo mismo que a los péptidos
opioides naturales (Rang, 2001).

Una evidencia directa de que los opioides actiian en receptores especificos
fue dada por Snyder y sus colegas en 1973. Posteriormente se confimé la
existencia de tres clases de receptores a opiodes denominados u, x y &, los
cuales se encuentran ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central de
los mamiferos (Pasternak et al., 1986).

Los péptidos opioides enddgenos o agonistas a los receptores antes
mencionados se dividen en tres familias principales: las dinorfinas, las 8-
endorfinas y las encefalinas. Cada familia deriva de un polipéptido precursor
diferente y presenta una distribucion anatdmica caracteristica. La pro-
opiomelanocortina es el precursor de las endorfinas; la prodinorfina da origen a
las dinorfinas; y la proencefalina es el precursor de las encefalinas (Goodman et
al, 1990; Almeida et al., 1991) (Tabla 1).

OPIOIDES ENDOGENOS

PRECURSOR oMoDE RECEPTOR DISTRIBUCION BN
ENDOGBNO CEREBRO

OPIOMELANOCORTINA ESTRIADO, TALAMO,

AMIGDALA
PROENCEFALUNA ENCEFALINAS “g” HIPOCAMPO
CORTEZA TEMPORAL
CORTEZA DEL CINGULO

Tabla 1. Tipos de opioides endégenos, sus precursores, receptores a los que presentan mayor
afinidad y su principal distribucién en el cerebro humano (Tomado y Modificado de Pastermak et
al, 1988; Delgado et al., 1998; Almeida et al., 1891).
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La proencefalina se encuentra relativamente limitada en el SNC, presenta
concentraciones altas en fasciculos de fibras encefalinérgicas largas,
pertenecientes a intermeuronas que se proyectan con amplitud hacia areas
limbicas (Makram, 1991). Las enecefalinas, descubiertas por-Hughes y cols. en

1975, se dividen en dos tipos: Leu-encefalina y Met-encefalina las cuales difieren
en uno de sus aminoacidos:

Leu-encefalina : Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
Met-encefalina: Tyr-Gly-Gly-Phe-Met (Pasternak et al., 1986).

Las encefalinas son los ligandos enddgenos por excelencia de los

receptores § y se unen con menor afinidad al receptor u (Almeida et al.,, 1991
Rang, 2001).

1.7.1 RECEPTOR L OPIOIDE

Su nombre "8" (delta), se origina de su efecto inhibitorio en la contraccién
inducida eléctricamente en el conducto deferente del raton (Pastemak,1986). El
receptor & y su RNAmM se han encontrado a altas concentraciones en estructuras
del sistema limbico. La presencia del receptor & en dichas estructuras sugiere que
esta involucrado en la regulacidbn de la actividad epiléptica por activacion del
sistema de los opioides endégenos (Pasternak et al., 1986; Almeida et al., 1991).

En el cerebro humano se han encontrado niveles de receptores & en
amigdala y en las regiones anterior, antero-medial, medial-posterior y posterior de
del 16bulo temporal (Mayberg et al, 1990; Madar et al., 1997), en cortezas frontal,
del cingulo, parietal, occipital y olfatoria, en tdlamo, puente, médula oblonga e
hipotalamo, entre otras estructuras (Ver Fig. 7) (Almeida et al., 1991).

En cerebro de rata la distribucion regional del receptor 3 es principalmente
en las capas I}, Ill, y V de la corteza cerebral, en la amigdala, el tubérculo
offatorio, el nicleo pontino, el estriado, la sustancia gris periacueductal, las

cortezas temporal y del cingulo, el nucleo accumbens, la sustancia negra pars
reticulata y el hipocampo.
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La densidad de los receptores & en areas limbicas aumenta la posibilidad

de una asociacion de estos sitios con efectos conductuales y afectivos (Pasternak
et al., 1986; Almeida et al, 1991).

Figura 7. Corte sagital y medial del cerebro humano donde se muestra la distribucién de los

receptores a opioides y su proporcion entre ellos. En azul se indica la proporcién del receptor &
(Tomado de Almeida et al., 1991).

Los principales agonistas endégenos para el receptor & son: Met-
encefalina, Leu-encefalina y endorfinas; los agonistas sintéticos DADLE (D-
Ala?,D-Leu®) encefalina, DSLET(D-Ser?Leu-") encefalina-Thr®, DAMEA(D-
Ala®Met®) encefalinamida, DAMPGO (D-Ala?,MePhe® Gly-(ol)°encefalina vy
“DPDPE" (D-Pen?D-Pen®) encefalina, entre otros. En cuanto a los antagonistas
sintéticos mas utilizados se encuentran la Naloxona, el ICI154129 y [''¢] MeNTI
metil naltrindol (Pasternak et al., 1986).

El receptor § esta compuesto de 380 aminoacidos distribuidos en siete
dominios transmembranales y es un receptor acoplado a proteinas G (Fig. 8-A)
(Nestler et al., 2001). Al activarse el receptor § se inhibe a la adenilato ciclasa por
mecanismos que involucran la hidrélisis de GTP, lo que provoca reduccion del
AMPc (Fig.8-B). Por ofra parte el receptor 8 se encuentra asociado a canales de
potasio voltaje dependientes, facilitando su apehura y provocando asi una
marcada hiperpolarizacion (North et al., 1987).
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La proteina cinasa y la proteina cinasa C dependientes de AMPc no estan
directamente involucradas en el acoplamiento del receptor opioide y el canal de
potasio. Aunado a esto la activacion del receptor & inhibe la apertura de canales
de calcio bloqueando asi la liberacion de neurotransmisores (Rang, 2001).

adeniéato ciclasa

canales de Ca2*
canales de K*

Figura 8. A) Esquema que muestra los siete dominios transmembranales del receptor & opioide, C
y N terminal son los extremos amino y carboxi del receptor. B) El receptor 5 estd acoplado a
proteinas G, donde la unién del agonista induce el cambio conformacional de los dominios
citosélicos del receptor . La proteina G se une entonces al receptor intercambiando el GDP por
GTP en su subunidad a. Las subunidades B y v se separan de la subunidad «-GTP y ésta
interacciona con las enzimas generadoras de segundos mensajeros, o directamente con los
canales i6nicos. La accion GTPasa de la propia subunidad o transforma al nucleétido en GDP y
las tres subunidades vuelven a asociarse, estando de nuevo en situacién de ser reconocidas por
un receptor activado. Los anclajes de las subunidades f y vy en la membrana plasmética se

efectuan a través de residuos de isopreno (Tomado y Modificado de Delgado et al,, 1998; Nestler
et al., 2001).

