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Laburpena

Loki-lobuluko epilepsia (LLE) askotan epilepsiaren aurkako medikamentuekin trataezina den
epilepsia partzial mota bat da. LLEn gehiegizko neurona-jarduera hipokanpoan gertatzen da, besteak
beste. LLEdun pertsonek oroimen arazoak pairatzen dituztela deskribatu da. Bestalde, euren
endokannabinoide (eKB) sisteman ere aldaketak gertatzen direla ikusi da, hala nola, CB; hartzailearen
adierazpenaren murrizketa. eKB sistema, eta bereziki CB; hartzailea, oroimen-prozesuetan parte
hartzen duela frogatu da. Horrez gain, CB; hartzaileek epilepsia-krisien larritasunean erantzukizun
handia izan lezakete. Gure helburua, LLEren animalia-eredu batean portacra mailan nahiz maila
zelularrean gertatzen diren aldaketak aztertzea da, CB, hartzailean arreta jarriz.

Hitz gakoak: Loki-lobuluko epilepsia, hipokanpoa, endokannabinoide sistema, oroimena.

Abstract

Temporal lobe epilepsy (TLE) is a type of partial epilepsy which is often resistant to anti-epileptic
drugs. In TLE, unconventional neuronal activity takes place in the hippocampus, among other brain
areas. TLE patients frequently show memory disorders. Moreover, they usually present alterations in
the endocannabinoid (eCB) system, such as a reduction in the expression of the CB; receptor. It has
been shown that the eCB system, and specially the CB; receptor, participates in memory processes.
Furthermore, CB; receptors could be directly connected with the severity of the epileptic seizures. Our
aim is to study the behavioural and the cellular changes that occur in an animal model of TLE,
focusing on the CB; receptor.

Keywords: Temporal lobe epilepsy, hippocampus, endocannabinoid system, memory.
1. Sarrera eta motibazioa

Epilepsia adin guztietako pertsonei eragiten dien asaldura neurologiko kronikoa da. Munduko
Osasun Erakundeak (MOE) estimatu du mundu osoan zehar 50 milioi pertsona inguruk pairatzen
dutela gaitz hau. Krisi epileptiko errepikakorrak dira epilepsiaren bereizgarri, eta gutxienez bi
epilepsia-krisi pairatu behar dira epilepsia bezala diagnostika dadin. Krisi epileptiko deritze garuneko
neurona-jarduera gehiegizkoa eta sinkronikoa denean sortzen diren keinu edota sintoma iragankorrei
(Fisher et al., 2014). Burmuineko eskualde desberdinetan gerta daiteke neuronen gehiegizko
kitzikapena, loki-lobuluan edo bekoki-lobuluan, kasu. Lan honetan loki-lobuluko epilepsian (LLE)
zentratuko gara. LLE epilepsia partzial mota bat da, maiz epilepsiaren aurkako farmakoekin trataezina
dena. Alabaina, kirurgia egiten den epilepsia mota ohikoena da, kasuen %50-73 suposatzen baitu
(Téllez-Zenteno eta Hernandez-Ronquillo, 2012). LLE gehienek anormaltasun epileptogenetikoak
loki-lobuluaren erdialdean aurkezten dituzte, hau da, hipokanpoan, amigdalan eta hipokanpo alboko
bihurgunean (Engel, 2001).

Ikerketa honetan hipokanpoan zentratuko gara. Izan ere, krisiekiko bereziki sentikorra den eremua
da (Walker, 2015). Gizakietan eta karraskarietan kokapen desberdina duen arren, bietan lau eskualde
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bereizten dira: cornu ammonis (CA) 1, CA2, CA3 eta bihurgune horzduna (BH) (Knierim, 2015) (1.
irudia). Hipokanpoa oroimen jardueran parte hartzen duen garunaren eskualdea da (Walker, 2015).
LLEdun pazienteek oroimen arazoak aurkeztu dituztela deskribatu da. Adibidez, Butler eta lankideek
(2012) ikusi zuten epilepsiak eta hipokanpoaren kalte arinek epe luzera finkatzen den oroimenean
eragina dutela.

1. irudia. Karraskarien hipokanpoaren egituraren irudikapena. Hipokanpoaren lau eskualdeak: CA1, CA2,
CA3 eta bihurgune horzduna (BH). CAlaren geruzak: SO, stratum oriens; PI, neurona piramidalen geruza; SR,
stratum radiatum; SML, lacunosum moleculare geruza. BHaren geruzak: ML, molekula-geruza; GL, pikor-
geruza; H, hilusa. Jiang eta Swann-en (1997) lanetik eraldatua.

