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Resumen!

El*Status&epilepticus*(SE)*es*una*condición*médica*grave,*que*puede*desencadenar*

epileptogénesis*y*en*algunos*casos*conducir*a*la*muerte*del*paciente.*Durante*el*

SE* se* producen* convulsiones* generalizadas* continuas* que* resultan* en* daño*

cerebral*irreversible.*Por*lo*tanto,*el*uso*de*terapias*que*promuevan*el*cese*de*los*

eventos*convulsivos*y*que*promuevan*la*neuroprotección*podrían*reducir*el*impacto*

del*SE.*Según*informes*anteriores,*el*uso*del*agonista*cannabinoide*WIN*55,212e2*

ha* demostrado* un* efecto* neuroprotector* en* ratas* jóvenes* cuando* se* administra*

antes*de*inducirles*el*SE*y*también*puede*reducir* tanto*el*daño*celular*como*las*

convulsiones,*cuando*se*administra*30*minutos*antes*del*inicio*de*las*convulsiones.*

El*objetivo*de*este*estudio*fue*evaluar*la*capacidad*del*agonista*cannabinoide*WIN*

55,212e2* (WIN)* para* controlar* las* convulsiones* y* disminuir* el* daño* neuronal*

ocasionado*por* el*SE* cuando*es*administrado*una* vez*que* se* inició* el*SE.* Los*

resultados*mostraron*una*actividad*eléctrica*convulsiva*reducida*después*de*1*y*2*

horas*después*del*SE*inducido*por*la*administración*de*ácido*kaínico*(KA),*en*los*

animales*tratados*con WIN*a*una*dosis*de*1.5*mg/Kg,*mientras*que*la*dosis*de*WIN*

a*3*mg/Kg*mostró*una*reducción*de*la*actividad*eléctrica*convulsiva*a*partir*de*las*

2*h*posteriores*al*establecimiento*del*SE.*A* las*24*h,*observamos*una*actividad*

eléctrica*similar*al*valor*basal*en*todos*los*grupos*que*recibieron*tratamiento.*Por*

otro*lado,*los*hallazgos*obtenidos*del*ensayo*de*inmunofluorescencia*con*la*técnica*

de*FluoroeJade®*B*no*mostró*disminución*en*la*degeneración*neuronal,*ya*que*en*

todos*los*grupos*hubo*un*número*similar*de*neuronas*dañadas*irreversiblemente,*

lo*mismo*ocurrió*al*evaluar*la*actividad*de*la*Caspasa*8*y*3*(marcadores*de*muerte*

por* apoptosis),* con*estos* resultados*podemos*demostrar* que*el* tratamiento* con*

WIN*no*es*neuroprotector.*En*conclusión,*WIN*controló*el*SE*a*una*dosis*de*1.5*

mg/Kg*pero*no*logró*prevenir*el*daño*neuronal*inducido*por*el*SE.*! *
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 1 

1.!Introducción!

El* status& epilepticus* (SE)* es* una* condición* médica* grave* definida* por* la* Liga*

Internacional*contra*la*Epilepsia*(ILAE*)*como:*"una*condición*que*resulta*de*la*falla*

de* los* mecanismos* responsables* de* la* terminación* o* de* los* mecanismos* de*

iniciación*de* la* crisis,* lo* que* conduce*a* crisis* anormales* y* prolongadas.*Es*una*

afección*que*puede*tener*consecuencias*a*largo*plazo,*incluida*la*muerte*neuronal,*

la*lesión*neuronal*y*la*alteración*de*las*redes*neuronales,*según*el*tipo*y*la*duración*

de* las* convulsiones”* (Blume* et& al.,* 2001).* De* acuerdo* con* el* metaeanálisis* de*

cuarenta*y* tres*estudios,* la* tasa*de* incidencia*anual*bruta*combinada,* la* tasa*de*

letalidad*de*casos*agrupada*y*la*tasa*de*mortalidad*anual*bruta*combinada*para*el*

SE*fueron*12.6/100,000,*14.9%*y*0.98/100,000*respectivamente*(Lv*et&al.,*2017).*

Durante*el*SE,*las*subunidades*de*“repuesto*“*de*los*receptores*de*ácido*αeaminoe

3ehidroxie5emetile4eisoxazolpropiónico* (AMPA)* y* NemetileDeaspartato* (NMDA)* se*

mueven*de*los*sitios*subsinápticos*a*la*membrana*sináptica,*causando*un*aumento*

de*la*excitabilidad*y*pueden*explicar*la*sensibilidad*a*los*bloqueadores*del*receptor*

de*NMDA*que*persisten*durante*el*SE* (Chen*et&al.,*2007).*La*entrada*de*calcio*

después*de*la*ocupación*del*receptor*de*NMDA*puede*activar*varias*enzimas*que*

han*sido*implicadas*en*la*muerte*neuronal*por*apoptosis*a*través*de*la*activación*

de*caspasas,*e*incluso*se*ha*reportado*la*muerte*celular*por*necrosis*(LópezeMeraz*

et&al.,*2010).*Así*mismo,*el*estrés*oxidativo*es*un*mecanismo*de*daño*presente*

como* consecuencia* del* SE,* por* ejemplo,* la* acumulación* de* calcio* mitocondrial*

puede*a*su*vez*resultar*en*un*aumento*en*la*producción*de*especies*reactivas*de*

oxígeno* (ERO)* mitocondrial* (Duan* et& al.,* 2007).* Finalmente,* la* respuesta*

inflamatoria*es*otro*mecanismo*involucrado*en*el*daño*después*del*SE*(Holtman*et&

al.,*2013).**

Las* benzodiazepinas* se* encuentran* entre* los* fármacos* anticonvulsivos* más*

efectivos,*de*hecho,*el*diazepam*(DZP)*es*el*más*utilizado*para*inhibir*el*SE*(Chen*

y*Wasterlain,*2006).*Es*altamente*soluble*en*lípidos*y*penetra*en*el*cerebro*minutos*

después*de*la*administración*intravenosa*(Walker*et&al.,*1998)*actuando*sobre*los*

receptores*GABAA*al*aumentar*la*frecuencia*de*apertura*del*canal*Cle,*ejerciendo*
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un* efecto* inhibitorio* sobre* las* células* postsinápticas* (Macdonald* y* Greenfield,*

1997).* Aunque* el* medicamento* tiene* la* capacidad* de* inhibir* el* SE* debe*

administrarse*en*dosis*altas,*lo*que*provoca*efectos*adversos*que*pueden*poner*en*

peligro* la* funcionalidad* del* paciente* y* actualmente* ya* se* han* presentado* casos*

refractarios*a*dicho*tratamiento.*Se*ha*observado*que,*en*la*transición*de*una*única*

convulsión* al* SE* autosostenible,* los* receptores* GABAA* se* mueven* desde* la*

membrana*sináptica*hasta*el*citoplasma,*donde*no*tienen*actividad*funcional.*Ese*

mecanismo*reduce*el*número*de*receptores*GABAA*disponibles*para*unirse*a*los*

fármacos* GABA* o* GABAérgicos* y* esto* podría* explicar* la* resistencia* a* las*

benzodiazepinas*(Chen*et&al.,*2007).*

Para*el*estudio*detallado*del*SE*y*la*búsqueda*de*nuevos*agentes*anticonvulsivos*

se*han*desarrollado*varios*modelos*animales*de*SE.*La*mayoría*de*estos*modelos*

incluyen* la* administración* sistémica* de* un* producto* químico* convulsivo* como*el*

ácido*kaínico*(DiazeRuiz*et&al.,*2013q*Lévesque*y*Avoli,*2013).*El*ácido*kaínico*(KA)*

es*un*análogo*del*glutamato*(Vincent*y*Mulle,*2009)*y*es*un*neurotóxico*30*veces*

más*potente*que*este*último* (Zhang* y*Zhu,* 2011).*El*KA* induce* la* excitabilidad*

neuronal*y*la*despolarización*de*la*membrana*neuronal*al*aumentar*la*entrada*de*

iones*de*calcio*para*impedir*la*transmisión*del*impulso*nervioso*(Ríos*et&al.,*2019).**

En* la* búsqueda* de* nuevos* anticonvulsivos* a* partir* del* uso* de* los* modelos*

experimentales*de*epilepsia*en*ratas*adultas*o*en*cultivos*primarios*de*hipocampo,*

se*demostró*que* los*cannabinoides*endógenos*y*sintéticos*atenúan* la*excitación*

neuronal*y*la*actividad*epiléptica*(Shen*et&al.,*1996q*Wallace*et&al.,*2003q*Blair*et&al.,*

2006q*Deshpande*et&al.,*2007aq*2007b).*En*consecuencia,* la*estimulación*de* los*

receptores* cannabinoides* de* tipo* 1* (CB1R)* con* los* endocannabinoides,*

anandamida*o*2earaquidonilglicerol*(2eAG),*atenúa*las*convulsiones*epilépticas*y*la*

pérdida*de* células*neuronales*asociadas* (Deshpande*et&al.,* 2007aq* 2007b).* Los*

efectos*anticonvulsivos*en*varias*estructuras*se*atribuyeron*a* la* reducción*de* la*

liberación* presináptica* de* glutamato* mediante* la* activación* de* los* receptores*

presinápticos* CB1* acoplados* a* proteína* G,* un*mecanismo* de* retroalimentación*

negativo*(Shen*y*Thayer,*1999q*Ameri*y*Simmet,*2000*Wallace*et&al.,*2001q*2002q*
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Freund*et&al.,* 2003q*Marsicano*et&al.,* 2003q*Blair*et&al.,* 2006q*Deshpande*et&al.,*

2007bq*HajeDahmane*y*Shen,*2009q*Zarrindast*et&al.,*2010).*

En*ratas*adultas,*la*expresión*del*receptor*CB1*se*da*de*forma*ubicua*en*todo*el*

hipocampo,* la* corteza* frontal,* los* ganglios* basales* y* el* cerebelo,* las* regiones*

responsables* de* la* susceptibilidad* a* las* convulsiones,* la* función* cognitiva* y* la*

coordinación* motora* (Mailleux* y* Vanderhaeghen,* 1992aq* Köfalvi,* et& al.,* 2005q*

Mackie,*2005).*

Por*otro*lado,*se*estudian*los*cannabinoides*sintéticos*y*su*efecto*en*los*eventos*

convulsivos,*por*ejemplo,*un*estudio*demostró*que*el*agonista*cannabinoide*WIN*

55,212e2* tiene*actividad*anticonvulsiva*en* ratones* jóvenes* (20e28*días*de*edad)*

tratados*con*pilocarpina*(Wallace*et&al.,*2001q*2002)*y*se*han*observado*aumentos*

y* disminuciones* en* la* expresión* de* CB1R* en* ratas* adultas* según* el* área* del*

hipocampo*y*el*tiempo*transcurrido*desde*la*inducción*del*SE*(Falenski*et&al.,*2007q*

2009).*

Dado*que*los*cannabinoides*sintéticos*como*el*WIN*55,212e2*han*demostrado*tener*

efecto*anticonvulsivo*en*modelos*experimentales*en*ratas*jóvenes,*consideramos*

importante*conocer*si*esta* terapia*es*útil*durante*el*SE*ya*que*es*una*condición*

grave*que*puede*llevar*a*la*muerte,*explorando*adicionalmente*si*se*trata*también*

de*una*opción*como*tratamiento*neuroprotector*ya*que*tal*información*se*desconoce*

hasta*la*fecha.*Con*base*en*esta*información*el*objetivo*de*este*trabajo*fue*evaluar*

dos* dosis* diferentes* de* (+* R)*WIN* 55,212e2* en* el*modelo* de* status& epilepticus*

inducido*por*KA*en*rata.*
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2.!Marco!teórico!

2.1!Convulsiones!y!Epilepsia!

Aproximadamente* 50* millones* de* personas* (Organización* Mundial* de* la* Salud*

[OMS],* 2020)* en* todo* el* mundo* sufren* de* epilepsia.* Es* un* trastorno* que* se*

caracteriza* por* una* predisposición* a* generar* convulsiones* y* está* fuertemente*

vinculada*a*la*depresión,*tanto*como*la*causa*fisiológica*directa,*como*de*los*efectos*

secundarios*mediados*por*las*restricciones*en*el*estilo*de*vida,*vivir*con*el*temor*a*

las*convulsiones,*el*deterioro*intelectual,*y*la*baja*autoestima*(Gilliam*et&al.,*2005).*

En*algunos*casos*la*única*opción*disponible*es*la*cirugía*altamente*invasiva*que*a*

menudo* involucra* efectos* secundarios* graves* como* problemas* con* la*memoria,*

pérdida*parcial*de*la*vista,*depresión*u*otros*problemas*de*humor,*ya*que*el*30%*

de* los*pacientes*son* refractarios*a* las* intervenciones* farmacológicas*disponibles*

actualmente*(Organización*Mundial*de*la*Salud*(OMS),*2020).*

2.1.1!Convulsiones!!

Una*de*las*primeras*descripciones*de*una*crisis*se*realizó*hace*más*de*3000*años*

en*Mesopotamia*y*se*atribuyó*al*Dios*de*la*Luna.*La*palabra*convulsión*se*deriva*

del*latín*“convulsio,&convulsionis”.*Hipócrates*escribió*el*primer*libro*sobre*las*crisis*

epilépticas* hace* 2,500* años.* Fue* el* primero* que* rechazó* la* causa* divina* de* la*

enfermedad,*atribuyendo*las*crisis*al*exceso*de*flema*en*el*cerebro.*No*hubo*más*

avances* sino* hasta* la* década* de* 1870* cuando* un* grupo* de* investigadores*

detectaron* la*actividad*cortical*durante*una*crisis*convulsiva*en*animales* (Yusta,*

2005).* En* general* una* convulsión* es* un* evento* paroxístico* que* puede*

desencadenarse* por* trastornos* fisiológicos* (orgánicos)* o* psicológicos* y* es*

importante* recordar* que* no* todas* las* convulsiones* son* epilépticas.* Las*

convulsiones* que* son* desencadenadas* por* eventos* fuera* del* cerebro,* o* por*

trastornos* psicológicos,* se* describen* como* convulsiones* no* epilépticas.* Estas*

incluyen,* pero* no* se* limitan* a:* convulsiones* febriles* en* bebés,* convulsiones*

hipoglucemiantes* y* parasomnias.* Una* convulsión* epiléptica* involucra* descargas*

anormales* de* las* neuronas* corticales.* Éstas* se* pueden* clasificar* según* la*
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distribución*anatómica*del*foco*epileptiforme,*el*comportamiento*o*los*fenómenos*

subyacentes*al*eventoq*por*lo*tanto,*su*clasificación*precisa*en*ocasiones*es*difícil.**

Una*de* las* clasificaciones*generales* describe* las* convusiones* como*parciales* y*

generalizadas*(fig.*1).*Las*convulsiones*parciales*(focales)*están*restringidas*a*un*

solo*hemisferio,*mientras*que*las*convulsiones*generalizadas*afectan*a*ambos.*Sin*

embargo,* la* distinción* se* difumina* en* casos* de* convulsiones* parciales*

secundariamente*generalizadas*y*convulsiones*multifocales*no*generalizadas.*Una*

crisis*parcial*simple*(CPS)*descrita*por*John*Hughlings*Jackson*(1890)*como*una*

“lesión*de*descarga”,*que*a*menudo*puede*producir*un*“aura”,*se*puede*usar*para*

predecir*crisis*secundarias*generalizadas*graves*y*potencialmente*dañinas.*El*sitio*

del*foco*convulsivo*dicta*en*gran*medida*la*forma*en*que*se*experimenta*la*CPS,*

con* un* foco* en* el* lóbulo* temporal* (el* más* común)* que* generalmente* induce*

sensaciones*epigástricas*crecientes,*sentimientos*de*familiaridad*(deja&vu)*o*falta*

de*familiaridad*(jamais&vu),*intensos*estallidos*de*emoción*y*flashbacks*de*memoria*

intensos*y*vívidos.*Un*foco*en*el*lóbulo*parietal*a*menudo*provoca*sensaciones*de*

entumecimiento,*hormigueo*o*ardor.*En*el*lóbulo*occipital,*se*puede*experimentar*

una*distorsión*de*la*visión,* luces*destellantes,*formas*de*colores*y*alucinaciones,*

mientras* que,* en* los* lóbulos* frontales,* se* describe* comúnmente* una* sensación*

similar*a*una*“onda”*que*atraviesa*la*cabeza*y*el*cuerpo.*Las*convulsiones*parciales*

complejas*(CPC)*afectan*áreas*más*extensas*del*cerebro,*pero*generalmente*están*

restringidas*a*un*solo*hemisferio.*Las*CPC*puede*inhibir*la*conciencia,*la*capacidad*

de*respuesta*y*la*memoria*de*la*convulsión.*Un*período*de*severa*confusión*poste

ictal*es*a*menudo*difícil*de*separar*de*la*propia*crisis.*El*lóbulo*temporal*es*el*sitio*

más* común* para* las* CPS,* donde* se* inducen* automatismos* manuales* y* orales*

(Aronica* y*Gorter,* 2007).* Las*CPS*en* el* lóbulo* frontal* son* a*menudo*de*menor*

duración* y* se* caracterizan* por* la* adopción* de* posturas* extrañas* de* miembros,*

movimientos* escalofriantes* y* una* repentina* recuperación* posteictal.* Las*

convulsiones*generalizadas*afectan*a*ambos*hemisferios*e*implican*la*pérdida*total*

de* la* conciencia* y* convulsiones* tónicoeclónicasq* mientras* que* las* convulsiones*

generalizadas*secundarias*son*en*realidad*convulsiones*parciales*que*se*propagan.*
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Si*se*definen* las*convulsiones*desde* la*perspectiva*conductual,*se*describen* las*

convulsiones* de* ausencia* (petit& mal),* que* implican* la* pérdida* temporal* de* la*

conciencia,*generada*por*una*interrupción*de*las*vías*corticoetalámicas*y*tálamoe

corticales*(Snead,*1995).*Las*crisis*típicas*de*ausencia*a*menudo*duran*unos*pocos*

segundos* y* pueden* pasar* desapercibidas.* Las* convulsiones* tónicas,* atónicas,*

mioclónicas* y* clónicas* implican* interrupciones* en* la* corteza*motora* y* producen*

contracción*involuntaria,*relajación*y*alternancia*de*los*músculos.*Las*convulsiones*

tónicoeclónicas*(gran&mal)*involucran*fases*alternas*de*tono*y*clonus*y*generalmente*

resultan*en*la*pérdida*de*la*conciencia.*Un*período*de*30*minutos*o*más*de*actividad*

de* convulsiones* continuas* o* repetitivas* se* clasifica* como* status& epilepticus*

(Treiman,*1993).*A*partir*de*los*distintos*enfoques*de*clasificación,*sólo*el*75%*de*

las*convulsiones*pueden*ser* clasificadas,* ya*que*cumplen*con*cualquiera*de* los*

criterios*mencionados.**

*

Figura!1.*Categorización*de*las*convulsiones*según*la*Liga*Internacional*
contra*la*Epilepsia.*Modificado*de*Fisher*et&al.,*2017.*

*

2.1.2!Epilepsia!

En*lugar*de*un*solo*trastorno,*“epilepsia”*se*refiere*a*un*grupo*diverso*de*síndromes*

con*diferentes*síntomas*y*etiologías.*La*epilepsia*es*la*recurrencia*de*convulsiones*

epilépticas*no*provocadas,* lo*que* implica*una* fisiopatología*cerebral*permanente*
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que*genera* la*activación*neuronal*hipersincrónica*anormal.*Se*clasifica*según*su*

etiología,* semiología,* sitio* anatómico* de* origen* de* las* crisis,* síndrome* y* factor*

desencadenante*(Fisher*et&al.,*2017).**

2.1.3!Epilepsia!del!Lóbulo!Temporal!

La* Epilepsia* del* lóbulo* temporal* (ELT)* se* describió* por* primera* vez* por* John*

Hughlings* Jackson* en* 1860* quien* la* refirió* como* neuronas* que* se* activan* de*

manera* hipersincrónica* y* surgen* de* la* parte* uncal* del* lóbulo* temporal.* La*

clasificación*internacional*de*las*crisis*epilépticas*reemplazó*este*término*con*crisis*

parciales* complejas* en* 1981* y* para* 1985,* la* ILAE* clasificó* la* ELT* como* una*

condición*caracterizada*por*las*crisis*recurrentes*espontáneas*(CRE)*originadas*en*

el*lóbulo*temporal*medial*o*lateral*(Fisher,*1989).*La*epileptogénesis*es*provocada*

por*una*alteración*precipitante*inicial*(IPI),*como*una*lesión*cerebral*traumática,*una*

lesión*cerebral*isquémica*o*una*convulsión*(De*Lanerolle*et&al.,*1989),*involucrando*

una* fase*“latente”*sin*convulsiones,*seguida*de*un*periodo*suceptible*a* las*crisis*

recurrentes*espontáneas*(CRE)*que*en*humanos*puede*durar*años.**

La*ELT*es*la*forma*más*común*de*epilepsia*en*adultos*y*se*caracteriza*clínicamente*

por* convulsiones* focales* complejas* con* automatismos* orales* o* manuales* y*

convulsiones* tónicoeclónicas* secundariamente* generalizadas* (Aronica* y* Gorter,*

2007).*Es*la*indicación*más*común*para*la*cirugía*de*epilepsia,*que*puede*implicar*

la*resección,*desconexión*o*estimulación*del*lóbulo*temporal.*Al*ser*una*condición*

de*diversas*etiologías,*los*registros*electrofisiológicos*del*cerebro*humano*durante*

la* cirugía* y* la* histología* de* los* tejidos* resecados* han* contribuido* a* nuestra*

comprensión*de*la*enfermedad*(Berg,*2008).*

!

