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Resumen

En este trabajo se analizd el nimero de células positivas a tirosina hidroxilasa en
el area tegmental ventral y la liberacién de dopamina en la corteza frontal (ntcleos
principales del circuito mesocortical dopaminérgico) en animales de 30 dias que
fueron asfixiados en etapa perinatal y a los cuales se le suministré carbamazepina.
En el caso del nimero de células positivas a tirosina hidroxilasa en el area
tegmental ventral se encontré una disminucién significativa en el grupo asfixiado
con respeto al grupo control, mientras que en el grupo asfixiado mas
carbamazepina aumentd significativamente éste parametro; en el caso de la
liberacién basal de dopamina y DOPAC ambos disminuyen en el grupo asfixiado y
se recuperan en presencia de carbamazepina; en cuanto a la liberacion
estimulada, el grupo asfixiado no presenta el aumento esperado en ninguno de los
dos neurotransmisores medidos, mientras que en el grupo asfixiado mas
carbamazepina si se observé un aumento ligero pero retrasado para dopamina,
mientras que para DOPAC no se observo respuesta. Estos resultados sugieren
que la disminucién a largo plazo de la neurotransmision dopaminérgica asociada
con la asfixia podria alterar las funciones cerebrales asociadas con el circuito
mesocortical, y que la carbamazepina puede tener un efecto protector sobre los
elementos de la neurotransmision dopaminérgica que se analizaron en este

trabajo.



1. INTRODUCCION

La estructura del Sistema Nervioso Central (SNC) se distingue por su organizacion
compleja y la capacidad de funcionar de forma integrada. La tarea de las
neurociencias es descubrir e interpretar los patrones de organizacién e integracion
en y entre los diversos nucleos y

areas del SNC.

El SNC esta formado por el
encéfalo y la médula espinal
(Fig.1). El encéfalo se encuentra
en la cavidad craneal y esta
protegido por las meninges. Se
divide en tres componentes
principales, que son el cerebro
posterior  (también  llamado
rombencénfalo), el cerebro

medio (el mesencéfalo) y el

cerebro anterior (el

Fig. 1. encéfalo (1) y médula espinal (2)

prosencéfalo). La médula
espinal esta ubicada en la parte central de la columna vertebral y tiene una
naturaleza segmentada, sus componentes principales son raices motoras y raices
sensoriales gque conducen informacion de la periferia al cerebro y viceversa (Batrr,

1979).Toda la informacién que se genera en el SNC es transportada entre los



nacleos cerebrales por las neuronas, que son los elementos funcionales basicos

del cerebro.

1.1. Laneurona

Una neurona posee tres
Cuerpo celular

regiones estructurales (Fig. 2): Denelrilas

: Waina de mialina
MNucleo

el cuerpo celular, las dendritas Ne. 79

y el axon terminal. Las
dendritas son prolongaciones

finamente ramificadas que se

terrninales
N Di;en:il:'ln k:\\ axonicos
originan cerca del cuerpo del impulso
/ =
celular de una neurona. W K\ 3
Reciben impulsos excitadores o B

S Fig. 2. Estructura general de las neuronas. Tomado de
inhibidores a través de | http:/biologiafotosdibujosimagenes.blogspot.mx

mensajeros quimicos llamados neurotransmisores, que se almacenan en
vesiculas citoplasmaticas. El cuerpo celular es el integrador de la informacion
proveniente de las dendritas para elaborar una respuesta que es transmitida por el
axon hacia la siguiente neurona, a través de sitios especificos llamados sinapsis

(Peters y cols., 1991).

1.2. Células gliales
A diferencia de las neuronas, las células gliales no transportan mensajes eléctricos
por si mismas. Hay dos tipos de células gliales: la macroglia y la microglia. La

macroglia esta conformada por los siguientes tipos de células: astrocitos,
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oligodendrocitos, células ependimarias, células de Miiller (en SNC), células de
Schwann y células satélite (en Sistema Nervioso Periférico, SNP). Los
oligodendrocitos y células de Schwann funcionan como aislante eléctrico de los
axones, lo que hace mas eficiente y rapida la conduccién de informacion. Los
astrocitos forman la barrera hematoencefalica y son células auxiliares de las
neuronas, tanto en aspectos metabdlicos como de sostén (Kandel y cols., 2000).
Las células ependimarias revisten los ventriculos del encéfalo y del conducto
ependimario de la médula espinal que contienen al liquido cefaloraquideo. Las
células de Miuller cumplen importantes funciones en la retina relacionadas con la
luz; éstas actian a modo de "filtro" de la luz que incide sobre el ojo, de modo que
a la retina llega una imagen mas nitida de la que entraria si la luz tuviera que
atravesar las distintas capas retinales. Las células satélite, proporcionan soporte
fisico, protecciébn y nutricion para las neuronas de los ganglios nerviosos,
espinales y autonémicos en el SNP (Kandel y cols., 2000).

Las células microgliales se consideran como el sistema inmune del cerebro, se

activan ante lesiones, dafo estructural o enfermedad (Loane y Byrnes, 2010).

1.3. Neurotransmisores
Un neurotransmisor es una sustancia quimica, que cuando se libera de las
terminales de las neuronas en funcion de un potencial de accion, produce un
cambio momentaneo del potencial eléctrico en la neurona post-sinaptica. La
funcién de los neurotransmisores puede ser inhibidora o excitadora. Se sabe que
algunas enfermedades neurologicas y psiquiatricas se deben a alteraciones

quimicas de la neurotransmisién, como por ejemplo la enfermedad de Parkinson
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(Gandhi y cols., 2012), la esquizofrenia (Lodge y Grace, 2011) o la enfermedad de
Hungtington (Crook y Housman, 2012), que estan relacionadas con alteraciones

en la neurotransmision dopaminérgica.

1.4. Sistema Dopaminérgico

La dopamina (DA) pertenece a la familia de las catecolaminas, que son
compuestos formados por un anillo catecol y una cadena de etilamina. La sintesis
del neurotransmisor tiene lugar en las terminales nerviosas dopaminérgicas, a
partir del aminoacido tirosina, que se transforma en L-DOPA con la participacion
de la enzima tirosina hidroxilasa (TH), a su vez, la L-DOPA es convertida en DA
por la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (Sabban, 1996). Trabajos
previos han demostrado que la TH es la enzima limitante de la sintesis de la DA
(Nagatsu y cols., 1964; Levitt y cols., 1965). Una vez producida la DA, la mayor
parte de ella es transportada al interior de vesiculas para ser liberada por
exocitosis dependiente de calcio (Bahena y cols., 2000). Una vez en el espacio
extracelular, la DA interactia con sus receptores, que pueden ser post-sinapticos
0 autorreceptores. Los receptores para DA se clasifican en tipo D1 (subtipos D1 y
D5) y tipo D2 (subtipos D2, D3 y D4) cuya estructura general consta de siete
dominios transmembranales y estan acoplados en el lado citoplasmético a
proteinas G. La DA que no se unid a receptores es recapturada por un
transportador hacia la terminal pre-sinaptica donde es convertida por la enzima
monoamino-oxidasa en acido dihidroxifenilacético (DOPAC), el cual es liberado al
exterior de la terminal para ser convertido en acido homovanilico (HVA) por la

enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT). La DA no capturada por el



transportador es directamente metabolizada en HVA en el espacio extracelular

(Grima, y cols., 1985; Lamouroux y cols., 1987) (Fig. 3).