1.8. OPIOIDES Y ELT

Durante las ultimas décadas se han realizado un extenso numero de
estudios usando modelos experimentales de epilepsia para investigar los efectos
de sustancias opioides exdégenas y endégenas. Existen evidencias del papel del
sistema opioide en la supresion de crisis en modelos experimentales en varias
especies (Femandez, 1986; Tortella et al., 1988 a). Por otra parte, existen otros

23




reportes que sugieren que los opioides enddgenos tienen efectos proepilépticos
(Urcaetal,. 1977; Frenk etal,. 1979).

La naloxona por su parte es un antagonista de los receptores a opioides (i
y 8) que 'revierte” los efectos anticonvulsivantes de estos péptidos opioides.
Dichos efectos han sido documentados por estudios en raton, rata, conejo y
babuinos, mediante el uso de modelos experimentales eléctricos, quimicos, y
genéticos de epilepsia humana. (Tortella et al., 1988 a).

1.8.1. OPIOIDES ENDOGENOS Y EPILEPSIA EN HUMANOS

En pacientes epilépticos se presenta un aumento significativo en los niveles
de Leu y Met-encefalina. Ambos péptidos han sido detectados en el liquido
cefalorraquideo posterior a crisis epilépticas (Cheng et al., 1990). Se sabe
también que la naloxona afecta la actividad electroencefalografica ictal e interictal
en pacientes con epilepsia. Por su parte Molaie y Kadzielawa en 1989 estudiaron
el efecto de la infusion continua durante ia noche de 10 mg de naloxona sobre las
descargas epileptiformes focales interictales en pacientes con crisis parciales
complejas. Los pacientes mostraron un incremento del 67% en las descargas
interictales durante la infusion de naloxona. Estos datos obtenidos en humanos
sustentan el bloqueo que la naloxona produce sobre el sistema inhibitorio
enddgeno de péptidos opioides y la posible existencia de un sistema

anticonvulsivante endégeno mediado por receptores a opioides en la epilepsia
humana.

Estudios utilizando la Tomografia de Emision de Positrones (PET),
realizados en pacientes con ELT en los que se administra un antagonista
selectivo para el receptor 5 Metilnaltrindol [''®] MeNT], revelaron un incremento
focal y extrafocal en los niveles de receptores & opioide en corteza temporal
(Madar et al, 1997). En cuanto a los receptores p, dichos pacientes muestran un
decremento de los niveles en el foco epiléptico y un aumento en la corteza
temporal periférica al mismo (Frost et al, 1988).
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1.8.2. OPIOIDES ENDOGENOS Y EPILEPSIA EN RATAS

Experimentos utilizando diferentes modelos animales de epilepsia han
mostrado que las crisis inducen un incremento en los niveles de RNAmM que
codifica al precursor de encefalinas en el hipocampo (Gall, 1988). Este efecto se
asocia a un aumento en el indice de biosintesis de encefalinas (Hong, 1993;
Naranjo et al, 1986). En neuronas del locus cerealus y en el plexo submucoso de
cobayo la Met-encefalina produce una concentracion dependiente de la
hiperpolarizaciéon de membrana, efecto asociado a la activacion de!l receptor § y
su acoplamiento a un canal de potasio voltaje dependiente, el cual facilita la salida
de iones K’ para contrarrestar una despolarizacién (North et al., 1987).

1.8.2.1. ENCEFALINAS Y KINDLING

En experimentos usando el modelo "kindling" eléctrico amigdalino, que es
un modelo experimental de ELT, se ha encontrado que los niveles de Met-
encefalina y Leu- encefalina se elevan hasta un 40% en ambos hemisferios
cerebrales de ratas, después de la ultima crisis tipo Kindled. El aumento en los
niveles de Leu-encefalina durante el proceso Kindling comienzan primero en el
hemisferio estimulado y después se propaga bilateralmente, mientras que los
niveles de Met-encefalina se ven inalterados hasta que los animales experimentan
5 veces fase V (Vindrola et al., 1981). En 1989, Talavera y cols. reportaron los
cambios especificos en Leu- y Met-encefalinas a las 24 hrs después de 10 veces
crisis fase V. Asi también encontraron que en areas como el hipocampo la Met-
encefalina y la Leu-encefalina aumentan un 52% y 93%, respectivamente.

En cuanto a la liberacion de encefalinas durante el kindling eléctrico
amigdalino, se sabe que en el sitio de estimulacion durante las crisis parciales
existe un aumento de la liberacién de Met-encefalina, mientras que en las crisis
generalizadas existe un decremento de los niveles extracelulares de los opiocides
endoégenos (Rocha et al.,, 1994). Por otra parte, en el hipocampo, el kindling
eléctrico amigdalino induce aumento de la liberacion de Leu-encefalina, Dinorfina

(1-6) y Dinorfina (1-8), tanto en las crisis parciales como en las generalizadas
(Rocha y col., 1997).
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En cuanto a receptores a opioides, se sabe que a las 24 horas después de
la altima crisis Kindled fase V, aumentd la unién al receptor mu en la corteza
frontoparietal (73%) y del cingulo (165%), en la amigdala anterior (42%), caudado
putamen (35%), y nucleo talamico ventromedial (56%). La unidon en ratas
pretratadas con naloxona es significativamente mayor con respecto al grupo
control, dado que la exposicion cronica de un antagonista a su receptor induce
una "up-regulation” o (sensibilizacién) (Rocha et al., 1993).

