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RESUMEN

Diversos estudios indican una importante participacisén
de las catecolaminas (entre éstas la DA}, en la regulacidn de
la actividad convulsiva, asi, se ha demostrado que participa
en algunos modelos de epilepsia experimental como mediador
del efecto anticonvulsivo.

Ademds algunos fdrmacos anticonvulsivos wmedifican 1la
neurotrasmisidn sindptica en diversas 4reas del SNC, 1la
mayoria de estos tienden a disminuir 1las excitaciones
neuronales, debido a que permiten aumentar 1los procesos
inhibitories a través de la activacién de receptores. Sin
embargo no se conoce con precisién el mecanismo de accidn del
anticonvulsionante HEPB sobre la liberacidn de DA en el
estriado de la rata.

Los resultados muestran que el HEPB incrementé 1la
liberacidén espontdnea y estimulada de DA significativamente
a partir de 200 a 500 uM de HEPB, de manera dependiente de la
concentracién. También se muestra que la iodo metil
bicuculina (IMB 50 uM), induce un incremento en la liberacidn
de DA, mientras que el muscimol (MUSC 5 uM) sélo 6 en
combinacién con el HEPEB no produjo cambio significativo
respecto a la liberacidn estimulada del testigo.

Estos resultades indican que el HEPB modifica la
liberacidén de DA en rebanadas de estriado en forma indirecta,
posiblemente a trdves del sistema AChérgico como parte de la

actividad anticonvulsionante.



INTRODUCCTION



El Sistema Nervioso (SN), es el conjunto de estructuras
funcionalmente especializadas, mediante las cuales el
organismo responde adecuadamente a los estimulos del medio
externo e interno, que se intercalan formando una red de

comunicaciones.

Anatdmicamente, el sistema nervioso se divide en:
Sistema Nervioso Periférico (SNP), estructurado por nervios
y pequefios agregados de células nerviosas que se denominan
ganglios nerviosos y el Sistema Nervioso Central (SNC),
formado por el encéfalo y la médula espinal los cuales en
conjunto representan un nivel integrativo.

El encéfalo se encuentra parcialmente dividido en dos
mitades, llamadas hemisférios cerebrales por una profunda y
vertical <c¢isura longitudinal, en cada hemisferio se
distinguen tres superficies: dorsolateral, basal, y media. La
superficie de los hemisférios contiene un manto de materia
gris, y la neocorteza que comprende cerca del 90% de 1la
superficie cerebral. La corteza cerebral estd relacionada con
el cuerpo estriado y el globus palidus a través de dos vias:
Una directa, por medio de fibras que se proyectan al nicleo
caudado, pltamen y palido; y la otra indirecta, por medioc del

nicleo subtaldmico y sustancia Negra (Lépez Anténez, 1983).



1.- ANATOMIA MORFO-FUNCIONAL DEL ESTRIADO

Las conexiones aferentes y eferentes de la sustancia
negra con el estriado, han adquirido importancia debido a que
las neuronas de este nicleo constituyen una de las vias

importantes del sistema dopaminérgico.

El estriado es el componente principal del sistema de
ganglios basales el cual se relaciona con aspectos
conductuales, emocionales, motivacionales, motores y en el

proceso de la memoria {(Carman, J. H. y col. 1965) (Fig 1).

Fibras Aferentes al Estriado

a) Conexiones Cortico-Estriatales. Es la via mds extensa
de entrada al estriado que provienen de la neocorteza y se
proyecta topogrdficamente al estriado. Estas proyecciones
estan formadas por neuronas que se caracterizan
morfolégicamente por poseer espinas de tamaiio mediano.

b} Conexiones Talamo-Estriatales. Se relacionan con
fibras de los nucleos taldmicos: intralaminares, de la linea
media, laterales y ventrales, y por conexiones reciprocas con
el cuerpo estriado.

c) Conexiones Nigro-Estriatales. Constituyen una de las
vias mas importantes al putamen. Son fibras que se originan

"en la pars compacta y xeticular de la sustancia negra,



ascienden al subtdlamo y pasan entre la cdpsula interna y de
ahi al nidcleo caudado y pdlido. La substancia negra, en
primates aparece c¢omo un nicleo pigmentado, pero en otras
especies de mamiferos se extiende a lo largo del cerebro
medio y aparece bilateralmente como una banda de células

entre el pédunculo cerebral y el tegmento.