-
A

-

Espacio
extracelular

Membrana i /
post-sindptica
p—
Terminal carboxilo b

Fig. 3. A) Sintesis a partir de Tirosina y mediante la enzima Tirosina-hidroxilasa (TH) se convierte en dopamina (DA),
ocurre la liberacion al espacio extracelurar y ésta puede interactuar con sus receptores o ser recaptura. Tomado de
http://bibliotecadigital.ilce.edu.mx. B) Receptor para dopamina (DA). Tomado de http://www.cnsforum.com

En el SNC de la rata existe un numero importante de células dopaminérgicas, que
se originan principalmente en areas discretas del tallo cerebral, las cuales han sido
denominadas desde A8 hasta Al17 de acuerdo con la clasificacion de Fuxe,
elaborada en 1965 (Fuxe, 1965) y que todavia se considera vigente.

En el SNC, las vias dopaminérgicas son de longitud variable, y se pueden
clasificar con base en esta caracteristica en vias largas, cortas y ultracortas

(Florez y Pazos, 2003):



a) Vias largas:

Sistema nigroestriado: se origina en la zona compacta de la
sustancia negra (A9) y en menor grado, en A8 (formacion reticular
mesencefalica), y proyecta al cuerpo estriado, donde forman una red
densa de terminaciones (Lorenzo y cols., 2009).

Sistema mesolimbico: nace en el area A10 (area tegmental ventral) y
se distribuye hacia el nacleo accumbens, el tubérculo olfatorio, el
ndcleo central de la amigdala, el septum lateral y el nucleo intersticial
de la estria terminal, que son regiones del sistema limbico(Lorenzo y
cols., 2009) .

Sistema mesocortical: a diferencia de lo que ocurre en los roedores,
este sistema se encuentra muy desarrollado en la especie humana.
Desde los nacleos A9 y A10 se proyecta hasta la corteza motora,
premotora y suplementarias asi como a las cortezas parietal,
temporal y cingular posterior, es decir, hasta las principales areas
sensorimotoras y de asociacién. Ademas, y al igual que en los
roedores, las terminaciones dopaminérgicas se extienden a las
cortezas prefrontal, cingular anterior, insular, piriforme, perirrinal,
entorrinal y probablemente a la corteza visual. Dentro de la corteza,
las terminaciones son mas numerosas en la lamina I, en todas las
laminas de las cortezas agranulares (p. €j., motora) y en las laminas
I, Vy VI de las granulares (p. ej., somatosensorial y asociativas)

(Lorenzo y cols., 2009).
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b) Vias cortas: son la tuberohipofisiaria, que nace en el hipotalamo ventral
tuberobasal e inerva la eminencia media y el I6bulo intermedio de la
hipofisis, y la incertohipotalamica, que conecta el hipotalamo dorsal y
posterior con los ndcleos laterales septales. También existen pequefias
vias en el nucleo motor dorsal del vago, el nucleo del tracto solitario y la
sustancia gris periacueductal (Lorenzo y cols., 2009).

c) Vias ultracortas: se encuentran en la capa nuclear interna de la retina, como
en células amacrinas, y las neuronas periglomerulares del bulbo olfatorio.

(Lorenzo y cols., 2009) (Fig. 4).

£

1- Substancia negra 0\
2- Area tegmental ventral
3- Amigdala

4- Nucleo accumbens

5- Estriado

6- Cortex frontal

@ Via dopaminérgica nigro-estriatal
« Via dopaminérgica mesocortical
w Via dopaminérgica mesolimbica

Fig. 4. Vias dopaminérgicas. Tomado de
http://bluesmarteurope.files.wordpress.com/2013/10/circuit
o-cerebral-de-la-motivacionl.jpg
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2. ANTECEDENTES

2.1. Asfixia Perinatal

La asfixia perinatal (AP) se puede definir como la alteracion producida al recién
nacido por la falta de oxigeno y/o la distribucion inadecuada de oxigeno en los
tejidos. La consecuencia directa de la AP es la encefalopatia hipéxico-isquémica
(EHI), considerada la causa mas frecuente de dafio neurologico en los individuos
afectados (Freeman, 1985; Ruiz y cols., 2001). Este es un sindrome que se asocia
con alteraciones en las funciones neuroldgicas en los primeros dias de vida, cuya
severidad dependera de la intensidad de la asfixia inicial, y se manifiesta como
dificultad para iniciar y mantener la respiracion, depresién del tono muscular y de
los reflejos, estados anormales de la conciencia, y presencia de convulsiones
(Badawi y cols., 1997).

La estimacién de la incidencia de AP varia en las diferentes regiones del mundo,
por ejemplo en los paises desarrollados, la incidencia de la AP severa es cerca de
1 por cada 1,000 nacidos vivos Yy, en los paises en vias de desarrollo, es un
problema mucho méas comun, con datos que sugieren una incidencia de 5 a 10 por
cada 1,000 nacidos vivos. Anualmente, la AP es responsable de aproximadamente
el 23% de las cuatro millones de muertes neonatales ocurridas en el planeta
(Esquiliano y cols., 2004).

En Meéxico la existencia de datos epidemiologicos que permitan conocer la
dimension del problema son escasos. En el Instituto Mexicano del Seguro Social
reportaron la incidencia de EHI de 14.6 por cada 1,000 recién nacidos vivos, con

una letalidad del 8.5% y un indice de secuelas de 3.6%. Una proporcion
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importante de sobrevivientes son pacientes que solicitan atencién por algun tipo
de secuela, siendo méas del 90% individuos menores de 14 afios
(http://www.sinais.salud.gob.mx, 2008). Aunque en estos archivos no se especifica
qué tipo de secuelas se presentan, se sabe que las m&s comunes son las
deficiencias cognoscitivas (problemas de atencién, memoria de corto y largo
plazo) y las crisis epilépticas (Powell y cols., 2010), que al menos en las
instituciones mexicanas se abordan con un tratamiento genérico con
carbamazepina (CBZ) (Cuadro Basico de Medicamentos Neuroldgicos de la SSA,
http://www.csg.salud.gob.mx/interiores/cb_cat/medicamentos/cbycat_med/15_neur

0.pdf; Resendiz y cols., 2007).