2.2!Elementos!Cerebrales!Relevantes!en!las!Convulsiones!y!Epilepsia*

2.2.1!Neuronas!

Las* neuronas* son* células* especializadas* que* se* encargan* de* la* integración* y*

transmisión* de* información* (Hebb,* 1949).* La* neurona* consiste* en* dendritas,* un*
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soma*(cuerpo*celular)*y*un*axón*(fig.*2).*El*axón*arboriza*y*forma*botones*terminales*

en* muchas* otras* neuronas,* así* como* botones* proximales* a* lo* largo* de* él.* La*

información*se*comparte*entre*las*neuronas*a*través*de*la*transmisión*química*en*

las* sinapsis,* y* puede* recorrer* largas* distancias* mediante* la* progresión* de* los*

potenciales*de*acción*(PA)*a*través*de*los*axones*en*el*SNC.**

*

Figura!2.&Esquematización*de*una*neurona.*Modificado*de*Babu,*2016.*

*

2.2.1.1%Potencial%de%Acción%

Una*capa*auxiliar*de*lípidos*aislante*separa*al*citosol*del*ambiente*extracelular,*la*

cual*facilita*la*formación*de*un*gradiente*electroquímico.*Este*gradiente*es*creado*

y*mantenido*por*una*bomba*de*Na+/Ke*accionada*por*ATP.*Así*mismo,*se*mantiene*

un*potencial*de*reposo*(Vm)*de*alrededor*de*e65*mV*a*través*de*la*bicapa*lipídica*

con*la*acción*de*canales*iónicos*activados*por*voltaje*en*la*membrana*lipídica.*Este*

potencial* de* membrana* en* reposo* proporciona* el* almacenamiento* de* energía*

requerido*para*la*transmisión*rápida*de*información*a*través*del*axón*mediante*el*

potencial* de*acción* (PA).*El*PA* (fig.* 3)* se*describió* por* primera* vez*en*el* axón*

gigante*del*calamar,*por*Hodgkin*&*Huxley*en*1952,*a* través*de*cuatro*artículos*

publicados* simultáneamente* en* el* mismo* número* del* Journal& of& Physiology.* El*



MARCO!TEÓRICO!
 

 9 

potencial* de* membrana* en* las* dendritas* y* soma,* se* despolariza* mediante*

potenciales* excitatorios* postsinápticos* (EPSP)* a* partir* de* la* entrada* excitatoria,*

típicamente*mediada*por*glutamato*en*el*SNC*(Meldrum,*2000),*e*hiperpolarizado*

por* potenciales* inhibitorios* postsinápticos* (IPSPs)* de* entrada* inhibitoria,*

típicamente*mediada*en*el*SNC*por*el*ácido*gammaeamino*butírico*(GABA)*(Siviotti*

y*Nistri,*1991).*El*potencial*de*membrana*en*esta*región*fluctúa*de*manera*gradual,*

dependiendo*de*la*entrada*proveniente*de*las*ramificaciones*de*otras*neuronas.**

Un*PA*se*produce*en*el*montículo*del*axón*cuando*el*efecto*neto*de*los*EPSP*y*los*

IPSP*es*una*despolarización*más*allá*del*potencial*de*umbral,*que*varía*entre*las*

neuronas,*pero*generalmente*está*en*el*rango*de*e40*a*e55mV.*La*despolarización*

más*allá*del*umbral*conduce*a*la*apertura*de*canales*locales*de*Na+*regulados*por*

voltaje,* despolarizando*aún*más* la*membrana*y* conduciendo*a*una*cascada*de*

afluencia*de*Na+* (fase*creciente),*una* inversión*en*el*potencial* (despolarización)*

que*normalmente*alcanza*un*máximo*de*+*40*mV.*En*este*potencial*de*inversión,*

los*canales*de*Na+*se*cierran,*lo*que*impide*más*flujo*de*entrada*y*que*se*abran*los*

canales*de*K+,*lo*que*provoca*un*flujo*de*salida*de*K+*y*un*retorno*(repolarización)*

y,*a*menudo,*un*valor*de*potencial*de*membrana*mucho*menor*(hiperpolarización).*

Los*canales*iónicos*activados*por*voltaje,*en*particular*los*canales*de*Na+,*propagan*

potenciales* de* acción* a* través* del* axón,* con* un* alto* nivel* de* fidelidad,* hacia* la*

terminal* presináptica* donde* el* PA* se* traduce* en* la* liberación* vesicular* de*

neurotransmisores*(Südhof,*1995).*
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*

Figura!3.&Fases*del*potencial*de*acción.*Modificado*de*Gupta*et&al.,*2016.*

*

2.2.1.2%Transmisión%Sináptica&

Los* neurotransmisores* se* almacenan* en* grupos* de* vesículas* sinápticas* en* la*

terminal* presináptica.* En* nanodominios* localizados,* una* proporción* de* estas*

vesículas*sinápticas*se*acoplan*muy*cerca*de*una*alta*densidad*de*canales*de*Ca2+*

dependientes* de* voltaje* (Zucker,* 1996).* Cuando* un* PA* llega* al* axón,* un* flujo*

transitorio*y*local*de*Ca2+*interactúa*con*las*proteínas*asociadas*con*las*vesículas*

y*promueve*la*formación*de*un*“complejo*de*fusión”*que*involucra*una*gran*cantidad*

de* interacciones* proteínaeproteína* (Neher* y* Sakaba,* 2008).* Estos* complejos* de*

fusión*permiten*la*exocitosis*de*neurotransmisores*en*la*hendidura*sináptica*(fig.*4).*

Los*neurotransmisores*liberados*en*la*hendidura*sináptica*se*unen*a*los*receptores*

en*la*terminal*postsináptica,*iniciando*una*serie*de*eventos*(Südhof,*2004).**
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*

Figura! 4.&Diagrama* de* la* transmisión* sináptica.* Modificado* de* Martin,*
2020.**

*

Los* receptores* no* están* restringidos* a* la* terminal* postsináptica,* y* muchos* se*

encuentran* en* la* terminal* presináptica* y* en* sitios* extrasinápticos,* donde*

generalmente*desempeñan*un*papel*regulador*(Fellin*et&al.,*2004).*Los*receptores*

pueden*agruparse*según*sean*canales*iónicos*activados*por*ligando*o*receptores*

acoplados*a*proteínas*G*metabotrópicas.*Los*canales*iónicos*median*respuestas*

rápidas* y* transitorias,* mientras* que* los* receptores* metabotrópicos* median*

respuestas*más*lentas*a*largo*plazo,*como*la*transcripción*(Conn*&*Pinn,*1997).**

La* transmisión*excitatoria* e* inhibitoria* (fig.* 5)* generalmente*está*mediada*por* el*

glutamato* y* el* GABA* respectivamente* (Bradford,* 1995).* Además* de* éstos* dos*

aminoácidos*dominantes,*existe*una*amplia*gama*de*neurotransmisores*del*SNC,*

incluyendo* la*acetilcolina*(Loewi,*1921)*y*óxido*nítrico*(Bredt*&*Snyer,*1992),* los*

péptidos* como* los* opiáceos* (Bell* y* Malick,* 1976)* y* las* monoaminas* como* la*

dopamina*y*la*serotonina*(Twarog,*1954).*
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!

Figura!5.&Representación*de* las*sinapsis*excitatorias*e* inhibitorias.*Los*
cambios* iónicos* (Na+* o* Cle)* conducen* a* la* despolarización* o*
hiperpolarización* a* partir* de* los* neurotransmisores,* glutamato* o*GABA*
respectivamente.*Modificado*de*Besson,*2017.*

*

Los* receptores* de* glutamato* se* pueden* agrupar* en* tres* clases* principales,*

nombrados*de*acuerdo*con*su*afinidad*a*los*agentes*farmacológicos:*Receptores*

de* ácido*NemetileDeaspártico* (NMDA),* receptores* de* αeaminoe3ehidroxie5emetile4e

isoxazolpropiónico*(AMPA)*y*receptores*de*kainato.*La*mayoría*de*los*EPSP*están*

mediados*a*través*de*los*receptores*AMPA,*mientras*que*los*receptores*de*kainato*

se* encuentran* en* gran* medida* en* los* sitios* extracelulares* y* en* la* terminal*

presináptica,*donde*se*cree*que*desempeña*un*papel*modulador*(Ozawa,*1998).**

El*principal*medio*para*modular*la*transmisión*sináptica*glutamatérgica*es*mediante*

cambios*en* la*actividad*y* la*abundancia*de* los* receptores*AMPA*postsinápticos*

(Manilow*y*Malenka,*2002).*El*mecanismo*principal*para*modular*esto*es*mediante*

la*señalización*de*Ca2+*a*través*del*receptor*NMDA,*que*puede*inducir*depresión*a*

largo* plazo* (DLP)* o* potenciación* a* largo* plazo* (PLP)* en* respuesta* a* diferentes*

patrones* de* estimulación.* El* receptor* NMDA* funciona* como* un* detector* de*

coincidencia,*abriendo*un*canal*de*Ca2+*solo*cuando*se*activa*con*glutamato*y*la*
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membrana*está*suficientemente*despolarizada*para*eliminar*el*bloqueo*de*Mg2+*en*

el*canal*(Nowak*et&al.,*1984).*La*permeabilidad*al*calcio*del*receptor*de*NMDA*y*su*

capacidad*para* funcionar* como*un*detector* de* coincidencia* le*permite* funcionar*

como*un*mediador*clave*de*la*plasticidad*sináptica*(Tsien,*2000).*El*influjo*de*Ca2+*

a*través*del*receptor*NMDA*postsináptico*también*puede*modular*la*actividad*en*la*

terminal*presináptica*a*través*de*la*señalización*retrógrada*de*NO*(Hawkins*et&al.,*

1998).*

2.2.2!La!Glía!

Las* células* gliales* se* derivan* de* células* inmunes,* astrocitos,* oligodendrocitos,*

células*ependimales,*glía*radial*y*células*NG2*(Verkhratsky*y*Butt,*2007).*Además*

de* proporcionar* apoyo* metabólico* (Tsacopoulos* y* Magistretti,* 1996),* regular* el*

desarrollo* (Song*et& al.,* 2002)* regular* el* equilibrio* iónico*del* espacio*extracelular*

(Syková*y*Chvátal,*2000)*y*mediar*la*supervivencia*neuronal*(Vezzani*et&al.,*2008)*

y*la*apoptosis*(BalePrice*&*Brown,*2001),*la*glía*también*desempeña*un*papel*en*la*

plasticidad*sináptica*(Vernadakis,*1996)*y*la*sinaptogénesis*(Ullian*et&al.,*2004).*

Las* células* gliales* proporcionan* un* vínculo* importante* entre* las* neuronas* y* el*

sistema* neurovascular,* donde* pueden* regular* la* permeabilidad* de* la* barrera*

hematoencefálica*(Bannerjee*&*Bhat,*2007),*de*tal*manera*que*estan*implicadas*en*

la*mediación*de*la*respuesta*neuroinflamatoria*durante*las*convulsiones*(Vezzani*

et&al.,*2008).**

2.2.3!Circuitos!Neurales!

Las*convulsiones*y*la*epilepsia*suelen*surgir*como*consecuencia*de*disfunciones*a*

nivel*de*red.*Una*red*compuesta*de*neurotransmisión*excitadora*glutamatérgica*e*

inhibitoria*GABAérgica,* que* no* funciona* puramente* para* amortiguar* la* actividad*

excitadora,* pero* permite* la* aparición* de* la* no* linealidad.* Los* mecanismos* de*

alimentación*hacia*adelante*y*hacia*atrás,*muy*dependientes*de*las*características*

específicas*del*cableado,*permiten*que*las*redes*mixtas*de*neuronas*excitatorias*e*

inhibitorias*se*autoorganicen*y*generen*propiedades*complejas*(Buzsáki,*1997).*
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La* señalización* en* el* cerebro* se* lleva* a* cabo* en* el* contexto* de* un* sistema* de*

oscilaciones*anidadas,*con*oscilaciones*a*menudo*de*bloqueo*de*fase*(Palva*et&al.,*

2005).* El* hipocampo* ha* sido* un* foco* para* los* estudios* sobre* mecanismos*

oscilatorios,*la*región*CA3*en*particular,*es*un*importante*marcapasos*para*generar*

actividad*en*toda*la*red*(BeneAri*y*Cossart,*2000),*lo*que*vincula*a*esta*región*de*

tal* suceptibilidad* a* la* actividad* convulsiva.* De* hecho,* muchas* afecciones*

fisiopatológicas* pueden* entenderse* como* una* “oscilopatía”,* que* incluye*

esquizofrenia,*depresión*y*epilepsia*(Uhlhaas*y*Singer,*2006).*

Durante* la* función*cerebral*normal,* las*oscilaciones*más* lentas* tienden*a*ser*de*

mayor*amplitud,*mientras*que*las*oscilaciones*de*mayor*frecuencia*tienden*a*ser*de*

menor* amplitud.* Es* decir,* la* amplitud* de* las* oscilaciones* en* el* cerebro* es*

inversamente*proporcional*a*su*frecuencia.*Estas*dinámicas*1/f*se*denominan*ruido*

rosa,*porque*cuando*se*observan*distribuciones*similares*de*longitudes*de*onda*de*

la*luz,*el*efecto*del*espectro*de*colores*es*un*tono*rosa*(Bak*et&al.,*1987).*Lo*anterior*

nos*ayuda*a*comprender*a*interpretar*el*EEG,*por*ejemplo,*durante*una*convulsión,*

el*ruido*rosa,*la*dinámica*1/f*de*la*actividad*cerebral*se*interrumpe*y*se*producen*

oscilaciones* de* mayor* frecuencia* en* amplitudes* más* altas* que* las* que* están*

presentes* durante* la* función* cerebral* normal.* La* gran* amplitud* de* estas*

oscilaciones*representa*la*hipersincronía*patológica*de*las*redes*neuronales.**

2.2.4!Formación!del!Hipocampo!

El*nombre*de*hipocampo*fue*acuñado*por*primera*vez*por*el*anatomista*veneciano*

Giulio*Cesare*Aranzi*alrededor*de*1564,*en*referencia*a*su*parecido*con*el*caballito*

de*mar.*La*nomenclatura*que*describe*la*anatomía*del*hipocampo*y*la*formación*

del*hipocampo*(fig.*6)*se*confunde*con*frecuencia,*el*“hipocampo”*se*reserva*para*

el*hipocampo*propiamente*dicho,*o*cuerno*de*amon,*mientras*que*la*“formación*del*

hipocampo”*se*refiere*al*hipocampo,*el*giro*dentado*y*el*subículo.*
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!

Figura!6.&Formación*del*hipocampo.!Modificado*de*Vineyard*et&al.,*2012.*

*

Los* circuitos* de* la* formación* del* hipocampo* se* han* visto* tradicionalmente* en*

términos* de* un* “circuito* trisináptico”* excitador* (fig.* 7),* propagado* por* sinapsis*

glutamatérgicas*y*modulado*por*una*amplia*gama*de*interneuronas*inhibitorias*del*

circuito* local*GABAérgico* (Sik,*et&al.,* 1997q*McBain*&*Fisahn,*2001).*El* “circuito*

trisináptico”*consiste*en*una*entrada,*a*través*de*la*vía*perforante,*desde*la*capa*II*

de*la*corteza*entorrinal,*con*sinapsis*formadas*en*dendritas*de*células*granulares*

dentadas* en* la* capa*molecular* del* giro* dentado.* Las* proyecciones* de* las* fibras*

musgosas* del* giro* dentado* forman* sinapsis* con* las* neuronas* piramidales* de* la*

región*CA3*en*el*estrato*lucidum.*Los*axones*de*CA3*o*“colaterales*de*Schaffer”*se*

encuentran*en*el*estrato*radiatum*y*el*estrato*lacunosumPmoleculare,*donde*forman*

sinapsis* con* las* dendritas* de* células* piramidales* de*CA1.* La* región*CA1* envía*

proyecciones*a*la*capa*V*de*la*corteza*entorrinal*completando*el*ciclo*trisináptico.*

Si*bien*esta*es*la*vía*principal*para*la*transmisión*en*el*hipocampo,*también*existen*

otras*vías,*que*incluyen,*entre*otras,*una*proyección*desde*la*capa*III*de*la*corteza*
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entorrinal,*directa*a*las*dendritas*de*CA1*en*el*estrato*lacunosumPmoleculare*y*una*

“retroproyección”* desde* la* región* CA3* al* giro* dentado* (Scharfman,* 2007).* La*

entrada* principal* al* hipocampo,* y* por* lo* tanto* el* punto* de* inicio* del* circuito*

“trisináptico”*es*el*giro*dentado.*

*

Figura!7.&Vías*Excitatorias*Principales*de* la*Formación*del*Hipocampo.*
Modificado*de*Moser,*2011.*

*

El* giro*dentado*es*una*estructura*en* forma*de*V,* con* los*dos*extremos*de* la*V*

intercalados*en*la*capa*de*células*piramidales*proximales*(CPP)*del*hipocampo,*se*

compone* de* tres* capas* distintas.* La* capa* celular* granular* (CCG)* es* una* capa*

gruesa* de* 4* a* 8* somas* de* neuronas* con* gránulos* excitadores* densamente*

empaquetados.*Superficial*a*la*CCG*esta*la*capa*molecular,*en*la*que*se*encuentra*

el*árbol*dendrítico*completo*de*las*células*granulares,*junto*con*las*fibras*de*la*vía*

perforante*y*un*pequeño*número*de*cuerpos*inhibitorios*de*células*interneuronales*

(Freund*y*Buzsáki,*1996).*Subyacente*a*la*CCG*está*la*zona*polimórfica*(hilus)*que*

encierra*el*extremo*proximal*de*las*CPP*de*CA3*(Freund*y*Buzsáki,*1996).*El*hilus*

alberga*una*variedad*de*cuerpos*de*células*neuronales,*que*incluyen*una*gama*de*

interneuronas*inhibitorias*y*células*musgosas*excitatorias*(Anderson*et&al.,*2006)*
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El*axón*principal*de*las*células*granulares*deja*la*región*hilar*y*cursa*adyacente*a*

la*capa*de*células*piramidales*en*el*estrato*lucidum*de*la*región*CA3,*donde*forman*

botones* de* paso* gigantescos,* en* las* dendritas* proximales* de* las* células*

piramidales.*

Con* un* extremo* de* su* estructura* intercalado* entre* las* hojas* del* giro* dentado*

encontramos*el*hipocampoq*el*cual*se*subdivide*en*regiones*CA1,*CA2*y*CA3,*con*

CA3*proximal*al*giro*dentado.*La*organización*laminar*del*hipocampo*comprende*la*

capa* de* células* piramidales* (CCP),* que* está* densamente* llena* de* neuronas*

piramidales*excitatorias*bordeadas*en* sus* lados* superficiales* y*profundos*por*el*

estrato* radiatum* y* el* estrato* oriens* respectivamente* (fig.* 8).* En* CA3,* el* estrato*

lucidum*es*un*estrato*delgado,*que*comprende*la*entrada*de*las*fibras*musgosas*

del*giro*dentado*y*separa*la*CCP*del*estrato*radiatum.*

El* estrato* radiatum* contiene* las* fibras* colaterales* de* Shaffer,* que* se* proyectan*

desde*CA3*a*CA1,*donde*forman*la*tercera*sinapsis*en*el*circuito*trisináptico.*Tanto*

el*estrato*radiatum*como*el*oriens*contienen*altas*densidades*de*fibras*asociativas,*

que*unen*a*las*células*piramidales*en*el*mismo*subcampo*y*las*fibras*comisurales,*

que*unen*a*los*dos*hipocampos*a*través*de*los*hemisferios.*Superficial*al*estrato*

radiatum,* se* encuentra* el* estrato* lacunosumPmoleculare,* donde* las* fibras*

colaterales*de*Schaffer*y*las*entradas*de*la*vía*perforante*de*la*capa*II*de*la*corteza*

entorrinal*terminan*en*las*dendritas*de*células*piramidales*CA1*(Freund*y*Buzsáki,*

1996).*
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!

Figura! 8.&Diagrama*de* los* estratos* del* hipocampo*de* la* rata.* La* línea*
punteada*separa*la*región*CA1*de*CA3*y*CA3*del*giro*dentado*(DG)q*SO*
e* estrato* oriens,* SP* –* estrato* piramidal,* SR* e* estrato* radiatum,* SML* e*
estrato*lacunosumPmoleculare,*ML*e*capa*molecular*de*giro*dentado,*GL*e*
capa*de*células*granulares,*H*e*hilio*de*giro*dentado,*SL*e*estrato*lucidum.*
Modificado*de*Jiang*y*Swann,*1997.*

*

2.3!Epilepsia!del!Lóbulo!Temporal!!