CAl

Epilepsiadun pertsonen endokannabinoide (eKB) sisteman ere aldaketak gertatzen direla ikusi da.
eKB sistema nerbio-sistema zentralean (NSZ) zehar banatuta dagoen eta sinapsiaren transmisioaren
modulazioan laguntzen duen seinaleztapen-sistema konplexua da. Bere jarduera oso espezifikoa eta
lokalizatua da (Lutz et al., 2015). eKB sistema hurrengoez osatuta dago: 1 motako kannabinoide
hartzailea (CBiR) eta 2 motako kannabinoide hartzailea (CB.R); horiek kitzikatzeko gai diren lipido
endogenoak (eKB), horien artean ezagunenak: anandamida (AEA) eta 2-arakidonoilglizerola (2-AG);
eta endokannabinoideen sintesi- eta degradazio-entzimak. Gantz-azido amidohidrolasa (FAAH) eta
monoazil glizerol lipasa (MAGL) dira AEA eta 2-AG degradatzen dituzten entzimak, eta N-
azilfosfatidiletanolamida-fosfolipasa D (NAPE-PLD) eta a diazilglizerol lipasa (DAGLa) entzimak
dira horiek sintetizatzen dituztenak. Arestian esan bezala, sistema honek aldaketak pairatzen ditu
epilepsiadun pertsonetan. Adibidez, ikusi da pertsona horien hipokanpoan murrizten direla 2-AGren
sintesi entzima (DAGLa), CB; hartzailearen mRNA eta CB; hartzaileak bukaera kitzikatzaileetan
duen immunoerreaktibotasuna (Ludanyi et al., 2008).

Epilepsia-krisietan zehar neuronek jasaten duten gehiegizko kitzikapenak askotan neurona horien
funtzio galera edota zelula heriotza zitotoxikoa dakar (Walker, 2018). Aldi berean, neurona-heriotzak
astrogliosi erreaktiboa eragiten du. Hau da, neuronak kaltetzen diren eskualdeetan, astrozitoen
hipertrofia eta hiperplasia gertatzen da (Escartin et al., 2019). Astrozitoak funtzio estruktural,
metaboliko eta homeostatiko anitzetan parte hartzen duten glia zelula mota bat dira. Astrozitoek ere
CB, hartzaileak aurkezten dituzte eta horien bidez neuronen arteko sinapsian modu aktiboan parte
hartzen dute, sinapsi tripartitoa deritzon mekanismoaren bitartez (Perea et al., 2009; Gutiérrez-
Rodriguez et al., 2018). Coiret eta lankideek (2012) ikusi dute astrozitoen CB; hartzaileen aktibazioak
neurona kitzikatzaileen erantzuna emendatzen duela, epilepsia-krisiak denbora luzeagoan zehar
mantentzen direlarik. Haatik, oraindik ez dago oso argi astrozitoek epilepsian duten erantzukizuna.

2. Arloko egoera eta ikerketaren helburuak

Arestian esan den moduan, epilepsian gertatzen den gehiegizko neurona-jarduerak zelula heriotza
zitotoxikoa eragin dezake. eKB sistemak gehiegizko kitzikapen neuronal hori saihestu lezake. Izan
ere, azido kainikoaren (KA) animalia-eredu batean ikusi da eKBek babes funtzioa betetzen dutela:
hipokanpoko CB|R aurresinaptikoa aktibatzen dute glutamatoaren gehiegizko askapena inhibitzeko
eta, horrela, horrek dakarren heriotza zitotoxikoa ekiditeko (Monory et al., 2006). Are gehiago, beste
animalia-eredu batean ikusi da bektore biralen bidez CB; hartzailearen adierazpen mailak areagotuz,
KAk hipokanpoan eragindako konbultsioen larritasuna eta zelulen heriotza murrizten direla
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(Guggenhuber et al., 2010). Beraz, CB; hartzaileek krisi epileptikoak kontrolatu eta neuronak
ondorengo heriotzatik babes litzakete.