1.8.2.2. ENCEFALINAS Y ACIDO KAINICO

Existen estudios que indican que el AK induce crisis y activa al sistema de
los opioides enddgenos (Douglass, et al, 1991) lo cual se asocia a un incremento
compensatorio en la biosintesis de Met-encefalina en hipocampo y corteza
entorhinal (Kanamatsu et al., 1986). Se ha observado que los niveles tisulares de
Met-encefalina se elevan al doble por lo menos dos semanas después de
multiples crisis producidas por AK i.p. (Hong, 1993). Experimentos de microdidlisis
revelaron una liberacién significativa de péptidos opioides en el hipocampo S0 a
150 min (100%) y 270 a 300 min (50%) posteriores a la administracion de AK y
durante el estatus epilepticus. Los péptidos liberados fueron identificados como
Met-encefalina, Leu-encefalina, Dinorfina A(1-6) y Dinorfina A(1-8). Un nivel
reducido en péptidos inmunoreactivos se detectd 28 dias después del estatus
epilepticus (38% comparado con el grupo control) (Rocha y Maidment, 2002).

En ratas, 40 dias posteriores al estatus epilepticus, se han encontrado
incrementos de los receptores i, en corteza sensoriomotora (45%), en los nucleos
amigdalinos anterior (39%), medial (65%), basolateral (202%) y central (32%), en

el giro dentado (80%), CA2 (80%), y CA3 (49%) del hipocampo. (Pérez C. C. y
Rocha L. 2001).

1.8.2.3. RECEPTOR § Y EPILEPSIA EN'RATAS

Los efectos de los opioides peptidicos y no peptidicos en la epilepsia, son
mediados a través de los receptores a opioides u, x y 5.
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De manera mas especifica, se ha demostrado que la activacion de los
receptores & por agonistas especificos como DADLE (una encefalina sintética) en
estructuras como la corteza cerebral, hipocampo y dreas septales de ratones,
reduce el nimero y duracion de las crisis epilépticas (Tortella et al., 1984, 1988 b).
DPDPE, que es otra encefalina sintética selectiva para el receptor 3, induce
efectos anticonvulsivantes que son revertidos por naloxona. Este antagonismo se
caracteriza por disminucion en el umbral de crisis (Tortella et al., 1983) asi como
un aumento en la frecuencia, duracion y severidad de las convuisiones inducidas
en ratas (Tortella et al.,, 1988 b). Por otra parte la activacion del receptor § no
intensifica la neurotoxicidad inducida en hipocampo por AK (Lason et al, 1988).

La encefalina sintética DADLE (D-Ala2-D-Leu5 encefalina), otro ligando
selectivo para el receptor 8, produce un incremento del 117% en el umbral de
crisis inducidas por Fluorothyl. Dicho efecto es atenuado por ICl 154129, que es
un antagonista opioide con selectividad tanto in vivo como in vitro por los
receptores & opioides (Tortella et al., 1983). Analisis neuronal a través de registro
intracelular, muestra que los agonistas del receptor & poseen la capacidad de
suprimir la despolarizacién caracteristica de las descargas eléctricas en las crisis
(North et al., 1987;Tortella et al., 1988 a).

1.8.2.4. RECEPTOR 8, KINDLING Y ACIDO KAINICO

La formacién hipocampal muestra decrementos en la unién al receptor 3,
24 hrs después de la ultima crisis tipo kindled. Dicha disminucion se ve
acentuada en el estrato molecular del giro dentado, entre 12- 13 %. A los 7 dias
después de la dltima crisis kindled, se produce un decremento de entre 11-17 %,
mientras que a los 28 dias no hay diferencias significativas (Crain et al., 1987).

Cabe resaltar que no hay evidencias respecto a cambios en los niveles de
receptor & por “kindling" en estructuras como las cortezas del cingulo, piriforme y

temporal, asi como en el nucleo basolateral de la amigdala y en CA2 del
hipocampo ventral.
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Por otra parte hasta el momento no existen estudios que analicen los

niveles de receptor & por AK i.p a los 40 dias en estructuras como: las cortezas

del cingulo, piriforme y temporal, asi como en el ndcleo basolateral de la amigdala
y en la region CA2 del hipocampo ventral.

2.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Hasta el momento no existen evidencias que sustenten que tanto el modelo
“kindling” eléctrico amigdalino como el modelo de acido kainico,
reproduzcan los cambios en receptores & observados en humanos con
Epilepsia de Lébulo Temporal.

HIPOTESIS
Los modelos acido kainico y “kindling” eléctrico amigdalino producen

cambios en receptor & opioide similares a los producidos en ia Epilepsia del
Lébulo Temporal en Humano.

OBJETIVOS GENERALES
Evaluar los niveles de receptores § opioide en dos modelos de epilepsia del

I16bulo temporal: “kindling” eléctrico amigdalino y acido kainico en cerebro
de rata.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES

*,
Qe

Cuantificar por 1a técnica de autorradiografia los niveles de receptores &

opioide en cerebro de rata, sometida a proceso de epileptogénesis por
“kindling” eléctrico amigdalino.

Analizar por autorradiografia los niveles de receptores § opioide en el cerebro

de rata, sometida a proceso de epileptogénesis por administracion de acido
kainico i.p. ’
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. ANIMALES

En este estudio se utilizaron ratas Wistar macho con un peso entre 300-
350g, las cuales tuvieron acceso ad libitum a alimento y agua; se mantuvieron en
condiciones controladas de temperatura (20-22°C) en una habitacién con aire
acondicionado y ciclos de luz-oscuridad de 12 hrs.

5.2. A) IMPLANTE DE ELECTRODOS

Los animales se anestesiaron con una combinacidn de ketamina
{(100mg/kg i.p.) y xilacina (20 mg/kg i.m.). Se utilizé un electrodo bipolar formado
por dos hebras torcidas de alambre de acero inoxidable, aislado excepto en la
punta, el cual se implanté estereotacticamente en la amigdala derecha. Las
coordenadas en milimetros con referencia a bregma fueron las siguientes: AP, -
1.5; ML, + 5.0; DV, +8.8 (Paxinos y Watson; 1986). Tomillos de acero inoxidable
se fijaron en el craneo sobre la corteza y cerebelo, los cuales sirvieron para
registro de electrocorticograma y como electrodos de referencia. Los electrodos
se acoplaron a un conector tipo amfenol y se fijaron at craneo con acrilico dental.

