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Oxidative stress, Nrf2 and its role in Epilepsy

Estrés oxidativo, nrf2 y su papel en la epilepsia
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Abstract

Epilepsy is a neurological disorder characterized by a long-lasting predisposition to generate epileptic
seizures that affects millions of people around the world. The International League Against Epilepsy
(ILAE) has presented an operational classification of the types of seizures depending on the etiology
of the disease. A common denominator of the different types of epilepsy is the existence of imbalance
of excitation and inhibition as the main mechanism of the transition from normal brain function to
seizure. An imbalance between the glutamate and gamma-aminobutyric acid neurotransmitter systems
can cause hyperexcitability, excitotoxicity, proliferation of reactive oxygen species and reactive nitrogen
species, oxidative stress, mitochondrial damage and subsequently cell death. Oxidative stress plays
a fundamental role in the mechanisms of action in the disease, since neuronal hyperexcitability plays
a fundamental role in the initiation and progression of epilepsy. To avoid the damage generated by
oxidative stress, cells are equipped with a variety of antioxidants that serve to counteract the effect
of oxidants in which enzymatic and non-enzymatic components are involved. Enzyme compounds are
regulated by Nrf2, which under oxidative stress conditions bind to antioxidant response elements and
thus increases the induction of cytoprotective enzymes mediated by this factor in astrocytes and neurons.
For the study of the role that oxidative stress plays in epilepsy, animal models are used that reproduce
these disease conditions. This review summarizes the evidence on the role that Nrf2 plays in epilepsy by
mediating the activation of antioxidant systems as cellular protectors against oxidative stress.
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Resumen

La epilepsia es un desorden neurolégico caracterizado por una predisposicién duradera para generar
ataques epilépticos que afecta a millones de personas alrededor del mundo. La liga internacional contra
la epilepsia (ILAE por sus siglas en inglés) ha presentado una clasificaciéon operativa de los tipos de
ataques dependiendo de la efiologia de la enfermedad. Un comdn denominador de los diferentes tipos
de epilepsia es la existencia de desequilibrio de excitacién e inhibicién como el mecanismo principal
de la transicién de la funcién cerebral normal a la convulsién. Un desequilibrio entre los sistemas de
neurotransmisores del glutamato y del dcido gamma-aminobutirico puede provocar hiperexcitabilidad,
excitotoxicidad, proliferacién de especies reactivas del oxigeno y especies reactivas del nitrégeno,
estrés oxidante, dafio mitocondrial y posteriormente, muerte celular. El estrés oxidante tiene un papel
fundamental en los mecanismos de accién en la enfermedad ya que la hiperexcitabilidad neuronal
desempenfa un papel fundamental en el inicio y progresién de la epilepsia. Para evitar el dafio generado
por el estrés oxidante, las células estdn equipadas con una variedad de antfioxidantes que sirven para
contrarrestar el efecto de los oxidantes en el cual se encuentran involucrados componentes enzimdticos
y no enzimdticos. Los compuestos enzimdticos estdn regulados por el factor nuclear eritroide 2, que en
condiciones de estrés oxidante se unen a los elementos de respuesta antioxidante y de esta manera se
incrementa la induccién de enzimas citoprotectoras mediadas por este factor, en astrocitos y neuronas.
Para el estudio del papel que juega estrés oxidante en la epilepsia, se recurre a modelos animales que
emulen estas condiciones de la enfermedad. La presente revisién resume la evidencia sobre el papel
que juega el Nrf2 en la epilepsia mediando la activacién de sistemas antioxidantes como protectores
celulares contra el estrés oxidativo.
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Introduccién

La epilepsia es un desorden neurolégico caracterizado por
una predisposicién duradera para generar ataques epilépticos
y por las consecuencias neurobiolégicas, cognitivas,
psicolégicas y sociales de esta afecciéon'. Esta enfermedad
afecta a millones de personas alrededor del mundo? siendo los
paises en vias de desarrollo los més afectados®. La epilepsia
puede ser dividida principalmente en epilepsia del l6bulo
temporal mesial y epilepsia del 16bulo temporal y su principal
caracteristica clinica es la aparicién de crisis convulsivas*. Una
convulsién estd definida como una aparicién transitoria de
signos y / o sintomas debido a una actividad neuronal anormal
excesiva o sincrénica en el cerebro® y pueden tener un origen
generalizado o localizado®. El estrés oxidante tiene un papel
fundamental en los mecanismos de accién en la enfermedad
ya que la hiperexcitabilidad neuronal y los dafios generados
por el estrés oxidante producido por la generacién excesiva
de radicales libres podrian jugar un papel clave en el inicio y
progresién de la epilepsia®. El factor de transcripcién nuclear
eritroide 2 (Nrf2) es un elemento regulador transcripcional”
que mantiene el estado redox celular en condiciones de estrés
oxidativo celular regulando la expresién de genes que codifican
para enzimas antioxidantes tales como: Glutatién peroxidasa,
catalasa, metalotioneinas y la superéxido dismutasa®. El
objetivo principal de este trabajo es resumir evidencia reciente
sobre el papel que juega el N2 en la epilepsia mediando la
activacién de sistemas antioxidantes como proteccién celular
contra el estrés oxidativo.

Generalidades de Epilepsia

a) Epidemiologia

La epilepsia afecta a cerca de 50 millones de personas
alrededor del mundo con un estimado de 2 a 3 millones
en los Estados Unidos, 6 millones en Europa y 40 millones
en paises en vias de desarrollo?. En paises desarrollados,
la incidencia es de cerca de 50/100000/afio individuos
mientras que en paises de bajos recursos la enfermedad
aumenta cada afio. Existe una variacién geogrdfica en la
incidencia de sindromes epilépticos que probablemente estén
asociados con factores genéticos y ambientales, aunque
todavia no se ha establecido completamente la causalidad?.
Las tasas de incidencia especificas por edad han cambiado,
con un decremento en grupos jévenes y un incremento en
personas mayores de 60 afios®. Sin embargo, la mortalidad
acumulada a los 45 afos todavia involucra al 25% de los
pacientes epilépticos que desarrollan epilepsia en la nifiez. La
incidencia acumulada después de la suma de la incidencia

especifica por edad, por ejemplo, una poblacién islandesa
mostré una incidencia acumulada del 1% entre los O y los
15 afos, del 1.5% después de los 55 afios, del 3.6% en
los >75 afos y el 4.5% en los 85 afos o mds. En cuanto a
la incidencia, surgen dos picos, el primero en la poblacién
pedidtrica de 0 a 5 afios y el segundo en los mayores de 75
anos. La prevalencia de convulsiones focales varia del 35 al
50% cuando se dispone de estudios electroencefalograficos.
En Europa, la proporciéon de convulsiones generalizadas
varia del 17% al 60% en comparacién con el 2% al 8% de
las convulsiones no clasificadas?. En México la prevalencia
de epilepsia, se considera que alcanza un promedio de
15/1,000; la mayoria de esos casos corresponde a epilepsia
con convulsiones clénicas generalizadas, aproximadamente
50% corresponde a epilepsia con crisis parciales (secundarias
en el ldbulo temporaly un némero menoren el I6bulo frontal) ™.