Fibras Eferentes del Estriadoc

El nicleo caudadeo y el putamen estdn relacionados por
fibras internucleares. La mayor proyeccién eferente del
estriado se conduce hacia el palido, al cual llegan fibras
del caudado y del putdmen. (Lépez Antinez. 1983; Gerfen C. R.

1992) (Fig 2).

2.-IMPORTANCIA DE LA VIA NEGRO-ESTRIATAL

La via negro-estriatal se <caracteriza ©por ser
predominantemente dopaminérgica, se origina en la sustancia
negra y gque conminmente esté dividida en dos diferentes
regiones; la 2zoma pars compacta (ZPC) y la zona pars
reticulat; (ZPR) (Noback, C. R. 1980; Gerfen, C. R. 1991). El
estudio de ésta via ha sido de fundamental importancia debido
a las implicaciones que posee en algunas enfermedades
neurodegenerativas tales como el mal de Parkinson vy
Huntington cuya caracteristica principal es una falta de

coordinacidn en el movimiento. (Olney, J. W., et al. 1990)



3.~ SINAPSIS DAérgica
Sintesis y Degradacidén de DA

En las neuronas DAérgicas la DA se forma a partir de la
tirosina que se transforma en L-dihidroxifenilalanina (L-
DOPA) por medio de 1la tirosina hidroxilasa, enzima gue
constituye el factor limitante en la sintesis de DA, ésta
enzima requiere del cofactor Pteridina (PT) el cual es
reoxidado por la enzima pteridina reductasa. Posteriormente
la L-DOPA se descarboxila mediante la descarboxilasa de los
aminodcidos aromdticos para formar la DA (Cocper, J. R. 1982;
Siegel, G. J. 1989). La degradacidén metabdélica de la DA se
realiza por medio de la enzima monoamina oxidasa (MAO), que
se localiza en la membrana externa de la mitocondria e
intérviene en la desaminacién oxidativa de las catecolaminas.
La DA también puede ser inactivada por la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT) que se localiza en la membrana de la

neurona postsindptica.

Caracteristicas del Transporte de DA

Después de 1la sintesis de la DA en la terminal
sindptica, éste se almacena en vesiculas sindpticas por medio
de un mecanismo de transporte activo dependiente de energia
y de iones Mg*™. Asi, la liberacidén de la DA se realiza
después de que llega un impulso eléctrico por exocitosis,

fendmeno que es dependiente de iones Ca*. Por lo tanto,



después de que la DA wviaja a través del espacio
intersindptico interactia con su(s) receptor(es)
correspondiente(s), la DA es inactivada por medio de un
proceso de captacién dependiente de sodio y de 1la
temperatura, y puede ser bloqueado por una alta
concentracién de K*, (Raker, G. B. y Dyck, E. L. 1985). E1
proceso de captura puede ser blogqueado por inhibidores, tales
como nomifensina, benztropina, y cocaina (Fairbrother, I. S.
'y col. 1990 y Oliver Valérie y col. 1992} (Fig 3).

Receptores de DA

En la actualidad se han reportado varios tipos de
receptores a DA, que de acuerdo a su estructura se han
clasificado c¢omo D, a D;, los cuales difieren en 1la
composicién de sus subunidades, asi como la interaccién a
diversos'agonistas y antagonistas especificos. En el caso del
estriado predomina la presencia de receptores a DA del tipo
D, vy D, y tienen un papel imporcante en la propagacién de
crisis de tipo motor. La manipulacidn farmacoldgica de estos
receptores es capaz de modular 1la actividéd convulsiva

(Gehlert y col. 1986, Carlson, J. H. y col. 1990).

La localizacién anatémica de éstos receptores en
neuronas estriatales parecen ubicarse en células colinérgicas
asi como en la misma terminal dopaminérgica (Lehmann y Langer

1983, Stoof y Kebabian 1982).



ANTECEDENTES



Diversos estudios indican una importante participacién
de las catecolaminas; norepinefrina (NE) y dopamina (DA) en
el proceso convulsivo, asi se ha demostrado que en el ratén
géneticamente predispuesto a convulsionar mediante estimulos
auditivos, se establece una deficiencia en la transmisién
catecolaminérgica que puede contribuir a tal susceptibilidéd
(Feria-Velasco, 1986) . También, la administracidn de farmacos
que reducen los niveles de éstos compuestos, facilitan 1las
crisis convulsivas (Chapman, A. G., 1987), asi como una
disminucién en la concentracidn de NE en el SNC incrementa la
severidad de 1las «crisis, en tanto un aumento en la
concentracién de NE y DA reducen la severidad de éstas

(Seyfried, T. N., 1885 y Lomax, P., 1987).

