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Introduccion

1. Antecedentes.

Una actividad excitatoria anormal o excepcional del Sistema Nervioso Central
(SNC) puede desencadenar en los individuos comportamientos a su vez anomalos e
involuntarios que llegan a degenerar, en algunos casos, en episodios convulsivos
graves. Cuando estas crisis del SNC son recurrentes o crénicas pueden encuadrarse

dentro de los sindromes epilépticos.

Las multiples causas que pueden desencadenar las crisis epilépticas y las
distintas expresiones comportamentales (con sus diferentes grados de intensidad) que
se manifiestan en los individuos de diversas especies, hacen de la epilepsia un buen
modelo para el estudio de la organizacidn compleja del sistema nervioso central
(SNC).

El sentido de este trabajo es aportar informacién sobre el receptor ORL1
(opioid receptor-like 1), con caracteristicas estructurales opioides, en el
esclarecimiento de las funciones organizativas del SNC, de un modelo animal que

presenta convulsiones audiégenas, el hamster GASH:Sal.

En las paginas siguientes expondremos los datos mas relevantes encontrados
en la bibliografia sobre la epilepsia y las crisis epilépticas, haciendo énfasis en un tipo
especial de epilepsias denominadas epilepsias reflejas o crisis inducidas por estimulos
sensoriales. En este sentido, fue utilizado el modelo animal de crisis convulsivas que
se desencadenan por estimulos auditivos. Revisaremos el concepto de receptor
opioide y la historia fisica y funcional particular del receptor opioide ORL1, desde su
clonacién hasta los estudios que lo relacionan con las crisis epilépticas. Ademas,
abordaremos otros aspectos que consideramos claves para la comprension de nuestro
trabajo como son los aspectos sistémicos-organizativos y comportamentales de los

animales con crisis convulsivas.
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Desarrollaremos esta idea haciendo una doble mirada: los estados
organizativos del sistema que afectan a la expresion y funcién de ORL1 y a su vez

cémo el modelo receptor ORL1 / ligandos afecta a la organizacion misma del sistema.

2. Antecedentes historicos de la Epilepsia.

En la antigua Babilonia (2000 afios a.c) se encuentra el primer registro historico
que hace referencia a la epilepsia. En el “Sakikku” o libro de todas las enfermedades,
tallado sobre tablas de piedra, se habla de una condicion denominada antashube que
coincide con un diagndstico muy aproximado al actual de epilepsia (Wilson-Kinnier y
Reynols, 1990).

Por lo que conocemos de la informacion recolectada de muchas y variadas
culturas ancestrales hasta nuestros dias, observamos que frecuentemente la epilepsia
aparece con un aire de misterio, una enfermedad de dificil comprension. Asi, en
culturas antiguas de China, Japén y Egipto se consideraba que las personas que
tenian estos ataques eran seres misteriosos. Por otra parte, en Africa, bien un espiritu
ancestral se apoderaba del individuo o éste estaba bajo el influjo de la luna y entre los

indios navajos de Norteamérica se atribuian las crisis epilépticas a relaciones

incestuosas.
El mismo término epilepsia, procede del griego
‘epilhyia”, que significa “ser agarrado”, “atacado” o
L2000 - I .
[|'[~|L] ;(ﬂ “atrapado”. Estos calificativos nos dicen mucho de lo

paradéjico de la enfermedad, de la pérdida de control del
Figural: “nesejet” enfermedad individuo sin causa aparente o como si éste estuviera
enviada por Dios sumamente . . .
peligrosa. Ant Egipcios. gobernado por otro ser. Para los griegos, la epilepsia era la

“‘enfermedad de Hércules” y su origen era divino, puesto que
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sblo los dioses podian arrojar una persona al suelo, privarla de sus sentidos,
convulsionarla y traerla de nuevo a la vida aparentemente sin ninguna repercusion
(Mufioz 2004).

Sin embargo, en algunas culturas se traté la epilepsia como una enfermedad
que aunque de origen divino o natural, podia prevenirse y curarse. Los incas y
especialmente los aztecas, usaban para el tratamiento de la enfermedad un gran
numero de medicinas botanicas y preparaban diversos remedios a partir de elementos
naturales (Elferink, 1999). Se utilizaban plantas como el alheli y la pimpinela, y sangre
y carne de animales como el céndor, la llama, la golondrina, el zorzal, el puma vy el
perro. También se usaba un polvillo obtenido a partir del raspado de determinadas

piedras (Cruz-Campos 1998).

En su articulo: “Historia de la epilepsia en la
medicina irani medieval” Gorji, (2001) menciona las
recomendaciones generales referidas por dos de los
meédicos mas brillantes de su tiempo: Rhazes (860-940
s.d) y Avicena (980-1037 s.d), quienes aconsejaban
evitar la natacion, el calor fatigante, mirar objetos
brillantes incluyendo el sol y la luna y evadir las
emociones fuertes. Eran recomendados los masajes
con aceite de sésamo, castor y narciso desde la zona
del pecho hasta los o6rganos bajos. Ademas,
consideraban de gran importancia la comida y la dieta.

La terapia dietética jugaba un papel fundamental en el

manejo de los epilépticos, ejemplo de ello lo constituia

Figura2: Epilepticus curabitur

Manuscrito Sloane, manual médico la abstinencia de zanahoria, cebollas, productos
compilatorio. Finales del s. XII.
Museo britanico, Londres. derivados de la leche, frutas secas, pescado y vino.

Fue desde Hipdcrates cuando se empezd a considerar que la epilepsia tenia su

origen en el cerebro y la “enfermedad sagrada” ya pudo encontrar su nacimiento
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encarnado en la cultura occidental. Durante mas de un milenio se considero la
existencia de tres formas distintas de epilepsia segun su origen: la epilepsia debida a
una enfermedad idiopatica, la debida a una afeccién simpatica del cerebro y originada
en el cardias y la debida a una afeccion simpatica pero originada en cualquier otra

parte del cuerpo. Esta clasificacion fue hecha por Galeno en el siglo 11 d.C.

Ya en el siglo XIX se empiezan a utilizar los términos “grand mal” y “petit mal’
para diferenciar los tipos de crisis epilépticas y Calmeil introduce el término “ausencia”
como una variante del “petit mal”, asi como el “état de mal” (status epilepticus) para los
ataques o convulsiones repetidas sin una completa recuperacion de la conciencia
entre cada episodio convulsivo. El neurdlogo inglés John Hughlings Jackson (1835-
1911) trabajé muchos afios con pacientes epilépticos y en sus numerosos articulos
logré relacionar de forma muy clara el papel del sistema nervioso en las crisis
epilépticas. Jackson sostenia que las epilepsias se producian mas por excitacion que
por supresion de la funcidon cerebral (Temkin, 1971) y escribi6 ademas que ‘la
convulsién no es apenas un sintoma, implica una descarga del tejido nervioso sobre el
musculo” (Covo, 2006). Después de los trabajos de Fritsch y Hitzig en perros y de
David Ferrier en monos (1870), en los que se mostraba que la estimulacion de la
corteza producia convulsiones, Jackson era escéptico al respecto, cambid su posicion
y afirmé que “epilepsia es el nombre para una descarga local ocasional, subita e
intensa de la materia gris” (Covo, 2006), nocion de la epilepsia que se mantiene
vigente. Sir William Gowers realizé estudios sobre la epilepsia durante el suefo y la
vigilia, (el suefio era considerado por Hipdcrates como otro tipo de crisis cerebral) y a
finales del siglo XIX propuso una clasificacibn de los tipos de epilepsia
diferenciandolos entre idiopaticas y sintomaticas, tomada actualmente como base de

las clasificaciones de la enfermedad.

En el ambito clinico, la primera intervencién quirdrgica realizada con éxito en un
paciente con epilepsia postraumatica fue llevada a cabo por Victor Horsley en 1886.
También en la segunda mitad de este siglo se detallaron los efectos sedantes de las
sales inorganicas de bromuros. En este sentido, Sir Charles Locock utilizé en 1857 el

bromuro de potasio para el tratamiento de las crisis catameliares e informdé de la
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existencia de una disminucion considerable en la frecuencia de las crisis (Locock C,
1857), resultados que permitieron el comienzo en firme de las terapias farmacolégicas
para el tratamiento de la epilepsia. El mayor problema de los bromuros era su elevada
toxicidad y la comun aparicion de sintomas psicoéticos tras exposiciones prolongadas.
En 1875, Voisin describié una intoxicacién dosis-dependiente con psicosis y signos
neurolégicos (Lund M, 1997). Los bromuros fueron entonces reemplazados a

principios del siglo XX por los barbituricos.

Uno de los grandes aportes para la comprension del fendmeno de la epilepsia
fue el descubrimiento del encefalograma para el estudio de la actividad eléctrica del
cerebro. Hans Berger, interesado en la relacion entre los procesos mentales y los
procesos materiales del cerebro, obtiene en 1924 el primer registro de las oscilaciones
ritmicas del cerebro en un joven de 17 anos, a través del orificio de una trepanacion
descomprensiva utilizando un galvanémetro de cuerda (Palacios, 2000). Unos afos
después, en 1931, Berger se refirid a la frecuencia con la que se observa actividad
electroencefalografica (EEG) anormal en pacientes con epilepsia y registrd por primera
vez actividad punta-onda. En 1935 los doctores Gibas, Davis y Lennox demostraron la
presencia de complejos de punta onda interictal y Lennox y Gibbs en 1936, registran

cargas anormales focales durante las crisis de ausencia (Palacios, 2000).

3. Visién actual de la epilepsia: La emergencia de las crisis epilépticas y la

organizacion del SNC.

Para poder comprender cédmo funciona este complejo sistema de interacciones
de los sistemas vivos que desarrollan la epilepsia, los modelos experimentales de esta
enfermedad se dirigen en especial al estudio de diferentes aspectos: en primer lugar
aquéllos que producen la actividad interictal, en segundo lugar los mecanismos que
inician la crisis (ya sea a partir de una punta EEG interictal o sobre un fondo de
actividad normal), otro aspecto a considerar son los mecanismos por los cuales la

actividad epiléptica se distribuye bien localmente o bien a todo el cerebro llegando a
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una actividad neuronal sincronizada. Por ultimo, el mecanismo por el cual se producen

focos secundarios (Contreras, 2000).

En general, se considera que la evolucién de un proceso epileptiforme se debe
a la alteracion del delicado balance entre excitacion e inhibicion neuronales en dos
planos, la red nerviosa y la célula, causando un aumento en la excitabilidad (Uhlhaas y
Singer (2006).

Las interacciones de excitaciéon e inhibicion para mantener el equilibrio del
sistema a nivel celular ocurren por medio de las corrientes de membrana de calcio y
sodio voltaje—dependientes, cuyo fin es potenciar entradas sinapticas excitadoras de
baja amplitud que despolaricen la membrana autorregulados por corrientes de potasio
y calcio voltaje-dependientes que controlan el potencial de membrana e impiden que la
célula se despolarice de forma anormal (Llinas, 1988). Asi, el bloqueo de las corrientes
de potasio en modelos experimentales de epilepsia produce aumento de la

excitabilidad neuronal que conduce a crisis epilépticas (Contreras, 2000).

En la bibliografia referente a los circuitos neuronales locales se describe que la
alta densidad de conexiones excitadoras reciprocas esta regulada por interneuronas
inhibidoras de proyeccion local (axén corto) que utilizan el acido gamma-aminobutirico
(GABA) como neurotransmisor inhibidor. Los circuitos neuronales estan organizados
de tal manera que las entradas y salidas excitadoras de una neurona dejan colaterales
en interneuronas inhibidoras locales de forma que se genera un circuito de inhibiciéon
anterogrado y de retroalimentacion respectivamente que limita localmente la cantidad
de excitacion. Este disefio permite que los circuitos se autorregulen, es decir, el
aumento o disminucion de la excitacion ocasiona el aumento o la disminucion de la
inhibicion (Contreras, 2000).

Las interneuronas GABAEérgicas juegan un papel critico en el mantenimiento de

la pérdida de balance entre la excitacion e inhibicién de los circuitos neuronales (Levitt
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2005) y en consecuencia los ataques convulsivos pueden ser suprimidos o reducidos
por un aumento de la transmision GABAérgica (Snead, 1992). En modelos
experimentales de ausencia, se ha observado que agonistas de receptores GABAg
incrementan la actividad de disparo, mientras que el bloqueo de estos receptores

reduce el numero de los mismos (Marrosu y cols., 2006).

Asimismo existen otros mecanismos locales de la red que pueden influir en la
generacién y amplificacion de un proceso epileptogénico como: el aumento de la
transmision glutamatérgica en la via perforante en células granulares dentadas
mediado por un aumento de los receptores NMDA, que fomentan la generacion de
convulsiones y epileptogénesis producto de una alteracion de la funcién hipocampal
(Scimemi y cols., 2006). La inhibicién de receptores NMDA a su vez, puede inhibir
procesos epileptogénicos en modelos de post-estatus epilépticos (Prasad y cols.,
2002; Rice y DelLorenzo, 1998).

Es importante agregar que es posible que los procesos epileptogénicos sélo se
puedan desencadenar por la adicion de fallos en mas de una mecanismo que regula la
excitabilidad neuronal. Sugieren Khalilov y cols. (2005) que soélo se pueden
desencadenar procesos epileptogénicos en estados inmaduros del hipocampo, por la
accion sinérgica entre estados anormales en la transmision GABAérgica y la

transmisién glutamatérgica mediada por receptores NMDA.

También se conoce que el acoplamiento eléctrico entre las neuronas a través
de las uniones comunicantes (gap junctions) puede jugar un importante papel en la
propagaciéon de la actividad epiléptica (Carlen y cols., 2000; Dudek y cols., 1999)
pudiendo ser un elemento clave en el desencadenamiento de las convulsiones (Traub
y cols., 2001; Gigout y cols., 2006).

Ahora bien, si observamos el funcionamiento global del sistema nervioso,

vemos que la sincronizacion entre el sistema sensorial y motor no solamente depende
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de la sincronia entre las interacciones locales de neuronas excitatorias e inhibitorias,
sino de grandes conjuntos neuronales que constantemente desaparecen y surgen a
través de interacciones cooperativas en las que cada neurona tiene multiples y
cambiantes grados de respuesta a estimulos dependiendo del contexto en que se

encuentre el sistema (Freeman, 1993; Varela y cols, 2001).

Segun la teoria de la emergencia, el sistema nervioso central podriamos
considerarlo como un conjunto de componentes simples (no cognitivos) que se
conectan unos con otros de forma densa. Cada componente opera solamente en su
entorno local, pero debido a la estructura de red del sistema nervioso completo, existe
una cooperacion global que emerge espontaneamente cuando los estados de todos
los componentes participantes alcanzan un estado mutuamente satisfactorio sin
necesidad de una unidad de procesamiento central que guie la operacién completa. Es
el paso desde las normas locales a una coherencia global, donde las propiedades de
la coherencia del sistema no son dadas por las propiedades individuales sino por el
sistema completo y en el que, sin embargo, cada componente contribuye a su

emergencia y caracteristicas (Varela y cols, 2001).

El estudio de Freeman (1986) con registros EEG sobre epilepsias de
caracteristicas de “petit mal” en el bulbo olfativo demuestra que la expresién de una
convulsion no es la simple suma de potenciales neuronales que conducen a disparos
sincronizados anormales, sino que es la expresion de fallos en el complejo sistema de
control de retroalimentacion (feedback) del sistema. Por otra parte, manifiesta que la
actividad motora estereotipada es debida a la interrupcion del flujo normal del
comportamiento dirigido a lograr una meta y no es el simple resultado de descargas
neuronales repetitivas en el sistema olfativo. Asi, concluye el autor, que la aparicion de
estados convulsivos es una propiedad emergente de la interaccion de mutua
excitacion e inhibicién entre el bulbo olfativo, el nucleo anterior olfativo y la corteza
prepiriforme debido a la asimetria inducida en la retroalimentacion de la red que
controla la actividad normal de este sistema en concreto y que puede propagarse a
regiones altamente conectadas a este sistema como el cerebro anterior y el sistema

limbico.
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Se sugiere que la hiperexcitabilidad eléctrica que se genera en la actividad
epileptiforme, incluso en supuestas epilepsias focales, es una propiedad de la
distribucion de la red nerviosa en su totalidad, mas que de unas pocas neuronas en un
punto especifico de la red (Faingold, 2004). Este concepto esta basado en: estudios in
vitro en modelos animales de epilepsia en el I6bulo temporal, estudios intracraneales
con EEG y neuroimagenes en humanos y por ultimo, en personas con tratamientos
efectivos contra la epilepsia (Bertram y cols., 2001; Norden y Blumenfeld, 2002;

Spencer, 2002; Avoli y cols., 2002; Gulyas-Kovacs y cols., 2002).

En la actualidad se considera que la transitoria sincronia de las descargas
neuronales es el posible mecanismo por el cual se integran las reciprocas
interacciones entre grandes poblaciones neuronales, extensamente distribuidas a
través de las distintas regiones especializadas del cerebro (Abeles, 1991; Bruno y
Sakman, 2006), produciendo la emergencia de un coherente ensamblaje que
observamos como el flujo adaptativo y unificado de cada momento cognitivo (Singer.,
1999, Varela y cols., 2001; Fries, 2005).

Figura 3: Representacion esqueméatica de la asociacion transitoria de una red neuronal en

interacciones dinamicas a larga escala en el SNC (Varela y cols, 2001).
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Le Van Quyen y cols. (2003), observaron que en pacientes con epilepsia focal
neocortical, el 77% de las crisis epilépticas estaban acompafadas de una reduccion
preictal en la sincronia entre los diferentes registros cercanos al foco epileptogénico.
Dumas de la Roque y cols. (2005) también describen que en pacientes con epilepsia
parcial no tratable, la conectividad se reduce entre las regiones corticales adyacentes
al foco generador, aumentando la pérdida de conectividad cuanto mas distante sea la
region cortical registrada. Lo que nos indica segun Uhlhaas y Singer (2006) que la
actividad convulsiva en las crisis epilépticas puede estar correlacionada con un
incremento en la sincronia local de la red, a la vez que una reduccién en la sincronia a
larga escala. Es interesante subrayar ademas, que la finalizacion de un estado
convulsivo puede estar fomentada por un incremento de la sincronizacion de la
actividad neuronal que emerge como un mecanismo de autorregulaciéon de la red
(Schindler y cols. ,2007).

En conclusién, los estados epilépticos no son sélo la consecuencia del
aumento de la excitabilidad neuronal como resultado de la pérdida de balance entre
mecanismos excitatorios e inhibitorios, sino que también repercute la alteracién de los
mecanismos que soportan los patrones de oscilacion y sincronizacion de la actividad

neuronal en el estado normal de las funciones cerebrales (Uhlhaas y Singer, 2006).

4. Los receptores opioides: implicaciéon en la emergencia de las crisis

epilépticas.

En el afo 1973 se demostré la existencia de sitios de union especificos,
estereoselectivos y saturables para unas sustancias denominadas opioides en el
sistema nervioso central de mamiferos (Pert y Snyder, 1973; Simon y cols., 1973;
Terenius, 1973). Estos sitios de unién no presentaban una distribucion homogénea
dentro del sistema nervioso, siendo mas abundante su localizacion en amigdala,
sustancia gris periacueductal, hipotalamo, talamo y nucleo caudado (Kuhar y cols.,
1973).
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Inicialmente se definieron tres tipos de receptores opioides en funcién de la
existencia de un compuesto selectivo: p por morfina; k, por ketociclazocina y g por
SKF10.047, si bien este ultimo no se considera hoy en dia como un receptor opioide,
en parte debido a que su actividad no es bloqueada por el antagonista naloxona como
ocurre con los demas receptores opioides. Un tercer tipo de receptor opioide, que se
denomind § se descubrié al analizar la accién del péptido endégeno encefalina en el
vaso deferente del ratdn, donde, al contrario de lo que ocurria en el ileum, poseian una
actividad mayor que la morfina (Lord y cols., 1977). El receptor § fue clonado por
primera vez por Evans y cols., (1992) en ratén, el receptor u por Fukuda y cols., (1993)
en rata y el receptor « por Yasuda y cols., (1993) en ratdon y Nishi y cols., (1993) en

rata.