b) Definicion y clasificacién

La epilepsia es un trastorno neurolégico caracterizado por
convulsiones no provocadas y recurrentes'! con consecuencias
neurobiolégicas, cognitivas, psicolégicas y sociales'. La
etiologia de la epilepsia es con frecuencia desconocida, sin
embargo, pueden clasificarse en: idiopdticas o sin causa
subyacente, criptogénicas o de etiologia desconocida y
sinftomdticas o secundarias a malformaciones, tumores,
infecciones, entre otfros'?; dependiendo de su origen, se
dividirdn en parciales o focales: parciales cuando su origen
se encuentra en una regién acotada de la corteza cerebral a
veces denominada foco, o generalizadas, cuando su origen
se localiza en toda o gran parte de la corteza cerebral y, por
tanto, el lugar especifico de inicio no puede ser identificado'®.
La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas
en inglés) ha presentado una clasificacién operativa de los
tipos de crisis y epilepsias®, esta clasificacién es importante
para el diagnéstico, el tratamiento y la comprension de las
convulsiones y las epilepsias'; esté clasificacion de la ILAE, la
Oltima de una serie de propuestas publicadas en los Gltimos
30 afos, presenta una estructura multinivel (tipos de crisis,
tipos de epilepsia, sindromes de epilepsia) que permite
diferentes usos y combina las crisis previamente separadas
tipos y esquemas de epilepsias en una sola clasificacién'.
La clasificacion de las convulsiones comienza determinando
si las manifestaciones iniciales de la convulsién son focales o
generalizadas. Las convulsiones focales se clasifican de acuerdo
con el nivel de conciencia del individuo, las caracteristicas
motoras o no motoras mds prominentes de la convulsion y
si la convulsién focal evoluciona a una convulsién ténico-
clénica bilateral™. Asf mismo, las convulsiones generalizadas
se clasifican segin manifestaciones motoras o no motoras.
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Las convulsiones motoras son convulsiones ténico-clénicas u
ofras convulsiones motoras. Las convulsiones generalizadas no
motoras se refieren principalmente a convulsiones de ausencia.
De manera similar a la clasificacién de las convulsiones, las
epilepsias se pueden clasificar como focales o generalizadas.
Ademds, el nuevo sistema de clasificacién reconoce dos
nuevas categorias: epilepsia combinada generalizada, focal
y epilepsia desconocida'®. De esta manera, aunque existen
més de 40 tipos de sindromes epilépticos, se clasifican en dos
categorias principales: generalizados y parciales; el primero
describe convulsiones que comienzan simultdneamente en
ambos hemisferios cerebrales, mientras que las convulsiones
en el Gltimo se originan en uno o més focos localizados,
pero pueden extenderse para afectar a todo el cerebro'?. La
Epilepsia de Lobulo Temporal (ELT) es el sindrome habitual
e infratable en adultos, aproximadamente un tercio de los
pacientes con ELT continGan experimentando convulsiones a
pesar de tomar medicamentos antiepilépticos'?. La ELT puede
ser dividida principalmente en dos tipos (1) Epilepsia del Lobulo
Temporal Mesial (ELTM) que involucra estructuras cerebrales
como al hipocampo, parahipocampo, el giro dentado y la
amigdala; (2) ELT que involucra el neocorteza siendo esta
la mds prominente y comun de las epilepsias adquiridas”.

c) Mecanismos bdsicos de accién

La epilepsia es una condicién paroxistica caracterizada por
convulsiones transitorias repetidas separadas por perfodos
interictales mds largos'®. La ictogénesis describe los procesos
de transicién del estado interictal a una convulsién. Los
procesos incluyen un estado preictal, con signos clinicos
especificos y una electrofisiologia distinta que puede
brindar oportunidades para anticipar, o incluso prevenir,
las convulsiones; aunque los sindromes epilépticos difieren
desde el punto de vista fisiopatolégico, estos comparten
caracteristicas comunes relacionadas con la ictogénesis'®.
El proceso de epileptogénesis involucra tres etapas: la lesion
inicial, el periodo latente libre de crisis y el desarrollo de ELT'”.
Se han propuesto varias teorias con respecto a los mecanismos
que contribuyen a la progresién de la epilepsia, incluidas las
etiologias primarias progresivas, como la expansién de las
lesiones y la neurodegeneraciéon progresiva, el desarrollo
de resistencia farmacolégica y la plasticidad/inflamacién
inducida por las convulsiones'®. El proceso epileptogénico es
el resultado de un desequilibrio entre la actividad excitadora
e inhibidora dentro de una red neuronal, de modo que es
probable que funcione de manera excesiva, hipersincrénica
y oscilatoria, lo que, cuando se mantiene, interrumpe el
procesamiento neuronal normal y es capaz de alterar otras
redes de neuronas'?. Las epilepsias generalizadas, presentan

redes epileptogénicas que estdn ampliamente distribuidas,
involucrando estructuras talamocorticales bilateralmente?;
mientras que, en las epilepsias focales, las redes involucran
circuitos neuronales en un hemisferio, comUnmente limbico o
neocortical; el desequilibrio entre la excitacién y la inhibicién
que resulta en redes epileptogénicas no es necesariamente
solo un aumento de la excitacién o una pérdida de inhibicion?'.