La* Epilepsia* del* Lóbulo* Temporal* (ELT)* es* una* epilepsia* adquirida* cuyas*

características* clínicas* son* la* susceptibilidad* progresiva* a* las* convulsiones*

parciales* complejas* y* los* cambios*anatómicos* subyacentes,* como* la*pérdida*de*

células*neuronales*y* la*gliosis*en*el*hilio*dentado*y* las* regiones*CA3*y*CA1*del*

hipocampo*(Bouchet*y*Cazauvieilh,*1825).*Después*de*una*crisis*u*otro* IPI,*una*

fase* “latente”* sin* síntomas* precede* a* la* aparición* de* CRE* que* caracterizan* la*

epilepsia*crónica,*lo*cual*es*un*proceso*denominado*epileptogénesis*(De*Lanerolle*

et& al.,* 1989).* La* teoría* principal* de* la* causalidad* indica* que* las* convulsiones*

provocan*la*muerte*neuronal*en*el*hipocampo*y*esta*pérdida*de*células*a*su*vez,*

reduce*el*umbral*para*la*actividad*paroxística,*es*decir,*“las*convulsiones*generan*

convulsiones”* (Gowers,*1881).*Las*convulsiones*u*otro* IPI* inician*una* respuesta*

inflamatoria*mediada*por*células*gliales*y*citocinas*proinflamatorias.*Esta*respuesta*

inflamatoria,*si*es*suficientemente*grave*y*de*duración*suficiente,*inicia*una*serie*de*

cambios*anatómicos*y*fisiológicos,*que*incluyen*sinaptogénesis*reactiva*(Mori*et&al.,*
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1998),* neuroinflamación* (Vezzani* y* Granata,* 2005),* gliosis* fibrilar,* ramificación*

axonal* aberrante* (Buckmaster* y* Dudek,* 1997),* expresión* alterada* de* los*

neurotransmisores*y*sus*receptores*(Koyama*&*Ikegaya,*2005),*un*patrón*altamente*

selectivo*de*muerte*celular*neuronal*(Buckmaster*y*Dudek,*1997)*y*dispersión*de*la*

capa*de*células*granulares*dentadas*(Houser,*1990).*Estos*cambios*subyacen*a*

una*alteración*en* la*excitabilidad*neuronal*y* la*dinámica*de* la*red,*reduciendo*el*

umbral* de* convulsiones* y* precediendo* la* aparición* de* epilepsia* (Pitkänen* y*

Lukasiuk,*2011).*

La*región*CA3*es*extremadamente*densa*en*fibras*asociativas*y*colaterales,*por*lo*

que* se* activa* con* un* alto* nivel* de* sincronía* y* se* cree* que* funciona* como* un*

“marcapasos”*para*la*actividad*fisiológica*en*el*hipocampo.*Debido*al*alto*nivel*de*

interconectividad*entre*las*neuronas*principales,*el*hipocampo*es*particularmente*

susceptible*de*convertirse*en*un*foco*de*actividad* ictal*(Dragoi*y*Buszaki,*2006).*

Después*de*un*IPI,*las*neuronas*en*la*formación*del*hipocampo*tienen*diferentes*

grados*de*susceptibilidad*a*la*neurodegeneración,*las*células*de*la*región*CA2*son*

altamente* resistentes* y* las* células* de* las* regiones* CA3* y* CA1* son* las* más*

suceptibles.* Después* de* las* convulsiones* en* pacientes* humanos,* las* fibras*

musgosas,*los*axones*de*las*células*granulares*dentadas*que*forman*sinapsis*en*

el*hilio*y*en*las*células*piramidales*CA3*en*el*estrato* lucidum,*ramifican*y*forman*

conexiones*aberrantes,*notables*en*la*capa*molecular*del*giro*dentado*(Sutula*et&

al.,*1989q*Houser,*1990).*

2.3.1!Status%Epilepticus!

Aunque*la*mayoría*de*las*convulsiones*son*breves*y*no*causan*consecuencias*a*

largo* plazo,* un* subconjunto* es* lo* suficientemente* prolongado* como* para* que*

puedan*surgir*consecuencias*a*largo*plazo.*Estas*convulsiones*muy*prolongadas*

se* denominan* “status& epilepticus”* (SE)* y* se* consideran* una* emergencia*

neurológica.* El* SE* fue* inicialmente* definido* por* la* Liga* Internacional* contra* la*

Epilepsia* como* una* convulsión* que* “persiste* durante* un* período* de* tiempo*

suficiente* o* se* repite* con* la* frecuencia* suficiente* para* que* no* se* produzca* una*

recuperación*de*la*conciencia*entre*las*convulsiones”*(Lowenstein,*1998).*El*SE*es*
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una*emergencia*tanto*neurológica*como*médica,*con*un*potencial*de*morbilidad*y*

mortalidad*significativas.**

El* SE* ocurre* cuando* fallan* los* mecanismos* que* normalmente* detienen* una*

convulsión,*ya*sea*por*excitación*excesiva*o*inhibición*ineficaz.*El*aumento*de*la*

excitación*puede*ocurrir*como*resultado*del*aumento*de*glutamato*o*análogos*de*

glutamato,*o*un*aumento*de*otros*aminoácidos*excitadores.*La*disminución*de*la*

inhibición*resulta*de*la*disminución*de*GABA.*Los*receptores*GABAA*cambian*en*

número*y*sensibilidad*durante*el*curso*del*SE*(Kapur*et&al.,*1997)*un*fenómeno*que*

tiene*implicaciones*para*el*tratamiento,*ya*que*los*medicamentos*que*actúan*sobre*

los*receptores*de*GABA*pueden*ser*efectivos*de*manera*temprana,*pero*no*tardía,*

en*el*curso*del*SE.*Recientemente,*se*ha*demostrado*que*los*receptores*de*Nemetile

Deaspartato* (NMDA)* se* acumulan* rápidamente* y* aumentan* la* excitación*

glutamatérgica*durante*el*SE.*Esto*también*tiene*implicaciones*para*el*tratamiento,*

ya*que*los*medicamentos*que*antagonizan*directamente*a*los*receptores*de*NMDA*

pueden*ser*más*efectivos*en* las*etapas*posteriores*del*SE*(Naylor*et&al.,*2013).*

Existen*muchos*otros*mecanismos*que*contribuyen*al*desarrollo*y*la*refractariedad*

del* SE,* incluido* la* falla* mitocondrial* (Cock* et& al.,* 2002),* procesos* inflamatorios*

resultando*en*una*barrera*hematoencefálica*dañada*(David*et&al.,*2009q*Marchi*et&

al.,*2011)*y*cambios*en*la*expresión*génica.*

2.3.2!Neuroinflamación!y!Gliosis!!

La* inflamación*es*un*proceso* inducido*por*mecanismos*de* inmunidad* innata*en*

respuesta*a*una*lesión*o*infección*con*el*fin*de*eliminar*patógenos*y*promover*la*

reparación*de*tejidos*(Vezzani*et&al.,*2008),*así*mismo*en*ciertas*condiciones*como*

alergias* y* enfermedades* autoinmunes,* la* inflamación* contribuye* al* daño* tisular*

mediante*la*apoptosis*y*la*disfunción*celular.*Si*bien*el*SNC*es*un*sitio*“inmunoe

privilegiado”,*protegido*de* las* respuestas* inmunitarias*sistémicas*por*parte*de* la*

barrera*hematoencefálica*(BHE),*la*respuesta*inflamatoria*mediada*por*las*células*

gliales*en*el*SNC,*desempeñan*un*papel*importante*en*el*desarrollo*de*una*amplia*

gama*de*trastornos*como*la*epilepsia*(Vezzani*et&al.,*2008).**
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La*inflamación*cerebral*crónica*implica*la*activación*de*astrocitos,*microglía,*células*

endoteliales*de*la*BHE,*células*inmunes*periféricas*y*la*producción*concomitante*

de* mediadores* inflamatorios* (McGeer* y* McGeer,* 1995)* como* citocinas*

proinflamatorias.* Las* células* gliales* reactivas* amplifican* la* señalización* de* las*

citocinas*(Mrak*y*Griffin,*2005),*tienen*un*efecto*directo*sobre*la*neurotransmisión*

anormal* y* la* neurodegeneración* que* preceden* a* la* aparición* de* eventos*

convulsivos.*La*proliferación*extensa*de*glía*que*se*produce*cerca*o*en*el*sitio*de*

la*lesión*(gliosis),*constituye*una*característica*patológica*del*tejido*dañado*del*SNC*

también*conocida*como*cicatriz*glialq* la*cual,*no*solo*está* formada*por*astrocitos*

reactivos* y*microglía,* sino* que* también* se* complementa* con* la* participación* de*

células*endoteliales,* fibroblastos*y* factores*de*matriz*extracelular* (Shapiro*et&al.,*

2008).* La* inflamación* y* la* gliosis* también* contribuyen* a* la* degeneración* de* las*

neuronas*(Glass*et&al.,*2010),*la*modulación*directa*de*la*transmisión*sináptica*y*a*

un*aumento*de*la*permeabilidad*de*la*BHE*(De*Vries*et&al.,*1997).*

La* manera* en* que* la* gliosis* podría* influir* en* la* condición* neuropatológica* está*

determinada* por* la* congruencia* de* factores* específicos,* como* la* gravedad,* la*

duración,*el* tiempo*después*de*la*agresión,* la*ubicación*del*daño*y* los*aspectos*

específicos*de*la*señalización*inter*e*intracelular*(Foresti*et&al.,*2011),*por*ejemplo,*

la*activación*de* la* señalización*de* la*glía* y* las* citocinas*son* fenómenos*que*se*

refuerzan*mutuamente*y*pueden*contribuir*a*la*muerte*de*las*células*neuronales*o*

la*neuroprotección*(Vezzani*et&al.,*2008).**

Aunque*previamente*se*asumió*que*las*citocinas*estaban*involucradas*solo*en*la*

modulación*de*la*inflamación*en*respuesta*a*alguna*patología,*se*ha*demostrado*

que*muchas*citocinas* inflamatorias,*en*particular* ILe1β*y*TNFeα,*desempeñan*un*

papel*en*la*función*neuronal*a*través*de*la*modulación*de*la*plasticidad*sináptica,*

la* transmisión* neural* y* la* señalización* de* Ca2+* (Vitkovic* et& al.,* 2000)* y* en* el*

desarrollo*del*SNC*(Stolp,*2013).**

Por* otro* lado,* los* daños* como* lesiones* traumáticas,* patógenos* y* convulsiones*

cerebrales*pueden*inducir*un*aumento*de*la*transcripción*de*citocinas*y*receptores*

de* citocinas.* Por* ejemplo,* después* de* un* período* de* SE,* la* expresión* de* los*
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receptores*de*citocinas*y*la*presencia*de*citocinas*aumentan*en*respuesta*al*estrés*

excitotóxico.*Mientras*que* los*astrocitos* y* la*microglía* son* la*principal* fuente*de*

citocinas*después*de*las*convulsiones*(Vezzani*et&al.,*2008),*también*se*observa*

un*aumento*de*la*expresión*en*neuronas*y*células*endoteliales.*Las*convulsiones*

desencadenan*una*respuesta*inflamatoria*de*inicio*rápido*en*la*glía,*que*consiste*

en*un*aumento*de*las*citocinas*proinflamatorias*prototípicas,*como*la*interleucinae

1β*1*(ILe1β),*la*ILe6*y*el*factor*de*necrosis*tumoraleα*(TNFeα)*(Vezzani*et&al.,*2008),*

mientras* que* el* receptor* de* la* ILe1* se* expresa* en* niveles*muy* elevados* en* las*

neuronas*(Ravizza*et&al.,*2008).*

La*sobreexpresión*de*citocinas*inflamatorias*puede*tener*efectos*a*largo*plazo*en*

la* excitabilidad* del* cerebro* al* inducir* cambios* estructurales* y* funcionales* en* las*

redes* gliales* y* neuronales.* Por* ejemplo,* la* ILe1β* puede* activar* las* proteínas*

quinasas* activadas* por* mitógenos* (MAPK)* y* las* vías* dependientes* del* factor*

nucleareκB*(NFeκB).*La*transcripción*resultante*de* los*genes*puede*conducir*a* la*

modificación* de* los* canales* iónicos* y* contribuir* a* la* hiperexcitabilidad* y*

epileptogénesis*a*largo*plazo*(Bialer*&*White,*2010).*

La*microglía*se*activa*en*respuesta*a*las*citocinas*y*quimioquinas*inflamatorias*y*a*

través*de*la*señalización*de*ATP*(Davalos*et&al.,*2005).*La*microglía*activada*migra*

al*sitio*de*la*lesión*(Nimmerjahn*et&al.,*2005)*donde*puede*desempeñar*un*papel*en*

una* variedad* de* procesos* de* importancia* para* la* epileptogénesis,* incluida* la*

amplificación* de* los* efectos* inflamatorios* o* la* inducción* de* la* degeneración*

neuronal,*así*mismo*dado*que*son*células*bien*adaptadas*para*la*vigilancia*eficiente*

del*parénquima,*también*se*dedican*a*la*detección*de*cuerpos*extraños,*lesiones*

celulares* o* infecciones* (Kreutzberg,* 1996).* Por* otro* lado,* los* astrocitos,* antes*

conocidos*únicamente*como*el*“pegamento”*neuronal*(Volterra*y*Meldolesi,*2005),*

también*actúan*en*conjunto*con*la*microglía*para*mediar*la*inflamación*(Vezzani,*

2008).* La* astrogliosis* implica* inicialmente* cambios* reversibles* en* los* perfiles* de*

expresión*de*los*genes*de*astrocíticos,*la*proliferación*y*migración*de*los*astrocitos*

al*sitio*de*la*lesión,*junto*con*otros*tipos*de*células,*la*reorganización*de*la*estructura*
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del*tejido*y*la*deposición*de*una*matriz*extracelular*de*colágeno*denso*conduce*a*

la*formación*de*una*cicatriz*glial.*

Es* probable* que*muchas* funciones* de* los* astrocitos* reactivos* sean* importantes*

para*determinar*la*respuesta*del*tejido*a*las*convulsiones.*Steele*y*Robinson*(2012)*

sugieren*una*pérdida*de*los*fenómenos*de*función,*donde*los*astrocitos*activados*

tienen*una*capacidad*reducida*para*desempeñar*su*papel*de*apoyo,*lo*que*significa*

una*menor*captación*de*glutamato*y*una*mayor*exposición*de* las*neuronas*a* la*

excitotoxicidad.*Los*astrocitos*reactivos*también*tienen*un*efecto*de*ganancia*de*

función,*con*la*liberación*de*factores*que*estimulan*la*apoptosis*neuronal*(Haneka*

et& al.,* 2010),* la* modulación* directa* de* las* propiedades* electroquímicas* de* las*

neuronas*a*través*de*la*liberación*de*gliotransmisores,*tanto*en*la*sinapsis*como*en*

los*sitios*extrasinápticos*y*su*papel*en*la*mediación*de*la*permeabilidad*de*la*BHE*

(De*Vries*et&al.,*1997)*y*la*liberación*de*factores*pro*y*antiinflamatorios*(Haneka*et&

al.,*2010).**

Después* de* un* daño,* como* una* convulsión,* la* respuesta* neuroinflamatoria*

resultante,*la*señalización*de*las*citocinas*y*la*actividad*de*las*células*gliales*puede*

llevar* a* un* aumento* de* la* permeabilidad* de* la* BHE* y* el* arribo* de* células*

inflamatorias*sistémicas*como*macrófagos*y*leucocitos*en*el*parénquima*cerebral,*

exacerbando* la* respuesta* neuroinflamatoria.* El* influjo* de* inmunoglobulina* G* y*

albúmina* en* el* parénquima* cerebral* a* través* de* la* BHE* comprometida* también*

puede*exacerbar*la*respuesta*inmuneq*véase*la*fig.*9.*

*
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!

Figura!9.&El*papel*de*las*células*gliales*en*el*SNC*sano*y*enfermo.*(A)*En*
una*situación*saludable,* los*astrocitos*apoyan* las*neuronas*al* filtrar* los*
nutrientes* de* la* sangre* y* modulan* las* sinapsis,* los* oligodendrocitos*
envuelven* los* axones* para* aislar* las* láminas* de*mielina* y* la*microglía*
escanea*el*ambiente*en*busca*de*células*muertas*o*patógenos*invasores.*
(B)*Durante*la*gliosis*reactiva*en*enfermedades*neurodegenerativas,*los*
oligodendrocitos*y*los*astrocitos*pierden*su*función*de*soporte*normal.*Los*
astrocitos* disminuyen* la* absorción* de* glutamato* de* la* sinapsis,* lo* que*
conduce*a*la*excitotoxicidad.*La*microglía*se*activa*y*fagocita*las*células*
muertas*y*comienza*a*secretar*citocinas*proinflamatorias*que*activa*a*los*
astrocitos.* Tanto* los* astrocitos* reactivos* como* la* microglía* activada*
aumentan* la* expresión* del* inmunoproteasoma.* En* enfermedades*
particulares,* se* observa* desmielinización* de* los* axones* debido* a* la*
disfunción*de*los*oligodendrocitos.*Jansen*et&al.,*2014.*

*

Derivado*de*la*neuroinflamación*ocurre*la*apoptosis.*La*apoptosis*suele*ocurrir*a*

través*de*la*vía*intrínseca*y*extrínseca.*La*primera,*se*inicia*cuando*las*mitocondrias*

están* expuestas* a* una* sobrecarga* patológica* de* calcio,* lo* que* desencadena* la*

apertura*del*poro*de*transición*de*la*permeabilidad*mitocondrial*(mPTP),*activando*

las*caspasas* iniciadoras,*como* la*caspasa*8,*que*activarán*posteriormente*a* las*

caspasas*ejecutoras*como*la*caspasa*3.*Y*la*vía*extrínseca,*la*cual*es*iniciada*por*

la* unión* de* ligandos* específicos* a* ciertos* receptores* de* la* superficie* celular*

llamados* receptores* de* la* muerte* (receptores* Fas),* o* el* ligando* inductor* de*

apoptosis* relacionado* con* el* factor* de* necrosis* tumoral* (TNF)eR1* (TRAILeR1),*

TRAILeR2*y*TNFRp55,*y*está*mediada*por*la*activación*directa*de*caspasas*aguas*

arriba.* En* este* sentido,* la* activación* de* la* apoptosis* depende* de* la* activación*

inducida*por*TNFeα*de*la*caspasa*8*y*3*(Ríos*et&al.,*2015).**
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2.4!Modelos!de!Investigación!de!la!Epilepsia!

Para*comprender*la*epilepsia*y*encontrar*nuevos*tratamientos,*el*uso*de*modelos*

animales*es*crucial.*Existe*una*amplia*variedad*de*modelos*debido*a* la* falta*de*

confiabilidad*con*la*que*un*modelo*recrea*fielmente*el*síndrome*observado*en*los*

humanos.* La* amplitud* de* los* diferentes* síntomas* de* la* epilepsia* requiere* una*

variación* similar* en* los* modelos* animales* (Fisher,* 1989)* existiendo* también*

modelos* genéticos,* donde* la* susceptibilidad* a* las* convulsiones* se* puede*

seleccionar*durante*la*reproducción*donde*se*van*a*sobreexpresar*o*eliminar*genes*

específicos* (Mita*et& al.,* 2001)* y* también* existe* la* inducción* de* convulsiones* en*

animales*normales*(BeneAri*y*Cossart,*2000).**

Las* convulsiones* pueden* inducirse* en* animales* normales,* tanto* eléctrica* o*

químicamente,* y* ya* sea* induciendo* directamente* una* convulsión* (BeneAri* &*

Cossart,* 2000),* o* por* “kindling”q* proceso* donde* se* administran* múltiples*

estimulaciones* subconvulsivas* de* naturaleza* eléctrica* o* química* hasta* que* se*

produce*una*convulsión*espontánea*(Lothman*et&al.,*1985).**

Los*criterios*para*juzgar*un*modelo*animal*son*los*siguientes*(Sarkisian,*2001):*

1.* Patrones*electrofisiológicos*similares*a*los*observados*en*humanos.**

2.* Etiología*similar.**

3.* El*modelo*debe*reflejar*las*condiciones*etarias*en*las*que*inicia*en*humanos.**

4.* El*modelo*debe*replicar*los*cambios*patológicos*específicos*observados*en*

humanos.**

5.* El*modelo*debe*responder*a*los*FAE*de*manera*similar*a*los*humanos.**

6.* Las* características* de* comportamiento* deben* reflejar* las* observadas* en*

humanos.**

2.4.1!Modelos!de!Convulsiones!Agudas!

Se* utilizan* para* explorar* los* mecanismos* neurofisiológicos* que* subyacen* a* la*

generación* de* convulsiones* o* para* evaluar* la* eficacia* de* los* fármacos*



MARCO!TEÓRICO!
 

 26 

antiepilépticos.*Las*convulsiones*parciales*simples*pueden*inducirse*eléctricamente*

al*estimular*directamente*el*tejido*cortical*(Adrian,*1936),*por*ejemplo,*con*pulsos*

eléctricos*a*través*de*electrodos*de*bola*en*la*corteza,*o*mediante*la*administración*

de* Pentilentetrazol* (PTZ).* Para* las* convulsiones* parciales* complejas,* algunos*

modelos*populares*incluyen*la*administración*de*pilocarpina,*toxina*tetánica*o*KA.*

2.4.2!Modelos!de!Epilepsia!In%Vivo!

Dependiendo*del*tipo*de*estudio*que*se*realizará*dependerá*el*modelado,*siempre*

siguiendo*las*pautas*para*modelos*animales.*Por*ejemplo,*las*convulsiones*febriles*

infantiles* se* pueden* modelar* exponiendo* ratas* y* ratones* neonatales* a* shock*

hipertérmico* (Baram* et& al.,* 1997)q* y* las* convulsiones* de* ausencia* infantil,* se*

modelan*utilizando* ratones*mutantes,* susceptibles*de* convulsiones*espontáneas*

que*imitan*en*gran*medida*las*características*de*los*eventos*menores*(Puranam*y*

McNamara,*1999).*

2.4.3!Modelos!de!Epilepsia!del!Lóbulo!Temporal!

La*ELT*generalmente* se* induce*mediante*un* IPI,* o* kindling.*El* IPI* suele* ser* un*

período*de*SE*inducido*eléctrica*o*químicamente*(pilocarpina*o*KA).*El*kindling*es*

un*proceso*mediante*el*cual*la*duración*y*la*participación*del*comportamiento*de*

las*convulsiones* inducidas*aumentan*después*de* inducirlas* repetidamente*hasta*

que*se*alcanza*una*meseta*y,*por*lo*tanto,*la*estimulación*repetida*reduce*el*umbral*

para*que*ocurran*más*convulsiones*(Racine,*1972).**

2.4.4!Modelos!de!Ácido!Kaínico!