Lo anterior suguiere que altos niveles DA en el cerebro
pueden proteger a diferentes especies de animales en diversos
tipos de convulsiones, asi como una estrecha relacidén entre
la concentracién de catecolaminas y el control de 1la
hiperexcitabilidad neuronal en el SNC (McKenzie y Soroko 1972
King y Burnham 1986, y Warter, J. M., 1988). La estrecha
correlacidén entre el sistema catecolaminérgico Y el proceso
convulsivo, también se manifiesta por estudios realizados en
humanos con crisis epilépticas intratables en donde se ha
demostrado un aumento en la actividad de 1la tirosina
hidroxilasa en la corteza temporal (Goldstein, D. §. y col.

1988, y Pintor, M., 19%0).



Por otro lado, existen evidencias de que los receptores
DAérgicos tienen un papel importante en la propagacidn de la
actividaé convulsiva, ya gue se han descrito no séloAcambios
en los niveles de DA en el cerebro durante las crisis
convulsivas, sino que ademds se ha demostrado que agonistas
a D, como el SKF 38393 disminuye el umbral convulsivo
inducido por pilocarpina (Barone, P. y col., 1991), asi como
la presencia del antagénista SCH 23390 reduce la actividad
convulsionante, lo que implica una participacién del receptor
D, en el proceso de convulsiones motoras (Warter, J. M.,
1988; Burke, K., 1990). Mientras gue agonistas al receptor D,
protegen contra el desarrollo de convulsiones inducidas por

pilocarpina (Turski, L., 1988).

Guillermo Carvajal en 1964 fué el primero en nuestro
pais en sintetizar una serie de farmacos derivados de la 2-
pirreclidinona, entre ellos la 4-hidroxi, 4-etil, 4-fenil
butiramida (HEPB) que al ser valorada experimentalmente ha
demostrado un amplio espectro de accidén anticonvulsiva
similar al Fenobarbital y Valproato, lo cual lo sitda al
igual que sus homélogos (HEPA y HEPP) como anticonvulsivos
mayores, muy Utiles para controlar las crisis convulsivas

(Carvajal, G. 1986).

El HEPB fué sintetizado especificamente para reforzar la

accién inhibitoria del GABA, a fin de apoyar el
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restablecimiento del equilibric ante wuna excesiva vy
repetitiva accién de neurotransmisores excitatorios gque
sostienen las crisis convulsivas. En base a lo anterior, se
planted la posibilidad de obtener un efecto
anticonvulsionanﬁe que inhibiera la GABA transaminasa, y por
lo tanto se lograra un aumento de los niveles de GABA
{(Carvajal, G. 1986). Sin embargo se ha demostrado que el HEPB
reduce la unidén de agonistas a benzodiazepina éon su
polireceptor a GABA (Martinez de Mufioz, D. 1986), lo cual
involucra al sistema GABAérgico como posible mecanismo de

accidén de éste farmaco.

Por otra parte se ha demostrado que el sistema de
neurotransmisidén catecolaminérgico participa en algunos
modelos de epilepsia experimental como mediador del efecto
" anticonvulsivo. Asi, experimentos previos realizados en
nuestro laboratoric han demostrado un importante incremento
en los niveles de NE y de DA principalmente en el cuerpo
estriado del ratdn adulto por la administracidén del‘
anticonvulsionante denominado 4-hidroxi-4-etil-4-fenil-
butiramida (HEPB) a una dosis de 20 mg/kg de peso, estos
resultados preliminares sugirieron que parte del mecanismo de
accién del HEPB como anticonvulsionante podria ser a través
de modificar la neurotransmisién catecolaminérgica (Romero,

M., 1991).
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En virtud de lo anterior en el presente trabajo se
realizaron experimentos in vitro para conocer si el HEPB
modula la liberacién de dopamina en el estriado, y precisar
la participacién del sistema DAérgico en el mecanismo

anticonvulsivo de este fédrmaco.



PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA
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Diversos estudios bioquimicos, farmacolégicos vy
fisiolbSgicos han demostrado la participacién de 1las
catecolaminas (entre éstas la dopamina), en la regulacidén de
la actividad convulsiva en diferentes modelos de epilepsia

(Maynert, E. W., 1975; Laird, H. E. y Jobe, P. C., 1987).

Por otro lado, algunos anticonvulsionantes modifican la
neurotransmisidén sindptica en diversas dreas del S. N. C. Sin
embargo el efecto del fdrmaco derivade de la familia de las
butiramidas, el HEPB se desconoce hasta ahgra. Por lo que el
desarrollo de estudios que permitan conocer con mds precisién
el mecanismo de accién de compuestos anticonvulsionantes
alternativos resulta ser de vital importancia, ya que la gran
mayoria de wmedicamentos existentes en el mercado poseen

efectos secundarios indeseables para el paciente.



HIPOTES STIS
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51 la Dopamina participa en la 'regulacién de 1la
actividad convulsiva, luego entonces, el HEPB incrementarad la
liberacién de DA como parte de su mecanismo de accidén

anticonvulsionante.



OBJETTIVOS
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GENERAL:

Conocer el efecto del HEPB sobre la liberacidén de DA

exbégena en estriado de rata.

PARTICULARES

1) Determinar el efecto de diferentes concentraciones de
HEPB sobre la liberacidén espontdnea y estimulada de DA en

rebanadas de estriado de rata.

2) Determinar el efecto de un agonista y un antagonista
del sistema GABA en presencia del HEPB sobre la liberacién de

DA en rebanadas de estriado de rata.



DIAGRAMA EXPERIMENTAL
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DISENO EXPERIMENTAL

7
RATAS WISTAR (O ADULTAS DE 250-300 g

SACRIFICIO POR DECAPITACION

DISECCION DE CUERPO ESTRIADO

[

EXP. DE LIBERACION

1

EXP. DE LIBERACION

ESPONTANEA ESTIMULADA
PRESENCIA DE HEPB
10xm, 50 pm, 100 pm, 200 x m
y 500um
1 1 :
PRESENCIA DE PRESENCIA DE PRESBNCIA DE
SENC] 2] IMB 50 4 ™ a) IMB 50 4« m + HEPB

200 m y 500 #m

b) MUSIMOL Sum

1|b)MUSIMOL 5um

S500¢m

+HEPB S00um
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MATERIAL Y METODOS
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1.- REACTIVOS
Todos los compuestos que se utilizaron fueron en grado
reactivo, Cloruro de Sodio (NaCl), Cloruro de Potasio (KCL},
Cloruro- de Magnesio (Qgc12), Fosfato Monobasico
(NaH,PQ,) , Fosfato Dibdsico de Sodio (Na,HPQO,), Bicarbonato de
Sodio (NaHCO,), Cloruro de Calcio (CaCl,), Glucosa, Sacarosa
(Cy:H,,0,,) , Ac. ascédrbico (CH,,0,), &c. Acético (C,H,0,), Etanol
(C,H,0OH) y Liguido de Centelleo, fueron adquiridos en Merck
A(México);

AIpronazid, Dopamina (DA), Iodo Metil Bicuculina (IMB),
Muscimol fueron adgquiridos en Sigma Chemical Company (St.
Louis Missouri), DA-[*H] (Actividad especifica 46 mCi/mmol)
fué adquirida en New England Nuclear (Boston Massachusetts),
y el HEPB fué donado por el Dr. Carvajal (Cs. Biolégicas del
1IPN) :

2.- DISENOQ EXPERIMENTAL

A) Animales

En todos los experimentos que se utilizaron ratas de la
cepa Wistar de 2 meses de edad y con un peso aproximado de
250-300 gramos, las cuales se mantuvieron en condiciones de
bioterio, esto es, con libre acceso al agua y alimentacidn
normal, con ciclos de luz-oscuridad de 12x12 horas, humedad

relativa del ambiente (40% a 50%) temperatura 25°C constante.
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B) Experimentos de Liberacidn

Los animales fueron sacrificados por decapitacidn, el
encéfalo se removid rdpidamente en frio, se disectd el cuerpo
estriado, se obtuvieron rebanadas que se distribuyeron en
viales (con 25 mg de tejido en cada wuno), fueron
resuépendidas en 1 ml de uné solucidén de Krebs-bicarbonato,
que contenia Ipronazid 25 uM y &ac. ascérbico (1 mM) a un pH
7.4 que se ajustd con una mezcla de CO,-0,.