Entre los mecanismos propuestos de epileptogénesis, los
mds importantes son: estrés oxidativo, deterioro de la
regulacién mediada por actividad del receptor de dopamina
(DA), procesos inflamatorios que afectan la integridad de
la matriz neuronal extracelular, la muerte celular neuronal,
el impacto de las hormonas, el mecanismo de la ritmicidad
circadiana?? asf como un desequilibrio entre los sistemas
de neurotransmisores del glutamato y del dcido gamma-
aminobutirico (GABA) que provoca hiperexcitabilidad?®. Los
procesos de transicién que incorporan retroalimentacién
positiva, como la desinhibicién dependiente de la actividad,
podrian proporcionar estas caracteristicas de sincronizacién
Unicas?*; ademds, se producen cambios funcionales vy
estructurales en la membrana postsindptica, alterando asi los
canales de conductancia, lo que favorece el desarrollo de
un cambio despolarizante y una mayor excitabilidad. Existe
evidencia, de que los canales de Na*t, K*, y Ca?* dependientes
de voltaje favorecen las descargas paroxisticas de grupos
neuronales determinados, lo que lleva a una re-estructuracién
de las arborizaciones sindpticas y con ello al desarrollo de
zonas epileptogénicas, las cuales a su vez se ven limitadas por
los mecanismos inhibitorios compensadores?. Las neuronas
epilépticas parecen tener una mayor conductancia de Ca?*,
puede ser que se utilicen canales de Ca?" latentes y que
la eficacia de los canales de Ca?* se incremente o que el
nimero de canales de Ca?* esté crénicamente elevado?.
El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la
produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs), especies
reactivas de nitrégeno (ERNs) y la capacidad de desintoxicar
facilmente los reactivos intermedios en un sistema biolégico?.
La generacién excesiva de EROs puede causar dafio a las
células neuronales induciendo la muerte celular a través de una
via apoptética o necrética. La evidencia reciente ha sugerido
un vinculo infimo entre el estrés oxidativo y la disfuncién
mitocondrial con el desarrollo de muerte neuronal en diversos
trastornos neurolégicos, incluida la epilepsia. La disfuncién
mitocondrial incluye insuficiencia bioenergética y aumento
del calcio citosélico, estrés oxidativo (produccién excesiva
de radicales libres y sintesis deficiente de antioxidantes,
especialmente glutatién), apertura de poros de transicién de
la permeabilidad mitocondrial y liberacién de proteinas clave
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en el citosol que desencadenan vias de muerte celular como
la apoptosis?’.

Estrés Oxidativo

a) RL, ERO, ERN

Los radicales libres (RL) son cualquier especie independiente
que contienen uno o mds electrones desapareados en
sus orbitales atémicos o moleculares, son generalmente
inestables, de vida media corta pero quimicamente reactivos??;
la cantidad de RL es determinada principalmente en la cadena
de fosforilaciéon oxidativa mitocondrial. El término especies
reactivas de oxigeno (ERO) es un término colectivo que
involucra RL derivados del oxigeno, asi como no radicales
derivados de la reduccién de oxigeno molecular.

El estrés oxidativo se produce cuando existe un desequilibrio
entre la generacién excesiva de radicales libres y una
disminucién  de la actividad antfioxidante  enzimdtica
resultando en dafo celular. Las ROs son mediadores
importantes para una variedad de procesos celulares,
incluyendo adhesién celular, respuesta inmune, apoptosis,
crecimiento y diferenciacion celular y acttan también como
segundos mensajeros en la sefalizaciéon intracelular?; sin
embargo, el dafo oxidante ocurre cuando la generacién
de EROs supera los limites de eliminacién de estos por las
enzimas antioxidantes. Las principales EROs celulares son:
anién superdxido (O, *), radical hidroxilo (OH-), y peréxido
de hidrogeno (H,0,), incluso cuando el radical superéxido es
relativamente no reactivo es considerado una EROs primaria,
ya que puede interactuar con otras moléculas para producir
més EROs secundarios tales como el radical hidroxilo®™. La
evidencia reciente ha sugerido una interaccién entre el estrés
oxidativo y la disfuncién mitocondrial con el desarrollo de
muerte neuronal en diversos trastornos neurolégicos, incluida
la epilepsia®’.

El estrés nitrosante es el resultado de un incremento en las
especies reactivas de nitrégeno (ERN) dentro de la célula las
cuales juegan un papel fisiolégico importante, sin embargo,
pueden ser nocivas para las células debido a su capacidad
para interrumpir una variedad de procesos biolégicos
esenciales® 3. El éxido nitrico (ON) reacciona rdpidamente
con O2¢, produciendo el potente oxidante, ONOO- que
protona a un pH relevante para formar dcido peroxinitroso
ONOOH?®*? produciendo dafos a las biomoléculas como
la nitracién de proteinas®. La produccién anormal de ERN
se da principalmente por la activacién de la éxido nitrico
sintasa (ONS) a través del aumento de los niveles de Ca?*

celular; la familia de isoenzimas de la ONS consta de 3
tipos: la neuronal (ONSn, ONS1), la ONS inducible (ONS;,
ONS2) y la ONS endotelial (ONSe,ONS3); estas enzimas
catalizan la generaciéon de ON, utilizando L-argining,
oxigeno y NADPH como sustratos®. El ON es importante
no solo en procesos fisiolégicos sino también en muchas
enfermedades. En la sangre, donde hay oxihemoglobina
dentro de los glébulos rojos; el ON se oxida a nitrito
(NO,) y nitrato (NO,), por esta razén, el NO, y el NO, se
emplean a menudo como marcadores de la produccién de
NO en muestras biolégicas, asumiendo que el NO, y el
NO, son productos finales inertes de la oxidacion del NO¥*.

b) Dafo mitocondrial

Las mitocondrias juegan un papel clave en el suministro de ATP
a las células a través de la fosforilacién oxidativa, asi como en
la sintesis de moléculas biolégicas esenciales®. El transporte
de electrones a través de los complejos I-IV en la membrana
mitocondrial interna involucra una serie de reacciones redox
acopladas, las cuales proveen la energia necesaria para
generar un gradiente de protones a través de la membrana
mitocondrial interna®. La cadena de transporte de electrones
(CTE) mitocondrial incluye los complejos I-IV, asi como los
transportadores de electrones ubiquinona y citocromo C. Hay
dos vias de transporte de electrones en la CTE: Complejo I/
/1Y, con NADH como sustrato y complejo II/11I/1V, con écido
succinico como sustrato. El flujo de electrones se acopla con
la generacién de un gradiente de protones a través de la
membrana interna y la energia acumulada en el gradiente
de protones es utilizada por el complejo V (ATP sintasa) para
producir ATP¥ a partir de ADP mientras que los protones
reingresan a la matriz a través de la ATP sintetasa (complejo
V). El proceso completo es llamado fosforilacién oxidativa®.
En el proceso de fosforilacion oxidativa tienen lugar varias
reacciones redox catalizadas por enzimas; una fosforilacién
oxidativa ineficaz puede generar EROs, lo que conduce a una
disfuncién mitocondrial. Se ha reportado, que el metabolismo
redox mitocondrial, el metabolismo de los fosfolipidos vy
las vias proteoliticas son la principal y potencial fuente de
radicales libres®®. Una concentracién mds bajo de EROs es
esencial para la sefalizacién celular normal, mientras que la
concentraciéon més alta y la exposicién prolongada de ERO
causan dafo a macromoléculas celulares como DNA, lipidos
y proteinas, lo que finalmente resulta en necrosis y muerte
celular apoptética®. La produccién de radicales superéxido
mitocondriales se produce principalmente en el complejo |
y el complejo Ill; en condiciones metabdlicas normales,
el complejo Ill es el sitio principal de produccién de ROS,
por lo que el ataque de los radicales libres suele ocurrir
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en el complejo de la cadena respiratoria mitocondrial. Los
complejos | y Ill también se consideran lugares de formacién
de superdxido y ofras especies reactivas de oxigeno®. Una
alta produccién de EROs o una remocién defectuosa de EROs
por el sistema de defensa mitocondrial, resulta en un dafo
oxidante a: ADN mitocondrial (ADNmt), el dafo oxidante al
ADNmt podria comprometer las subunidades de la cadena
respiratoria codificadas por el ADNmt, estableciéndose asi un
circulo vicioso de estrés oxidante y una falla bioenergética que
es racional con la teoria del envejecimiento mitocondrial®.

c) Excitotoxicidad

Se considera que la excitotoxicidad, es un mecanismo especffico
de neurotoxicidad que conlleva a muerte celular y esta mediado
por el glutamato es un mecanismo importante de muerte
celular en una serie de enfermedades del sistema nervioso
central que incluyen accidente cerebrovascular, traumatismo
cerebral, epilepsia y trastornos neurodegenerativos crénicos*C.

