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Resumen

El presente estudio se realizé con el proposito de determinar si la produccién de crisis
hipertérmicas (CH) en etapas tempranas de la vida es capaz de inducir cambios
similares a los de la epilepsia del l6bulo temporal en el adulto. En este estudio se
evaluo el efecto convulsivante del pentilenetetrazol (PTZ), la unién de los receptores
GABA, y benzodiacepinas (BDZ) por autorradiografia, y el contenido tisular de
aminoacidos excitatorios e inhibitorios por cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR) en ratas expuestas previamente a crisis hipertérmicas (CH) o a hipertermia
(HIP) a los 10 dias de edad.

Las CH se indujeron con el método descrito por Baram y cols., (1997) que
consiste en aplicar una corriente de aire moderadamente caliente, aproximadamente a
50 cm de altura hasta incrementar la temperatura corporal a 41°C. Los animales con
HIP se manipularon de igual manera, excepto que fueron pretratados con pentobarbital
(PTB) para evitar la produccion de convulsiones. Las ratas se evaluaron a los 30 min,
24 h y 20 dias después de las CH o la HIP para las diferentes estrategias
experimentales; crisis mioclonicas, clénicas, tonica y muerte.

Los animales a los que se les administré6 PTZ a los diferentes tiempos después
de CH o HIP mostraron una proteccion que se reflejo en aumento de la latencia a los
diferentes tipos de convulsiones, incidencia de las mismas y muerte. Estos cambios
dependieron del tiempo en el que se utilizaron asi como de la presencia de CH o de
HIP. En cuanto a la evaluacion de la union a receptores, los animales con CH e HIP
mostraron incremento de la unién al receptor GABAA en todos los tiempos evaluados,
mientras que la unién a los receptores a BDZ los animales con HIP mostraron un
incremento significativo a los 3 tiempos de sacrificio, a diferencia de los animales con
CH, en los que a las 24 h se observo un incremento que no se detecto a los 30 min ni a
los 20 dias después de las crisis.

En relacion al contenido tisular de aminoéacidos, los animales sacrificados 30 min
después de las CH mostraron un aumento significativo de casi todos los aminoéacidos,
en todas las estructuras evaluadas. Los animales sacrificados a las 24 h después de las
convulsiones presentaron un incremento del contenido tisular del glutamato y glutamina
en el hipocampo y de aspartato y glutamato en la amigdala. Aun cuando en el tallo
cerebral presentaron un aumento de la mayoria de los aminoacidos analizados, en el
resto de las estructuras evaluadas se detectd un decremento del contenido tisular de la
mayoria de los aminoacidos. Los animales que se sacrificaron a los 20 dias después
mostraron un aumento del contenido tisular de todos los aminoacidos principalmente en
el estriado y el cerebelo.

Los resultados obtenidos del presente trabajo no apoyan la hipotesis de que la
produccion de crisis hipertérmicas en etapas tempranas de la vida inducen cambios a
largo plazo similares a los observados en modelos experimentales de epilepsia del
I6bulo temporal en animales adultos. Ma&s aun, nuestros resultados demuestran que
tanto las CH como la HIP producen efectos protectores y anticonvulsivantes a largo
plazo.

11



1. Antecedentes

1.1 Definicion de epilepsia.

La epilepsia es un trastorno recurrente y paroxistico de la funcion
cerebral de origen multifactorial, caracterizado por alteraciones
conductuales y electrograficas; causadas por una descarga neuronal
anormal, excesiva, hipersincronica y autolimitada (Commission on
Classification, 1989). Etimoldégicamente, la palabra epilepsia se deriva
del verbo griego “epilamvaneim” que significa “ser atacado o
sorprendido”.

Una crisis convulsiva es un cambio breve en la conducta
causado por la descarga sincronica y ritmica de poblaciones de
neuronas en el sistema nervioso central (SNC) (Mcnamara, 1994;
MacNamara, 1999), que se asocia como la expresion clinica (sintomas
y signos) del grupo de condiciones neuroldogicas que representa la
epilepsia (Engel y Pedley, 1997).

El foco epiléptico se define electrofisiologicamente como el area
cerebral que es la principal fuente de descargas epilépticas. Al
respecto las descargas epilépticas pueden ser de diferentes tipos: a)
focales, que se originan en un solo foco epiléptico; cuando es bilateral

e independiente sugiere la presencia de un foco epiléptico en cada



hemisferio cerebral; b) multifocal, cuando sefiala tres o mas focos
epilépticos; y c) difuso o generalizado cuando en él no hay un
aparente foco epiléptico (Engel, 1989).

La lesion epileptogénica es un disturbio estructural que puede
ser producido por un tumor o una cicatriz la cual da lugar a crisis
epilépticas cronicas, mientras que el area del tejido cerebral del que

proviene la crisis se denomina zona epileptogénica (Engel, 1989).

1.2 Fases de las crisis epilépticas

En general las crisis epilépticas se dividen en tres fases o
periodos:

1.2.1 Fase Ictal o ictus, se refiere a la crisis epiléptica per se y
se identifica por cambios conductuales y electrograficos que dependen
del tipo de crisis. Los mecanismos exactos que determinan el inicio de
una crisis convulsiva no son conocidos, aunque se propone que
resultan de un desequilibrio entre los mecanismos excitatorios e
inhibitorios en el SNC (Engel, 1989; 1997).

1.2.2 Fase Postictal, es el periodo que se presenta

inmediatamente después de la fase ictal y cuya duracion varia desde



unos minutos hasta dias (Engel, 1989). En general, es un periodo
refractario durante el cual se reduce la probabilidad de produccion de
una crisis convulsiva subsecuente. Acerca de los mecanismos que
intervienen en la terminacion postictal se sugiere la participacion de
neurotransmisores inhibitorios, asi como de neuromoduladores. En
esta fase se presenta una depresion conductual, confusién, amnesia,
analgesia y paresias (paralisis ligera o incompleta) (Caldecott-Hazard
y Engel, 1987; Engel, 1989).

1.2.3 Fase Interictal, es el periodo entre crisis y crisis. Se
caracteriza por alteraciones electroencefalograficas (EEG) tales como
espigas difusas y alteraciones en la conducta como depresion vy
agresividad. Se sugiere que el mecanismo que mantiene esta fase es
una inhibicidn, que puede ser gabaérgica (Esclapez y cols., 1997,
Pérez y Carlen, 1999), aunque también se ha propuesto que los
mecanismos inhibitorios que mantienen la fase interictal, podrian estar
relacionados con los opioides enddgenos (Caldecott-Hazard, 1988;
Engel, 1989; Engel y Rocha, 1992).

1.3 Clasificacién de los sindromes epilépticos
Actualmente las crisis epilépticas se clasifican de acuerdo a la Clasificacion

Internacional de las Epilepsias y de los Sindromes Epilépticos (Commission on

Classification, 1989) la cual se presenta en la Tabla I.






Tabla I. Clasificacién de los Sindromes Epilépticos.
Adaptado de "Comission on Classification” 1989.

1. Relacionadas con su localizacién (focal, local y parcial).
1.1 Idiopéatica (primaria).
Epilepsia benigna de la nifiez con espigas centrotemporales.
Epilepsia de la nifiez con paroxismas occipitales.
Epilepsia primaria de lectura.
1.2 Sintométicas (secundaria).
Epilepsia del I6bulo temporal.
Epilepsia del I16bulo frontal.
Epilepsia del I6bulo occipital.
Epilepsia parcial cronica progresiva continua de la nifiez.
Sindromes caracterizados por crisis con modos especificos de precipitacion.
1.3 Criptogénica definida por:
Tipo de crisis, hechos clinicos, etiologia y localizacién anatdmica.
2. Generalizada.
2.1 Idiopatica (primaria)
Convulsiones neonatales familiares benignas.
Convulsién neonatal benigna.
Epilepsia miocldnica benigna de la infancia.
Epilepsia de ausencia en la nifiez.
Epilepsia de ausencia juvenil.
Epilepsia mioclénica juvenil (petit mal).
Epilepsia con crisis de gran mal.
Otras epilepsias idiopaticas generalizadas.
Epilepsias con crisis precipitadas por modos especificos de activacion.
2.2 Criptogénica.
Sindrome de West (espasmos infantiles).
Sindrome de Lennox-Gastaut.
Epilepsia con crisis mioclonica astatica.
Epilepsia con ausencia miocldnica.
2.3 Sintomatica (secundaria).
2.3.1 De etiologia no especifica.
Encefalopatia mioclonica temprana.
Encefalopatia epiléptica infantil temprana.
Otras epilepsias generalizadas sintomaticas.
2.3.2. Sindromes especificos.
Las crisis epilépticas pueden complicarse con muchas enfermedades.
3. Epilepsias indeterminadas.
3.1 Con crisis generalizadas y focales.
Crisis neonatales.
Epilepsia mioclonica severa en la infancia.
Epilepsia con espigas-onda durante el suefio de onda baja.
Afasia epiléptica adquirida.
Otras epilepsias indeterminadas.
3.2 Sin manifestaciones inequivocas generalizadas o focales.
4. Sindromes especiales.
4.1 Crisis relacionadas a situaciones.
Convulsiones febriles.
Crisis aisladas o status epilepticus aislado.
Crisis que ocurren unicamente cuando hay un evento toxico agudo debido a
factores
como el alcohol, drogas, eclampsia e hiperglicemia no cetonica.




1.4 Epilepsia del Lébulo temporal

La epilepsia del I6bulo temporal (ELT) representa el 40% de todos los
casos de epilepsia y se caracteriza por crisis convulsivas parciales
complejas o secundariamente generalizadas que se generan
predominantemente en estructuras limbicas mesiales, puede
presentarse a cualquier edad. Las regiones del cerebro principalmente
involucradas en este tipo de epilepsia son la amigdala cerebral, el

hipocampo y la neocorteza temporal (Engel, 1989; 1996).

El término ELT se establece tras la lobectomia que realiza Penfield en
1954, y finalmente es modificado por Falconer en 1974. Este padecimiento es un
cuadro de los llamados “epilepsia sintomatica que se relaciona a la localizaciéon”, y
un alto porcentaje es refractaria al tratamiento farmacoldgico (Engel, 1996; Engel y

cols., 1997).

1.4.1 Caracteristicas clinicas dela ELT

Dado que las crisis se originan en un sistema intimamente ligado a las
emociones tal como es el sistema limbico, las manifestaciones clinicas de la ELT
incluyen componentes afectivos y autondmicos (Engel, 1989). En los adultos, la
ELT se caracteriza por crisis estereotipadas que consisten en la sensacion de
malestar epigastrico, detencién de la actividad motora, mirada perdida, cambios en
el estado de la conciencia (agitacién, desorientacion, confusion), automatismos

oroalimentarios, automatismos motores, sensacién de temor con activacion



autondmica que se manifesta por la palidez de piel y mucosas, piloereccion,
rubefaccion facial, midriasis, taquicardia y taquipnea. Estas crisis epilépticas
reflejan la activacién de las estructuras temporolimbicas, asi como de los circuitos
de la corteza prefontral, que se relacionan con la amigdala, el giro dentado, el
cingulo y los ganglios basales (Biraben y cols., 2001; Fogarasi y cols., 2002).
Algunos pacientes refieren episodios psiquicos, como de haber vivido algo
previamente (deja vu), otros pueden experimentar no haberlo vivido antes (jamais
vu). Ademas, se pueden apreciar posturas anormales de las extremidades
contralaterales en un 25% de los casos, alteraciones del lenguaje durante las
crisis convulsivas que sugieren un foco en el Iébulo temporal dominante o
alteraciones del lenguaje en el estado postictal que sugieren un foco del l6bulo
temporal no dominante. Hasta un 50% de los pacientes pueden presentar crisis
ténico-clonicas secundariamente generalizadas que no son homogéneas, lo que
se debe a la propagacién de la actividad epiléptica a través de diferentes vias,
entre las que se encuentran estructuras cerebrales profundas, como los ganglios

basales (Serles y cols., 2000).

1.4.2 Causas de laELT
1.4.2.1 Anatémicas
1.4.2.1.1 Esclerosis Mesial
Se sugiere que el sustrato patologico de la ELT es la esclerosis

mesial temporal, la cual esta presente en el 60 al 70% de todos los



pacientes con este tipo de epilepsia (Engel, 1995; Bernasconi y cols.,
2005). Aunque la causa de la esclerosis hipocampal no esta clara,
esta lesion epileptogénica es una de las mejor caracterizadas con
respecto a los mecanismos basicos como es pérdida neuronal, gliosis
y consecuente atrofia (Cavalheiro y cols., 1992; Mathern y cols., 1993;
Bernasconi y cols., 2005).

Existe un patron caracteristico de dano en la esclerosis mesial
temporal en el que hay pérdida de neuronas hipocampales,
principalmente en la region del hilus y el area CA1 y en menor
proporcion en el area CA3, el giro dentado y el presubiculum (Engel
1995).

Se observa una mayor pérdida de neuronas del hipocampo en
los casos en que el paciente presenta epilepsia de larga evolucion, lo
cual sugiere que la esclerosis mesial es consecuencia de las crisis,
argumento que ha perdido importancia, al encontrarse igual porcentaje
de gliosis y pérdida neuronal en pacientes que tienen pocos o muchos
afnos de epilepsia. Lo anterior hace sospechar un origen perinatal o
quizas postnatal en la produccion del dafio hipocampal e indica que la
esclerosis mesial es la causa y no la consecuencia de las crisis

(McNamara, 1994; Engel, 1996).



1.4.2.1.2 Lesion Ocupativa

La ELT puede ser también consecuencia de tumores cerebrales
(lesion neoplasica). Las lesiones tumorales mas frecuentes asociadas
a la epilepsia son los astrocitomas de bajo grado, oligodendrogliomas,
gangliogliomas 'y tumores  disembrioplasticos-neuroepiteliales
(McNamara, 1994; Engel, 1996). Las lesiones no-neoplasicas son
generalmente cavernomas, malformaciones artero-venosas, necrosis
focales, quistes poro-encefalicos, las lesiones por falla de la migracion
celular durante el desarrollo embrionario, las cuales constituyen un
importante grupo en este rubro (McNamara, 1994; Engel, 1996) y otras

cicatrices cerebrales.

1.4.2.2 Causas de ELT no asociadas con anormalidades estructurales
identificables

En pacientes con ELT idiopatica sin antecedentes de lesion cerebral
temprana, se observa una menor pérdida neuronal asociada a un peor prondstico
posquirurgico. Tras el dafio inicial del hipocampo se produce una pérdida neuronal
subsiguiente. Sin embargo, aun no es posible determinar que parte de la lesion en
el hipocampo encontrada en pacientes con cirugia se debe a la lesién cerebral
temprana y que parte corresponde a los cambios isquémicos secundarios

(Mathern y cols., 1995).



1.4.2.3 Causas Genéticas de ELT

La importancia de la genética en la epilepsia esta confirmada por
la existencia de varios sindromes epilépticos hereditarios en humanos,
asi como en modelos experimentales. Los hallazgos referentes a la
ELT consisten en: alteraciones en el alelo de la apolipoproteina E-c4
(APOE-¢4) asociandose con el inici6 temprano de las crisis
convulsivas (Mercier y Lucotte, 2000). Por otro lado, también se
reporta una mutacion en el gen humano LGI1 (gen 1 de glioma
inactivado, rico en leucina) del cromosoma 10qg23-24, la que causa

ELT (Berkovic y cols., 2004; Gu y cols., 2005).

1.4.2.4 Causas Celulares de la ELT

Existen alteraciones celulares asociadas con la ELT, entre las que
destacan, el dafo en la conductividad neuronal, especificamente alteraciones de
los canales idnicos sensibles a voltaje o de los transportadores; anormalidades en
las funciones sinapticas inhibitorias o excitatorias tales como cambios en la
sintesis, liberacién, recaptura o accion postsinaptica de los neurotransmisores; asi
como cambios de las conexiones sinapticas entre las células (Meldrum y cols.,

1995).



Se han propuesto dos mecanismos celulares que explican la fisiopatologia

de la ELT.

a) Hipotesis de células en canasta inactivas. Se sugiere que las crisis
inducen la muerte de las células musgosas del hilus del hipocampo
gque son neuronas excitatorias; esto ocasiona que las células de
canasta GABAérgicas no se activen, sumado a una actividad
excitatoria que origina el disparo excesivo de las células granulares
que progresa hasta la muerte celular concomitante a una actividad
epiléptica latente (Sloviter, 1991; Figura 1).

b) Hipdtesis de la rearborizacidén de las fibras musgosas. Se propone
que la hiperexcitabilidad de las células granulares es consecuencia de
una reorganizacion de un circuito neuronal en el cual las células
granulares excitatorias se inervan a ellas mismas, produciendo un
circuito excitatorio recurrente (Nadler y cols., 1980; Tauck y Nadler,
1985; Figura 1).

c) Existen evidencias que indican que otras estructuras, ademas, del
hipocampo participan en la generacion y propagacion de las crisis
convulsivas (Piredda y Gale, 1985; Bernasconi y cols., 2005), entre las
que se encuentran la corteza piriforme (Doherty y cols., 2000) y la

corteza entorrinal que representa una region anatdmica vy



funcionalmente diferente al giro hipocampal anterior. Esta ultima esta
extensamente interconectada con areas sensoriales neocorticales y
asociaciones multimodales, asi como con regiones subcorticales. Es la
via mas directa de aferentes al hipocampo y recibe importantes
conecciones de la amigdala (Insausti y cols., 1987; Van Hoesen y
Pandya 1975). La corteza entorrinal presenta pérdida neuronal en la
capa lll en su porcién anterior y una disminucion en el grosor de la

misma (Du y cols., 1993).

Wia Peifaissle

Eranr Nivars Linsctivas
+

Mhimte (b AR B
raLagiaas Fapsdiads

Fit=ay Musgosas Fiteas Musgosas
Animal Normal Animal Epiléptico

Wis Parfosanta

Flliias Misjuasi
Al mal Normmal

Fibres MusgoEes

animal Epileptico



Figura 1. Hipotesis que explican el incremento de la excitabilidad de las células granulares en
modelos experimentales de epilepsia. La parte superior izquierda describe el circuito de las
fibras musgosas (M) que excitan a las células en canasta (C) y a las células granulares (G).
La parte superior derecha describe la eliminacion de la entrada excitatoria a las células en
canasta, debido a la muerte de las células musgosas lo que resulta en una inactivacién de las
células en canasta e incremento de la excitacion por las células granulares. El panel izquierdo
de abajo describe el circuito normal, como en el panel superior izquierdo. El panel de abajo
derecho describe la formacion de sinapsis recurrentes excitatorias de las células granulares,
las cuales se inervan a ellas mismas generando un circuito excitatorio recurrente (Modificado
de Sloviter, 1991).

1.4.3 Hallazgos asociados a ELT

1.4.3.1 Imagen por Resonancia Magnética (IRM)

La resonancia magnética es el resultado de los efectos de la variacion de
potentes campos magnéticos aplicados al tejido cerebral. Cuando se coloca en un
campo magnético, se pueden hacer resonar a los nucleos de ciertos atomos por
ejemplo los atomos de hidrogeno (protones), aplicandoles un pulso de
radiofrecuencia (Turner y Jones, 2001). Con esto se obtienen imagenes de
distintas estructuras cerebrales ya que los protones tienen propiedades diferentes.
Ademas se pueden diferenciar los protones de diferentes estructuras en base a
dos parametros de relajacion T1 y T2 asociados a conductas distintas de los
protones (Turner y Jones, 2001).

En los estudios de IRM se muestra el dafno que ocasiona la ELT tanto

unilateral como bilateralmente en diferentes estructuras como la amigdala, el



hipocampo, la region parahipocampal, la corteza perirrinal y entorrinal; dicho dafio
consiste en una reduccién del volumen de estas estructuras implicadas en la
extension y propagacion de la crisis (Bernasconi y cols., 1999, 2003; Salmenpera
y cols., 2000; Pitkanen y cols., 1998). El tiempo de relajacion T2 es otra medida
que se obtiene con IRM que se usa para localizar cambios estructurales en el
cerebro epiléptico. Van Paesshen y cols., 1996 investigardn el tiempo de relajacion
en 82 pacientes con ELT y hallaron que el 54% tenia una amigdala anormal. Sin
embargo, se describe que pacientes con IRM normal, pueden lateralizar el tiempo

de relajacion T2 en la ELT (Bernasconi y cols., 2000).

1.4.3.2 Aminoacidos excitatorios en laELT

El glutamato es el principal neurotransmisor que media la respuesta
sinaptica excitatoria en el SNC (Collingridge and Lester, 1989). El glutamato es un
aminoacido no esencial, no cruza la barrera hematoencefalica y puede ser
sintetizado en las neuronas de precursores locales. El esqueleto de carbono de
este aminoacido deriva del metabolismo oxidativo de la glucosa. Este proceso
involucra la formacién de piruvato a partir de la glucosa, el cual es transformado a
acetil-coenzima A, el que entra al ciclo de los acidos tricarboxilicos. Uno de los
participantes de este ciclo es el a-cetoglutarato, el cual se convierte a glutamato
por medio de una transaminacién (Augustine, 2001). La enzima aminotransferasa
transporta un grupo amino de un donador a un aceptor el a-cetoglutarato
formandose una molécula de glutamato. Esta enzima requiere de un cofactor, el

fosfato de piridoxal, el cual se deriva de la vitamina B6. Otro mecanismo por el



cual se forma glutamato es a partir del precursor mas abundante, la glutamina,
que se encuentra dentro de las terminales nerviosas. La glutamina es liberada por
las células gliales y una vez en las terminales presinapticas es metabolizada por la
enzima mitocondrial glutaminasa a glutamato (Augustine, 2001, Figura 2).