Las muestras fueron preincubadas con agitacién continua
durante 10 minutos a una temperatura 37 °C, posteriormente se
adicioné 20 pl de DA-[’H] a una concentracién final de 0.1
uM, esﬁa concentracidn se utilizé en todos los experimentoes.
Al fipal del tiempo de incubacidén, las rebanadas se
depositaron en un sistema de perfusién, en los gque se
utilizaron 4 camaras independientes, conectadas a una bomba
peristdltica (con 4 vias}, se lavaron con un medio de bajo
potasio (3 mM) por 10 minutos a la maxima velocidad (1.2
ml/min), y otros 10 minutos a la minima velocidad (0.5
ml/min) . Se colectaron 13 fracciones de cada via, 1la
exposicidén del tejido a la presencia del farmaco, en sus
diferentes concentraciones, fué a partir de la fraccién No.
4 hasta la fraccién No. 8, a partir de la cudl se restituyd
el medio de perfusidn sin el farmaco.Las concentraciones del
HEPB utilizadas fueron de 10, 50, 100, 200 y 500 uM (ver
diagrama) .

Finalmente, las fraccianes, asi como al tejido, se le

adiciond liquido de centellleo para contar la radioactividad
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J
en un contador de centelleo liquido Beckman LS6000.
Los resultados se expresan en % de liberacién de DA- [*H]
en cada fraccidén y en relacidén a la cantidad total acumulada.

C) Experimentos de Liberacidn Estimulada de DA.

Estos experimentos se realizaron bajo el esquema
previamente descrito para la liberécién espontédnea, s6lo que
en la fraccién donde se aplicd el estimulo simultdneamente se
adicionaron los compuestos GABAérgicos, muscimol (5 uM) e
iodometil bicuculina (50 uM) en forma separada y en forma
conjunta con el HEPB (500 uM) (ver diagrama).

Los resultados se expresan en % de liberacidn de DA- [*H]

en cada fraccién y en relacidén a la cantidad total acumulada.
D) Estadistica

El anidlisis estadistico comprendid la media y 1la
desviacidén estandar de los datos, la diferencia entre las
medias experimentales de basales y estimuladas, se realizd

mediante un andlisis de varianza (ANOVA).



RESULTADO S
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Los resultados muestran un incremento significativo en
la liberacidén espontdnea de dopamina por el HEPB a
concentraciones a partir de %00 hasta 500 pM del 38, 62 y 86%
respectivamente. Mientras qde concentraciones menores a 100
UM de HEPE (10 y 50 uM) no se obsérvé efecto alguno sobre la

liberacién espontdnea de DA (Fig 5).

En los experimentos de liberacién estimulada con alta
concentracién de K*, se observé un efecto que potencid
significativamente la liberacién de dopamina por el HEPB (200

y 500 uM) de manera dependiente de la concentracidén (Fig 6).

Con el propésite de profundizar sobre el posible
mecanismo de accién del HEPB sobre la liberacidn estkmulada
de dopamina en rebanadas de\estriado, se disefio una serie de
experimentos para determinar la posible participacién del

sistema GABAérgico y el HEPB sobre la liberacidn de DA.

Los resultados muestran que el antagonista del receptor
~ GABA,, icdo metil bicuculina (50 uM), induce un ipcremento
del 56 % en la liberacidén de DA respecto a la liberacién
estimulada testigo. Mientras gue cuando se adiciond iodo
metil bicuculina en forma conjunta con el HEPB (500 uM), se
observé un incremento altamente significativo del orden del
160 ¥ (Fig 7). Sin embargo, el efecto del muscimol (5 uM),

agonista del receptor GABA,, s6lo no produce ningdn cambio en
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la liberacién de DA, mientras que en combinacidn con el HEPB
produjo un ligero incremento significativo de un 35 % en la
liberacién de DA respecto a la liberacidn estimulada testigo
(Fig 8).