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador y su
interaccién con receptores de membrana especificos es
responsable de muchas funciones neurolégicas Los efectos
excitadores del glutamato se ejercen a través de la activacion
de tres tipos principales de receptores ionotrépicos y varias
clases de receptores metabotrépicos ligados a proteinas
G. Los principales receptores ionotrépicos activados por el
glutamato se conocen comUnmente como receptores del
acido  N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-
metilisoxazol-4-propionato (AMPA) y del d4cido kainico (AK),
estos receptores ionotrdpicos son canales idnicos activados
por ligandos permeables a varios cationes que al activarse
abren el poro del canal iénico para producir un flujo o
reflujo de iones despolarizando neuronas®', provocando que
se disparen potenciales de accién®. Esto conduce a una
alteracion del entorno idnico infracelular, cuya caracteristica
mejor conocida més importante es la entrada de sodio,
cloruro y Ca?", el exceso de iones Ca?' activa cascadas de
sefalizacion intracelulares dependientes de Ca?" y Na*® 41.
Aunque los incrementos fisioldgicos del Ca?* intracelular son
importantes para el funcionamiento celular normal, el influjo
excesivo de Ca?' junto con cualquier liberacién de Ca?* de los
compartimentos intracelulares puede conducir a la muerte celular.
Por lo que la desregulacién de Ca®* es fundamental para la
neurodegeneracion, el mecanismo preciso por el cual los iones de
Ca?* en realidad median la excitotoxicidad es ain poco claro2.

Por ofro lado, se ha investigado el posible papel de los
transportadores de iones Cl- en la excitotoxicidad neuronal
ya que el movimiento de Cl- es un componente central de la

respuesta excitotdxica aguda en las neuronas y se ha observado
un aumento significativo de la concentracién intracelular de
Cl-en las neuronas del hipocampo durante la neurotoxicidad
inducida por glutamato y privacién de oxigeno/glucosa. Los
estudios muestran que el co-transportador NKCC1 contribuye
al dafo neuronal isquémico al facilitar la entrada excesiva de
Na* y CI- durante la excitotoxicidad mediada por NMDA. La
inhibicion de la actividad de NKCCT1 reduce la neurotoxicidad
a través del glutamato y atenta significativamente la muerte
neuronal inducida por una privacién de oxigeno / glucosa*®.

En resumen, la liberacién excesiva de glutamato puede
conducir a una desregulacién de la homeostasis del Ca?*,
desencadenando la produccién de radicales libres y estrés
oxidativo, disfuncién mitocondrial y eventualmente muerte
celular, siendo el estrés oxidativo uno de los eventos
fundamentales en la excitotoxicidad. Aunque existe un
consenso en considerar la excitotoxicidad como una
caracteristica importante en la mayoria de las enfermedades
neurodegenerativas, cada vez hay mds evidencia que apunta
al papel relevante de este mecanismo patolégico en otras
enfermedades que afectan al sistema nervioso central 33.
El dafo cerebral producido por una primera convulsién
causa excitotoxicidad, neuroinflamacién y una elevada
produccién de EROs y ERNs durante el estatus epiléptico,
supera el mecanismo de defensa antioxidante celular lo
que conduce a una disfuncién mitocondrial, dafio al DNA
y dafio mitocondrial; esto, a su vez, afecta la sintesis de
varios complejos enzimdticos que participan en la cadena
de transporte de electrones. Los efectos resultantes que
ocurren durante la epileptogénesis incluyen peroxidacién de
lipidos, gliosis reactiva, neurodegeneracién del hipocampo,
reorganizacion de las redes neuronales e hipersincronia, estos
factores predisponen al cerebro a convulsiones recurrentes
espontdneas, que finalmente se pueden convertir en ELT*4.

d) Muerte Celular

las  convulsiones  prolongadas  pueden  provocar
disfuncién mitocondrial y un aumento de la produccién
de EROs y ON que preceden a la muerte de las células
neuronales y provocan lo epileptogénesis posterior®s.
La evidencia ha identificado la participacién de la apoptosis
como uno de los principales mecanismos por el cual
mueren las neuronas después de lesiones cerebrales como
el accidente cerebrovascular y el estatus epiléptico'?. Asi
mismo la mitocondria es una participante importante
asociada con este fipo de muerte celular, la via apoptédtica
mitocondrial infrinseca puede contribuir a la neuropatologia
de la epilepsia, particularmente en el hipocampo®.
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La excitotoxicidad mediada por glutamato es un mecanismo
contribuyente principal para la muerte celular por necrosis,
pero las convulsiones también activan las vias de muerte
celular por apoptosis. Las vias de sefalizacién se inician
tipicamente después de la alteracion de la funcién de la
mitocondria (via intrinseca) o por receptores de muerte
activados y expresados en la superficie celular (via extrinsecal),
con cascadas de sefalizacién coordinadas en parte por
las familias de genes Bcl-2 y caspasas*. Evidencia reciente
ha revelado que la muerte de las células excitotéxicas
estd regulada por la familia de proteinas del Bcl-2, que se
encuentra integrada por miembros pro-apoptéticos (Bad,
Bax y Bim) y antiapoptdticos (Bcl-2, Bel-xl y Bel-w); los cuales
no solo median la via intrinseca de la apoptosis al controlar
la integridad de la membrana externa mitocondrial, sino
que también controlan la homeostasis del Ca?* neuronal®’.
Es probable que al menos dos mecanismos contribuyan a
activar la via apoptética mitocondrial intrinseca después de
las convulsiones. Se sabe que la carga de Ca?" mitocondrial
sigue a la actividad convulsiva; la agrupaciéon de particulas
de Bax también se ha visualizado en la membrana externa
de las mitocondrias dentro de las 2h posteriores a una
convulsién, y esto coincide con el momento de la liberacion
del citocromo C. Un tercer mecanismo que implica la
liberacién del factor inductor de apoptosis mediada por
calpaina también podria ser particularmente relevante. Se ha
demostrado que el citocromo C liberado se une a APAF-1
en el hipocampo después de las convulsiones, seguido de
activacién de caspasa-9 y una mayor actividad proteolitica’.
Los modelos experimentales y los estudios clinicos han
mostrado que una convulsiéon prolongada o un estatus
epiléptico puede causar muerte neuronal en el cerebro siendo
la pérdida de células dentro del cuerno de Ammon en el
hipocampo la lesién mds comiUnmente observada'?, estos
hallazgos apoyan la teoria de que la activacién del factor
nuclear-kB regula al alza la expresiéon del gen de la SON
2 con la correlacién temporal de la reducciéon dependiente
del ON, del anién superéxido y del peroxinitrito derivado
de SON 2 en la actividad del Complejo | mitocondrial, que
conduce a la muerte de células neuronales apoptéticas en
el hipocampo*®. Hallazgos neuropatolégicos en la amigdala
obtenidos de pacientes con ELTM indican grados variables
de dafo histopatoldgico ademds de la pérdida neuronal y se
observa gliosis en los nucleos lateral y basal*®. Mientras que
los estudios en modelos experimentales han mostrado mas
especificamente que las regiones cercanas a la amigdala tales
como: la divisién medial del nicleo lateral, el nicleo basal
accesorio, el nicleo cortical posterior, porciones del nicleo
cortical anterior y medial asi como el cerebelo y la corteza