El*KA,*análogo*del*neurotransmisor*excitador*glutamato,*se*encuentra*naturalmente*

en*las*algas*Digenea&simplex&(fig.*10).*La*planta*de*color*rojo*violáceo*de*la*familia*

Rhodomelaceae*tiene*una*amplia*distribución*mundial*y*se*encuentra*típicamente*

en*las*áreas*costeras,*creciendo*en*rocas*a*profundidades*de*alrededor*de*1.5*a*7*

metros.* Fue* en* Japón* donde* el* KA* se* extrajo* por* primera* vez* de* D.& simplex*

(Murakami*et&al.,*1953)*y*se*descubrieron*sus*efectos*excitotóxicos*en*el*sistema*

nervioso*central*(SNC)*de*los*mamíferos.*Dos*decadas*más*tarde,*los*estudios*de*
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BeneAri*et&al.,*1978*y*Nadler*et&al.,*1978,*demostraron*de*forma*independiente*que*

las* inyecciones* intraamigdaloides* o* intraventriculares* de* KA,* podrían* inducir*

convulsiones*repetitivas*y*un*patrón*de*daño*neuronal*que*recuerda*a* la*ELT*en*

humanos.*A*partir*de*este*punto,*el*KA*se*ha*utilizado*ampliamente*para* inducir*

convulsiones,* particularmente* en* roedores,* proporcionando*modelos* útiles* tanto*

para* las* convulsiones* agudas* como* para* la* ELT.* Las* inyecciones* locales* o*

sistémicas* de* ácido* kaínico* primero* activan* las* neuronas* piramidales* de*CA3* a*

través*de*los*receptores*de*alta*afinidad*presentes*en*las*fibras*musgosas.*La*región*

CA3*genera*corrientes*glutamatérgicas*controladas*por*red*sincronizadas*que*se*

propagan*a*otras*regiones*del*hipocampo*a*través*de*la*activación*de*las*sinapsis*

colaterales*recurrentes*(BeneAri*y*Cossart,*2000).**

!

Figura!10.&Diginea&Simplex,*alga*ampliamente*conocida*como*uno*de*los*
tratamientos* antihelmínticos* más* eficientes* en* la* medicina* popular*
oriental.*Modificado*de*Yoshida,*1997.*

*

Existen*tres*etapas*principales*para*un*modelo*de*epilepsia*de*SE*inducida*por*KA*

(Grabenstatter*et&al.,*2005):*1)*Un*período*de*SE,*que*suele*durar*varias*horas,*2)*

Un*período*latente*sin*crisis,*que*suele*durar*varios*días*o*semanas*y*3)*La*aparición*
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gradual*y*aumento*progresivo*en*la*frecuencia*de*las*crisis*recurrentes*espontáneas*

(CRE).*

Por*razones*éticas*y*científicas,*es*una*práctica*común*administrar*diazepam*(DZP)*

después*de*inducir*convulsiones*con*KA*para*reducir*la*mortalidad,*lo*cual*puede*

permitir* el* control* experimental* sobre* la* duración* de* la* crisis,* disminuyendo* la*

variabilidad*entre*los*animales.*

!

2.5!Tratamientos!Farmacológicos!de!la!Epilepsia!

Ya* que* los* agentes* etiológicos* de* la* epilepsia* son* tantos,* muchos* de* los*

tratamientos*disponibles*abordan*los*síntomas*en*lugar*de*las*causas.*Los*agentes*

farmacológicos* que* aumentan* el* umbral* de* convulsiones* tienen* invariablemente*

efectos*secundarios*significativos*en*la*actividad*cerebral*normal,*las*condiciones*

que* están* bien* controladas* a* menudo* se* vuelven* refractarias* al* tratamiento,* e*

incluso*cuando*un*programa*de*tratamiento*es*efectivo,*la*razón*del*éxito*a*menudo*

no* está* clara.* Los* fármacos* antiepilépticos* (FAE)* suelen* dirigirse* a* los* canales*

iónicos,* a* los* transportadores* de* neurotransmisores,* a* las* enzimas*metabólicas*

neurotransmisoras,* a* los* canales* de* iones* regulados* por* voltaje,* a* mejorar* la*

inhibición*sináptica*o*a*inhibir*la*excitación*sináptica.*A*continuación,*describiremos*

brevemente*los*FAE*más*comunes.**

2.5.1!Diazepam!

El*diazepam*se*administra*a*menudo*en*la*clínica*para*detener*el*SE*en*situaciones*

de*emergencia,*en*lugar*de*controlar*la*epilepsia*crónica.*Han*reemplazado*en*gran*

medida*a*los*barbitúricos*porque*son*medicamentos*más*seguros*con*menos*riesgo*

de* sobredosis.* El* diazepam* y* otras* benzodiazapinas* también* son* agonistas* de*

GABA* y* mejoran* el* impulso* inhibitorio* al* unirse* al* receptor* GABAA* en* un* sitio*

diferente*al*de*los*barbitúricos*(Walker*et&al.,*1998).**

2.5.2!Levetiracetam!
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El*levetiracetam*(LEV)*a*diferencia*de*la*mayoría*de*los*FAE,*no*parece*funcionar*

a*través*de*la*mediación*de*la*inhibición*GABAérgica,*o*al*actuar*en*canales*de*Ca2+*

de*tipo*T*o*Na+*regulados*por*voltaje*(Rigo*et&al.,*2002),*sin*embargo,*hay*algunas*

pruebas*que*respaldan*la* idea*de*que*funciona*al*mediar* las*concentraciones*de*

Ca2+* intracelular* a* través* de* los* efectos* en* los* receptores* de* rianodina* e* IP3*

(Nagarkatti*et& al.,* 2008)* y* en* los* canales*ROMK1*mediante* la*modulación*de* la*

fosforilación*por* la*proteína*quinasa*A* (Lee*et&al.,*2008).*Se*utiliza*como* terapia*

complementaria* para* pacientes* refractarios* a* otros* regímenes* de* tratamiento*

terapéutico.*

2.5.3!Topiramato!

El*topiramato*(TPM)*tiene*un*complejo*mecanismo*de*acción*incluida*la*inhibición*

de*las*corrientes*evocadas*de*kainato,*la*mejora*de*las*corrientes*provocadas*por*

GABA,* el* bloqueo* de* los* canales* Na+* regulados* por* voltaje,* el* bloqueo* de* los*

canales* de*Ca2+* regulados* por* voltaje* y* la* inhibición* de* la* isoenzima* anhidrasa*

carbónica.*

Se*utiliza*como*complemento*de*la*monoterapia*en*pacientes*con*epilepsia*parcial*

refractarios* a* otros* regímenes* de* tratamiento* farmacológico* (Walker* y* Sander,*

1996).*

2.5.4!Fenobarbital!

Los*barbitúricos*como*el* fenobarbital* (PB),* fueron* tratamientos*populares*para* la*

epilepsia* de* gran& mal,* pero* ya* que* tienen* una* gran* acción* sedante* se* utiliza*

principalmente* para* emergencias* en* el* control* de* SE.* PB* como* todos* los*

barbitúricos*es*un*agonista*de*GABA,*con*una*alta*afinidad*por*el*receptor*GABAA.*

El*sitio*de*unión*es*distinto*del*sitio*de*unión*del*propio*GABA*y*del*sitio*de*unión*de*

las*benzodiazepinas*(Sofia*y*Barry,*1977).**

2.5.5!Fenitoína!

La* fenitoína*es*poco*utilizada*actualmente,*aunque* representa*un* tratamiento*de*

emergencia*para*detener*el*SE.*La*fenitoína*antagoniza*los*potenciales*de*acción*
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dependientes* del* calcio,* las* corrientes* de* calcio* y* los* flujos* de* calcio,* retrasa* o*

reduce* las* corrientes* de* K+* dependientes* del* voltaje* y* aumenta* las* respuestas*

postsinápticas*a*GABA*(Lees*y*Leach,*1993).*

2.5.6!Carbamazepina!

La* carbamazapina* (CBZ)* si* bien* puede* controlar* las* convulsiones* secundarias*

generalizadas,*la*CBZ*puede*exacerbar*los*síntomas*de*la*epilepsia*de*ausencia.*

Tiene*una*vida*media*corta*y,*por*lo*tanto,*debe*administrarse*regularmente*(4*veces*

al*día)*o*administrarse*en*una*formulación*de*liberación*controlada*(Bonneto*et&al.,*

1993).*El*principal*mecanismo*de*acción*de*la*CBZ*es*el*bloqueo*de*los*canales*de*

Na+*regulados*por*voltaje*y*la*consecuente*disminución*de*la*entrada*de*Na+*en*las*

neuronas*(Willow*et&al.,*1985).*

2.5.7!Oxcarbazepina!

La*oxcarbazepina* (OXC)*es*un*análogo*de* la*CBZ.*El*mecanismo*de*acción*es*

similar*al*de*CBZq*sin*embargo,*el*bloqueo*de*los*canales*de*Na+*se*produce*en*

concentraciones*mucho*más*bajas* (McLean,*2002).*La*OXC*se*puede*combinar*

más*eficazmente*con*otros*FAE*que*la*CBZ*ya*que*se*asocia*con*menos*efectos*

secundarios*adversos.*

2.5.8!Gabapentina!

La*gabapentina*(GBP),*es*un*tratamiento*eficaz*contra*las*convulsiones*parciales*y*

secundariamente*generalizadas*en*muchos*pacientes,*sin*embargo,*es*ineficaz*en*

las*convulsiones*generalizadas*y*en*las*crisis*de*ausenciaq*es*ampliamente*utilizada*

ya*que*se*asocia*con*una*baja*incidencia*de*efectos*adversos*graves*y*no*se*ha*

asociado* con* toxicidad* hepática* o* de* médula* ósea* (Ojemann* et& al.,* 1992).* Su*

mecanismo*de*acción*no*se*comprende*completamente*y*aunque*tiene*similitudes*

estructurales*con*GABA,*no*se*cree*que*funcione*como*un*agonista*gabaérgico.*Sin*

embargo,*se*cree*que*desempeña*un*papel*en*la*modulación*del*metabolismo*de*

GABA*y*de*los*aminoácidos*excitadores*en*el*SNC*(Errante*et&al.,*2003).*

2.5.9!Felbamato!
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El*felbamato*(FBM),*se*utiliza*como*terapia*de*último*recurso*para*pacientes*que*

presentan* epilepsia* parcial* refractaria* y* para* controlar* el* síndrome* de* Lennoxe

Gastaut*grave.*Se*usa*comúnmente*como*monoterapia,*debido*a* la* toxicidad*de*

médula* ósea* y* hepática* grave* y* a* los* efectos* secundarios* relacionados* con* su*

interacción* con* otros*FAE,* como* vómitos,* insomnio,* náuseas* y* dolor* de* cabeza*

(Leppik*et&al.,*1991).*Parece*funcionar*tanto*al*mejorar*la*transmisión*GABAérgica*

como*a*la*inhibición*de*los*efectos*excitadores*del*aspartato*(Rho*et&al.,*1994).*

2.5.10!Ácido!Valproico!

El*ácido*valproico*o*valproato*(VPA)*de*manera*similar*a*la*GBP,*tiene*un*efecto*

simultáneo*de*regulación*al*alza*de*la*síntesis*de*GABA,*al*tiempo*que*regula*a*la*

baja* la*síntesis*de*aspartato* (Johannessen,*2000),*pero* también*puede* inhibir* la*

activación*de*alta*frecuencia*de*neuronas*al*bloquear*los*canales*de*Na+*regulados*

por*voltaje*y*actuar*disminuyendo*la*potenciación*de*la*transmisión*excitatoria*en*el*

receptor*NMDA*(Griffith*&*Taylor,*1988).*Es*el*FAE*más*comúnmente*utilizado*en*el*

tratamiento* de* la* epilepsia* generalizada* y* también* se* usa* contra* las* crisis* de*

ausencia*de*epilepsia*parcial*y*las*crisis*mioclónicas*(Johannessen,*2000).*

!

2.6!Cannabinoides*

2.6.1!Antecedentes!del!Uso!para!la!Epilepsia!

El* potencial* de* los* cannabinoides* como* tratamiento* anticonvulsivo* ha* sido*

apreciado*durante*siglos.*El*primer*registro*que*se*tiene*sobre*el*uso*de*cannabis*

con*fines*medicinales,*es*de*hace*5000*años*en*China,*donde*se*utilizaba*como*

tratamiento*para* la*constipación,*dolor*reumatoide,*partos*y*analgesia*en*general*

(Mechoulam,*2005).*En*1464,*el*poeta*Ali*Ben*Makki*visitó*al*hijo*epiléptico*de*un*

vigilante* en*Bagdad* y*mediante* el* uso* de* hachís* curó* por* completo* al* paciente*

Zahireadedin*Muhammedq*sin*embargo,*este*tipo*de*tratamiento*generó*dependencia*

en*el*paciente*(Rosenthal,*1971).*
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!

Figura! 11.&Cannabis* en* el* libro*Pen&Ts’ao&o*The&Herbal* escrito* por* el*
Emperador*SheneNeng*compilado*de*las*tradiciones*chinas*que*datan*del*
año*2700*AC*(Zuardi,*2006).!

!

En*el*sudeste*asiático,*se*ha*estimado*el* inicio*del*consumo*de*marihuana*para*

tratar*las*convulsiones*desde*el*siglo*XVI*(Mechoulam,*1986).*En*1843,*el*científico*

irlandés* W.B.* O’Shaughnessy* publicó* observaciones* sobre* los* beneficios*

terapéuticos* del* cannabis* en* la* India,* incluida* la* “interrupción* de* la* tendencia*

convulsiva”q*También*informó*que*la*administración*oral*de*marihuana*bloqueó*las*

convulsiones*tetánicas*recurrentes*en*un*bebé*de*40*días*de*edad*(O’Shaughnessy,*

1843).* Sin* embargo,* en* 1890,* J.* Russel* Reynolds,*médico* personal* de* la* reina*

Victoria,* informó*que*si*bien*el*cannabis* “era*muy*útil*para* las*crisis*convulsivas*

epilépticas*violentas,*era*absolutamente* inútil*para* las*crisis*de*epilepsia*de*petit&

mal”* (Reynolds,* 1890).* Cincuenta* años* más* tarde,* se* documentó* el* efecto*

anticonvulsivo*de*los*extractos*de*cannabis*en*el*modelo*de*electroshock*máximo*

(MES)* en* ratón* (Loewe* y* Goodman,* 1947).* Posteriormente,* Davis* y* Ramsey*

publicaron*un*estudio*clínico*que*apoya*la*acción*anticonvulsiva*de*los*homólogos*

del*THC,*cuando*se*administraron*a*cinco*niños*epilépticos*hospitalizados*(Davis*y*

Ramsey,* 1949).* Si* bien* estos* niños* presentaban* una* epilepsia* de* gran& mal*

controlada* inadecuadamente*con*fenobarbital*(PB)*y*otros*antiepilépticos,*dos*se*
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volvieron*casi*completamente*o*completamente*libres*de*crisis*cuando*se*trataron*

con*tales*homólogos*(Davis*y*Ramsey,*1949).**

En*1964*cuando*Gaoni*y*Mechoulam*lograron*aislar*el*deltae9e*tetrahidrocannabinol*

(∆9eTHC)* se* inició* el* estudio* de* sus* propiedades* anticonvulsivas.* El* trabajo* de*

Karler,*Wada*y*algunos*otros*en* la*década*de*1970,* estableció* las*propiedades*

anticonvulsivas*de*varios*cannabinoides,*incluidos*el*cannabinol,*el*cannabidiol*y*el*

∆9eTHC,*en*varios*modelos*animales,*incluido*el*modelo*de*MES*en*ratón*(Karler*y*

Turkanis,* 1981).* En* estudios* realizados* por* Sofia* et& al.,* el* ∆9eTHC* y* los*

anticonvulsivos* fenitoína,* fenobarbital* (PB)* y* clordiazepóxido* se* evaluaron* en* el*

modelo*de*MES.*Se*encontró*que*el*∆9eTHC*fue*el*más*potente*para*aumentar*la*

latencia*de* la*extensión*de* las*extremidades*posteriores*y*prevenir* la*mortalidad*

(Sofia* et.* al.,* 1976q* Sofia* y* Barry,* 1977).* Otro* estudio* que* utilizó* este* modelo*

demostró*que*la*administración*del*∆9eTHC*potenciaba*significativamente*el*efecto*

anticonvulsivo*de* la* fenitoína*hasta*1.5* veces*más*y*el* cannabidiol* hasta* cuatro*

veces*más*(Chesher*y*Jackson,*1974).**

Otros* estudios* utilizando* los* cannabinoides* por* vía* intraperitoneal* (i.p.)* también*

demostraron*ser*anticonvulsivos*efectivos*en*los*modelos*de*kindling*de*epilepsia.*

En*un*estudio,*1*y*5*mg/Kg*de*∆9eTHC*fueron*suficientes*para*reducir*o*bloquear*las*

manifestaciones*clínicas*y*electrográficas*de*convulsiones*amigdaloides*inducidas*

en*ratas*(Corcoran*et&al.,*1973).*El* tratamiento*de*gatos*con*∆9eTHC*mostró*una*

reducción* de* la* actividad* convulsiva* clínica* y* electrográfica* inducida* por* la*

estimulación*subcortical*(Wada*et&al.,*1973).*

También*se*ha*informado*que*los*cannabinoides*son*anticonvulsivos*en*varios*otros*

modelos.* Por* ejemplo,* tanto* el* ∆9eTHC* como* el* ∆8eTHC* protegieron* contra* las*

convulsiones*inducidas*por*PTZ*en*ratones*y*eran*aditivos*con*el*PBq*el*∆9eTHC*y*

el* PB* juntos* brindaron* una* protección* del* 100%* (Dwivedi* y* Harbison,* 1975).*

Finalmente,*tanto*el*∆9eTHC*como*el*∆8eTHC*fueron*anticonvulsivos*en*ratas*que*

presentaban* crisis* generalizadas* espontáneamente* en* un* modelo* de* epilepsia*

experimental*con*cobalto*(Colasanti*et&al.,*1982).*
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Por*otro*lado,*los*cannabinoides*también*han*presentado*efectos*paradójicos*sobre*

la*actividad*convulsiva,*pudiendo*llegar*a*ser*proeconvulsivos.*Varios*estudios*han*

demostrado* lo* anterior,* pero* fue* documentado*por* primera* vez* en* 1967* cuando*

Keeler*y*Reifler* informaron*sobre*un*caso*de*un*hombre*adulto*con*epilepsia*de*

gran&mal*que*tuvo*3*convulsiones*tónicoeclónicas*durante*un*intervalo*de*3*semanas*

debido*a* su* consumo*de*marihuana* (Keeler* y*Reifler,* 1967).*En*otro*estudio,* la*

administración*de*∆9eTHC*una*dosis*de*0.05*mg/Kg*por*vía* intravenosa,*produjo*

convulsiones*en*una*población*de*conejos*blancos*de*Nueva*Zelanda*(Consroe*et&

al.,* 1977),* los* cuales* son* animales* genéticamente* susceptibles.* También* ha*

causado*actividad*convulsiva*en*ratas,*perros*y*monos*que*no*son*susceptibles*a*

convulsiones,*cuando*se*administró*∆9eTHC*por*vía*oral,*i.v.,*o*por*inhalaciónq*sin*

embargo,*estos*efectos*solo*ocurrieron*en*algunos*animales*con*dosis*letales*o*casi*

letales*administradas*de*forma*aguda*o*altas*en*varias*ocasiones*durante*meses*

(Mechoulam,* 1986).* Adicionalmente,* otros* estudios* indicaron* que* se* desarrolla*

tolerancia* al* efecto* anticonvulsivo* de* los* cannabinoides,* incluidos* el* ∆9eTHC* y*

cannabidiol*(Karler*et&al.,*1974q*Karler*y*Turkanis,*1980q*Colasanti*et&al.,*1982).*De*

hecho,* se* ha* informado* una* tolerancia* completa* al* ∆9eTHC* (100*mg/Kg/día)* en*

cuanto*a*sus*efectos*anticonvulsivos*en*el*MES*a*partir*de*los*3*a*4*días.*También*

se*produjo*tolerancia*cruzada*en*animales*tolerantes*al*∆9eTHC*a*la*fenitoína*y*el*

PB*(Karler*et&al.,*1974).**

En* la* década* de* 1990,* la* investigación* de* laboratorio* sobre* cannabinoides* y*

epilepsia* se* mantuvo* estancada* a* pesar* del* descubrimiento* de* receptores* de*

cannabinoides*específicos*en*1988*(Devane*et&al.,*1988)*y*la*posterior*explosión*de*

literatura* relacionada* con* los* cannabinoides.* El* tema* de* la* legalización* de* la*

marihuana*con* fines*medicinales,* incluyendo*el* tratamiento*de* la*epilepsia,*puso*

este*tema*en*primer*plano.*A*pesar*de*la*creciente*popularidad*de*los*pacientes*con*

epilepsia*que*se*automedicaron*con*marihuana,*los*datos*de*investigación*sobre*los*

cannabinoides* y* la* epilepsia* en* el* siglo* XX* fueron* prácticamente* inexistentes*

(Robson,*2001)*y*actualmente*siguen*bajo*investigación*para*su*uso*no*solo*en*esta*

condición*médica,*sino*también*para*muchos*otros*padecimientos.*
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2.6.2!Efectos!Fisiológicos!!