Desde el siglo XIX se describen propiedades proconvulsivas y anticonvulsivas
del opio en informes clinicos y experimentales (Krueger y cols, 1941; citado en
Tortella, 1988). Estos 150 afios de relacion paraddjica entre los opioides y las
persistentes crisis convulsivas, han animado, desde la década de los 70, a realizar
estudios tendentes a determinar el posible papel de los péptidos opioides en la

epilepsia (Tortella, 1988).

Estudios con morfina (un derivado del opio) a distintas dosis han mostrado
tener efectos tanto convulsivos como efectos anticonvulsivos en ratas (Urca y Frenk,
1980), ratones (Manssur y col.,, 1981) y en especial en ratones susceptibles a
epilepsias audiogénicas, la morfina reduce la incidencia y prolongacién de la latencia
de las crisis, efecto revertido con naloxona (Chen y Gates, 1976). Otros farmacos
como el U-554494A, poseen propiedades anticonvulsivas como agonista de
receptores x (Von Voigtlander y cols., 1987). En humanos con epilepsia del Iébulo
temporal se ha demostrado la relacién entre el incremento en la expresion de
receptores opioides y las fases finales de crisis convulsivas espontaneas (Hammers y
cols., 2007).
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Este fendmeno paraddjico puede deberse al complejo balance entre los
receptores y péptidos endégenos opioides en la emergencia de la red neural implicada
en la generacién y extension de las crisis epilépticas en las distintas regiones

cerebrales.

Madar y cols., (1997), registran en epilepsias unilaterales del I6bulo temporal
un aumento diferencial de la expresion de los receptores 6 y u en las regiones
implicadas en la crisis epiléptica, siendo el aumento de la expresién del receptor p
restringido a regiones adyacentes al foco epiléptico, mientras los receptores 6 se
incrementan en forma mas extendida en corteza temporal inferior y en otras regiones
corticales superiores. Los autores sugieren un posible mecanismo de regulacién de los
receptores opioides en la crisis epiléptica, donde los receptores u estan relacionados
en la supresién de la llegada de descargas convulsivas originadas desde estructuras
subcorticales como amigdala e hipocampo, mientras receptores 5 pueden estar
relacionados con la regulacion de la proliferacion intracortical de actividad convulsiva,
mostrando una funcional especializacion de los receptores en el desarrollo de las

crisis.

Pero segin Simmons y Chavkin, (1996), los péptidos opioides enddgenos
(como la encefalina y la dinorfina) pueden tener una funcién contraria en algunas
regiones cerebrales en las crisis epilépticas, como en las epilepsias generadas en el
hipocampo donde los receptores u tiene una funcion proconvulsiva, mientras los

receptores k median en procesos anticonvulsivos (Pan, 1998).

Otros estudios confirman que puede existir un papel modulador de los
receptores p en la generacion de actividad epileptiforme en distintas regiones
cerebrales. En epilepsias del l6bulo temporal se producen potenciales epileptiformes
sincronicos entre la corteza perihinal e insular, producida por la red neural GABAérgica

y modulada por la actividad de los receptores p (Sudbury y Avioli, 2007).
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Esto también se puede observar en las crisis epileptogénicas producidas en
animales susceptibles a sufrir convulsiones por estimulaciéon con ruidos fuertes (ratas
GEPR-9s) en donde, el bloqueo de los receptores opioides con microinyecciones del
antagonista naloxona en la region gris periacueductal (una de las regiones criticas en
el desencadenamiento de convulsiones en este tipo de modelos epilépticos), produce
la supresion de la susceptibilidad a presentar crisis convulsivas (N'Gouemo y Faingold,
1999), posiblemente por la influencia de receptores p en la liberacion de GABA en
subpoblaciones de neuronas GABAérgicas en el coliculo inferior (Tongjaroenbungam y
col., 2004). También se ha observado una mayor expresiéon de péptidos opioides en la
formacion hipocampal en ratas GEPR-9s susceptibles a convulsiones audiogénicas

(Savage y cols., 1988).

A su vez, las encefalinas estan altamente correlacionadas en la mayor parte de
los circuitos neuronales que expresan la proteina Fos (con alta expresién en crisis
convulsivas) en convulsiones inducidas por acido kainico, especialmente en las
regiones afectadas en este tipo de crisis como: nucleo anterior, cuerpo estriado,
complejo amigdaloide, giro dentado, hipocampo e hipotalamo, area lateral y anterior
(Pretil y cols., 1995).

En cambio, en los modelos experimentales de epilepsia se ha observado que la
distribucion y regulacion del neuropéptido dinorfina es consistente con la funcion
endogena anticonvulsiva (Kanamatsu y cols., 1986; Tordella, 1988; Gall y cols., 1990;
Douglass y cols., 1991; Hong, 1992; Romualdi y cols., 1995; Simonato y Romualdi,
1996; Pierce y cols., 1999) y la baja expresion de dinorfina en humanos se ha
asociado con la vulnerabilidad a padecer epilepsia (Stogmann y cols., 2002;
Gambardella y cols., 2003), como también se observa en estudios con ratones KO de
prodinorfina, en donde se muestra el importante papel anticonvulsivo de los receptores

k Yy la dinorfina en la regulacion de la excitabilidad hipocampal (Loacker y cols.,2007).

En modelos animales con convulsiones producidas por infeccion de herpes

simplex 1, las convulsiones pueden ser bloqueadas por agonistas selectivos para el
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receptor x y la disminucion en hipocampo de la expresién de dinorfina se correlaciona
con la propensién a sufrir crisis convulsivas (mediado por receptores x), con un
incremento a su vez, de la expresion de encefalinas en hipocampo (Solbrig y cols.,
2006).

Como hemos podido observar existe un relevante papel de los receptores
opioides en la regulacion de las crisis epilépticas, asociado al balance entre receptores
y dependiendo de la red neuronal que emerge durante el desarrollo de las crisis. A
continuacion haremos hincapié en un nuevo receptor tipo opioide con caracteristicas
funcionales especiales, que afecta a multiples estados del comportamiento y
recientemente ha sido relacionado como regulador clave en las crisis epilépticas,
jugando un importante papel en la coherencia de las redes neuronales implicadas en

este tipo de alteraciones cerebrales.

5. Un receptor cercano a la familia de los receptores opioides, el receptor

ORL1 (opioid receptor like) implicado en las crisis epilépticas.

5.1 Identificacién del receptor ORL1 y su ligando enddgeno Nociceptina.

En la busqueda de subtipos de los receptores opioides clasicos u, 6 6 «, por
medio de sondas compuestas por oligonucleétidos, deducidas de secuencias de cDNA
de estos receptores opioides y utilizando condiciones de bajo rigor en escrutinios de
genotecas de cDNA, se produjo la clonacibn de un nuevo receptor en varios
laboratorios y en varias especies. En rata, se denominé Hyp 8-1 (Wick y cols.,1994),
oprl (Chen y cols.,1994), C3 (Lachowicz y cols.,1995), XOR1 (Wang y cols.,1994),
LC132 (Bunzow y cols.,1994) y ROR-C (Fukuda y cols.,1994); en ratbn MOR-C (Nishi
y cols.,1994) y KOR3 (Pan y cols.,1996a); y en humanos ORL1 (Mollereau y
cols.,1994). Con los afios, se ha adoptado la terminologia de ORL1, acréonimo del

inglés opioid receptor like, para denominarlo.
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Este receptor presentaba una alta homologia con los receptores opioides
clonados hasta el momento, exhibiendo la proteina una identidad del 67% con los
receptores opioides (Bunzow y cols.,1994; Mollereau y cols.,1994). Dada la alta
homologia que presentaba este nuevo receptor con los miembros de la familia opioide
se le consideré como un miembro mas, pero al realizar los estudios farmacolégicos se
pudo comprobar que ORL1 no unia con gran afinidad ningun ligando opioide tanto

agonista como antagonista.

Las propiedades particulares del receptor ORL1 condujeron a la identificacion,
en dos laboratorios distintos e independientemente, de un péptido enddgeno
denominado nociceptina (Meunier y cols.,1995) u orfanina FQ (Reinscheid y col.,
1995). Asumiendo que el receptor podria unir un ligando peptidico y que podria
acoplarse al mismo sistema de segundos mensajeros que los receptores opioides, se
utilizaron extractos de proteinas de cerebro de rata o cerebro de cerdo y, atendiendo a
su capacidad para inhibir la acumulacion de AMPc estimulada por forskolina, se
obtuvo una fraccion que al ser secuenciada resulté ser una cadena de 17 aminoacidos
que exhibia una gran homologia con los péptidos opioides, en particular con la
Dinorfina A, pues presenta el mismo nimero de restos aminoacidicos (17). El extremo
N-terminal del péptido es muy similar a la secuencia candnica de los péptidos
opioides, difiriendo solamente en el primer aminoacido en el que la tirosina presente

en los péptidos opioides cambia por fenilalanina (Figura 4).

Noc/Orp FQ FGGFTGARKSARKLANQ
Dinorfina A 1-17 YGGFLRRIRPKLKWDNQ
Secuencia canodnica YGGF

Figura 4: Comparacién de las secuencias aminoacidicas de la Nociceptina u Orfanina FQ y la

Dinorfina A. Se muestran subrayados los aminoacidos idénticos entre estos dos péptidos.

Ensayos posteriores con este nuevo péptido mostraron que la inhibicion de la

acumulacion de AMPc estimulada por forskolina no variaba con la presencia de
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agonistas o antagonistas opioides. Por otra parte, ensayos de unién al receptor ORL1
con el péptido marcado radiactivamente confirmaron que la uniéon al receptor se
producia de forma especifica, saturable y con alta afinidad. Dadas las semejanzas
entre la Nociceptina u Orfanina FQ (OFQ/N) y los péptidos opioides, se ha sugerido
una posible relacion evolutiva entre ellos pero una divergencia farmacoldgica
(Reinscheid y cols., 1995).

5.2. Distribucién de la expresion del receptor ORL1.

Todos los estudios de expresion del receptor ORL1 realizados hasta el
momento muestran una buena correlacién entre los datos obtenidos de la unién de
nociceptina marcada y los observados en experimentos de hibridacion in situ (Bunzow
y cols., 1994, Fukuda y cols., 1994, Mollereau y cols., 1994, Wick y cols., 1994,
Lachowicz y cols., 1995, Nothacker y cols., 1996; Neal y cols., 1999a; Lethworth y
cols., 2000, O’Donnell y cols., 2001 y Clarke y cols., 2001).

Al igual que en el caso del receptor ORLA1, la expresién del ligando endégeno,
la nociceptina (NC), también ha sido bien descrita por varios autores (Dickenson 1996;
Riedl y cols., 1996; Kummer y Fischer, 1997; Mitsuma y cols., 1998; Neal y cols.,
1999b; Houtani y cols., 2000; O'Donnel y cols., 2001). La localizacién de la nociceptina
se corresponde con la que presenta su receptor tanto en experimentos de
inmunorreactividad como con niveles de mRNA detectados por hibridacion in situ. Se
ha encontrado expresién de nociceptina en septum lateral, hipotalamo, parte ventral
del diencéfalo, claustrum, cuerpos mamilares, amigdala, hipocampo, tadlamo, habénula
medial, tegmentum ventral, sustancia nigra, gris central, nucleos interpedunculares,
nucleus ambiguos nucleo espinal caudal de trigémino y formacion reticular, ademas de
las astas dorsal y ventral de la médula espinal, cuerpo trapezoide, nucleo paraolivar
superior, nucleo medioventral periolivar, células aisladas en la region dorsal,
lateroventral y superior del nucleo periolivar y en la oliva lateral superior. Asimismo,

Kho y col., 2006 detecta por inmunorreactividad a nociceptina en regiones cocleares
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como las fibras eferentes que cruzan el tinel de Corti y en la region basal tanto de las

células ciliadas internas como externas.

Por otra parte, usando ensayos de RT-PCR Wang y colaboradores (1994)
mostraron la presencia del mRNA del receptor en intestino, musculo esquelético, vaso
deferente y bazo de rata. También se ha encontrado en subpoblaciones de linfocitos
(Halford y cols., 1995 y Wick y cols., 1995).

5.3 Receptor opioide ORL1 implicado en el desarrollo de cuadros epilépticos.

Evidencias circunstanciales permitieron pensar que el sistema ORL1-NC podria
estar implicado en procesos epilépticos o convulsivos como: en primer lugar, la
expresion del receptor ORL1 en areas del cerebro anterior (células granulares del
hipocampo) implicadas en convulsiones limbicas (Mollereau y cols., 1994; Nothacker y
cols., 1996), por otra parte, en la inhibicion excitatoria de la transmision sinaptica y de
potenciacion a largo plazo por NC a través de mecanismos postsinapticos (Yu y Xie,
1998), asimismo, se ha observado la inhibicion por parte de NC de corrientes de
canales Ca ?" tipo T y el bloqueo a su vez de NC, de las descargas en rafaga que
producen estos canales, pudiendo contribuir a procesos convulsivos en las neuronas

centrales del ganglio de la raiz dorsal (Abdulla y cols ., 1997).

En experimentos in vitro, NC potencia la inhibicién anterégrada hipocampal en
células piramidales CA1 y a su vez, a bajas concentraciones de NC reduce la
frecuencia de disparo de impulsos epilectiformes inter-ictales en neuronas CA3

hipocampales (Tallent y cols., 2001).

En la actualidad, el papel en la epilepsia del sistema ORL1 — NC sigue sin
esclarecerse y por lo tanto abierto a nuevas investigaciones. Estudios como a
continuacion expondremos, muestran en algunos casos modelos animales de

epilepsia con procesos epileptogénicos proconvulsivos modulados por el sistema
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ORL1 — NC y a su vez, paraddjicamente en otros modelos epilépticos se observan

procesos anticonvulsivos mediados por ORL1-NC.

En el estudio realizado con el antagonista de NC denominado J-113397, se
observa una reduccion de la susceptibilidad a presentar estatus epilépticos severos
(ténico-clonicos) y en el numero de crisis convulsivas inducidas por acido Kainico. A su
vez, existe una disminucién de la letalidad y el retardo en la presentacion del estado
convulsivo, aunque estos ultimos no son significativos (Bregola 2002a). En ratones
NC-Knockout con crisis inducidas por acido Kainico, también se observa reduccién en
la letalidad, retardo en la aparicién de las crisis, con una significativa disminucién del
numero de crisis inducidas y pérdida de la mayoria de comportamientos asociados a
las crisis convulsivas inducidas por acido Kainico. Con dosis de NC 3nmol intra-
cerebro ventricular (i.c.v.) se observa una recuperacion del fenotipo silvestre en la

susceptibilidad a las crisis (Bregola y cols., 2002b).

Los estudios realizados en ratones NC-Knockout con modelos de epilepsia del
I6bulo temporal (basados en sobre estimulacion eléctrica en amigdala), presentan un
retardo significativo en la aparicién de las crisis convulsivas, con un aumento en las
descargas necesarias para lograr el desencadenamiento de las crisis y a su vez, los
ratones NC-Knockout presentan crisis menos severas comparados con ratones

normales (Binaschi y cols., 2003).

Por el contrario, en ratas, la epileptogénesis inducida por descargas eléctricas
repetidas en la corteza piriforme muestra que dosis entre 1.25nM a 550nM de NC i.c.v.
retardan progresivamente la aparicion de los primeros estados convulsivos,
aumentando en numero de repeticiones necesarias para el desarrollo del estado

epiléptico (Gutiérrez y cols, 2001).

En ratas, el incremento observado en el espectro electroencefalografico EEG

(ondas epileptiformes) producto de crisis convulsivas inducidas por Penicilina, se
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atenua con pre-tratamiento de NC 5.5 nM i.c.v. Los comportamientos asociados a las
crisis como chillidos, sacudidas y convulsiones clénicas disminuyen o desaparecen
completamente, siendo este efecto revertido por el antagonista [Nphe1]nociceptin (1-
13)NH, (Feng y cols., 2004).

En otros trabajos, la NC 10 nM presenta una significativa disminucién en el
porcentaje de presentaciones de convulsiones clénicas inducidas por crecientes dosis
(aumento del umbral) de Pentilenetrazona (PTZ), Acido N-metil-D-aspartato (NMDA) y
Biculina (BCC), sin presentar convulsiones en las primeras dosis. Respecto a las
convulsiones ténicas de miembros traseros inducidas por electroshock no se

encuentran afectadas por ninguna dosis de nociceptina (Rubaj y cols., 2002).

En resumen, los datos contradictorios expuestos en esta seccion, sugieren que
el papel del sistema ORL1-nociceptina durante los estados convulsivos es
probablemente complejo y puede diferir entre los distintos modelos animales de crisis
convulsivas o epilépticos utilizados (Carmona y cols., 2004), lo que hace necesario un
mayor esfuerzo en la investigacion del sistema ORL1- nociceptina utilizando nuevos
modelos epilépticos y nuevas especies, que puedan aportar en el comprension de los
mecanismos que influyen sobre la respuesta del sistema ORL1- NC en el

desencadenamiento y desarrollo de las crisis convulsivas.

5.4. La compleja funcién del sistema ORL1 y su papel en la modulacion de
multiples comportamientos asociados a regiones cerebrales alteradas en los

cuadros epilépticos.

Aunque el receptor ORL1 se considera un receptor de la familia de los
receptores opiodes, el comportamiento en el sistema nociceptivo es muy distinto a lo
visto en los receptores opioides tipicos, principalmente su escaso poder analgésico,
aunque se considera un modulador de la nocicepcion (Meunier y cols., 1995;
Reinscheid y cols., 1995, Tian y cols., 1997). Pertenece a la familia de los receptores

opioides, interviene en la mediacion y modulacion del dolor en estructuras
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supraespinales causando hiperalgesia, reversion de analgesia inducida por estrés
reversion de analgesia no opiacea y accién antiopioide. En estructuras espinales
puede producir hiperalgesia y alodinia, analgesia, antihiperalgesia/alodinia, asi como
otros efectos antiopioides como es la inhibicion de la tolerancia a la morfina por el

receptor u (Ueda y cols, 2000).

El receptor ORL1 esta altamente distribuido en el sistema nervioso central, asi
como su ligando enddgeno nociceptina, particularmente en la region espinal y en las
estructuras limbicas e hipotalamicas (Mollereau, y cols, 1994). Segun su ubicacién en
el sistema nervioso puede mostrar efectos nociceptivos diferentes (Wang y cols.,
1999). Por ejemplo, en la regién supraespinal puede tener accién hiperalgésica,
reversion de analgesia inducida por estrés, reversidon de analgesia no opiacea y accion
antiopioide, mientras que en el nivel espinal presenta hiperalgesia y alodinia, analgesia
y antihiperalgesia/alodinia. Se ha observado que la nociceptina esta implicada en la
actividad locomotora (Reinscheid y cols, 1995), en la respuesta al estrés y la ansiedad
(Jenck y cols. 1997) y en procesos de aprendizaje y memoria espacial (Sandin y cols.
1997). Segun Mollereau y cols (1994), ORL1 puede estar jugando un importante papel
en la modulacion de numerosas funciones cerebrales, especialmente en los
comportamientos instintivos y emocionales y por los altos niveles del receptor ORL1
en hipocampo y corteza frontal sugiere que la nociceptina puede intervenir en
procesos de aprendizaje y memoria, homeostasis, atencién y emociones, movimiento
y procesos motores, secrecion neuroendocrina y virtualmente, muchas de las

modalidades de percepcidn sensorial.