cerebral son mas sensibles al dafio neuronal inducido por el
estado epiléptico'?.

Factor de Transcripciéon Nrf2

a) Definicién

El factor 2 relacionado con el factor nuclear E2 o factor
de transcripcion eritoide Nrf2 (the nuclear factor erythroid
2-related factor 2 por sus siglas en inglés), pertenecen a una
familia de proteinas bdésicas con un caracteristico "zipper" o
cierre de leucinas (bZip) en la regién C-terminal, el cual actta
a fravés del elemento de respuesta antioxidante (antioxidant
response element, ARE en inglés) para activar la transcripcién
de genes jugando un papel fundamental en el sistema
antioxidante de defensa contra el estrés oxidativo*”. El Nrf2
fue clonado por primera vez en 1994 e identificado como
miembro de la familia de factores de transcripcién de cierre
de leucina de regién bdsica cap'n'collar (CNC) humana, que
también incluye factor nuclear eritroide 2 (NF-E2), factor
nuclear eritroide 2 relacionado factor 1 (N 1), factor nuclear
3 relacionado con el factor eritroide 2 (Nrf3) 7. El gen de
la proteina Nrf2 estd situado en el cromosoma 2g31.2.;
y contfiene exones de acuerdo a secuencia de referencia
NMO061614.4 GenBank de la base de datos NCBI, los
transcriptfos humanos de NFE2L2 contfienen cinco exones
interrupidos por cuatro intrones extendidos por mds de 11kb,
la presencia de un primer intrén grande que abarca més de
6kb (secuencias de referencia OMIM). Esto difiere de la base
de datos més reciente Ace View, donde el gen Nrf2 contiene 40
intrones discretos y produce® secuencias de mARN distintas,
de las cuales®' son variantes de splicing alternativo (corte y
empalmadas alternativo) y 7 son formas no empalmadas®.

b) Sistemas antioxidantes

La produccién fisiolégica de EROs en organismos aerébicos
requiere la presencia de un sistema de defensa contra
los efectos de estas especies oxidativas. Los mecanismos
de defensa contra el esirés oxidativo inducido por RL
implican: (i) mecanismos preventivos, (i) mecanismos de
reparacién, (i) defensas fisicas y (iv) defensas antioxidantes®.
Entre las principales defensas antioxidantes se encuentran la
Super Oxido Dismutasa (SOD), Catalasa (CAT) y Glutatién
Peroxidasa (GSH-Px) como antioxidantes enzimdticos®'.
Los antioxidantes no enzimdticos incluyen compuestos de bajo
peso molecular, como vitaminas (vitaminas C y E), 3-caroteno,
4cido Urico y Glutatién (GSH, un tripéptido L-y-glutamil-L-
cisteinil-L-glicina) que comprende un grupo tiol (sulfhidrilo)®'.
Las enzimas antioxidantes pueden remover cataliticamente las
especies reactivas actuando de manera conjunta (Figura 1)
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asi mismo, las relaciones de SOD / CAT y SOD / GPx también
pueden considerarse como indices de estrés oxidante®?.

Figura 1.Principales vias por las que se contrarrestan los radicales libres
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Nota: La SOD convierte el radical superéxido en peréxido de hidrogeno y
este es convertido en agua por medio de la GPx o en agua y oxigeno por
medio de la CAT. El peréxido de hidrogeno que no fue afectado por estas
enzimas es convertido en radical hidroxilo mediante la reaccién de Fenton
utilizando como cofactor iones de hierro. Este hierro puede ser quelado por
las metalotioneinas interrumpiendo el proceso. SOD Superéxido Dismutasa;
GPx Glutatién peroxidasa; CAT Catalasa; MT metalotioneinas.

Las SOD convierten los radicales superéxido naturales en
oxigeno molecular y perdxido de hidrégeno®*®3; la catalasa
usa peréxido de hidrégeno (una ROS no radical) como
sustrato, siendo una de las enzimas antioxidantes mds
importantes ya que descompone dos moléculas de H,O, en
dos moléculas de agua y una de oxigeno en una reaccién de
dos pasos?®; mientras que, la GPx cataliza la reduccién de
H,O, en hidroperéxidos orgdnicos por Glutation (GSH) u otros
reductores bioldgicos®. La Metalotioneina (MT) en el sistema
nervioso central ha mostrado su participacién en diversos
mecanismos celulares como proteger contra estrés oxidante,
regulacién de mecanismos homeostéticos del Zn, detoxificacién
de metales pesados y regulacién de factores en procesos
inflamatorios; el proceso de neuroinflamacién es también un
factor importante en enfermedades neurodegenerativas, ya
que ellas incrementan la formacién de EROs y ERN que pueden
generar un mayor riesgo en el desarrollo de la enfermedad;
en el cerebro, la desregulacién de la homeostasis de metales
esenciales estd asociada con un nimero de enfermedades y
neuropatologias, incluidas, apoplejia, epilepsia, Parkinson y
Alzheimer®®, asi como actividad neurotrépica y neuroprotectora
como resultado de sus propiedades antioxidantes®.

c) Regulacion de sistemas antioxidantes

La induccién de enzimas citoprotectoras en respuesta al
estrés oxidativo en el cerebro relativamente deficiente en
sistemas antioxidantes, con una actividad menor de glutation
peroxidasa y catalasa en comparacién con otros érganos es
sumamente importante. La produccién de estas enzimas estd
bajo el control del N2, mediante un mecanismo regulado a
nivel transcripcional, que conduce a la regulacién del estado
redox celular; diferentes informes sugieren que esta respuesta
se expresa preferentemente en los astrocitos, con niveles
considerablemente mds bajos en las neuronas®.