2.2. Fisiologia de la AP
En un nivel organico, la disminucién en el aporte de O, a los tejidos y érganos del
cuerpo genera acidosis respiratoria debida a la sobreproduccion de &cido lactico,
que interfiere con el ciclo de Krebs y por lo tanto con la fosforilacion oxidativa que
se lleva a cabo en las mitocondrias, traduciéndose en una modificacién en el
aporte de ATP (Ferrero y cols., 2011; Selivanov y cols., 2011). Los mediadores
moleculares que inician esta respuesta sistémica no han sido descritos, aunque se
han propuesto algunos candidatos que incluyen proteinas pertenecientes a la
cadena respiratoria mitocondrial y varias proteinas no mitocondriales (Acker y
Acker, 2004). De igual forma, la re-oxigenacion, que puede ocurrir
espontaneamente o a través de manipulaciones clinicas, produce cantidades
importantes de especies reactivas de oxigeno que son dafinas para la célula, y

especialmente para las neuronas (Li y Jackson, 2002; Lehotsky y cols., 2002).
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Ademas, trabajos previos realizados en condiciones de baja concentracion de O,
observaron despolarizacion de la membrana neuronal causada por la afectacion
de las bombas i6nicas que mantienen el potencial de membrana, y que son
dependientes de ATP (Yamamoto y cols., 1997; Zhang y cols., 2009). Esto facilita
la liberacion de neurotransmisores al espacio extracelular y puede generar una
condicion de excitotoxicidad (Rothman, 1984; Dubinsky y Rothman 1991), que
afectarq a todos los sistemas neuroquimicos en diferente medida. En apoyo de
esto, un estudio previo de nuestro grupo de trabajo muestra que la concentracién
del neurotransmisor glutamato (Glu), principal generador de excitotoxicidad en el
tejido nervioso (Morales y cols., 2013), aumenta significativamente durante la
induccion de AP, y se mantiene elevada cuando menos por 120 min después de la

AP (Lépez-Pérez y cols., 2012).

2.3. APy sistema dopaminérgico
Los resultados de trabajos previos evidencian que el fendmeno de excitotoxicidad,
que aparece como resultado de la AP, afecta al sistema dopaminérgico, pues se
han observado alteraciones a largo plazo en la expresion de receptores y
transportador para DA, en un modelo de excitotoxicidad inducida en etapa
neonatal (L6pez-Pérez y cols., 2005); otros estudios indican que la degeneracion
dopaminérgica observada en la enfermedad de Parkinson esta también asociada a
excitotoxicidad (Miranda y cols., 1997; Counihan y cols., 1998). Sin embargo,
existe informacion divergente con respecto a la respuesta dopaminérgica a la
carencia de oxigeno en el cerebro: estudios realizados en modelos animales

donde se induce hipoxia por agentes quimicos (Beal y cols., 1993) o por asfixia
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mediante manipulacién de los fetos dentro de los cuernos uterinos (Bustamante y
cols., 2007), concuerdan en reportar una disminucion importante en la
concentracion de DA y DOPAC cuando los animales alcanzan la edad de 1y 3
meses, respectivamente. Aunque de igual forma hay reportes de aumento en la
misma variable (Ungethim y cols., 1996; Chen y cols., 1997; Nakajima y cols.,
1999). Estas diferencias sefialan la necesidad de estudios detallados del sistema

dopaminérgico en condiciones de AP.

2.4. Modelos animales de AP
Para abordar el estudio de las anomalias que produce la AP, se manejan tres
modelos:

a) Obtencion de los cuernos uterinos mediante cesérea con las crias en el
interior. Una vez fuera del cuerpo de la madre, los cuernos uterinos se
sumergen en agua a 37°C un tiempo determinado, y posteriormente se
precede a sacar a las crias, que son entregadas a madres sustitutas
(Weitzdoerfer y cols., 2004).

b) Ligadura de arteria carétida, y posterior induccién de asfixia en ambiente
de baja concentracion de O,. Con esta manipulacién se logra disminuir
en primera instancia el aporte de sangre al tejido nervioso, con la
consecuencia inmediata de disminuir el nivel de O, cerebral, lo que
genera un efecto isquémico. En este modelo se observa dafio
preferencial de la materia blanca, por lo que se utiliza para probar el
efecto de varias drogas sobre el desarrollo de la leucomalacia

periventricular (Lin y cols., 2004; Kadam y Dudek, 2007).
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c) Induccion de hipoxia en camara sellada, en donde se utiliza una mezcla
de O, en baja concentracion (3-4 %) con nitrégeno. Con este modelo se
busca alterar el intercambio gaseoso a nivel pulmonar del neonato, con
la subsiguiente induccion de hipoxemia, hipercapnia e hipoxia en los
tejidos, incluyendo el nervioso. En este sentido, este ultimo modelo tal
vez sea el que mas se acerque a las condiciones en que se produce el
dafio cerebral por hipoxia en el neonato incapaz de sostener una
actividad pulmonar adecuada. El modelo se establecié originalmente
para estudiar la relacién entre la hipoxia y la generacién de crisis

epileptiformes (Jensen y Wang, 1996; Jensen, 2002).

2.5. Carbamazepina
La carbamazepina (CBZ) es una droga con propiedades anticonvulsivas que se
utiliza rutinariamente para el tratamiento de crisis convulsivas generalizadas o
parciales en nifios y en adultos (cuadro basico de medicamentos para neurologia,
SSA, México, 2009); se puede utlizar sola o en combinacion con otros
medicamentos, y también se usa para tratar la neuralgia del trigémino (una
afeccion que provoca dolor del nervio facial), episodios de mania (estado de animo
anormalmente excitado o irritable, y frenético) o episodios mixtos (sintoma de
mania y depresion que se producen al mismo tiempo) en pacientes con trastorno
bipolar (http://www.nIm.nih.gov/medlineplus/spanish/druginfo/meds/a682237-
es.html, pagina actualizada el 28 de agosto de 2013). En general, el tratamiento
con CBZ es bien tolerado por los pacientes, aunque algunos pueden experimentar

efectos secundarios como somnolencia, mareos, nauseas, dolor de cabeza,
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ansiedad, problemas de memoria,
diarrea y acidez estomacal (hoja de
control, Laboratorio Induquimica S.A.,
Lima, Perd) y en personas
susceptibles puede generar N