Estudios sobre la actividad locomotora espontanea en ratones y ratas nos
indican que la modulacion del sistema ORL1-nociceptina presenta patrones de
comportamiento ambivalentes (Florin y cols., 1996), en donde a altas dosis de
nociceptina se puede observar un efecto inhibitorio (Devine y col.; 1996, Nishi y cols.,
1997; Noda y cols., 1998; Calo y cols., 1998), mientras que a bajas concentraciones
de NC se puede generar un aumento en la actividad locomotora (Kuzmin y cols.,
2004).
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A su vez, en diversos estudios comportamentales utilizando ratones Knockout
para el receptor ORL1, se muestra un aumento en los procesos de aprendizaje y
memoria (Nagai y col.,, 2007; Manabe y cols.,, 1998; Mamiya y cols., 1998)
posiblemente generado por una ganancia en los mecanismos de potenciacion a largo
plazo localizados en la region hipocampal CA1 (Manabe y cols., 1998) y una mejora
cognitiva (Nabeshima y cols., 1999). En el Giro Dentado de ratas también se detecta
una inhibicién de la transmision sinaptica y de potenciacion a largo plazo por NC a
través de mecanismos postsinapticos (Yu y Xie, 1998), lo que nos indica su
implicacién en varias regiones del cerebro, fundamentales en la modulacién de este
comportamiento en especial. Redrobe y cols., (2000), muestran que la administracion
de nociceptina en la region CA3 del hipocampo produce un marcado dafio en la
capacidad de aprendizaje espacial, efecto que puede ser bloqueado por el antagonista
ORL1 selectivo, [Nphe']nociceptina (1-13)NH,. El efecto inducido por la nociceptina en
la regién CA3 hipocampal puede también mostrar un comportamiento bifasico como en
la actividad locomotora, presentando déficit en la adquisicion de memoria a altas dosis
y facilitada a bajas dosis (Sandin y cols., 2004). El efecto negativo en la retencién de
memoria también puede ser revertido por antagonistas de NC como naloxona
benzoilhidrazona (Mamiya y cols., 1999; Nabeshima y cols., 1999) mientras que el
déficit causado por altas dosis de nociceptina en la memoria a corto plazo es
bloqueado por nocistatina, aunque ésta no afecta a este comportamiento (Liu y cols.,
2007).

También se ha observado que la nociceptina actia como ansiolitico al ser
administrado i.c.v en ratas y ratones en dosis entre 0.1 y 3 nM, observandose una
reduccion de la conducta defensiva ante estimulos estresantes (Jeck y cols., 1997;
Jeck y cols., 2000; Gribel y cols., 1999) mientras la reducciéon de la dosis de NC (0.01-
1 nmol) no presenta efecto antidepresivo en los ratones al realizar la prueba de
natacion forzada (forced swimming test) (Redrobe y cols., 2002). Sin embargo, Kamei
y cols., (2004) en estudios con la prueba de la placa agujereada (test Hole-board),
revela la existencia de una modulacion también bifasica para nociceptina en este

comportamiento. El papel del sistema ORL1-NC en la respuesta fisiolégica a los
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estimulos estresantes aun no esta clara, ya que los fenotipos para ratones KO-
nociceptina y ORL1-KO son contradictorios. nociceptina-KO presenta un fenotipo
ansiogénico con un incremento en la susceptibilidad y en la respuesta adaptativa al
estrés agudo y repetido, con un aumento en el umbral basal de la sensacién dolorosa,
comparado con los ratones silvestres (Koster y cols., 1999; Reinscheid y cols., 1999;
Reinscheid y Civelli, 2002). Por otra parte, ORL1 OK no presenta este comportamiento
ansioso (Nishi y cols., 1997; Mamiya y cols., 1998) y si una respuesta antidepresiva,
reduciendo el tiempo basal de inmovilidad en el forced swimming test (Gavioli y cols.,
2003). Estas diferencias podrian indicar la presencia de subtipos adicionales de
receptores o ligandos endégenos relacionados (Koéster y cols., 1999; Reinscheid y
Civelli, 2002).

En cuanto a los sistemas perceptivos se conoce que ORL1 y NC se expresan
en regiones sensitivas del SNC como el bulbo olfativo, la retina y regiones
troncoencefalicas auditivas (Houtani y cols., 2000; Letchworth y cols., 2000; Neal y
cols., 1999b; Antén y cols., 1996; Kakimoto y cols., 2001) asi como en la cdclea,
especialmente en células ciliadas internas (Kho y cols., 2006). Nishi y cols., (1997)
revela que el fenotipo de ratones ORL1-Knockout presenta un aumento en el umbral
auditivo tras la exposicién a intensos sonidos, concluyendo que el sistema. ORL1-

nociceptina es esencial en la regulacion de la capacidad auditiva.

6. Modelo animal de epilepsia utilizado en el estudio.

Como se dijo anteriormente, para comprender los mecanismos que influyen
sobre la respuesta del sistema ORL1- NC en el desencadenamiento y desarrollo de las
crisis convulsivas, es necesario establecer el papel del sistema ORL1- NC en nuevos
modelos epilépticos y su influencia en las distintas redes neuronales que actuan en los

distintos tipos de crisis epilépticas.

Para el estudio de las crisis epilépticas se han desarrollado multiples modelos

animales en diferentes especies como babuinos, conejos, gerbos, ratas y ratones. En
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la figura 5, podemos observar los distintos modelos utilizados hasta el momento en el
estudio de la epilepsia, haciendo hincapié en los modelos audiogénicos de rata y

ratén, dado que es el referente del modelo que se ha empleado en el presente estudio

PARCIAL GENERALIZADO }—‘

|sivPLE| [ comPLEIA| | AUSENCIA | TONICO-CLONICO ——

Estimulacion GENETICO AMBIENTAL/

repetitiva DEL DESARROLLO
I
|

|
| cONVULSIVOS | | HIPERTERMIA |

L{ RATAS | | RATON }J | BICUCULINA | PTZ | PICROTOXINA |
J) |

|Wisltar || SID || LlE | W,IL\R || GE/PR || D||3A || 53L || 0157 || BAIlB/c |

Figura 5: Esquema simplificado de modelos experimentales de epilepsia. Los modelos WAR y
GEPR en ratas y DBA en ratones, también pueden estar dentro de la categoria “genética” pero se omite
por simplificacién. GEPR= Genetically epilepsy-prone rat; WAR= Wistar audiogenic rat; L-E= Long-Evans

rat; S-D= Sprague-Dawley rat (Ross y Coleman, 2000).

En los parrafos siguientes hablaremos de las caracteristicas de los modelos
animales de crisis epilépticas producidas por estimulacion auditiva, los
comportamientos que subyacen a las crisis convulsivas y sus variaciones entre los
distintos modelos. También mostraremos los posibles circuitos neurales implicados en
los distintos tipos de crisis audiogénicas y por ultimo nos centraremos en las

caracteristicas propias del nuevo modelo de crisis audiogénica empleado en el
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presente trabajo y de los estudios que se estan desarrollando hasta el momento sobre
los cambios morfolégicos y neuroquimicos presentes en estos animales, con el
objetivo de una mayor comprensién de las bases subyacentes al inicio y propagacion

de las crisis convulsivas.

6.1 Modelos animales de crisis epilépticas producidas por estimulacion

auditiva.

Las epilepsias que se desencadenan en respuesta a una estimulacién auditiva
intensa reciben el nombre de crisis convulsivas audiogénicas (CCA). Las CCA estan
agrupadas dentro de las convulsiones generalizadas (no focales) segun la clasificacion
descrita por la International League Against Epilepsy (1988). Los individuos propensos
a padecer CCA presentan estos estados en forma de crisis clénicas o tonico-clonicas
(conocidas como epilepsias del tipo gran mal), por otro lado, las crisis generalizadas
conllevan pérdida de conciencia acompafadas de periodos alternos de los estados
ténicos (rigidez muscular) y los estados clonicos (espasmos musculares ritmicos)
(Ross y Coleman, 2000).

Las primeras observaciones en animales con CCA fueron hechas en 1924 por
el laboratorio de Pavlov’'s en San Petersburgo y en el Instituto Wistar en Filadelfia,
(Krushinsky y cols., 1970), desde entonces se han desarrollado numerosas variedades
animales propensas a desarrollar CCA en rata y raton (Figura 5). En ratas que
presentan CCA, Jobe y cols., (1973) evaldan y clasifican por primera vez los
parametros de comportamiento que aparecen sucesivamente a través del estado
epiléptico una vez iniciada la crisis. Se describe un primer estado que consiste en una
carrera salvaje y desesperada que termina en un estado clénico, dando paso a un
tercer estado ténico con un periodo de depresion post-ictal que en general esta
acompanado de pérdida de conciencia, inmovilidad (Garcia-Cairasco y cols., 1992) y

vocalizaciones (Terra y Garcia-Cairasco, 1992).
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Esta secuencia de estados estereotipados en la evolucion de las crisis es el
patrén base que presentan las especies de roedores propensos a desarrollar CCA,
pero este patron puede verse modificado segun el modelo animal observado (Tabla 1).
Las variaciones estan principalmente relacionadas con la intensidad de la crisis, la
latencia de la misma, la ausencia de comportamientos expuestos o la aparicion de

nuevos comportamientos.

Otros factores como la edad (maduracion de la via auditiva), los estimulos
externos (por ejemplo el etanol y el ciclo circadiano), la estimulacion continua o
discontinua (Reid y Collins, 1986) o la intensidad del estimulo (Ross y Coleman, 1999),

pueden afectar a los individuos en la expresion e intensidad de las crisis.

VARIEDAD CARRERA CLONICO TONICO Referencia
SALVAJE
RATA inducida Pirson, 1988
Wistar * * o? Pirso, 1992
Sprague-Dawley * Ross, 1999
Long-Evans * *
Genéticamente susceptible
WARP * * * Garcia-Cairasco,
1991

GEPR-3 * * Mishra, 1989
GEPR-9 * * Mishra, 1988
RATON inducido
SJL * * Reid, 1982
C57 * * * Henry, 1967
BALB/c * * * Saunders, 1972
Genéticamente susceptible
DBA * * * Reid 1982

Tabla 1. Comportamientos caracteristicos que presentan los distintos modelos animales mas
utilizados en el estudio de crisis convulsivas audiogénicas. a. Extensiones tdnicas con extension parcial

ténica de miembros anteriores. b. Rata audiogénica Wistar.
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En la variedad de ratas GEPRs (genetically epilepsy-prone rats) la colonia
GEPRs-3s presenta crisis moderadas que culminan en convulsiones clonicas
generalizadas. Tanto la colonia GEPRs-9s como la variedad Wistar susceptible a CCA,
presentan crisis severas que culminan en estados convulsivos tonicos (Reigel y cols.,
1986; Faingold, 1999) y en la actualidad se sugiere que existen adicionalmente
comportamientos exploratorios anormales en esta ultima variedad antes y durante la

estimulacion acustica, con bajos niveles de ansiedad (Garcia-Cairasco y cols., 1998).

En ratas GRPRs-3s la estimulacion repetitiva puede desencadenar estados
clénicos faciales y de miembros anteriores tras las crisis clénicas generalizadas,
comportamiento observado también en ratas Wistar (Naritoku y cols., 1992; Dutra y
cols., 2000). En las crisis producidas por ruidos fuertes en ratas con sindrome de
abstinencia al alcohol también prevalecen los estados clonicos severos (Gonzalez y
cols., 1989; Riaz y Faingold, 1994).

6.1.1 Los circuitos implicados en la emergencia de las CCA (bases

anatémicas)

Las CCA requieren la activacion de la via auditiva del tronco cerebral y en gran
parte, el inicio de la crisis se desarrolla a través de las neuronas del coliculo inferior
(Ross y Coleman, 2000; Garcia-Cairasco, 2002; Ribak y Morin, 1995; Sakamoto y Niki,
2001), aunque también estan implicadas estructuras subcorticales (Millan y cols.,
1986; Garcia-Cairasco y cols., 1998; N'Gouemo y Faingold, 1999; Willott y Lu, 1980) y

del cerebro anterior (Simler y cols., 1999).

Los circuitos implicados en los estados tonicos de las CCA son exclusivos del
tronco encefalico, incluidas las estructuras auditivas como el nucleo coclear, el
complejo olivar superior, el nucleo del lemnisco lateral y el papel critico del coliculo
inferior (Cl) (Faingold, 2004). Los subnucleos del Cl (nucleo central, corteza dorsal,

nucleo intercolicular y corteza externa) desempefian un mayor rol en las CCA y la
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entrada de la sefial auditiva es proyectada por la corteza externa hacia los nucleos
efectores motores integrados en la red neuronal (Ribak y cols., 1994; Merrill y cols.,
2003; Chakravarty y Faingold, 1997).

Las neuronas de la capa profunda del coliculo superior son las mayores
receptoras de los impulsos enviados desde el Cl y su activacion esta implicada en que
se desencadene la fase de carrera salvaje de las CCAs (Faingold y Randall, 1999;
Yang y cols., 2001). La capa profunda del coliculo superior tiene proyecciones directas
al corddén espinal o por la via de la formacion pontina reticular y proyecciones a la
regién gris periacueductal (Yang y cols., 2001; Raisinghani y Faingold 2003), que a su
vez proyecta al cordon espinal directa o indirectamente (Bajic y Proudfit, 1999;
Mouton y Holstege, 1994). La sustancia gris periacueductal esta implicada en la
generacion de la fase clénica de la CCA (N'Gouemo y Faingold, 1998; Yang y cols.,
2003; Ishida y cols., 2002).

La implicaciéon de la formacion reticular pontina (FPR) esta asociada al
desencadenamiento de la fase tonica de las crisis (Faingold y Randall 1995; Faingold y
Riaz, 1994) y es también dominante en el periodo de depresién post-ictal, siendo el
Unico nucleo activo durante dicho comportamiento (Faingold, 1999). También se
considera que la sustancia negra reticulada puede formar parte del circuito que modula
las CCA. Garcia-Cairasco y Sabbatini, (1991) describen que en ratas Wistar
(inicialmente resistentes a presentar crisis) se incrementan las CCA severas al

causarles lesiones unilaterales en la sustancia negra.
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Figura 6: Diagrama esquematico de la asociacién temporal de los nucleos criticos durante los
estados convulsivos audiogénicos y los comportamientos que subyacen a la crisis. Cada aspecto
comportamental es controlado por un nucleo especifico durante la crisis: El nucleo central del Coliculo
inferior (NCCI) inicia la CCA, mientras la corteza externa del Coliculo inferior (CXECI) la salida sensorial a
los nucleos motores. La capa profunda del Coliculo superior (CPCS) inicia la carrera salvaje, mientras la
sustancia gris periacueductal (SGP) y la formacién pontina reticular (PRF) controla el desencadenamiento
de la fase clonica y/o ténica. La PRF solamente se activa durante la fase de depresién post-ictal. La
amigdala (AMG) y el cuerpo geniculado medial (CGM), estan relacionados con las crisis repetitivas CCA
(kindling). AMG es un nucleo critico en el estado clénico-ténico post-ictal (PsTC) en CCAs repetitivas y el
corteza perirrinal (CxP) esta relacionado con estados clonicos en CCAs repetitivas durante
comportamientos clénicos de miembros anteriores y musculos de la cara. NC= nucleo coclear; NLL=
nucleo del lemnisco lateral; COS= complejo olivar superior; SNR= sustancia negra reticulada; CxDCl=

corteza dorsal del Coliculo inferior. (Faingold, 2004).

La inmensa interconexién de las neuronas de la FRP con multiplicidad de
entradas y salidas de elementos sensoriales primarios y del sistema motor, hacen de
esta region un sitio clave en la emergencia de los procesos nacientes de las CCA
(Faingold, 2004). Las respuestas de las neuronas de la FRP son normalmente muy
variables en la transmision sensorial y su potencial de respuesta puede incrementarse

de forma dramatica, como en las CCA (Faingold, 2004). La simultanea y masiva
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sincronizacion de los disparos neurales en esta regiéon puede ser el punto de

expansion de las crisis severas (Faingold, 2004).

La repeticion de CCAs (Kindling) origina incrementos en la duracién de las
convulsiones y en la emergencia de actividad cortical epileptiforme observadas en
estructuras del cerebro anterior (Naritoku y cols., 1992; Marescaux y cols., 1987;
Garcia-Cairasco, 2002; DutraMoraes y cols., 2000). Este kindling genera cambios en el
comportamiento que se presenta en las crisis como: estados clonicos de musculos de
la cara y miembros anteriores al final de las crisis en ratas GEPR-3s (Naritoku y cols.,
1992). La constante repeticion de las CCAs, como podemos ver el la figura 6, recluta
nuevas regiones de la red nerviosa que entran a dominar los estados finales de las
crisis; las regiones involucradas son el cuerpo geniculado medial (Feng y cols., 2001),
la amigdala (Raisinghani y Faingold, 2005a) y la corteza perhinal (Raisinghani y
Faingold, 2005b), que a su vez, pueden nuevamente reclutar a la FRP en los estados
clénicos de los musculos de la cara y miembros anteriores (Raisinghani y Faingold,
2005c¢). Ademas, se sugiere que el reclutamiento de los circuitos de la red nerviosa
que forman parte de la corteza cerebral se hace de forma asimétrica durante las CCAs

repetidas (Vinogradova y cols., 2006).

En resumen, los datos anteriormente expuestos nos permiten decir que existe
una clara correlacion entre la dominancia temporal de cada componente de la red y los
cambios estereotipados y en secuencia predecible de las CCAs. Estas caracteristicas
especiales de los modelos animales propensos a las CCAs son una buena
herramienta para el estudio de los mecanismos moleculares que afectan a la
coherencia de los sistemas y que permiten el desencadenamiento de los distintos

estados criticos de los procesos epilépticos.
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6.1.2. Los hamsters GASH:Sal un nuevo modelo de CCA, utilizado en el

estudio.

En la universidad de Salamanca, Espafa, se ha desarrollado una linea de
hamsters genéticamente propensos a padecer CCA denominada GASH: Sal. Esta
linea, (segun Mufoz, 2004) presenta crisis caracterizadas por una fase de latencia
previa a la reaccion y una fase de carrera salvaje, acompafada en algunos casos por
vocalizaciones, micciones, ptialismo, defecaciones o caidas, que son seguidas de un
periodo estuporoso de duracion variable. Posterior a la fase de carrera se manifiesta
una fase convulsiva tdnico-clénica, caracterizada por signos cinéticos-posturales

variables y sucesivos:

“Opistotono” (arqueamiento acusado del raquis, extremidades anteriores, cola,

orejas enhiestas y espasmo en abduccion de los miembros posteriores).

Convulsiones ténico-clonicas generalizadas con fase clonica en miembros

anteriores y espasmo ténico en abduccion de miembros posteriores.

Apertura ténica de la boca, flexién dorsoventral del cuello y tronco, cierre ténico

de la boca, hiperextensién tonica de los miembros anteriores.

Hiperextension tonica del tronco y de los miembros posteriores.

Estos comportamientos son acompanados en algunas ocasiones por
comportamientos de miccién, defecacion, vocalizaciones, temblores o profusion
testicular. La crisis convulsiva termina en un periodo de estupor arreactivo (Mufoz,
2004).
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La gravedad de las crisis puede ser afectada principalmente por la edad de los
individuos. Asi, animales con CCA a los 30 dias de nacidos muestran periodos de
estupor mas cortos, presentando crisis de menor gravedad. A los 45 dias, se registran
menores latencias de inicio de carrera salvaje y aumenta el nUmero de animales con
crisis graves. A los 60 dias, se registra el mayor numero de crisis de componente
grave y a los seis meses de edad la latencia es mayor, asi como el periodo
estuporoso. Hay un incremento gradual en la seriedad de la crisis hasta los dos meses
de edad. En la madurez (180 dias), los animales presentan crisis mas benignas,
encontrandose fundamentalmente animales que presentan Unicamente la fase de

carrera (Munoz, 2004).

La linea GASH:Sal se desarrollé a partir de una linea previa de hamsters que
manifiestan CCA, denominada GPG/Vall (Soria y cols., 1987; Gil-Verona y cols., 1991,
Gil- Verona, 1993). Esta linea de hamster propensos a CCA presenta anormalidades
morfologicas y neuroquimicas en la via auditiva (Fuentes-Santamaria y cols., 2005),
que incluyen pérdida de células ciliadas externas, células ganglionares espirales y
disminucion del volumen y tamarfo celular en nucleos cocleares, nucleo del complejo
olivar superior, nucleo del lemnisco lateral y Coliculo inferior asi como alteraciones de
las concentraciones de las proteinas ligadoras de calcio en el Cl y nucleos cocleares
(Fuentes-Santamaria y col., 2005). Recientemente, se han observado, ademas,
alteraciones morfoldgicas y neuroquimicas en el Coliculo superior (CS), en especial
una reduccion del volumen celular e hipertrofia de la capa profunda del CS y
disminucion de las concentraciones de GABA e incrementos de los niveles de Taurina

en esta linea de hamsters con CCA (Fuentes-Santamaria y cols., 2007).