Posteriormente las ratas se dejaron recuperar de la cirugia por un periodo
de siete dias durante los cuales los animales se habituaron a la manipulacion. Al
terminar este periodo se inicio la estimulacion eléctrica tipo kindling.

6.3. B) LA ESTIMULACION ELECTRICA TIPO KINDLING

Se aplicaron diariamente, durante un segundo, un tren de pulsos
cuadrados de 1 ms de duracién a 60 Hz., con una intensidad de 200 pA. Dicha
estimulacion se generd por un estimulador modelo Grass S-48 que se hizo pasar
por una unidad de aislamiento de corriente constante tipo Grass. La estimulacion
eléctrica se aplicod diariamente para inducir un avance gradual de las faseslalaV
del Kindling eléctrico amigdalino (aproximadamente por 21 dias), hasta alcanzar
el estado kindled esto es, 5 crisis fase V de manera consecutiva. Estos cambios

conductuales se evaluaron de acuerdo a la escala descrita por (Racine, 1972)
(Ver Pag. 15).
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5.4. ACIDO KAINICO

Iniciaimente se llevé a cabo la habituacion de las ratas a la manipulacion, la
que consistidé en la aplicacion diaria de una inyeccién de solucion salina (1 mi/kg
i.p.) durante siete dias. Posteriormente, se aplicé AK (Sigma, St. Louis, MO.)

disuelto en solucién salina a una dosis de (10 mg/kg, i.p.) en un volumen total de
(1 mi/kg).

Los cambios conductuales producidos por la administracion de AK fueron
evaluados con relacion a las fases descritas por (Lothman y Collins, 1981) las
cuales ya han sido mencionadas con anterioridad (Pag. 18). Se ha descrito que
aproximadamente treinta minutos posteriores a la inyeccién de AK las ratas
presentan estatus epilepticus que dura aproximadamente tres horas y es seguido

de la aparicidon de crisis limbicas recurrentes que prevalecen los dias siguientes
(Sperk 1994).
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5.5. GRUPOS EXPERIMENTALES

e KINDLING: (n=5) En estas ratas se realiz6 implante de electrodos, asi como
habituacion y aplicacion diaria de estimulacién eléctrica. Una vez establecido
el estado kindled, se dejaron pasar 24 horas para lievar a cabo el sacrificio de

los animales por decapitacién. Los cerebros se procesaron para
autorradiografia.

o CTRKIND: (n=5) Los animales se manipularon de acuerdo a lo antes descrito,
excepto que no recibieron estimulacion eléctrica. Los animales de los grupos
KINDLING y CTRKIND se sacrificaron simuitaneamente.

¢ KAINICO: (n=7) Este grupo lo conformaron ratas que fueron habituadas
durante siete dias con solucidon salina i.p. y al octavo dia recibieron una
inyeccion Gnica de AK i.p. Cuarenta dias posteriores a la inyeccion de AK, los
animales se sacrificaron por decapitacion.

¢ CTRAK: (n=6) Los animales fueron manipulados de igual manera que el grupo
anterior pero en lugar de AK se les inyectd solucion salina.
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5.6. AUTORRADIOGRAFIA

Los animales se sacrificaron por decapitacion y los cerebros se extrajeron
inmediatamente para ser almacenados a (-70°C) en hielo seco.Se obtuvieron
secciones coronales de 20 um de grosor utilizando un cridstato (Leica modeio

1510-3). Los cortes obtenidos se colocaron en portaobjetos gelatinizados y
posteriomente se mantuvieron a -70 °C.

Las rebanadas se lavaron con amortiguador de Tris-HCL a una
concentracion de 50 mM, ajustado a un pH de 7.4, durante 30 min a temperatura
ambiente (22°C) con el fin de remover los ligandos endégenos de los receptores.
Posteriormente las rebanadas se incubaron 60 min a temperatura de (22°C) en
una solucién 10nM de 3H-DPDPE (D-Pen2-D-PenS-encefalina)(40.7Cimmol;
Amersham), que es una agonista para 8, disuelto en amortiguador de Tris-HC!.

Al terminar la incubacion con ligando marcado, las rebanadas se pasaron a
un bafio de solucion amortiguador Tris-HC! durante 3 minutos 2 veces a 4°C y

por ditimo se enjuagaron en agua destilada por 2 segundos, inmediatamente
después se secaron con aire frio.

Las rebanadas y los estandares de radioactividad fueron expuestos a
peliculas sensibles a tritio (3H-Hiperfilm) en magazines de rayos X, durante 16

semanas en oscuridad y a temperatura ambiente. Se procesaron con revelador
Kodak D11 y fijador rapido.

Las distintas regiones anatdmicas del cerebro se identificaron con
referencia al atlas de cerebro de rata (Paxinos y Watson, 1986) y los
autorradiogramas se evaluaron con un sistema de anadlisis de imagenes (Java
Jandel Software de analisis de Video) para determinar la densidad &ptica (DO) de
las estructuras analizadas que comprenden (Fig. 9):
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«5.8

Figura 9. Diagramas que representan cortes coronales de cerebro de rata tomados del Atlas de
Paxinos y Watson (1886),en las que se identifican en morado las estructuras cerebrales

analizadas por autorradiografia. En la parte inferior de los cortas se indican los mm. da localizacion
con respecto al Bregma.