problemas graves como confusion, )\
0= TNH2

pérdida de contacto con la realidad o

Fig. 5- Estructura quimica de la CBZ.
problemas de vision (Walker y cols.,
1996). En ciertos pacientes la CBZ puede producir el sindrome de Stevens-
Johnson, que consiste en una grave afeccion de la piel descrita principalmente en
personas asiaticas (Bae y cols., 2013), aunque se ha reportado también en adultos
y nifios de ascendencia europea (Levi y cols., 2009; McCormack y cols., 2011).
La CBZ (CisHi2N2O) es un compuesto estructuralmente similar a los
antidepresivos triciclicos (Fig. 5). Fue descubierto por el quimico suizo Walter
Schindler en 1953 (Schindler y Hafliger, 1954), y se utiliza como anticonvulsivante
en Europa desde 1965, y en Estados Unidos y el resto del mundo desde 1974
(Grzesiak y cols., 2003). Este farmaco se metaboliza en el higado a través del
citocromo hepatico P450, siendo su principal metabolito la carbamazepina-10,11-
epoxido, con un tiempo aproximado de eliminacion de 15 horas (Tolou-Ghamari y
cols., 2013).
En cuanto a su mecanismo de accion, se cree que la CBZ bloquea los canales de
Na®, uniéndose preferentemente al estado inactivo del canal, lo que resulta en el

bloqueo de la actividad epileptiforme (Yang y Kuo, 2002; Lipkind y cols., 2011),

aunqgue realmente no se ha logrado demostrar que la CBZ bloquea totalmente las
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corrientes de Na" a través de estos canales, pues al parecer su efecto depende de
la composicion de subunidades del mismo (Uebachs y cols., 2010; Theile y
Cummins, 2011). A partir de estudios electroencefalograficos (EEG) realizados en
animales con crisis parciales complejas producidas con toxina tetanica, se
concluyé que la CBZ podria estar interfiriendo con la diseminacion de la actividad
epileptiforme, y no actuando sobre las neuronas del foco epiléptico (Hawkins y
cols., 1985).

Por otro lado, se ha demostrado que la CBZ administrada intraperitonealmente (ip)
o por via oral alcanza el tejido cerebral 1 hora después de haber sido administrada
(Potschka y cols., 2003; Clinckers y cols., 2008), aunque no se sabe con exactitud
el mecanismo que moviliza a esta droga a traves de la barrera hematoencefélica,
pues no se ha demostrado que se relacione de manera suficiente con algun tipo
de los transportadores multidroga de la familia ABC, localizados en las células
endoteliales de la barrera hematoencefélica, que son los que regularmente se
asocian con el transporte de drogas anticonvulsivas (Lee y cols., 2001). Al
parecer, la CBZ utiliza varios transportadores simultdneamente (Sun y cols.,
2006), o es posible que utilice un transportador no perteneciente a la familia ABC,

denominado RLIP6 (Awasthi y cols., 2005).
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3. Planteamiento de problema
Uno de los problemas mas comunes relacionados con el nacimiento es la AP, que
en su calificacion clinica de leve a moderada representa una de las condiciones
patologicas de diagndstico mas comun. En una proporcion importante de los
sobrevivientes se han descrito trastornos de conducta, de atencion y de
aprendizaje, asi como crisis epilépticas que interfieren con el desarrollo normal de
los sujetos, principalmente en la etapa infantil-juvenil, cuando los circuitos
neuronales estan en etapa de consolidacion en relacion a los primeros afios de
instruccion escolar. Por otro lado, es comun que los individuos que presentan
algun tipo de secuela de la AP vivan medicados, siendo la CBZ uno de los
medicamentos indicados dentro de los servicios publicos de salud en nuestro pais
(IMSS, ISSSTE, SSA) para el tratamiento y/o prevencion de crisis epilépticas

asociadas a eventos de AP.

19



4. Justificacion
A pesar del conocimiento adquirido en las Ultimas décadas sobre las patologias
asociadas con la AP, permanece como una condicién causante de mortalidad y
morbilidad significativa, asi como de discapacidades a largo plazo. Con esto es
claro que la AP podria tener efectos importantes en la vida de los individuos, a
través de modificaciones en los sistemas de neurotransmision y circuitos
neuronales principales, como es el sistema dopaminérgico mesocortical, del cual
no se tiene informacion acerca del efecto de AP y la presencia de farmacos como
la CBZ, para tratar sus secuelas. Los resultados de este trabajo podrian ser Utiles
para entender cdmo se modifican las funciones cerebrales relacionadas con la via
mesocortical en pacientes con un historial de AP medicados con CBZ por periodos

prolongados de tiempo.
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5. Hipotesis:

La AP disminuye las células TH-positivas en el ATV, lo que disminuird la liberacion
estimulada de DA en la corteza frontal de animales asfixiados perinatalmente. El
tratamiento con CBZ preservard a las células del ATV y recuperara los niveles de

liberacion de DA para acercarlos a lo normal.

6. Objetivo General:
Evaluar la via dopaminérgica mesocortical en funcién del nimero de células TH-
positivas en el ATV y la liberacién estimulada de DA en la corteza frontal, en

animales asfixiados en etapa perinatal y tratados con CBZ.

6.1. Objetivos especificos:

1.- Estimar la cantidad de células TH-positivas en el ATV de ratas de 30 dias de

edad, con asfixia perinatal y tratadas de forma crénica con CBZ.

2.- Evaluar la liberacion estimulada de DA en la corteza frontal de ratas de 30 dias

de edad, con asfixia perinatal y tratadas de forma crénica con CBZ.
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7. Materiales y métodos

7.1. Grupos experimentales: se obtuvieron ratas machos de la cepa Wistar recién

nacidos, ajustando las camadas a 8 animales, para asegurar que las
condiciones alimentarias de todos los individuos sean semejantes. A los 11
dias posnatales (DP) se formaron los siguientes grupos experimentales:
e Control intacto: permanecieron todo el tiempo con la madre.
e CBZ: se les administré una dosis diaria de carbamazepina, del DP 15
al DP 30, con una dosis de 50 mg/kg de peso, por via oral.
e Asfixiado: se indujo la asfixia en camara sellada, con una mezcla de
0O, al 8% y Nitrogeno al 92%, durante 40 minutos.
e Asfixiado + Carbamazepina: animales asfixiados a los que se les
administré una dosis diaria de carbamazepina, del DP 15 al DP 30,

con una dosis de 50 mg/kg de peso, por via oral.