Lo expuesto anteriormente, muestra que los hamsters GASH:Sal pueden ser
un modelo adecuado para estudiar las posibles variaciones de la respuesta del
receptor ORL1 en el desarrollo de crisis convulsivas, dada la secuencia de
comportamientos en fases estereotipadas y predictibles propias para esta especie y
que pueden ser correlacionadas con redes neurales que se van reclutando en el

desarrollo de las crisis audiégenas.
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Hipdtesis y Objetivos

Es importante determinar si el efecto de la interaccion basica receptor/ligando
se comporta como un modelo no-lineal altamente influenciado por el contexto en los
circuitos cerebrales que emergen en los estados convulsivos, produciendo respuestas
variables en los individuos segun el estado o coherencia del sistema ante estimulos

externos inducidos.

En este proyecto nos hemos propuesto determinar si el receptor ORL1 tiene un
efecto anticonvulsivo en las crisis audiégenas de origen tronco-encefalico, debido a su
influencia en el balance de las respuestas de las redes neurales que desencadenan y
propagan la actividad epileptiforme.

Para corroborar esta hipotesis nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar la presencia del receptor ORL1 en el hamster dorado (Mesocricetus

auratus)

2. Caracterizar molecularmente el receptor en el hamster dorado.

3. Determinar las estructuras cerebrales implicadas en las crisis convulsivas.

4. Analizar la expresién del receptor ORL1 en el hamster dorado control y

GASH:Sal, tras el desencadenamiento de las crisis convulsivas.
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1. Disefio experimental.

Los animales de experimentacion se llevaron al laboratorio, un dia antes de la
prueba para que se acondicionaran al nuevo lugar. Se registraron los datos de peso,
sexo y edad de cada uno de los hamsters, tanto controles como GASH:Sal. Debido a
la posible influencia circadiana sobre la susceptibilidad a la estimulacion acustica, las

pruebas se realizaron en la misma franja horaria del dia (10 a 11 a.m.).

Los animales se dividieron en dos grupos experimentales. La serie 1 se utilizd
para la clonacion e identificacion del receptor ORL1 en hamsters (Mesocricetus
auratus), analizando la presencia de su RNA mensajero (mMRNA) mediante la técnica
de RT-PCR y secuenciacion posterior del ADN resultante. Se trabajé con 3 hamsters
GASH:Sal (n=3) y dos controles (n=2).

La serie 2 se utilizé para realizar las pruebas inmunohistoquimicas para la
deteccion de la proteina Fos (n=3 GASH:SAL; n=3 Control) y del receptor ORL1 (n=4,
GASH:Sal, n= 3,- Control)

Para la serie 1, una vez se realizé y filmé la prueba de susceptibilidad
audiégena (PSA), se dejaron reposar 30 minutos a los animales, posteriormente se
decapitaron y se les extrajeron las regiones cerebrales hipocampo y corteza, las
cuales fueron recogidas en eppendorf sobre hielo seco y almacenadas posteriormente

en arcones a — 80 °C para su posterior tratamiento.

Para la serie 2, nuevamente se realizaron las PSA y se dejaron reposar los
animales 30 minutos. Posteriormente, los animales fueron perfundidos y se les extrajo
el SNC y se dejaron reposar los cerebros 72h en una solucién de sacarosa al 30% a
4°C. Finalmente, se obtuvieron secciones de los tejidos utilizando un micrétomo de

congelacion para su procesamiento inmunohistoquimico.
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2. Animales de experimentacion.

Para el presente estudio se utilizaron dos lineas de hamsters sirios
(Mesocricetus auratus); una de estas lineas es la cepa con alteracién genética
audiébgena GASH:Sal, disefiada por el Doctor Luis Mufioz de la Pascua en su tesis
doctoral dirigida por la Doctora Maria Dolores E. Lépez Garcia y que se encuentra
actualmente en el animalario Departamental (P.A.E. SA- 001) de la Universidad de
Salamanca y la segunda linea son los hamsters dorados normales Lak: LVG (SYR) BR

procedentes de la empresa Charles River, Barcelona y usados como animales control.

Los animales se mantuvieron en estabularios en condiciones constantes de
temperatura (22° C), humedad (60 %) y ciclo de luz y oscuridad (12h/12h). Los
animales fueron cuidados por personal especializado, segun recomendaciones de
FELASA (Federacion europea de asociaciones de animales de laboratorio) siguiendo
la legislacion vigente (RD 223/88) y las recomendaciones del convenio Europeo para
la proteccion de animales vertebrados utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos (DOCE L 222;24-08-1999).

3. Metodologia.

3.1 Prueba de susceptibilidad audiégena (PSA)

El estimulo acustico empleado consisti® en un ruido blanco generado
digitalmente mediante CoolEdit Pro (v. 1.2, Sintrillium Software Coorp. Suite 104,
Phoenix, AZ 85251) con una frecuencia de muestreo de 44.100 Hz. La duracion del
estimulo fue de 60 s. Se reproduce mediante un monitor de estudio auto-amplificado
(Marca Behringer, Mod. Truth B2031, Alemania) conectado directamente a la salida en
linea de la tarjeta de sonido del ordenador a una intensidad de 90 dB SPL medida en

el punto medio donde se situa el animal.
Mediante la prueba de susceptibilidad audiégena (PSA), analizamos tanto la

susceptibilidad a padecer las crisis convulsivas audiégenas, en estadio normal, como

las distintas fases de las crisis en cuanto a su presencia, duracién y caracteristicas.
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Elegimos animales de 60 dias de edad ya que son mas susceptibles al sonido.

Los animales se introducen en una lamina circular de metacrilato transparente
de 37 cm de didmetro y 20 cm de altura, colocando una camara digital (Sony TRV-8E)
a 60 cm de altura en posicion cenital para grabar las crisis. Tras un periodo de
aclimatacion de 1 minuto, se somete a los animales al estimulo sonoro durante 50
segundos hasta el inicio de la crisis audidogena. La crisis se graba en video en su

totalidad hasta que el animal se recupere del periodo de estupor.

3.2. Caracterizacién molecular del receptor opioide en el hamster dorado

(Mesocricetus auratus).

A los animales se les inyect6 una unica dosis intraperitoneal de morfina (1mg /
Kg) durante 30 minutos antes de la medicion de la prueba de susceptibilidad

audidégena (PSA), realizada en la misma franja horaria.

Una vez realizada y filmada la PSA, se dejo reposar 30 minutos al animal, se
decapité y se extrajeron las estructuras cerebrales Hipocampo y Corteza frontal de
cada uno de los animales utilizados, para su procesamiento posterior, recogiendo las

mismas en eppendorf sobre hielo seco.

3.2.1 Extraccion de RNA total.

Para la extraccion de RNA total de tejido se empled una modificacion del
método de Chomczynski y Sacchi (1987), usando el reactivo Trizol™ (GIBCO-BRL).
Para ello, se utilizé 1 ml de Trizol por cada 100 mg de tejido, y se procedio a la
homogeneizacion del mismo mediante un homogeneizador (Brinkmann Polytron- PT
3000, LABEQUIP LTD. Ontario, Canada). Tras incubar el preparado durante 5 min a
temperatura ambiente, se realizd una extraccion selectiva del RNA por separacion de
fases mediante la adicion de 200 pl de cloroformo por cada ml de Trizol y
centrifugacion a 12000 g durante 15 min a 4 °C. El RNA obtenido en la fase acuosa
superior se precipité con un volumen de isopropanol igual a la mitad del Trizol utilizado

en el primer paso, se centrifugd a 12000 g durante 10 min a 4 °C vy, finalmente,
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después de eliminar el sobrenadante y secar el RNA, se resuspendi6 en agua tratada
con DEPC (dietilpirocarbonato 0,1%, Sigma), incubando a 60 °C durante 10 min para
favorecer la disolucién del mismo en caso de ser necesario. La concentracion del RNA
se determind por espectrofotometria a 260 nm, y se comprobd que la relacion
A260/280 se encontraba entorno a 2,0 correspondiente a muestras puras.
Adicionalmente se pudo comprobar la “calidad” del RNA (no degradacién) mediante el
chip “RNA 6000 NanolLabChip” (Agilent, Palo Alto, CA, USA) empleando el
bioanalizador Agilent 2100 a través del cual podiamos determinar la integridad del
RNA mediante la visualizacién de las bandas de rRNA 18S y 28S.

3.2.2 RT-PCR.

Las RT-PCRs se llevaron a cabo en dos pasos; un primer paso consistente en
la retrotranscripcion de los RNA mensajeros (sintesis de cDNA), seguido de una
amplificacién selectiva mediante la técnica de la reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR).

En la sintesis de cDNA se utilizé el kit ImProm-II"™ Reverse Transcripcion
System (Promega) siguiendo las especificaciones del fabricante. Inicialmente se
desnaturalizé por calor una mezcla de 1 ug de RNA total y 0,5 ug del oligonucledétido
(dT)45 a 70 °C durante 5 min, tras lo cual se enfrio en hielo. Esta reaccion se afadio a
una mezcla preparada previamente que contiene 1yl de transcriptasa inversa ImProm-
™ 4 ul de buffer 5 X ImProm-lI™, MgCl, 1,5-8,0 mM, una mezcla de dNTP
(desoxinucleétidos tri-fosfato) 0,5 mM, 20 U del inhibidor de ribonucleasas
Recombinant RNasin® y agua libre de RNasas (ddH20 tratada con DEPC) hasta un
volumen final de 15 pl. La reaccion se sometié durante 5 min a 25 °C, lo que permitié
que el cebador anille con el RNA molde; posteriormente se incubé a 42 °C durante 1
hora, para que la transcriptasa sintetice el cDNA. Finalmente la transcriptasa inversa
se inactiva incubando 15 min a 70 °C las mezclas de reaccion. Para comprobar que la
sintesis de cDNA se realiz6 con éxito, se llevé a cabo una amplificacién por PCR de un
fragmento de cDNA correspondiente a un gen housekeeping, tal como el de la a-actina
de rata (numero de GenBank, NM_031144. rt-b-act-for:
AGCCATGTACGTAGCCATCC, y rt-b-act-rev: ACCCTCATAGATGGGCACAG; en la
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PCR se obtiene un fragmento esperado de 115 pb, el cual se expresa

constitutivamente en todos los tejidos.

Por su parte la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo con
el Kit PCR Master Mix (Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se
anadieron al tubo de reaccion una mezcla de reaccién (Tris-HCI 22 mM, pH 8.4, KCI
55 mM, MgCl, 1,65 mM, dNTPs 220uM y 22 U de Tag DNA polimerasa), 100 ng de
DNA y 0,2 ug de cada oligonucledtido especifico. En este caso y debido a la gran
proximidad filogenética de la ratéon (Mus musculus) con el hamster, hemos utilizado
unos cebadores disefiados a partir de la secuencia de cDNA del receptor opioide-like
de ratébn ya clonado (nimero de GenBanK: BC051982, mmORL1-F:
GTGGCTTTGCAGGGTGAC y mmORL1-R: GGGTGTAGATGGGCTCGTG) que nos
darian un producto de un tamafio esperado de aproximadamente 1178 pb. El volumen
final de reaccién fue de 25 pl y siempre se realizé una reaccion sin DNA molde como
control negativo. La reaccion de amplificacion se realizé en un termociclador Perkin
Elmer (Geneamp® PCR system 9700) utilizando el siguiente programa: 94 °C, 5 min;
35 ciclos (94 °C, 30 s; 54 °C, 30 s; 72 °C, 1 min); 72 °C, 10 min.

A continuacion, los productos de la PCR se sometieron a electroforesis en
geles de agarosa embebidos en TBE 1 X (para un litro: 10,8 g de Tris base, 5.5 g de
acido bérico, 0,4 ml de EDTA 0.5 M pH 8,0). Previamente, el producto de reaccion se
mezclé con tampon de carga que contiene dos colorantes, el xyleno-cianol y
bromofenol que migran aproximadamente con fragmentos de 50 y 0,5 kb
respectivamente en geles de agarosa al 0,8 %. Paralelamente, en los geles se incluy6
un marcador de peso molecular. La visualizacion del DNA tras la migracion se realizd
incubando el gel en una solucion de bromuro de etidio (0,5 pg/ml) durante 20 min. Este
colorante actua intercalandose entre las bases nitrogenadas del DNA y emite
fluorescencia al exponerse a la luz ultravioleta (Johnson y Grossman, 1977). El patrén
de migracion de fragmentos se registré con el sistema de documentacion de imagenes
GelDoc™ XR.
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3.2.3 Purificacién de los fragmentos amplificados por PCR.

Los fragmentos de DNA amplificados por PCR se visualizaron como bandas en
un gel de agarosa. Las bandas de interés se aislaron y se purificaron usando el
producto Concert Rapid Gel Extraction System (GibcoBRL), siempre siguiendo las
instrucciones del fabricante. Asi, la agarosa conteniendo el DNA se fundié a 60 °C
durante 15 min en tampén de solubilizacion (L1). Esta mezcla se afadioé a un cartucho
con una membrana especialmente disefiada para retener el DNA y se centrifugd 1 min
a 13000 rpm. El cartucho se incubé durante 5 min con tampén de lavado (L2), que
contiene etanol, y se centrifugdé dos veces durante 1 min a 13000 rpm. Finalmente, el

DNA se eluyo6 con tampdn TE pH 8 precalentado a 60°C.

3.2.4 Secuenciacion automatica de DNA.

Las reacciones de secuenciacion automatica de DNA se llevaron a cabo en el
servicio central de secuenciacion de la Universidad de Salamanca, que esta dotado de
un secuenciador automatico ABI Prism®. Para ello se mezclaron en un tubo eppendorf
5 ul de DNA plasmidico, que equivalen a 400-600 ng de DNA, con 3 ul de
oligonucledtido, que equivalen a 3 pmoles. Los resultados de la secuenciacion,
cromatograma y texto, fueron enviados por correo electrénico para ser analizados

posteriormente.

3.2.5 Anadlisis de las secuencias

El analisis de las secuencias recibidas desde el servicio de secuenciacion
automatica de la Universidad de Salamanca se realizé con los programas EditView
(ABI  Automated DNA Sequencer Viewer, Perkin Elmer) y Chromas 2.23
(Technelysyum Pty Ltd)

Otros programas informaticos han sido utilizados para el analisis de secuencias

de DNA y el disefio de oligonucledtidos (http://www.up.univ-

mrs.fr/~wabim/english/logligne.html; http://www.bioinformatics.org/sms/). La pagina del

NCBI (National Center for Biotechnology Information: http://www.ncbi.nim.nih.gov/) a
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través del programa BLAST o FASTA permitié comparar nuestras secuencias con las
encontradas en la base de datos Gen Bank. La pagina del EMBL (European

Bioinformatics Institute: http://www.ebi.ac.uk/), también sirvi6 para comparar

secuencias. Gracias al programa CLUSTALW (www2.ebi.ac.uk/clustalw) se realizaron
alineamientos de secuencias. El disefio de oligonucledtidos se realizé con ayuda del

programa Oligo4.05 Primer Analysis Software (National Biosciences, Inc).

3.3. Histologia.

3.31. Obtencion del material bioldgico.

Los animales utilizados para el estudio de los nucleos cerebrales, fueron
anestesiados con pentobarbital sédico (60 mg/ Kg de peso por via i.p.), comprobado
su estado arrefléxico, se procedid a perfundir los animales por via aodrtica. El proceso
de perfusion se realiza en dos fases, la primera es un lavado del arbol vascular,
empleando aproximadamente 150 ml de solucién Ringer libre de calcio (NaCl 0,85%,
KCI 0,025% y NaHCO; 0,02% en agua destilada, t¥ = 37 °C y el pH= 6,9 ajustado con
CO,). En la segunda fase se hace una fijaciéon de los tejidos, empleando para cada
animal 200 ml de paraformaldehido (4% en tampén fosfato [TF] 0,1 M, pH= 7,4, t3=
ambiente).Concluido el proceso de perfusion, se extrajo el cerebro sobre una placa de
hielo, se separaron las meninges, y se orientd el plano de corte, para que fuera similar
en todos los casos. Los cerebros se mantuvieron en sacarosa al 30% en solucion
amortiguadora de fosfato 0,1M, pH 7,4 (TF) durante 72 h a 4 °C para minimizar los

dafos por la posterior congelacion (crioproteccion).

Mediante el empleo de un micrétomo de congelacién (#HM430 Micron,
Heidelberg, Alemania), se obtuvieron secciones histolégicas de 40 um de grosor y de
forma seriada en el plano coronal. Las secciones histolégicas de cada cerebro se
recogen alternativamente en una serie de 4 pocillos en TF y se procesan por el

método de flotacion libre.
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3.3.2. Técnicas de tincién inmunohistoquimicas.

De la serie de cuatro pocillos, uno de ellos se proceso inmunocitoquimicamente
para visualizar la proteina del gen de expresion temprana c-fos, utilizado como un
indice muy confiable de la actividad neuronal, tanto espontanea como en respuesta a
la estimulacion transinaptica. ElI segundo pocillo se procesoé para la visualizacion del
receptor opioide ORL1. El tercer pocillo se proces6 con una mezcla de anticuerpos anti
ORL1 y anti FOS vy finalmente, en el cuarto pocillo los cortes de tejido cerebral fueron
objeto de tincion de Nissl (ver protocolo en Anexo) que utilizamos como referencia
citoarquitecténica, dado que esta tincion marca nitidamente todos los somas y las
sustancias tigroides en las neuronas, lo que nos permitié delimitar los nucleos
cerebrales con mayor facilidad y por tanto, facilitdé la ubicacion de las regiones
cerebrales donde observamos expresion de las proteinas de nuestro interés. Las
secciones de los tres primeros pocillos se incubaron durante 72 h a 4°C con anticuerpo
primario especifico en solucién TBS 0,05M; SFV 10%(6 leche en polvo 5%) y Tritdon-Tx
0,3% en pH 7,4.

- Para c-fos se utilizo sc-52 hecho en conejo, (# SC52, Santa Cruz Biotechnoogy,
Santa Cruz, CA, USA), dilucion 1/2500.

- Para ORL1 se utilizo el anticuerpo denominado KOR3 hecho en cabra (# N-19
SC9759 goat, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), dilucion 1/250.

Tras tres lavados con tampoén fosfato 0,1M y pH 7,4, realizamos la incubacién
en anticuerpo secundario biotinado durante una noche a 4°C. Para c-fos se hizo con
anti inmunoglobulinas G de conejo biotinado hecho en cabra (1/200 diluido en 0,3% de
Triton X- 100 (#T79284, sigma, St. Louis, MO, USA) y suero bovino fetal 1%. El
procedimiento se hizo en 10 ml de TBS-Tx pH7,4 afiadiendo una gota (50 microlitros)
de anticuerpo secundario (1/200 Biotinylated anti-Rabbit 1gG; #BA-1000, Vector Labs
Burlingame, CA, USA). Para KOR3 se empled suero anti IGg de cabra biotinado hecho
en conejo (1/200 diluido en 0,3% de Triton y suero bovino fetal 1%) (#BA-500, Vector
Labs).
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3.3.3. A) Preparacion del tejido para la observacién al microscopio optico.

Para visualizar los marcadores usados, se empleé el método de avidina-biotina,
conocido como sistema ABC (# PK 4000, Vector Labs.), que se basa en la elevada
afinidad que posee la molécula de avidina por la biotina, una de las mas altas que se
conoce (constante de disociacién 10™"° M). El principio del método consiste en el
empleo de un complejo formado, en nuestro caso, por la enzima peroxidasa, unida a
avidina por medio de moléculas de biotina. Sobre la base de la elevada afinidad de la
avidina por la biotina, el complejo se prepara de forma tal que, en la molécula de
avidina, quedan sitios libres para que se puedan unir mas moléculas de biotina, a
antisueros secundarios biotinados. De esta manera, para visualizar la presencia de un
determinado antigeno, hay que afadir un compuesto que al reaccionar con la enzima
peroxidasa, produzca una coloracion visible; para ello empleamos la 3,3°
diaminobencidina (DAB) que, en presencia de H,0,, se oxida y produce un precipitado

de color marron.

Por ultimo, montamos las secciones en laminas portaobjetos, deshidratadas en alcohol

y que fueron aclaradas en xileno y cubiertas con. Entellan®Neu.