AMIGDALA

Amigdala anterior (AMGA)
Nucleo central amigdalino (NUCE)
Nucleo medial amigdalino (NUME)
Nucleo basolateral armigdalino(NUBL)
CORTEZAS

Corteza Temporal (CXTEM)

Corteza Frontal (CXFRO)

Conteza del Cingulo (CXCING)
Corteza Parietal (CXP)

Corteza Piriforme (CXPl)

Corteza Entorhinal (CXENTO)

HIPOCAMPO

Hipocampo dorsal (HPO)
Hipocampo ventral (CA1)
Hipocampo ventral (CA2)
Hipocampo ventral (CA3)
ESTRUCTURAS ASOCIADAS
Caudado Putamen (CPU)
Nicleo Accumbens (NUA)
Talamo (TAL)

Hipotalamo (HPT)
Sustancia Gris (SGRI)
Sustancia Negra (SUNE)
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Las 20 estructuras antes mencionadas se analizaron tanto para el
tratamiento de AK como para el kindling eléctrico amigdalino. A cada estructura se
le realizaron 10 lecturas pareadas, es decir 10 lecturas para cada hemisferio
cerebral. Posteriormente y con base en los estandares, los datos se procesaron
para la obtencion de fmol/mg de proteina.

5.7. ESTADISTICA

¢ Los valores obtenidos se analizaron mediante una prueba T-student de una
via. El nivel de significancia se fij6 en p< 0.05.

6. RESULTADOS

6.1. KINDLING ELECTRICO AMIGDALINO

6.1.1 DESARROLLO DEL "KINDLING" ELECTRICO AMIGDALINO

El kindling eléctrico amigdalino indujo cambios conductuales progresivos
que culminaron con crisis generalizadas. A continuacién se indica el nimero de

estimulaciones (promedio y. ermor estandar) que se aplicaron para alcanzar las
diferentes fases (Fig. 10):

Fase |: 3.610.40

Fase Il: 4.8+0.48

Fase lll: 910.44

Fase IV: 11+0.31

Fase V: 15.81+0.37

Edo. "Kindled": 19.81+0.37

El grupo control no mostré cambios conductuales aparentes.
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Cabe mencionar que el sitio de implante de los electrodos se localizé en el
nucleo central amigdalino (NUCE), en todos los animales.

ESTIMULACIONES ELECTRICAS TIPO "KINDLING"

4 DY
LS TINTLACKINES LA

KINDLED

TASES BELXNIPLN G

Figura 10. Fases conductuales del “kindling" y estimulaciones eléctricas (promedio + error

estandar) necesarias para alcanzar cada una de las fases y el establecimiento del estado
"kindled".

6.1.2. "KINDLING" ELECTRICO AMIGDALINO Y RECEPTORES &

El andlisis autorradiografico de las estructuras cerebrales evaluadas mostro
que los niveles del receptor & en ratas con “kindling" eléctrico amigdalino
disminuyeron (37%) en la region CA2 derecha del hipocampo ventral es decir ia
region ipsilateral al sitio de estimulacion (Fig. 11 y 12).

En las estructuras restantes se encontraron decrementos en los niveles de
los receptores 3. Sin embargo los valores no fueron significativamente diferentes
con respecto al grupo control (Tabla 2).
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Figura 11. Corte coronal del cerebro de rata donde se muestra en color verde la localizacién de la
regidon CA2 derecha (ipsilateral al sitio de estimulacion), estructura que mostrd en el grupo
“kindling” un decremento significativo en el nimero de receplores 5.

HIPOCAMPO

pcA2D

gcad

-20 |

-30 4

-40

-50 J

HINDLING Kalneco

Figura 12. Porcentaje de cambio en los niveles de receptor & opioide en €l drea CA2 del
hipocampo ventral. En el eje de las abscisas se muestran los tratamientos aplicados, lLe.,
“kindling" y AK; en el eje de las ordenadas se presenta el porcentaje de cambio con respecto al

grupo control. * p<0.05 con respecto a su grupo control.
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6.2. ACIDO KAINICO
6.2.1. DESARROLLO DE EPILEPSIA POR ACIDO KAINICO -

En seis de las siete ratas, el AK indujo sacudidas de perro mojado y crisis
generalizadas desde los 90 a los 150 min después de su administracidon. A los
180 min se inicid el estatus epilepticus, con una duracion de 147 + 13.7 minutos.
Una de las ratas se omitid del estudio por que no presentd estfatus, aunque

presenté una crisis corta (30 seg) a los 90 minutos después de la inyeccion de
AK.

A las 24 hrs después del estatus epilepticus, los animales no presentaron
crisis. Sin embargo, las ratas mostraron conductas motoras explosivas y saltos
inducidos por el manejo de los mismos, una -respuesta considerada como
conducta excitatoria durante el periodo postictal. A lo largo del tiempo después del
estatus epilepticus, los animales se mostraron hiperexcitables, aunque no
presentaron crisis epilépticas espontaneas.

6.2.2. ACIDO KAINICO Y RECEPTORES &

El tratamiento con AK en general, elevd los niveles de receptor 8 en areas
cerebrales especificas con respecto a su grupo control (Ver Tabla 1).

Las estructuras que presentaron cambios fueron las siguientes: nucleo
basolateral amigdalino derecho (NUBL-D) (35%); ntcleo basolateral amigdalino
izquierdo (NUBL-l) (26%) (Fig. 13 y 14); las cortezas del cingulo derecha
(CXCING-D) (59%) e izquierda CXCING-1 (43%)(Fig. 15 y 16); las cortezas
temporales derecha (CXTEM-D) (57%) e izquierda (CXTEM-1) (57%)Fig. 17 y
18). Cabe mencionar que tres ratas (50%) mostraron un decremento significativo
en la unidn al receptor 8 en las cortezas piriforme derecha (CXPI-D) (60%) e

izquierda (CXPI-1) (69%) (Fig. 19 y 20). El resto de los animales no mostraron
cambios significativos en esas areas.
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Figura 13. Diagrama de un corte coronal de cerebro de rata donde se indica en color rojo
la localizacion del Ntcleo Basolateral Amigdaline NUBL, estructura que presenté en el grupo de
AK un incremento en el nivel de receptores § con respacto a su grupo control.