Los receptores a glutamato comprenden dos familias: Los receptores
ionotropicos y los metabotropicos. Su activacion produce la despolarizacién de la
célula posinaptica generando el disparo de la neurona Figura 3).

Hay tres clases de receptores ionotrépicos al
glutamato.
a) Receptor AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole propionico).

Su activacion produce entrada de iones Na* y salida de K*, y en la mayoria

de los casos es impermeable al Ca™ .

b) Receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) con permeabilidad a iones Na*, Ca*™
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Figura 2. Sintesis y metabolismo del glutamato. Modificado de Purves 2001.

c) Receptor Kainato ionotrépico, su activacion produce entrada de iones Na+
y salida de K (Augustine, 2001. Figura 3).
Los receptores metabdtropicos o no-NMDA estan acoplados a una proteina
G. Su activacion produce una cascada de segundos mensajeros y se caracterizan
por tener 7 dominios transmembranales. Los estudios genéticos indican la
existencia de tres grupos de receptores metabotrépicos con base en la similitud de
la secuencia de aminoacidos, a su farmacologia y al acoplamiento a segundos
mensajeros (Figura 3).
a) El grupo que incluye a los mGIluR1 y el mGIuRS esta acoplado positivamente
al sistema de segundos mensajeros del fosfoinositol.
b) El grupo que estd constituido por el mGIuR2 y el mGIuR3 que inhibe la

formacion de AMPc cuando se activan.



Figura 3. Caracteristicas del receptor ionotropico (A) y del receptor metabotrépico
(B), modficado de Purves 2001.

c) Los receptores mGluR4, mgluR6, mGIuR7 y el mGIuR8 estan acoplados
negativamente a la adenilatociclasa (Augustine, 2001)

Durante la fase ictal en el hipocampo (foco epiléptico) de pacientes con ELT
existe un incremento del glutamato antes y durante la fase ictal (Perry y Hansen,
1981; Sherwin y cols., 1988). Esto puede conducir a una activacion de sus
receptores y causar una hiperexcitabilidad y la muerte debido a la alta
concentracion de este aminoacido (Choi, 1992).

El I6bulo temporal con actividad epiléptica presenta un incremento del
contenido tisular de glutamato, aspartato y glicina (Perry y Hansen, 1981, Sherwin

y cols., 1988).



Por medio de la técnica de autorradiografia se sabe que los niveles de
receptores NMDA y kainato se elevan en el giro parahipocampal y en la corteza
entorhinal de pacientes con ELT (Geddes y cols., 1990; Cahan y cols., 1990). No
obstante, en el hipocampo, la densidad de unién del ligando a los receptores esta
disminuida en las regiones con esclerosis como CA3, hilus y CA1 debido a la
pérdida neuronal, mientras que en el subiculum y la capa molecular del giro
dentado no hay cambios (Geddes y cols., 1990; Cahan y cols., 1990). Estudios de
hibridacion in situ indican que en pacientes con ELT cronica existe en el giro
dentado un incremento del ARNm de la subunidad GIuR2 del receptor AMPA y de

la subunidad NR2 del receptor NMDA (Mathern y cols., 1997).

1.43.3GABA enlaELT

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC realizando su
funcion manteniendo un balance con la excitacion neuronal (Treiman, 2001).

El precursor predominante para la sintesis del GABA es la glucosa, la que
es metabolizada a glutamato por las enzimas del ciclo del acido tricarboxilico o
ciclo de Krebs, aunque el piruvato y la glutamina pueden también actuar como
precursores. El glutamato es catalizado por la enzima &cido glutamico
descarboxilasa (GAD), la cual se encuentra casi exclusivamente en las neuronas
GABAérgicas. El cofactor de la GAD es el fosfato de piridoxal. En el catabolismo
del GABA participa la enzima GABA aminotransferasa (GABA-T), la que requiere
también del fosfato de piridoxal. La GABA-T transfiere al grupo amino del GABA al

a-cetoglutarato lo que produce el semialdehido succinico. Esté a su vez se oxida a



succinato por la accion de la enzima mitocondrial semialdehido succinico

deshidrogenada (Augustine, 2001).

El GABA se une a tres diferentes tipos de receptores que se
localizan en las membranas de células nerviosas: GABAA, GABAg y
GABAc. El receptor GABAAL ¥ GABA: son receptores ionotrépicos
unidos a un canal de cloro (CI), mientras que el receptor GABAg es

metabotrépico unido a proteinas G. El receptor GABA, es el de

Figura 4. Sintesis y metabolismo del GABA. Modificado de Purves

2001.

mayor abundancia en el SNC de los mamiferos. Su activacion induce
la apertura del canal de cloro (CI'), seguida de entrada de CI" a través

de la membrana. Esto conduce a la hiperpolarizacion de la célula



possinaptica inhibiendo el disparo de la neurona. Existen varios sitios
de accion que modulan la funcién del receptor GABAA. Estos son los
sitios para GABA, picrotoxina, barbituricos, benzodiazepinas (BDZ) y
esteroides (Augustine, 2001). Al igual que otros receptores
ionotropicos, el receptor GABA, es un pentamero ensamblado con una
combinacion de 5 tipos de subunidades (a, B, y, 6 y p). Como un
resultado de esta diversidad de subunidades, la conformacion del
receptor GABA, difiere ampliamente entre las neuronas (Augustine,
2001)
Existe evidencia que apoya que la generacion de las crisis
epilépticas esta asociada a alteraciones en el sistema GABAérgico

(Olsen y Avoli, 1997; Treiman, 2001). Las benzodicepinas (BDZ) son



una clase de agentes terapéuticos que son

Figura 5. Caracteristicas del receptor ionotrépico GABA, y sus
diferentes sitios de union. Modificado de Purves y col., 2001.
ampliamente usados como ansioliticos, sedantes, hipnéticos vy
anticonvulsivantes. Estas drogas ejercen su efecto al unirse a sitios en
el receptor GABA, lo que modula la capacidad del neurotransmisor
GABA para abrir el canal de cloro (Bonnert y cols., 1999; Kandel y

Siegelbaum, 2001)

Durante el periodo ictal, la liberacion de GABA se incrementa en el

hipocampo de pacientes con ELT, mientras que durante el periodo interictal hay



una disminucion del mismo (During y Spencer, 1993; During y cols., 1995; Wilson
y cols., 1996). Estos resultados sugieren que la activaciéon del GABA por la
epilepsia puede estar involucrada en la supresion de las crisis convulsivas durante

el ictus.

En el hipocampo de pacientes con ELT se observa una hiper-

inervacion de las terminales del GABA, que compensa el decremento
de la enzima asociada al dafio neuronal, lo que explica la ausencia de
cambios aparentes (Babb y cols., 1989; Mathern y cols., 1995).
No obstante lo anterior, aun existe controversia acerca del contenido
tisular del GABA en pacientes con ELT. Por una parte hay evidencias
que muestran una disminucién del contenido tisular de GABA en el
tejido de pacientes con ELT (Perry y Hansen, 1981). Y por otro lado se
observa un aumento de los niveles tisulares de GABA en el I6bulo
temporal (Sherwin y cols., 1988). Esta discordancia de resultados
puede deberse a las diferentes metodologias usadas para determinar
GABA, asi como a las caracteristicas del tejido control (Bradford,
1995).

En cuanto a los receptores a GABA,, existe una reduccion del
complejo GABAA—BDZ en el hipocampo de pacientes con ELT, lo cual
se asocia a dafo en las neuronas de esta region (Savic y cols., 1988;

McDonald y cols., 1991; Burtdette y cols., 1995; Koepp y cols., 1997,



Sata y cols., 2002). Se ha observado que en la neocorteza temporal
lateral hay un aumento en el sitio de union a BDZ, principalmente en
las capas corticales internas (Burdette y cols., 1995), lo cual sugiere
que la neocorteza, al presentar un incremento en los niveles de unién
a BDZ, limita la propagacion de la actividad epiléptica a otras areas
cerebrales.

En relacion a las diferentes subunidades que forman el receptor
GABA,, se describe que el tejido obtenido en cirugia terapeutica de
epilepsia, se microtransplanté en oocitos de Xenopus. Los resultados
obtenidos en el area CA1 esclerdtica presentaron una disminucién en
la inmunorreactividad de las subunidades a3, B3 y y2 (Pirker y cols.,
2003). En la formacion hipocampal, tanto en tejido esclerético como en
no escleroético, asi como en la capa molecular dentada, presentan un
aumento significativo de su inmunoreactividad en las 3 subunidades 3,
el subiculum también muestra una elevacion de la inmunoreactividad
de las subunidades a3 y y2 (Pirker y cols., 2003). La expresion del
ARNm de las subunidades B2 y B3 se encuentra aumentada
significativamente en las células granulares dentadas de pacientes con
y sin esclerosis hippocampal (Pirker y cols., 2003). Por otro lado, se ha

observado en el tejido cerebral resecado de pacientes con ELT y de la



neocorteza, un aumento en la expresion del ARNm de las
subunidades a3, a5, f1 a 5 con la excepcion de la subunidad y2 que
se expresa en menor cantidad, ademas de que el receptor GABAA
presenta una baja afinidad por el GABA, asi como una corriente
invertida que genera un potencial depolarizante (Palma y cols., 2004).
Una composicion alterada de las subunidades B3 o una mutacién en la
subunidad y2 del receptor GABA,, causan epilepsia (DelLorey y cols.,

1998; Harkin y cols., 2002).

1.4.4 Tratamiento de la ELT

1.4.4.1 Tratamiento farmacoldgico de la ELT

El objetivo del tratamiento farmacologico es evitar con drogas
antiepilépticas la aparicion de las crisis convulsivas en los pacientes
epilépticos, sin interferir con su vida normal y sin efectos adversos. Por
ello, es necesario conocer el tipo de crisis epiléptica que presenta el
paciente, asi como el mecanismo de accién del farmaco para un mejor
control de las crisis convulsivas. En la Tabla 3 se muestran los
farmacos antiepilépticos mas utilizados para su tratamiento (Rall y

Schleifer, 1990; Dichter, 1994; Capek, 1997).



El mecanismo de accién de los farmacos antiepilépticos se
divide en tres grupos:

1) Blogueo de canales dependientes de voltaje, entre los que se
encuentran los canales de Na* y Ca* tipo T. Estos ultimos son
activados con bajo voltaje y se encuentran implicados en el
mecanismo anticonvulsivante. El bloqueo de los canales de Na*
y Ca®" evita la generacion del potencial de accién (Rall y
Schleifer, 1990; Dichter, 1994; Capek, 1997).

2) Disminucion de la transmisidon excitatoria la cual puede ocurrir
pre-sinapticamente por inhibir la liberacidon del excitador
(glutamato), o bien postsinapticamente por bloqueo de sus
receptores (NMDA y no-NMDA) (Rall y Schleifer, 1990; Dichter,
1994; Capek, 1997).

3) Incremento de la neurotransmision inhibitoria mediada por
GABA, la cual ocurre por un aumento de su liberacion, de sus
sintesis y de su accion en el receptor GABA, 0 bien por bloqueo
de su degradacion y recaptura (Rall y Schleifer, 1990; Dichter,

1994; Capek, 1997).



Tabla Il. Farmacos Antiepilépticos mas
usados en la clinica.
Adaptado de Rall y Schleifer, 1990;

Farmaco antiepiléptico

Dichter, 1994; Capek, 1%
Mecanismo de accién

7).
Tipo de crisis epiléptica

Carbamazepina

(Farmaco de primera
eleccidn tratamiento de

Bloqueo de canales de Na*

Crisis parciales; Crisis ténico-
clénicas

ELT)
o Crisis parciales; Crisis tonico-
Fenitoina Bloqueo de canales de Na* P L
clénicas
Actua sobre el sitio de unién a - . P
o . Crisis Parciales; Crisis tonico-
Primidona barbituricos en el receptor

GABA4

clénicas

Acido Valproico

(Farmaco de primera
eleccidn tratamiento ELT)

Bloqueo de canales de Na*

Aumento de la transmision
GABAérgica

Crisis parciales; Crisis ténico-
clénicas; Crisis de ausencia;
Crisis mioclonicas

Gabapentina

Bloqueo de canales de Ca**

Aumento de la transmision
GABAérgica y otros posibles
mecanismos

Crisis parciales; Crisis ténico-
clonicas

Lamotrigina

(Farmaco de segunda
eleccién tratamiento ELT)

Bloqueo de canales de Na*

Crisis parciales; Crisis de
ausencia

Fenobarbital

Actua sobre el sitio de unioén a
barbituricos en el receptor
GABA,

Crisis parciales; Crisis tonico-
clénicas

Felbamato

Bloqueo de canales de Na*

Aumento de la transmision
GABAérgica. Antagonista de
receptores NMDA

Crisis parciales

Topiramato

(Farmaco de segunda
eleccidn tratamiento ELT

Bloqueo de canales de Na*

Aumento de la transmisién
GABAérgica

Crisis parciales

Clonazepam

Actua sobre el sitio de unién a
benzodiacepinas en el
receptor GABAA

Crisis ausencia; Crisis
mioclénicas

Etosuximida

Bloqueo de canales de Ca**

Crisis de ausencia




1.4.4.2 Tratamiento quirurgico de la ELT

Del 16 al 30% de los pacientes epilépticos son refractarios al
tratamiento farmacoldgico (Jallon, 1997). Juul-Jensen (1986) define a
la ELT resistente a medicamentos como la presencia de crisis
repetidas por dos aios 0 mas en pacientes que estan recibiendo un
tratamiento apropiado de medicamentos antiepilépticos. Aunque a la
fecha no se sabe por qué y como la epilepsia llega a convertirse en un
trastorno farmacolégicamente intratable. Se ha sugerido como
posibles factores predisponentes a la refractoriedad, la edad de inicio
de las crisis entre mas jovenes es peor el prondstico, el tiempo
prolongado sin recibir tratamiento con antiepilépticos, una alta
frecuencia de crisis convulsivas, antecedentes de crisis febriles, tipo y
persistencia de las mismas, sufrimiento de estado epiléptico, estado
neurolégico anormal e historia familiar de epilepsia entre otros. Otros
posibles factores bioldgicos que participan en la refractoriedad son los
procesos inflamatorios, neoplasicos y metabdlicos (Regesta y cols.,
1997).

La lobectomia temporal elimina o disminuye el numero de crisis
convulsivas del I6bulo temporal y se recomienda cuando existe un solo

foco epiléptico. Se cuenta con varias técnicas quirurgicas de acuerdo



al area a resecar. En la lobectomia temporal anterior del I6bulo
temporal no dominante se resecan 6 a 6.5 cm., y en el I6bulo temporal
dominante de 4 a 4.5 cm. de la corteza temporal por debajo del giro
temporal medio, asi como reseccion de 1 a 3 cm del hipocampo
anterior (Wiebe y cols., 2001).

En los casos de focos mesotemporales, se eliminan solamente las
estructuras temporales mesiales, esto evita la reseccion neocortical
extensa. En la amigdalohipocampectomia realizada por Yasargil, se
abre la cisura de Silvio y sélo se reseca la amigdala anterolateral, el

hipocampo anterior y el giro parahipocampal (Yasargil y cols., 1985).

1.5 “Kindling” y AK como modelos experimentales de ELT

1.5.1 “Kindling”

El “kindling” eléctrico amigdalino consiste en la aplicacion de
estimulos repetidos, inicialmente subumbrales, que producen cambios
conductuales y electrograficos progresivos que culminan en crisis
generalizadas. La fase “kindled” es cuando se producen tres crisis
generalizadas continuas y se considera que el animal es epiléptico, ya

que presentan cambios plasticos permanentes que lo hacen



susceptible a presentar crisis generalizadas cada vez que recibe un
estimulo tipo “kindling” (Goddard y cols., 1969).

Los cambios conductuales asociados al desarrollo del “kindling”
en la rata, consisten en: Fase |, guifio del ojo ipsilateral al sitio de
estimulacion, Fase Il, fase | mas movimientos de cabeza vy
masticacion, Fase lll, fase Il mas mioclonias de miembros anteriores,
Fase IV, fase Ill mas postura de canguro, Fase V, fase IV mas pérdida
de tono postural y crisis convulsiva generalizada (Racine, 1972).

El “kindling” es un modelo de ELT ya que reproduce algunos
cambios conductuales y electrograficos; primero, el patrén asociado a
este trastorno conductual de la fase “kindled” o fase V es semejante a
las crisis parciales complejas en el humano con crisis tonico-clonicas
secundariamente generalizadas; segundo, las anormalidades
electroencefalograficas durante la fase “kindled” son similares a los
registros de electrodos en la amigdala y la formacidén hipocampal
durante las crisis parciales complejas en humanos; y tercero, existe
una estrecha correspondencia entre los anticonvulsivantes que son

efectivos contra las crisis por “kindling” y humanas (McNamara, 1986).

En ratas a las que se les aplica “kindling” y llegan a crisis espontaneas, no
muestran dafio neuronal en las areas CA1 y CA3 del hipocampo, la amigdala, la

region parahipocampal y el talamo; ademas el numero total de neuronas hilares y



del volumen hilar indica que la reduccion en la densidad neuronal en el hilus
dentado se debe a la expansion del area hilar, pero no al dafo neuronal, por lo
que estos datos carecen de una clara asociacion entre las crisis espontaneas vy el

dafio (Brandty cols., 2004).

1.5.1.1 Caracteristicas del modelo "kindling"
1.5.1.1.1 Aminoécidos excitatorios y “kindling”

En el “kindling” se reporta un aumento del contenido tisular del
glutamato hipocampal cinco minutos después del estimulo, en la fase
3 se presenta un incremento del mismo y de igual manera en la fase 5
del “kindling (Ueda y Tsuru, 1995). En relacién a la liberacién, en una
cepa de ratas de respuesta genéticamente rapida al “kindling” se
obtiene una elevacion del glutamato en la amigdala ipsilateral (Shin y
cols., 2004). Ademas también existe un incremento del glutamato en el
hipocampo en las fases 2, 3 y en el animal kindled cuando se compara
con su control, sin embargo el aspartato se encuentra disminuido
(Minamoto y cols., 1992).

En cuanto a los receptores excitatorios, especificamente el
receptor NMDA en animales kindled no presenta cambios significativos
en las estructuras del hipocampo y del estriado 48 h después de

alcanzar el estado 1 0 2, 3 0 5 del “kindling” (Vezzani y cols. 1990). Sin



embargo, se ha reportado en el giro dentado un aumento del receptor
NMDA 48 h después de la ultima crisis kindled (Behr y cols., 2000). En
cuanto a las subunidades se muestra que el “kindling” induce una
reduccion en la corteza piriforme de la subunidad GluR2 del receptor
AMPA, 24 h después de la ultima fase 5 del “kindling” (Prince y cols.,
1995). También se muestra que en el giro dentado el ARNm de la
subunidad NR1 del receptor NMDA en animales parcialmente kindled
permanece sin cambio después de 2 h, mientras que el ARNm de la
subunidad NR2A y NR2B presentan una reduccion bilateral y en
animales con fase V se demuestra una reduccion progresiva en el
ARNmM de la subunidad NR1 siendo maxima después de 4 h, al mismo
tiempo los niveles de las subunidades NR2A y NR2B presentan un
aumento transitorio, al compararlo con sus controles (Pratt y cols.,

1993).

1.5.1.1.2 GABA y “kindling”

En el hipocampo, después del estimulo el GABA presenta un incremento
gradual que permanece 20 min después, asi mismo, en la fase 3y en la 5 del
“kindling” se muestra un aumento (Ueda y Tsuru, 1995). Con respecto al sistema
gabaérgico, el “kindling” aumenta los niveles de los receptores a GABA y a BDZ

en el giro dentado del hipocampo 24 h después de presentar la ultima crisis



convulsiva generalizada fase V del estado “kindled”, efecto que no se detecta 28
dias después de la misma (Nobrega, 1989; Shin y cols., 1985). En cuanto a la
liberacion en el hipocampo de ratas que alcanzan la fase 2 y 3 del “kindling” se
presenta un aumento y de igual manera en la fase “kindled”, al compararlo con el
control (Minamoto y cols., 1992).

En relacion al sitio de unidn de las BDZ por el [PH]flunitracepam mediante
autoradiografia, se reporta que 24 h después de la ultima crisis ténico-clonica
generalizada, en el area CA1 en concentraciones de 3 y 16 nM, hay una
disminucion significativa de la union del [*H]flunitracepam y 28 dias después, esta
misma area presenta un aumento en la unién en la concentracion de 3 nM,
mientras que en la fascia dentada 24 h y 28 dias después de la ultima crisis
kindled se muestra un aumento significativo de la union en ambas concentraciones
(Titulaer y cols., 1995). En cuanto al complejo GABA,, el [’H]Muscimol en su sitio
de unién, en el “kindling” hipocampal induce 24 h después de la ultima crisis
kindled en el area CA1 una disminucién significativa en el sitio de alta e intermedia
afinidad, asi como en el de baja afinidad y en la fascia dentada un aumento
significativo en los sitios de unién de alta/intermedia y en el de baja afinidad en
comparaciéon con sus controles, mientras que 28 dias después de la ultima crisis
en el area CA1 persiste la disminucion en la union de baja afinidad, asi como en la
union de alta e intermedia afinidad, en la capa granular y molecular de la fascia
dentada donde hay un aumento en la unién de intermedia y alta afinidad y el de
baja afinidad retorna a los niveles del control (Titulaer y cols., 1994).