A los 30 DP se tomaron animales de todos los grupos para los siguientes

procedimientos:

7.2. Cirugia estereotaxica: para lo cual los animales se anestesiaron con

Isoflurano y O2 (Lisorane, Baxter) por inhalacion. Se les colocd una
canula guia para la implantacién de la sonda de microdialisis (CMA) en
la corteza frontal (coordenadas: +3.2 Antero Posterior (APs), -2.8
Lateral (L) y -3 Vertical (V), de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson
(1998). Esta canula guia se sujetdé con acrilico dental al craneo, para
posteriormente introducir a través de ella una sonda de microdialisis
(CMA 7) conectada a tuberia de teflon, por la cual se fluyé solucion
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7.3.

Krebs-ringer oxigenada, a un flujo de 2.5 pL por minuto. Una vez
terminada la cirugia, se retir0 la anestesia, y se coloco al animal a una
caja de registro, en donde permanecid durante dos horas para
recuperarse totalmente de la anestesia. Pasado este tiempo se inicio la
colecta de fracciones de dialisado cerebral a través de la tuberia
conectada a la sonda, tomando una muestra cada 3 minutos, en un
volumen igual de solucién antioxidante (Metabisulfito de sodio 0.4mM en
acido perclorico 0.1M) durante los siguientes 39 minutos. Las fracciones
1 y 2 se colectaron en condiciones basales; las fracciones 3 y 4 se
colectaron bajo infusién de 4-aminopiridina (4-AP, en una disolucién de
2 mg de 4-Ap en 1 ml de la solucion Krebs-ringer, suministrando un total
de 15ug de 4-AP al cerebro del animal), para estimular la liberacién de
neurotransmisores. A partir de la fraccion nimero 5 y hasta la 13, la
colecta se realiz6 en condiciones de Krebs-ringer. Una vez terminada la
colecta, los animales se sacrificaron por perfusién intracardiaca con
NaCl al 9% y paraformaldehido al 4%, se extrajeron los cerebros para
hacer cortes histologicos y se tifieron con violeta de cresilo para verificar
la posicion de la sonda de microdialisis. Las muestras de dialisado se
guardaron a -4°C hasta el dia de su determinacion por Cromatografia de
Liquidos de Alta Presion (HPLC).

Determinacion cromatoqgrafica de DA y DOPAC: se utilizd un sistema de

Cromatografia liquida de alta presion, isocratico, con separacion de fase
reversa y par ionico, formado por una bomba HPLC 515 (Waters), una

columna Xterra RP 18 de particula de 5 pm (Waters), un detector
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7.4.

electroquimico LC-4C (BAS), con un potencial de oxidacién de 0.5 V. La
elucién de DA y DOPAC se realizé con un amortiguador que contiene
Octosulfonato 2.2 M, Fosfato de Sodio 14.7 mM, Citrato de Sodio 30 mM
y Etilendinitrilotetracetato (EDTA) 0.027 mM, a un pH de 3.5. La sefial
del detector se digitalizd6 a través del Software eDAQ Power Chrom
version 2.5, y la estimacion de la cantidad de neurotransmisor en las
fracciones de dialisado se calcul6 de acuerdo a curvas de calibracion
realizadas con estdndares de concentracion conocida.

Inmunohistoquimica: los animales se anestesiaron con pentobarbital

sédico por via intraperitoneal, y se perfundieron con solucién salina al
9% vy paraformaldehido al 4%. Se extrajeron los cerebros completos,
colocandolos para su post-fijacién en la misma solucién fijadora por 24
horas adicionales. Posteriormente se cortaron en rebanadas de 40 pm
en un vibratomo, a la altura del ATV. Se obtuvieron 8 rebanadas de
cada animal (area total de aproximadamente 4 mm?®, que constituyen
toda el ATV de los animales). Estas rebanadas se utilizaron para la
deteccion inmunohistoquimica, cuyo procedimiento fue el siguiente: se
colocaron las rebanadas en borohidruro de sodio al 1% durante 5
minutos, para aumentar la permeabilidad de las membranas; después
se enjuagaron 3 veces por 5 min en amortiguador de Na,HPO4 1M (pH
7.4 ajustado con NaH2POa4) con triton al 0.5%. Enseguida se colocaron
en una solucion de H20: al 0.3% para inactivar la peroxidasa endogena,
y se enjuagd nuevamente 3 veces por 5 min en amortiguador de

NaHPO4 1M. Después las rebanadas se colocaron en suero normal de

24



7.5.

caballo (Dilucién 1:1000, Vectastain) durante 30 minutos, y enseguida
en una solucion de anticuerpo policlonal anti-TH (anti-conejo, dilucién
1:1000 en amortiguador de Na;HPO4 1M+Triton 0.1%+Azida de sodio
0.01%, ABCAM) en donde permanecieron 12 horas, a 4°C. Luego se
retird el anticuerpo anti-TH y se enjuagaron las rebanadas 3 veces por 5
min en amortiguador de Na,HPOs4 1M + Triton 0.1%. Enseguida se
colocaron en la solucion de anticuerpo secundario (Universal biotinilado,
dilucion 1:200 en amortiguador de Na,HPO4 1M+Triton 0.1%+Azida de
sodio 0.01%, Vector) por 12 horas a 4°C. Después se realizaron lavados
3 veces por 5 min en amortiguador de Na,HPO4 1M + Tritébn 0.1%. Se
afadi6 una solucibn de complejo avidina-biotina (ABC, Vector,
preparado de acuerdo a las instrucciones del kit) durante una hora a
temperatura ambiente en agitaciébn constante; se enjuagaron 3 veces
por 5 minutos con amortiguador de Na,HPO4 1M. Los complejos
formados se revelaron con diaminobenzidina (DAB) hasta el desarrollo
de coloracion visible. Las rebanadas de tejido se lavaron con agua
destilada y se colocaron en portaobjetos cubiertos con gelatina al 0.1%,
manteniéndose en cdmara humeda hasta su adhesién total. Una vez
adheridos los tejidos, los portaobjetos se sometieron a un proceso de
deshidratacion por medio de alcohol etilico del 70 al 100%, seguido de

inmersion en xilol y colocacion de un cubreobjetos con resina sintética.

Conteo de células: para la estimacion del nimero de células TH* en el

ATV, se tomaron fotografias digitales de 8 rebanadas de cada animal
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con una cédmara Nikon 55i, a través del objetivo de 40x de un
microscopio Olympus y del software NIS Elements, las cuales contenian
toda la region de interés. Los numeros resultantes corresponden a las
células encontradas en el area de interés de las 8 rebanadas, y se
expresaron como media + DE de cada grupo, en un &rea total de 4mm?

(esto representa el area total de ATV de cada animal).