Babes funtzioa ez ezik, hainbat ikerketek erakutsi dute eKB sistemak ikaskuntza- eta oroimen-
prozesuetan parte hartzen duela. Esaterako, alzheimer gaixotasunaren animalia-ereduekin egindako
ikerketa batean ikusi da CB, hartzailea adierazten ez duten saguek ikasketa- eta oroimen-urritasunak
dituztela (Stumm et al., 2013). Gainera, ikusi da kannabisarekiko esposizio akutua zein kronikoa
ezagutza-urritasunekin lotuta daudela animalietan, eta gizakietan, batez ere arretarekin, lan-
oroimenarekin, ikaskuntza berbalarekin eta oroimen funtzioekin (Puighermanal et al., 2012). Horrez
gain, zenbait ikerketek frogatu dute astrozito-seinalizazioak oroimen-prozesuetan parte hartzen duela.
Adibidez, astrozitoen CB; hartzaileen delezioak identifikazio-oroimena kaltetzen duela ikusi da
(Santello et al., 2019). Bestalde, frogatu da marihuanak eragiten duen lan-oroimenaren galera
astrogliako CB; hartzailearen aktibazioaren ondorioz gertatzen dela (Han et al., 2012). Hala ere, eKB
sistemak ezagutzan duen eginkizun fisiologikoa ez dago oso argi oraindik. Izan ere, sistema
neuromodulatzailea denez, ezagutzan parte hartzen duten garuneko eremuetan jarduera espezifiko eta
lokalizatua izango du eta, beraz, mekanismo desberdinak aurkeztuko ditu.

Ikerketa honen helburua, alde batetik, loki lobuluko epilepsiaren animalia-eredu batean
hipokanpoaren mendekoak diren portaeren aldaketak aztertzea da. Horrela, oroimenean eta habia
egiteko gaitasunean dituen eraginak neurtuko dira. Beste alde batetik, maila zelularrean gertatzen diren
aldaketak aztertuko dira, CB; hartzailearen adierazpenean arreta jarriz.

3. Ikerketaren muina

Azterlan honen helburuak gauzatzeko 8 asteko 27 C57BL/6j sagu ar heldu erabili ziren. Krisi
exzitotoxikoen azido kainikoaren (KA) eredua erabili zen LLE ikertzeko. Kainatoa AMPA eta KAren
glutamato hartzaileen agonista da eta kitzikapenaren eta inhibizioaren arteko desoreka eragiten du
(Nirwan et al., 2018). KAk animalietan eragindako konbultsioek giza LLEren ezaugarrien antzekoak
diren neurona galera, astrogliosia eta hipokanpo esklerosia eragiten dituzte (Nirwan et al., 2018).

Saguak, ausaz, bi taldetan bereizi ziren: 1. taula. Krisi epileptikoen intentsitate-maila neurtzeko
kontrol taldea eta KAren taldea. Kontrol erabilitako Racineren eskala (RE).

taldeari, soluzio fisiologikoa injektatu zitzaion. m

KAren taldeari, ordea, azido kainikoa

1 Mugiezintasuna eta begirada finko
(25mg/kg) gatz-soluzioan diluituta eman mantentzea
zitzaion. KA jaso zuten animaliek intentsitate- 2 B ———
maila desberdineko krisiak pairatu zituztenez, aurreko gorputz-adarren klonusa
eta laborategiko aurretiko beste ikerketa 3 Altxatzea eta mugimendu
batzuetako esperientzian oinarrituz, animalia errepikakorrak erakustea
horiek bi taldetan banatu ziren: Racineren 4 Albatzea eta erortzea
eskalan 3tik beherako krisiak izan zituztenak 2 e e
(RE < 3) eta 3tik gorakoak izan zituztenak (RE 6 Krisi tonikoklonikoak

gorputz-jarrera galerarekin, korrika

> 3) (1. taula). Beraz, esperimentuak 3 animalia T

talderekin burutu ziren: kontrolak (N = 10), RE
< 3 kainatoak (N = 7) eta RE > 3 kainatoak (N
=10).

7 Heriotza

3.1. Barnesen labirintoa: oroimen- eta estrategia- espazialaren testa (BL)

Barnesen labirintoa (BL) saguen oroimen espaziala aztertzeko ingurune lehorreko portaera-proba da
(Bach et al., 1995) (2a. irudia). Oroimen mota hori hipokanpoaren mendekoa da. Saguek ihes-kutxa
finko baten eta inguruan kokaturiko ikusmen-seinaleen arteko lotura ikasten dute. Sagu bakoitzarekin
egunero 4 proba egin ziren 5 egunetan zehar. Saguek ihes-kutxa aurkitzeko hiru bilaketa-estrategia
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sekuentzia erabili ohi dituzte: zorizkoa, seriala eta espaziala (2b. irudia). Ihes-kutxa aurkitu ezean,
aintzat hartzen da saguek ez dutela bilaketa-estrategiarik erabili (estrategiarik gabe). Proba bakoitzean,
kutxan sartzeko beharrezkoa izan zitzaien denbora eta erabilitako estrategia neurtu ziren.