B) Preparacién del tejido para la observacion al microscopio confocal.

El estudio a microscopia confocal requiri6 el empleo de anticuerpos secundarios
fluorescentes, unidos al fluorocromo Cy2 para visualizar ORL1 o al fluorocromo Cy5,
para visualizar la expresion de c-fos. De esta forma, las secciones de 40 um obtenidas
en el micrétomo de congelacién fueron recogidas en PB 0,1M pH 7,4. Transcurrida
una hora, incubamos las secciones en una solucidon que contenia un coctel de
anticuerpos primarios formado por el antisuero Anti-KOR y anti-Fos, tal y como se
describié en el apartado anterior. La incubacion en el céctel se realizé durante 48
horas a 4°C y en oscuridad. Después de varios lavados en TBS 0,05M pH 7,6
incubamos las secciones con un cocktail de anticuerpos secundarios, uno de ellos

unido al fluorocromo Cy2 (Ig G de ratén contra Ig G de cabra; #205-225-108 , Jackson,
dilucién 1/200) y otro al fluorocromo Cy5 (Ig G de burro contra Ig G de conejo; #711-

175-152, Jackson, dilucién 1/200) durante dos horas a temperatura ambiente y en
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oscuridad. Finalmente, montamos las secciones sobre portaobjetos con un medido de
“antidesvanecimiento” para la fluorescencia,. Sellamos el cubreobjetos con pegamento
y almacenamos las secciones protegidas de la luz y a 4°C hasta su estudio en el

microscopio confocal.

4. Analisis de las secciones histoldgicas.

4.1 Obtencion y procesamiento de las imagenes de microscopia éptica.

Las secciones se estudiaron, dibujaron y fotografiaron con un microscopio
Leica DMRB equipado con lentes objetivo Pan-Neofluar de 2,5x (A.N. = 0,07), 5x (A.N.
= 0,12), 10x (A.N. = 0,30), 20x (A.N. = 0,50), 40 x (A.N. = 0,70), y 100x de inmersioén
en aceite (A.N. = 1,40).

Las fotografias de las secciones fueron tomadas con una camara digital
Olympus DP-70 acoplada al microscopio. Una vez almacenadas las imagenes en un
ordenador, a fin de ajustar exclusivamente el brillo, el contraste y el equilibrio de color
de las ilustraciones, cada documento digital fue tratado con el programa Adobe
Photoshop 7.0.1 (Adobe Systems).

Los esquemas de las zonas de inyeccidn y la composicion de las distintas
figuras fueron elaborados con el programa Canvas 7.0. Se utilizé el atlas estereotaxico
de cerebro para hamster dorado (Lawrence y cols., 2001) y las planchas seriadas
procesadas histoquimicamente para visualizar la acetilcolinesterasa empleadas de
rutina en el laboratorio (Fuentes-Santamaria, 2002) como modelos para ordenar

caudo-rostralmente las secciones y como referencias citoarquitectonicas.

Todas las imagenes fueron combinadas y maquetadas para formar planchas
con la ayuda del programa Canvas 7.0. En algunos casos, dibujamos los contornos de
las secciones en una distribucion rostro-caudal a fin de plasmar esquematicamente los
resultados de los experimentos. Finalmente, las imagenes y planchas fueron impresas

con una impresora de inyeccién de tinta Phaser 750DX.
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4.2 Obtencion y procesamiento de las imagenes de microscopia confocal.

Las secciones fueron examinadas bajo un microscopio de epifleorescencia
(Leica Aristoplan; Leica Microsystems, Bensheim, Alemania) equipado con los filtros
apropiados para observar los siguientes fluorocromos, cianidina 2 (Cy2) y cianidina 5
(Cy5) o mediante un microscopio de laser confocal (Leica TCS SP2; Leica
Microsystems, Mannheim, Germany) acoplado a un microscopio Leica DM IRE2
invertido con laser de argén y de helio-nedn con capacidad de proporcionar longitudes
de onda de excitacion de 458, 476, 488, 543, 568 y 650 nm. Los fluorocromos Cy2 y
Cy5 fueron detectados secuencialmente plano por plano mediante un sistema de filtros
opticos, usando una longitud de onda de 488nm para excitar el Cy2 y de 650 nm para
el Cy5. El contraste de fondo fue controlado y ajustado para la maxima sensibilidad en
el rango de cada longitud de onda. Las imagenes fueron codificadas en verde para el
Cy2 y en azul para Cy5. Empleamos el objetivo de inmersion en aceite
PlanApochromat 63X que proporciona una resolucion de aproximadamente ~150 nm
en el plano X-Y y ~300 nm a lo largo del eje Z. Ademas, usamos varios aumentos
digitales hasta 1,58X. Finalmente, el brillo, el contraste y el color fue ajustado para
todas las imagenes mediante el programa Leica Confocal 2.61 y el programa Adobe
Photoshop 7.0.1 (Adobe Systems).

5. Anadlisis estadistico

Los datos para comparar el numero de células neuronales que expresan c-fos
tras una estimulacion auditiva fuerte se analizaron con el programa Graph Pad Prism.
Se utilizo el estadistico t - de Student, se obtuvieron las medias, la desviacién estandar
y el error estandar de cada grupo estudiado. Se trabajo con un intervalo de confianza
del 95%, 2 grados de libertad y niveles de significancia de p < 0,05 y p < 0,01. La

comparacion se realizo entre los controles y los GASH:Sal.
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1. Caracterizacion molecular del receptor opioide en el hamster dorado
(Mesocricetus auratus)

Hasta el momento la caracterizacion molecular completa del receptor opioide

like (ORL1) ha sido demostrada en distintas especies de vertebrados mediante

clonacion (Tabla 2). Concretamente, este gen se conoce en los mamiferos (raton,

humano, rata, jabali y perro), aves (pollo), anfibios (triton y dos especies de rana), y en

el pez teledsteo cebra.

VERTEBRATE

MAMMALIA
Mus musculus

Homo sapiens

Rattus
norvegicus

Sus scrofa
Canis familiaris

AVES
Gallus gallus
AMPHIBIAS

Taricha

granulosa
Rana pipiens

Xenopus laevis

TELEOSTEI
Danio rerio

Nombre comin Nombre gen

raton mmORL
humano hsORL
rata rnORL
jabali ssORL
perro cfORL
pollo ggORL
tritén tgORL
rana rpORL
Rana africana xIORL
Pez cebra zfORLA1
zfORL2

N° GenBank

AAHS50885.1
CAC17003.2

AAN77720.1

NP_999341.1

XP_543110.2

XP_417424.2
AAU26067.1
AAR08905.1

AAP35234.1

NP_991152.1

XP_685416.1

References

Nishi y col., 1994

Mollereau y col.,
1994
Cheny col.,
1994 ; Bunzow y
col., 1994 ; Wang
y col., 1994 ;
Wick y col.,
1994; Fukuda y
col., 1994
Osinski y col.,
1999

Walthers y col.,
2005

-Rivas-
Boyero2003
-Rivas Boyero
2003

Tabla 2. Especies de vertebrados donde se ha caracterizado molecularmente el receptor opioide like.
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En base a estos datos y empleando las bases de datos disponibles en internet
de secuencias correspondientes al gen ORL1 clonado en distintas especies,
concretamente el trascrito ORL1 de ratdon, disefiamos cebadores hipotéticamente
especificos a su homoélogo-ortélogo en el hamster. Asi, seleccionamos una pareja de
oligonucledtidos que amplificarian la totalidad de la regién codificante de este gen de
forma que a partir de la secuencia nucleotidica resultante obtuviéramos el marco de

lectura adecuado que traduciria la putativa proteina.

Seguidamente optimizamos las condiciones de RT-PCR utilizando los
mencionados oligonucledtidos y mRNAs, previamente extraidos y purificados,
procedentes de distintas regiones cerebrales de hamster (Mesocricetus auratus) y
cerebro de rata, éste ultimo utilizado como control positivo. Como resultado de esta
técnica amplificamos un producto de PCR mayoritario que sometido a electroforesis en
gel de agarosa al 1 %, resultd tener un tamafio de 1104 pares de bases, muy similar al

tamano esperado en el caso de amplificacion utilizando el control positivo (Figura 7).

Figura 7.- RT-PCR sobre mRNA de cerebro de hamster y rata (Control positivo) con los oligonucleétidos
rnORL-for y rnORL-rev. Imagen obtenida mediante fotografia bajo luz ultravioleta de un gel de agarosa al
1 % tefiido con bromuro de etidio (imagen invertida). En el carril de la derecha se muestra el patrén de
peso molecular con los tamafios en pares de bases.
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A continuacién se procedi6 a aislar el producto de PCR mayoritario del gel de
agarosa para su purificacién en columnas de cromatografia y posterior analisis de su
secuencia mediante secuenciacion automatica. La secuenciaciéon del fragmento
amplificado por RT-PCR mostré que contenia una secuencia de 1104 pb que podia
codificar un marco de lectura abierto de 367 aminoacidos (Figura 8). Esta proteina
contenia una estructura primaria analoga a la descrita en los receptores opioides, con
siete dominios hidrofobicos, que es la caracteristica comun de la mayoria de los
receptores que se acoplan a proteinas G, como son los mismos receptores opioides
(Chen y col., 1994). También, este receptor se estimd que tenia un peso molecular
tedrico aproximado de 40.56 kDa y contenia los mismos residuos aminoacidicos (367)
identificados en ORL1 de rata (Wick y col., 1994; Chen y col.,1994; Wang y col.,1994;
Bunzow y col.,1994; Fukuda y col.,1994; Lachowicz y col.,1995) y ratén (Nishi y
col.,1994; Pan y col.,1996). Adicionalmente, tanto la secuencia nucleotidica como la
aminoacidica presentaban una muy alta homologa a todos los genes ortélogos y
proteinas ORL1 descritos hasta el momento en distintas especies de vertebrados.
Concretamente, a nivel de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas nuestra
secuencia presentaba una homologia del 92-93 % y 97-98 % con la de las especies,

rata y ratén (Figuras 9y 10).

Por todo lo descrito anteriormente, nosotros podemos concluir que el transcrito
secuenciado se corresponde con el del receptor opioide like de hamster, M. auratus
(maORL), y su secuencia ha sido depositada en las bases de datos de EMBL-GenBank

con el numero de acceso (numero de GenBank EF517496).
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atggagtccctctttcctgccccattctgggaggtcttgtatggcagccactttgaaggc

M E S L F P A P F W L Y G s H F 20
.

aacctgtccctcctaaacgagactgtaccccaccacctgectgetcaatgctageccacagt

N L S L L N E T V P HHUL L L N A S H S 40

gccttectgecccttggactcaaggtcaccatcgtggggetctacttggectgtgtgeatce
A F L P L G L K VvV T I V G L Y L A V C I 60

ggggggctgctggggaactgectegtcatgtatgtcatectcaggcataccaagatgaag
G 6 L L. G N C L V M Y V I L R HT K M K 80

acagctaccaacatttatatatttaatctggcactggctgataccctggtcttgetgaca
T A T N I ¥ I F N L A L A D T L V L L T 100

ctgcccttecagggcacagatatcttattgggettttggeegtttgggaatgecactatge
L P F Q G T b I L L G F W P F G N A L € 120

aagactgtcatcgctattgactactacaacatgttcaccagcactttcaccctgactgec
K T v I A I D Y Y N M F T S T F T L T A 140

atgagtgtagaccgttatgtggccatctgeccaccctatecgtgeccttgatgtteggaca
M S V D R Y V A I C H P I R A L D V R T 160
* °

tccagcaaagcccaggctattaatgtggeccatatgggecctggettcagtggttggtgtt

S S K A Q A I N V A I W A L A S V V G V 180
*  *
cctgttgccatcatgggctcagcacaagtggaggatgaagagatcgaatgcctggtggag

P v A I M G S A Q V E D E I cC L 200

atccctgccececctcaggactactggggcccecegtgtttgecatectgecatcttecttttttece
I P A P Q D Y WG P V F A I C I F L F s 220

ttcatcatccctgtgctgatcatctctatctgectacagectcatgatteggeggeteegt
F I T P V L I I S I € Y S L M I R R L R 240

ggtgtcegtetgetttecaggecteccgagagaaggaccggaacctgeggegtatcacacgg

G VvV R L L S G S R E K D R NL R R I T R 260
* *

ctggtgctggtggtggttgetgtgtttgtggtetgetggacaccegtgcaagtetttgtyg

L v L v. Vv. VvV AV F vV vV C W T P V Q V F V 280

ttggtccaaggactgggtgttcagccaggcagtgaggcggcagtagccatcctgcgcttt
L V Q G L G V 09O A vV A I L R F 300

tgcacagccctgggctatatcaacagctgectcaaccccattetctatgetttecctggat

¢c T A L G Y I N S C L N P I L Y A F L D 320
[ ]

gagaactttaaggcctgctttagaaagttctgctgtgcttcageccttgecaccgggagatg

E N F K A C F R K F € C A S A L H R E M 340

caggtttctgaccgtgtgecgcagcattgeccaaggatgtgggecttgettgecaagacttet

Q vV s D R V R S I A K D V G L A C K T S 360
* *

gagacagtaccacggccggcatga

E T v P R P A - 367

60

120

180

240

300

360

420

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1104

Figura 8. Secuencia nucleotidica del cDNA del receptor opioide-like de hamster (maORL) y prediccion de
su secuencia aminoacidica. Cada uno de los siete dominios transmembrana y los tres lazos extracelulares
se marcan en gris y subrayados, respectivamente. Los tres sitios potenciales de N-glicosilacion (Asn-Xaa-
Ser/Thr) se muestran en amarillo; un par de residuos Cys conservados en los lazos extracelulares 1y 2
que pueden conectarse mediante la formacién de un puente disulfuro se indican en verde y tres residuos
de Cys susceptibles de sufrir palmitoilacién se marcan en azul. Por su parte, los sitios de fosforilacion
(7/2/3) serina (*), treonina (f) y tirosina (A) fueron tambien detectados en la secuencia aminoacidica

deducida.
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maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

mmORL1
rnORL1
maORL1

CCTGCCTGCCTTTCTGCTAAGCATTAGGGTCTGTTTTGGCCCAGCTTCTGAAGAGGTTGT

GTGTGCTGTTGGAGGAACTGTACTGAGTGGCTTTGCAGGGTGACAGCATGGAGTCCCTCT
-ATGGAGTCCCTCT
-ATGGAGTCCCTCT

FkFxhrTIIIITIK

TTCCTGCCCCATTCTGGGAGGTCTTGTATGGCAGCCACTTTCAAGGGAACCTGTCTCTCC
TTCCTGCTCCATACTGGGAGGTCTTGTATGGCAGCCACTTTCAAGGGAACCTGTCCCTCC

60

120
13
13

180
73

TTCCTGCCCCATTCTGGGAGGTCTTGTATGGCAGCCACTTTGAAGGCAACCTGTCCCTCC 73
raraAi) ey g

TAAATGAGACCGTACCCCATCACCTGCTCCTCAATGCTAGCCACAGTGCCTTCCTGCCCC
TAAATGAGACCGTACCCCACCACCTGCTCCTCAATGCTAGTCACAGCGCCTTCCTGCCCC
IQQQCGAGACTGTACCCCACCACCTGCTGCTCAATGCTAGCCACAGTGCCTTCCTGCCCC

TTGGACTCAAGGTCACCATCGTGGGGCTCTACTTGGCTGTGTGCATCGGGGGGCTCCTGG
TTGGACTCAAGGTCACCATCGTGGGGCTCTACTTGGCTGTGTGCATCGGGGGGCTCCTGG
TTGGACTCAAGGTCACCATCGTGGGGCTCTACTTGGCTGTGTGCATCGGGGGGCTGQI&&

GGAACTGCCTCGTCATGTATGTCATCCTCAGGCACACCAAGATGAAGACTGCTACCAACA
GGAACTGCCTCGTCATGTATGTCATCCTCAGGCACACCAAGATGAAGACAGCTACCAACA
GGAACTGCCTCGTCATGTATGTCATCCTCAGGCATACCAAGATGAAGACAGCTACCAACA

TTTACATATTTAATCTGGCACTGGCTGATACCCTGGTCTTGCTGACACTGCCCTTCCAGG
TTTACATATTTAATCTGGCACTGGCTGATACCCTGGTCTTGCTAACACTGCCCTTCCAGG
IIIQTATATTTAATCTGGCACTGGCTGATACCCTGGTCTTGCTGACACTGCCCTTCCAGG

GCACAGACATCCTTCTGGGCTTCTGGCCATTTGGGAATGCACTGTGCAAGACGGTCATTG
GCACAGACATCCTACTGGGCTTCTGGCCATTTGGGAATGCACTCTGCAAGACTGTCATTG
GCACAGATATCTTATTGGGCTTTTGGCCGTTTGGGAATGCACTATGCAAGACTGTCATCG

CTATCGACTACTACAACATGTTTACCAGCACTTTCACTTTGACTGCCATGAGTGTAGACC
CTATCGACTACTACAACATGTTTACCAGCACTTTTACTCTGACCGCCATGAGCGTAGACC
CTATTGACTACTACAACATGTTCACCAGCACTTTCACCCTGACTGCCATGAGTGTAGACC

kK KkhIIIK

GTTATGTAGCTATCTGCCACCCTATCCGTGCCTTTGATGTTCGGACATCCAGTAAAGCCC
GCTATGTGGCTATCTGCCACCCTATCCGTGCCCTTGATGTTCGGACATCCAGCAAAGCCC
ETTATGTGEQCATCTGCCACCCTATCCGTGCCCTTGATGTTCGGACATCCAGCAAAGCCC

AGGCCGTTAATGTGGCCATATGGGCCCTGGCTTCGGTGGTTGGTGTTCCTGTTGCCATCA
AGGCTGTTAATGTGGCCATATGGGCCCTGGCTTCAGTGGTTGGTGTTCCTGTTGCCATCA
QEEQTATTAATGTGGCCATATGGGCCCTGGCTTCAGTGGTTGGTGTTCCTGTTGCCATCA

TGGGCTCAGCACAAGTGGAGGATGAAGAGATCGAGTGCCTGGTGGAGATCCCCGCCCCTC
TGGGTTCAGCACAAGTGGAAGATGAAGAGATCGAGTGCCTGGTGGAGATCCCTGCCCCTC
IEEQCTCAGCACAAGTGGAGGATGAAGAGATCGAATGCCTGGTGGAGATCCCTGCCCCTC

AGGACTATTGGGGCCCTGTATTTGCCATCTGCATCTTCCTTTTTTCCTTCATCATCCCGG
AGGACTATTGGGGCCCTGTATTCGCCATCTGCATCTTCCTTTTTTCCTTCATCATCCCTG
AGGACTACTGGGGCCCCgIGIITGCCATCTGCATCTTCCTTTTTTCCTTCATCATCCCT&

TTCTGATCATCTCTGTCTGCTACAGCCTCATGATTCGACGACTTCTTGGTGTCCGGCTGC
TGCTGATCATCTCTGTCTGCTACAGCCTCATGATTCGACGACTTCGTGGTGTCCGTCTGC
TGCTGATCATCTCTATCTGCTACAGCCTCATGATTCGGCGGCTCCGTGGTGTCCGTCTGC
* KKk Khhk Kk KhkAhkhhkhkk hkkk

TTTCAGGCTCCCGAGAGAAGGACCGGAACCTGCGACGCATCACACGGCTGGTACTGGTAG
TTTCAGGCTCCCGGGAGAAGGACCGAAACCTGCGGCGTATCACTCGACTGGTGCTGGTAG
TTTCAGGCTCCCGAGAGAAGGACCGGAACCTGCGGCGTATCACACGGCTGGTGCTGGTGG

TTGTGGCTGTGTTTGTGGGCTGCTGGACACCTGTGCAGGTCTTTGTCCTGGTTCAAGGAC
TGGTGGCTGTGTTTGTGGGCTGCTGGACGCCTGTGCAGGTGTTTGTCCTGGTTCAAGGAC
IGEITGCTGTGTTTGTGGTCTGCTGGACAgSCGTGCAAEICTTTGTGTIEEICCAAGGAC