7.6. Analisis de resultados.
Los resultados de los conteos de células se expresaron como media + DE para
cada grupo experimental. En todos los casos las diferencias entre los grupos se
estimaron mediante una prueba de ANOVA con prueba post hoc de Tukey. Los
resultados de liberacion basal de DA se expresaron en porcentaje de la
concentracion basal, considerando el promedio de las dos primeras fracciones
como el 100%. Se graficaron como curso temporal, donde cada punto representa
el promedio = DE de las muestras de todos los animales de un mismo grupo en
cada fraccion. Se realizaron las siguientes comparaciones:
a) Entre periodos basales de cada grupo, mediante ANOVA con prueba post-
hoc de Tukey, para las graficas de concentracién basal.
b) Entre el periodo basal (antes de la 4-AP) y los periodos subsecuentes
(durante la 4-AP y después de la 4-AP) de cada grupo, mediante ANOVA
de una via con prueba post-hoc de Tukey.

En todos los casos, se tomaron las diferencias como significativas cuando p< 0.05.
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7.7.
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8.

Resultados
8.1 Localizacion y morfologia de células del ATV
Para la ubicacién del ATV, se localizé primero la posicién de la sustancia
negra en la rebanada de tejido, y se tomaron las células entre ambas
sustancia negras para el conteo (Figura 6A). En la figura se observa el
citoplasma y las prolongaciones principales tefiidas, lo que permite apreciar
la morfologia bipolar tipica de este grupo neuronal, con un nucleo grande

en posicién central (Figura 6B).

Figura 6. A: imagen representativa de la regién del Area tegmental ventral. B: una neurona tirosina
hidroxilasa positiva del ATV.
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8.2.

Conteo de células.
El nimero promedio de células por rebanada que se cuantificaron para el
grupo control fue de 41+ 1.6; para el grupo tratado con CBZ fue de 38 + 2.3;
para el grupo ASF fue de 32 = 1.0, y para el grupo ASF+CBZ fue de 46 +
5.6. El andlisis de estos datos muestra una disminucion significativa en el
grupo ASF con respecto al control, y una recuperacion significativa en el
grupo ASF+CBZ con respecto al grupo ASF. También se observa un
aumento significativo cuando se compara el grupo ASF+CBZ con el grupo

control (Fig. 7).
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No. de Células/4 mm?.
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0-
, CTL CBZ ASF ASF+CBZ
Flgléra 7. Promedio + DE del nUmero de células en un &rea de 4
mm (corresponde a toda el area tegmental ventral de cada
animal). *p<0.5 vs control (CTL); «p<0.5 asfixiada mas
carbamazepina (ASF+CB2Z) vs asfixiada (ASF).
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8.3. Concentracion basal y liberacion por 4-AP de DA

Para la cuantificacion cromatogréfica de DA y DOPAC, se elaboraron curvas
de calibracion con soluciones de concentracion conocidas de ambos
compuestos. Tipicamente se utilizaron soluciones de 1.25, 2.5, 5y 10 nM para
ambos compuestos.El perfil de los picos cromatograficos de estas soluciones y
el analisis de regresion lineal de una curva representativa, con r? de 0.976 para

DAy de 0.985 para DOPAC (Fig. 8).

10 nM 0.4 —— DOPAMINA (%=0.976)
q —e— DOPAC (= 0.985)
|
‘

05

04

03

Figura 8. Imagen de los picos cromatograficos de diferentes concentraciones de
dopamina (DA) y acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC). En el inserto se
observa la linea de regresion de los estandares utilizados en curvas de
calibracion tipicas.
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La concentracion basal de DA y su metabolito DOPAC en la corteza frontal fue
de 7.8 £+ 1.3y 5.09 + 1.2 nM, respectivamente. Cuando los animales se trataron
con CBZ, la concentracion basal de DA aumenta a 19.1 + 3.06 nM, y la de
DOPAC a 11.8 = 0.97 nM, siendo ambos valores significativamente altos con
respecto al control intacto (Fig. 9). Los animales del grupo asfixiado, en
contraste, muestran una disminucion importante con respecto al grupo control,
tanto en concentracion basal de DA como de DOPAC (4.4 + 0.89 nMy 3.3 +
0.69 nM, respectivamente). Cuando se combiné la AP con el tratamiento de
CBZ, se observo una recuperacion de la concentracion basal tanto de DA
como de DOPAC, a un nivel por encima del grupo control (10.3 + 1.8 nM para
DAy 6.2 £ 0.81 nM para DOPAC), siendo estas diferencias estadisticamente

significativas (Fig. 9).
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Figura 9. Concentracion basal de dopamina (DA) y &cido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC) en los diferentes grupos bajo estudio. *p<0.05 vs control (CTL); @p<0.05
asfixia (ASF) vs asfixia mas carbamazepina (ASF+CBZ)
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En cuanto al curso temporal, en donde se probd la respuesta de liberacion de DA

y DOPAC ante un estimulo quimico, como fue la administracion de la droga 4-

aminopiridina, los resultados para DA fueron los siguientes:

O

El grupo control respondié de acuerdo a lo esperado, con una concentracion
extracelular alta seguida de la aplicacion de 4-AP, que representa un aumento
de aproximadamente 600% con respecto a la basal de ese grupo.

El grupo tratado solo con CBZ no mostré respuesta a la 4-AP en comparacion
con el grupo control, manteniéndose todo el tiempo en el mismo nivel que el
valor basal.

Para el grupo asfixiado se observéd un ligero aumento en respuesta a la 4-AP,
que aunque fue discreto, si fue estadisticamente significativo con respecto a su
basal, pero muy inferior que el grupo control.

Por ultimo, cuando se administr6 el tratamiento con CBZ a los animales
asfixiados, se observé una recuperacion de la DA con 4-AP, representando un
aumento aproximado del 400% con respecto a su basal, aunque esta respuesta

fue mas lenta, y no alcanza el nivel del grupo control (Fig. 10).

Los resultados para DOPAC fueron los siguientes:

® En el grupo control se observdé una elevacién gradual en la
concentracion extracelular de DOPAC después de 6 minutos de la
aplicacion de 4-AP, aumento que representa aproximadamente
900% con respecto a la basal de ese grupo. Posteriormente, la
concentracion extracelular disminuye, pero se mantiene por encima

de la basal durante todo el resto del tiempo de colecta.
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Figura 10. Curso temporal de la concentracion extracelular de
dopamina (DA). *p< 0.05 vs basal.

®© El grupo tratado con CBZ muestra también un aumento transitorio
después de la aplicaciéon de 4-AP, que representa un 170% de
aumento, con respecto a su basal, y que vuelve al nivel basal
rapidamente.

© Para el grupo asfixiado, se observé un ligero incremento, que no es
significativamente diferente de la concentracion basal.