La*administración*de*cannabinoides*produce*numerosos*efectos*fisiológicos*agudos*

que*incluyen*aumentos*en*la*frecuencia*cardiaca,*enrojecimiento*de*la*conjuntiva,*

reducción* de* la* fuerza* física,* aumento* del* apetito* y* la* subsecuente* ingesta* de*

alimentos*(Hollister,*1986).*En*estudios*con*animales,*los*cannabinoides*alteran*una*

serie*de*parámetros*de*comportamiento*caracterizados*por*una*“tétrada”*de*efectos*

que* incluyen*una*disminución*de* la*actividad*espontánea,*analgesia,*disminución*

de* la* temperatura* rectal* e* inmovilidad* rígida* (catalepsia),* incluso,* estos* efectos*

farmacológicos* han* demostrado* ser* excelentes* predictores* de* la* actividad*

cannabimimética*en*roedores*(Ameri,*1999).*Los*efectos*subjetivos*de*la*marihuana*

en* los* seres* humanos* se* caracterizan* por* numerosos* síntomas* que* incluyen*

excitación*y*disociación*de* ideas,*mejora*de* los*sentidos,*errores*en*el* juicio*del*

tiempo* o* el* espacio,* daño* a* las* emociones,* ideas* fijas* de* delirios,* ilusiones* y*

alucinaciones*(Dewey,*1986).**

2.6.3!Receptores!y!Ligandos!!

El* ∆9eTHC* y* otros* compuestos* cannabinoides* actúan* en* receptores* específicos*

conocidos*como*receptores*cannabinoides.*Estos*receptores*tienen*una*estructura*

característica*de*receptor*acoplado*a*proteína*G*(GPCR)*que*incluye*siete*dominios*

transmembrana*hidrófobos,*un*extremo*N*extracelular*y*un*extremo*C*intracelular*

(fig.* 12).* Actualmente* hay* dos* subtipos* de* receptores* cannabinoides* bien*

caracterizados,*CB1R*(Devane*et&al.,*1988q*Matsuda*et&al.,*1990)*y*CB2R*(Kaminski*

et&al.,*1992q*Munro*et&al.,*1993),*pero*existe*una*creciente*evidencia*que*apoya*la*

existencia*de*subtipos*adicionales*de*receptores*de*cannabinoides*tanto*en*el*SNC*

como*en*la*periferia*(Hájos*y*Freund,*2002bq*Wiley*y*Martin,*2002q*Begg*et&al.,*2005).**
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*

Figura!12.&Receptores*cannabinoides*metabotrópicos,*conformados*por*
siete*proteínas*que*contienen*dominios*transmembrana*que*señalizan*a*
través*de*proteínas*G*heterotriméricas.*Se*muestran*las*respuestas*típicas*
resultantes*de*la*activación*de*las*proteínas*G*Gi/Go*por* los*receptores*
CB1*y*CB2.*Modificado*de*Caterina,*2014.*

*

Algunos*estudios*en*cerebros*de*ratones*knockout*(KO)*de*receptor*CB1*(e/e)*que*

utilizaron*autorradiografía*de*[35S]GTPγS*indicaron*que*varios*cannabinoides*actúan*

en*receptores*que*no*son*CB1,*ni*CB2*(Di*Marzo*et&al.,*2000q*Breivogel*et&al.,*2001q*

Monory*et&al.,*2002).*Otra*evidencia*de*respaldo*para*los*receptores*adicionales*del*

SNC*en*ratones*KO*de*CB1R*(e/e)*incluye*la*capacidad*de*algunos*cannabinoides*

para*alterar*las*medidas*de*comportamiento*(Di*Marzo*et&al.,*2000),*y*la*liberación*

de*glutamato* (Hájos*et&al.,* 2001q*Hájos*y*Freund,*2002a,*bq*Köfalvi*et&al.,* 2003q*

Hoffman*et&al.,*2005).*

La*caracterización*de*los*receptores*de*cannabinoides*no*podría*haber*sido*posible*

sin* el* desarrollo* de* numerosos* ligandos* de* cannabinoides,* que* se* clasifican* en*

cuatro* grupos* principales* según* su* estructura* química:* clásico,* no* clásico,*
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aminoalquilindol* y* eicosanoide* (Pertwee,* 2005).* Los* cannabinoides* clásicos*

comprenden*los*“fitocannabinoides”*mencionados*anteriormente*que*incluyen*el*∆9e

THC,*el*∆8eTHC*y*el*cannabinol,*así*como*sus*análogos*sintéticos,*como*el*derivado*

del*∆8eTHC,*HUe210.*Los*cannabinoides*no*clásicos*incluyen*análogos*bicíclicos*y*

tricíclicos* del* ∆9eTHC,* por* ejemplo,* el* compuesto* bicíclico* CP55,940.* Los*

aminoalquilindoles,* incluyendo* el* WIN* 55,212e2* (fig.* 13),* están* formados* por*

estructuras*muy*diferentes*a*las*de*otros*cannabinoides*(Compton*et&al.,*1992).*Su*

caracterización*contribuyó*a*la*determinación*autorradiográfica*de*la*localización*del*

receptor*CB1*en*el*cerebro*(Herkenham*et&al.,*1990q*Jansen*et&al.,*1992).*Y*el*cuarto*

grupo,*los*eicosanoides,*son*los*endocannabinoides*y*sus*análogos*sintéticos.*

!

Figura! 13.&Estructura* química* de*WIN* 55,212e2.* Modificado* de*Mayae
López*et&al.,*2017.*

*

2.6.4!Endocannabinoides!

A*partir*del*descubrimiento*de*los*receptores*cannabinoides*se*creó*un*gran*interés*

en* encontrar* sus* ligandos* naturales.* Se* han* aislado* varios* compuestos*

endocannabinoides,*incluyendo*la*anandamida*o*araquidonoiletanolamida*(AEA),*2e

araquidonilglicerol*(2eAG),*Oearaquidonileetanolamina*(virodamina,*OAE),*éster*de*

2earaquidonileglicerol*(noladina,*2eAGE)*y*Nearaquidonoiledopamina*(NADA).**

La*caracterización*de*tales*compuestos*y*sus*receptores*hizo*evidente*que*existe*

un*sistema*de*señalización*neuromoduladora*endógeno*completo,*conocido*como*

sistema*endocannabinoide*(Pertwee,*2005).**
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El* sistema* endocannabinoide* está* compuesto* no* solo* de* receptores* de*

cannabinoides*y*endocannabinoides,*sino*también*de*proteínas*para*la*síntesis*e*

inactivación*de*endocannabinoides,*así*como*otras*posibles*dianas*moleculares*de*

los*endocannabinoides*(Pertwee,*2005).*Aunque*no*es*un*sistema*neurotransmisor*

clásico,*el*sistema*endocannabinoide*participa*en*la*neurotransmisión*química*de*

manera*muy*similar*a*estos*sistemas*a*través*de*la*síntesis,*liberación,*interacción*

con*receptores*diana*e*inactivación*de*endocannabinoides.*

2.6.4.1%Anandamida%(AEA)&

El*primer*cannabinoide*endógeno*descubierto*que* lleva*el*nombre*de* la*palabra*

sánscrita*“ananda”*que*significa*“felicidad*interior”,*se*identificó*a*partir*del*cerebro*

porcino* en* 1992* (Devane* et& al.,* 1992)* y* posteriormente* se* denominó*

araquidonoiletanolamida* (AEA)* o* anandamida,* La* síntesis* de* la*AEA* se* inicia* a*

través*de*un*aumento*en*el*Ca2+* intracelular* (Di*Marzo*et&al.,*1994).*La*AEA*se*

produce* a* partir* de* la* hidrólisis* de* su* precursor* fosfolipídico,* Nearaquidonoil*

fosfatidiletanolamina* (NArPE),* después* de* la* activación* de* la* fosfolipasa* D*

específica*de*NAPE*(NAPEePLD)*(Di*Marzo*et&al.,*1994q*Pertwee,*2005).*Debido*a*

la* naturaleza* hidrófoba* de* la* AEA,* se* cree* que* se* produce* en* la* membrana*

plasmática.*Esto*está* respaldado*por* los*hallazgos*de* la*NArPE*en* la*superficie*

celular*(Cadas*et&al.,*1996).*Una*vez*que*se*libera*la*AEA,*se*une*a*los*receptores*

CB1*como*un*agonista*parcial*para*producir*numerosos*efectos*comparables*a*los*

del*∆9eTHC*(Felder*et&al.,*1993q*Mackie*et&al.,*1993q*Vogel*et&al.,*1993q*Wartmann*

et&al.,*1995).*También*se*encontró*que*la*AEA*se*une*a*los*receptores*periféricos*

(CB2),*aunque*con*menor*afinidad*que*los*receptores*CB1*(Freund*et&al.,*2003).*La*

AEA*también*se*une*al*receptor*TRPV1*(fig.*14),*lo*que*demuestra*que*tiene*efectos*

no* cannabinoides* (Zygmunt* et& al.,* 1999).* Se* piensa* que* la* AEA* se* inactiva*

rápidamenteq*un*transportador*de*Na2+*de*alta*afinidad*introduce*la*AEA*en*la*célula*

(Beltramo*et&al.,*1997q*Piomelli*et&al.,*1999q*Moore*et&al.,*2005).*Allí* se*hidroliza*

rápidamente*por*la*amida*hidrolasa*de*ácidos*grasos*(FAAH),*que*convierte*la*AEA*

en*ácido*araquidónico*y*etanolamina*(Cravatt*et&al.,*1996q*Giang*y*Cravatt,*1997).*
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!

Figura! 14.&Receptores* cannabinoides* ionotrópicos* del* canal* TRP.* Las*
subunidades* del* canal* TRP* tienen* cada* una* seis* dominios*
transmembrana.*Se*ensamblan*cuatro*subunidades*para*formar*un*canal*
de* función* para* mediar* la* entrada* de* iones* de* sodio* y/o* calcio.* ARD,*
Dominio*repetido*de*anquirina.*Modificado*de*Caterina,*2014.*

*

2.6.4.2%2DAraquidonilglicerol%(2DAG)&

El*2earaquidonilglicerol*(2eAG)*es*un*ligando*cannabinoide*endógeno*cuyos*niveles*

en*el*cerebro*son*extremadamente*altos,*en*algunos*casos*aproximadamente*170*

veces* más* que* la* anandamida* (Stella* et& al.,* 1997).* El* 2eAG* se* sintetiza*

principalmente* por* los* precursores* del* diacilglicerol* (DAG)* que* forman* el* 2eAG*

después* de* la* activación* de* la* lipasa* del* DAG* (DAGL)* (Pertwee,* 2005).* Dos*

isozimas*de*lipasa*1*del*DAG*que*se*han*caracterizado*hasta*ahora*son*el*DAGLα*

y*el*DAGLβ*(Bisogno*et&al.,*2003).*Al*igual*que*la*anandamida,*su*síntesis*puede*

desencadenarse*por*un*aumento*del*Ca2+*intracelular*(Stella*et&al.,*1997),*aunque*

también*hay*evidencia*de*su*generación*a*través*de*mecanismos*independientes*

de*Ca2+*(Kondo*et&al.,*1998).*Debido*a*que*los*incrementos*del*DAG*son*paralelos*

a*los*incrementos*del*2eAG,*es*probable*que*la*fosfolipasa*C*(PLC)*u*otra*actividad*
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de*la*fosfolipasa*contribuya*a*la*síntesis*del*2eAG*(Stella*et&al.,*1997).*Si*bien*se*ha*

demostrado* que* la* FAAH* también* degrada* el* 2eAG* (Freund* et& al.,* 2003),* otras*

hidrolasas*del*2eAG*conocidas*como*monoacilglicerol*lipasas*también*participan*en*

la*inactivación*del*2eAG*en*las*neuronas*corticales*(Dinh*et&al.,*2002).*El*2eAG*se*

une*a*los*receptores*CB1,*lo*cual*se*demostró*al*producir*una*inhibición*reversible*

de*la*acumulación*de*AMPc*sensible*a*la*toxina*pertussis*(PTX)*(Stella*et&al.,*1997).**

2.6.4.3%Otros%&

Se* han* propuesto* otros* tres* ligandos* endógenos* potenciales:* Nearaquidonoile

dopamina*(NADA)*(Huang*et&al.,*2002),*éster*de*2earaquidonilglicerol*(“noladina”)*

(2eAGE)* (Hanus* et& al.,* 2001)* y* Oearaquidonil* etanolamina* (“virodamina”)* (OAE)*

(Fezza*et&al.,*2002).*En*general,*se*sabe*mucho*menos*sobre*estos*compuestos*y*

su* papel* en* el* sistema* endocannabinoide.* Existe* controversia* sobre* si* estos*

compuestos* se* producen* en* niveles* suficientes* en* el* tejido* cerebral* de* los*

mamíferos*para*ejercer*un*efecto*fisiológico*(Pertwee,*2005).**

2.6.5!Ubicación!de!los!Receptores!!

2.6.5.1%CB1R&

El* receptor*CB1*es* uno*de* los* receptores* acoplados* a* proteína*G* (GPCR)*más*

abundantes*en*el*SNC*(fig.*15),*con*niveles*hasta*10*veces*superiores*a*cualquier*

otro* GPCR* (Herkenham* et& al.,* 1990q* Sim* et& al.,* 1996b).* Los* primeros* estudios*

autorradiográficos* con* el* ligando* cannabinoide* radiomarcado* [3H]CP55,940*

demostraron*concentraciones*particularmente*altas*del*receptor*en*varias*regiones*

cerebrales* diferentes,* como* el* estriado,* el* hipocampo,* la* sustancia* nigra* y* el*

cerebelo*(Herkenham*et&al.,*1990q*Herkenham*et&al.,*1991).*Los*estudios*en*ratas,*

conejillos* de* indias,* monos* rhesus* y* humanos* han* demostrado* que* todas* las*

especies*contienen*una*unión*muy*densa*dentro*del*hipocampo,*particularmente*la*

capa*molecular*del*giro*dentado,*y*una*unión*densa*en*otras*partes*de*la*formación*

del* hipocampo* (Herkenham* et& al.,* 1990).* Otros* estudios* de* localización* en* el*

hipocampo*de*rata*elucidaron*una*unión*muy*densa*en*la*región*CA3*y*una*unión*

densa* en* CA1* y* el* subículo,* con* niveles* más* altos* en* el* estrato* lacunosumP
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moleculare*y*en*las*bandas*que*rodean*la*capa*de*células*piramidales*(Herkenham*

et&al.,*1991).*

Los* estudios* de* hibridación* in& situ* (ISH)* han* correlacionado* muchas* de* estas*

regiones* de* unión* densa* del* receptor* a* regiones* que* expresan* altos* niveles* de*

ARNm* del* CB1R* (Mailleux* y* Vanderhaeghen,* 1992bq* Matsuda* et& al.,* 1993q*

Marsicano*y*Lutz,*1999).*En*el*hipocampo,*las*diferencias*notables*en*los*estudios*

de*ISH*incluyen*la*presencia*de*ARNm*del*CB1R*en*niveles*bajos*en*la*capa*de*

células* piramidales.* Además,* se* dispersaron* células*muy* intensas* en* el* estrato*

piramidal,*el*estrato*oriens,*el*estrato* lacunosumPmoleculare*y* la*capa*de*células*

granulares* del* giro* dentado,* y* fueron* las*más*marcadas* en* el* SNC* (Mailleux* y*

Vanderhaeghen,*1992b).*

Varios*estudios*que*utilizaron*anticuerpos*específicos*para*el*receptor*CB1,*dirigido*

a*los*primeros*77*residuos*del*extremo*N*(N1e77)*caracterizaron*la*localización*de*los*

receptores*CB1*del*hipocampo*con*el*anticuerpo*N1e77*con*respecto*a*su*posible*

función.*Los*estudios*de*marcaje*fluorescente*doble*tanto*en*cortes*de*hipocampo*

como* en* cultivos* coelocalizaron* el* receptor* CB1* con* numerosos* marcadores*

celulares*(Tsou*et&al.,*1999q*Irving*et&al.,*2000),*y*esta*coelocalización*fue*confirmada*

por* estudios* de* ISH* (Marsicano* y* Lutz,* 1999).* Casi* todas* las* neuronas* que*

contienen*receptores*CB1*se*coelocalizan*con*GABA*o*la*descarboxilasa*del*ácido*

glutámico*(GAD)q*curiosamente,*los*estudios*de*ISH*en*el*hipocampo*también*han*

mostrado*la*coelocalización*con*receptores*de*serotonina*3*(5eHT3)*(Hermann*et&al.,*

2002q*Morales*y*Backman,*2002)*y* receptores*de*dopamina*D2* (Hermann*et&al.,*

2002).*

Los*estudios*de*microscopía*electrónica*(ME)*en*el*hipocampo*revelaron*que*los*

receptores*CB1*estaban*localizados*axonalmente,*lo*que*sugiere*un*mecanismo*de*

acción*presináptico,*y*se*encontraron*exclusivamente*en*las*sinapsis*simétricas*o*

GABAérgicas* (Katona* et& al.,* 1999).* Otros* anticuerpos* desarrollados* han* podido*

localizar* más* ampliamente* la* expresión* del* receptor* CB1* axonal* del* anillo*

perisináptico* en* el* hipocampo* de* la* rata,* a* una* corta* distancia* del* borde* de* la*



MARCO!TEÓRICO!
 

 42 

sinapsis,*donde*pueden*influir*directamente*en*la*función*del*canal*de*Ca2+*sináptico*

(Nyiri*et&al.,*2005).*

!

Figura! 15.& Representación* esquemática* de* las* principales* áreas* que*
expresan*CB1* en* el* cerebro* del* ratón.* AMG,* amígdalaq* CPu,* putamen*
caudadoq*Ctx,*cortezaq*DRN,*núcleo*del*rafe*dorsalq*GP,*globo*pálidoq*LC,*
locus&coeruleusq*NAc,*núcleo*accumbensq*NTS,*núcleo*del*tracto*solitarioq*
OB,* bulbo* olfativoq* OT,* tubérculo* olfativoq* PAG,* sustancia* gris*
periacueductalq*SNr,*substantia&nigra&pars&reticulataq*VTA,*área*tegmental*
ventral.*Modificado*de*Flores*et&al.,*2013.*

*

2.6.5.2%CB2R&

Las*transcripciones*de*ARNm*y*las*proteínas*del*receptor*CB2*se*han*detectado*

recientemente* en* niveles* más* bajos,* pero* aún* significativos* en* el* SNC,*

particularmente*en*el*cerebelo,*corteza*y*tronco*del*encéfalo*(Van*Sickle*et&al.,*2005)*

aunque* anteriormente* se* pensaba* que* se* encontraba* predominantemente* en*

tejidos* inmunes*(Kaminski*et&al.,*1992q*Munro*et&al.,*1993).*En*el*hipocampo,*se*

encontró*una*inmunotinción*moderada*de*CB2R*en*el*estrato*piramidal,*mientras*

que*se*observó*una*tinción*más*pronunciada*en*la*región*CA2eCA3*(Gong*et&al.,*

2006).* Además,* las* interneuronas* en* el* estrato* oriens* y* el* radiatum* fueron*

inmunoreactivas* para* el*CB2R* (Gong*et& al.,* 2006).* Sin* embargo,* la* importancia*

funcional*de*estos*receptores*en*el*cerebro*aún*no*se*conoce*con*claridad.*

2.6.6!Plasticidad!del!Receptor!CB1!
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Se* ha* demostrado* que* los* receptores* CB1* exhiben* plasticidad* en* numerosos*

estados*patológicos.*En*1993*se*demostró*que*había*una*pérdida*de*la*expresión*

del*receptor*CB1*en*la*sustancia*nigra*en*la*enfermedad*de*Huntingdon*(Glass*et&

al.,* 1993).*Si* bien* la*evidencia*preliminar* sugirió*que*se*debió* simplemente*a* la*

presencia*de*receptores*CB1*en*las*terminales*estriatonigrales,*un*estudio*posterior*

encontró* que* en* la* sustancia* nigra,* la* unión* del* receptor* cannabinoide* está*

comprometida*antes*de*la*degeneración*de*la*terminal*estriatonigral*(Glass*et&al.,*

2000).*Esto*sugiere*que*la*regulación*a*la*baja*del*receptor*cannabinoide*puede*ser*

protectora*y*compensatoria*(Glass*et&al.,*2000).**

Se* sabe* que* la* expresión* del* receptor* cannabinoide* es* plástica* en* varios* otros*

estados*de*enfermedad.*Por*ejemplo,*en*un*modelo*de*isquemia*cerebral*focal*en*

las*ratas,* la*expresión*del*receptor*CB1*en*las*neuronas*aumentó*en*la*zona*del*

límite*arterial*del*manto*cortical*de*2*a*más*de*72*horas,*como*lo*muestran*tanto*el*

análisis*de*Western*blot*como*el*análisis*inmunohistoquímico*(Jin*et&al.*,*2000).*Esto*

concuerda*con*estudios*previos*realizados*por*el*mismo*laboratorio*que*sugieren*

que*los*cannabinoides*son*neuroprotectores*(Nagayama*et&al.,*1999).*También*se*

demostró*que*la*expresión*del*receptor*CB1*está*significativamente*aumentada*en*

un*modelo*de*rata*de*dolor*neuropático*crónico*(Siegling*et&al.,*2001).*A*través*de*

la* transección* del* nervio* ciático,* los* autores* pudieron* obtener* una* regulación*

contralateral*selectiva*del*ARNm*del*receptor*CB1*talámico*evaluado*1*vez*después*

de*la*cirugía.*Estos*resultados*indican*que*el*aumento*de*la*expresión*del*receptor*

CB1*puede*subyacer*al*aumento*de*la*eficacia*antinociceptiva*de*los*cannabinoides*

en*condiciones*de*dolor*crónico*(Siegling*et&al.,*2001).*Finalmente,*existe*evidencia*

de*que*el*sistema*endocannabinoide*también*puede*alterarse*en*el*desarrollo*de*la*

esquizofrenia.* Se* han* encontrado* niveles* elevados* de* AEA* en* el* LCR* de* 10*

pacientes*con*diagnóstico*de*esquizofrenia*(Leweke*et&al.,*1999).*Estos*cambios*en*

la*función*y*expresión*del*receptor*CB1*implican*al*sistema*endocannabinoide*en*

desempeñar*un*papel*en* los*procesos*neuronales*normales*afectados*por*estos*

trastornos.*En*conjunto,*estos*estudios* ilustran*que* la*expresión*y* la* función*del*

receptor*CB1*pueden*alterarse*por*numerosos*eventos*celulares*y*moleculares.*
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2.6.7!Transducción!de!la!Señal!Mediada!por!el!Receptor!CB1!