TGGGTGTTCAGCCAGGTAGTGAGACTGCAGTAGCCATTCTGCGCTTCTGCACAGCCCTGG
TGGGTGTTCAGCCAGGTAGTGAGACTGCAGTTGCCATCCTGCGCTTCTGCACAGCCCTGG
TGGGTGTTCAGCCAGGCAGTGAGGgGGCAGTAGCCATCCTGCGCTTTTGCACAGCCCTGG

GCTATGTCAACAGTTGTCTCAATCCCATTCTCTATGCTTTCTTGGATGAGAACTTCAAGG
GCTATGTCAACAGTTGTCTCAATCCCATTCTCTATGCTTTCCTGGATGAGAACTTCAAGG
GCTATATCAACAGCIECCTCAACCCCATTCTCTATGCTTTCCTGGATGAGAACTTT&QEQ

CCTGCTTTAGAAAGTTCTGCTGTGCTTCTGCCCTGCACCGGGAGATGCAGGTTTCTGATC
CCTGCTTTAGAAAGTTCTGCTGTGCTTCATCCCTGCACCGGGAGATGCAGGTTTCTGATC
CCTGCTTTAGAAAGTTCTGCTGTGCTTCAGSETTGCACCGGGAGATGCAGGTTTCTGACQ

GTGTGCGCAGCATTGCCAAGGATGTAGGCCTTGGTTGCAAGACCTCTGAGACAGTACCAC
GTGTGCGGAGCATTGCCAAGGATGTTGGCCTTGGTTGCAAGACTTCTGAGACAGTACCAC
GTGTGCGCAGCATTGCCAAGGATGTGGGCCTTGCTTGCAAGACTTCTGAGACAGTACCAC

GGCCGGCATGACTAGGCGTGGACCTGCCCATGGTGCCTGTCAGTCCACAGAGCCCATCTA
GGCCAGCATGA
GGCCGGCATGA.
Fekk RRAKIK

CACCCAACACGGAGCTCACACAGGTCACTGCTCTCTAGGTTGACCCTGAACTGAGCGTCT

240
133
133

300
193
193

360
253
253

420
313
313

480
373
373

540
433
433

600
493
493

660
553
553

720
613
613

780
673
673

840
733
733

900
793
793

960
853
853

1020
913
913

1080
973
973

1140
1033
1033

1200
1093
1093

1260
1104
1104

1320

Figura 9. Comparaciéon de la secuencias nucleotidicas codificantes parciales correspondientes a los
transcritos ORL1 caracterizados en distintas especies realizado mediante el programa ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Los asteriscos (*) indican nucleétidos idénticos en todas las especies. Se
sefalan en amarillo las secuencias de los oligonucledtidos mmORL1-for y mmORL1-rev y la posicion en la
que se encuentran dentro de la secuencia conservada.
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maORL1 MESLFPAPFWEVLYGSHFEGNLSLLNETVPHHLLLNASHSAFLPLGLKVTIVGLYLAVCI 60
rnORL1 MESLFPAPYWEVLYGSHFQGNLSLLNETVPHHLLLNASHSAFLPLGLKVTIVGLYLAVCI 60
mmORL1 MESLFPAPFWEVLYGSHFQGNLSLLNETVPHHLLLNASHSAFLPLGLKVTIVGLYLAVCI 60
hohkkkkhkkk sk hhhhhhhk ok h kAR AR Ak hhhhhhkhhkk kA Ak kkkkhkhhhkhkhkk kA Ak * %
maORL1 GGLLGNCLVMYVILRHTKMKTATNIYIFNLALADTLVLLTLPFQGTDILLGFWPFGNALC 120
rnORL1 GGLLGNCLVMYVILRHTKMKTATNIYIFNLALADTLVLLTLPFQGTDILLGFWPFGNALC 120
mmORL1 GGLLGNCLVMYVILRHTKMKTATNIYIFNLALADTLVLLTLPFQGTDILLGFWPFGNALC 120
L T xs
maORL1 KTVIAIDYYNMFTSTFTLTAMSVDRYVAICHPIRALDVRTSSKAQAINVAIWALASVVGV 180
rnORL1 KTVIAIDYYNMEFTSTFTLTAMSVDRYVAICHPIRALDVRTSSKAQAVNVAIWALASVVGV 180
mmORL1 KTVIAIDYYNMEFTSTFTLTAMSVDRYVAICHPIRALDVRTSSKAQAVNVAIWALASVVGV 180
Kohkkkkkkhkkkkkhkhkkkkkkhkkkkkkkkkkkkhkkkkkkhhkkk s hkkkkkkkkkkk
maORL1 PVAIMGSAQVEDEEIECLVEIPAPQDYWGPVFAICIFLFSFIIPVLIISICYSLMIRRLR 240
rnORL1 PVAIMGSAQVEDEEIECLVEIPAPQDYWGPVFAICIFLFSFIIPVLIISVCYSLMIRRLR 240
mmORL1 PVAIMGSAQVEDEEIECLVEIPAPQDYWGPVFAICIFLFSFITIPVLIISVCYSLMIRRLR 240
Kok ok kk kR Rk Rk hhhkhhkhkhkh kA AR ARk khhhhhhkhkhk kA Ak kA kkhk kK .k hkkkk Ak k* %
maORL1 GVRLLSGSREKDRNLRRITRLVLVVVAVFVVCWTPVQVFVLVQGLGVQPGSEAAVAILRF 300
rnORL1 GVRLLSGSREKDRNLRRITRLVLVVVAVFVGCWTPVQVFVLVQGLGVQPGSETAVAILRF 300
mmORL1 GVRLLSGSREKDRNLRRITRLVLVVVAVEVGCWTPVQVFVLVQGLGVQPGSETAVAILRE 300
L R e s
maORL1 CTALGYINSCLNPILYAFLDENFKACFRKFCCASALHREMQVSDRVRSIAKDVGLACKTS 360
rnORL1 CTALGYVNSCLNPILYAFLDENFKACFRKFCCASSLHREMQVSDRVRSIAKDVGLGCKTS 360
mmORL1 CTALGYVNSCLNPILYAFLDENFKACFRKFCCASALHREMQVSDRVRSIAKDVGLGCKTS 360
Kohkhkkk chhhhkhkhhhkhhkkkhkhhhkkkkkkkhkkhkkk s kkkkkkhhkkkkkkhkkkkk  Kkkk*
maORL1 ETVPRPA 367
rnORL1 ETVPRPA 367
mmORL1 ETVPRPA 367

*kkkkkk

Figura 10. Comparacioén de los receptores ORL1 caracterizados entre las especies hamsters , ratén y rata
mediante el programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Con asterisco (*) se indican los residuos
idénticos, con dos puntos (:) un cambio conservativo y con un punto (-) un cambio semiconservativo.

2. Comparativa y analisis filogenético del receptor ORL1 de hamster.

Como muestra la figura 11A, hemos realizado una comparativa de las secuencias
proteicas de ORL1 caracterizadas hasta el momento en distintas especies de
vertebrados. En general, la mayor homologia entre todos los receptores opioides se
presenta en los dominios transmembrana y en los lazos intracelulares, que se
consideran implicados en el acoplamiento del receptor a proteinas G (Merkouris et al.,
1996; Meunier, 1997). La homologia es menor en los lazos extracelulares y en los
dominios N-terminal y C-Terminal. Podemos destacar que el receptor maORL discrepa
unicamente en siete residuos aminoacidicos al compararlo con los demas receptores
ORL1 de las otras dos especies rata y raton (ver también Figura 10). Especificamente,
las substituciones Glu-GIn (posicién 19) en el dominio N-terminal, lle-Val (posiciones
167, 230 y 307) en el cuarto, quinto y séptimo dominio transmembrana, Val-Gly
(posicion 271) en el sexto dominio transmembrana, y Ala-Gly (posicion 356) en el

extremo carboxilo no deben producir cambios significativos a nivel funcional. Por lo
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tanto, nosotros podemos concluir que las caracteristicas funcionales del receptor

ORL1 de hamster deben ser similares, a la de otras especies murinas.

Finalmente, como muestra la figura 11B, hemos generado un filograma
del receptor ORL1 utilizando el método de “neighbor-joining” (Saitou y Nei,
1987) con el programa MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004). En esta figura se
muestran claramente, como hemos indicado anteriormente, los tres grandes
clados, desde el grupo mas ancestral al mas actual, el grupo de peces
teledsteos, representado exclusivamente por dos formas génicas de ORLA1, el
grupo de anfibios junto con la unica especie de ave (pollo), y el grupo de
mamiferos, con el subclado de especies murinas, donde se localiza el receptor

ORL1 de hamster caracterizado en este trabajo.
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[A]
N-terminal ™1 IL1 T™2 EL1
#maORL ---——————- --— MESLFPAP FWEVLYGSHF EGNLSLLN-- -ETVPHHLLL NASHSAFLPL GLKVTIVGLY LAVCIGGLLG NCLVMYVILR -HTKMKTATN BIYIFNLALAD TLVLLTLPFQ GTDILLGFWP FGNALCKTVI
#SSORL ——————————= == L. .. PL Q...... SPN HSLL.P.... ... .G.oo.. coooaoo. e e e eeaaaaan AL, SV ol A.
#CFORL —————————— —— . i iiaaaa- LQ...... SPN HSLL . PT. .. o G i i i ie eimmaeae maaaaaan e e eeeeee aeeeaaeaa- ...V ................
#hsORL -—-——————- - Y U [P E O TR SPN HSLL.P.... ... .Gooois oo B m e e e e e e e e eeeamn e e aeeean meeeeaaaan
H#MMORL —————————— —— . L ..o-. Q.- P o e e e e e e e e e e e e e e eeeeaaaaaa e e e e e e e et e e e eemeaan eeeaaaaan
#rnORL —————————— ——_ ... .. ) 25 Qi mm M e e e e e e eaeaeaan m e e e e e e e e eeeamn e e aeeean meeeeaaaan
#XIORL ———————mmm oo MDLS.AE.FE AAY.RE. LKN VSLSELSNFY STGDR. ... -bl..... W. .. WLolVe AL Vo =Y i e A...V.o.... R =V [ VAR VW
#rpORL —-———————m— —— MDLP.SDAF. QVD.LRELLL N-GSFNDS.F .STGDR...F .VQ....WW. _1..W..V. __A_.._. Vo =Y i Ao Moo... PR |7 I 1A.
#EQORL ——————mmm = ———— MDPHFS IPSFEASYLS KLLNDSSVMN LS.L.SGWYF .STSDT.... .l.L...IV. _1..VL..V. __A..F..V. =Y. oo A...V.o.... R | S .. VoLl IAL
#9gORL - ————————— ———— MDPLF. AHILEDPDLR KLLNDSSMLN LSFL.SNWFN .GTGDS.... SI.l...W. Sl...V..V. _.S..... Vo =Fo e e ..C.M..... R | .. VoLl IAL
#ZORL1 -—--————mm M EFPNDSIGFT DPRHFH.YNE SLFQNNFS-T FNESDS.F.K _F_.l1..AW. MI._.W..V. ... .... I AL.AL... o VR ol V.V
#ZORL2 ——————mmmm mmmmm e e MELV .LSYVQQMFN DSRFQGN.SA LDEVDEP..R SA_.1...VWV. .1..W._..V. _....... e AL AL ... VA I ..LP...A.V
T™3 1L2 T™4 EL2 TM5 1L3
#maORL AIDYYNMFTS TFTLTAMSVD RYVAICHPIR ALDVRTSSKA QAINVAIWAL ASVVGVPVAI MG- SAQVE D EEIECLVEIP APQDYWGPVF AICIFLFSFI IPVLIISICY SLMIRRLRGV RLLSGSREKD RNLRRITRLV
#SSORL . ......... A e s Y B I e e e eae e Y V oL 12
HCTORL L oot i e e eeeaeaan SV el e e e T e et e V.. ..............................
HhSORL L i iii iii aeeeeeen e e eaaaaaan SV el e e e T i Y
31111110 T e e e e e e e e et e eeeaa e Ve e et e
HIrNORL L it i e e e eaaaeaan SV el e S e et e e e e e eeaaaan Vo e e e
#XIORL .. ........ ... Moo ool VK _..1..PH.. KV...C..I. FI_1..MV __.-_._EM.-N D...... Q.. P.EH..D... G..V..... V oo L L
#rpORL ... ... Moo oo, VK _..1..PH.. KW..C..I. FI_.1..MV _.-__EMD-S .G...M.QL. D.EH..E... GS.V.M...V _..... Teoor e KK. oV s i o
H#EQORL ..ol ... Moo oobooo.. VK _..l..PH.. KI...C.... o.MV L-__EM.-N N.V_....Q.. V.E...D... G..V.V...V R KN. Voo Koo oo,
#99ORL S. .. ... ... Moo oo, K ...l..PH.. KW..C.... ...F.I.AMV __-__EN.-N N..D..IKL. S.V...D... G..V_..... M oo L KN. V... Koo coooo... M
#zORL1 S......... Voo VoMo Coo.Voo VK L. M_._.PH.. KW.ICV.V. ..Al.._AMV L.DVE.DNGE -S...ILVL. D.RS..D... GT.V..L..L ...A_..V Y I M
#zORL2 ... ....... V2% VAR Y VR S T...PLR. KL....V.V. ..A..L.AM. _.QVEK-DDH DGA..M.SL. E.RKH.DR.. MM.V..... L ooo.o... \" G..V....S. Voooooooo oo... YM
T™M6 EL3 ™7 C-terminal
#maORL LVVVAVFVVC WTPVQVFVLV QGLGVQPG-- SEAAVAILRF CTALGYINSC LNPILYAFLD ENFKACFRKF CCASALHREM QVSDRVRSIA KDVGLACKTS ETVPRPA--- ----
#SsSORL ........ [ —— .T...Vooo Lool.. Vo it e ...PTRR... .. ....... B
#CFORL . ....... [ — .T...Vooo LooL.. V... .................... B o B
#hsORL ........ [ A ... S—— Tl el Vo e e e R.DV oot J S ettt
#mMmMORL . ....... L —— T .. Ve e e e e e e e et e eameaae aeaan [ it
#rnORL . ....... [ —— T Vo it e S e e [ it
#XIORL M...... . ...l _S..AK.D-- DLK....H. _01....V..S ... .Vo_..... ...... K.. _FPA FRP.L .M_.N.MC... ...AY..._.l. DGPNN..--- —---
#rpORL . ...... . ... I.... _N..AK.D-- .DVK....L. _l....... S ...Vl . K.. .FP..FRP.L .M_N.MC... ...AY...N. DGPNN..--- —-——-
#EQORL . ....... . oo bl C..AK.D-- ... K.Vo.H. (b . Vo.S il ciiiaaaaan _.FPA_FRS.L _.M_N.MC... ...AY...N. DGTNN..--= —=—-
#9gORL .. ..... . _..1.1.... .C..AKAE-- _.LEL..SC. ...... S K.. .FPT.FRT.L .M.N.MC... ...AY...N. .GTNN..--- ———-
#zORL1 ..... A.... _..1.IMA_A _S..FNLA-- _VQT.VFMH. _1....V..S ...V...... ....R...E. _HP_.RFGIDA .Q.G.M.H.T RE.AFN...T DGNSN..--- —---
#zORL2 .S... A..F. M.__.LA.I _A__HVELGA _QSSM_.AMH. .l1....A... ...V...... ....R..HE. _IPANSDLFL EDQRKRSLRQ GRECAELEEK .V. IYHCAAP VLAD
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[B]

cfORL

66 ssORL

hsORL
100 0.02

—— maORL1
0.02 mmORL
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tgORL

507 rpORL
98 :
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zORL1

0.02
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Figura 11. ClustalW [A] y filograma [B] generado mediante el método “neighbour-joining” (programa
MEGAS3.1, Kumar y col., 2004) al realizar un alineamiento de las secuencias aminoacidicas de distintos
receptores opioides-like (ORL1). Cada uno de los siete dominios transmembrana (TM1-7) se sefialan en
amarillo, por su parte también se indican el extremo amino-terminal (N-terminal), los tres lazos
extracelulares (EL1-3), los tres lazos intracelulares (IL1-3) y el extremo carboxilo-terminal (C-terminal),los
puntos indican aminoacidos idénticos en la misma posicién observada en la secuencia de maORL y las
rayas ausencia de aminoacidos. En el filograma se resalta el receptor ORL1 de hamster (maORL1)
caracterizado en este trabajo y el resto de la nomenclatura que se emplea para definir cada receptor
ORL1 con su especie es necesario ver la tabla 2. Por su parte, la numeracién con decimales representa la
distancia entre los distintos nodos y la numeraciéon en cada nodo indica el porcentaje de veces que de

1000 réplicas del agrupamiento las ramas se separan de igual forma.
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3. Estudio histoquimico post-crisis en la region troncoencefalica del

cerebro de los hamsters GASH/Sal, de la proteina Fos y ORL1.

Para la localizacién de la expresion de la proteina Fos y el receptor ORL1 fue
necesario, un trabajo previo de identificacion de los nucleos cerebrales de la region
troncoencefalica en los hamsters. En el presente trabajo se cartografiaron los cortes
cerebrales obtenidos de hamsters utilizando el patron de cortes ordenados e
histoquimicamente tefidos para visualizar acetil- colinesterasa de Fuentes-Santamaria
(2002) (ver anexo 2) y el Atlas estereotaxico de Morin y Wood(2001) para hamsters

(ver secciones utilizadas en anexo 1).

Las actividades funcionales del SNC pueden ser mapeadas monitorizando la
expresion de genes tempranos como c-fos. El gen c-fos produce una proteina
denominada Fos, la cual actia como factor de transcripcion controlando el paso del
ADN a ARNm. Generalmente, la expresiéon de c-fos en las células es muy baja y se
activa por un estimulo, por ejemplo un estimulo acustico o un agente estresante
(Matsuda y cols.1996). La expresion de c-fos ha sido ampliamente utilizada como
marcador bioquimico de la actividad neuronal, de modo que un aumento en la
expresion de la proteina se entiende como debida a un aumento de las aferencias
sobre la poblacion neuronal estudiada. En nuestro caso, quisimos saber si el
desencadenamiento de las crisis genera cambios en la expresion de la proteina y por
lo tanto detectar las regiones cerebrales con alta actividad neuronal, tras el desarrollo
de la crisis inducida en los hamsters GASH:Sal comparandolo con los hamsters
control, a los que también se les estimulé con ruido blanco a la misma intensidad
acustica, 90 dSPL.

El marcado de la proteina Fos tras la estimulacién auditiva por técnicas
inmunohistoquimicas, muestra una fuerte presencia de la misma en el nucleo neuronal
(Figura 12 y 13), que distingue perfectamente las neuronas que expresan el gen c-fos

de las que no se expresan.

El cerebro del GASH:Sal, tras el desencadenamiento de las crisis, presenta
una fuerte inmunorreactividad para la proteina Fos en todas las subunidades del Cl, en
la figura 13 vemos el porcentaje de somas inmunopositivos para esta proteina en cada

subdivision del CI del hasmter GASH/Sal respecto al control y la distribucion
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topografica del marcaje respectivamente. Tras las crisis, también hemos encontrado
inmunorreactividad positiva para la proteina Fos en otros nucleos auditivos como el

lemmisco lateral o coliculo superior pero en menor concentracion.

A 500um .

B 'zou pm

20.0 pm

Figura 12: Observacion de la proteina Fos. Inmunotincién con anticuerpo sc-52 biotinado en
secciones de hamsters. A. Seccion coronal del coliculo inferior. B y C, detalle a mayor aumento del tejido
para visualizar con mayor detalle las neuronas coliculares inmunotefiidas. Nivel interaural: Bregma -6,0

mm.
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Los esquemas de los cortes organizados en direccion caudal a rostal, segun el
Atlas estereotaxico de Lawrence y cols., (2001), muestran una muy alta densidad de
expresion de Fos (++++) en las subregiones de la corteza dorsal del Coliculo inferior
(CDCI) y Corteza del Coliculo inferior (CCl), alta densidad en Corteza externa del
Coliculo inferior (CECI), Nucleo central del Coliculo inferior (NCCI) y comisura del
Coliculo inferior (CCl) (+++). También se observan (figura 14) altas densidades (+++)
en la region de la sustancia gris periacueductal (SGP), En el nucleo reticular Pontino,
la densidad de expresion de c-fos es ligeramente mayor para los hamsters GASH/Sal
comparados con los hamsters control. Por el contrario no se observa ningln marcaje
de de la proteina Fos en el Coliculo superior de GASH:Sal, mientras para los hamsters

control si se observa expresion de Fos en este nucleo.