Finalmente, se establecio la mixima liberacién por
estimulacién con K' obtenida en los efectos del TESTIGO,
HEPB, IMB, IMB+HEPB, MUSC y MUSC+HEPB, sobre la liberacién de
DA; para lo cual se considerdé el valor promedio de la
fraccidén nimero 5, y se graficd como sobreflujo considerando

la liberacién basal como cero (Fig 9).
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La creacién de nuevos fédrmacos anticonvulsivos se
fundamenta principalmente sobre los mecanismos inhibitorio§
del cerebro, con esta base, se han desarrollado fdrmacos como
el HEPB que forma parte de la primera generacién de
anticonvulsivos sintetizados y diseflados en México por
Carvajal (1964), 1la ideq original fué que estos farmacos
desarrollardn una accidén en el SNC de tipo inhibitorio de una
forma semejante al GABA, lo que permitiria reducir laé
excitaciones neuronales. Por la estructura que presentan.
éstos compuestos, la actividad anticonvulsiva se manifiesta
por la presencia de los grupos etilo y fenilo (Fig 4); a
diferencia de otros farmacos anticonvulsivos, ya éue algunos
férmacos anticonvulsionantes modifican 1la neurotransmisién
sindptica, tales como; las benzodiazepipas, barbituratos,
valproato de sodio, entre otros; estos tienden a disminuir
las excitaciones neuronales y por lo tanto permiten aumentar
los procesos inhibitorios a través de la activacién‘ de
Areceptores a GABA, asi como producir un incremento en la
conductancia al Cl°. Por lo que la accién anticonvulsiva de
estos fdrmacos se basa en su capacidad para mimetizar al GABA
6 aumentar la capacidad del mismo para reducir las
excitabilidad de algunas neuronas (Macdonald R. L., 1983;
Shepard R. A. y cql., 1990 y Meldrum B. S., 1992). Lo
anterior se fundamenta en el hecho de que estudios recientes
sobre la estructura del receptor a GABA tipo A muestran que
posee sitios de unidn especificos para diferentes compuestos

como el GABA, picrotoxina (convulsionante), Benzodiazepinas,
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Barbituratos y esteroides, ;ue actlan alostéricamente con
este tipo de receptor 6 al canal Cl° por lo que éste receptor
se convierte en sitio potencial de unién para algunos
farmacos «con actividad anticonvulsionante (Twyman y
Macdonald, 1991; DelLorey y Olsen, 1992; Macdonald y Twyman,
11992) (Fig 10).

Estudios in vivo demuestran que el HEPB inhibe y ejercé
un efecto protector sobre las crisis convulsivas inducidas
por Bicuculina (Carvajal, é., 1986) . También, estudios
electrofisiolégicos in vitro con preparaciones de cobayo
muestran que el HEPB produce una reduccién en la frecuencia,
amplitud y nimeroc de las descargas paroxisticéé inducidas por
pentilentetrazol (PTZ) y bicuculina (BIC), antagonistas al
GABA, por lo que se postula que probablemente el HEPB ejerce
una accidén GABA mimética sobre receptores GABA“.(Pacheco, M.
F. y col., 1990). De ésta manera, en el presente trabajo se
muestra que el HEPB incrementa en fofﬁé“éignificativé la
liberacién de DA en rebanadas de estriado, lo que sugiere que
el sistema dopaminérgico podria estar implicado como parﬁe de
los mecanismos anticonvulsivos y/o de propagacién de las
crisis convulsivas. También éstos resultados muestran que la
liberacién de DA se estimula por bicuculina, antagonista del
receptor a GABa,, y se potehcia ésta 1liberacién en
combinacidén con el HEPB lo que podria indicar que el efecto
anticonvulsionante del HEPB posiblemente no implique
activacién directa del sistema GABAérgico, ya que se ha

- demostrado un incremento en la liberacidén de DA inducido por
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GABA en rebanadas estriatales de rata (Ennis C. y Cox B.,
1981; Reiman W. y col., 1982). También con el uso de
antagonistas del receptor a GABA del tipo A y B se determind
que un incremento en la 1iber§ci6n de DA por GABA, asi como:
la activacién del receptor GAB:AA lo que postuld su presencia
en las terminales DAérgicas‘(dertel y col., 1983). Un efecto
opuesto se ha observado en preparaciones de substancia negra
y &rea tegmental, en la cual sé observa una disminucién en la
liberacion de DA por 1la activacién de receptores GABA,
(Lacey, M. G., 1988; Klitenick y col., 19%2).