En una cepa de rata de “kindling” rapido, se observa un aumento en la

expresion del ARNm de la subunidad a1 del cerebro adulto de las subunidades del



receptor GABAA, mientras que en la cepa de “kindling” lento se halla un
decremento, la sobreexpresion de las subunidades o2, a3 y a5 expresadas en el
cerebro en desarrollo, o que se confirma con inmunoblot e inmunohistoquimica,
también hay una disminucion de las proteinas al compararse con los controles o

con la cepa de “kindling” lento (Poulter y cols., 1999).

1.5.2 Acido Kainico
El acido kainico (AK) es un modelo experimental de ELT, porque presenta
cambios semejantes a la esclerosis mesial, especifica de la ELT en humanos.
Primero en el animal se observan crisis complejas parciales o status epilepticus
convulsivo generalizado y posteriormente crisis espontaneas recurrentes.
Segundo en el animal se presenta una disminucion del tejido, perdida celular y
gliosis en todos los subcampos del hipocampo, (Nadler, 1979; Pisa y cols., 1980).
Las consecuencias histopatolégicas de la administracion del acido kainico
se evaluaron en diferentes etapas del desarrollo, en animales de menos de 18
dias de edad no se observa sefal de dafo, entre 18 y 35 dias se presenta un
aumento progresivo de la severidad del dafio y en animales adultos el dafo que se
observa fue muy severo; las estructuras que presentan mayor dano son la
formacion hipocampal, el septum lateral, el complejo de la amigdala, el claustrum

y la corteza piriforme (Nitecka y cols., 1984).



1.5.2.1 Caracteristicas del modelo de AK
1.5.2.1.1 Aminoacidos excitatorios y AK

Los resultados que se obtienen en cuanto al contenido tisular del glutamato
se hallan en controversia, por un lado: Las crisis convulsivas que se inducen con
AK producen un aumento de este aminoacido en el area CA3, mientras que el
area CA1 muestra una disminucion (Ding y cols., 1998). Otros autores reportan en
CA3 una disminucion significativa tanto del glutamato como del aspartato, durante
el curso del sindrome de sacudida de perro mojado, 30 a 45 min después de la
inyeccion de AK. Aproximadamente, 55 a 75 min después de la aplicacion del AK
se detecta una disminucion significativa de la concentracion del glutamato,
aspartato, glicina, taurina y glutamina. Finalmente los niveles regresan al estado
basal tanto la glutamina, taurina y glicina, asi como un aumento significativo en la
concentracion de GABA, mientras que la disminucion significativa en el glutamato
y el aspartato persiste (Nicolletti y cols., 1984).

En relacién a la liberacidon del glutamato y del aspartato se reporta que la
formacion hipocampal presenta un aumento del [*H] D-aspartato acompafiado por
un aumento del glutamato a nivel extracelular (Bruhn y cols., 1997).

En los receptores a glutamato se reporta en el hipocampo de animales
tratados con AK un aumento en la subunidad GIuRS y de las proteinas a las 72h y
permanece elevado hasta los 180 dias; el ARNm de la subunidad GIuR7 muestra
una disminucién significativa a los 90 dias después de las crisis (Ullal y cols.,

2005).

1.5.21.2 GABAy AK



En lo que se refiere a la liberacion del GABA, en la amigdala
de rata, se reporta un aumento (Bruhn y cols., 1997). En el hipocampo de ratas
tratadas con AK, los receptores GABAa disminuyen probablemente por el dafo
neuronal. Sin embargo, este efecto en los receptores puede en parte estar
compensado por un aumento en la expresion de las subunidades del receptor
GABAA en la capa molecular del giro dentado y en las células piramidales

(Schwarzer y cosl., 1997)

Por otra parte, se sabe que 24 h después de la administracion de
AK se muestra un aumento en la unién de las BDZ al receptor GABAA
en la corteza piriforme, y una disminucion de la union en el nucleo
amigdalino anterior, los campos CA1 y CA3 del hipocampo y el giro
dentado, 40 dias después del status epilepticus, la unién de las BDZ al
receptor se encuentra disminuida en el nucleo talamico medial, se
incrementa en la sustancia gris periaqueductal dorsolateral y en el giro
dentado del hipocampo (Rocha y Ondarza, 1999). Este ultimo efecto
es similar al que se observa 24 h después de la ultima fase V del
“kindling” eléctrico amigdalino (Shin y cols., 1985).

Los cambios producidos por la epilepsia en el cerebro en
desarrollo difieren de lo que se observa en animales adultos. Al
respecto, se describe que en el cerebro en desarrollo, el acido kainico

produce un aumento de la unién de las BDZ al receptor GABA, en la



corteza frontal, parietal posterior, piriforme, entorhinal, los nucleos
amigdalinos medial y basolateral, el giro dentado y la sustancia nigra

pars reticulata (Rocha y cols., 2000).

1.6 Crisis febriles

1.6.1 Crisis febriles en el cerebro inmaduro como causa de ELT

El cerebro inmaduro es mas susceptible a las crisis convulsivas, pero mas
resistente al dafio que se produce como consecuencia de ellas (Liebregts y cols.,
2002; Liu y cols., 1996; Moshé y cols., 2000; Sperber y cols., 1999). Aunque
algunos datos muestran que las crisis convulsivas en etapas tempranas de la vida
reducen el crecimiento cerebral, no hay datos que apoyen que las crisis breves
dafien estructuralmente al cerebro inmaduro (Holmes y cols., 1997).

La respuesta del cerebro inmaduro a la actividad convulsiva es variable.
Por ejemplo, los animales inmaduros (7 y 12 dias de edad) pretratados con 2-
amino-7-fosfonoheptanoato (AP7) un anticonvulsivante, presentan un aumento a
la incidencia de las crisis tonico-clonicas probablemente debido a su respuesta
excitatoria en esta etapa de la vida, aunque en un periodo posterior (18, 25y 90
dias de edad) no influye en la incidencia de las crisis tonico-clonicas (Velisek y
cols., 1990). En la mayoria de los modelos de crisis convulsivas en ratas con
desarrollo normal, el estado epiléptico no induce pérdida celular, reorganizacién en
el giro dentado o cambios en el area CA3, modificaciones que se observan en el

cerebro maduro, después de las crisis (Holmes, 1997).



Las crisis febriles son muy frecuentes en etapas tempranas de la vida. Se
clasifican dentro de los sindromes especiales (Commission on Clasification, 1989),
y se definen como convulsiones en la nifiez, que generalmente ocurren entre los 3
meses y los 5 afos de edad, asociadas con hipertermia, pero sin evidencia de
infeccidn intracraneal y sin antecedentes de haber presentado convulsiones
previas (Consensus Development Panel, 1981).

Existen evidencias que indican que las crisis febriles en la infancia
predisponen a la esclerosis mesial temporal y a la ELT en adultos. Un analisis
epidemioldgico muestra una elevada prevalecia de antecedentes de crisis febriles
durante la infancia (30-40 %) en individuos adultos con ELT (Cendes y cols., 1993;
Harvey y cols., 1995). Algunos autores sugieren la participacién de un dafo
neuronal preexistente o una alteracion genética como iniciadores de las crisis
febriles y posteriormente de la ELT (Barr y cols., 1997; VanLandingham y cols.,
1998; Trinka y cols 2002). Por otra parte, otros estudios indican que las crisis
febriles no progresan hacia ELT (Falconer y cols., 1964; Nelson y cols., 1976;
Knudsen y cols., 1996; Bower y cols., 2000). Las evidencias antes descritas
sugieren la necesidad de investigar los factores asociados a las crisis hipertémicas

que pueden predisponer a la ELT.

1.6.2 Métodos Experimentales para inducir Crisis Hipertérmicas (CH)
Es posible inducir crisis por hipertermia en la rata inmadura (Holtzman vy
cols., 198; Hjeresen y Diaz, 1988; Morimoto y cols., 1991, 1993; Baram y cols.,

1997), las cuales se han utilizado como modelo para el estudio de la patogénesis



de las crisis febriles y sus consecuencias en el cerebro inmaduro. A continuacion

se describen los siguientes métodos:

1.6.2.1 Método con luz infrarroja

Los animales se colocan en una camara de lucita y a una
distancia de 10 cm se enciende una lampara de luz infrarroja de 250
watts hasta que se producen las crisis convulsivas. Se mide la
temperatura rectal, asi como la cerebral. El intervalo de temperatura
es de 32 a 46°C. Las ratas presentan crisis clonicas y generalizadas,

dependiendo de la temperatura (Holtzman y cols., 1981)

1.6.2.2 Método con microondas

Los animales se colocan en una camara con un generador de
microondas de 918 MHz acoplado a dos camaras circulares con guias
de onda polarizada, para ser irradiados. Las ventajas de este modelo
son que la edad a la que se realiza (10 y 17 dias) corresponde a la
edad infantil humana a la que son susceptibles a las crisis febriles, y
que las crisis hipertérmicas inducidas con microondas no afecta el
peso corporal, la capacidad de aprendizaje ni la susceptibilidad a las

crisis audiogénicas (Hjeresen y Diaz, 1988).



1.6.2.3 Método con aire caliente

Las ratas previamente implantadas con electrodos de acero
inoxidable se colocan en una caja de acrilico protegida eléctricamente.
Los animales en libre movimiento, reciben una corriente de aire
caliente regulada entre los 45 y 47°C. A través de los electrodos se
evalua la temperatura anal y el EEG (Fukuda y cols., 1997; Morimoto y

cols., 1991, 1993).

Las desventajas de estos tres métodos son las siguientes: Primero, la
temperatura del ambiente es elevada, segundo la temperatura corporal no se
puede regular, tercero tanto la magnitud como la duracion de las crisis no pueden

ser controladas.

1.6.2.4 Induccién de CH por el método de Baram

Baram y cols., describieron la produccion de CH prolongadas (20 min) al
aplicar una corriente de aire moderadamente caliente. Este método tiene las
siguientes ventajas, la duracion y magnitud asi como la producciéon de las crisis
convulsivas pueden ser reguladas y la reproducibilidad en este modelo es del 98
%, presenta poca mortalidad inducida por las crisis y por la hipertermia. Las crisis
convulsivas se caracterizan por movimientos de succion, crisis ténicas, hay flexion
unilateral del cuerpo asi como de extremidades, ocasionalmente movimientos

clénicos o de nado. (Baram y cols., 1997, Toth y cols., 1998; Chen y cols., 1999).



Usando este modelo se demuestra que un numero significativo de neuronas
en el hipocampo y en la amigdala se tornan argirofilicas dos semanas después de
las CH, efecto que no se detecta 4 semanas después de las mismas, ademas de
que pocas neuronas manifiestan cambios apoptéticos (Toth y cols., 1998). Las CH
por este método producen un aumento de larga duracion de la transmisién
presinaptica inhibitoria en el hipocampo, la cual es dependiente de la activacion de
la proteina cinasa A (PKA) en el estado adulto (Chen y cols., 1999). Las ratas que
experimentan CH con este método, a la edad de 10 dias no muestran crisis
espontaneas en el estado adulto, pero presentan un umbral bajo a la produccion
de crisis convulsivas subsecuentes (Dube y cols., 2000).

Las CH prolongadas no se asocian a pérdida neuronal ni neurogénesis,
pero se relacionan a un incremento de la conectividad del hipocampo inmaduro a
largo plazo, como consecuencia del aumento de la rearborizacién de las fibras
musgosas de las células granulares y de la capa molecular. Estos cambios se
asocian a un incremento en la excitabilidad hipocampal (Bender y cols., 2003).
Aunado a lo anterior, se muestra que las CH prolongadas producen una elevacion
de canales acoplados a nucledtidos ciclicos (HCN, por sus siglas en inglés), los
cuales son activados por hiperpolarizacion. El incremento de estos canales, los
cuales contribuyen a mantener el potencial de membrana en reposo en el
hipocampo y son modulados mediante AMPc, puede ocasionar una elevada
susceptibilidad a las crisis (Brewster y cols., 2002, 2005; Lupica y cols., 2001).

Evidencias experimentales indican que las CH pueden inducir un efecto pro-
y anticonvulsivante. Se describe que la produccion de CH aumenta el umbral a la

producciéon de CH subsecuentes, un efecto que al parecer estd mediado por el



neuropéptido Y (Dube y cols., 2005). El incremento de la excitabilidad neuronal y
desarrollo de epileptogénesis subsecuentes a CH depende de la activacion de
procesos inflamatorios y de la recurrencia de las crisis, mas que a su duracién
(Auvin y cols., 2005; Dube y cols., 2005). Los datos antes menciondados con este
modelo (Baram y cols., 1997, Toth y cols., 1998; Chen y cols., 1999; Dube y cols.,
2000, 2005; Brunson y cols., 2001; Bender y cols., 2003; Brewster y cols., 2002)
indican que las CH prolongadas pueden tener consecuencias a largo plazo.
Especificamente causa dafio hipocampal agudo (Bender y cols., 2003; Toth y
cols., 1998; Chen y cols., 1999) e incrementa la susceptibilidad para futuras crisis

limbicas (Dube y cols., 2000).



2. Planteamiento del problema

El mecanismo que causa y mantiene la excitabilidad inducida por
las crisis hipertérmicas, aun no se ha elucidado, y no se conoce si las
crisis “per se” o la hipertermia sola producen efectos a largo plazo y si
éstas crisis en el desarrollo temprano estan involucradas en el
desarrollo de la ELT. El presente trabajo pretende conocer las
modificaciones a corto y largo plazo de la susceptibilidad a crisis
subsecuentes inducidas con PTZ, asi como de los sitios de union a
GABA y BDZ del receptor GABAA y de la concentracion tisular de
aminoacidos excitatorios e inhibitorios en animales con crisis

hipertérmicas, asi como en animales con hipertermia y sin crisis.

3. Justificacion

Existe controversia acerca de que si las crisis febriles son la causa de la
ELT. El presente estudio se disefid con el propésito de investigar si las CH
generadas por Unica vez en un periodo corto (20 min) en ratas inmaduras
ocasionan cambios semejantes a los producidos por la ELT que se observan en
animales adultos, inducidos por “kindling” eléctrico y AK. Se evalud la unién de
GABA y BDZ al receptor GABAAa, el contenido tisular de aminoacidos y de la
susceptibilidad a las crisis convulsivas inducidas por PTZ a diferentes tiempos en

animales que previamente sufrieron CH en la etapa neonatal. Asi mismo, los



resultados obtenidos con animales que sufrieron CH se compararon con los de

animales que Unicamente sufrieron hipertermia.

4. Hipotesis

Animales en desarrollo que presenten crisis hipertérmicas presentaran
cambios en su susceptibilidad a crisis subsecuentes, asi como en los niveles
tisulares de aminoéacidos inhibitorios y excitatorios, y en la union de los receptores
a GABA y BDZ en areas cerebrales. Dichos cambios seran observados a corto
plazo y seran semejantes a los cambios detectados en los modelos de ELT, tales

como el "kindling" y el AK.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar a diferentes tiempos, la susceptibilidad a crisis
subsecuentes, la concentracion tisular de GABA, glicina, taurina,
alanina, glutamina, aspartato y glutamato, asi como la unién de
receptores GABA, y BDZ en areas cerebrales de ratas inmaduras que

presentaron crisis inducidas por hipertermia.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Determinar a los 30 min, 24 h y 20 dias después

de inducir crisis convulsivas con hipertermia en ratas de 10 dias de edad, la



latencia y la incidencia a presentar las siguientes conductas producidas por la
administracion de PTZ: crisis mioclonicas, crisis clonicas, crisis tonica o bien la
muerte. Comparar dichos cambios con los producidos por la exposicion a
hipertermia sola.

5.2.2 Evaluar a los 30 min, 24 h y 20 dias después de inducir crisis convulsivas
con hipertermia en ratas de 10 dias de edad, los niveles de receptores a GABAAY
benzodiacepinas en areas cerebrales especificas, mediante la técnica
autorradiografica. Comparar dichos cambios con los producidos por la exposicion
a hipertermia sola.

5.2.3 Cuantificar a los 30 min, 24 h y 20 dias después de inducir crisis convulsivas
con hipertermia en ratas de 10 dias de edad, la concentracién de aminoacidos
inhibitorios y excitatorios en areas cerebrales especificas, mediante cromatografia

liguida de alta resolucion.



6. Materiales y métodos

6.1 Animales

Se utilizaron 22 ratas hembras de la cepa Sprague Dawley gestantes, las que se
mantuvieron en condiciones estandar de bioterio con temperatura de 22°C £ 2°C, con
periodos de luz-oscuridad de 12 h y con acceso libre al agua y al alimento. El dia del
nacimiento fue considerado el dia 0. Las crias se mezclaron en el momento del
nacimiento, se repartieron 10 animales por madre; 5 machos y 5 hembras. En el
presente estudio se utilizaron tanto machos y hembras de 10 dias de edad, debido a
que no se observaron diferencias en los efectos inducidos por la hipertermia entre

ambos géneros.

6.2 Modelo de crisis inducidas por hipertermia (CH)

Dos crias de 10 dias de edad, se colocaron en un recipiente de vidrio de 3 | de
capacidad. Posteriormente se aplicO una corriente moderada de aire caliente,
aproximadamente a 50 cm de los animales. La temperatura del recipiente se monitore6
con un termometro digital para que no excediera los 55°C. A los animales se les registro
la temperatura rectal cada 2 minutos y la hipertermia (40 - 41°C) se mantuvo durante 30

min. Las ratas se colocaron nuevamente con sus madres para que fueran rehidratadas.

6.3 Induccidén de hipertermia sin crisis (HIP)
Las crias de 10 dias de edad, se anestesiaron con pentobarbital (PTB), (30mg/kg

de peso), posteriormente, los animales se sometieron al procedimiento 6.2.



6.4 Grupos experimentales
Después de su manipulacion, los animales se utilizaron para los siguientes
experimentos:
6.4.1 Experimentos para evaluar los efectos de las CH
6.4.1.1 A los 30 min después de presentar crisis hipertérmicas (grupo CH30min),
los animales se utilizaron para evaluar el efecto del PTZ (n=10), determinar la
unidon de receptores a GABA y BDZ (n=7), o analizar el contenido tisular de
aminoacidos excitatorios e inhibitorios (n=7).
6.4.1.2 Las ratas se usaron para los procedimientos descritos en el punto 6.4.1.1,
excepto que los animales se utilizaron a las 24 h después de presentar crisis
hipertérmicas (grupo CH24h, n=7 para PTZ, n=10 para receptores; n=7 para
contenido tisular).
6.4.1.3 Las ratas se usaron para los procedimientos descritos en el punto 6.4.1.1,
excepto que los animales se utilizaron a los 20 dias después de presentar crisis
hipertérmicas (grupo CH24h, n=10 para PTZ, n=7 para receptores; n=7 para
contenido tisular).

Para cada grupo experimental se llevé en paralelo un grupo
de crias control (CC), el cual se manipulé6 de acuerdo a lo descrito anteriormente,
excepto que no se les indujeron CH. Se utilizé el mismo numero de animales controles
que los experimentales.

6.4.2 Experimentos para evaluar los efectos de la Hipertermia sin crisis
6.4.2.1 A los 30 min después de haber sido sometidos a hipertermia sin crisis, 7

animales se utilizan para determinar la uniéon a receptores a GABA y BDZ. El



efecto del PTZ, 30 min después de la hipertermia, debido a que a este tiempo

aun se observan los efectos del pentobarbital.

6.4.2.2 A las 24 h después de haber sido sometidos a hipertermia (H24h) sin

crisis, los animales se utilizan para evaluar el efecto del PTZ (n=10) y determinar

la union del receptor a GABAA y BDZ (n=7)

6.4.2.3 Las ratas con hipertermia sin crisis se usaron para los procedimientos

descritos en el punto 6.4.1.1, excepto que se sacrifican 20 dias después de la

produccion de hipertermia sin crisis (grupo H20d); n=10 para PTZ, n=7 para

receptores).

Para cada grupo experimental se llevo en paralelo un grupo control (C=7 a 10),
el cual se manipul6 de acuerdo a lo descrito anteriormente, excepto que no se les aplicé

ni HIP ni pentobarbital.

6.5 Evaluacién del efecto del Pentilenetetrazol (PTZ)

El pentilenetetrazol (PTZ), un antagonista del receptor GABAa, es
uno de los agentes farmacologicos mas utilizados para inducir crisis
(Huang y cols., 2002; Pineau y cols., 1999). Este farmaco se utilizdé para
determinar el grado de susceptibilidad a crisis después de haber
experimentado CH o HIP, de la misma manera se le aplicé al grupo control.