AMIGDALA

401
35}
30
25 |
20 J
15 J
10 4
5
0 3
-5 |
-10 J

%

O NUBL-D
anusL-t

HINDL ING KAINCO

Figura 14. Porcentaje de cambio en los niveles de receptor 5 opioide en el Nucleo Basolateral
Amigdalino, en el eje de las abscisas se muestran los tratamientos aplicados “kindliing" y AK, en el
eje de las ordenadas se indica el porcentaje de cambio en jos receptores con respecto al grupo
cantrol. * p<0.05 con respecto a su grupo control.

38




Figura 15. Diagrama de un corte coronal de cerebro de rata donde se indica en color rojo 1a
localizacién de la Corteza del Cingulo CXCING, estructura que mostrd un incremento significativo
en los niveles de receptores 5 con el tratamiento de AK.

CORYEZA

Yo

0 CXCING-D

0 CXCING-

Figura 16. Porcentaje de cambio en los niveles de receptor § opioide en Corteza del Cingulo; en el
eje de tas abscisas se muestran los dos tratamientos aplicados, i.e., "kindling" y AK. > p<0.05) con
respecto a su grupo control.
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Figura 17. Diagrama de un corte coronal de cerebro de rata, que muestra la localizacién de ia
corteza temporal CXTEM, estructura cerebral en la que se encontré un aumento significativo en
ios niveles de receptores & con el tratamiento de AK.

CORTEZA

% [ CXTEM-D

DI CXTEM -1

KINDLING KAINICO

Figura 18. Porcentaje de cambio en los niveles de receptor 5,.en la corteza temporal. En el eje de

fas abscisas se indican los dos tratamientos aplicados i.e,, "kindling" y AK * p<0.05 con respecto
al grupo control.
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Figura 19. Diagrama de un conte coronal de cerebro de rata, en color verde se indica la
localizacion de la corteza pirifonme CXP{ estructura cerebral en donde se mostrd un decremento
en el nimero de receptores § con el tratamiento de AK.

CORTEZA PIRIFORME

% g CXPi-D

n CxXPiH

GPO. 1 GPO. 2

Figura 20. Porcentaje de cambio en los niveles de receptor 3 opioide en corteza piriforme; en el eje
de las abscisas se indican 1os dos grupos formados con el total de sujetos experimentales, para el

tratamiento de AK. * p<0.05 con respecto a su grupo control.
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Tabla 2. Niveles de unién al receptor delta opioide en amigdala, hipocampo, cortezas y estructuras
asociadas, los valores se representan en fmol/mg de proteina; en animales con “kindling” (lzquierda)

y con AK (Derecha), ios cambios en porcentaje se indican en las columnas de la derecha de cada
tratamiento

|ESTRUCTURAS] CONTROL | KINDUNG | % CAMBIO | [esTRucTurRAS] coNTRoL | KaINIcO | % camsio |
AMicDALA
AMGA-D 75+11 8316 10.66 AMGA-D 150131 101+33 -32.66
AMGA-I 8316 8218 -1.2 AMGA-1 155130 107132 -30.96
NUCE-D 7618 69419 -9.21 NUCE-D 167135 134114 -18.76
NUCE-1 65+9 504+20 -23.07 NUCE-{ 156135 112417 -28.2
NUME-D 173426 148119 -14.45 NUME-D 198427 22027 11.11
NUME-{ 168119 130£26 -22.61 NUME-1 193426 203129 5.18
NUBL-D 198128 13027 -2.52 NUBL-D 212424 287329 * 35.37
NUBL-I 190421 130+28 -6.31 NUBL-1 213124 270126 * 26.76
HIPOCAMPO
HPO-D 66111 89+25 34.84 HPO-D 169127 180126 6.5
HPO-1 72114 92411 27.77 HPO-I 168126 179429 6.54
CA1-D 117411 89+16 -23.93 CA1-D 179428 21534 20.11
CA1-| 106+11 96126 -9.43 CA1-1 179427 212423 18.43
CA2-D 120416 75x18 & -37.5 CA2-D 165+30 191436 15.75
CA2-1 92410 81118 -11.95 CA2-1 167424 193133 15.56
CA3-D 95+19 57221 —40 CA3-D 171128 202x35 18.12
CA3-| 67+17 60123 -10.44 CA3-1 172427 194127 12.7
CORTEZAS
CXCING-D 168+17 173£17 2.97 CXCING-D 18216 285425 * 56.59
CXCING-1 172412 17118 -0.58 CXCING-! 201+15 2891426 * 43.78
CXTEM-D 127416 156126 22.83 CXTEM-D 185433 292441 * 57.83
[CXTEM-I 149412 15025 0.67 CXTEM-I 194431 305152 * 57.21
CXFRON-D 167412 170217 1.79 CXFRON-D 211128 291346 37.91
CXFRON-1 180+x14 149215 -17.22 CXFRON-1 218427 2621442 20.18
CXP-D 158+21 185437 17.08 CXP-D 236126 273x29 15.67
CXP-1 143127 181437 26.57 CXP-| 228%19 260+18 14.03
CXPI1-D 65312 8128 24.61 CXPI-D 153+36 132129 -13.72
CXPI-1 64+13 6518 1.56 CXPI-1 158+36 126120 -20.25
CXENTO-D 96111 98+12 2.08 CXENTO-D 153431 128+13 -16.33
CXENTO-I 68+14 84119 23.52 CXENTO-1 157422 149+32 -5.09
ESTRUCTURAS ASOCIADAS
CPU-D 249+18 206122 -17.26 CPU-D 252+30 325449 28.96
CPU-1 237312 209422 -11.81 CPU-1 274438 299138 8.12
NUA-D 139114 113x10 -18.7 NUA-D 210130 248128 18.09
NUA-| 134114 106112 -20.89 NUA-1 211+40 224236 6.16
TAL-D 80130 5216 -35 TAL-D 173131 193141 11.56
TAL-1 77119 4616 -40.25 TAL-I 171130 198437 15.78
HPT-D 64112 5027 -21.87 - HPT-D 159433 133+11 -16.35
HPT-1 64+14 53+11 -17.18 HPT-I 161431 1471421 -8.69
SGRI-D 10617 9847 -7.54 SGRI-D 172428 195433 13.37
SGRI-| 9649 9519 -1.04 SGRI-| 164428 176426 7.31
SUNE-D 45+15 33114 -26.66 SUNE-D 156124 130+26 -16.66
SUNE-{ 62+11 40£14 -35.48 SUNE-| 157421 131429 -16.56

(*)(*) p-<0.05 Con respecto al grupo control correspondiente. Ver abreviaturas en la pag. 33
La -D;Derecha. -I; lzquierda
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7. DISCUSION

En nuestro estudio encontramos que tanto el "kindling" eléctrico amigdalino
como el AK modifican los niveles del receptor § en el cerebro de rata. Sin
embargo, ambos modelos producen cambios diferentes.