® En el grupo asfixiado tratado con CBZ, se observo un incremento que
representa un 50% de aumento con respecto a la basal de ese
grupo, pero no alcanza los niveles de respuesta de los grupos

controles (Fig. 11).
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Figura 11. Curso temporal de la concentracion extracelular de acido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC). *p< 0.05 vs basal.
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9. Discusién

En este trabajo se analizd6 el numero de células dopaminérgicas del ATV y la
liberacién de DA en la corteza frontal, en ratas que fueron asfixiadas a los 11 DP,
y que fueron tratadas con CBZ desde los 15 hasta los 30 DP. Encontramos que
hay menor cantidad de células TH-positivas en el ATV y una liberacién de DA
disminuida en la corteza frontal de los animales asfixiados; el tratamiento con CBZ
se asocio con un aumento de células TH-positivas en el ATV y una liberacion
aumentada de DA en la corteza. De acuerdo a busquedas realizadas durante el
desarrollo de éste trabajo no se encontraron reportes donde se analizaran estos
parametros en modelos de asfixia con tratamiento farmacolégico.

En cuanto al modelo de asfixia que se utilizd en este trabajo, en varias
publicaciones previas se ha probado que la induccion de asfixia en cAmara sellada
afecta la funcién cerebral en ratas entre los 10 y los 12 DP, en las cuales se
observan temblores de la cabeza y movimientos automatizados de las
extremidades posteriores mientras los animales estan siendo asfixiados, ademas
de que en la mayoria de ellos aparecen trenes de descargas epileptiformes en el
registro EEG, sobre todo en regiones hipocampales (Jensen y cols., 1991; Jensen
y cols., 1995; Jensen y Wang, 1996). Aunque en el presente trabajo no se
muestran registros EEG de los animales, observaciones previas de nuestro
laboratorio (observaciones no publicadas) han corroborado la presencia de trenes
de espigas semejantes a los reportados por Jensen y colaboradores, y las
manifestaciones conductuales que se observan en los animales mientras estan en

la camara de asfixia son muy semejantes a los reportados por Jensen, lo que nos
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permite asegurar que se esta replicando adecuadamente el modelo de trabajo.
Tanto en el grupo de Jensen como en nuestro equipo de trabajo se utilizé
animales de 11 dias porque estd documentado que a esa edad el grado de
desarrollo del cerebro de la rata es comparable con el de un recién nacido
humano, con base a parametros bioquimicos y morfolégicos ya establecidos
(Clancy y cols., 2007).

Los resultados del conteo de células en el ATV muestran una disminucion
significativa en el grupo asfixiado con respecto del grupo control. Estudios previos
encontraron un resultado similar, en animales de 4 semanas que fueron asfixiados
mediante la técnica de obtencién de cuernos uterinos (Chen y cols., 1995; Chen y
cols., 1997), lo que hace evidente la sensibilidad de las neuronas dopaminérgicas
a la carencia de oxigeno. En estudios mas detallados, en ese mismo modelo, se
encontré6 que las neuronas del cerebelo, estriado y corteza frontal presentan
fragmentacion nuclear y de la cromatina a partir de los 10 minutos y aun hasta los
8 dias posteriores a la asfixia (Dell’Anna y cols., 1997); aunque esta observacién
podria representar un signo de apoptosis normal, que es comun en la primera
semana de vida de la rata, los autores consideran que una parte de la apoptosis si
se relaciona con la asfixia, especificamente con excitotoxicidad durante la AP,
dado que la encontraron mas pronunciada en animales con mas tiempo de asfixia.
En apoyo a esto, se reportaron concentraciones elevadas de Glu durante la
asfixia en ratas neonatas, manteniéndose significativamente elevadas al menos
por 2 horas después de la asfixia (LOpez-Pérez y cols., 2012), lo que lleva a
pensar que se estan activando receptores para Glu durante ese tiempo, y por lo

tanto debe haber una entrada de Ca®" al citoplasma (Szatkowski y Attwell, 1994;
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Arundine y Tymianski, 2003) que finalmente podria ser el responsable del dafio al
DNA nuclear. Aunque no se ha demostrado que especificamente en el ATV
sucedan estos procesos, especulamos que esto sea la causa por la cual
encontraron menos células en esa regién en los animales de 30 dias.

En el caso de los animales controles a los que se les suministré CBZ, no se
presentd un cambio significativo en el niumero de células del ATV, lo que indica
que por si misma, la CBZ no parece tener efecto sobre el nUmero de esas
neuronas. En contraste con este resultado, se encontr6 que en los animales
asfixiados y tratados con CBZ se produce un aumento en el numero de células
TH", aun por encima del grupo control. Como se mencion6 anteriormente, la CBZ
bloguea el canal de sodio (Kuo y cols., 1997), lo que también inhibe la
excitabilidad neuronal (Smith y col., 2011); es probable que la presencia de CBZ a
largo plazo este disminuyendo la excitabilidad neuronal que se produce por
exceso de Glu en el espacio extracelular durante e inmediatamente después de la
AP, y por lo tanto promueva la permanencia de las células. De igual forma, puede
estar inhibiendo la muerte celular normal que se observa durante el desarrollo
posnatal del SNC, dando un conteo celular superior al control, aunque este ultimo
punto es una suposiciéon que no ha sido analizada.

En la segunda serie de experimentos, los trabajos muestran una disminucion
significativa en la liberacion basal de DA y DOPAC (56 y 64 %, respectivamente)
en la corteza frontal de los animales asfixiados en comparacion con el grupo
control; resultados similares fueron encontrados en trabajos previos, en animales
de 30 dias con AP por obtencidn de cuernos uterinos, en los cuales se midié DA

por microdialisis en varias regiones subcorticales, y se encontré una disminucion
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generalizada en el nivel extracelular de DA, aunque en el caso de DOPAC se
observaron aumentos o disminuciones dependiendo de la regién (Loidl y cols.,
1994; Ungethim y cols., 1996; Chen y cols., 1997), aunque no se han reportado
datos de liberacién de DA en la corteza frontal bajo condiciones de asfixia. Esta
disminucion puede ser una consecuencia directa de la baja en el conteo celular en
el ATV encontrada en este trabajo, ya que podria haber menos axones en la
corteza frontal que estén liberando DA; en apoyo de esto, Morales y colaboradores
(2003), encontré en cultivos de células provenientes de animales asfixiados una
conectividad menor entre neuronas TH+ de la SN/ATV con células de la corteza
frontal, y Brust y colaboradores (1999), reporté que la enzima descarboxilasa de
los &cidos aromaticos, que es la Ultima enzima en la sintesis de DA, tienen una
menor actividad en la corteza frontal de cerdos asfixiados. Otro estudio mostro
alteraciones en la morfologia y en el nimero de sinapsis en el estriado y en el
hipocampo de animales asfixiados (Cebral y Loidl, 2011) resultados que en
conjunto evidencian que la AP genera una menor disponibilidad de DA en los sitios
donde hay terminales dopaminérgicas en el SNC.