Como observamos en los graficos 1 y 2 , el analisis estadistico comparando
entre los nucleos cerebrales de hamsters GASH:Sal con mayor expresion de la
proteina Fos y los controles, confirma una diferencia altamente significativa P < 0.01
para el subnucleo CECI y para la region SGP. La diferencia entre los subnucleos
CDCI y NCCI es significativa P < 0.05.
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’_O

250pm

Figura 13: Secciones coronales de hamsters GASH:Sal ordenadas caudo-rostralmente e
histoquimicamente procesadas para visualizar proteina Fos, luego de la crisis audigenica. Fotos a 40X.
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cpal cDcl

control GASH/SAL

Figura 14: Los esquemas muestran la comparacion en expresion y densidad de cortes homologos entre
controles (izquierda) y GASH/Sal (derecha).Los cortes estan en direccion del corte mas caudal (arriba) a
rostral como indica la flecha. Abreviaturas: Coliculo inferior (Cl), con los subnucleos corteza dorsal del
Coliculo inferior (CDCI), corteza externa del Coliculo inferior (CECI), Nucleo central del Coliculo inferior
(NCCI); region de la sustancia gris periacueductal (SGP), porcion lateral de la sustancia gris
periacueductal (LSGP); nucleo dorsal del lemnisco lateral (NDLL), ndcleo ventral de lemnisco lateral
(NVLL), Nucleo reticular oral del puente (PnO), el nucleo del puente (Pn) y la region del Coliculo superior.
Cada punto que aparece como marcaje representa 10 puntos de los marcajes originales en los cortes
estudiados.
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Figura 15: Detalle del Cl en los cortes obtenidos luego de la estimulacion auditiva. Se observa la
densidad de expresion de la proteina Fos para el control (A) y GASH:Sal (B).
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Grafico 1: En los graficos se presentan los valores medios y la desviacion estandar del nimero de
neuronas inmunorreactivas para el anticuerpo contra c-fos (Fos-IR). En cada grafico se compara las
regiones que presentan mayor expresion de c-fos, entre los controles n=2 y los hamsters GASH.Sal n=2
para los subnucleos del Cl (CDCI, NCCI, CECI). Los graficos muestran la media y la desviacién estandar
para cada grupo, Los datos se muestran con un intervalo de confianza del 95% con nivel de significancia

de P< 0.05 (*) y P< 0.01 (**).
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Figura 16: Detalle de la sustancia gris periacueductal (SPG) en los cortes obtenidos luego de la
estimulacion auditiva. Se observa la densidad de expresién de la proteina Fos para el control (A) y
GASH:Sal (B); detalles a mayor aumento de SGP control (C), GASH:Sal (D).
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Grafico 2: En el grafico se presentan los valores medios del conteo de neuronas que contienen
inmunorreactividad al anticuerpo para c-fos (Fos-IR). Se compara la expresion de c-fos para la region
SGPA, entre los controles n=2 y los hamsters GASH:Sal n=2. El grafico muestran la media y la desviacion

estandar para cada grupo, Los datos se muestran con un intervalo de confianza del 95% con nivel de
significancia de P< 0.05 (*) y P< 0.01 (**).
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El marcado del receptor ORL1 tras la estimulacién auditiva con inmunotincion
con anticuerpo sc-52 biotinado, muestra difusas marcas en el Cl, las cuales son
dificiles de determinar y fue necesaria una revision del tejido a mayores aumentos
(figura17 y 18). Por ello, la visualizacion de los receptores ORL1 en las neuronas del
Cl se realizd por técnicas de marcado por inmunofluorecencia. En la figura 17 se
observa a gran aumento el marcaje por Cy2 para ORL1 claramente al interior de las

neuronas, que se identifica como grumos irregulares con fuerte fluorescencia.

En los animales control no se encontraron neuronas inmunotefiidas para ORL1
en el Cl (datos no presentados), a diferencia de lo observado en los cortes obtenidos
de hamsters GASH:Sal, después de sufrir la crisis audigénicas. En éstos animales, la
inmunorreactividad se localizé exclusivamente en el citoplasma de la célula vy
raramente aparecia como granos aislados dispersos por el citoplasma, siendo lo mas
frecuente, observar grumos irregulares con fuerte fluorescencia (figura 17B). Las
neuronas marcadas se encontraron también en las mismas regiones del Cl, que
expresaban alta densidad de la proteina Fos, pero en mucha menor concentracion,
especialmente en las cortezas dorsal y externa del Cl. En la figura 18 se muestra la
co-expresion de la proteina Fos y el receptor ORL1 en los cortes de hamsters
GASH)/Sal tras el desencadenamiento de las CCAs. Se observa como era de esperar,
una alta densidad de Inmunorreactividad para la proteina Fos en el Cl y en menor
medida observamos la co- expresion del receptor ORL1 en un numero bajo de
neuronas que muestran grumos definidos en los somas, acompafados de una marcaje

intenso de la proteina Fos.

El cerebro del GASH:Sal, tras el desencadenamiento de las crisis, presenta
una moderada expresion del receptor ORL1 en todas las subunidades del CI. A
diferencia de la proteina Fos, es el nucleo central del CI, quien presenta una mayor
densidad de neuronas inmunotefiidas para el receptor ORL1 (figura 19. En este
nucleo, se observd una mayor densidad de neuronas inmunorreactivas al receptor

ORL1, en comparacion con las regiones CDCI y CECI del ClI (figuras 20).
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A 20.0 ym

Figura 17: Observacion de receptores ORL1. Fotomicrofotografia de neuronas del Cl inmunotefidas para
visualizar el receptor, empleando anticuerpos marcados con biotina (A) y Cy2 (B).
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Figura 18: (A) Fotomicrofotografia de la corteza dorsal del Cl, donde se muestra la co-localizacién del
receptor ORL1 marcado con Cy2 y la proteina Fos marcado con Cy5. Se observa alta densidad de Fos y
bajo marcaje de ORL1. Nivel interaural: Bregma -5,7 mm.
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Figura 19: Neuronas inmunorreactivas para ORL1 en el Cl de hamsters GASH:Sal. Fotomicrofotografia
de neuronas del Cl en secciones coronales del cerebro inmunotefiidas para visualizar el receptor
empleando anticuerpos biotinados. Fotos (A) (B) (C) niveles interaurales. Fotos (D) (E) (F)
fotomicrofotografia a gran aumento para visualizar neuronas marcadas.
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Figura 20: Localizacion del receptor ORL1. Fotomicrofotografia del NCCI con neuronas inmunotefiidas
con anticuerpos contra el receptor ORL1 marcados con Cy2. Nivel interaural: Bregma -5,7 mm.
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Figura 21: Localizacion del receptor ORL1. Fotomicrofotografia de la CDCI (A) y regién del CECI (B) con
neuronas inmunotefiidas con anticuerpos contra el receptor ORL1 marcados con Cy2. Nivel interaural:
Bregma -5,7 mm.
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1. Caracterizacion molecular del receptor ORL1 en los hamsters dorados

(Mesocricetus auratus).

Nuestros analisis de expresion por RT-PCR en hamster (Mesocricetus auratus)
han demostrado la expresion de al menos un transcrito mayoritario en las regiones
cerebrales del hipocampo y corteza frontal. El transcrito secuenciado se corresponde
con el del receptor tipo opioide para hamster (Mesocricetus auratus) que se ha
denominado maORL. El fragmento encontrado mostré una secuencia de 1104 pb que
codifica 367 aminoacidos, siendo el mismos numero de residuos aminoacidicos
identificados en el receptor ORL1 de rata y raton y con un peso molecular tedrico
aproximado de 40.56 kDa.

Como los clasicos receptores opioides (1 § k) y otros receptores que se
acoplan a proteinas G, el receptor ORL1 de hamster al igual que el otros vertebrados
(ver resultados Figura 8) posee algunos sitios consenso de ser susceptibles de
modificaciones postranscripcionales como son tres residuos de Asn, objeto de N-
glicosilacion cerca del extremo N-terminal, al igual que la especie humana y la rata
(Mollereau y cols., 1994; Wang y cols., 1994); un par de residuos de Cys conservados
en los lazos extracelulares 1 y 2 que pueden conectarse mediante la formacion de un
puente disulfuro lo que conlleva la estabilizacién de la estructura terciaria del receptor
y su implicacién en la unién del ligando; y tres residuos de Cys susceptibles de sufrir
palmitoilacién en el extremo carboxilo terminal formando asi un nuevo lazo intracelular
(ver resultados, figura 8). Ademas, en todos los dominios intracelulares se pueden
encontrar una serie de residuos Ser, Thr o Tyr (7/2/3) que representan sitios
potenciales de ser fosforilados, dependientes tanto de protein-kinasa A como de
protein-kinasa C, estando fundamentalmente los residuos Ser y Thr involucrados en
diversos sistemas de desensibilizacion (Mollereau y cols., 1994) (ver resultados, figura
8). Asimismo, Wang y colaboradores (2006) han sugerido recientemente que los
residuos Ser presentes en el extremo C-terminal, susceptibles también de ser
fosforilados, pueden actuar en la desensibilizacién de este receptor. Se ha sugerido a
su vez, que la presencia de distintos residuos Pro dentro de los dominios
transmembrana puede desempefiar un papel importante en la funcion dinamica del

receptor. Por un lado, podrian debilitar la estructura de a-hélice de los dominios
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transmembrana y, por otro, facilitar el cambio de conformacién de éste, posibilitando el
balanceo de los dominios transmembrana cuando se produce la unién del ligando o
cuando existe asociacion o disociacion de las proteinas G (Foreman y cols., 1996).
Otro grupo de aminoacidos conservados a lo largo de la evolucién de las proteinas con
siete dominios transmembrana que se acoplan a proteinas G son el residuo Arg
localizado al inicio del primer lazo intracelular, residuos polares conservados, como los
residuos de Asn en posicién 66 y 312, localizados en el primer y séptimo dominio
transmembrana respectivamente, y un residuo Asp en la posicién 94, dentro del
segundo dominio transmembrana. Se considera que estos residuos estan implicados
en la formacién de puentes de hidréogeno en el nucleo del receptor favoreciendo el

mantenimiento de la estructura terciaria del mismo (Foreman y cols., 1996).

El receptor ORL1 tiene un origen filogenético temprano y una continuidad
funcional durante el curso de la evolucién, como se observa en los estudios en
especies inferiores: Rana esculenta (Benyhe y cols., 1994), el molusco Lymnaea
stagnalis (Saunders y cols., 2000), los caracoles Cepaea memoralis (Kavaliers, 1996)

y Helix aspersa (Sanchez-Alvarez, 1997).

La secuencia deducida en el presente trabajo, tanto nucleotidica como
aminoacidica muestra una homologia del 92-93 % y 97-98 % con respecto a las
especies, rata y ratdén respectivamente, confirmando como indican otros trabajos, que
el receptor ORL1 aparece altamente conservado entre las especies de mamiferos

(entorno al 90 %).

En un analisis global dominio por dominio de todos los receptores ORLA1
caracterizados hasta el momento en distintas especies de vertebrados, se puede
apreciar que la mayor homologia se situa en el primer lazo intracelular y primer lazo
extracelular (Figura 11A). Por otra parte, es sabido que el segundo lazo extracelular
del receptor ORL1 es importante en la unién de su ligando, la nociceptina; es decir,
que es un requerimiento absoluto para la activacién del receptor (Meunier y cols.,
2000; Mollereau y cols., 1999). Concretamente, atendiendo exclusivamente a la
secuencia del segundo lazo extracelular de los distintos receptores ORLA1, al igual que

cuando analizamos los receptores ORL1 en su conjunto, éstos se pueden agrupar en
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tres tipos (ver también en resultados la figura 11B las tres agrupaciones por clados), el
de los mamiferos, el de los anfibios junto con el del pollo, y el de peces teledsteos. Se
ha demostrado que las cargas negativas en este lazo son esenciales para el
establecimiento de la union del ligando al receptor, el cual podria establecer multiples
contactos con él (Reinscheid y cols., 1996; Dooley y cols., 1997). Especificamente se
ha propuesto que la secuencia formada por los residuos Glu-Asp-Glu-Glu de ORL1 de
mamiferos es necesaria para estabilizar el receptor en su forma activa cuando el
ligando se une a él. No obstante, estos residuos no contribuyen de forma significativa
a la unién del agonista per se (Moulédous y cols., 2000a). Ademas, también se postula
que el segundo lazo extracelular del receptor ORL1 puede no discriminar en
interacciones directas entre aminoacidos, es decir, la posicion de estos residuos con
carga no seria tan importante, sino que seria mucho mas importante el patréon general
de atracciones y repulsiones basado en las estructuras secundarias que presenta el
segundo lazo extracelular, tanto en el receptor kappa como en el receptor ORL1
(Meng y cols., 1996). De este modo, aun cuando la homologia de secuencia
aminoacidica en esta zona no es especialmente alta entre los distintos grupos de
vertebrados antes indicados, es destacable la similitud de cargas y tipos de
aminodcidos (ej: grupo de aminoacidos de Glu y Asp) que permanecen en las distintas
especies. Por lo tanto, cabe esperar que lo verdaderamente significativo en la
interaccion con el ligando sea la cantidad de cargas dentro de este lazo asi como su

distribucion en la estructura secundaria que forme.

Con respecto al tercer lazo extracelular, también podemos diferenciar los
mismos tres grupos representativos de los distintos 6rdenes de vertebrados
mencionados anteriormente. Cabe destacar que el residuo N-terminal inmediatamente
adyacente al sexto dominio transmembrana (GIn) de todos los receptores ORL1 se
encuentra unicamente conservado en este tipo de receptores opioides. Este residuo se
ha demostrado que es importante en la activacion del receptor mas que en la unién de
la nociceptina, aunque se ha propuesto que puede tener alguna aportacién en la
selectividad del ligando por parte del receptor ORL1. Sin embargo, en los receptores
kappa y delta de mamiferos, el aminoacido equivalente a este residuo no es
importante para la activacion, aunque si tiene una pequefia aportacion en la

selectividad de los ligandos (Moulédous y cols., 2000b).
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Por otra parte, es conocido que en la union de la nociceptina al receptor ORL1
de algunos mamiferos también desempefa un papel importante el residuo lle (situado
en la posicion 300 en el humano y en la posicién 297 en las especies murinas). Este
residuo puede interaccionar con el aminoacido Ser10 de la nociceptina, permitiendo
que los residuos basicos de la nociceptina (Arg8-Lys9 y Arg12-Lys13) se orienten
hacia el segundo lazo extracelular del receptor ORL1 humano y establezcan uniones
con los residuos acidos de este lazo (Moulédous y cols., 2000a). Esta lle se encuentra
sustituida por distintos aminoacidos en diferentes grupos de vertebrados: Phe o Ala en
algunos teledsteos; y Val en algunos mamiferos; con la excepcion del cambio
producido con un aminoacido acido (Phe) en el receptor ZfFORL1 del pez zebra, lo que
podria afectar la union de la nociceptina a este receptor, los demas cambios no son
significativos en cuanto a que todos ellos son aminoacidos alifaticos. Asimismo,
Topham y colaboradores (1998), mediante modelaje molecular del receptor ORL1
humano, establecieron que la regiéon N-terminal de la nociceptina (Phe-Gly-Gly-Phe)
se une a una region altamente conservada, localizada dentro de los dominios
transmembrana de este receptor, en concreto localizada entre las hélices 3, 5, 6,y 7.
La homologia que presentan estas regiones del receptor ORL1 humano entre las
distintas especies de vertebrados es relativamente alta, mayor del 50%, lo cual nos

hace suponer que debe poseer el sitio de union conservado.

En cuanto a los dominios transmembrana de los receptores opioides es
conocido que éstos forman en una determinada regién el denominado bolsillo de unién
del opioide, a través del cual interaccionan de forma especifica un determinado ligando
con su correspondiente receptor opioide activandolo (Waldhoer y cols., 2004).
Concretamente, en el tercer dominio transmembrana del receptores ORL1 y en el de
todos los receptores opioides existe un residuo de Asp (en la posicion 127 de los
receptores ORL1 de ratén y rata) comun a todos los vertebrados estudiados hasta el
momento. Este residuo, aunque no es imprescindible, si lo es su carga negativa para
la union de la nociceptina (Moulédous y cols., 2000b; Broer y cols., 2003). A su vez, el
residuo Phe (en la posicidon 221 de los receptores ORL1 murinos) del quinto dominio
transmembrana y también conservado en todos los receptores opioides, es importante
en la unién del ligando nociceptina, pues su ausencia produce una total eliminacién de
esta union. También, los residuos Tyr128 del tercer dominio transmembrana, Phe217

del quinto dominio transmembrana y Trp273 del sexto dominio transmembrana (todos
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ellos localizados en posiciones de receptores ORL1 del orden rodentia y de igual
forma conservados en todos los receptores opioides) se encuentran implicados en la
unién de la nociceptina y su sustitucion da lugar a una reduccién de la afinidad por el
ligando (Moulédous y cols., 2000b; New y Wong, 2002). A este respecto es muy
destacable el hecho de que todos los receptores ORL1 descritos hasta el momento en
vertebrados posean todos los residuos aminoacidicos citados, por lo cual podemos
postular que absolutamente todos los receptores ORL1 de vertebrados, desde la
tedricamente especie teledstea mas ancestral, presentan la propiedad de unirse a la
nociceptina. No obstante, la semiconservacion de una hendidura hidrofébica
compuesta por las regiones comprendidas entre Gly179-Gly186 en el cuarto dominio
transmembrana y Gly209-1le216 entre el segundo lazo extracelular y el quinto dominio
transmembrana (posiciones localizadas en los receptores ORL1 de rata y raton) (New
y Wong, 2002), que interacciona con la Gly6 de la nociceptina, debe matizar la
hipdtesis anterior. La subregion Gly209-lle216 entre el segundo lazo extracelular y el
quinto dominio transmembrana presenta algunos cambios respecto a especies
anfibias, pollo y pez zebra (Asp/Glu/Ser-Val), que podrian interferir en la unién del

ligando.

Por ultimo, en nuestros analisis de expresion por RT-PCR en hamster control se
ha demostrado la expresion de al menos un transcrito mayoritario (maORL) en las
regiones cerebrales hipocampo y corteza frontal. Estos datos son coincidentes con la
deteccidén de altos niveles de expresion del receptor ORL1 en el cortex (laminas de la Il
a la VI de todas las areas corticales) e hipocampo de mamiferos. Otras regiones
cerebrales donde ha sido localizado este gen en otras especies de mamiferos son los
nucleos olfatorios anteriores, septum lateral, hipotdlamo, amigdala, gris central, nucleos
pontinos, nucleos interpedunculares, sustancia nigra, complejo del rafe, locus ceruleus,
las crestas dorsal (fundamentalmente de las capas Il a IV) y ventral de la médula
espinal y los cuerpos celulares de los ganglios de la raiz dorsal. No se ha encontrado

expresion en caudado-putamen ni en cerebelo (Mollereau y cols., 1994).
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2. Inmunorreactividad de la proteina Fos.

Se ha demostrado que la actividad neuronal plurisinaptica puede ser registrada
con c-fos, gen perteneciente a la familia de los proto-oncogenes (Hanley, 1988;
Herdegen y cols., 1991). Los analisis inmunohistoquimicos de la expresiéon de la
proteina Fos pueden proveer de mapas a nivele celular, de la actividad de las vias
funcionales en variadas condiciones patofisiologicas (Ceccatelli y cols., 1989; Uemura
y cols., 1991; Chi y cols., 1993; Senba y cols; 1993). En estudios anteriores, se ha
considerado que existe una masiva elevaciéon de la expresion de c-fos en regiones
cerebrales con alta actividad neuronal, cuando se desencadenan estados convulsivos
(Eells y cols., 2004; Eells y cols., 2000; Dragunow y Robertson, 1987; Morgan y
Curran, 1991; Simler y cols., 1999).