EI NH2 se une a la proteina Maf o las proteinas Jun para facilitar
la unién de N2 a los promotores (ARE) de genes citoprotectores
y antioxidantes para aumentar la actividad de transcripcién; en
condiciones fisioldgicas, N2 se une a su molécula inhibidora
citoplasmética conocida como proteina asociada Kelch 1
(Keap1) para permitir la ubiquitinacién®®. Sin embargo, en
condiciones de estrés oxidativo, la alternancia conformacional
en los residuos de cisteina de Keap1 libera N2 y proporciona
la translocacién de Nrf2 al nicleo para inducir la expresién de
genes del sistema antioxidante (Figura 2).

Figura 2. Regulacién de la expresion genética mediada por el Nirf2
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En condiciones normales, el Nrf2 se encuentra unido y regulado por la
proteina Keap1, posteriormente se une a la ubiquitina y es degradado por
el complejo ubiquitin-proteosoma. En condiciones de estrés, la Keap1 sufre
cambios conformacionales y se disocia del Nrf2, bloqueando la ubiquitinacién
y degradacién del Nrf2, como consecuencia una mayor cantidad de Nrf2 es
traslocado al nicleo en donde se une a ARE para inducir la expresién de
genes.

La sefalizacién dependiente de la proteina cinasa C (PKC)
es un mecanismo alternativo para la regulacién directa de
la actividad de N2 a través de la fosforilacién de Ser40 vy
regular la actividad de Nrf28; éste elemento regulador se
considera que reconoce el estrés oxidativo celulary seguido de
la unién al promotor de genes citoprotectores y antioxidantes
mantiene un estado redox celular a través de la promocién de
participantes con respuesta antioxidante (glutatién peroxidasa,
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glutatién reductasa, tiorredoxina reductasa, ferritina, NADPH:
quinona oxidorreductasa 1)8.

Se han identificado més de doscientos genes cuya expresién
estéd regulada por la actividad transcripcional Nr2; estos
genes codifican proteinas involucradas en una multitud de
funciones bioldgicas vitales que incluyen homeostasis de
proteinas, respuesta al estrés oxidativo, desintoxicacién,
reparaciéon del ADN, proliferacién, autofagia, biogénesis
y funcién mitocondrial, inflamacién y el metabolismo de
lipidos, carbohidratos y aminodcidos. El impacto de Nrf2
en el transcriptoma se amplifica por el hecho de que N2
puede regular directamente o cruzarse bidireccionalmente
con muchos otros factores de transcripcién’.

Estrés oxidativo y Epilepsia

a) Mecanismos de accién

Las convulsiones se generan debido a descargas cerebrales
paroxisticas hipersincrénicas anormales de las neuronas que
eventualmente resulta en un dafo irreversible a ellas y su
entorno**. Dado que la muerte neuronal puede ser un factor
importante que contribuye ala epileptogénesis, los mecanismos
que influyen en la viabilidad neuronal también pueden
desempenar un papel en el proceso de la epileptogénesis;
dichos mecanismos como el estrés oxidativo podrian contribuir
de forma independiente a la progresién de la enfermedad,
ademds de servir como procesos subyacentes a la lesion
neuronal®. El estatus epiléptico aumenta las interacciones de
las subunidades de los receptores de glutamato (NMDA, AMPA
y metabotrépico), esto lleva a una entrada rdpida de calcio;
como consecuencia de esto, varias enzimas dependientes
de calcio se activan de manera descontrolada, dando lugar
a la activacién de varias vias de senalizacién que generan
dafio mitocondrial, decremento en el ATP y un incremento en
las ROS ocasionando oxidacién de lipidos, proteinas y DNA
causando muerte celular’®®. Ademds, el hipermetabolismo, la
glucdlisis, la alta produccién de lactato puede causar acidosis
lactica cerebral, lo que aumenta la produccién de EROs y
causa mds dafo debido a la disfuncién mitocondrial®'. El
exceso de calcio y EROs conduce al deterioro del potencial
de membrana mitocondrial, la activacién de las enzimas de la
matriz mitocondrial y la apertura de los poros de transiciéon de
permeabilidad mitocondrial, disminuyendo la produccién de
ATP; los EROs se producen principalmente en las mitocondrias
a través de la actividad de la cadena de transporte de
electrones como un subproducto de la fosforilacién oxidativa®®.
Existe una creciente evidencia de un papel fundamental del
estrés oxidativo en las enfermedades neurodegenerativas,

proporcionando nuevos obijetivos para los tratamientos
modificadores de la enfermedad. SE ha sugerido y probado
antioxidantes para el tratamiento de la epilepsia®?. El cerebro
es particularmente vulnerable al dafo oxidativo debido a
su alta utilizacién de oxigeno, su alto contenido de dcidos
grasos poliinsaturados oxidables y la presencia de metales
con actividad redox (Cu, Fe). Las células neuronales son
muy sensibles al estrés oxidativo; por lo tanto, la excitacién
prolongada de las neuronas durante las convulsiones puede
conducir a lesiones resultantes de alteraciones bioquimicas y
especificamente al papel que juega el estado de oxidacién?!.
Evidencia reciente confirma que el estrés oxidativo se
manifiesta como consecuencia del primer ataque convulsivo,
que luego resulta ser la causa de la epileptogénesis*. Aunque
ciertas epilepsias hereditarias se asocian con disfuncién
mitocondrial, se sabe poco acerca de su papel en las
epilepsias adquiridas, como la epilepsia del ELT. El estrés
oxidativo y la disfuncién mitocondrial son considerados como
factores clave no solo son el resultado de las convulsiones,
sino que también pueden contribuir a la epileptogénesis®.

La aparicién de epilepsia aumenta con la edad, y el estrés
oxidativo mitocondrial es un mecanismo principal del
envejecimiento y la enfermedad degenerativa relacionada
con la edad, lo que sugiere una mayor participacién de la
disfuncién mitocondrial en la generacién de convulsiones.
Las mitocondrias tienen funciones celulares criticas que
influyen en la excitabilidad neuronal, incluida la produccién
de ftrifosfato de adenosina (ATP), oxidacién de dcidos
grasos, control de la apoptosis y necrosis, regulacién del
ciclo de aminodcidos, biosintesis de neurotransmisores
y regulacién de la homeostasis del Ca?" citosélico?.