La CBZ tuvo un efecto a la alta sobre la concentracién basal tanto de DA como de
DOPAC. Trabajos previos realizados en animales adultos intactos, mediante
dialisis en hipocampo y diversas subregiones de la corteza cerebral, demostraron
que al suministrar CBZ sin que existiera una patologia previa, se observa un
aumento en la liberaciéon de DA proporcional a la dosis administrada del farmaco
(Ichikawa 1999; Yamamura y cols., 2009). La recuperacion en la concentracion
basal de DA y DOPAC se puede relacionar con el aumento de células TH* que

observamos en el grupo asfixiado tratado con CBZ en este mismo trabajo.
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Para analizar la liberacion de DA en animales intactos de 30 dias, se utilizo el
compuesto 4-aminopiridina (4-AP), un inhibidor selectivo de los canales de potasio
activados por voltaje, y que se ha utilizado ampliamente para inducir crisis
epileptiformes en modelos animales (Medina-Ceja y cols., 2008; Morales-Villagran
y cols., 2008); se cree que es capaz de atravesar la membrana citoplasmatica y
unirse al canal por el lado citoplasmatico (Choquet y Horn, 1991), impidiendo asi la
repolarizacion de la membrana, lo que resulta en un aumento de la liberacion de
neurotransmisores, de forma inespecifica. En este trabajo se utilizé una dosis sub-
convulsiva de 4-AP (Lévesque y cols., 2012), de forma que se facilitara la
liberacion de neurotransmisores pero no la aparicion de crisis epileptiformes, por lo
que los animales no mostraron caracteristicas epileptiformes. En cuanto a la
liberacion de DA y DOPAC en los animales intactos, observamos un aumento
tanto en DA como en DOPAC pocos minutos después de iniciar la infusiéon de la
droga por didlisis inversa en la misma zona de colecta, resultado que era el
esperado. El grupo tratado con CBZ no mostré aumento en la liberacién de DA en
respuesta al estimulo con 4-AP, pero si una liberacién discreta en DOPAC; esto
podria reflejar la disminucion en la excitabilidad neuronal por el bloqueo a largo
plazo de los canales de Na* sensibles al voltaje, efecto que se sabe tiene la CBZ
sobre las neuronas (Ambrésio y cols., 2001), ademas considerando que los
canales de K" estan temporalmente bloqueados por la 4-AP, es posible que esos
dos fendmenos independientes resulten en la falta de respuesta al estimulo
quimico que estamos observando en el caso de la concentracion de DA. El
pequefio aumento en el nivel de DOPAC podria explicarse por una disminucion

momentanea en la recaptura de DA asociada con la presencia de CBZ (Huang y
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cols., 1994) por lo que es probable que lo que estemos observando sea la
degradacion de la DA presente en el espacio extracelular antes de iniciar la
aplicacion de 4-AP, que no esta siendo recapturada con la eficiencia normal.

En los animales asfixiados el nivel de DA y de DOPAC fueron igualmente bajos,
dato que es semejante a lo encontrado previamente por otros autores, en los
cuales se observo que la asfixia tiene este efecto en varias regiones del SNC (El-
Khodor y Boksa, 1997; Bustamante y cols., 2007; Akopian y cols., 2008) lo que
puede ser resultado de la pérdida parcial de la conectividad entre regiones
(Morales y cols., 2003) y la desorganizacién estructural de la sinapsis (Cebral y
Loidl, 2011) relacionados con anoxia. Por ultimo, al estar presente la CBZ en el
grupo de animales asfixiados, se observd una respuesta en la liberacion de DA
después del estimulo con 4-AP, aunque este incremento tardé mas en aparecer y
fue més pequefio que lo encontrado en el grupo control. No observamos la misma
respuesta en el nivel de DOPAC, que continué tan bajo como en el grupo
asfixiado. Este resultado también puede relacionarse con lo encontrado en el
nimero de células TH* en el ATV y apoya la idea de que la CBZ protege al SNC
del dafio a largo plazo por AP, probablemente a través de la disminucion en la
hiperexcitabilidad inicial que se da al momento de la asfixia, y por lo tanto es
posible que se preserve en cierta medida tanto la conectividad entre nucleos
cerebrales como la integridad sinaptica y la sintesis de DA, lo que nos permite
observar una respuesta parcial al estimulo con 4-AP.

Los resultados sugieren que a traves de disminuir a largo plazo la
neurotransmision dopaminérgica en el circuito mesocortical, la AP podria participar

en la generacion de anomalias funcionales que alteran las capacidades cerebrales
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relacionadas con este circuito en los individuos afectados. También pudimos
observar que un farmaco como la CBZ, que se utiliza generalmente como
antiepiléptico, aunque también puede funcionar como tratamiento de episodios de
mania y depresion, tuvo un efecto protector a nivel celular en la region del ATV

analizada en este trabajo.

10. Conclusiones
. La AP disminuye la presencia de células TH+ en el ATV de la rata; un

tratamiento cronico con CBZ después de la AP muestra un efecto protector.
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La AP disminuye la concentracion basal de DA y DOPAC en la corteza frontal
de la rata, cuando se miden en etapa juvenil (30 DP); en los animales
tratados con CBZ se observo la recuperacion del nivel basal tanto de DA
como de DOPAC.

La AP afecta la liberacién estimulada de DA y DOPAC en animales en etapa
juvenil, mientras que el tratamiento con CBZ recupera parcialmente la
liberacion estimulada de DA pero no la de DOPAC.

En general, los resultados de este trabajo muestra que el funcionamiento del
sistema dopaminérgico puede afectarse a largo plazo en casos de AP, y que
un tratamiento con CBZ podria ayudar a preservar parcialmente el

funcionamiento de este sistema de neurotransmision.

11. Perspectivas

Analizar la actividad de la enzima descarboxilasa de los acidos aromaticos,

que es la udltima en la via biosintética de la DA, y que tedricamente se

42



encuentra en las terminales corticales, asi como la funcion y expresion del
transportador para DA en esa region, pues no sabemos si éstos tienen
deficiencias atribuibles a la AP.

. Estudiar los efectos sobre la memoria de trabajo en estos animales, pues se
sabe que la DA cortical es importante en ese tipo de memoria, y no sabemos

si nuestros animales presentan anomalias en ese tipo de funciones.
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