En nuestro trabajo, pudimos confirmar por medio de la Inmunorreactividad para
la proteina Fos, la participacion de nucleos cerebrales especificos de la region
troncoencefalica involucrados en el desencadenamiento y desarrollo de las crisis
audiogénicas en la linea de hamsters GASH:Sal, en nuestro laboratorio se ha
demostrado recientemente por medio de registros EEG, que son realmente procesos
de tipo epilépticos estas crisis observadas en los hamsters GASH:Sal (Carballosa y
cols., en prensa). Todos los individuos utilizados experimentalmente de la cepa
GASH:Sal mostraron convulsiones tonico-clonicas generalizadas en respuesta a la
estimulaciéon sonora, mostrando a su vez, todas las fases comportamentales

caracterizadas por Munoz (2004) y descritas en la metodologia.

Se observo que existe una alta densidad de expresion de la proteina Fos en la
la SGP y en la via auditiva, especialmente en el Cl, en los subnucleos CDCl y CECIl y
en menor proporcion en la regién central (NCCI) y CCI, teniendo valores altamente
significativos en referencia a los hamsters control. También en otras regiones
troncoencefalicas se observo con altas densidades de marcaje en referencia a los
controles, en los nucleos Pn, NCn y NDLL (ver abreviaturas), lo que coincide con los
estudios de expresion de c-fos, en animales que han sido sometidos a crisis
audiogénicas en ratones C57BL/6J, DBA/2J (Klein y cols., 2004), en ratones DBA/2

(Le Gal La Salle y Naquet, 1990), en ratas propensas genéticamente a padecer crisis
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epilépticas (GEPR) (Clough y cols., 1997), en ratas Wistar genéticamente susceptibles
a padecer crisis audiogénicas (Simler y cols., 1994) y en ratas Wistar “noise-primed”
(Zinder-Keller y Pirson, 1992). En términos generales podemos afirmar, que los
nucleos identificados en el troncoencéfalo por Inmunorreactividad de la proteina Fos
en los hamsters GASH:Sal, tras el desencadenamiento de crisis audiogénicas, son
consistentes con los nucleos que componen la red neuronal implicada en las crisis

convulsivas en animales estimulados audiogénicamente descrita por Faingold (1999).

En cuanto a la organizacion jerarquica de la red neuronal implicada en las
CCAs, se ha determinado en multiples estudios el papel critico que ejerce en Coliculo
inferior en el inicio de las CCAs en variadas lineas animales susceptibles a padecer
estas crisis (Raisinghani y Faingold, 2003; Ishida y cols., 2002; Browning, 1994;
Faingold y Riaz, 1995; Li y cols, 1994; Ribak y Morin, 1995; Sakamoto y Niké, 2001;
Zinder-Keller y Pierson, 1992; Yang y cols, 2001). En nuestro caso, los aumentos en la
densidad de expresion de la proteina Fos en la via auditiva se observaron,
mayoritariamente en el Cl. La Inmunorreactividad para la proteina Fos observada en
los subnucleos CDCI, NCCI, CECI y CCI es coincidente con el papel critico que
presenta estos subnucleos en el desencadenamiento de las crisis audiogénicas
observadas en estudios electrofisiolégicos y en particular la muy alta
inmunorreactividad que presenta el CECI, subregién del Cl que proyecta la salida de
los impulsos nerviosos de la via auditiva hacia los nucleos motores, que ejerce, por
tanto, un papel clave en el desencadenamiento de los estados convulsivos en las
CCAs (Ribak y cols., 1994; Merrill y cols., 2003; Chakravarty y Faingold, 1997, 1999).

Es importante destacar que aunque fundamentalmente se detecté aumento de
la expresion de la proteina Fos en el Cl dentro de la via auditiva, se argumenta segun
Garcia-Cairasco (2002) que las alteraciones en la regién coclear y colicular pueden
tener una intima relacién con la predisposicion a padecer CCAs, lo cual se ha visto en
la linea precedente al desarrollo de la linea de los hamsters GASH:Sal, denominada
hamsters GPG/Vall, donde se ha observado anormalidades morfologicas y
neuroquimicas en la via auditiva troncoencefalica en especial en el ndcleo coclear,
complejo olivar superior (COS), nucleo del lemnisco lateral, ademas Cl (Fuentes-

Santamaria y cols, 2005), alteraciones que podrian estar afectando en gran medida, la
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modulacion en la excitabilidad de las neuronas en el CIl, ocasionando un
desproporcionado aumento en el reclutamiento de las neuronas que evocan
respuestas en los subnucleos del Cl cuando se estimula a los hamsters con altas
intensidades de ruido blanco. Vale la pena resaltar que en nuestro caso existe un
pequefo aumento en el numero de células que expresan la proteina Fos en el NLL de
los GASH:Sal, debido posiblemente a la hiperexcitabilidad en el Cl que puede ejercer
influencia por retroalimentacién en la via auditiva dada la alta conectividad entre los

nucleos.

Nuestros datos también muestran significativa sobreexpresion del gen c-fos en
la SGP en los hamsters GASH:Sal, lo que coincide con estudios en otras especies con
lineas que presentan CCA, con alta inmunorreactividad a la proteina Fos en la SGP
tras presentar crisis audiogénicas, estudios realizados en ratas GEPR-9 (N'Gouemo y
Faingold, 1998) y ratones C57BL/6J, DBA/2J (Klein y cols., 2004). La SGP se
considera que esta implicada en el inicio de las fases clonicas de las CCAs (Yang y
cols., 2002; Ishida y cols, 2002; N'Gouemo y Faingold, 1998) y en las fases ténico-
clénicas (Faingold, 1999).

El nucleo cuneiforme (NCn), la regién Parabraquial lateral porcion superior
lateral (PLSL) y nucleo del puente (Pn), son otras de las estructuras de la region
troncoencefalica que presentaron aumento aunque en menor grado de células con
Inmunorreactividad para la proteina Fos. Segun Klein y cols. (2004), estas regiones
pueden recibir entradas de informacién directa o indirectamente desde el CECI y
manifestar inmunorreactividad de la proteina Fos, inducidas por el desencadenamiento
de CCAs. Estas estructuras pueden estar implicadas en las fases ténicas de las
convulsiones de origen troncoencefalico (Clough y cols., 1997; Samoriski y cols.,
1997).

En resumen, podemos afirmar que la Inmunorreactividad para la proteina Fos
observada en los cortes obtenidos en cerebros de hamsters de la cepa GASH:Sal,
después de desarrollar CCAs, es muy cercana a lo obtenido en otras especies que

presentan estas mismas crisis ante estimulos sonoros. El alto porcentaje de células
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nerviosas que presentan inmunorreactividad para las subregiones del Cl y la SGP, nos
confirma el caracter troncoencefalico de las crisis epilépticas de la linea GASH:Sal y a
su vez, el papel critico que desempefian estas regiones en las vias nerviosas que se

activan en los estados convulsivos generados por estimulacion auditiva.

3. Inmunorreactividad del receptor ORL1 en el CI.

Siguiendo el argumento expuesto en la seccién anterior, nuestro interés
principal fue el poder identificar la presencia del receptor ORL1 en las regiones criticas
para el desarrollo de las crisis audiogénicas en la via auditiva de los hamsters
GASH:Sal, identificadas por la sobreexpresion de la proteina Fos. Por lo tanto, hemos

centrado el estudio de la expresiéon de ORL1 en el Cl.

Cuando realizamos el marcado de este receptor por técnicas
inmunohistoquimicas empleando anticuerpos biotinados, el resultado obtenido fue una
pobre definicion de la neurona inmunotefida, debido posiblemente, al pequefo tamano
de la proteina, identificada como ORL1. Por tal motivo el estudio se realizé6 empleando
anticuerpos fluorescentes, que permitieron distinguir inequivocamente entre las

neuronas marcadas) y las que no presentaban inmunoreactividad.

Estudiando el comportamiento en ratones KO para el receptor ORL1 Nishi y
cols. (1997), concluyen, que el sistema ORL1/Nociceptina es esencial en la regulacion
de la capacidad auditiva tras la exposicion a sonidos. En condiciones normales, el
receptor ORL1 en el Cl de ratas muestra baja y moderada expresién (Neal y cols.,
1999; Letchworth y cols., 2000; Antén y cols., 1996) y en general en los nucleos
auditivos troncoencefalicos, no se observa alta expresion del receptor ORL1 (Nishi y
cols., 1997; Anton y cols., 1996). Igualmente se observa moderados niveles de
expresion de RNAm para nociceptina en CECI y CDCI y baja expresion en NCCI, con
altos niveles de expresion en la region troncoencefalica de la via auditiva en el
complejo olivar superior y en el nucleo dorsal del lemnisco lateral (NDLL) (Kakimoto y
cols., 2001; Kho y cols., 2006). En relacién al Cl se ha observado, por el contrario,

niveles altos de expresion de nociceptina en cerebros humanos (Witta y cols., 2004).
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Es interesante observar que en nuestro estudio, la expresion de ORL1 sélo se
observa en los hamsters GASH:Sal tras una fuerte estimulacién auditiva, expresion
que no es observada en los controles, y, a su vez, esta inmunorreactividad es
moderada, coincidiendo con los datos registrados en los estudios descritos en el
parrafo anterior para el Cl. La mayor presencia del receptor ORL1 en el NCCI a
diferencia del CECI y CDCI en los GASH:Sal después del desencadenamiento de las
crisis producidas por la estimulaciéon a altos niveles de ruido blanco podria estar
relacionada, con la alteracion del umbral auditivo en los hamsters y la posible
alteracion de la organizacion tonotdpica por la hiperexcitabilidad de las neuronas del
NCCI, efecto que podria estar siendo corregido por un aumento de la expresion del
receptor ORL1 en el periodo de depresion post-ictal, lo que a su vez podria explicar la
menor densidad celular de la Inmunorreactividad de la proteina Fos en el NCCI.
Estudios con antagonistas del receptor ORL1 muestran disminucion de la expresién de
la proteina Fos en los nucleos del SNC que estan involucrados en el comportamiento
de alimentacién en ratas (Olszewski y cols., 2000), lo que nos puede indicar que la
modulacion del receptor ORL1 en las distintas regiones cerebrales podria ser

monitoreado con estudios de expresion de la proteina Fos.

4. Implicacion del receptor ORL1 en la epilepsia.

Es importante resaltar que el presente estudio es el primero en observar cambios en la
expresion del receptor ORL1 en animales que presentan propension a padecer CCAs,
por tanto sélo podemos hacer comparaciones aproximadas con estudios realizados en

otros modelos epilépticos.

Recientes estudios en ratas a las que se le generan estados convulsivos
progresivos con consecutivas descargas eléctricas en la amigdala, han demostrado
que la nociceptina induce efectos pro-convulsivos en convulsiones parciales,
mostrando a su vez efectos anticonvulsivos en convulsiones generalizadas (Carmona-
Aparicio y cols., 2007). En este estudio, se observaron bajos niveles de expresién de
la proteina receptorial ORL1 en los nucleos cercanos a la amigdala en las
convulsiones generalizadas, 1o que coincide con la baja expresién del receptor en el
Cl, nucleo que como expusimos anteriormente es el desencadenante de las CCAs.

También es interesante observar en este estudio que soélo es posible observar efectos
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inducidos por nociceptina a diferentes concentraciones, solamente cuando se generan
estados convulsivos consecutivos, lo que podria indicar que el sistema
ORL1/nociceptina, solamente es efectivo cuando existen cambios en la capacidad
cerebral para limitar o facilitar los estados convulsivos (Carmona-Aparicio y cols.,
2007). Podemos argumentar que en los animales genéticamente propensos a padecer
CCAs, esta habilidad ya esta determinada, por tanto ORL1 puede estar influyendo

altamente en la modulacién de las crisis audiogénicas.

Otros estudios en los que se emplean modelos animales que presentan crisis
generalizadas, han mostrado que altas dosis de nociceptina (i.c.v.), pueden retardar la
aparicion de estados convulsivos y disminuir la severidad de las crisis (Gutierrez y
cols., 2001; Feng y cols., 2004; Rubaj y cols., 2002).

Paraddjicamente, en crisis parciales generadas por acido Kainico y por
electroestimulacion consecutiva en amigdala en ratones KO para nociceptina, también
se observa un retardo en la aparicion de las crisis y una disminucion en la severidad
de las mismas, en comparacion con los controles (Bregola y cols., 2002b). Por el
contrario, a altas dosis de nociceptina, las crisis parciales generadas por estimulacion
eléctrica continua en amigdala de ratas, se suceden antes (Carmona-Aparicio y cols.,
2007), lo que nos puede estar confirmando que el sistema ORL1-nociceptina esta
altamente influenciado por el contexto, es decir, la funcionalidad del sistema depende
de la dinamica propia de los circuitos que estan implicados en la generacion o
amplificacién de tipos especificos de convulsiones (Carmona-Aparicio y cols.,2004;
Feng y cols., 2004)

Carmona-Aparicio y cols. (2004) observaron fuertes incrementos en la
expresion de nociceptina en el hipocampo y talamo en ratones a los que se les ha
inducido crisis convulsivas con acido Kainico y en contraste se observa disminucion de
los niveles de m-RNA que codifican el receptor ORL1 en amigdala, hipocampo, talamo
y corteza (Bregola y cols 2002a). En humanos, con epilepsias intratables del 16bulo
temporal, se observd que los pacientes que no respondian positivamente a
estimulacién eléctrica a altas frecuencias presentaban altos niveles del receptor ORL1
en la region del corteza parahipocampal, asi como de los receptores Mu y delta,

mientras pacientes que respondian adecuadamente al tratamiento, mostraron bajos
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niveles de expresion de estos receptores (Rocha y cols., 2007). Los datos descritos
anteriormente, nos pueden indicar que la disminucion de la severidad de las crisis en
algunos estados epilépticos puede estar asociado a un efecto de “down-regulation” del
receptor ORL1 debido posiblemente a altos niveles de biosintesis de nociceptina

durante el desarrollo de estas crisis (Bregola y cols., 2002a).

En particular para el estudio de las CCAs, es necesario continuar la via de
investigacion empezada, realizando pruebas comportamentales, con agonistas y
antagonistas del receptor ORL1, que permitan esclarecer el tipo de modulacion del
receptor en los nucleos criticos cerebrales que permiten el inicio y desencadenamiento
de las crisis. Hasta el momento en la literatura N'Gouemo y Faingold (1999) reportan
que microinyecciones focales de opiaceos en el Cl pueden, en algunos casos, volver
normales a animales susceptibles de padecer CCAs y, a su vez, inyecciones i.c.v. de
agonistas opiaceos inducen CCAs en ratas GEPR-9s, observandose un aumento en
los niveles de expresion de receptores opioides en ciertas regiones cerebrales.
También observan que microinyecciones de naloxona en el Cl y en la SGP presentan
un inusual retardo en la aparicion de las crisis y un prolongado efecto anticonvulsivo,
aunque el efecto no bloquea en su totalidad a la crisis. Este efecto se observa también
en otros tipos de crisis convulsivas mediadas por antagonistas para el receptor ORL1
(Bregola y cols., 2002b).

Segun Clarke y cols., (2001), el aumento de receptores Mu y Kapa en el cortex
auditivo observado en ratones KO para el receptor ORL1 que presentan desregulacion
auditiva, puede indicarnos la relativa interdependencia entre los receptores ORL1 y los
clasicos receptores opioides. En futuros estudios es importante esclarecer la relacion
entre ORL1 y los receptores clasicos opioides en la regulacién de las CCAs en el Cl y
en la SGP. En estudios anteriores se ha sugerido que los ligandos de los receptores
Mu pueden modificar la liberacion en la neurotransmision en subpoblaciones de
neuronas GABAérgicas en el Coliculo inferior (Tongjaroenbungam y cols., 2004 y
2006). Estudios con nociceptina han mostrado modulaciéon de este péptido en la
liberacion de glutamato y GABA en amigdala de ratas (Meis y Pape, 2001) y
modulacioén de la actividad neuronal en la SGP en estudios in vitro (Vaughan y cols,
1997).
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En un reciente estudio en los hamsters GPG/Vall con CCAs, se ha observado
disminucion de los niveles de GABA en el Cl, que podria ser un factor clave en el inicio
de las crisis (Fuentes-Santamaria y cols., 2008). Estudios futuros podrian centrarse en
la relacion entre ORL1 y los receptores opiddes en la modulacién GABA en el Cl y la
modulacion por parte del receptor ORL1 en la SGP, en el modelo GASH:Sal. Estudios

que podrian aportar en nuevas estrategias para la modulacién de estados epilépticos.

En resumen, podemos decir que la expresion del receptor ORL1, en los
nucleos del Cl de los hamsters GASH:Sal después de desarrollar CCAs indica un
papel modulador del sistema ORL1-nociceptina en el desarrollo de estas crisis
epilépticas, con un importante implicacion en la modulacion de la actividad neuronal en

las regiones del Cl (NCCI) que reciben las entradas excitatorias de la via auditiva.
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Se ha clonado y descrito por vez primera la presencia de un receptor
tipo opioide, al que hemos denominado maORL, en el sistema

nervioso central del hamster, Mesocricetus auratus.

El gen que codifica el receptor maORL presenta una secuencia de
1104 pb que codifica 367 aminoacidos y posee un peso molecular

tedrico aproximado de 40,56 kDa.

La secuencia deducida en el presente trabajo, tanto nucleotidica
como aminoacidica, muestra una homologia del 92-93 % y 97-98 %,
con respecto a rata y ratdn respectivamente, confirmando como
indican otros trabajos, que el receptor ORL1 aparece altamente

conservado entre las especies de mamiferos.

Tras el desencadenamiento de crisis convulsivas audiogénicas, los
hamsters GASH:Sal presentan una elevada densidad de neuronas
inmunorreactivas para la proteina Fos en diversos nucleos
troncoencefélicos, especialmente en el coliculo inferior en todas sus

subdivisiones .

Se ha encontrado la presencia del receptor ORL1 en las regiones
criticas para el desarrollo de las crisis audiogénicas en la via auditiva
de los hamsters GASH/Sal.

Las neuronas inmunopositivas para el receptor ORL1 se encontraron
también en las mismas regiones del coliculo inferior que expresaban
alta densidad de la proteina Fos, pero en mucha menor

concentracion, especialmente sus cortezas dorsal y externa.
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7- A diferencia de la proteina Fos, es la porcién auditiva del coliculo, el
nacleo central, quien presenta una mayor densidad de neuronas

inmunotefiidas para el receptor ORL1.

8- Todas las neuronas que presentan el receptor ORL1 también
coexpresan la proteina Fos, pero sélo una pequefia fraccion de las

neuronas Fos inmunopositivas expresan el receptor ORL1.

9- No se han observado neuronas inmunotefiidas para el receptor
ORL1 en el coliculo inferior de los animales controles estimulados

con sonido.
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Anexo 1: Esquemas del atlas estereotaxico de Morin y Word, (2001), utilizados en el

estudio, organizados en direccion caudal a rostral, planchas 43,42,41 y 39.
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Anexos

Anexo 2

Anexo 2: Tincién histoquimica de la acetil- colinesterasa en la regién troncoencefalica
de secciones cerebrales de hamster. Secciones coronales de hamsters ordenadas
caudo-rostralmente e histoquimicamente procesadas para visualizar nudcleos
cerebrales.
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Anexo 3

Protocolo de tincion de Nissl
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Objeto: Poner de manifiesto los nucleos de las células nerviosas, asi como la

sustancia tigroide de las neuronas.

Procedimiento.

Sumergir durante 10 minutos en solucion de violeta de cresilo al 1% en
agua destilada a 60°C.

Realizar dos lavados de 5 segundos en agua destilada.

Realizar un lavado de 30 segundos en etanol al 50%.

Realizar un lavado de 30 segundos en etanol al 70%.

Sumergir durante 30 segundos en etanol al 96% con acido acético al
0,5%.

Realizar dos pases por etanol absoluto de 20 segundos cada uno.
Realizar un pase de 30 segundos en cloroformo.

Realizar dos pases de 30 segundos cada uno en etanol absoluto.
Realizar tres pases por xilol de 5 minutos cada uno.

Sella el cubreobjetos con Entellan, Neu.

Violeta de cresilo: (C-1791, Sigma)
Entellan, Neu: (MERCK)

Etanol absoluto: (Panreac)

Xiol (Panreac)

Cloroformo (Panreac)