El "kindling" eléctrico amigdalino produjo una disminucion de los niveles de
los receptores & en la regidon CA2 derecha de la region del hipocampo ventral,
ipsilateral al sitio de estimulacion. Dado que la exposicion prolongada de un
agonista con su receptor induce una disminucidn en el nimero de receptores
existentes para dicho agonista (Tao P.-L. et al.,, 1991), proponemos que la
exposicion prolongada y repetida del receptor & con su agonista enddgeno, las
encefalinas, induce un decremento en el nimero de estos receptores en la regién
CA2 del hipocampo a las 24 hrs después del estado "kindled". El decremento de
receptores & puede deberse a un exceso en la liberacidn de encefalinas en el
hipocampo durante las crisis epilépticas generalizadas, es decir cuando el estado
"kindled" esta completamente establecido (Naranjo et al., 1986). Por otra parte se
ha demostrado en animales en libre movimiento utilizando la técnica de
microdialisis, que existe una liberacion importante de Leu-encefalina y Dinorfinas
en el hipocampo de ratas con "kindling" eléctrico amigdalino durante las crisis
parciales y generalizadas (Rocha y col., 1987). También se describe que el
contenido de encefalinas en dicha estructura se inccementa al doble en ratas 24
hrs después de la Ulitima crisis tipo "kindled "(1adarola, 1986).

Llama la atencion que los cambios se detectan especificamente en CA2, en
comparacion con CA3 y CA1. Es posible que el decremento en receptores & que
observamos en CA2 se asocie a la baja vulnerabilidad de esta estructura al dafio
neuronal causado por las crisis epilépticas. Cavazos y cols. en 1994, describieron
que la estimulacidon eléctrica repetida que induce crisis tipo "kindled" produce
muerte neurcnal progresiva en hipocampo principalmente en areas susceptibles
como CA3 y CA1 y eventualmente en poblaciones neuronales "resistentes” como
son las células granulares de giro dentado y la regién CA2 del hipocampo.
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Por lo tanto, la disminucion en los niveles de receptor § en CA2 no puede
ser atribuida a procesos de muerte neuronal, por que a las 24 hrs posteriores al
estado "kindled" esta region no presenta dafio (Cavazos et al., 1994).

Es interesante el hecho de que aun cuando existe aumento del contenido
tisular de opioides en ambos hipocampos (ispi- y contralateral al sitio de
estimulacion) a las 24 hrs después de la ultima crisis fase V (Talavera et al.,
1989), los cambios en los receptores sean de mayor significancia en el hipocampo
ipsilateral. Lo anterior indica que la sintesis de opioides no se correlacionan con
las alteraciones de los niveles de sus receptores. Estos resultados pueden estar
relacionados con la existencia de asimetria cerebral, como se ha indicado para
otros procesos neuronales (Nance et al.,1982; Nance et al., 1983) De igual forma,
los cambios en los receptores & difieren de los producidos en los receptores p
durante el "kindling”. Rocha y cols. en 1993 reportaron un aumento de receptores
u en las cortezas del cingulo y frontal, caudado putamen, amigdala anterior y
nucleo taldmico medial a las 24 hrs después de la ultima crisis fase V. Las
evidencias antes presentadas indican, que si bien, el "kindling" eléctrico
amigdalino altera al sistema de opioides endégenos en su sintesis, liberacién y
receptores, cada uno de estos procesos se modifica de manera diferente. Lo
anterior sugiere que los opioides enddgenos pueden estar mediando diferentes
efectos en cada region cerebral dependiendo del estado de epileptogénesis, de la
estructura evaluada, asi como del receptor analizado.

Puesto que las encefalinas producen efectos excitatorios en el hipocampo
por una inhibicion de intemeuronas inhibitorias (Ziegigansberger et al.,, 1979;
Nicoll et al., 1980), la baja en el namero de receptores & podria indicar la accién
de un mecanismo homeostatico que disminuye el efecto proconvulsivante que
inducen las encefalinas en el hipocampo (Frenk et al., 1979; B6hme et al., 1987).
Es probable que de esta forma, las regiones neuronales menos afectadas
durante las crisis inducidas por el "kindling”" jueguen un papel protector ante la

sobreexcitacién existente con el propdsito de restablecer la actividad normai del
cerebro.




Es necesario en el futuro implementar nuevas técnicas para detectar los
mecanismos por los que existe un decremento de receptores 8, como son

técnicas de medicion de "binding" en membranas o procesos de internalizacion
por microscopia confocal entre otros.

Es importante mencionar que los estudios existentes de receptores &
opioide en humanos con ELT no demuestran cambios significativos en la region
CA2 del hipocampo (Madar et al., 1897). Por lo anterior, sugerimos que el modelo
"kindling" eléctrico amigdalino no es el mas apropiado para reproducir los cambios
en los niveles de receptor 8§ que se dan en humanos con ELT.