Por otro lado, existen evidencias que el GABA también
incrementa la liberacidén de [’H]-acetilcolina en neuronas de
retina como respuesta a la presencia de picrotoxina y
bicuculina, ya.que estudios in vivo con microdialisis y en
presencia de bicuculina se ‘observé un incremento en la
liberacién de acetilcolina eniel‘estriado[ mientras que
agonistas a este receptor reducen dicha liberacidn de'DA;
este hecho estd de acuerdo con nuesgstros resultados, por lo
" que se propone que la actividad anticonvulsionante del HEPB
podria ser a través de un incremento inicial en la liberacién
de acetilcolina y éste a su vez inducir un efecto reflejo
sobre la liberacién de DA dado que las interneuronas
colinérgicas del estriado reciben eferencias ténicamente
activas de células GABAérgi;as (Friedman, D. L., 1990;
DeBoer, P. y Westerink, B. H. C., 1994 y Chang y Kita,

1992) (Fig 11).
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Ademds de que las terminales DAérgicas poseen receptores
para acetilcolina gque modulan en parte 1la liberacidn
fisiolégica de DA (Lehmann, J. y Langer, S. Z., 1983). Sin
embargo: experimentos adicionales se estan llevando a cabo
para demosﬁrar si el HEPB efectivamente estimula la

liberacidén de acetilcolina-[?H] en rebanadas de estriado.

Finalmente, la estimulacién en la liberacidn de DA por
bicuculina y el HEPB se inhibe por el agonista del receptor
a GABA,, por lo que una posible interaccién entre el HEPB y
el propio receptor GABA, como parte de la actividad
anticonvulsionante no debe de descartarse, ya gue
experimentos previos con el derivado andlogo del HEPB, el
HEPP induce cambios importantes en la cinética de unién del
GABA a su receptor (Chavez, J. L. y Martinez de Mufioz, D.),
por lo que pudiera explicar en algﬁna medida el incremento en

los niveles de CA induéido‘por el GABA (Kim, J. S., 1978).

Por otra parte, la liberacién de DA también puede ser
regulada por otros neurotransmisores o] sustancias
neuroactivas que convergen en el cuerpo estriado y ejercen
diferentes efectos en la modulacidn sobre la liberacidén de DA
(Ronken, E. y col., 1993) .. Asi, existe una interaccién entre
terminales DAérgicas y 5-HTérgicas, asi como con NEérgicas y
Gluérgicas; tal interaccién parece estar asociada con una
regulacidén presindptica de un efecto estimulatorio sobre la

liberacién de DA en el estriado (Westfall, T. C., 1982,
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Reisine, T. D. y col., 1982; Desce, J. M. y col. 1991).
Ademds, la liberacién de algunos de estos neurocransmisores>
Puede modificarse a la vez por la accidn de la DA (Chasselet,
M. F., 1984), por lo que otros neurotransmisores pudieran
estar implicados como parte del mecanismo anticonvulsivo Yy
que modifiquen la transmisién DAérgica. De esta manera
experimentos adicionales serdn necesarios para dilucidar esta
hipétesis sobre 1la participacién de otros sistemas de

neurotransmisién como parte del fenémeno anticonwvulsivo.
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1.- Los resultados indican que el HEPB incrementa la
liberacién espontdnea de DA, asi comoe en la liberacién
estimulada con alta concentracién de potasio (53 mM) en
rebanadas de estriado de una forma dependiente de 1la

concentracién.

2.- El efecto del HEPB sobre la liberacidén de DA en el
estriado se potencializa cuande se inhibe al sistema

GABAérgico.

3.- Los resultados sugieren que en el efecto
anticonvulsivo del HEPB participa la DA a nivel de cuerpo
estriado, mientras que la participacién del sistema
GABAérgico es colateral y no por via directa sobre la

liberacién de DA.
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FIGURA 1

Ubicacién meurcanatdmica del cuerpo estriado

En un corte anteroposterior de 1los hemisferios

cerebrales se muestran los ganglios basales:

1. Claustrum
2. Nicleo Lenticular
3. Nlcleo Amigdalino

4. Nicleo Caudado

Los tres Gltimos constituyen el cuerpo estriado.







FIGURA 2
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Principales conexiones y sistemas de neurotransmisién del

cuerpo estriado

Conexidn cortico-estriatal
Conexidn talamo-estriatal
Conexidén negro-estriatal
Proyeccidn estriado-palidal
Proyeccidn estriado-talamica
Proyeccidn estriado-negral

Interneuronas colinérgicas

(Gluérgica)
(Gluérgica)
(DAérgica)
(GABRérgica)
(Gluérgica)
(GABAérgica)

(AChérgicas)



........