Todos los animales recibieron una inyeccién de PTZ (80 mg/kg, i.p.) en



solucion salina, en un volumen de 0.1 ml/10 g de peso. Posteriormente se
evaluo durante 1 h la latencia asi como el numero de eventos y porcentaje
de animales que presentaron las siguientes conductas: crisis mioclonicas
(movimientos anormales sin pérdida de la postura), crisis clonicas
(movimientos anormales con pérdida de la postura), crisis tdnica
(contraccion y flexidbn de las extremidades anteriores y posteriores) y
muerte de acuerdo a lo descrito po Yonekawa y cols., (1980). En paralelo
se observd a un grupo de animales a los que unicamente se les administro
PTZ a la misma concentracién. Posteriormente los animales que
sobrevivieron a este procedimiento se sacrificaron con una sobredosis de

PTB.

6.6 Autorradiografia para receptores a GABAAYy a BDZ

Los animales que se expusieron a CH e HIP, se utilizaron para determinar la
union del GABA y de las BDZ, se sacrificaron por decapitacion, se disecé el cerebro y
se congeld de inmediato en hielo seco, se obtuvieron cortes coronales de 20 um a lo
largo del cerebro, se colocaron en portaobjetos previamente gelatinizados y se
almacenaron a -70°C, hasta su subsecuente procesamiento. Los experimentos de
autorradiografia se realizaron de acuerdo a lo descrito previamente (Olsen y col., 1990;
Rocha y col., 1993). Las soluciones amortiguadoras que se utilizaron para marcar
receptores GABAA y BDZ fueron Tris citrato de sodio (50 mM, pH 7.4) y Tris-HCI (170

mM, pH 7.4), respectivamente. Los cortes se prelavaron durante 30 min a temperatura



ambiente con la solucién amortiguadora correspondiente. Posteriormente, las secciones
cerebrales se incubaron durante 45 min con [°*H]muscimol (5 nM, con una actividad
especifica de 5.70 Ci/mmol, a 4 °C) para receptores a GABA,, y con [*HIflunitracepam
(2 nM, con una actividad especifica de 88 Ci/mmol, a 4 °C) para receptores a BDZ.
Posteriormente, las secciones cerebrales se lavaron 2 veces en solucion amortiguadora
durante un minuto cada vez, a 4 °C y finalmente en agua destilada durante 3 segundos.
Los cortes fueron secados con una corriente suave de aire frio. Las laminillas se
colocaron en magazines de plomo para autorradiografia, junto con estandares de tritio y
expuestas a temperatura ambiente a una pelicula sensible a tritio durante 3 semanas
para receptores a BDZ y por 4 meses para receptores GABAa. Posteriormente, las
peliculas se revelaron usando un revelador Kodak (D11) y fijador rapido.

Las densidades opticas (D. O.) que aparecieron sobre el autorradiograma se
determinaron utilizando un programa de analisis de imagenes (JAVA, Jandel Software
de analisis de video). Los valores se expresaron en fmol/mg de proteina. Para evaluar
la unidbn no especifica se adicion6 un exceso de ligando no marcado (GABA vy

clorodiacepoxido 1um) a la incubacién y se realizé el mismo procedimiento.

6.7 Determinacién de aminoéacidos por cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR) y de proteinas

Para la determinacion del contenido tisular de aminoacidos los animales se
sacrificaron por decapitacion y se les diseco la corteza, la amigdala, el hipocampo, el
estriado, el cerebelo y el tallo cerebral. Estas estructuras cerebrales se congelaron
inmediatamente con nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 °C, hasta su andlisis, esto

con el fin de reducir efectos post mortem. Para su evaluacion, las regiones cerebrales



se pesaron y se homogenizaron en acido perclorico (0.01 M) con metabisulfito de sodio
4 mM, en una proporcion de 30 pl por cada 10 mg de tejido en un homogenizador
Thomas de émbolo de teflon, a una velocidad de 1000 rpm, durante 60 segundos.
Todos estos procedimientos se realizaron a 4°C y las muestras de tejido se protegieron
de la luz. Las proteinas se precipitaron por centrifugacion a 10,000 g durante 4 min y se
cuantificaron por el método de Lowry (1951) (ver después). El sobrenadante se utilizd

para la determinacion del contenido tisular de aminoacidos.

El sistema cromatografico consisti6 de un detector fluorométrico
(modelo 474) con un programa computacional Millenium 2010, ambos de
Waters. El analisis se realiz6 de acuerdo a lo descrito por (Kendrick y cols.,
1988). La cromatografia utilizada fue de fase reversa en la cual la fase
estacionaria es no polar y la fase mévil es polar; la fase mévil consistio en
una mezcla de solucién A (acetato de sodio 39.74 mM/metanol 10%, pH
5.7) y solucion B (solucién A al 20%/metanol 80%, pH 6.7), mientras que la
fase estacionaria consistio en silica gel.

El proceso cromatografico incluyé un programa de gradientes que
permite la separacion de diferentes aminoacidos presentes en la muestra
(Tabla Ill). La columna cromatografica de alta resolucion (Waters Nova-

Pack Cqg, 4um, 3.9 x 150 mm) se mantuvo con un flujo de 1.0 ml/min a una

temperatura de 37°C. EI sistema de deteccion de los aminoacidos se



realizd mediante derivatizacion adicionando orto-ftaldehido (OPA). La

reaccion con cada aminoacido es la formacion de un isoindol,

Tabla lll. Gradiente utilizado para la elusién de los aminoacidos. El porciento de la
solucion A y de la solucién B, es el volumen que toma el cromatografo durante los 12

min.

Tiempo (min) | Flujo (ml/min) YA %oB
0 1.0 77 23

0 1.0 77 23

1 1.0 55 45

2.5 1.0 55 45

7 1.0 30 70

9 1.0 30 70

11 1.0 3 97

12 1.0 3 97

como producto entre el OPA, 2-B-mercaptoetanol y el grupo amino del
aminoacido. El isoindol es detectado por fluorescencia (Fig. 2), con una
longitud de onda de excitacion de 360 nm y de emision de 450 nm. El
tiempo de elusion fue de 12 min para cada muestra.

Para la evaluacion de los niveles de aminoacidos, los filtrados

obtenidos se diluyeron en una proporcion 1:250 con HCLO, (0.1M). Se



tomaron 20 ul de esta dilucion y se le adicionaron 6 ul de una mezcla de:
OPA (3mg), metanol (60 pl), tetraborato de potasio (0.4 M, 0.56 ml) y 2-3-
mercaptoetanol (0.116 M, 5 nul). Se dejdé reaccionar por 2 min y en seguida
se inyectd al cromatografo. Diariamente se realizé una curva estandar, que
se obtuvo con el empleo de una mezcla de cada uno de los aminoacidos
analizados (Asp, Glu, GIn, Gly, Tau, Ala y GABA), a una concentracion de
10 ng/ml. De esta se tomaron 10, 30 y 50 ul y se aforaron a 1 ml con
HCLO, (0.1 M). De cada dilucion se tomaron 20 ul que se mezclaron con 6
ul de la mezcla de OPA.

Las proteinas se cuantificaron mediante el método
espectrofotométrico descrito por Lowry y cols. (1951). El tejido cerebral se
resuspendio con 250 ul HCLO,, posteriormente se diluyd 40 veces y de
esta dilucion se tomaron 100 pl. La reaccion se inicio al agregar 500 pl del
reactivo A, el cual contenia 500 ul de CuSO,4 al 1 % y 500 pl de tartrato de
sodio y potasio al 2% en 50 ml de Na,CO3; al 2 % diluido en NaOH (1N). La
mezcla se agitd vigorosamente y se dejo en reposo a temperatura
ambiente. Después de 10 min se agregaron 500 pl del reactivo B (reactivo
de Folin diluido 1:2 con agua bidestilada). La muestra se agit6 y a los 30
min, se midid la reaccion colorimétrica en un espectrofotometro Beckman

UV/VIS a 700 nm. Este procedimiento asociado a los valores obtenidos de



la CLAR permite expresar las concentraciones de aminoacidos en ng/mg

de proteina.

6.8 Analisis Estadistico

La latencia a los diferentes cambios conductuales producidos por el
PTZ, asi como la union a receptores y la concentracion tisular de
aminoacidos, se analizaron con la prueba t de Student de dos colas, para
promedios independientes. El porcentaje de animales que presentaron
crisis mioclonicas, clénicas y tonica, ademas de la muerte producidas por el
PTZ se analizaron con la prueba de X?. El analisis estadistico se llevd a
cabo con el programa computacional SPSS 10.0. Aceptando en cada uno

de los analisis un nivel de significancia de 0.05.

B-Mercaptoetanol CH
|
9 OH S- CH,- CH,
C'H + S'H'CHI' I:-H:l -
N N-CH - COOH
C-H + NH-CH-COOH A
[ |
o R
OPA Aminoécido




Figura 6. Reaccion de derivatizacion. La OPA reacciona con el 2-f-
mercaptoetanol y el grupo amino del aminoacido correspondiente formando
un isoindol, producto que es detectado por fluorescencia.

7. Resultados
7.1. Cambios conductuales durante la produccion de Crisis Hipertérmicas (CH)
Los cambios durante las CH consistieron en movimientos de succion, flexion
unilateral del cuerpo y mordisqueo, seguido ocasionalmente de movimientos clénicos y
de nado. Los animales del grupo CH30min presentaron 14 + 2 CH; el grupo CH24h
presentd un total de 16 £ 2 CH durante el procedimiento experimental mientras que el
grupo CH20d experimenté 16 £ 3 CH. Los animales expuestos a CH a la edad de 10
dias, no mostraron cambios conductuales ni alteraciones en el peso en el momento del

sacrificio 30 min, 24 h y 20 dias despues, al compararlos con sus controles.

7.2 Efecto de las crisis hipertérmicas en la susceptibilidad a crisis por PTZ

Se analiz6 si los animales expuestos a CH presentan una mayor susceptibilidad
al efecto proconvulsivante del PTZ. Para lo anterior, se determinaron a los 30 min, 24 h
y 20 dias después de inducir CH en ratas de 10 dias de edad, la latencia y la incidencia
a presentar las siguientes conductas producidas por la administracion de PTZ: crisis
mioclénicas, crisis clonicas, crisis tonica y muerte. Se compararon dichos cambios con

los producidos por la exposicién a hipertermia sola.
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7.2.1 Efectos del PTZ a los 30 min después de las CH

La administracion de PTZ en animales del grupo control (CC30min), indujé que
las crisis mioclonicas iniciaran a los 0.86 + 0.20 min, las crisis clonicas a los 50.5 + 4.13
min y la crisis toénica a los 53.0 £ 14.8 min. El 100% de los animales presentaron
mioclonus, crisis clonica y ténica, mientras que la muerte se produjé en el 80% a los

60.2 + 0.10 min (Figuras 7 y 8).

El grupo CH30min presentd una disminucion significativa en la
latencia a presentar la crisis clonica (2.39 £ 0.52 min, 95% y p<0.01) y
tonica (25.0 £ 9.72 min, (47%) y p<0.01) y sin cambios en la latencia a las
demas conductas evaluadas miocldnicas (0.82 + 0.49 min), la muerte (50.7
+ 9.38 min). En este grupo hubo una reduccidon significativa en el

porcentaje de animales que presentaron las siguientes conductas; crisis

clonica (14%), crisis tonica (43%) y la mortalidad (37%) (Figura 7 y 8).

7.2.2 Efectos del PTZ alas 24 h después de las CH
La administracion de PTZ en los

animales del grupo CC24h, provoco crisis mioclonicas a los 0.76 + 0.12

min, las crisis clonicas a los 1.34 £ 0.061 min y la crisis tonica a los 16.7 +

11



3.0 min. El 100% de los animales presentaron crisis mioclonicas, clénica y
crisis tonica y la muerte se produjé en el 80% de ellos, a los 70.96 + 10.6
min (Figuras 9y 10).

El grupo CH24h mostré un aumento significativo en la latencia
a presentar crisis mioclénicas (1.43 = 0.02 min, (88%) p<0.05), crisis
cloénicas (2.15 + 0.38 min, (60%, p<0.05), crisis ténica (55.70 + 2.15 min,
233%, p<0.01) y sin cambio significativo en la latencia a la muerte (100.2 +
20.0 min) por el PTZ. En este grupo el 100% de los animales presentaron
crisis mioclénicas crisis clonicas, pero hubo una reduccidn en el porcentaje
de animales que presentaron la crisis ténica (50%), asi como en la

mortalidad (67%) (Figuras 9y 10).

7.2.3 Efectos del PTZ a los 20 dias después de las CH
Las crisis mioclonicas por el PTZ, en animales del grupo CC20d se
presentaron a los 1.07 + 0.03 min, las crisis clonicas al 1.18 +£ 0.04 min y la
crisis tonica a los 16.0 = 1.5 min. La muerte no se produjo en los animales
de este grupo (Figura 11y 12).
El grupo CH20d presentd una latencia a las crsis mioclonicas y a las crisis
clonicas similar a la del grupo CC20d (1.11 £ 0.03 min y 1.06 = 0.15 min,

respectivamente) y una disminucion significativa en la latencia a la crisis
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ténica (5.73 min; 64% y p<0.05). Se observé una reduccién en el
porcentaje de animales que presentaron crisis mioclonicas (29%), crisis
clonica (29%) y crisis tonica (43%). La muerte no se produjo en los

animales de este grupo. (Figura 11y 12).

7.3 Efectos de la hipertermia en la susceptibilidad a crisis por PTZ

7.3.1 Efectos del PTZ alas 24 h después de la HIP

La administracion de PTZ en el
grupo C24h indujon en el 100% de los animales, crisis mioclonicas a los
1.31 £ 0.06 min, las crisis clonicas a los 18.52 + 0.85 min y la crisis tonica a
los 37.1 £ 1.83 min. La muerte se produjo $9.5 + 0.50 min después del
convulsivante, en el 25 % de las ratas (Figuras 13 y 14).

El grupo H24h presenté un aumento significativo en la
latencia a presentar crisis mioclénicas (2.35 + 0.03 min, 79% y p<0.05), asi
como una reduccion en la latencia a presentar crisis clénicas (4.79 + 0.41,
75% y p<0.05) y crisis tonica (5.79 + 0.46, 84% y p<0.01). La muerte no se

observo en este grupo experimental (Figura 13 y 14).

7.3.2 Efectos del PTZ alos 20 dias después de la HIP

13



El grupo C20d presentd crisis mioclonicas a los 1.02 + 0.10 min, crisis
clonicas a los 10.08 + 0.74 min y la crisis tonica a los 17.31 + 0.53 min.
Ningun animal muri6é a consecuencia del PTZ (Figuras 15y 16).

El grupo H20d presentd un incremento significativo en la latencia a
presentar crisis mioclonicas (2.62 + 0.22, 156% y p<0.01) y crisis clénicas
(16.35 £ 0.53, 63% y p<0.01), pero no se presentaron cambios en la
latencia a la crisis tonica (16.45 + 0.54 min). La muerte no se produjo en

este grupo (Figura 15y 16).
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Figura 7. Latencia en minutos a las conductas inducidas por PTZ (80 mg/kg
i.p.) en ratas inmaduras 30 min después de haber sido sometidas a CH
(grupo CH30min), o su manipulacion (grupo CC30min). Los valores
representan la media + EE de 10 animales por grupo. t de Student, *p<
0.05.
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Figura 8. Porcentaje de animales que presentaron cambios conductuales
inducidos por PTZ (80 mg/Kg i.p.), 30 min después de haber sido
sometidos a CH (grupo CH30min), o de su manipulacion (grupo CC30min).
X2, *p< 0.05
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Figura 9. Latencia en min a las conductas inducidas por PTZ (80 mg/kg i.p.)
en ratas inmaduras 24 h después de haber sido sometidas a CH (grupo
CH24h) o de su manipulacion (CC24h). Los valores representan la media +
EE de 10 animales por grupo. t Student’s, *p< 0.05.
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Figura 10. Porcentaje de animales que presentaron cambios conductuales
inducidos por PTZ (80 mg/Kg i.p.), 24 h después de haber sido sometidos a
CH (grupo CH24h), o de su manipulacién (grupo CC24h). X?, *p< 0.05
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Figura 11. Latencia en min a las conductas inducidas por PTZ (80 mg/kg
i.p.) en ratas inmaduras 20 dias después de haber sido sometidas a CH
(grupo CH20d), o de su manipulacion (grupo CC20d). Los valores,
representan la media + EE de 10 animales por grupo. t Student’s, *p< 0.05.
NP no presento.
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Figura 12. Porcentaje de animales que presentaron cambios conductuales
inducidos por PTZ (80 mg/kg i.p.), 20 dias después de haber sido
sometidos a CH (grupo CH20d), o de su manipulaciéon (grupo CC20d). X2,
*p< 0.05. NP no presenté.
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Figura 13. Latencia en min a las conductas inducidas por PTZ (80 mg/kg
i.p.) en ratas inmaduras 24 h dias después de haber sido sometidas a HIP
(grupo H24h), o de su manipulacion (grupo C24h). Los valores representan
la media =+ EE de 10 animales por grupo. t Student’s, *p< 0.05. NP no

presento.
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Figura 14. Porcentaje de animales que presentaron cambios conductuales
inducidos por PTZ (80 mg/kg i.p.), 24 h después de haber sido sometidos a
HIP (grupo H24h), o de su manipulacion (grupo C24h). X2, *p< 0.05. NP no
presento.
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Figura 15. Latencia en min a las conductas inducidas por PTZ (80 mg/kg
i.p.) en ratas inmaduras 20 dias después de haber sido sometidas a HIP
(grupo H20d), o de su manipulacion (grupo C20d). Los valores representan
la media + EE de 10 animales por grupo. t de Student, *p< 0.05. NP no
presento.
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Figura 16. Porcentaje de animales que presentaron cambios conductuales
inducidos por PTZ (80 mg/kg i.p.), 20 dias después de haber sido
sometidos a HIP (grupo H20d), o de su manipulacién (grupo C20d). X?, *p<
0.05.

7.4 Efecto de las crisis hipertérmicas en la union de receptores a GABA,y BDZ

Se evalud si animales expuestos a CH presentan un aumento en la unién a
GABAA y BDZ, a corto y largo plazo, similar al encontrado en animales adultos con
crisis epilépticas inducidas por el “kindling” y AK. Dichos cambios se investigaron a los
30 min, 24 h y 20 dias después de inducir CH en ratas de 10 dias de edad, en areas
cerebrales especificas, mediante la técnica de autorradiografia. Se compararon dichos

cambios con los producidos por la exposicion a hipertermia sola.

7.4.1 Receptores GABAA Yy BDZ 30 min después de las CH
Los resultados se expresan en el por ciento de aumento con respecto al control.

La autorradiografia mostré que el grupo CH30min presentd un incremento significativo

de la union del [3H]muscimol en las cortezas del cingulo (298%), frontal (360%), parietal
anterior (288%), parietal posterior (319%), piriforme (347%), entorrinal (177%), perirrinal
(243%) y temporal (133%); estriado (519%) y nucleo accumbens (606%); los nucleos
amigdalinos, el basolateral (536%), central (253%) y medial (316%); el hipotalamo

(351%) y el tdlamo (414%); el giro dentado (476%), las areas CA1 (168%), CA2 (611%)
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y CA3 (384%) del hipocampo; la sustancia nigra pars reticulata (329%), la compacta

(197%) y la sustancia gris periacueductal (371%), (Figuras 17, 19, 20, 21 y Tabla IV).

3
Respecto a la union del [ H]flunitracepam, el grupo CH30min mostré un aumento
significativo de los niveles de unién en las cortezas entorrinal (26%) y perirrinal (36%),
asi como una disminucién en el nucleo basolateral de la amigdala (18%) (Figuras 18,

19, 20, 21y Tabla V).

7.4.2 Receptores GABAA Yy BDZ 24 h después de las CH

El grupo CH24h mostré un aumento en la unién del [3H]muscimol en
las cortezas del cingulo (121%), frontal (114%), parietal anterior (67%), parietal
posterior (105%), piriforme (71%), entorrinal (205%) perirrinal (67%) y la temporal
(132%); estriado (39%), nucleo accumbens (42%); los nucleos de la amigdala el
basolateral (88%), central (147%) y medial (70%); el talamo (147%), giro dentado
(59%), las areas CA2 (94%) y CA3 (48%) del hipocampo; la sustancia nigra pars
reticulata (434%), la compacta (68%) y la sustancia gris periacueductal (229%),
(Figuras 17, 19, 20, 21 y Tabla VI).

El grupo CH24h demostr6 un aumento significativo en la unién del

3

[ H]flunitracepam en las cortezas del cingulo (240%), frontal (67%), parietal posterior
(79%), entorrinal (35%), perirrinal (25%) y temporal (42%); en el estriado (24%), nucleo
accumbens (20%); la amigdala basolateral (51%), central (32%) y medial (49%), y la

sustancia nigra pars compacta (33%) (Figuras 18, 19, 20, 21 y Tabla VII).

7.4.3 Receptores GABAA y BDZ 20 dias después de las CH
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El grupo CH20d presentdé un aumento significativo en la unién del

[3H]muscimol en las cortezas del cingulo (224%), frontal (295%), parietal anterior
(113%), parietal posterior (324%), piriforme (111%), entorrinal (109%), perirrinal (94%) y
la temporal (164%); el nucleo accumbens (115%); los nucleos de la amigdala
basolateral (124%), central (196%) y medial (168%); el hipotalamo (178%) y el talamo
(218%); el giro dentado (139%), las areas CA1 (164%), CA2 (118%) y CA3 (96%) del
hipocampo; la sustancia nigra pars reticulata (110%) y la compacta (106%) y la
sustancia gris periacueductal (98%), (Figuras 17, 19, 20, 21 y Tabla VIII).