2. irudia. Barnesen labirintoa: a) BLren egitura cta ihes-kutxaren kokapenaren adibide bat (gezi gorria); eta b)
saguek erabili ohi dituzten bilaketa-estrategiak.

b

ZORIZKOA ESPAZIALA

BL proban sagu taldeen artean desberdintasun adierazgarriak ikusi ziren. Alde batetik, RE > 3
kainatoek kontrolek eta RE < 3 kainatoek baino denbora gehiago behar izan zuten ihes-kutxa
aurkitzeko (3a. irudia). Beste alde batetik, krisi epileptiko larriak izan zituzten saguek ez zuten
bilaketa-estrategiarik garatu, oro har ihes-kutxa zoriz aurkitzen baitzuten (3b. irudia). Gainera, bi
grafikoetan ikus daitekeen moduan, 3. egunetik aurrera RE > 3 saguek ez zuten hobera egin. Guzti
horrek aditzera ematen du krisi larriak jasan zituzten saguek oroimen espaziala kaltetuta dutela.

3. irudia. a) Egun bakoitzean ihes-kutxa aurkitzeko behar izandako denbora eta b) egun bakoitzean erabilitako
bilaketa-estrategia: 1) estrategiarik gabe, 2) zorizkoa, 3) seriala eta 4) espaziala. Bi bideko Anova testa. * RE >3
taldearen esangarritasun estatistikoa kontrol taldearekin konparatuz (*p<0.05, **p<0.01,****p<0.0001). # RE >

3 taldearen esangarritasun estatistikoa RE < 3 taldearekin alderatuz (#p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001).

a b ® KONTROLAK
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*
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3.2. Habia egiteko gaitasuna

Habien eraikuntza hipokanpoaren mendekoa da; izan ere, ikusi da hipokanpoko kalteak habia
egiteko gaitasuna murrizten duela saguetan (Jirkof, 2014). Habien eraikuntzarako erabilitako
paperezko zapien azaleran ezberdintasun nabarmenak behatu ziren sagu taldeen artean (4a. irudia).
Grafikoan zein irudietan ikus daitekeen bezala, RE > 3 kainatoek paperezko zapia nekez eraldatzen
zuten habia eraikitzeko (4. irudia). Bestalde, egunak pasa ahala ez zuten habia egiteko gaitasuna
berreskuratu. Beraz, emaitzek iradokitzen dute krisi epileptiko larriek hipokanpoaren mendekoa den
gaitasun hau kaltetu dutela.
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4. irudia. a) Habiaren azaleraren neurketa kainatoaren injekziotik egun batera, 5, 8, 12, 15 eta 21 egunetara. Bi
bideko Anova testa. * RE > 3 taldearen esangarritasun estatistikoa kontrol taldearekin konparatuz (*p<0.05,
**p<0.01). # RE > 3 taldearen esangarritasun estatistikoa RE < 3 taldearekin alderatuz (#p<0.05, ##p<0.01). b-¢)
Animalia desberdinen habien adibideak KAren administraziotik 12 egunetara: b) kontrola, ¢) RE < 3 kainatoa eta

d) eta e) RE > 3 kainatoak.

¥
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©
c 400
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Kainatoaren administrazioaren osteko eguna

3.3. CB, hartzailearen adierazpenaren azterketa

Azido kainikoaren administrazioaren egunetik 30 egunetara saguen hipokanpoa maila zelularrean
aztertu zen teknika immunohistokimikoen bidez. Lehenik eta behin, CB; hartzailearen adierazpena
mikroskopio optikoaren bidez analizatu zen. 5. irudian ikus daitekeen bezala, RE > 3 kainatoek CB;
gutxiago adierazten dute hipokanpoan. Are gehiago, hartzailearen dentsitate optikoa modu esangarrian
murriztuta dago CA1 eremuan eta bihurgune horzdunean (6a. eta 6b. irudiak hurrenez hurren).