En*el*cerebro,*la*unión*del*agonista*al*receptor*CB1*da*como*resultado*la*activación*

de*al*menos*cinco*isoformas*diferentes*de*proteínas*G,*Gi/o*(Prather*et&al.,*2000).*

Como*es* típico*de* las*proteínas*Gi/o,* la*activación*del* receptor*CB1*produce*una*

inhibición*de*la*adenilil*ciclasa*(Howlett,*1985q*Howlett*et&al.,*1986)*y*subsiguientes*

disminuciones*en*la*formación*del*AMPc*(BidauteRussell*et&al.,*1990).*

La*activación*del*receptor*CB1*también*causa*numerosos*cambios*posteriores*en*

la*permeabilidad*de*los*iones.*La*conductancia*del*canal*de*potasio*aumenta*tanto*

en* los* canales* rectificadores* de* potasio* (GIR* [K+])* acoplados* internamente* a* la*

proteína*G*(Henry*y*Chavkin,*1995)*como*en*los*canales*de*corriente*de*potasio*

dependientes* del* voltaje* (Deadwyler*et& al.,* 1995).*A* la* inversa,* la* activación*del*

receptor*CB1*disminuye*la*conductancia*de*ambos*canales*de*Ca2+*tipo*N*y*P/Q*

(Mackie*y*Hille,*1992q*Twitchell*et&al.,*1997).*Además,*se*sabe*que*la*activación*del*

receptor* CB1* activa* una* cascada* de* MAP* quinasa* (Bouaboula* et& al.,* 1995bq*

Wartmann*et&al.,*1995).*

2.6.8!Inhibición!de!la!Liberación!de!Neurotransmisores!Mediada!por!el!
Receptor!CB1!

Existe*una*gran*evidencia*de*que*los*cannabinoides*modulan*la*neurotransmisión*

GABAérgica*en*el*hipocampo.*La*electrofisiología*paralela*o* los*experimentos*de*

liberación*de*[3H]GABA*a*menudo*se*han*realizado*junto*con*estudios*anatómicos.*

Por*ejemplo,* la*aplicación*del*WIN55,212e2*inhibió*la*frecuencia*de*las*corrientes*

postsinápticas*inhibitorias*en*miniatura*(mIPSC)*mediada*por*GABA*en*neuronas*

cultivadas* de* hipocampo,* y* se* revirtió* mediante* la* aplicación* del* antagonista*

cannabinoide*SR141716A*(Irving*et&al.,*2000).*Los*mecanismos*de*esta*inhibición*

se*examinaron*más*a*fondo*en*cortes*de*hipocampo,*donde*el*WIN55,212e2*inhibió*

las*IPSCs*mediadas*por*GABAA*y*las*IPSCs*espontáneas*(sIPSC)*a*través*de*un*

mecanismo*mediado*por*el*CB1R*sin*efectos*en* la*sensibilidad*postsináptica*de*

GABA* o* la* captación* de* GABA* (Hoffman* y* Lupica,* 2000).* Estos* resultados*

contrastan* con* los* hallazgos* en* los* que* se* encontró* que* el* ∆9eTHC* disminuía*

significativamente* la* captación* de* GABA* en* el* hipocampo* de* rata* (Coull* et& al.,*
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1997).*De*hecho,*se*ha*demostrado*que*la*aplicación*de*agonistas*cannabinoides*

reducen*significativamente*las*IPSCs*en*numerosas*regiones*del*cerebro,*como*el*

estriado*(Szabo*et&al.,*1998),*proyecciones*estriatonigrales*(Wallmichrath*y*Szabo,*

2002),* la* sustancia* nigra* (Chan* et& al.,* 1998q* Chan* y* Yung,* 1998),* el* núcleo*

accumbens*(Manzoni*y*Bockaert,*2001)*y*la*amígdala*(Katona*et&al.,*2001).*

Por*otro*lado,*hablando*de*la*neurotransmisión*glutamatérgica,*se*ha*demostrado*

que*los*cannabinoides*inhiben*la*liberación*de*glutamato*al*reducir*la*amplitud*de*la*

corriente*excitatoria*postsináptica*(EPSC)*en*rodajas*de*cerebro*de*roedores*o*en*

neuronas*de*numerosas*regiones*del*cerebro,*incluido*el*núcleo*accumbens*(Robbe*

et& al.,* 2001),* globo* pálido* (Freiman* y* Szabo,* 2005),* el* estriado* (Gerdeman* y*

Lovinger,*2001*q*Huang*et&al.,*2001),*el*cerebelo*(Lévénés*et&al.,*1998q*Takahashi*y*

Linden,* 2000),* la* sustancia*nigra& pars& reticulata* (Szabo*et& al.,* 2000),* la* corteza*

prefrontal* (Auclair*et&al.,*2000),*el*área* tegmental*ventral* (Melis*et&al.,*2004a),* la*

amígdala*lateral*(Azad*et&al.,*2003)*y*la*médula*espinal*(Morisset*y*Urban,*2001).*

Los*estudios*bioquímicos*han*confirmado*que*la*activación*del*receptor*CB1*por*el*

WIN55,212e2,* inhibe* la* liberación*de*glutamato*en*el*hipocampo*a* través*de*una*

proteína*G*inhibitoria*que*suprime*la*actividad*del*canal*de*Ca2+*tipo*N*y*P/Q*(Wang,*

2003).**

Debido*a*que*los*estudios*han*ilustrado*la*falta*de*una*tinción*del*receptor*CB1*en*

las*sinapsis*glutamatérgicas,*existe*una*paradoja*en*la*modulación*cannabinoide*de*

la*neurotransmisión*glutamatérgica.*Varios*estudios*han*abordado*esta*paradoja*y*

se* ha* hipotetizado* la* existencia* de* un* nuevo* subtipo* de* receptor* cannabinoide*

(Hájos* et& al.,* 2001).* La* evidencia* adicional* de* tal* receptor* se* ha* demostrado*

mediante*la*capacidad*del*WIN55,212e2*para*inhibir*la*liberación*de*[3H]glutamato*

en*ratones*KO*de*receptor*CB1*(e/e)*(Köfalvi*et&al.,*2003).*Sin*embargo,*debido*a*

que* este* subtipo* propuesto* aún* no* se* ha* caracterizado* molecularmente,* los*

estudios*adicionales*que*abordan*este*problema*son*algo*limitados.*Además,*dos*

estudios*posteriores*han*propuesto*que*los*receptores*CB1*son*responsables*de*la*

supresión* sináptica* glutamatérgica* en* el* hipocampo* (Kawamura* et& al.,* 2006q*
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Takahashi*y*Castillo,*2006),*por* lo*que* la*controversia*sobre* la*especificidad*del*

receptor*CB1*en*la*liberación*de*glutamato*sigue*sin*resolverse.*

Además*de*GABA*y*glutamato,*se*ha*encontrado*que*los*cannabinoides*inhiben*la*

liberación*de*varios*otros*neurotransmisores*(Pertwee,*2005).*En*el*hipocampo,*la*

activación*del*receptor*CB1*inhibió*la*liberación*de*[3H]noradrenalina*estimulada*por*

los*receptores*de*NMDA*y*kainato*(Kathmann*et&al.,*1999).*Estudios*en*cortes*de*

hipocampo*(Gifford*y*Ashby,*1996q*Gessa*et&al.,*1997)*y*de*sinaptosomas*(Gifford*

et&al.,*2000)*demostraron*que* los*cannabinoides*también* inhiben* la* liberación*de*

[3H]acetilcolina*a* través*de*un*mecanismo*dependiente*del* receptor*CB1.*No*es*

sorprendente* que* la* liberación* de* [3H]acetilcolina* se* haya* incrementado* en* los*

hipocampos* de* ratones*KO*de* receptores*CB1* (e/e)* (Kathmann*et& al.,* 2001).* La*

liberación*de*neurotransmisores*dependiente*del*receptor*CB1*también*se*demostró*

para*la*dopamina*en*el*estriado*(Kathmann*et&al.,*1999)*y*para*la*serotonina*en*la*

corteza*cerebral*(Nakazi*et&al.,*2000).*

2.6.9!Señalización!Retrógrada!!

La*señalización*retrógrada*es*un*fenómeno*en*el*que*una*señal*viaja*desde*una*

neurona* postsináptica* a* una* presináptica.* Este* concepto* puso* en* conflicto* el*

principio*de*Ramon*y*Cajal*de*células*“dinámicamente*polarizadas”*el*cual*establece*

que* las*dendritas*neuronales* fueron*diseñadas*para* recibir*señales*y* los*axones*

fueron* diseñados* para* enviarlas* (Alger,* 2002).* Si* bien* varias*moléculas* se* han*

propuesto* como*mensajeros* retrógrados,* como*el* óxido* nitroso,* el*monóxido* de*

carbono,*el*glutamato*y*el*FNDC,*los*endocannabinoides*ahora*constituyen*la*clase*

mejor*caracterizada*de*estos*mensajeros.*Los*endocannabinoides*participan*en*dos*

tipos*de*señalización*retrógrada*conocidos*hasta*la*fecha:*supresión*de*inhibición*

inducida* por* despolarización* (DSI)* y* supresión* de* la* excitación* inducida* por*

despolarización*(DSE)*(Kreitzer*y*Regehr,*2002q*Diana*y*Marty,*2004).*En*ambos*

casos,*la*despolarización*postsináptica,*ya*sea*directamente*a*través*de*aumentos*

en*los*niveles*de*Ca2+*postsinápticos*o*como*resultado*de*la*activación*del*receptor*

metabotrópico*de*glutamato*(mGluR)*(Doherty*y*Dingledine,*2003),*causa*la*síntesis*

y* liberación* de* endocannabinoides.* Estos* endocannabinoides* actúan* sobre* los*
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receptores*CB1*presinápticos*para*modular*la*liberación*de*neurotransmisores*(fig.*

16).**

2.6.10!Actividad!Anticonvulsiva!Mediada!por!el!Receptor!CB1!

La* señalización* de* los* endocannabinoides* (fig.* 16)* en* la* modulación* de* la*

neuroexcitabilidad*se*ha*confirmado*por* la*capacidad*de* los*cannabinoides*para*

suprimir*la*hiperexcitabilidad*in&vitro,*consistente*con*un*efecto*anticonvulsivo.*Ameri*

et& al.* en* el* 2000* demostraron* una* naturaleza* anticonvulsiva* dependiente* del*

receptor* CB1* de* los* cannabinoides* utilizando* electrofisiología* del* corte* de*

hipocampo.* La* actividad* epileptiforme* recurrente* producida* en* la* región* CA3*

también*fue*atenuada*por*la*AEA*y*el*WIN55,212e2*pero*no*por*el*WIN55,212e3,*y*

el*2eAG,*donde*el*antagonista*cannabinoide*SR141716A*revirtió*este*efecto*(Ameri*

et&al.,*1999q*Ameri*y*Simmet,*2000).*Un*trabajo*posterior*demostró*una*capacidad*

específica* del* WIN55,212e2* en* el* receptor* CB1* para* suprimir* las* descargas*

epileptiformes*recurrentes*espontáneas*(SRED)*en*modelos*de*cultivos*neuronales*

del*hipocampo*inducidos*por*concentraciones*bajas*de*Mg2+*(Blair*et&al.*,*2006).**

Los*antecedentes*en*modelos*animales*existen*a*partir*del*año*2001,*cuando*el*

trabajo*de*Wallace*et&al.* (2001)*caracterizó* la*naturaleza*anticonvulsiva*mediada*

por* el* receptor* CB1* de* cannabinoides* como* el* ∆9eTHC* y* el*WIN55,212e2* en* el*

modelo* de* MES* en* ratón.* La* anandamida* (AEA)* y* el* análogo* estable* Oe1812*

también*resultaron*ser*anticonvulsivos*en*este*modelo,*y*la*actividad*anticonvulsiva*

de* todos* estos* compuestos* se* eliminó* con*el* tratamiento* previo* de*SR141716A*

(Wallace*et&al.,* 2001q*Wallace*et&al.,* 2002).*Otro* trabajo* con*el*modelo*de*MES*

demostró* la* actividad* anticonvulsiva* del* endocannabinoide* putativo* Ne

palmitoiletanolamida,* utilizando* el* modelo* de* kindling* tanto* de* inflamación*

amigdaloide*como*el*de*convulsiones*inducidas*por*PTZ*(Sheerin*et&al.,*2004).*En*

otro*estudio*con*convulsiones*inducidas*por*PTZ,*ACPA*el*agonista*específico*del*

receptor*CB1*aumentó*el*umbral*de*convulsiones,*mientras*que*la*administración*

de*AM251,*antagonista*del*receptor*CB1,*disminuyó*dependientemente*el*umbral*

(Shafaroodi*et&al.,*2004).**
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Los* agonistas*WIN55,212e2,* el* CP55,940* y* la* AEA,* atenuaron* las* convulsiones*

producidas* por* el* ácido* glutámico* y* NMDA* cuando* fueron* administrados* como*

pretratamiento* (Hayase* et& al.,* 2001).* Además,* el* CP55,940* y* el* WIN55,212e2*

redujeron* significativamente* las* lesiones* de* las* convulsiones* producidas* por* la*

cocaína*(Hayase*et&al.,*2001).**

*

Figura! 16.& Vías* de* señalización* Endocannabinoide.* Los*
endocannabinoides,* incluyendo* el* 2earaquidonilglicerol* (2eAG)* y* la*
anandamida*(AEA),*se*sintetizan*de*forma*postsináptica*en*respuesta*al*
aumento*del*Ca2+*intracelular*desencadenado*por*la*despolarización.*La*
vía* principal* para* la* síntesis* del* 2eAG* consiste* en* la* hidrólisis* del*
fosfatidilinositole4,5ebifosfato*(PIP2)*mediante*la*fosfolipasa*C β*(PLCβ),*lo*
que* lleva*a* la*producción*de*diacilglicerol* (DAG)*que*se*hidroliza*por* la*
lipasa*del*DAGα*(DGLα)*para*producir*el*2eAG.*Después*de*la*liberación,*
el* 2eAG* se* inactiva* mediante* la* lipasa* de* mononoacilglicerol* (MGL)*
ubicada*en*la*membrana*presináptica.*La*anandamida*se*sintetiza*a*partir*
del* precursor* de* Nearaquidonoilfosfatidiletanolamina* (NAPE),* que* se*
genera*por*la*enzima*Neacetiltransferasa*(NAT)*activada*por*Ca2+q*NAPE*
luego*se*hidroliza*por*la*fosfolipasa*D*(PLD),*produciendo*anandamida.*La*
anandamida* se* transporta* a* la* terminal* postsináptica* por* uno* o* más*
transportadores*selectivos*(T)*y*luego*se*inactiva*por*la*amida*hidrolasa*
de* ácidos* grasos* (FAAH).* Los* efectos* de* los* endocannabinoides* en* el*
SNC*están*mediados*principalmente*por*los*receptores*cannabinoides*tipo*
1* (CB1R)* acoplados* a* las* vías* de* transducción* de* las* proteínas* Gi/o.*
Inhiben*la*adenilil*ciclasa*(AC)*y,*por* lo*tanto,* la*vía*del*monofosfato*de*
adenosina*cíclico*(AMPc)*e*proteína*quinasa*A*(PKA),*activan*los*canales*
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de* potasio* (K+)* postsináptico* e* inhiben* los* canales* de* voltaje* de* Ca2+*
presinápticos.*La*mayoría*de*los*efectos*de*los*endocannabinoides*están*
mediados* por* los* receptres* CB1* presinápticos* que* se* encuentran*
principalmente*en* las*sinapsis*GABAérgicas*y*en*menor*medida,*en* las*
sinapsis* glutamatérgicas.* La* activación* de* los* CB1R* presinápticos*
provoca*la*depresión*sináptica*a*corto*plazo,*la*supresión*de*la*inhibición*
inducida* por* la* despolarización* (DSI)* y* la* supresión* de* la* excitación*
inducida*por*la*despolarización*(DSE),*así*como*la*depresión*a*largo*plazo*
(DLP)*en* las*sinapsis* tanto* inhibitoria*como*excitatoria.*Algunos*efectos*
de* los* endocannabinoides* están* mediados* por* los* receptores* CB1*
postsinápticos,* que* participan* en* los*mecanismos* de* autoinhibición.* La*
anandamida*también*activa*los*canales*del*receptor*potencial*transitorio*
vaniloide*tipo*1*(TRPV1)*postsinápticos,*que*puede*resultar*en*la*DLP*de*
las*sinapsis*excitadoras* (TRPV1eDLP)*a* través*de* la*endocitosis*de* los*
receptores* de* αeaminoe3ehidroxie5emetile4eisoxazolpropiónico* (AMPA).*
Modificado*de*Benarroch,*2014.*

*

2.6.11!WIN!55,212;2!y!Epilepsia!

WIN*55,212e2*(WIN)*es*un*aminoalquilindol,*o*cannabinoide*sintético,*agonista*del*

receptor*CB1*que*ha*demostrado*eficacia*antiepiléptica*al*atenuar*las*convulsiones*

en*diferentes*modelos*de*epilepsia*(Huizenga*et*al.,*2017q*Rudenko*et&al.,*2012)*y*

parece* inducir* neuroprotección*en* condiciones* cerebrales*agudas*a* través*de* la*

activación*de*quinasas*reguladas*por*señales*extracelulares*(Hu*et&al.,*2010).*Tales*

mecanismos* son* el* resultado* de* su* agonismo* total* a* CB1.* Por* ejemplo,* en* un*

modelo*de*pilocarpina*en*ratones*jóvenes*tuvo*eficacia*anticonvulsiva*(Wallace*et&

al.,*2001q*2002)*mientras*que*en*otro*estudio*se*demostró*que*inhibe*la*liberación*

de*glutamato*en*el*hipocampo*a*través*de*una*proteína*G*inhibitoria*(Wang,*2003).**

Con*base*en*la*evidencia*que*demuestra*la*eficacia*anticonvulsiva*y*neuroprotectora*

de*los*agonistas*del*receptor*CB1,*y*dado*que*se*desconoce*el*efecto*anticonvulsivo*

y*neuroprotector*del*tratamiento*con*WIN*durante*el*SE,*en*este*trabajo*evaluamos*

su*beneficio*terapéutico*en*dos*diferentes*dosis.*
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3.!Hipótesis!

La* administración* del* agonista* cannabinoide*WIN* 55,212e2* a* una* dosis* de* 1.5*

mg/Kg* y* 3* mg/Kg,* tienen* efecto* anticonvulsivo* y* neuroprotector* en* el* status&

epilepticus*en*un*modelo*experimental*inducido*con*ácido*kaínico*en*ratas.**

*

4.!Objetivos!

4.1!Objetivo!general!

Evaluar*el*efecto*anticonvulsivo*y*neuroprotector*del*agonista*cannabinoide*WIN*

55,212e2*administrado*durante*el*status&epilepticus*(SE)*en*un*modelo*experimental*

de*ácido*kaínico*(KA)*en*ratas.*

!

4.2!Objetivos!particulares!

1.* Evaluar* el* efecto* anticonvulsivo* del* agonista* cannabinoide*WIN* 55,212e2*

administrado* en* dos* diferentes* dosis* durante* el* SE,* utilizando*

Electroencefalografía*(EEG)*en*el*modelo*de*ácido*kaínico*(KA)*en*rata.*

2.* Analizar*si*la*actividad*electroencefalográfica*está*relacionada*con*la*dosis*

de*WIN*55,212e2*en*el*modelo*experimental*de*SE.*

3.* Determinar*el*efecto*neuroprotector*de*WIN*55,212e2*administrado*en*dos*

diferentes* dosis* durante* el* SE,* cuantificando* el* número* de* células*

piramidales*degeneradas*en*el*CA3*del*hipocampo.*

4.* Evaluar* el* efecto* antiapoptótico* del* WIN* 55,212e2* administrado* en* dos*

diferentes*dosis*durante*el*SE,*a*través*de*la*actividad*de*las*caspasas*8*y*3*

en*el*hipocampo*en*un*modelo*de*SE*inducido*con*KA*en*rata.*
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5.!Metodología!

5.1!Animales!

Los*experimentos*fueron*realizados*en*ratas*macho*de*la*cepa*Wistar,*con*un*peso*

de*250*a*350*g*que*tuvieron*acceso*ad&libitum*al*agua*y*alimentos*antes*de*cada*

experimento.* Los* animales* fueron* facilitados* por* la* Unidad* de* Producción* y*

Experimentación* AnimaleBioterio* (UPEALeBioterio)* de* la* Universidad* Autónoma*

Metropolitana,*Unidad*Xochimilco*(UAMeX)*y*todos*los*experimentos*se*condujeron*

en*el*Instituto*Nacional*de*Neurología*y*Neurocirugía*(INNN),*los*cuales*se*llevaron*

a* cabo* siguiendo* los* lineamientos* y* estándares* éticos* establecidos*

internacionalmente* y* las* especificaciones* técnicas*de* la*Norma*Mexicana*NOMe

062eZOOe1999*para*la*producción,*cuidado*y*uso*de*animales*de*laboratorio.*

!

5.2!Fármacos!