Los animales del grupo CH20d presentaron un aumento significativo en la unién

3
del [ H]flunitracepam en las cortezas del cingulo (90%), frontal (71%), parietal anterior
(36%) y parietal posterior (69%), asi como en la sustancia nigra pars reticulata (28%).
Este grupo experimental también mostré una disminucién significativa en al accumbens

(25%) y en la sustancia nigra pars compacta (38%) (Figuras 18, 19, 20, 21 y Tabla 1X).

7.5 Efecto de la Hipertermia en la union de receptores a GABAA,y BDZ
7.5.1 Receptores GABAA Yy BDZ 30 min después de la Hipertermia

Los resultados de la autorradiografia mostraron que el grupo H30min presentd un

aumento significativo de la union del [3H]muscimol en las cortezas del cingulo (608%),
frontal (595%), parietal anterior (579%), parietal posterior (656%), piriforme (633%),
entorrinal (592%), perirrinal (612%) y temporal (434%); estriado (573%) y nucleo
accumbens (549%); los nucleos de la amigdala, el basolateral (643%), central (599%) y
medial (580%); el hipotalamo (434%) y el talamo (547%); el giro dentado (576%), las

areas CA1 (552%), CA2 (559%) y CA3 (526%) del hipocampo; la sustancia nigra pars
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reticulata (577%), la compacta (498%) y la sustancia gris periacueductal (518%) (Tabla
X).

Concerniente a la unién del [3H]flunitracepam, el grupo H30min mostré un
aumento significativo de los niveles de union en las cortezas del cingulo (45%), frontal
(28%), parietal anterior (36%), parietal posterior (74%), piriforme (87%), entorrinal
(192%), perirrinal (119%) y temporal (280%); estriado (74%) y nucleo accumbens
(145%); los nucleos de la amigdala, el basolateral (66%), central (75%) y medial
(125%); el hipotadlamo (128%) y el tdlamo (178%); el giro dentado (252%), las areas
CA1 (252%), CA2 (37%) y CA3 (162%) del hipocampo; la sustancia nigra pars reticulata

(143%), pars compacta (102%) y la gris periaqueductal (154%) (Tabla XI).

7.5 2 Receptores GABAA Yy BDZ 24 h después de la hipertermia

El grupo H24h mostré un aumento en la unién del [3H]muscimol en
las cortezas del cingulo (257%), frontal (234%), parietal anterior (297%), parietal
posterior (319%), piriforme (291%), entorrinal (271%), perirrinal (233%) y temporal
(270%); estriado (141%) y nucleo accumbens (275%); los nucleos de la amigdala, el
basolateral (222%), central (266%) y medial (207%); el hipotalamo (244%) y el talamo
(251%); el giro dentado (176%), las areas CA1 (251%), CA2 (318%) y CA3 (184%) del
hipocampo; la sustancia nigra pars reticulata (278%), la compacta (235%) y la sustancia
gris periacueductal (279%), (Tabla XII).

Con respecto a los receptores BDZ el grupo H24h mostré un aumento

3
significativo en la unién del [ Hlflunitracepam en las cortezas del cingulo (48%), frontal

(166%), piriforme (48%), perirrinal (62%); el nucleo accumbens (57%); nucleo de la

29



amigdala central (44%); el hipotalamo (59%); el giro dentado (59%), las areas CA1
(39%), CA2 (83%) y CA3 (69%) del hipocampo; la sustancia nigra pars reticulata (49%)
y la sustancia gris periacueductal (66%), asi como una reduccion significativa en la

corteza parietal anterior (28%) y posterior (20%) (Tabla XIII).

7.5.3 Receptores GABAA y BDZ 20 dias después de la hipertermia

El grupo H20d presentd un aumento significativo en la union del

[SH]muscimoI en las cortezas del cingulo (131%), frontal (164%), parietal anterior
(123%), parietal posterior (137%), piriforme (64%), entorrinal (105%), perirrinal (86%) y
la temporal (132%); estriado (107%) y el nucleo accumbens (113%); los nucleos de la
amigdala basolateral (54%), central (70%) y medial (60%); el hipotalamo (64%) y el
talamo (125%); el giro dentado (108%), las areas CA1 (82%), CA2 (99%) y CA3 (91%)
del hipocampo; la sustancia nigra pars reticulata (121%) y la compacta (106%) y la
sustancia gris periacueductal (105%) (Tabla XIV).

Los animales del grupo H20d presentaron un aumento significativo en la unién

del [3H]ﬂunitracepam en las cortezas del cingulo (51%), piriforme (92%), entorrinal
(62%), perirrinal (93%) y temporal (98%); estriado (135%) y el nucleo accumbens
(61%); los nucleos de la amigdala basolateral (127%), central (114%) y medial (74%); el
giro dentado (43%), las areas CA1 (81%), CA2 (80%) y CA3 (60%) del hipocampo;
sustancia nigra pars reticulata (134%), compacta (146%) y la gris periacueductal

(110%) (Tabla XV).
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Control Hipertéermico

30 min

24 h




20 dias

Figura 17. Distribucion de la unién del [*HJmuscimol al receptor GABAA en
cortes coronales a nivel de la amigdala e hipocampo dorsal de animales
control (izquierda) y de animales con CH (derecha), sacrificados a los 30
min, 24 h y 20 dias después de las CH o su manipulacion. Las estructuras
con mayor unidn al receptor aparecen como areas obscuras y grises,
mientras que las estructuras claras indican una unién baja al receptor. Los
cortes del grupo CH mostraron un aumento en la unién del [?H]muscimol en
la corteza, hipocampo y amigdala a los 30 min, 24 h y 20 dias después de
las CH, al compararlo con cortes de los grupos control.

Control Hipertéermico

AT




20 dias

Figura 18. Distribucién de la unién del [*H]flunitracepam al receptor BDZ en
cortes coronales a nivel de la amigdala e hipocampo dorsal de animales
control (izquierda) y de animales con CH (derecha), sacrificados a los 30
min, 24 h y 20 dias después de las CH o su manipulacion. Las estructuras
con mayor union al receptor aparecen como areas obscuras y grises,
mientras que las estructuras claras indican una unién baja al receptor. Los
cortes del grupo CH mostraron un aumento en la unién del
[*H]flunitracepam en la corteza y amigdala 24 h después de las CH, al
compararlo con cortes de los grupos control.
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Figura 19. Porcentaje de cambio con respecto a su grupo control en la
unién del [°H]flunitracepam y del [*H]muscimol al receptor BDZ y GABA,
respectivamente, en las cortezas enthorinal, temporal y en la sustancia
nigra pars reticulata (SNPR) de ratas inmaduras sacrificadas a los 30 min
(CH30min), 24 h (CH24h) y a los 20 dias (CH20d) después de ser
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sometidas a CH. Los valores representan la media + EE de 10 animales. t

Student’s *p<0.05; **p<0.01
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Figura 20. Porcentaje de cambio con respecto a su grupo control en la
union del [PHiflunitracepam y del [*H]muscimol al receptor BDZ y GABA,
respectivamente, en el giro dentado (GD) y en las areas CA1, CA2 y CA3
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del hipocampo de ratas inmaduras sacrificadas a los 30 min (CH30min), 24
h (CH24h) y a los 20 dias (CH20d) después de ser sometidas a CH. Los
valores representan la media + EE de 10 animales. t Student’s, *p<0.05;
**p<0.01.
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Figura 21. Porcentaje de cambio con respecto a su grupo control en la
unién del [°H]flunitracepam y del [*H]muscimol al receptor BDZ y GABA,
respectivamente, en la amigdala (AMG) basolateral, central y medial de
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ratas inmaduras sacrificadas a los 30 min (CH30min), 24 h (CH24h) y a los
20 dias (CH20d) después de ser sometidas a CH. Los valores representan
la media £ EE de 10 animales. t Student’s *p<0.05; **p<0.01.

Tabla IV. Unién del [°H]muscimol expresada en fmol/mg proteina, en
regiones especificas del cerebro de ratas inmaduras sacrificadas 30 min
después de inducirles CH (grupo CH30min) o de su manipulacion (grupo
CC30min).

Los valores representan la media £ EE de 10 animales. Cx, Corteza; AMG,
Amigdala;

PR, Pars Reticulata; PC pars compacta; GP, Gris Periacueductal. t de
Student, *p<0.05, **p<0.01
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Tabla V. Unién del [*H]flunitracepam expresada en fmol/mg proteina, en
regiones especificas del cerebro de ratas inmaduras sacrificadas 30 min
después de inducirles CH (grupo CH30min), o de su manipulacion (grupo

Grupos

Estructuras CC30min CH30min %

Cx del Cingulo 98.7 + 25 393.8 + 56** 299
Cx Frontal 89.3 + 22 411.5 £ 53** 361
Cx Parietal Anterior 159.1 + 35 618.5 £ 97** 288
Cx Parietal 111.4 £ 30 467.5 + 62** 320
Posterior

Cx Piriforme 67.3+14 301.0 + 46* 347
Cx Entorrinal 132.5+43 368.2 £+ 43* 177
Cx Perirrinal 158.1 + 28 543.4 + 81** 244
Cx Temporal 244 9 + 91 572.3 £ 108* 133
Estriado 494 +6 306.2 + 52** 519
Nucleo Accumbens 459+7 324.4 + 50** 607
AMG Basolateral 721+ 11 459.5 £ 103** 536
AMG Central 79.3+14 280.2 + 48* 253
AMG Medial 73.2+11 304.6 + 23** 316
Hipotalamo 76.1 £ 16 343.6 £ 73** 351
Talamo 92.6 + 26 476.3 + 82** 414
Giro Dentado 79.2+19 456.4 £ 76™* 476
CA 1 149.7 + 30 402.0 + 32* 168
CA2 55.8+9 397.1 + 46** 611
CA3 954 + 20 461.8 £ 65** 384
Sustancia nigra PR 105.9 + 39 454 .4 + 110* 329
Sustancia nigra PC 114.6 £ 43 341.1 £ 57** 198
Sustancia GP 79.2+20%8 | 373.8+79* 372




CC30min).

Anotaciones como en la Tabla IV.

Grupos
Estructura CC30min CH30min %
Cx del Cingulo 358.0 £ 21 347.2 £ 35 -3
Cx Frontal 396.1 £ 40 364.2 + 41 -8
Cx Parietal Anterior 356.6 + 33 333.5 £ 51 -4
Cx Parietal Posterior 319.7 £ 27 306.3 £ 32 -7
Cx Piriforme 273.4 £ 13 279.8 £ 22 2
Cx Entorrinal 2329+ 19 293.6 £ 177 26
Cx Perirrinal 288.6 £ 17 393.3 + 52* 36
Cx Temporal 248.5 £ 29 313.6 £ 36 26
Estriado 223.2+10 209.5 £ 27 -7
Nucleo Accumbens 186.6 + 21 2155+ 26 15
AMG Basolateral 305.5 + 32 248.5 + 23* -19
AMG Central 234.4 + 23 256.3 + 27 9
AMG Medial 288.7 + 14 262.4 + 27 -9
Hipotalamo 2452 £ 18 2024 + 22 -17
Talamo 241.7 £13 248.2 £ 17 21
Giro Dentado 265.2+12 338.8 £ 50 28
CA1 260.1 £ 15 278.1 £ 27 7
CA2 255.7 £ 19 2371 £ 23 -7
CA3 292512 284.0 + 32 -3
Sustancia nigra PR 226.5 + 16 225.3 £ 19 -0.5
Sustancia nigra PC 234.1+£15 2253+ 15 -4
Sustancia GP 192.0 £ 12 211.1 £ 19 10
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Tabla VI. Unién del [PHJmuscimol expresada en fmol/mg proteina, en
regiones especificas del cerebro de ratas inmaduras sacrificadas 24 h
después de inducirles CH (grupo CH24h), o de su manipulacién (grupo
CC24h).
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Anotaciones como en la Tabla IV.
Tabla VII. Unién del [*Hiflunitracepam expresada en fmol/mg proteina, en

Grupos

Estructura CC24h CH24h %

Cx del Cingulo 319.8 + 34 707.3 £ 73** 121
Cx Frontal 351.5+ 39 755.5 + 34** 115
Cx Parietal Anterior 400.2 + 53 670.6 +£ 81** 106
Cx Parietal 326.3 + 27 671.1+81*~ 68

Posterior

Cx Piriforme 236.4 + 36 404.8 + 93* 71

Cx Entorrinal 187.1+18 571.8 £ 147* 205
Cx Perirrinal 351.3+74 587.7 £ 87* 167
Cx Temporal 322.0 £+ 45 747.3 £ 28** 132
Estriado 175.1 £ 19 243.6 + 14* 39

Nucleo Accumbens 153.9 + 16 219.2 £ 5** 43

AMG Basolateral 256.9 + 43 483.1 £ 70* 88

AMG Central 156.7 + 17 387.5 £+ 80* 147
AMG Medial 226.6 + 40 386.1 + 83 70

Hipotalamo 193.6 £ 16 228.6 + 17 18

Talamo 169.8 £ 17 419.6 + 113" 47

Giro Dentado 266.6 + 30 426.1 + 86* 60

CA 1 217.8 + 30 302.3 + 58 39

CA2 190.4 £ 13 370.4 + 64~ 95

CA3 226.1 £ 19 336.7 + 26* 49

Sustancia nigra PR 164.1 + 15 877.6 + 292* 434
Sustancia nigra PC 158.8 + 15211 437.5 + 139* 69

Sustancia GP 136.4 + 30 449.5 + 142~ 230




regiones especificas del cerebro de ratas inmaduras sacrificadas 24 h
después de inducirles CH (grupo CH24h), o de su manipulaciéon (grupo

CC24h).

Grupos
Estructura CC24h CH24h %
Cx del Cingulo 4248 £ 70 1447 .4 + 83** 241
Cx Frontal 639.7 + 85 1074.2 £ 69** 68
Cx Parietal Anterior 677.1+88 7149+ 78 6
Cx Parietal 462.7+ 68 831.8 + 54** 80
Posterior
Cx Piriforme 334.8 £ 28 314.2 £ 22 -6
Cx Entorrinal 342.7 £ 16 463.0 + 46~ 35
Cx Perirrinal 393.4 + 20 494.7 £ 49* 26
Cx Temporal 420.4 £ 57 598.3 £ 57~ 42
Estriado 189.5 £ 16 2350+ 7" 24
Nucleo Accumbens 2454 £ 12 295.7 £ 12* 20
AMG Basolateral 230.5 + 21 348.8 t 46* 51
AMG Central 197.1 £ 22 260.5 + 18* 32
AMG Medial 2246 £ 29 336.7 £ 17** 50
Hipotalamo 232.3 +32 288.9 £ 22 24
Talamo 281.9 £ 27 277.0£19 2
Giro Dentado 411.7 £ 42 500.6 £ 70 22
CA 1 562.1 £ 72 537.6 £ 76 -4
CA2 349.2 + 33 337.6 £ 52 -3
CA3 472.7 £ 60 430970 -9
Sustancia nigra PR 300.5 + 32 337.6 £ 16 12
Sustancia nigra PC 2475+ 25 330.2 + 20* 33
Sustancia GP 282.7 £ 19 319.5+ 17 13
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Anotaciones como en la Tabla IV
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Tabla VIII. Unién del [PHlmuscimol expresada en fmol/mg proteina, en
regiones especificas del cerebro de ratas inmaduras sacrificadas 20 dias
después de inducirles CH (grupo CH20d), o de su manipulacién (grupo
CC20d).
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Anotaciones como en la Tabla IV.
Tabla IX. Unién del [°H]flunitracepam expresada en fmol/mg proteina, en

Grupos

Estructura ccaod CH20d %

Cx del Cingulo 122.4 + 21 397.0 + 100* 224
Cx Frontal 92.2+10 365.1 £ 82* 296
Cx Parietal Anterior 137.4 + 24 293.8 £ 62* 325
Cx Parietal Posterior 110.6 £ 13 470.0 £ 93* 194
Cx Piriforme 120.5 + 25 254.5 + 63* 111
Cx Entorrinal 128.3 + 16 268.3 £ 55* 109
Cx Perirrinal 184.8 + 26 360.1 £ 87* 95

Cx Temporal 1219+ 8 322.8 £ 477 164
Estriado 122.9 + 26 159.6 + 18 30

Nucleo Accumbens 99.2+16 213.8 + 25* 115
AMG Basolateral 115.6 £ 28 259.6 £ 50* 125
AMG Central 76.1 £ 16 225.8 + 39* 197
AMG Medial 101.1 + 24 270.8 £ 61* 168
Hipotalamo 91.1£15 253.5 + 32* 178
Talamo 139.6 + 38 4447 + 70* 218
Giro Dentado 139.6 + 40 334.5 + 40 140
CA 1 108.5+ 15 286.8 + 52* 164
CA2 98.5+ 14 215.7 £ 20* 119
CA3 105.7 £ 11 207.2 + 14* 96

Sustancia nigra PR 115.8 £ 16 243.5 + 25* 110
Sustancia nigra PC 117.3+£8 241.8 £43* 106
Sustancia GP 249.0 + 32* 98

1255+ 9
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regiones especificas del cerebro de ratas inmaduras sacrificadas 20 dias
después de inducirles CH (grupo CH20d), o de su manipulacién (grupo
CC20d).
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Anotaciones como en la Tabla IV.

Grupos
Estructura CcC20d CH20d %
Cx del Cingulo 335.6+10 | 639.4 £67* 91
Cx Frontal 311.7 £ 29 536.0 £ 71* 72
Cx Parietal Anterior | 330.7 £ 31 513.2 + 58* 70
Cx Parietal Posterior | 302.7 + 27 450.3 + 38" 36
Cx Piriforme 283.9 £ 29 348.8 + 51 22
Cx Entorrinal 275.7 £ 19 334.8 £ 44 21
Cx Perirrinal 321.4 £ 32 441.1 £ 89 37
Cx Temporal 276.7 £ 15 324.2 £ 39 17
Estriado 185.0+ 8 170.8 £ 20 -8
Nucleo Accumbens 169.5 + 12 126.0 + 6* -26
AMG Basolateral 314.3 £+ 23 359.7 £ 47 14
AMG Central 2441 £ 15 243.2 £ 39 -0.4
AMG Medial 261.6 £ 10 274.6 + 34 5
Hipotalamo 2329+8 223.2+10 -4
Talamo 180.1 £ 13 174.8 £ 8 -3
Giro Dentado 291.5+10 306.1 £ 39 5
CA1 284.5 £ 17 317.0+ 44 11
CA2 278.6 £ 18 315.2 £ 38 13
CA3 319.3 £ 21 376.3 £ 38 18
Sustancia nigra PR 201.6 £ 18 258.6 + 19* 28
Sustancia nigra PC 287.9 £ 59 178.4 + 28* -38
Sustancia GP 191.8+8 167.2 £ 13 -13
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Tabla X. Unién del [°*H]muscimol expresada en fmol/mg proteina, en
regiones especificas del cerebro de ratas inmaduras grupos, C30min y
H30min, sacrificados después de la hipertermia.
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Grupos

Estructura C30min H30min %
Cx. del Cingulo 102.2 + 6 724.1 + 22* 608
Cx. Frontal 110.1£3 765.1 + 21** 595
Cx. Parietal Anterior 109.2+3 742 1 + 29** o979
Cx. Parietal Posterior 104.7 + 4 793.1 + 27** 656
Cx. Piriforme 95.7+4 702.3 + 16** 633
Cx. Entorrinal 100.5+4 696.0 + 31** 592
Cx. Perirrinal 1029+ 4 733.7 £ 11** 612
CX. Temporal 110.2+ 2 589 3 + 94** 434
Estriado 95.5+4 642.9 + 29** 573
Nucleo Accumbens 921+5 598.6 + 36** 549
AMG Basolateral 991 +5 736.6 £ 26™* 643
AMG Central 96.5 + 3 675.2 £ 12** 299
AMG Medial 952 + 4 647.4 £ 32** 280
Hipotalamo 105.8 + 17 565.6 + 35** 434
Talamo 959 + 5 620.9 + 34** 547
Giro Dentado 962 +5 650.6 + 41™* 576
Area CA 1 97.4 +3 636.3 + 30** 552
Area CA 2 952 + 4 628.2 + 19** 559
Area CA 3 94.2 + 3 590.2 + 43** 526
Sustancia nigra PR 954 + 4 646.5 + 24** 577
Sustancia nigra PC 959+ 5 574.6 + 50** 498
Sustancia GP 97.5 + 4 603.1 + 33** 518
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Anotaciones como en la Tabla IV.

Tabla XI. Unién del [°H]flunitracepam expresada en fmol/mg proteina, en
regiones especificas del cerebro de ratas inmaduras grupos, C30min vy
H30min, sacrificados después de la hipertermia.
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Anotaciones como en la Tabla IV.