5. irudia. CB1 hartzailearen immunotindaketa sagu talde desberdinen hipokanpoan: a-c kontrola (gatz-
seruma), d-f RE < 3 kainatoa eta g-i RE > 3 kainatoa. a, d, g: CB;Rren immunotindaketa hipokanpo osoan. b, e,
h: immunotindaketa CA1 eskualdean. c, f, i: immunotindaketa bihurgune horzdunean. Eskala barrak: 1000 pm a,
d eta g-n; 200 pm gainerakoetan.
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6. irudia. CB hartzailearen dentsitate optikoaren neurketa: a) CBR dentsitatea 26 um?-ko, CA1 eskualdean
eta b) CB)R dentsitatea 12,5 um?-ko, bihurgune horzdunean (BH). Kruskal-Wallis testa. * RE > 3 taldearen
esangarritasun estatistikoa kontrol taldearekin konparatuz (* p < 0,05; ** p <0,01) . # RE > 3 taldearen
esangarritasun estatistikoa RE < 3 taldearekin alderatuz; (## p < 0,01).

a b
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Epilepsiadun saguen hipokanpoan maila zelularrean gertatutako aldaketak ikusirik, laginak
mikroskopio elektronikoaren bidez aztertu ziren ondoren, erretxinan murgildu-aurreko urre eta
peroxidasa bidezko immunomarkaketa konbinatua aplikatuta (Puente et al., 2019). Bertan CB;
hartzaileen konpartimentu arteko aldaketa behatu dugu. Izan ere, CB; hartzailerako positiboak diren
bukaera inhibitzaile gutxiago eta daudenak hartzaile dentsitate gutxiagorekin ageri dira. Aldi berean,
astrozitoek CB hartzaile gehiago adierazten dituzte. Horrez gain, krisi epileptiko larriak jasan dituzten
saguek astrozitoen hipertrofia eta hiperplasia erakusten dituzte, proiekzio gutxiago eta lodiagoak
baitituzte (7a. eta 7b. irudiak).

7. irudia. CB; hartzailearen kokapena bukaera inhibitzaileetan (urdinez) eta astrozitoetan (marroiez). a)
Kontrola. b) RE > 3 kainatoa. Gezi gorriak: astrozitoen CB; hartzaileak. Eskala barrak: 2 um.

e
Xl
i

4. Ondorioak

Erabilitako LLEren animalia-ereduaren hipokanpoan eta hipokanpoaren mendekoak diren
portaeretan gertatutako aldaketak ikusita hainbat ondorio atera ditzakegu. Alde batetik,
esperotakoaren aurka, RE < 3 kainatoek kontrolen antzeko portaerak eta antolaketa zelularra
erakusten dituzte. Horrek aditzera ematen du indibiduoen artean desberdintasunak egon
litezkeela eta sagu batzuk KArekiko sentikortasun handiagoa izatea Bestalde, gerta liteke KA
sisteman barrena modu desberdinean zabaltzea, RE < 3 saguen garunera KA kantitate gutxiago
iritsiko zelarik. Haatik, oraindik ezezaguna zaigu zergatik KAren dosi berak larritasun
ezberdineko krisi epileptikoak eragin ditzakeen.
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Beste alde batetik, krisi epileptiko larriek bai oroimen-espazialean bai eta habia egiteko
gaitasunean ere kalte nabarmenak eragiten ditu. Gainera, RE > 3 saguek CB,; hartzailearen
adierazpen askoz txikiagoa erakusten dute, batez ere CAl eskualdean. Horrez gain, bihurgune
horzdunean CB; hartzailearen kokapen aldaketa gertatzen da, astrozitoen CB; hartzaileen
adierazpena emendatzen delarik eta bukaera inhibitzaileena murrizten delarik. Azkenik,
epilepsia-krisi larriek astrozitoen morfologian ere aldaketak eragiten dituzte.

5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea

Ikerlan honetan behatutako emaitzek aditzera ematen dute eKB sistema, eta bereziki CB;
hartzaileak, epilepsiadun saguek erakutsitako memoria-urritasunarekin lotuta daudela. Gainera,
baliteke CB; hartzailearen adierazpenaren murriztapena krisi epileptikoen larritasunaren erantzuleak
izatea. Etorkizunari begira, LLE astrozitoetan CB; hartzailerik adierazten ez duten animalietan (GFAP
CB-KO animalietan) ikertuko da. Horrela, astrozitoetako CB; hartzaileek epilepsian duten eragina
ezagutu ahalko dugu. Bestalde, ikerketa honetan erabilitako animalia-ereduan azterketa
elektrofisiologikoak burutuko dira, alde batetik, neuronen kitzikagarritasuna eta plastikotasuna
ikertzeko; eta beste alde batetik, eKB sisteman eragiten duten farmako ezberdinen efektuak aztertzeko,
epilepsia-krisien larritasuna arintzeko asmoz.
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