El* ácido* kaínico* (KA)* adquirido* de* SigmaeAldrich* (St.* Louis,* MO),* se* diluyó* en*

solución*salina*al*0.9%,*a*una*concentración*de*5*mg*de*KA*en*2*mL*de*solución*

salina.*Se*suspendió*un*stock*de*(R*+)*WIN*55,212e2*(WIN)*obtenido*de*Sigmae

Aldrich*(St.*Louis,*MO),*en*un*vehículo*que*estaba*formado*por*10%*dimetilsulfóxido*

(DMSO),*5*%*de*Tween*80*y*85%*de*solución*salina,*a*una*concentración*de*3*mg*

de*WIN*en*2*mL*de*vehículo.*Como*control*positivo*se*utilizó*el*producto*comercial*

denominado* Valium®* (Roche* Laboratories)* en* solución* inyectable* cuyo* principio*

activo*es*Diazepam*(DZP)*en*una*concentración*de*10*mg/2mL.*

El*KA*se*utilizó*a*una*concentración*de*10e20*mg/Kg,*el*WIN*a*una*dosis*de*1.5*

mg/Kg*y*3*mg/Kg*según*lo*sugerido*por*investigaciones*anteriores*(MayaeLópez*et&

al.,*2017)*y*el*DZP*a*una*dosis*fija*de*20*mg/Kg*según*lo*informado*por*Pitkänen*et&

al.*(2005).*
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!

5.3!Modelo!experimental!

5.3.1!Implante!de!electrodos!para!registro!del!EEG!

Los*animales*fueron*anestesiados*vía*intraperitoneal*con*una*mezcla*de*Ketamina*

(80mg/Kg* de* peso* corporal)* y* Xilazina* (10mg/Kg* de* peso* corporal).* Una* vez*

inducida* la*anestesia,*se*colocó*al*animal*en*un*equipo*estereotáxico,*donde*se*

inició*con*la*asepsia*de*la*zona*quirúrgica*con*una*solución*de*yodopovidona*al*10%*

y*una*navaja*de*afeitar.*Se* les*practicó*una* incisión*sagital*sobre*el*cráneo*y*se*

separaron* tanto* el* tejido* conectivo* como* los*músculos,* hasta* dejar* expuesto* el*

cráneo.*

Se* realizó* hemostasia* en* los* tejidos* circundantes* mediante* presión,* y* sobre* el*

cráneo*con*un* ligero* raspado,* entonces* se*blanqueó*el* cráneo*con*Peróxido*de*

Hidrógeno*para*evidenciar*las*suturas*del*mismo*y*localizar*claramente*el*Bregma.*

Se*realizarón*5*trepanaciones*con*un*micro*taladro*eléctrico*en*las*ubicaciones*que*

se*observan*en*la*fig.*17.*

*

Figura! 17.& Vista* dorsal* del* cráneo* de* una* rata* donde* se* visualiza* la*
ubicación*de*las*trepanaciones.*
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*

Las*tres*trepanaciones*que*utilizaron*la*broca*de*diámetro*de*0.5*mm*corresponden*

a*la*ubicación*de*los*electrodos*sobre*la*corteza*cerebral,*donde*el*electrodo*más*

craneal*es*de*conexión*a* tierraq*y* las*dos* trepanaciones*de*1.2*mm*de*diámetro*

corresponden*a*los*tornillos*de*fijación,*cabe*mencionar*que*los*electrodos*de*aguja,*

fueron* fabricados*manualmente* (fig.*18)*con*cable*de*acero* inoxidable* (Rhodes,*

0.1mm).*

*

Figura!18.&Electrodos*fabricados*manualmente.*

*

Primero*se*colocaron*los*tornillos*de*fijación*en*las*trepanaciones*correspondientesq*

posteriormente*se*colocaron*los*electrodos*en*la*corteza*cerebral,*iniciando*por*el*

más* caudal,* para* finalmente* posicionar* el* electrodo* de* conexión* a* tierra* en* la*

trepanación*más*craneal*(fig.*19).*
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*

Figura!19.&Colocación*de*electrodos*en*la*corteza*cerebral.*

*

Se*aplicó*una*primera*capa*de*acrílico*dental*(Arias,*acrimin*autocurable)*para*fijar*

todos* los*elementos*colocados*al*cráneo* (fig.*20).*Entonces*se*soldaron* los* tres*

electrodos* a* una* matriz* de* conectores,* se* ajustaron* con* resina* epóxica* para*

mantenerlos*alineados*y*una*vez*unidos*se*fijaron*de*forma*sagital*al*cráneo*con*

acrílico*dental*(fig.*21).*

*

Figura!20.&Colocación*de*la*primer*capa*de*acrílico*dental.*
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*

*

Figura! 21.&Vista* final* del* conector* asegurado* con* acrílico* dental* a* los*
tornillos*de*fijación.*

*

Finalmente*se*suturó*con*puntos*separados*únicamente*en*los*extremos*craneal*y*

caudal*para*ajustar*los*tejidos*al*conector,*quedando*como*una*herida*abiertaq*se*

colocó* gentamicina* en* la* herida* y* se* administró* a* los* animales* durante* 3* días*

consecutivos*con*Enrofloxacina*como*antibioterapia*a*una*dosis*de*10*mg/Kg*y*con*

un*antinflamatorio*no*esteroideo*(Meloxicam)*a*una*dosis*1*mg/Kg.*Se*permitió*la*

adaptación*de*los*animales*al*conector*durante*6*días*y*entonces*se*utilizaron*para*

el*estudio.*

5.3.2!Establecimiento!del!Status%Epilepticus!

Los*animales*se*asignaron*al*azar*a*uno*de*los*cuatro*grupos*experimentales*de*la*

siguiente*manera.*Grupo*1:*Ácido* kaínico*más*Vehículo* (KA*+*Veh,* i.p.,* n* =* 6),*

Grupo*2:*(KA*+*WIN)*Ácido*kaínico*más*(R*+)*WIN*55,212e2*(1.5*mg/Kg,*i.p.,*n*=*6),*

Grupo*3:*(KA*+*WIN)*Ácido*kaínico*más*(R*+)*WIN*55,212e2*(3*mg/Kg,*i.p.,*n*=*6)*y*

Grupo*4:*(KA*+*DZP)*Ácido*kaínico*más*Diazepam*(20*mg/Kg,*i.p.,*n*=*4).*Las*ratas*

se*indujeron*al*status&epilepticus*(SE)*mediante*inyecciones*consecutivas*de*ácido*

kaínico* intraperitoneal* (5*mg/Kg* i.p.)* con* un* intervalo* de* 1* h* según* el* protocolo*

descrito*por*Vermoesen*et&al.*(2010),*sin*embargo,*si*una*rata*se*acercaba*al*SE,*
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se*administraron*medias*dosis*(2.5*mg/Kg)*para*reducir*la*mortalidad.*Tanto*el*Veh,*

el*WIN* y* el*DZP* se* administraron* cuando*el* animal* cumplió* con* 30*minutos* de*

convulsiones* motoras* convulsivas* monitoreadas* mediante* EEG,* punto* que* se*

consideró*como*inicio*del*SE.**

Para*evaluar*el*comportamiento*se*utilizó*la*escala*de*Racine*modificada*(Racine,*

1972)* que* consta* de* cuatro* fasesq* Fase* 1:* Ausencia* de* movilidad,* Fase* 2:*

Encorvamiento* con* mioclonías* faciales,* Fase* 3:* Mioclonías* faciales* o* de*

extremidades* anteriores* unilaterales,* Fase* 4:* Mioclonías* bilaterales* de* las*

extremidades*anteriores*y*caída,*y*Fase*5:*Convulsiones*clónicas*generalizadas*con*

pérdida*del*reflejo*de*enderezamiento.*Las*puntuaciones*1*a*2*se*definieron*como*

crisis* no* convulsivas* (CNC)* y* las* puntuaciones* 3* a* 5* como* crisis* motoras*

convulsivas*(CMC)*(Williams*et&al.,*2009).**

5.3.3!Grabación!de!video!de!electroencefalografía!(EEG)!

Se*realizaron*los*registros*electroencefalográficos*y*de*comportamiento*colocando*

las* ratas* en* jaulas* acrílicas* transparentes* individuales.* Las* videograbaciones*

electroencefalográficas* se* adquirieron* utilizando* un* equipo* EBNeuro®,* con* una*

base*de*datos*del* software*Galileo*NT*y*el* comportamiento* se* registró* con*una*

cámara*de*video.*Con*este*equipo*aseguramos*el*momento*exacto*de*la*instalación,*

el* comportamiento* y* la*electroencefalografía*del*SE.*Después*de*30*minutos*de*

registro*basal,*se*inyectó*a*los*animales*el*KA*disuelto*en*solución*salina*(NaCl*al*

0.9%),*hasta*que*se*estableció*el*SE.*Todos*los*animales*recibieron*los*tratamientos*

correspondientes*a*cada*grupo.*Posteriormente,*los*registros*de*EEG*se*llevaron*a*

cabo*durante*2.5*h*más*para*evaluar*la*eficacia*de*los*tratamientos*de*acuerdo*con*

Choy*et&al.*(2010)*y*modificado*por*Ríos*et&al.*(2019).*Finalmente,*24*h*después*de*

la*administración*de*los*tratamientos,*se*realizó*un*segundo*registro*durante*30*min.*

Para* comparar* la* actividad* eléctrica* entre* los* grupos* estudiados,* se* realizó* un*

análisis* de* la* potencia* espectral* total* de* acuerdo* con* el* método* descrito*

previamente*por*FrancoePérez*et&al.*(2015).*En*resumen,*todas*las*señales*de*EEG*

se*filtraron*con*un*paso*bajo*a*0.3*Hz*y*un*paso*alto*de*70*Hz,*en*cinco*momentos*

diferentes*(T1:*basalq*T2:*en*SEq*T3:*1*hq*T4:*2*h*y*T5:*24*h*después*de*presentar*
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SE)*se*extrajeron*épocas*de*10*segundos*de*los*diferentes*EEG.*Se*seleccionaron*

esas* épocas* para* evitar* artefactos* de* señal* debidos* a* ajustes* de* cable* o* ruido*

externo*y*que*contenían*la*actividad*EEG*epileptiforme.*La*actividad*epileptiforme*

se* definió* como* una* actividad* altamente* explosiva* sincronizada* con* trenes*

evidentes*de*fluctuaciones*de*voltaje*y*persistente*durante*al*menos*dos*segundos*

(Bartsch*et&al.,*2014q*Bröer*et&al.,*2013).*Posteriormente,*las*épocas*de*10*segundos*

elegidas* se* sometieron* a* un* análisis* automatizado* basado* en* el* método* de*

transformada*de*Fourier*para*estimar*la*potencia*espectral*total*(μV2)*que*nos*indica*

la* intensidad* de* la* actividad* eléctrica* y* la* frecuencia*media* (Hz)* que* denota* la*

cantidad*de*eventos*eléctricos*que*ocurren*en*un*determinado*rango*de*tiempo.*

5.3.4!Ensayo!histológico!

5.3.4.1!Procesamiento!de!muestras!para!el!Ensayo!bioquímico!e!
histológico!

El*análisis*histológico*se*realizó*24*h*después*del*inicio*del*SE*más*los*últimos*30*

minutos*de*registro*de*EEG*(24.5*h)*posteriores*a*la*administración*de*KA.*Todos*

los*animales*fueron*sacrificados*con*una*sobredosis*de*pentobarbital*(100*mg/Kg*

ip)*y*se*perfundieron*a*través*de*la*aorta*ascendente*con*solución*salina*fisiológica*

fría*utilizando*una*bomba*peristáltica*a*30*mL/min.*Los*cerebros*se*extrajeron*del*

cráneo*y*se*dividieron*los*hemisferios*para*destinar*cada*uno*a*diferentes*técnicas*

de* análisis.* Uno* de* los* hemisferios* se* asignó* para* la* prueba* de* medición* de*

actividad* de* las* Caspasas* 8* y* 3* y* el* hemisferio* restante* para* ensayo* de*

inmunofluorescencia*con*la*técnica*de*FluoroeJade®*B,*el*criterio*de*asignación*del*

hemisferio*a*cada*una*de*las*pruebas*fue*la*ubicación*de*los*electrodos*implantados*

inicialmente,*es*decir,*si*los*electrodos*se*encontraban*en*el*hemisferio*derecho,*tal*

hemisferio* fue* utilizado* para* la*medición* de*Caspasas,* y* su* contraparte* para* la*

prueba*restante.*

El*hemisferio*destinado*a*la*técnica*de*FluoroeJade®*B,*se*sumergió*en*una*solución*

compuesta* por* paraformaldehído* al* 4%* en* PBS* 0.1* M* durante* 96* horas,*

posteriormente*se*criopreservó*en*sacarosa*al*30%*por*24*horas*para*completar*su*

fijación.*El*hemisferio*destinado*a*la*prueba*de*actividad*de*las*Caspasas*8*y*3*se*
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diseccionó* para* extraer* únicamente* el* hipocampo,* el* cual* una* vez* obtenido* se*

colocó* en* un* tubo* Ependorff* para* después* pesarse* en* una* balanza* analítica*

(SartoriusTM).**

Tanto* el* hemisferio* fijado* destinado* a* la* técnica* de* FluoroeJade,* como* los*

hipocampos* diseccionados* para* la* prueba* de* Caspasas,* se* sumergieron* en*

nitrógeno* líquido* para* ser* almacenados* en* un* refrigerador* (REVCOTM)* a* e20ºC*

hasta*el*momento*de*la*realización*del*ensayo*correspondiente.*

5.3.4.2!Inmunofluorescencia!por!Fluoro;Jade®!B!

La*técnica*de*FluoroeJade®*B*es*una*herramienta*de* inmunohistoquímica*que*se*

efectuó*para*evaluar*el*efecto*neuroprotector*del*WIN*ya*que*esta*tinción*sirve*para*

evidenciar*células*en*degeneración.*Para*este*ensayo*se*utilizaron*los*hemisferios*

congelados* que* se* mencionan* anteriormente,* los* cuales* fueron* cortados* en*

secciones*longitudinales*(14*μm*de*espesor)*con*la*ayuda*de*un*criostato*(Leica*GM*

1510S,* Alemania)* y* se* montaron* en* portaobjetos* previamente* recubiertos* con*

silano.**

Se*preparó*la*solución*de*tinción*a*partir*de*una*solución*de*stock*de*FJ*al*0.01%*

que* se* obtuvo* de* la* adición* de* 10* mg* de* polvo* de* tinción* (AG310e30MG,*

Chemicon©*International,*CA)*en*100*mL*de*agua*destilada.*Para*preparar*100*mL*

de* la*solución*de*tinción,*se*añadieron*4*mL*de* la*solución*de*stock*a*96*mL*de*

ácido*acético*al*0.1%.*Resultando*en*una*concentración*de*tinción*final*de*0.0004%.*

La*solución*de*stock,*fue*estable*en*refrigeración*por*varios*meses,*mientras*que*la*

solución*de*tinción*fue*preparada*10*minutos*antes*de*us*uso*y*no*fue*reutilizada.**

La* tinción* con* FluoroeJade* (FJ)* se* realizó* de* la* siguiente* manera:* El* tejido* se*

sumergió*en*una*solución*que*contenía*etanol*al*80%*y*solución*de*hidróxido*de*

Sodio*al*1%*durante*5*minutos,*seguido*de*2*minutos*en*etanol*al*70%*y*2*minutos*

en* agua* destilada.* Después,* los* portaobjetos* se* transfirieron* a* una* solución* de*

permanganato*de*potasio*al*0.06%*durante*10*minutos*para*después*enjuagarse*

tres*veces*(1*min)*en*agua*destilada*agitando*suavemente.*Se*quitó*el*exceso*de*

agua*de*cada*portaobjetos*y*se*colocaron*en*una*placa*donde*se*recubrieron*con*
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la* solución* de* tinción* de* FJ* al* 0.0004* %* para* mantenerse* durante* 2* h* en*

refrigeración.*Transcurrido*este*tiempo,*cada*portaobjetos*fue*lavado*3*veces*con*

agua* destilada* durante* 1* min.* Después* se* secaron* completamente* y* se*

sumergieron*en*xilol*antes*de*ser*cubiertos*con*DPX*(Sigma*Chem.*Co.,*St.*Louis*

MO),*para*posteriormente*colocar*un*cubreobjetos*y*completar*su*montaje.**

5.3.4.3!Conteo!celular!

Las* neuronas* positivas* a* FluoroeJade* (FJ+)* se* contaron* en* la* región* CA3* del*

hipocampo*mediante*el*método*descrito*por*Drexel*(2012).*Todas*las*imágenes*se*

digitalizaron* utilizando* una* cámara* de* congelación* Evolution* MP* (Media*

Cybernetics,*EE.UU.)*conectada*a*un*microscopio*Axiolab* (Zeiss,*Alemania)*y*el*

software* ImageePro*Plus* 5.1* para* analizar* las* imágenes* y* contar* las* células.*El*

número* de* neuronas* FJ+* en* la* región* CA3* se* contó* en* cada* una* de* las* tres*

secciones*por*animal*usando*una*rejilla*ocular*que*cubre*un*área*de*62,500*µm2*

con*un*aumento*de*400x*y*se*calculó*la*densidad*celular*(células/mm2).*Los*conteos*

fueron*realizados*por*un*examinador*cegado*a*los*grupos*experimentales.*

5.3.4.4!Actividades!de!las!Caspasas!8!y!3!

Antes* de* realizar* el* ensayo* de* caspasas,* determinamos* las* concentraciones* de*

proteína* de* cada*muestra* utilizando* el*método* de* Lowry* (1951)* de* la* siguiente*

manera.*Se*utilizó*la*muestra*del*hipocampo*disecado,*de*cada*muestra*se*hizo*una*

dilución*1:20*(50*µL*de*homogeneizado*+*950*µL*de*agua),*se*pipetearon*0.4*ml*de*

la*muestra*diluida*y*se*añadieron*2*mL*de*la*siguiente*solución:*49*mL*de*Na2CO3*

al*2%*+*0.5*mL*de*CuSO4*al*1%.*Diez*minutos*después,*se*añadió*el*reactivo*de*

fenol* de* folin*1:1* (0.2*mL*por*muestra)* y* se* leyó* la*absorbancia*después*de*30*

minutos*en*un*espectrofotómetro*UV/Vis*PerkineElmer*mod.*Lambda*20*utilizando*

una*longitud*de*onda*de*550*nm.*

La*actividad*de*la*Caspasa*8*se*midió*usando*el*Kit*de*Ensayo*Colorimétrico*(APT*

171*Merck*Millipore)*que*reconoce*la*secuencia*de*aminoácidos*IETD.*Este*ensayo*

se*basa*en*la*detección*del*cromóforo*penitroanilina*(pNA)*después*de*la*escisión*

del*sustrato*marcado*IETDepNA.*Asimismo,*la*actividad*de*la*Caspasa*3*se*midió*
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usando*un*kit*de*ensayo*colorimétrico* (APT165*Merck*Millipore)*que* identifica* la*

secuencia* de* aminoácidos* DEVD.* Este* ensayo* se* basa* en* la* detección* del*

cromóforo*penitroanilina*(pNA)*después*de*la*escisión*del*sustrato*marcado*DEVDe

pNA.*Todas*las*actividades*se*midieron*a*405*nm,*utilizando*un*espectrofotómetro*

UV/Vis*de*microplaca*(BioTek*EonTM).*

!

5.4!Análisis!de!datos!y!estadística!

Todos*los*resultados*se*expresan*como*la*media*±*error*estándar*(EE).*Se*realizó*

un*análisis*exploratorio*de*los*datos*para*determinar*la*distribución*normal*(prueba*

de*KolmogoroveSmirnov)*y*la*homogeneidad*de*las*varianzas,*aplicando*la*prueba*

de*Levene.**

Las* diferencias* significativas* en* la* potencia* espectral* total* y* la* frecuencia* se*

analizaron*mediante*ANOVA*de*una*vía*de*medidas*repetidas,*seguido*de*la*prueba*

de*Dunnett.*Los*resultados*de*las*actividades*de*las*Caspasas*8*y*3,*y*la*valoración*

de*las*neuronas*en*degeneración*positivas*a*FJ,*también*se*evaluaron*mediante*la*

prueba*ANOVA*de*una*vía,*seguida*de*la*prueba*de*Dunnnett.**

Los*análisis*de*los*datos*experimentales*se*realizaron*con*un*software*IBM*SPSS*

statistics* v.* 22.0.* Las* diferencias* se* consideraron* estadísticamente* significativas*

cuando* p* <0.05.* Todos* los* resultados* se* expresan* como:* la*media* ±* EE* (error*

estándar).*
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6.!Resultados!

6.1!Efecto!de!WIN!55,212;2!en!la!potencia!espectral!y!la!frecuencia!media!de!la!
señal!del!EEG,!inducida!por!KA!