Grupos

Estructura C30min H30min %

Cx. del Cingulo 358.0 + 21 511.5 + 44* 45
Cx. Frontal 396.1 + 40 507.8 £ 10* 28
Cx. Parietal Anterior 319.7 £ 27 433.9 + 38" 36
Cx. Parietal Posterior 356.6 + 33 624.8 + 67* 74
Cx. Piriforme 273.4+13 512.7 + 32* 87
Cx. Entorrinal 2329+19 680.8 + 73** 192
Cx. Perirrinal 288.6 £ 17 632.9 + 87* 119
CX. Temporal 248.5 £ 29 944.6 + 220* 280
Estriado 223.2+10 389.2 + 59* 74
Nicleo Accumbens 186.6 = 21 4585 + 51* 145
AMG Basolateral 305.5 + 32 507.4 + 41* 66
AMG Central 234.4 + 23 410.3 £ 51* 75
AMG Medial 288.7 £ 14 650.4 + 65* 125
Hipotalamo 2452 +18 561.1 + 62* 128
Talamo 241.7 £ 13 672.4 £ 101* 178
Giro Dentado 265.2+£12 651.6 + 89* 145
Area CA 1 260.1 £ 15 916.6 + 228** 252
Area CA 2 255.7 £ 19 661.9 + 118* 158
Area CA 3 292512 768.3 £ 197* 162
Sustancia nigra PR 226.5 £ 16 551.4 + 34** 143
Sustancia nigra PC 2341 £15 474.2 + 48* 102
Sustancia GP 192.0 + 12 489.4 £ 105* 154
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Tabla XII. Unién del [°H]muscimol expresada en fmol/mg proteina, en
regiones especificas del cerebro de ratas inmaduras grupos, C24h y H24h,
sacrificados después de la hipertermia.
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Anotaciones como en la Tabla IV.

Grupos

Estructura C24h H24h %

Cx. del Cingulo 177.8 £ 17 636.4 + 40** 257
Cx. Frontal 184.7 + 16 618.6 + 74** 234
Cx. Parietal Anterior 182.1+ 14 7241 £ 32** 297
Cx. Parietal Posterior 184.8 £ 26 775.3 + 35* 319
Cx. Piriforme 162.4 £ 23 635.6 + 45** 291
Cx. Entorrinal 182.1 £ 17 675.1 £ 64** 271
Cx. Perirrinal 184.2 £ 19 614.0 + 69** 233
CX. Temporal 193.3 £ 19 675 .1+ 64* 270
Estriado 188.5+7 454.6 £ 81** 141
Nucleo Accumbens 163.8 £ 21 615.1 + 85** 275
AMG Basolateral 175.8 £ 19 566.2 + 67** 322
AMG Central 174.9 + 18 640.5 + 78** 266
AMG Medial 176.6 £ 19 543.3 + 95** 207
Hipotalamo 173.1 £ 15 596.2 + 78** 244
Talamo 184.3 £ 12 648.6 + 95** 251
Giro Dentado 200.6 £ 11 555.2 + 79** 318
Area CA 1 174.9 + 22 614.5 + 62** 184
Area CA 2 145.6 £ 29 609.5 + 74** 318
Area CA 3 202.1+12 576.1 £ 82** 184
Sustancia nigra PR 196.2 + 11 743.2 + 54** 278
Sustancia nigra PC 185.8 £ 14 624.1 + 90** 235
Sustancia GP 1946 +8 544.6 + 48** 179
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Tabla XIlIl. Unién del [*H]flunitracepam expresada en fmol/mg proteina, en
regiones especificas del cerebro de ratas inmaduras grupos, C24h y H24h,
sacrificados después de la hipertermia.
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Anotaciones como en la Tabla IV.

Grupos
Estructura C24h H24h %
Cx. del Cingulo 474.6 + 84 704.3 £ 44* 48
Cx. Frontal 395.4 + 41 657.3 £ 41* 66
Cx. Parietal Anterior 427.9 £ 39 307.5 + 16* 28
Cx. Parietal Posterior 404.8 £ 15 331.9 + 31* 20
Cx. Piriforme 350.7 + 14 495.9 + 48* 48
Cx. Entorrinal 537.1 £ 98 595.3 + 119 10
Cx. Perirrinal 484.6 £ 117 786.9 £ 57* 62
CX. Temporal 593.5 £ 85 700.4 + 56 18
Estriado 309.3 £ 50 3914+ 70 26
Nucleo Accumbens 2741 + 11 4326 £ 73* Y
AMG Basolateral 2919+ 14 368.2 + 49 26
AMG Central 336.1 £+ 18 486.9 £ 53* 44
AMG Medial 422.9 £ 105 438.7 £ 57 4
Hipotalamo 276.4 + 10 4403 £ 71* 59
Talamo 3449 + 29 426.2 £ 69 24
Giro Dentado 428.2 £ 48 681.3 + 54* 59
Area CA 1 523.8 + 76 731.6 + 38* 39
Area CA 2 335.2+17 614.3 + 65* 83
Area CA 3 413.9 + 35 702.2 + 56* 69
Sustancia nigra PR 345.1+42 516.6 £ 57* 49
Sustancia nigra PC 324.3 + 23 311.6 + 54 96
Sustancia GP 303.4 + 20 504.9 + 68* 66
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Tabla XIV. Unién del [°H]muscimol expresada en fmol/mg proteina, en
regions especificas del cerebro de ratas inmaduras grupos, C20d y H20d,
sacrificados después de la hipertemia.
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Anotaciones como en la Tabla IV.

Grupos

Estructura c20d H20d %

Cx. del Cingulo 267.8 + 48 620.2 + 97* 131
Cx. Frontal 272.5+48 721.3+72* 164
Cx. Parietal Anterior 273.3 + 46 610.3 + 97* 123
Cx. Parietal Posterior 286.3 £ 33 681.3 + 78* 137
Cx. Piriforme 263.8 £ 35 433.4 + 73* 64
Cx. Entorrinal 279.9 £ 34 575.5 £ 79* 105
Cx. Perirrinal 266.3 + 40 496.1 £ 57* 86
CX. Temporal 309.2 + 48 720.0 + 84* 132
Estriado 231.5+ 36 480.8 + 80* 107
Nucleo Accumbens 222.7 £ 25 476.3 £ 69* 113
AMG Basolateral 248.5 + 30 383.2 + 42* 54
AMG Central 235.2 £ 27 401.8 £ 51* 70
AMG Medial 251.6 + 36 404.0 + 46* 60
Hipotalamo 232.7 £ 34 384.1 + 58* 64
Talamo 247.9 + 32 557.9 + 66* 125
Giro Dentado 240.6 = 29 501.2 + 53* 108
Area CA 1 263.8 + 36 481.3 + 66* 82
Area CA 2 242.9 + 37 485.7 + 53* 99
Area CA 3 246.8 £ 28 473.7 £ 48* 91

Sustancia nigra PR 272.3 £ 38 603.6 + 58* 121
Sustancia nigra PC 256.4 + 27 529.7 + 74* 106
Sustancia GP 260.7 £ 32 534.6 + 50* 105
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Tabla XV. Unién del [°H]flunitracepam expresada en fmol/mg proteina, en
regions especificas del cerebro de ratas inmaduras grupos, C20d y H20d,
sacrificados después de la hipertermia.
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Anotaciones como en la Tabla IV.

Grupos

Estructura C20d H20d %

Cx. del Cingulo 3216+ 18 487.1 £ 64* 51

Cx. Frontal 312.7 £ 14 339.6 + 14 8

Cx. Parietal Anterior 31457 339.1 £ 25 7

Cx. Parietal Posterior 291.8+ 16 336.5 + 31 15
Cx. Piriforme 278.4 £ 19 536.7 + 78* 92
Cx. Entorrinal 305.8 £ 15 497.5 + 81* 62
Cx. Perirrinal 314.4 + 20 615.9 +84* 93
CX. Temporal 296.1 £ 23 588.6 + 90* 98
Estriado 2164+ 8 508.0 £ 110* 135
Nucleo Accumbens 232.7 £ 11 376.6 £ 67 61

AMG Basolateral 244 .8 + 21 555.6 + 139* 127
AMG Central 270.1 £ 16 579.4 + 61* 114
AMG Medial 287.2+19 501.1 + 82* 74
Hipotalamo 231.2+19 265.0 £ 46 14
Talamo 2254 £ 11 287.2 £ 48 27
Giro Dentado 298.9 + 17 429.7 + 36* 43
Area CA 1 289.9 + 14 526.1 + 50* 81

Area CA 2 277.2 £ 16 498.6 + 59* 80
Area CA 3 286.3 £ 20 459.1 £ 30* 60
Sustancia nigra PR 23867 558.5 + 115* 134
Sustancia nigra PC 213.2+10 525.1 £ 97~ 146
Sustancia GP 277119 582.8 + 130" 110
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7.6 Efecto de las crisis hipertérmicas en el contenido tisular de aminoacidos

Se analiz6 si animales expuestos a CH presentan un aumento en el contenido
tisular de aminoacidos inhibitorios y excitatorios a corto y largo plazo, efectos
semejantes a los observados en ratas adultas con crisis epilépticas por el “kindling” y
AK. La concentracion de aminoacidos inhibitorios y excitatorios se cuantificé a los 30
min, 24 h y 20 dias después de inducir crisis convulsivas con hipertermia en areas
cerebrales especificas de ratas de 10 dias de edad, mediante cromatografia liquida de

alta resolucion.

7.6.1 Contenido tisular de aminoacidos 30 min después de las CH

El analisis cromatografico mostré que en comparacion al grupo control el
grupo CH30min presentd en el hipocampo un aumento significativo en el contenido
tisular de la glicina (14%) y taurina (114%), asi como una disminucion significativa en la
alanina (26%), el aspartato (51%) y la glutamina (42%). La corteza mostré un
incremento significativo en la concentracién de alanina (29%), GABA (64%), glutamina
(1371%), glutamato (739%) y de glicina (1493%). La amigdala exhibié un aumenté
significativo de alanina (46%), GABA (178%), glutamina (78%), glutamato (996%),
glicina (3661%) y taurina (1036%). En el estriado se mostré un incremento significativo
en el aspartato (136%), GABA (50%), glutamato (30%) y glicina (52%), asi como una
disminucion significativa en el glutamato (57%). El tallo cerebral present6 una elevacion

de alanina (109%), aspartato (83%), GABA (34%), glutamina (29%), glicina (114%) y
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taurina (55%). En el cerebelo se observé un aumento significativo en el aspartato
(355%), GABA (267%), glutamina (83%), glutamato (72%), glicina (443%) y taurina
(83%) (Figuras 18-21, Tabla XVI).
7.6.2 Contenido tisular de aminoacidos 24 h después de las CH

El grupo CH24h presentd en el hipocampo un aumento significativo del
glutamato (509%), asi como una disminucién significativa en la alanina (51%), el
aspartato (48%), GABA (42%), glutamina (65%), glicina (37%) y taurina (59%). La
corteza mostré un decremento significativo en la concentracion de alanina (30%), GABA
(61%), glutamina (24%), glutamato (36%) y taurina (46%). La amigdala exhibié un
aumento significativo de alanina (22%), aspartato (92%) y de glutamato (26%), ademas
una disminucion significativa de glutamina (21%). En el estriado se demostré un
incremento significativo en la glutamina (20%), en la glicina (71%) y en la taurina (74%)
y una disminucién significativa en la alanina (38%), aspartato (29%), GABA (51%) y
glutamato (41%). El tallo cerebral presentdé una elevacién de GABA (21%), glutamina
(77%), glutamato (52%), glicina (60%) y taurina (55%) y una disminucién en el aspartato
(31%). En el cerebelo se observdé un aumento significativo de aspartato (30%), asi
como un decremento significativo en la alanina (61%), GABA (85%), glutamina (53%),

glutamato (28%), glicina (42%) y taurina (21%) (Figuras 18-21, Tabla XVII).

7.6.3 Contenido tisular de aminoacidos 20 dias después de las CH

El grupo CH20d, mostré en el hipocampo un aumento significativo del
contenido tisular del aspartato (40%), glutamina (58%), glutamato (110%) y de taurina
(38%), asi como una disminucion significativa en la alanina (49%) y de glicina (34%). La

corteza mostré un incremento significativo en el aspartato (133%), GABA (108%),
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glutamato (13%) y de glicina (19%), también una disminucién significativa en la
concentracion de alanina (33%) y de taurina (8%). La amigdala exhibié un aumento
significativo de alanina (72%), aspartato (47%), GABA (222%), glicina (70%) y una
disminucién del glutamato (20%). En el estriado se demostré un incremento significativo
en la alanina (52%), aspartato (70%), GABA (147%), glutamina (40%), glutamato (39%),
glicina (147%) y taurina (58%). El tallo cerebral presenté una elevacion del aspartato
(109%) y de glutamina (12%). En el cerebelo se observé un incremento significativo en
la alanina (182%), aspartato (299%), GABA (150%), glutamina (99%), glutamato (23%),

glicina (287%) y taurina (93%) (Figuras 18-21, Tabla XVIII).
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Figura 22. Porcentaje de cambio con respecto a su grupo control en la concentracion del contenido
tisular de GABA en diferentes regiones del cerebro de ratas inmaduras sacrificadas a los 30 min
(CH30min), 24 h (CH24h) y 20 dias (CH20d) después de haber sido sometidas a CH. Los valores
representan la media + EE de 10 animales. t Student’s *p<0.05; **p<0.01.
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Figura 23. Porcentaje de cambio con respecto a su grupo control en la concentracion del contenido tisular de
Glutamina en diferentes regiones del cerebro de ratas inmaduras sacrificadas a los 30 min (CH30min), 24 h (CH24h) y
20 dias (CH20d) después de ser sometidas a CH. Los valores representan la media £ EE de 10 animales por grupo. t
Student’s.*p<0.05;*p<0.01.
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Figura 24. Porcentaje de cambio con respecto a su grupo control en la concentracion del contenido tisular de
Glutamato en diferentes regiones del cerebro de ratas inmaduras sacrificadas a los 30 min (CH30min), 24 h (CH24h) y
20 dias (CH20d) después de ser sometidas a CH. Los valores representan la media + EE de 10 animales por grupo. t
Student’s *p<0.05; **p<0.01.
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Figura 25. Porcentaje de cambio con respecto a su grupo control en la concentracion del contenido
tisular de Aspartato en diferentes regiones del cerebro de ratas inmaduras sacrificadas a los 30 min
(CH30min), 24 h (CH24h) y 20 dias (CH20d) después de ser sometidas a CH. Los valores representan
la media £+ EE de 10 animales. t Student’s *p<0.05; **p<0.01.
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Tabla XVI. Contenido tisular expresado en ng/mg de proteina de aminoacidos inhibitorios y excitatorios en diferentes
regiones cerebrales de ratas inmaduras sacrificadas 30 min después de inducirles CH (grupo CH30min), o de su
manipulacion (grupo CC30min).

Ala Asp GABA Gln Glu Gly Tau
Corteza CC30min |1678.0+132.4 |1009.9+76.5 826.1 £+ 65.1 237.3+259 3656.0 + 183.0 101.8 + 11.1 10160.6 + 180.8
CH30min |2162.3 + 109.5* | 1538.6 + 186.3* | 1353.6 + 122.4* 3492.0 + 403.5* 3069.0 + 196.9* 1622.2 + 106.7** | 10539.0 + 778.7
Hipocampo |CC30min |1849.9+102.9 |1413.5+114.8 |262.8+47.6 4087.4 +69.7 2573.6 +213.3 1420.1 + 38.0 2606.3 +41.2
CH30min |1361.4 +23.1* |689.6 +61.3* 2994 +£404 2365.8 + 128.8* 2489.0 + 89.8 1622.8 + 37.8* 5569.9 +186.4**
Estriado CC30min |1124.7 +121.0 |357.9+20.4 739.8+£17.7 1730.3 £ 228.5 3197.4 +49.7 690.3 £68.9 4374.5 +227.8
CH30min |1020.4 + 34.9 846.7 + 8.6* 11122+ 7.2* 2248.4 + 110.5 1826.7 + 77.9* 1049.7 + 70.8* 4500.0 + 182.6
Tallo CC30min |602.4 + 36.4 730.3 £ 36.2 863.0 £ 39.7 2344.0+114.9 3096.1+77.1 999.3 £46.0 3475.0 + 203.3
Cerebral CH30min |1260.8 + 51.1* 1338.8 +112.9* |1158.4 + 12.9* 3013.2 + 135.8* 2706.2 + 183.8 21349 +170.2* 5374.6 + 235.4*
Cerebelo CC30min [1144.2 +53.4 400.7 +57.6 381.0+35.8 2071.2 +106.7 2051.0+ 1454 520.8 £ 20.1 47451 + 2451
CH30min |1150.4 + 51.6 1821.3 £+ 123.3* | 1397.4 + 80.1** 3787.8 + 103.6** |3526.0 + 79.4** 2305.5+77.9* 8676.0 + 380.2*
Amigdala CC30min |1064.3 +62.4 1271.0+111.2 |392.6 +46.2 1839.5 + 87.1 2239.0 + 158.0 404 +3.3 5341+ 351
CH30min |1548.5 +57.7* 1551.5+114.9 |1093.3 +47.2** 3282.7 + 150.4** | 2454.7 + 119.1 1519.6 + 77.5** 6068.9 +264.5**

Los valores son

la media *

EE de 7 animales.
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Ala, Alanina; Asp, Aspartato; GABA, Acido v-
aminobutirico; GIn, Glutamina; Glu, Glutamato; Gly, Glicina; Tau, Taurina. t Student’s, *p<0.05; **p<0.01




Tabla XVII. Contenido tisular expresado en ng/mg de proteina de aminoacidos inhibitorios y excitatorios en diferentes
regiones cerebrales de ratas inmaduras sacrificadas 24 horas después de inducirles CH (grupo CH24h), o de su

manipulacion (grupoCC24h).

Ala Asp GABA GIn Glu Gly Tau

Corteza CC24h |2266.8 +105.6 |2243.7 +204.6 |1293.8 + 110.1 4168.0 +227.6 |8060.5+380.4 |591.6 + 54.1 16409.4+ 707.6
CH24h [1586.2 + 125.6* [1604.4 + 191.1 |507.5 + 53.6* 3151.8 + 285.8** |5183.5+662.3* |733.9+51.8 8878.6 + 510.9*
Hipocampo | CC24h [1473.0+81.5 [1947.4+124.1 |551.1+40.1 47175+195.4  |584.8+39.3 719.0 + 48.7 10645.3 + 232.0
CH24h [7253+71.0* [1004.3+39.3* [318.0+7.2* 1642.1 + 77.1** | 3559.5 + 153.9** |453.2 + 25.1 4354.5+163.8***

Estriado CC24h [1437.8+143.0 [1088.3+152.2 |1479.6+84.8 1529.3 + 95.6 2861.0 £ 154.1 | 490.6 + 39.5 2376.2 + 133.2
CH24h [896.7 +30.3* 769.2 + 150.4* [726.8 + 71.9* 1836.8 + 141.2** |1693.1 + 133.5** | 840.3+102.0* |4137.6 +197.0**

Tallo CC24h [945.0+57.2 1817.7 £120.0 |1237.1 +69.4 2096.2 + 146.0  |2379.3+110.4 |1101.1+87.0 3794.8 + 116.8
Cerebral CH24h [1010.1+71.8 [1250.1+86.5* |1500.6 +17.2* 3704.7 + 182.2** [3607.7 £ 123.9* [1764.9 + 113.6* |5631.3 +249.0**

Cerebelo | CC24h [2979.4 +263.0 [520.3 +53.1 24268 +171.7 |5416.3+155.4  |3864.0+154.9 |12452+48.0 6595.9 + 126.3
CH24h [1155.9+ 120.7* |674.1 +45.6* |354.3 + 28.5* 2560.3 + 182.3** |2803.2 + 156.9* |718.6 + 62.6** 5200.6 + 268.4*

Amigdala | CC24h [1236.3+74.2 |784.3+825 486.1 +24.2 1759.7 + 1464 | 3196.6+260.9 |389.9 +30.5 6986.4 + 422.4

CH24h [1511.1+46.6* [1503 +21.8* [536.0 +23.0 1398.2 + 68.1* 4036.0 + 36.1* 442.8 +24.0 6278.2 + 758.6

Anotaciones como en la Tabla VI.
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Tabla XVIII. Contenido tisular expresado en ng/mg de proteina de aminoacidos inhibitorios y excitatorios en diferentes
regiones cerebrales de ratas inmaduras, sacrificadas 20 dias después de inducirles CH (grupo CH20d), o de su
manipulacion (CC20d).