En lo que se refiere a los cambios en los niveles de receptor § con el
tratamiento de AK, encontramos que estructuras cerebrales como el nucleo
basolateral amigdalino y las cortezas temporal y del cingulo, tanto derechas como
izquierdas, mostraron incrementos significativos que se pueden atribuir a
diferentes factores. Rocha y Maidment (2002) encontraron que a los 28 dias
después del estatus epilepticus inducido por AK existe una disminucién de la
liberaciéon de encefalinas y dinorfinas en hipocampo, efecto que puede estar
mediando el incremento de receptores & varios dias después del evento ictal. Otra
posible causa de dichos cambios puede ser una prolongada exposicion a
antagonistas endégenos a opioides (Neisewander et al, 1989) como son MIF-
1. Tyr-MiF-1 (Galina et al., 1986), la nociceptina, la colecistocinina (Faris et al.,
1982) y la hormona estimulante de la tiroides TRH, estos péptidos actian de
manera similar que la naloxona produciendo una hipersensibilidad o aumento de
receptores a opioides.

Es importante mencionar que en hipocampo, la estructura en donde el AK
actua principalmente para inducir estatus epilepticus, no se observaron cambios
significativos en los niveles del receptor & a los 40 dias después del tratamiento,
mientras que, areas periféricas al hipocampo como son: nucleo basolateral
amigdalino, cortezas temporal y del’ cingulo presentaron un incremento
significativo. A este tiempo, los animales se encuentran en un periodo de silencio
durante el cual no presentan crisis espontaneas (Sperk, 1994).
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Es posible que el incremento de receptores § en areas periféricas al foco
epiléptico juegue un papel protector evitando la propagacién de la actividad
epiléptica durante ese periodo de silencio.

Es probable que la disminucién de los receptores & en la corteza pirifforme
posterior al tratamiento con AK, se deba a 1a presencia de necrosis en esta region
cerebral (Ben-Ari,1980). Sin embargo, no se debe descartar que este decremento
posiblemente sea consecuencia de mecanismos de muerte
internalizacion y/o disminucion de afinidad, entre otros.

neuronal,

Con respecto a los receptores 1, se sabe que 40 dias posteriores al
tratamiento con AK aumentan sus niveles en los nucleos amigdalinos anterior,
medial, basolateral y central, corteza sensoriomotora, giro dentado y areas CA2 y
CAS3 de hipocampo (Pérez C. et al., 2001). Lo anterior indica que los cambios en
los receptores & y p inducidos por AK son diferentes, excepto en el nucleo
basolateral amigdalino en donde ambos receptores presentan un incremento
significativo.

Es posible que el aumento de los receptores & y p en el nucleo basolateral
amigdalino esté asociado a un decremento en la liberacion de encefalinas

semejante al que se da en hipocampo de ratas 40 dias posterior a la aplicacion de
AK i.p.(Rocha y Maidment., 2002)

También se sugiere que el aumento de los receptores § en el modelo de
AK se asocie a un efecto antiepiléptico. Lo anterior se fundamenta en que las
encefalinas administradas via sistémica inducen un efecto anticonvulsivante en
ratas (Tortella et al.,, 1983; Tortella et al.,, 1988 b), lo cual indica que estos
péptidos puedan estar mediando una inhibicidn en estructuras extrahipocampales.

A diferencia del "kindling" eléctrico amigdalino, en donde el foco epiléptico
se localizdé en la amigdala cerebral y los cambios en el receptor & se identificaron
en hipocampo; en el modelo de AK se detectaron cambios en areas periféricas al
foco, que se localiza inicialmente en el hipocampo, ademas es importante resaltar
que los aumentos encontrados en areas corticales posiblemente nos indican la

accién de un mecanismo que impide la propagacion de la actividad epiléptica a
otras estructuras cerebrales.




Lo anterior sugiere que las alteraciones en el receptor & dependen del tipo
de modelo experimental de epilepsia y se asocian principalmente a areas fuera
del foco epiléptico.

En humano el incremento en los niveles de receptores & se presenta en
areas cerebrales hipometabdlicas paralelas a las observadas con AK (Madar et
al., 1997). Por todo esto y por los resultados encontrados con este tratamiento
podemos sugerir que el modelo de epilepsia por AK, a diferencia del “kindling"
eléctrico amigdalino es 6ptimo para reproducir los cambios en los niveles de
receptores 8 opioides que se dan en pacientes con epilepsia del I6bulo temporal.

Se considera conveniente realizar futuros experimentos utilizando el
"kindling” y el AK, para obtener un indice de muerte neuronal, internalizaciéon de
receptores, o para saber el grado de funcion de los receptores existentes asi
como su afinidad. También sera interesante evaluar cambios temporales en

segundos mensajeros que estén acoplados a los receptores a opioides asi como
la expresion de genes encargados de la sintesis de los receptores y analizar los

niveles de antagonistas enddégenos liberados a diferentes tiempos con ambos
tratamientos.

Llama la atencidn que en el grado de epileptogénesis por "kindling"
evaluado en el presente estudio, los cambios se restringieron a CA2. Seria
conveniente en un futuro evaluar a los receptores deita en diferentes etapas del
"kindling". Es posible que el patrén de cambio de receptores en el "kindling” con
induccion de crisis espontaneas sea similar al producido por AK varios meses
después cuando se producen también crisis espontaneas.
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8. CONCLUSIONES

El! modelo de "kindling" eléctrico amigdalino en rata no reproduce los
cambios encontrados en receptores § en humano, ya que solamente indujo un
decremento significativo en los niveles de receptor 8 en la region CA2 del
hipocampo ventral, ipsilateral al sitio de estimulacion.

En lo que respecta al AK i.p. en ratas, este tratamiento increments
significativamente los niveles de receptor 8 en el nlcleo basolateral amigdalino,
cortezas del cingulo y temporal, tanto en estructuras derechas como izquierdas.
Sin embargo, para el caso de la corteza piriforme derecha e izquierda, se detectd
un decremento significativo en el 50% de los animales, que posiblemente puede
ser atribuido a un proceso de necrosis en esta regi6n.

Con todo esto se concluye que, a diferencia del “kindling" eléctrico
amigdalino, el modelo de AK i.p. en rata reproduce con mayor eficiencia los
cambios en los niveles de receptor § opioide observados en humanos con ELT.
Este punto es de suma importancia por que el esclarecer los mecanismos de
accion del receptor 5, es de utilidad para disefar tratamientos altermativos para
contramrestar la ELT a través del sistema de los opioides endégenos.
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