Los*registros*de*EEG*de*la*corteza*motora*por*tratamiento*en*los*5*puntos*de*tiempo*

evaluados,*se*muestran*en*la*fig.*22,*donde*cada*uno*corresponde*a*T1*=*basalq*T2*

=*status&epilepticus&(SE)q*períodos*postetratamiento*T3*=*1h,*T4*=*2h*y*T5*=*24h.*

Los* datos* obtenidos* del* registro* encefalográfico* fueron* normalizados* para* ser*

comparables*entre*individuos*y*grupos*debido*a*la*diferencia*de*conductancia*entre*

cada*electrodo*implantado.*La*fig.*23*muestra*los*resultados*de*la*actividad*eléctrica*

convulsiva,*medida*como*la*potencia*espectral*total*a*través*de*la*transformada*de*

Fourier,*durante*10*s.*Los*valores*se*expresan*como*la*media*±*EE.**

A*1*h*de*la*aplicación*del*tratamiento*encontramos*una*disminución*significativa*de*

la*potencia*espectral*únicamente*en*el*grupo*KA*+*WIN*1.5mg*(7.865*±*1.336*μV2)*

y*en*el*control*positivo*KA*+*DZP*(1.320*±*0.602*μV2)*en*comparación*con*KA*+*Veh*

(19.261*±*3.205*μV2)q*después*de*2*h,*se*encontraron*diferencias*significativas*entre*

KA*+*WIN*1.5mg*(4.873*±*1.339*μV2),*KA*+*WIN*3mg*(8.140*±*5.198*μV2)*y*KA*+*

DZP* (0.979* ±* 0.469* μV2)* en* comparación* con* KA* +* Veh* (18.521* ±* 5.018* μV2).*

Finalmente,*a*las*24*h*después*de*la*administración*del*tratamiento,*encontramos*

una*disminución*significativa*en*todos*los*grupos*de*tratamiento,*KA*+*WIN*1.5mg*

(0.940*±*0.204*μV2),*KA*+*WIN*3mg*(1.909*±*0.448*μV2)*y*KA*+*DZP*(0.578*±*0.140*

μV2)*en*comparación*con*el*grupo*KA*+*Veh*(2.338*±*0.620*μV2).*Se*debe*tener*en*

cuenta* que* tanto* el*WIN*1.5mg* como*el*DZP* redujeron* la* potencia* espectral* (p*

<0.05)*de*acuerdo*al*ANOVA*de*una*vía*de*medidas*repetidas*seguido*por*la*prueba*

de*Dunnett.**

Por*otro*lado,*los*resultados*de*la*frecuencia*se*muestran*en*la*fig.*24,*y*los*valores*

se*expresan*como*la*media*±*EE.*Los*grupos*KA*+*WIN*1.5mg*(0.930*±*0.143*Hz),*

KA*+*WIN*3mg*(0.686*±*0.034*Hz)*y*KA*+*DZP*(0.955*±*0.092*Hz)*no*mostraron*un*

aumento*significativo*en*comparación*con*KA*+*Veh*(0.834*±*0.110*Hz)q*a*las*2*h*el*

grupo*KA*+*WIN*1.5mg*(0.760*±*0.127*Hz),*KA*+*WIN*3mg*(0.872*±*0.086*Hz)*y*KA*

+*DZP*(1.213*±*0.121*Hz)*no*mostraron*un*aumento*significativo*en*comparación*
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con* KA* +* Veh* (0.809* ±* 0.099* Hz).* Finalmente,* a* las* 24* h* después* de* la*

administración*de*KA,*tampoco*se*observó*un*aumento*significativo*nuevamente*en*

los*grupos*KA*+*WIN*1.5mg*(0.718*±*0.061*Hz),*KA*+*WIN*3mg*(0.566*±*0.040*Hz)*

y*KA*+*DZP*(0.950*±*0.082*Hz)*en*comparación*con*KA*+*Veh*(0.678*±*0.125*Hz),*

según*el*ANOVA*de*medidas*repetidas*seguido*de*la*prueba*de*Dunnett*(p*>0.05).*

*

!

Figura! 22.& Registro* electroencefalográfico* (EEG)* representativo* de* la*
corteza* motora* por* tratamiento,* en* 5* períodos* diferentes:* Valor* basalq*
Status& Epilepticus* (SE)* 1,* 2* y* 24* h* después* de* la* administración* del*
tratamiento.*

*
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*

Figura! 23.& Efecto* de* los* tratamientos* sobre* la* adquisición* del* EEG.*
Muestra* el* resultado* del* método* de* la* transformada* de* Fourier* para*
estimar* la* potencia* espectral* total* (μV2)* de* la* señal* de* EEG* de* los*
diferentes*tratamientos.*Se*removieron*los*datos*del*punto*de*tiempo*de*
SE* para* facilitar* la* observación* comparativa* de* los* puntos* de* tiempo*
restantes* Los* resultados* se* expresan* como* el* promedio* ±* EE* y* se*
analizaron* utilizando* un* ANOVA* de* medidas* repetidas* seguido* de* la*
prueba*de*Dunnett.**Diferente*del*grupo*Veh*(p*<0.05).*

*

*

Figura!24.&Efecto*de*los*tratamientos*sobre*la*frecuencia*del*EEG*(Hz).*
Se* removieron* los* datos* del* punto* de* tiempo* de* SE* para* facilitar* la*
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observación* comparativa* de* los* puntos* de* tiempo* restantes.* Los*
resultados*se*expresan*como*el*promedio*±*EE*y*se*analizaron*utilizando*
un*ANOVA*de*medidas*repetidas*seguido*de*la*prueba*de*Dunnett.*

*

6.2! Efecto! neuroprotector! de! WIN! 55,212;2! evaluado! como! el! número! de!
células!degeneradas!mediante!la!técnica!de!Fluoro;Jade®!B!

La*fig.*25*muestra* imágenes*histológicas*representativas*de* la* tinción*de*Fluoroe

Jade* (FJ)* de* las* neuronas* piramidales* en* degeneración* de* la* región* CA3* del*

hipocampo*de*los*animales*tratados,*así*como*de*los*que*recibieron*solo*KA*+*Veh*

(grupo* control).* Todos* los* animales* se* sacrificaron* 24.5* h* después* de* la*

administración*del*tratamiento*y*el*número*de*células*en*degeneración*de*los*grupos*

KA*+*WIN*1.5mg*(87.333*±*10.525),*KA*+*WIN*3mg*(95.666*±*9.333)*y*KA*+*DZP*

(88.666*±*7.512)*no*fue*diferente*del*grupo*KA*+*Veh*(82*±*8.386).*(p*>0.05,*ANOVA*

de*una*vía*seguido*de*la*prueba*de*Dunnett)*y*se*representan*gráficamente*en*la*

fig.*26.**

*
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!

Figura!25.&Micrografías*representativas*de*las*células*positivas*a*Fluoroe
Jade®*B*en*la*región*CA3*para*cada*uno*de*los*grupos*a*una*escala*de*
400*µm*y*200*µm.*

*
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*

Figura! 26.& Número* de* células* positivas* a* FluoroeJade* por* mm2.* Los*
resultados*representan*el*valor*promedio*±*el*error*estándar*de*3*animales*
por*grupo.*El*análisis*de*datos*mediante*ANOVA*de*una*vía*seguido*de*la*
prueba*de*Dunnett,*no*muestra*diferencias*significativas*(p*>*0.05)*cuando*
se*compara*con*el*grupo*control.*

*

6.3.!Efecto!antiapoptótico!de!WIN!55,212;2!evaluado!como!la!actividad!de!las!
Caspasas!8!y!3!a!las!24!h!posteriores!al!tratamiento!

La*activación*de*la*vía*intrínseca*de*la*apoptosis*se*evaluó*a*través*de*la*actividad*

de* la* Caspasa* 8.* Los* resultados* de* la* actividad* de* la* Caspasa* 8* por* grupo* se*

muestran*en*la*fig.*27.*Los*valores*se*expresan*en*unidades*de*fluorescencia*por*

mg*de*proteína*por*hora*y*representan*la*media*±*EE*de*4e6*animales*por*grupo.*

Como* se* puede* ver,* no* hay* una* disminución* significativa* en* la* actividad* de* la*

caspasa*(p*>0.05)*en*los*grupos*KA*+*WIN*1.5mg*(71.016*±*7.991),*KA*+*WIN*3mg*

(76.043*±*8.901)*y*KA*+*DZP*(70.612*±*11.200)*en*comparación*con*el*grupo*KA*+*

Veh*(76.957*±*6.902).*

En*cuanto*a*la*actividad*de*la*Caspasa*3,*los*resultados*se*muestran*en*la*fig.*28.*

Al* igual* que* en* el* caso* de* la* Caspasa* 8,* no* se* registró* una* disminución* de* la*

actividad*de*la*Caspasa*3*en*ninguno*de*los*grupos*con*tratamiento,*siendo*KA*+*

WIN*1.5mg*(106.177*±*9.980),*KA*+*WIN*3mg*(96.526*±*9.559)*y*KA*+*DZP*(96.016*

±*10.937)*comparados*con*el*grupo*KA*+*Veh*(100.774*±*6.136),*p*>0.05.*
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*

Figura!27.&Actividad*de*la*Caspasa*8*en*cada*grupo*de*tratamiento.*Los*
resultados* se* expresan* como* unidades* de* color* que* representan* la*
actividad*por*mg*de*proteína*por*1*hora*y*corresponden*al*valor*promedio*
±*EE*de*4*a*6*animales*por*grupo.*Sin*diferencia*significativa*(p*>0.05).*
ANOVA*de*una*vía*seguido*de*la*prueba*de*Dunnett.*

*

*

Figura!28.&Actividad*de*la*Caspasa*3*en*cada*grupo*de*tratamiento.*Los*
resultados* se* expresan* como* unidades* de* color* que* representan* la*
actividad*por*mg*de*proteína*por*1*hora*y*corresponden*al*valor*promedio*
±*EE*de*4*a*6*animales*por*grupo.*Sin*diferencia*significativa*(p*>0.05).*
ANOVA*de*una*vía*seguido*de*la*prueba*de*Dunnett.*
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7.!Discusión!

En* el* presente* estudio,* observamos* una* reducción* de* la* actividad* electrica*

convulsiva*en*todos*los*grupos*de*tratamiento.*En*el*control*positivo,*la*acción*del*

Diazepam* induce* una* respuesta* GABAérgica* mejorada,* disminuyendo* la*

susceptibilidad*de*las*neuronas*a*la*descarga.*Y*en*los*grupos*con*WIN*55,212e2,*

la* eficacia* anticonvulsiva* está* mediada* principalmente* por* la* modulación* de* la*

concentración*intracelular*de*Ca2+*y*la*inhibición*de*los*canales*de*calcio*de*tipo*T*

(Ryan*et&al.,*2009)*a*través*del*agonismo*al*receptor*CB1,*que*finalmente*modula*

la*liberación*de*glutamato*y*GABA*(Lutz,*2004).*El*efecto*anticonvulsivo*que*resulta*

del*agonismo*al*CB1R*se*apoya*también*de*la*evidencia*de*que*los*antagonistas*

del* CB1R* pueden* exacerbar* las* convulsiones* en* modelos* de* epilepsia*

(Vinogradova* et& al.,* 2011),* e* incluso* en* dosis* bajas* pueden* bloquear* el* efecto*

anticonvulsivo*de*agonistas*como*el*WIN*55,212e2*(Di*Maio*et&al.,*2015).*

Los* cannabinoides* siguen* una* curva* de* dosiserespuesta* en* forma* de* campana*

(Petwee,*2004),*lo*que*sugiere*que*la*dosis*es*un*factor*clave*en*su*farmacología*y*

eficacia.*De*hecho,*a*concentraciones*altas*pueden*tener*efectos*neurotóxicos,*ya*

que*pueden*conducir*a*una*señalización*alterada*del*receptor*acoplado*a*la*proteína*

G*huérfano,*Receptor* de*Potencial* Transitorio*Melastatina* 8* (TRPM8)* (Pertwee,*

2008),*que*conduce*a*la*muerte*celular*excitotóxica*(Moran*et&al.,*2004),*así*como*

el*Receptor* de*Potencial* Transitorio* de* los* canales*Vaniloides* (TRPV1,*TRPV2)*

(Leweke* et& al.,* 2012q* Pertwee,* 2010),* que* participa* en* las* respuestas*

proinflamatorias* en* el* SNC* (Rogoz*et& al.,* 2014).* Particularmente,*WIN* 55,212e2*

tiene*una*acción*bifásica:*a*bajas*concentraciones*protege*las*neuronas*mediante*

la*activación*de*los*receptores*CB1,*y*a*concentraciones*altas*activa*adicionalmente*

el* Receptor* de* Potencial* Transitorio* Anquirina* 1* (TRPA1)* que* interfiere* con* la*

neuroprotección*mediada*por* el* receptor*CB1* (Koch,* 2011).*Otras* hipótesis* que*

tratan* explicar* los* efectos* bifásicos* in& vivo* de* los* cannabinoides* favorecen*

principalmente*la*existencia*de*dos*módulos*estructurales*distintos*funcionalmente*

opuestos* (receptores/proteínas* G)* responsables* de* las* acciones* estimulantes* e*

inhibitorias* (Tzavara* et& al.,* 2003).* Aunque* los* CB1R*median* la* mayoría* de* las*
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acciones*farmacológicas*de*los*cannabinoides*a*nivel*del*SNC*(Chaperon*y*Thiebot,*

1999),*los*efectos*informados*de*algunos*agonistas*que*no*son*responsables*de*los*

receptores*CB1/CB2,*incluido*WIN55,212e2,*sugieren*la*existencia*de*un*receptor*

cannabinoide*putativo*(Breivogel*et&al.,*2001q*Monory*et&al.,*2002).*Se*propuso*la*

participación* diferencial* del* receptor* cannabinoide* putativo* frente* al*CB1R*en* la*

modulación* de* la* neurotransmisión* glutamatérgica* y*GABAérgica* del* hipocampo*

(Hájos* et& al.,* 2001).* La* diferencia* en* la* excitabilidad* neta* de* las* sinapsis* del*

hipocampo,*atribuible*a* las*acciones*cannabinoides*preferenciales*sobre* las*vías*

aferentes*glutamatérgicas*versus*las*vías*aferentes*GABAérgicas,*también*podría*

explicar* los* efectos*bifásicos* (Tzavara*et& al.,* 2003).*Por* otro* lado,* dado*que* los*

receptores* cannabinoides* están* ampliamente* distribuidos* por* todo* el* cerebro,* y*

están* involucrados* en* numerosos* sistemas*neuronales,* podría* esperarse* que* la*

administración* sistémica* de* fármacos* cannabinoides* pudiera* activar* diferentes*

redes*y*dar*lugar*a*efectos*opuestos*(Sarne,*2019).**

Se*especula*que*efectos*inhibitorios*son*mediados*en*el*hipocampo,*y*los*efectos*

excitatorios* se* regulan* en* el* septum* (Tzavara*et& al.,* 2003).* Por* ejemplo,* en* un*

estudio*la*inyección*de*WIN*55,212e2*en*ratas*indujo*tanto*la*estimulación*transitoria*

como*la*inhibición*prolongada*de*la*liberación*de*acetilcolina*del*hipocampo*cuando*

el*efecto*estimulante*fue*mediado*por*los*receptores*CB1*en*el*septum*e*involucró*

los*receptores*de*dopamina*D1,*mientras*que*el*efecto*inhibitorio*fue*mediado*por*

los* receptores*CB1*en*el*hipocampo*e* involucró* los* receptores*de*dopamina*D2*

(Tzavara*et&al.,*2003).*Otro*ejemplo*de*dos*sistemas*endógenos*opuestos*que*son*

activados*por*los*cannabinoides*es*el*control*bimodal*de*la*ingesta*de*alimentos,*

con* hiperfagia* inducida* por* cannabinoides* mediada* por* neurotransmisión*

glutamatérgica* e* hipofagia* inducida* por* cannabinoides* mediada* por*

neurotransmisión* GABAérgica* (Bellocchio* et& al.,* 2010).* Un* desequilibrio* similar*

entre* las* señales* estimuladoras* (glutamatérgicas)* e* inhibitorias* (GABAérgicas)*

puede* ser* la* base* de* los* efectos* pro* y* anticonvulsivos* de* diferentes* agonistas*

cannabinoides*(Funada*y*TakebayashieOhsawa,*2018).*Aunque*también*una*fuente*

adicional* para* la* heterogeneidad* del* efecto* cannabinoide* podría* residir* en* la*
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diferente* cantidad* y* velocidad* de* desensibilización* inducida* por* los* agonistas*

cannabinoides*totales*y*parciales*(Keren*y*Sarne,*2003).**

Por* otro* lado,* en* este* estudio* no* observamos* un* efecto* neuroprotector* o*

antiapoptótico*del*WIN*55,212e2*incluso*cuando*los*cannabinoides*son*conocidos*

por*su*potente*eficacia*antioxidante*y*antiinflamatoria* (Walter*y*Stella,*2004).*De*

hecho,*en*un*estudio*donde*se*administró*WIN*55,212e2*posterior*a*la*inducción*del*

SE*(Suleymanova*et&al.,*2016)*se*obtuvieron*hallazgos*similares*a*los*nuestros*en*

cuanto*a*la*neuroprotección*evaluada*en*la*región*CA3*del*hipocampo,*demostrando*

que*ésta*región*es*particularmente*vulnerable*al*daño*inducido*por*el*SE.**

El* grupo* con* Diazepam,* al* igual* que* los* demás* grupos* de* tratamiento,* mostró*

cambios*neurodegenerativos*importantes*resultando*en*un*número*alto*de*células*

FJ+*y*una*alta*actividad*de*caspasas,*dados*los*rápidos*cambios*de*degeneración*

después*del*inicio*del*SE*(Bumanglag*y*Sloviter,*2008q*Karlócai*et&al.,*2011).*Las*

benzodiazepinas*son*muy*efectivas*cuando*se*administran*de*forma*temprana,*sin*

embargo,* si* el* tratamiento* se* aplica* a* los* 30* minutos* después* del* inicio* de* la*

convulsión,*como*es*el*caso*del*presente*trabajo,*las*benzodiazepinas*son*menos*

efectivas*para*terminar*con*la*actividad*convulsiva*inducida*por*agentes*químicos*

(McDonough*et&al.,*1999q*Schultz*et&al.,*2012).*Este*mecanismo*se*ha*asociado*a*la*

activación*de*los*receptores*de*NMDA*a*través*de*los*cuales*aumentan*los*niveles*

de*calcio*intracelular,*lo*que*a*su*vez*conduce*a*la*internalización*de*los*receptores*

de*GABAA*dependientes*de*la*calcineurina,*como*lo*demostraron*Joshi*et&al.*(2015),*

utilizando* técnicas*de*grabación*de*parches*de*células*enteras* (patchPclamp)*de*

células*granulares*dentadas*en*cortes*de*hipocampo.*También*se*ha*descrito*que*

el*aumento*de*la*expresión*del*receptor*de*NMDA*en*las*células*excitatorias*(Naylor*

et& al.,* 2013)* y* los* receptores* AMPA* (AMPAR)* pierden* su* subunidad* de*GluA2,*

haciendo*que*el*receptor*sea*más*permeable*al*calcio.*Todos*esos*cambios*pueden*

contribuir*a* la*acumulación*de*calcio,* lo*que*posiblemente*conduzca*a* la*muerte*

neuronal*(Rajasekaran*et&al.,*2012).*

El*daño*celular*a*la*región*del*hipocampo*CA3*se*debe*a*la*alta*expresión*de*los*

receptores* de* kainato* en* las* células* GABAérgicas,* lo* que* lleva* a* un* mayor*
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desarrollo*de*epileptogénesis*(Vivash*et&al.,*2011).*De*hecho,*la*asociación*entre*el*

aumento*del*calcio*intracelular*y*la*muerte*celular*en*los*modelos*de*SE*in&vitro*e*in&

vivo* (Deshpande* et& al.,* 2008q* Schauwecker,* 2010)* ha* sido* documentada*

ampliamente.* Una* consecuencia* de* la* acumulación* de* calcio* intracelular* por* la*

activación*excesiva*de*los*receptores*de*NMDA*es*la*sobreproducción*de*especies*

reactivas*de*oxígeno*(ERO)*que*a*su*vez*pueden*contribuir*a*la*muerte*celular*a*

través*de*la*peroxidación*lipídica,*la*inactivación*de*enzimas,*la*apertura*de*mPTP*

y*el*daño*al*ADN,*y*puede*inhibir*directamente*la*actividad*del*complejo*mitocondrial*

reduciendo* la*producción*de*ATP*(Walker,*2018).*Asimismo,* la*entrada*de*calcio*

puede*activar*varias*enzimas*que*han*estado*implicadas*en*la*muerte*neuronal*por*

apoptosis*a*través*de*la*activación*de*la*caspasa*3,*así*lo*informaron*Henshall*et&al.*

(2000)*en*un*modelo*de*SE*inducido*con*KA.*

Teniendo*en*cuenta*los*principales*mecanismos*que*caracterizan*la*fisiopatología*

del* SE,* los* hallazgos* encontrados* en* este* estudio* demuestran* que* el* WIN*

administrado* durante* el* SE,* no* implica* ningún* efecto* neuroprotector* o*

antiapoptótico*y*a*una*dosis*de*1.5*mg/Kg*puede*representar*un*tratamiento*con*

potencial*para*el*control*de*la*actividad*convulsiva*durante*el*status&epilepticus.*

* *
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8.!Conclusiones!

A* partir* de* la* evaluación* electroencefalográfica* del* agonista* cannabinoide* WIN*

55,212e2*administrado*durante*el*status&epilepticus*en*un*modelo*experimental*de*

ácido* kaínico* en* ratas,* se* puede* concluir* que* es* efectivo* para* el* control* de* las*

convulsiones* en* la* dosis* de* 1.5* mg/Kg* reduciendo* la* potencia* espectral* y*

aumentando* la* frecuencia*media*de* la*señal*de*EEG.*La*actividad*electrográfica*

está*relacionada*con*la*dosis*de*WIN*55,212e2*ya*que*la*dosis*de*3*mg/Kg*de*WIN*

controló* las* convulsiones* a* partir* de* las* 2h* posteriores* de* administración* del*

tratamiento*y*la*dosis*de*1.5*mg/Kg*lo*hizo*a*partir*de*1*h*postetratamiento.*

No* observamos* efecto* neuroprotector* de*WIN* 55,212e2* durante* el* SE* evaluado*

como* el* número* de* células* piramidales* degeneradas* en* la* región* CA3* del*

hipocampo*y*la*gravedad*del*daño*neuronal*es*nulo,*ya*que*a*partir*de*la*técnica*de*

tinción*de*FluoroeJade®*B*y* la*medición*de*actividad*de*caspasas,*no*hubo*una*

diferencia*entre*las*células*en*degeneración*del*grupo*control*y*de*los*grupos*con*

tratamiento.**

El* tratamiento* con* WIN* representa* una* alternativa* para* el* control* de* las*

convulsiones*en*dosis*de*1.5*mg/Kg*pero*no*implica*ningún*efecto*neuroprotector*o*

antiapoptótico.*

*
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