Ala Asp GABA GIn Glu Gly Tau

Corteza CC20d [950.1 +29.7 27445+89.2 |1097.4 +44.4 3957.3+248.4 |94095+151.9 |824.1+21.3 5474.5 + 180.1
CH20d [640.8 +23.1* |6384.6 +155.0* |2281.5+ 105.4** |3661.2+146.2 |10602.6 + 262.1* |978.0 + 59.4* 5037.6 + 154.2*

Hipocampo | CC20d |725.3+73.0 2073.5+103.1 |1270.1+1354  |1703.3+156.5 |23755+213.9 |520.7 + 26.1 2262.5 + 247.5

CH20d [371.4+27.3* |[2911.5+187.1** |1066.6 + 84.5 2685.5 + 244.4* [4983.0 + 208.5* |342.0 + 53.7* 3128.0 + 98.9*

Estriado CC20d |884.9 +16.7 2416.4 +176.1 [1222.1+148.0 |2095.7 + 180.1 2056.5 +246.7 |523.8 +68.3 2723.4 +172.3
CH20d |1348.5+86.4* |4114.8+236.0* |3028.8 + 169.5* |2935.1+134.9* |[4114.7 + 77.0* 1298.4 + 88.1**  |4310.7 + 92.2**

Tallo CC20d |613.3+17.2 3082.3+238.7 |1574.8+170.0 |2662.5+68.6 42411 +256.3 |1437.9+130.9 |2082.7 + 172.4
Cerebral CH20d [572.4 +18.0 6441.0 £222.6* [1647.6 + 119.9  |2982.0 + 92.5* 4688.0+213.8 | 1470.0+259.7 |1966.8 + 193.3
Cerebelo | CC20d |606.7 +22.1 1670.2+ 1059 [1131.9+199.5 |3300.3+125.9 |5278.1+213.0 |577.5+114.7 3193.7 £ 252.7
CH20d [1708.2 + 176.4* |6660.0+ 308.5** |2826.5 + 209.0* | 6571.8 + 202.4** |6492.8 + 384.2* |2233.8 +207.1** |6173.4 +203.6**

Amigdala | CC20d |656.6 + 33.9 2022.1 +334.6 |776.8 +44.2 40255 +2552 |5360.7+249.0 |846.8 + 144.7 3679.6 + 276.5

CH20d |1130.7 +65.8** [2962.5+109.1** [2501.4 + 174.3* |4107.8+163.9  |4307.7 + 172.1* [1437.1 + 78.3* 4074.4 + 115.2

Anotaciones como en la Tabla VI.
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8. Discusion
En el presente estudio se encontré que las crisis hipertérmicas

asi como, la exposicion a hipertermia sin produccion de crisis
convulsivas, modifican la susceptibilidad a las crisis inducidas por PTZ,
la union del GABA y las BDZ al receptor GABA, y el contenido tisular
de aminoacidos excitatorios e inhibitorios en areas cerebrales
especificas. Sin embargo, los datos obtenidos no corroboran la
hipotesis de que la produccidn de crisis hipertérmicas inducen cambios
a largo plazo, similares a los observados en modelos experimentales

de epilepsia del I6bulo temporal en animales adultos.

8.1 Efecto de las crisis hipertérmicas y la hipertermia en la
susceptibilidad al PTZ

En cuanto a la susceptibilidad a las crisis por PTZ en animales
inmaduros previamente expuestos a crisis hipertémicas, se observo lo
siguiente: la administracion de PTZ 30 min después de crisis
hipertérmicas produjo un menor porcentaje de animales que
presentaron crisis clonicas, ténicas y muerte inducidas por este
convulsivante, aunque la latencia a dichas crisis fue menor. 24 h
después de haber presentado crisis hipertérmicas, se observd un

decremento en el porcentaje de animales que presentan crisis tonicas
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y muerte, asi como un aumento en la latencia a todos los tipos de
crisis y la muerte inducidos por el PTZ. Finalmente, en los animales
que sufrieron crisis hipertérmicas 20 dias antes del PTZ, la produccién
de crisis mioclonicas, clénicas, tonica y muerte disminuyo, efectos
asociados a una mayor latencia a la aparicion de las crisis tonicas. El
incremento de las latencias a todas las crisis inducidas por el PTZ,
sugiere que no hubo cambios en el tiempo total de crisis en los
animales expuestos a crisis hipertérmicas 24 h y 20 dias previos.

Los efectos anticonvulsivantes inducidos en animales inmaduros
expuestos previamente a crisis hipertérmicas observados en el
presente trabajo son similares a los encontrados por otros autores en
animales adultos. Al respecto se sabe que la administracién subtoxica
de convulsivantes, de “kindling”, electrochoques y eventos hipoxicos e
isquémico pueden prevenir del daino neuronal y la actividad epiléptica
inducidos por el acido kainico, pilocarpina y bicuculina (EI Bahh y cols.,
1997, 2001; Emerson y cols., 1999a, b; Kelly y Mclntyre 1994; Penner
y cols., 2001; Plamondon y cols., 1999; Pohle y Rauca 1994; Rejdak y
cols., 2001; Sasahira y cols. 1995). Asi mismo, un episodio corto de
crisis inducido por acido kainico se asocia a un efecto protector contra

el dafio neuronal producido por el status epilepticus inducido por el
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mismo acido kainico de manera subsecuente (Najim y cols., 1998).
También se sabe que el pretratamiento con acido kainico protege a las
ratas del desarrollo del “kindling”. Al aumentar el umbral de
posdescarga y suprimir la recurrencia de las crisis espontaneas
(Bragin y cols., 2002). En el animal inmaduro la produccion de una
crisis hipertérmica eleva el umbral de hipertermia para producir crisis
subsecuentes, un efecto que al parecer estd mediado por el
neuropéptido Y (Dube y cols., 2005). Sin embargo, llama la atencion
que la experiencia previa a crisis convulsivas por PTZ en etapas
tempranas de la vida facilita el desarrollo de crisis hipertérmicas
(McCaughran y Manetto, 1983), lo que sugiere que el efecto protector
depende del tipo de factor estresante y crisis convulsiva.

El efecto anticonvulsivante producido por la exposicion previa a
crisis convulsivas en animales adultos suele durar varios dias (Kelly y
Mcintyre, 1994; Penner y cols., 2001). En el presente estudio
encontramos que los animales inmaduros presentan efectos
protectores contra las crisis por PTZ hasta 20 dias después de haber
presentado una crisis por hipertermia. En el futuro sera interesante

investigar este efecto en periodos mas prolongados.
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Por otra parte, hallamos que los animales expuestos a
hipertermia sin crisis convulsivas también mostraron efectos
protectores a las convulsiones inducidas por el PTZ, aunque diferentes
de las producidas por las crisis hipertérmicas. En los animales
expuestos a hipertermia sin crisis 24 h antes del PTZ, se observa una
mayor latencia a presentar crisis mioclonicas, pero reduccion de la
misma para las crisis clonicas y tonica. De manera similar, los
animales expuestos a hipertermia 20 dias antes del PTZ presentaron
un incremento en la latencia a las crisis mioclénicas y clonicas, pero
sin cambio en la apariciéon de la fase ténica. Este aumento en la
latencia en los componentes tempranos y acortamiento o ausencia de
cambio en la fase tonica sugiere un acortamiento en el tiempo total de
las convulsiones inducidas por el PTZ en animales previamente
expuestos al estrés de la hipertermia. Sin embargo, llama la atencion
que la exposicion previa a hipertermia sin crisis no modificd el
porcentaje de animales que respondieron al PTZ. Los resultados antes
descritos permiten sugerir que la exposicion previa a hipertermia sin
convulsiones protege a los animales de la produccion de crisis
subsecuentes de diferente manera que la producida por las crisis

hipertérmicas.
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La hipertermia por si misma, modifica la excitabilidad neuronal en
animales adultos e inmaduros, aunque las evidencias en la literatura
son controvertidas ya que se describen efectos inhibitorios y
excitatorios. Se describe que en animales adultos la hipertermia
moderada y severa incrementa la inhibicion en el giro dentado del
hipocampo adulto, pero disminuye en CA1 durante la hipertermia
severa. Por el contrario, en animales inmaduros, la hipertermia
moderada no modifica la excitabilidad neuronal del giro dentado, pero
la disminuye en CA1 (Liebregs y cols., 2002). Estos datos apoyan la
idea de que la hipertermia incrementa la excitabilidad neuronal en el
hipocampo inmaduro y favorece las crisis hipertérmicas. En el cerebro
inmaduro se sugiere que la hipertermia induce una disfuncion de la
homeostasis i6nica que genera un aumento en la excitabilidad
neuronal (Wu y Fisher, 2000). La hipertermia también produce un
incremento de la actividad neuronal en areas cerebrales como el
hipocampo, asociada a un incremento en la expresion de genes
tempranos y de la hormona liberadora de la corticotropina, que a su
vez aumenta la excitacion mediada por el glutamato (Hatalski y cols.,
2000). Se describe que la produccion de hipotermia durante la

induccién de hipoxia-isquemia, hace que el cerebro inmaduro sea
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altamente susceptible al dafio cerebral, un efecto que parece estar
mediado por la activacion de la via apoptética (Tomimatsu y cols.,
2003).

Por el contrario, otras evidencias experimentales sugieren un
efecto protector de la hipertermia. En animales adultos, el choque
térmico mitiga las consecuencias neuropatoldgicas de un evento
isquémico subsecuente (Chopp y cols., 1989; Kitagawa y cols., 1991;
Xu y cols., 2002). El choque térmico precondicionante también protege
contra el dano de retina (Barbe y cols., 1988) y contra el daio de
médula espinal (Zhang y cols., 2000). Asi mismo, la exposicion a
hipertermia transitoria sin crisis convulsivas en animales adultos se
asocia a un menor dafio neuronal en hipocampo inducido por acido
kainico y atenua la susceptibilidad a las crisis inducidas por bicuculina
(Duveau y cols., 2000). En el animal inmaduro, la produccion previa de
hipertermia protege al cerebro del dafno inducido por un proceso de
hipoxia-isquemia (Yager y Asselin, 1999).

El presente estudio es la primera evidencia experimental de que
el pretratamiento hipertérmico transitorio y las crisis hipertérmicas en
animales inmaduros protegen, bajo ciertas condiciones, contra las

crisis epilépticas inducidas por el PTZ. Nuestros resultados son
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consistentes con muchos de los estimulos estresantes
precondicionantes que inducen un sistema de defensa evolutivamente
conservado. Las crisis hipertérmicas y la hipertermia pudieran estar
evocando una respuesta reactiva, adaptativa y de sobrevivencia, en un
intento de proteger a las células contra el calor y otros eventos
adversos. En el cerebro inmaduro, la respuesta adaptativa que sigue
al estimulo estresante, podria estar previniendo la crisis, como se
observa en el presente estudio.

Los efectos protectores de las crisis hipertérmicas deben de
diferir de los producidos por la hipertermia, ya que las primeras se
asocian a un exceso de excitabilidad neuronal. Mientras, que la
hipertermia, para evitar el dano cerebral, no debe exacerbar la
excitabilidad neuronal, disparar la epilepsia o inducir pérdida neuronal
en alguna area cerebral vulnerable. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo muestran que los efectos de las crisis hipertérmicas
difieren de los producidos por la hipertermia sola, tanto en la
susceptibilidad a crisis por PTZ, como en cambios en los receptores a
GABA, y BDZ (ver abajo).

Se requieren mas estudios con otros modelos experimentales de

epilepsia para obtener un panorama mas general del efecto protector
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del pretratamiento con choque térmico contra la epilepsia en animales
inmaduros. Esto podria ser particularmente interesante para conocer si
esta proteccion es efectiva con algun tipo de epilepsia y si tiene un
efecto anticonvulsivo, un efecto antiepileptogénico, o ambos.

El papel del GABA como un posible factor que media la
proteccion contra las crisis por PTZ merece ser mencionado en el
presente contexto. Al respecto se sabe que los agonistas gabaérgicos
protegen de las crisis inducidas por PTZ (Gonsalves y Gallager, 1986),
y que un incremento en el contenido tisular del GABA producido por
hipoxia cerebral esta fuertemente correlacionado con una disminucion
en la susceptibilidad a las crisis inducidas por bicuculina (Sieklucka y
cols., 1992). Es posible que una activacion del sistema GABA esté
asociada a los efectos anticonvulsivantes inducidos por la hipertermia

y las crisis hipertérmicas.

8.2 Efecto de las crisis hipertérmicas y la hipertermia en la union
a los receptores GABA,y BDZ
En el presente estudio se investigaron los cambios a diferentes

tiempos en la union del receptor GABAA y BDZ inducidos por la
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produccion de crisis hipertérmicas e hipertermia sola, durante un
periodo de 20 min.

Nuestros resultados muestran que la unidon al receptor GABAa
aumento significativamente en todas las areas evaluadas a los 30 min
después de las crisis hipertérmicas e hipertermia sola, un efecto que
se observo a las 24 h y 20 dias después de las crisis. En cuanto a la
union al receptor a BDZ, los animales con crisis hipertérmicas
mostraron un aumenté en areas cerebrales especificas Unicamente a
las 24 h después de las crisis hipertérmicas. De igual manera, en los
animales expuestos a hipertermia sin crisis, se observé un aumento

significativo a los 30 min, efecto que persistio a las 24 h y 20 dias.

En relacion al aumento que se observé a los 30 min después de la
hipertermia sin crisis, pudiera explicarse por los experimentos in vitro que indican
que el pentobarbital aumenta la unién de la BDZ (Carlson y cols., 1992). Por
su parte Suzuki y cols., 1996, reportaron que la unién de las BDZ no se encuentra
modificada 24 h después de una administracion aguda de pentobarbital.
Probablemente los cambios observados a los 30 min después de la hipertermia en
la union de GABA y BDZ, pudiera deberse al efecto del pentobarbital, sin
embargo, los cambios a mas largo plazo se deben principalmente a la hipertermia.
Por lo anterior son necesarios experimentos adicionales en los que se exponga al
animal a temperaturas altas que no induzcan crisis y evitar la administracion del

pentobarbital.
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Tanto la produccion de crisis hipertérmicas y de hipertermia sola,
producen incrementos similares en la unién a los receptores a GABAa a los 20
dias después de ambas manipulaciones experimentales. Por lo contrario, a este
tiempo se observd un aumento de la union al receptor a BDZ en casi todas las
areas cerebrales evaluadas de los animales expuestos a hipertermia, mientras que
en los animales con crisis hipertérmicas dicho efecto se restringidé a las cortezas
cerebrales. Lo anterior sugiere que los efectos a largo plazo en la unién a los
receptores GABAA podrian deberse principalmente a la hipertermia mas que a las
crisis hipertérmicas, mientras que los cambios a largo plazo en la unién de los

receptores a BDZ son exclusivos de la hipertermia.

Las neuronas tienen una baja capacidad para responder al
choque térmico (Nishimura y cols., 1991), mientras que las células de
la microglia son las primeras en reconocer dichas situaciones
estresantes (Streit y Kincaid-Colton, 1995). Asi mismo, la hipertermia
incrementa la expresion de productos de genes tempranos, como la
proteina FOS (Dragunow y cols., 1989). Por su parte, Krueger y cols.
(1999) reportd que la hipertermia incrementa la expresion de proteinas
de choque térmica en células gliales de hipocampo, mientras que la
actividad epiléptica inducida por acido kainico aumenta la expresion de
estas proteinas en neuronas de la misma estructura. Lo anterior nos
permite sugerir que la hipertermia es capaz de activar probablemente

a las células de la glia. Por otra parte, se sabe que la estimulacion de
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receptores periféricos a BDZ, que se localizan en células gliales en el
SNC, inducen la expresion de proteinas de choque térmico a través de
un mecanismo de estrés oxidativo intracelular (Camins y cols., 1995) y
que la administracion de agonistas inversos a las BDZ revierten la
expresion de dichas proteinas asi como la atenuacion de la actividad
motora inducida por estrés (Hayase y cols., 2003). Es posible que los
cambios en receptores a BDZ que observamos a los 20 dias después
de la exposicion a la hipertemia sin crisis puedan estar asociados a la
activacion de proteinas de choque térmico en células gliales donde se

encuentren dichos receptores.

Llama la atencién que los cambios hallados en la unién a las
BDZ 24 h después de las crisis hipertérmicas en ratas de 10 dias de edad son
similares a los observados a las 72 h después del status epilepticus en ratas de 15
dias de edad (Rocha y cols., 2000). Aunque las crisis hipertérmicas a los 10 dias
de edad y las crisis por acido kainico a los 15 dias de edad son dos modelos
diferentes de epilepsia en dos edades distintas, ambos comparten caracteristicas
comunes. Las ratas que sufren crisis hipertérmicas durante un periodo de 20 min a
los 10 dias de edad no desarrollan crisis espontaneas en el adulto (Dube vy cols.,
2000) y presentan alteraciones estructurales en el hipocampo y la amigdala que
son evidentes a las 2 semanas, pero no 4 semanas después de las crisis (Toth y
cols., 1998). En animales de menos de 18 dias de edad, el acido kainico produce

crisis generalizadas que no evolucionan a status epilepticus ni inducen dafo

111



neuronal (Nitecka y cols., 1984). De hecho, estos animales presentan una
reducciéon a la susceptibilidad a desarrollar epilepsia, asi como un aumento de la
inhibicion cuando las crisis son inducidas en ratas de 14 dias de edad (Linch y
cols., 2000). Es posible que en el cerebro en desarrollo una importante activacion
del sistema GABA después de las crisis inducidas por ambos, hipertermia y acido
kainico pudiera jugar un papel relevante en las consecuencias a largo plazo de las
crisis. También es posible que en el cerebro inmaduro ambos factores estresante,
la hipertermia sola y las convulsiones, induzcan a largo plazo cambios similares en
el complejo GABAA/BDZ.

Con base en varios estudios epidemioldgicos que sugieren
que las crisis febriles en el cerebro inmaduro inducen el desarrollo de epilepsia del
|6bulo temporal en el adulto (Cendes y cols., 1993; Trinka y cols., 2002), en el
presente estudio se esperaba que las ratas que experimentaron crisis
hipertérmicas a los 10 dias de edad desarrollaran cambios en la unién del receptor
GABAA/BDZ que fueran paralelos a los detectados en modelos experimentales de
epilepsia del l6bulo temporal en animales adultos. El “kindling” eléctrico, un
modelo comunmente usado para el estudio de la epileptogénesis y la epilepsia del
l6bulo temporal (Goddard y cols., 1969; Racine 1972), se asocia a un aumento de
la unién de los receptores GABAA y BDZ en el giro dentado de ratas adultas 24 h
después de la ultima crisis tipo “kindled”, efecto que no se detecta 28 dias
después de la ultima estimulacion (Nobrega y cols., 1989; Shin y cols., 1985). El
acido kainico, otro modelo experimental que induce cambios patoldgicos similares
a los observados en la epilepsia del I6bulo temporal en humanos (Nadler 1979;

Pisa y cols., 1980), produce status epilepticus asociado a un decremento y
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aumento simultdneo de la union a BDZ en varias areas cerebrales a las 24 h
después de haber administrado el acido kainico, mientras que a los 40 dias del
mismo se detecta un aumento de receptores a BDZ en el giro dentado (Rocha y
Ondarza, 1999). Los datos del presente estudio indican que las modificaciones en
la union del receptor GABAA/BDZ producidas por las crisis hipertérmicas en el
cerebro de rata inmadura son diferentes a las producidas por el “kindling” y el
acido kainico en el cerebro adulto y no apoyan la hipétesis de que la produccion
de crisis hipertérmicas, en la vida temprana causen epilepsia del |6bulo temporal.
Sin embargo, es necesario investigar efectos en la unién a los receptores
GABAA/BDZ a mas largo plazo, ya que en el presente trabajo se evalud hasta la
edad juvenil, faltando la edad adulta, la que nos permitiria una mejor comparacion

con el “kindling” y el acido kainico.

La unién del receptor a GABA, y BDZ se evalué en areas
cerebrales especificas involucradas en la actividad epiléptica. Se sabe
que la corteza, la amigdala y el hipocampo estan implicados en la
generacion y la propagacion de las crisis convulsivas (Baram y cols.,
1997; Bear y Lothman, 1993; Veliskova y cols., 1996). La sustancia
nigra y los nucleos talamicos son estructuras subcorticales relevantes
para la generalizacion de las crisis epilépticas (Cassidy y Gale, 1998;
Hayashi, 1952; Jinnai y cols., 1954; Hass y cols., 1990; Moshé y cols.,
1995) y en la regulacion de la excitabilidad cortical (Janowsky y cols.,

1992). La sustancia gris periacueductal se sugiere como una via para
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la generalizacion caudal-rostral de las crisis (Peterson y cols., 2000).
Es posible que el aumento de la union del receptor GABAA/BDZ en
estas areas cerebrales de animales inmaduros se asocie a un
aumento de la funcion del sistema gabaérgico y a la reduccién de la
susceptibilidad a las crisis inducidas por el PTZ, efectos similares a los
observados en ratas adultas en las que se producen un aumento de la

unién al receptor a BDZ (Rocha vy cols., 1994; 1996).

Por otra parte, la actividad del GABA se ha asociado con
situaciones que se caracterizan por un aumento de la excitabilidad neuronal
(Staley y cols., 1995). Bajo estas circunstancias, la actividad del GABA puede
conducir directamente a una sincronizacion ritmica de las células piramidales del
hipocampo maduro similar a la producida por las crisis epilépticas (Fujiwara-
Tsukamoto y cols., 2003). El cerebro inmaduro presenta una alta tendencia para la
actividad ictal (Liebregts y cols., 2002; Moshé y cols., 1983, 2000), una situacion
que se ha asociado con la excitacion mediada por el GABA (Dzhala y Stanley,
2003). El aumento de la union al receptor GABAA/BDZ detectada en varias areas
cerebrales 20 dias después de las crisis hipertérmicas e hipertermia podria
asociarse con la accion excitatoria inducida por el aumento del GABA en esta
ventana del desarrollo. Sin embargo, la proteccidon a los efectos del PTZ
observados en el presente estudio en los animales inmaduros previamente
expuestos a hipertermia o crisis hipertérmicas sugieren un incremento de la

neurotransmision inhibitoria.
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Las crisis hipertérmicas en la vida temprana producen un
aumento a largo plazo de la actividad sinaptica inhibitoria, un efecto
que posiblemente dependa de la activacion de la PKA (Chen y cols.,
1999). Esta activacion podria estar asociada con un aumento de la
fosforilacion de algunas subunidades del receptor GABA,, o que
pudiera reducir la funcidén del receptor (Leidenheimer y cols., 1991). Es
posible que el aumento de la unién del receptor GABAA/BDZ implique
una respuesta rebote de este efecto. Otros mecanismos podrian ser
investigados en el futuro.