CORTEZA
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FIGURA 3
Sindpsis DAérxrgica

Se puede observar la sintesis de DA apartir de su
precursor tirosina con intervencidn de la enzima tirosina
Hidroxilasa (A) y la descarboxilasa de aminodcidos arométicos
(B), su almacenamiento en vesiculas (2) y liberacidn
dependiente de Ca*™ (3). Posteriormente interacciona con el
receptor postsindptico (4) &6 ser eliminada del espacio

intersindptico por recaptura (5).
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FIGURA 4
i
Férmulas desarrolladas de las butiramidas que forman parte de
la primera generacidén de anticonvulsivos sintetizados en

México por el Dr. Guillermo Carvajal en 1964.
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FIGURA 5

Efecto del HEPB (10, S50, 100, 200 y 500uM}, sobfé la
liveracidén espontdnea de [*H] -dopamina en rebanadas
"estriatales. Los resultados expresan la r)nedia + la desviacidn
estandar de 5 experimentos. Las diferencias estadisticaments
significativas respecto a la liberacidn basal fueron:

[»]
*%< 0.001, P<0.05.



 LIBERACION DE [3H]-DA (%)

BASAL

50 100 200 500
CONGENTRACION DE HEPB (M)
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5

Efecto del HEPB (2ob y 500uM), sobre 1la liberécién
estimulada de PH]-doéamina en - rebanadas estriatales. Los
resultados expresan la media + desviacidn eétahdar de 5
experimentos. Las diferencias estadisticamente-significativas
respecto a la liberacidn testigo (Liberaéién con alta

. * o .
concentracidn de X°) fueron: P<0.001, P<0.05.
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FIGURA 7

Efectc de la IMB (350uM) en prasencia de HEPE (500uM),

sobre la liberacién de. DA estimulada en rebanadas

estriatales. Los resultados representan la media + desviacién
estandar de 5 experimentos. Las diferencias estadisticamente
significativas fueron:

HEPB 00 uM Vs. TESTLIGU IMB 50 uM Vﬁ. TESTIGO
*<0.001 : 0,001

IMB + HEP3 Vs. TESTIGO IMB + HEPB Vs.

*<0.001 %001

IMB 50 uM

IMB + HEEPB Vs. HEPB 500 uM

P<0.00S5
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FIGURA 8§

Efecto del MUSC (5 uM) en presencia del HEPB sobre la
liberacidén estimulada de [*H] -dopamina en rebanadas
.estriatales. Los resultados expresan la media y la desviacién

estandar de 5 experimentos. Las diferencias estadisticamente

significativas:

MUSC 5 gM Vs. TESTIGO MUSC + HEPB Vs. TESTIGO
*2.0.001 *p.0.001

MUSC 5 uM Vs. HEPB 500 uM MUSC + HEPB Vs. MUSC 5 uM

7&P<0.001 .P<0.0l
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FIGURA 9

Esta gréfica muestra una ccmparacidén entre la mdxima
liberacidn por estimulacidn con X* obtenida en los efectos de
HEPB, IMB, IMB+HEPB, MUSC, MUSC+HEPB y TESTIGO: para lo cual
se tomé el valor promedio correspondiente de la fraccidn
nimerc 5 y se graficd como sobreflujo considerando la
liberacidn basal como cero.

La abcisa represenca el efecto de los farmacces y la
ordenada representa el porcentaje de likeracién de ([3H]-

dopamina en rebanadas estriatales.
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FIGURA 10

Representacién esquemdtica del complejo receptor GABA,-
iondforo y sus partes componentes. La porcidn con el ndmero
(I) indica el sitio modulador a GABA, (II) Picrotoxina, {(III)
Benzodiazepinas, (IV) Barbituratos, (V) Esteroides. (A)

indica el Canal a Cl” y (B) Capa lipidica de la membrana.
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FIGURA 11

Mecanismo de accidén del HEPB

I. via directa:

a) En presencia de HEPB & IMB se libera DA.

§

II. Via indirecta:
b)‘En\presencia de HEPB 6 IMB se libera ACh
c) A su vez la ACh ejerce un efecta reflejo sobre la

liberacién de DA.
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