El uso de modelos animales ha mostrado evidencia sobre
los mecanismos que ocurren durante las convulsiones;
por ejemplo, se ha demostrado que la administracién
sistémica con Acido Kafnico (AK), andlogo del glutamato,
produce una serie de cambios de comportamiento que
culminan con el estado epiléptico mostrando un patrén
selectivo de cambios neuropatolégicos similares a la
ELT en humanos'” ¢3. Usando un modelo experimental
de estatus epiléptico inducido eléctricamente, se ha
demostrado que el estrés oxidativo ocurre tanto en
neuronas como en astrocitos durante la epileptogénesis,
segun se evalta midiendo marcadores bioquimicos e
histolégicos similares a lo encontrado en el hipocampo
de humanos fallecidos a causa de un estado epiléptico®*.
La pérdida de neuronas inhibidoras en el hipocampo durante
el estatus epiléptico puede alterar el estado estable de
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excitacion e inhibicién entre poblaciones neuronales hacia la
hiperexcitabilidad; esta hiperexcitabilidad inicia la gliosis
reactiva dentro del hipocampo y la circunvolucién
dentada provocando cambios que conducirdn a la
neurodegeneracién®t.

b) Papel del Nrf2

En afos pasados, la investigacién se ha enfocado
constantemente en los mecanismos moleculares del proceso
de la enfermedad, tales como aquellos que involucran al
Nrf2, quien juega un papel importante en la regulacién de
los elementos de respuesta antioxidante y modulacién del
estado redox celular®®. Algunos autores han reportado el
papel neuroprotector que podria jugar el factor NRf2 en la
epilepsia; cuando se genera un aumento del estrés oxidativo
celular por la sobreexcitacién celular, los mecanismos de
proteccién se incrementan por la induccién de enzimas
citoprotectoras mediadas por este factor transcripcional
en astrocitos y neuronas en cultivo con niveles elevados
de Nrf2 asi como de algunas enzimas antioxidantes®.
Este aumento puede ser activado por mecanismos
infracelulares como respuesta al dafio oxidativo generado
por las crisis epilépticas, proporcionando evidencia del papel
neuroprotector del factor Nrf2 en el sistema nervioso central®’.

Estudios recientes en humanos demostraron que la via
de sefalizacién Nrf2-ARE podria representar una blanco
importante para proteger al cerebro del dafo inducido crisis
epilépticas®®. Por otro lado, estudios experimentales con
ratones transgénicos tratados con kainato revelaron una
activacién selectiva de ARE dentro del hipocampo dafado.
Ademds, los andlisis de microarreglos que comparan
el knockout de Nr2 versus los hipocampos normales
desenmascararon los cambios genéticos asociados con el
movimiento de iones; los ratones knockout para Nrf2 son
sensibles a la toxicidad del kainato, como revela la gravedad
elevada de las convulsiones, la duracién de las convulsiones,
el dafio neuronal del hipocampo y la mortalidad®”. También
se ha demostrado que en ratas Wistar las convulsiones
inducen estrés oxidativo, la expresién de Nrf2, HO-1 vy
NQOT a niveles de proteinas o genes existe un aumenté en el
hipocampo después de la convulsién. Segun estos resultados,
se podria postular que la via de la sefal Nrf2-ARE se activa
en el hipocampo después de la convulsion®®. Los genes se
activan principalmente en los astrocitos, que en consecuencia
tienen una desintoxicacién mds eficiente y mejores defensas
antioxidantes que las neuronas, protegiéndose del estrés
oxidativo®”. Animales tratados con KA y PTZ, han mostrado
un incremento en la expresién de Nrf2 con un aumento

evidente de la inmunorreactividad a las enzimas reguladas
por este factor sugiriendo su activacién en los modelos de
crisis epilépticas®. Estudios similares reportaron un aumento
en la expresién de Nrf2 en el cerebro de ratas tratado con
4cido KA y PTZ%.

Modelos experimentales de crisis epilépticas

Gran parte del conocimiento de la epilepsia se basa en el
uso de modelos animales. Los modelos animales en el campo
de la epilepsia son Utiles para una variedad de tareas: la
investigacién de mecanismos fisiopatolégicos, la evaluacién
y el desarrollo de un nuevo tratamiento antiepiléptico, y el
estudio de las consecuencias de afecciones que pueden ser
concurrentes con la epilepsia, consecuencias cognitivas y/o
comorbilidades’. En consecuencia, se requiere el desarrollo
de un modelo animal adecuado que imite las caracteristicas
clinicas'.

Se considera modelo de animal vélido aquel que es capaz de
reproducir total o parcialmente una serie de caracteristicas
clinicas, que luego se puedan trasladar al humano o a
ofras especies animales”’. Sin embargo, ningdn modelo
animal individual presenta todas los caracteristicas de
TLE. En consecuencia, la seleccién del modelo animal
apropiado debe basarse en el problema de investigacion
y debe reflejar una fisiopatologia similar a la observada
en el TLE humano. Algunos de estos modelos se basan en
la administracién  sistémica de quimioconvulsivos para
inducir una lesién precipitante inicial (estado epiléptico)
seguida de la aparicién de convulsiones recurrentes que se
originan en las estructuras limbicas’?; los modelos de estatus
epiléptico apoyan la nocién de que éste estado es capaz de
inducir dafo cerebral y contribuye a la epileptogénesis’.

a) Acido Kainico

El modelo de Acido Kafnico (AK) de la ELT ha contribuido
en gran medida a la comprensién de los mecanismos
moleculares, celulares y farmacolégicos subyacentes a
lo epileptogénesis y la ictogénesis; este modelo presenta
caracteristicas neuropatolégicas y electroencefalogréficas que
se observan en pacientes con ELT”®.

El AK es un andlogo no degradable del glutamato y una
potente neurotoxina; es una substancia neuroexcitotéxica
y epileptogénica que actla sobre los receptores de kainato
del sistema nervioso central. Los receptores de kainato son
miembros de la familia de receptores de glutamato ionotrépicos
que también incluyen los receptores de NMDA y AMPA74. La
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causa de neurotoxicidad puede implicar aumentos en los
niveles de Ca?* infraneuronal y la activacién de proteasas
dependientes del Ca?*; al unirse a los receptores de kainato,
el AK induce una serie de eventos celulares, que incluyen la
entrada de Ca?" celular, la produccién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y la disfuncién mitocondrial que conduce a
la apoptosis y necrosis neuronal’®. Las neuronas piramidales
del hipocampo son particularmente vulnerables a las acciones
neuroexcitatorias del KA debido a que activa los receptores
ionotrépicos de glutamato, que inducen selectivamente la
muerte celular excitotdxica en los subcampos del hipocampo
CA3 y CAl y dentro de la circunvolucion dentada, lo
que demuestra que la vulnerabilidad de las neuronas al
estrés oxidativo varia de una regién del cerebro a ofra’.

Diversos estudios han reportado cambios de comportamiento,
histopatolégicos y neurogquimicos inducidos por la inyeccién
sistémica AK. Los sinftomas conductuales son de inicio répido y
de larga duracién; asi mismo, los cambios de comportamiento
més pronunciados son una fuerte inmovilidad, una mayor
incidencia de movimientos denominados "sacudidas de perro
mojado" y convulsiones ténico-clénicas generalizadas de
larga duracién’®. La administracién sistémica de AK induce
convulsiones limbicas agudas que se acompafan de dafo
cerebral (muerte neuronal en el hipocampo) que pueden
derivar en convulsiones recurrentes espontdneas tardias’’.