En el presente estudio se encontrd que las crisis hipertérmicas y
la hipertermia resultan en cambios significativos en la union del
receptor GABAA que no fueron paralelos a los producidos en el sitio de
union a BDZ. Estos efectos diferenciales pueden resultar de cambios
en las subunidades que regulan la unién del receptor GABAA 0 BDZ en
el cerebro inmaduro. En neuronas de ratas epilépticas adultas, la
expresion de las subunidades del receptor GABAA y su ARNm se
altera de manera significativa, efecto que correlaciona con
modificaciones importantes en la funcién del mismo (Brooks-Kayal y
cols., 1998; Schwarzer y cols., 1997). Las mutaciones de la subunidad

Y2, que se sugiere como un mecanismo productor de las crisis febriles
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(Bowser y cols., 2002; Harkin y cols., 2002; Wallace y cols., 2001),
pudiera causar un ensamble incorrecto de las subunidades en el
complejo del receptor y de esta manera reducir la sensibilidad a las
BDZ, lo cual pudiera inducir un incremento en la excitabilidad neuronal
(Wu vy cols., 2004). Ademas, el dafo de la subunidad a1 del receptor
GABA, altera el ensamble al receptor, asi como la respuesta
farmacologica y conductual a las BDZ (Kralic y cols., 2002). Esperando
que las crisis hipertérmicas e hipertermia induzcan una disminucion de
la modulacion de las BDZ por dafo de las subunidades especificas del
receptor, es posible que la unién del receptor GABAA esté expresada

en exceso como un mecanismo compensatorio.

8.3 Efecto de las crisis hipertérmicas en los niveles tisulares de
aminoacidos

Encontramos que las crisis hipertérmicas en animales inmaduros
conllevan a cambios en el contenido tisular de aminoacidos que no
son paralelos a los producidos por la epilepsia del |6bulo temporal de
sujetos adultos, tanto en pacientes como en ratas. Dichos cambios

dependieron de la estructura evaluada y del tiempo de analisis.
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La evaluacién del contenido tisular de aminoacidos en pacientes
con epilepsia del |6bulo temporal se ha restringido a estructuras que
son resecadas durante la cirugia de epilepsia, tales como la corteza
cerebral en la que se detecta un incremento del contenido tisular de
glutamato (Perry y Hansen, 1981; Sherwin y cols., 1988). Por lo
anterior, resulta interesante la comparacion de nuestros resultados con
los obtenidos por Lésher y cols. (1993) con ratas adultas, a los 36 dias
después de la ultima crisis generalizada inducida por “kindling”. En el
presente estudio, observamos que, 20 dias después de la ultima crisis
hipertémica existe un incremento de aspartato, GABA, glutamato y
glicina en la corteza cerebral, mientras que en el “kindling”, se produce
un decremento de glutamato y aspartato, mientras que el GABA y la
glicina no se modifican. En el hipocampo encontramos un incremento
de aspartato, glutamato, glutamina y taurina, asi como un decremento
de GABA, alanina y glicina. Con el “kindling”, el hipocampo presenta
decremento de aspartato, GABA, glutamato y taurina, mientras que la
glicina aumenta. En la amigdala cerebral detectamos una elevacion de
alanina, aspartato, GABA y glicina, asi como una disminucion de
glutamato. En animales con “kindling”, la amigdala presenta un

incremento de aspartato y glicina, pero el GABA, glutamato y taurina
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no se modifican. En el cerebelo observamos un incremento de todos
los aminoacidos evaluados, contrariamente que con el “kindling”,
donde, esta estructura presenta un decremento del contenido tisular
de glutamato, aspartato, GABA y taurina. Esto pudiera reflejar una
hiperactividad neuronal, la cual juega un papel inhibidor de las crisis, lo
que pudiera explicar el papel que tiene dicha estructura en la
supresion de las mismas.

Resulta interesante para el presente estudio la correlacion
de los niveles tisulares de aminoacidos en areas cerebrales
especificas de animales previamente expuestos a crisis hipertérmicas
con su susceptibilidad a las crisis por PTZ. Al respecto, se sabe que
las crisis mioclonicas y clonicas inducidas por el PTZ estan mediadas
por la activacion de estructuras del cerebro anterior, como la
neocorteza (Ben Ari y cols. 1981; Browning 1985), mientras que la
extension téonica se modula en regiones del diencéfalo y el tallo
cerebral, incluyendo la formacion reticular, el bulbo y la sustancia gris
periacueductal (Browning 1985; Miller y cols., 1987). Los animales
sacrificados 30 min después de las crisis hipertérmicas mostraron un
aumento significativo de casi todos los aminoacidos evaluados, tanto

inhibitorios como excitatorios, en todas las estructuras analizadas. Es
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probable que dicho incremento de los aminoacidos excitatorios pueda
estar mediando la reduccion en la latencia a las crisis inducidas por el
PTZ, mientras que el incremento de los aminoacidos inhibitorios
pudiera estar involucrado en el disminucion en el porcentaje de
animales que respondieron a dicho convulsivante.

Los animales sacrificados a las 24 h después de las crisis
hipertérmicas mostraron un incremento del contenido tisular del
glutamato y glutamina en el hipocampo asi como de aspartato y
glutamato en la amigdala. Asi mismo, en tallo cerebral presentaron un
incremento de la mayoria de los aminoacidos analizados. Sin
embargo, en el resto de las estructuras evaluadas se detecté un
decremento del contenido tisular de la mayoria de los aminoacidos.
Este decremento puede ser consecuencia de un aumento del
consumo de los aminoacidos durante la fase ictal o como
consecuencia de un exceso de liberacion de los mismos durante la
crisis (Ueda y Tsuru, 1995; Ding y cols., 1998). Es posible que el
incremento de la latencia a las crisis mioclonicas y clénicas inducidas
por el PTZ, 24 h después de las crisis hipertérmicas pueda ser
consecuencia del decremento de la actividad neuronal durante el

periodo refractario postictal de las crisis hipertérmicas (Caldecott-
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Hazard y Engel, 1987), asociada a una disminucién de los niveles
tisulares de los aminoacidos en estructuras que estan involucradas en
la expresion de las mismas, como la corteza cerebral (Chagnac-Amitai
y cols., 1989; Chervin y cols., 1988). Asi mismo, un incremento de
aminoacidos inhibitorios (glicina y taurina) en el estriado pudiera estar
involucrado en estos efectos. Por otra parte, se sabe que el tallo
cerebral juega un papel importante en la produccién de la fase tonica
inducida por el PTZ al permitir la transmision de sefiales del cerebro
anterior a la médula espinal (Yonekawa y cols., 1980). El incremento
de aminoacidos (GABA, glutamato, glutamina, glicina y taurina) a nivel
de tallo cerebral podria estar asociado a la reduccion de la incidencia
de la fase tonica y la muerte en los animales expuestos 24 h antes a
las crisis hipertérmicas. Ademas, de la participacion de otros
sistemas como el serotoninérgico que pudiera estar participando en la
inhibicidon de las crisis, por lo que se requieren estudios de esté
sistema en las crisis inducidas por hipertermia.

Los animales que se sacrificaron a los 20 dias después de
presentar crisis hipertérmicas, mostraron un aumento del contenido
tisular de todos los aminoacidos en el estriado y el cerebelo. Estos

datos resultan interesantes, ya que el estriado, al asociarse con la
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substancia negra, podria estar modulando la expresion de las crisis
convulsivas en ratas inmaduras (MacNamara y cols., 1984). En cuanto
al cerebelo, se sabe que su estimulacion eléctrica puede reducir las
crisis convulsivas (Cooper y cols., 1976; Fisher y cols., 1997). El
incremento de los aminoacidos en estriado y cerebelo pudiera reflejar
un aumento de la actividad neuronal de estas estructuras, ejercer un
efecto protector e inducir un aumento de la latencia a la fase ténica y
reduccion de la incidencia de los diferentes tipos de crisis inducidas
por el PTZ. Llama la atencidn que en otras estructuras existe
incremento del contenido tisular de algunos aminoacidos, tanto
inhibitorios como excitatorios, i.e., la corteza cerebral (GABA, glicina,
aspartato y glutamato), hipocampo (aspartato, glutamina, glutamato y
taurina), tallo cerebral (aspartato y glutamina) y amigdala (aspartato,
GABA vy glicina). El incremento de aminoacidos inhibitorios pudiera
relacionarse con la proteccion a las crisis por PTZ a los 20 dias
después de las crisis hipertémcac. Por el contrario, el incremento de
los aminoacidos excitatorios podria asociarse con el aumento de la
excitabilidad cerebral a largo plazo varios dias después de las crisis
hipertérmicas reportada por algunos autores (Bender y cols., 2003;

Brewster y cols., 2002).
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En el presente estudio se encontr6 un aumento del contenido
tisular de aminoacidos como GABA y el glutamato, a los 20 dias
después de las crisis hipertérmicas. Este incremento puede explicarse
por una alteracion en el sistema de captura o de las enzimas
responsables de la sintesis de dichos aminoacidos. Se sabe que la
actividad epiléptica, tanto en pacientes como en modelos de epilepsia,
induce cambios a largo plazo en diferentes transportadores. Existe una
disminucién del transportador vesicular VGLUT-1 en la corteza
epiléptica humana (Alonso-Nanclares y DeFelipe, 2005). La actividad
epiléptica produce un decremento del RNAm y de las proteinas del
transportador de glutamato y aspartato (GLAST), del transportador del
glutamato (GLT-1), y del transportador de aminoacidos excitatorios
(EAAC-1). El transportador a GABA, GAT-3, presenta un aumento,
mientras que el transportador GAT-1 no presenta cambios a largo
plazo (Ueda y cols., 2001). También se observa una disminucion en el
transporte, de la captura y del transporte inverso, por lo que se
presenta un aumento en el tono inhibitorio interictal (Patrylo y cols.,
2001).

Con respecto a animales inmaduros, Arias y cols., (1992)

describieron que la actividad de la enzima GAD se encuentra
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disminuida en animales de 2 y 5 dias de edad sometidos a crisis
hipertérmicas. Sin embargo, estos autores no encontraron cambios en
la actividad de dicha enzima en animales de 10 y 15 dias de edad,
probablemente debido a que el tiempo de exposicidn a la hipertermia
fue de 10 min, menor al utilizado por el método de Baram. Otro factor
importante puede ser la temperatura ambiental, que no excedi6é 2°C a
la temperatura corporal, situacion que probablemente no fue suficiente
para que la temperatura cerebral aumentara de forma tal que generara
crisis hipertérmicas. Al respecto se sabe que es necesario un
incremento de la temperatura cerebral para que se induzcan las crisis
(Yang y cols., 2002). Ademas, en el estudio realizado por Arias y cols.,
(1992), se evalud la actividad de la GAD en el cerebro completo, lo
cual no permite visualizar cambios en areas cerebrales especificas. Lo
anterior nos hace sugerir que son necesarios estudios adicionales en
los que se cuantifique la actividad de la GAD en areas cerebrales
especificas en modelos como el descrito por Baram y cols., (1997). La
relevancia del estudio de Arias y cols., (1992) consiste en que el
decremento de la GAD por la hipertermia produce crisis. Por su parte,
Orozco y cols., (2000) reportaron que en ratas inmaduras no se

detectan cambios en el transportador GAT-1 a nivel del hipocampo 24
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h después de la produccion de crisis hipertérmicas. Sin embargo, al
momento se desconoce si con este modelo experimental se producen
cambios en otro tipo de transportadores o en otras areas cerebrales,

varios dias después de las crisis hipertérmicas.

Los niveles elevados de glutamato 20 dias después de las crisis
hipertérmicas, pudieran modificar la excitabilidad neuronal e inducir alteraciones
neurotoxicas. Previamente se demostro que las crisis hipertérmicas recurrentes se
asocian a un aumento de la excitabilidad neuronal, y a largo plazo con la
produccion de epileptogénesis, situacion que al parecer depende de la activacion
de procesos inflamatorios y de la recurrencia de las crisis (Auvin y cols., 2005;
Dube y cols.,, 2005). De hecho, se reporta que un solo evento de crisis
hipertérmicas puede aumentar la excitabilidad neuronal (Dube y cols., 2000; Chen
y cols., 1999; 2001).

El aumento del glutamato puede inducir dafio neuronal e incremento de la
excitabilidad nerviosa. Al respecto, se describe que la actividad epiléptica inducida
por la 4-aminopiridina, un bloqueador de los canales de potasio, se debe a la
accion combinada de la liberacion de aminoacidos excitatorios y a la estimulacion
directa de la actividad neuronal (Pefia y Tapia, 1999). Por otra parte, el aumento
de la liberacion del glutamato inducido por la 4-aminopiridina se asocia a un
proceso de muerte neuronal (Pefa y Tapia, 2000), el cual se produce cuando la
cantidad del aminoacido liberado es alta y por una sobreactivacion de sus
receptores, pero es independiente de la produccion de la actividad epiléptica

(Ayala y Tapia, 2005). Asi mismo, se reporta que el substrato de la actividad
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epiléptica inducida por la 4-aminopiridina es el aumento de la liberacién del
glutamato asociada a una mayor excitabilidad neuronal inducida por dicho farmaco
(Pena cols., 2002).

En el presente estudio encontramos que las crisis hipertérmicas producen
un incremento de glutamato a largo plazo, efecto que puede estar asociado a
muerte neuronal y crisis espontaneas detectadas después de la produccion de
crisis hipertérmicas repetidas (Dube y cols., 2005; Orozco y Feria, 2001). Nuestros
resultados no nos permiten correlacionar la produccion de eventos neurotéxicos y
alteraciones de excitabilidad neuronal, aparte de que solo se evalud el efecto de
una sola crisis hipertérmica. En estudios futuros sera interesante investigar los
efectos de crisis hipertérmicas recurrentes asociadas a lesiones cerebrales en el
sistema glutamatérgico, con el propdsito de determinar su influencia en la
producciéon de crisis espontaneas.La probabilidad de provocar las crisis epilépticas
depende de la madurez del cerebro. Con la maduracion aumenta la resistencia a
las crisis inducidas por hipertermia, y en individuos jéovenes se requiere un grado
bajo de hipertermia para convulsionar (Jiang y cols. 1999; Liebregts y cols., 2002).
Se sabe que el cerebro adulto puede tolerar una temperatura corporal total de 42
°C por una hora sin mostrar signos de muerte celular en el SNC o sintomas
neurologicos (Khan y Brown, 2002; Leoni y cols., 2000). En adultos, las crisis
febriles no tienen consecuencias dafiinas en el hipocampo, asi como ningun
cambio neuropatoldgico detectable bajo el status epilepticus. De esta manera, la
hipertermia parece ser un estimulo relativamente seguro. La opinion general es
que en el cerebro adulto normal la hipertermia como la fiebre puede inducir una

condicion adaptativa. En el cerebro inmaduro, cuando la hipertermia ocurre
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simultdneamente con otros eventos patofisiolégicos, tal como el trauma cerebral,
inflamacion, dafio neuropatolégico o alteraciones de la migracion neuronal, el

deterioro cerebral secundario puede ser severo (Germano y cols., 1996).

Estas evidencias experimentales apoyan la hipotesis de que la
hipertermia aumenta el dano neuronal cuando es sobrepuesta con
diferentes retos neuropatoldégicos. Sin embargto, es todavia
desconocido si los beneficios de la terapia antipiretica prevalece sobre
sus riesgos justo cuando la temperatura es elevada (Thompson y
cols., 2003).

Los estimulos estresantes crean una resistencia de las neuronas
a estimulos subsecuentes del mismo o de diferente tipo, lo que ha
dado origen al concepto de “tolerancia cerebral” que se caracteriza por
una resistencia transitoria del cerebro a un daino posterior (Rejdak y
cols., 2001). Se describe que en la tolerancia cerebral se generan
metabolitos y ligandos que pueden participar en dicho fendmeno
(Rejdak y cols., 2001; Dirnagl y cols., 2003; Blondeau y cols., 2000).
También se asocia a un aumento de la expresion de las proteinas de
choque térmico (Tsuchiya y cols., 2003; Akbar y cols., 2003) las que
tienen como funcién actuar como proteinas “chaperonas” al conducir a
otras proteinas hacia el interior de organelos, como los lisosomas y el

reticulo endoplasmico. Dichas proteinas también participan en el
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doblamiento de los polipéptidos nacientes durante la translacion
(Jacob y cols., 1993; Kiang y cols., 1998). En respuesta al estrés,
dichas proteinas pueden ejercer un efecto protector al estabilizar a las
proteinas desnaturalizadas y remover a las proteinas dafiadas (Parsell
y cols., 1993). Se sabe que las neuronas tienen una habilidad limitada
a responder al choque térmico en comparacion a las células gliales
(Nishimura y cols., 1991).

Por otra parte, se describe que los neuroesteroides, que se
sintetizan del colesterol (Hu y cols., 1987), se incrementan en
respuesta a diferentes estimulos como el estrés (Purdy y cols., 1991).
Se sabe que los neuroesteroides modulan de manera positiva la
funcion del receptor GABAA (Harrison y Simmonds, 1984; Majewska,
1992), aumentando la corriente de cloro en el mismo (Rupprecht y
Holsboer, 1999; Barbaccia y col. 2005). Se sugiere que los
neuroesteroides reducen la excitabilidad neuronal a través de su
accion en la subunidad © del receptor GABA4 (Stell y cols., 2003).
También se ha descrito que el neuroesteroide alopregnanolona,
aumenta las corrientes evocadas por el GABA, un efecto que es mayor
en los animales adultos y que esta asociado a un incremento de la

expresion del RNAmM y su proteina de la subunidad a-1, en el giro
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dentado (Mtchedlishvili y cols., 2003). También se reporta que los
neuroesteroirdes, al activar el receptor GABA,, suprimen las
descargas epileptiformes espontaneas producidas in vitro en el
hipocampo (Martin-Garcia y Pallares, 2005; Salazar y cols., 2003). La
descontinuacion de la exposicion cronica a neuroesteroides resulta en
una sobreexpresion o disminucion del RNAm de diferentes
subunidades del complejo GABA,, lo cual puede estar asociado a
cambios en la expresion de sus receptores y en sus respuestas
(Mascia y cols., 2002).

Las evidencias antes expuestas nos permiten sugerir que el
estrés inducido por la hipertermia y/o crisis hipertérmicas pudiera
activar a los neuroesteroides del animal inmaduro. Esto puede estar
mediando los efectos anticonvusivantes en la prueba del PTZ.
También es posible sugerir que, la activacion de los neuroesteroides
pudiera estar mediando los cambios en la union de los receptores a
GABA, y BDZ observados en el presente estudio. Futuros estudios

deben de llevarse a cabo con el fin de comprobar esta hipotesis.
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10. Perspectivas

Las perspectivas que se han generado de este estudio son las
siguientes: Realizar estudios en animales adultos previamente
expuestos a crisis hipertérmicas durante la infancia, para determinar el
nivel de cambio a largo plazo que se da en los receptores GABAA ¥

BDZ, asi como de la concentracion de aminoacidos excitatorios e

129



inhibitorios. Ademas, se requiere conocer tanto en el cerebro inmaduro
como en el maduro, la participacion del sistema glutamatérgico esto es
su contenido extracelular, sus receptores ionotropicos vy
metabotrépicos, asi como sus diferentes transportadores.

Esto resulta interesante, porque se desconoce si la produccion de
crisis hipertérmicas en el cerebro inmaduro, utilizando el modelo
descrito por Baram se asocia a cambios en otro tipo de
transportadores o en otras areas cerebrales independientes del
hipocampo. De esto se desprende que se requiere también evaluar la
expresion de las subunidades del receptor GABA, y de los receptores
a glutamato. También se requieren estudios adicionales en los que se
cuantifique la actividad de la GAD en areas cerebrales especificas en
modelos como el descrito por Baram y col., (1997).

El aumento del contenido tisular de aminoacidos pudiera
asociarse a un aumento de la liberacion de los mismos. Por lo anterior
es indispensable conocer la liberacidon in vivo de diferentes
neurotranmisores, tanto en edades inmaduras como adultas de

animales con crisis hipertérmicas.
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En el aspecto clinico es importante conocer la implicacion de los
neuroesteroides en las crisis inducidas por hipertermia y su posible
aplicacion médica en la epilepsia.

Poco se sabe del dafo neuronal que inducen las crisis febriles
en el humano y el producido en animales de experimentacion, por lo
que se requiere evaluar la muerte neuronal por apoptosis y necrosis
en animales sujetos a crisis hipertérmicas.

En cuanto al efecto protector que encontramos
en animales con crisis hipertérmicas e hipertermia se requieren mas
estudios para poder conocer el efecto precondicionante de la

hipertermia y lograr una aplicacion clinica.
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