En el modelo de AK, el hipocampo y la amigdala son a menudo
los sitios de origen de las convulsiones electrogrdficas, que
luego se propagan al neocértex. De hecho, las descargasictales
aparecen en la regién CA3 del hipocampo y en la amigdala, y
se propagan rapidamente al tdlamo, la regién CAl y la corteza
frontal'?. El uso de administraciones sistémicas de AK induce
un dafo neuronal extenso en las estructuras hipocampales
y parahipocampales; dentro de las 48 h posteriores a la
inyeccién y principalmente en animales que mostraron fuertes
convulsiones durante el estado epiléptico, hay una pérdida
de células piramidales en las regiones CA1, CA3 y CA4 del
hipocampo’?. Este modelo también se caracteriza por un
periodo de latencia que sigue a la lesion precipitante inicial
(es decir, estado epiléptico) hasta la aparicién de convulsiones
recurrentes, como se observa en la condicién humana’s.

b) Pentilentetrazol

El pentilentetrazol (PTZ) es un antagonista del receptor GABA,;
una inyeccién intraperitoneal de PTZ en un animal induce una
convulsién aguda y severa a una dosis alta, mientras que las
inyecciones secuenciales de una dosis subconvulsiva se han
utilizado para el desarrollo de kindling quimico, esto sucede

cuando se inyecta una sola dosis baja de PTZ, induciendo una
convulsién leve. Sinembargo, las inyecciones repetidas de dosis
bajas de PTZ disminuyen el umbral para provocar un ataque
convulsivo y finalmente, la administracién continua de dosis
bajas de PTZ produce una convulsion ténico-clénica grave’®.

Las convulsiones repetidas inducidas por PTZ alteran la
inhibicion mediada por GABA vy la excitacién mediada por
glutamato, lo que puede contribuir a una mayor susceptibilidad
a las convulsiones; uno de los mecanismos subyacentes a la
epilepsia producida por PTZ es el aumento de voltaje en el
canal de potasio dependiente de voltaje. Especificamente,
PTZ bloquea el receptor GABA, y tanto GABA, como GABA,
estén involucrados en el control de la excitabilidad neuronal
y la epileptogénesis. Las inyecciones repetidas de PTZ pueden
provocar pérdida neuronal selectiva con atrofia hipocampal
y gliosis, que podrian ser el resultado de una mayor
actividad de los sistemas glutamatérgicos’. Las convulsiones
inducidas por PTZ aumentan gradualmente en infensidad
identificando once categorias de comportamiento y se ha
encontrado que seis categorias diferentes de intensidad de las
convulsiones difieren entre si en funcién de las diferencias en
las latencias de inicio, el patréon de apariciéon durante dosis
altas o bajas de PTZ y el patrén de electroencefalograma®.

La coadministracién de pilocarpina y PTZ ha demostrado
inducir convulsiones, que tiene wuna similitud de
comportamiento entre el kindling eléctrico y quimico. La
dosis adecuada para la induccién de kindling es de 50 mg
/ kg y 37.5mg/ kg de pilocarpina y PTZ respectivamente.
Los animales con esta dosis alcanzan la etapa cinco de
convulsiones significativamente mas répido que aquellos
sélo con PTZ®,

c) Pilocarpina

La pilocarpina es un alcaloide natural, CnH16N20 2, que
se obtiene de las hojos de los arbustos sudamericanos
del género Pilocarpus, especificamente de los foliolos
de Pilocarpus jaborandi o Pilocarpus microphyllus®. La
inyeccion de pilocarpina induce un estatus epiléptico que se
caracteriza por convulsiones generalizadas ténico-clénicas
que caracterizan la condicién epiléptica crénica®. La
administracién sistémica de un potente agonista muscarinico
como la pilocarpina en ratas promueve cambios secuenciales
de comportamiento y electrograficos que pueden dividirse en
3 periodos distintos: (a) un periodo agudo que se acumula
progresivamente en un estado epiléptico limbico y que dura
24 h, (b) un periodo de silencio con una normalizacién
progresiva del electroencefalograma y el comportamiento
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que varia de 4 a 44 dias, y (c) un periodo crénico con
convulsiones recurrentes espontdneas®. La evidencia
experimental ha demostrado que la accién de la pilocarpina
a través del subtipo de receptor muscarinico M1, causa un
desequilibrio entre la transmisién excitadora e inhibidora,
dando como resultado la generacion de estatus epiléptico.
Asociado con esto, una elevacién en los niveles de glutamato
en el hipocampo mantuvo las convulsiones por activacién
del receptor NMDA®. Se ha demostrado recientemente que
después de una inyeccién intraperitoneal de pilocarpina y
del monitoreo de las convulsiones crénicas recurrentes en
animales, se presentan cambios de comportamiento con
una correlaciéon con la pérdida neuronal del hipocampo
a los 7 dias y 6 semanas después de la pilocarpina®. El
modelo de epilepsia de pilocarpina puede estar mediado
por aumentos en el estrés oxidativo, que podria tener un
papel en la neurodegeneracién del hipocampo.

Se han establecido variaciones del modelo de pilocarpina
combinando este convulsivo con otfros fdrmacos, como
el litio. El litio generalmente se administra 24 h anfes
de la induccién de SE y permite una reduccién notoria
de la dosis de pilocarpina necesaria para inducir
convulsiones (30 mg / kg). La secuencia de cambios de
comportamiento observados en animales sometidos a
una EE fue muy similar para la pilocarpina de litio en
comparacién con la  pilocarpina  administrada  sola®.

Conclusién

En afos recientes ha habido grandes avances en cuanto
al entendimiento de los eventos que generan epilepsia, el
estrés oxidante sigue siendo uno de los factores de mayor
importancia e impacto en esta enfermedad. Los modelos
animales con los que se cuenta para estudiar y entender
estos fenémenos han permitido dilucidar en gran medida
las consecuencias biolégicas del estrés oxidante en la
enfermedad. Asimismo, los modelos animales también han
contribuido al entendimiento de los sistemas de proteccién
celular que participan en la regulacién de EROs. Uno de
los elementos que juegan un papel central en la proteccién
contra agentes oxidantes es el factor de transcripcién Nrf2,
sin embargo, no ha sido estudiado completamente y debido
a su importancia en la regulacién antioxidante, podria ser
de utilidad como blanco para una terapia farmacolégica
en las epilepsias farmacorresistentes.Por lo tanto, es
necesario encaminar los esfuerzos para entender de una
mejor manera el papel de este factor de transcripcién
en los eventos que conllevan a las crisis epilépticas.
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