2000-B 093645847
UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS
BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS
DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES

-Il-g E %

e g b

“ngnleAD DE GUr\DAL,u““
V7 =

T

SO=

X yivavul 8”

LAS CRISIS EPILEPTIFORMES INDUCIDAS POR LA
4-AMINOPIRIDINA EN EL CIRCUITO
A CORTEZA ENTORRINAL - HIPOCAMPO DE RATAS

N _—— = ——

O TESIS PROFESIONAL

[/QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
LICENCIADO EN BIOLOGIA

HD?TICIPACION DEL GLUTAMATO EN LA PROPAGACION
Q

g /Q R E S E N T A
JUSTO MURGUIA CASTILLO
\sﬁ

LAS AGUJAS, ZAPOPAN, JALISCO, FEBRERO del 2002.

Ns /ﬂ
v

T =
\ﬂ\i\

'\



UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS
-

COORDINAC/ON DE CARRERA DE LA LICENCIATURA EN BIOLOGIA

COMITE DE TITULACION

C. JUSTO MURGUIA CASTILLO
PRESENTE.

Manifestamos a Usted que con esta fecha ha sido aprobado su tema de titulacién en
la modalidad de TESIS con el tituio “PARTICIPACION DEL GLUTAMATO EN LA
PROPAGACION DE LAS CRISIS EPILEPTIFORMES INDUCIDAS POR LA 4-AMINOPIRIDINA
EN EL CIRCUITO CORTEZA ENTORRINAL-HIPOCAMPO DE RATAS”, para obtener la
Licenciatura en Biologia.

Al mismo tiempo le informamos que ha sido aceptado como Director de dicho trabajo
la DRA. LAURA GUADALUPE MEDINA CEJA y como asesor al DR. ALBERTO MORALES
VILLAGRAN.

PRESIDENTE DEL COMITE DE TITULACION

/ /
ﬁhc‘m L{zmaﬂ\&l 1
M.C. LETICIA HERNANDEZ LOPEZ
SECRETARIO DEL COMITE DE TITULACION

c.c.p. DRA. LAURA GUADALUPE MEDINA CEJA.-DIRECTORA DELTRABAJO.
c.c.p. DR. ALBERTO MORALES VILLAGRAN.-ASESOR DEL TRABAJO.
c.c.p. Expediente del alumno

MERL/LHL/mam

Km. 15.5 Carretera Guadalajara - Nogales

Predio "Las Agujas”, Nextipac, C.P. 45110 o AP 39-82

Tels {91-3) 682-0248 682-0374 Fax. 6820120
2apopan, Jalisco, México ‘o



Forma C

C. DRA. MONICA ELIZABETH RIOJAS LOPEZ
PRESIDENTE DEL COMITE DE TITULACION

DE LA DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES
DE LA UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

PRESENTE.

Por medio de la presente, nos permitimos informar a Usted, que habiendo

revisado el trabajo de tesis que realiz6 é! (la) pasante:
JUSTO MURGUIA CASTILLO con el titulo:

Participacion del Glutamato en la Propagacion de las Crisis Epileptiformes
Inducidas por la 4-aminopiridina en el Circuito Corteza Entorrinal -
Hipocampo de Ratas
Consideramos que ha quedado debidamente concluido, por lo que ponemos a su
consideracion el escrito final para autorizacion de impresion y en su caso
programacion de fecha de examenes de tesis y profesional respectivos.

Sin ofro particular, agradecemos de antemano la atencién que se sirva a
brindar a la presente y aprovechamos la ocasién para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
Las Agujas, Zapopan, Jal., a 18 de Febrero del 2002

EL DIRE EL ASESOR
<L
NOMBRE Y FIRMA
O AR DR. ALBERTO-MORALES
oG VILLAGRAN
SINODALES

1. DR. JACINTO BANUELOS PINEDA
NOMBRE COMPLETO

2. DRA. GRACIELA GUDINO CABRERA
NOMBRE COMPLETO

3.M. EN C. MONICA ELISA URENA GUERRERO
NOMBRE COMPLETO




Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Neurobiologia del Departamento
de Biologia Celular y Molecular del Centro Universitario de Ciencias Biologicas y
Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara, bajo la direccion de la Dra. en
Ciencias Laura Guadalupe Medina Ceja y la asesoria del Dr. en Ciencias Alberto

Morales Villagran.



A quien amo:

Graciela Ledon Montes por todo su apoyo y amor.
A mi madre Nicolasa Castillo por todo su carifio y apoyo que me ha dado
A Citlali Murguia a quien quiero como a una hija

A quienes padecen la terrible enfermedad de la epilepsia,
que con la esperanza en que llegue el dia en que no haga falta

escribir algo como esto.

Dedicada especiaimente a quién en vida lievé el nombre de

Justo Murguia Figueroa

quien me ensefd a ser hombré
y que siempre anheld este momento,
te agradeceré toda mi vida
lo que me brindaste con ti ejemplo y esfuerzo
y que con orgullo llevo tu nombfe.
En cualquier punto del universo en que te encuentres
“GRACIAS”

PAPA



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad de Guadalajara y en especial al Centro Universitario de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias por haberme formado profesional y humanisticamente.

A la Dra. en Ciencias Laura Guadalupe Medina Ceja por todo su gran apoyo y
paciencia en la direccion de este trabajo.

No existen las palabras adecuadas para manifestar el agradecimiento de manera
muy especial al Dr. en Ciencias Alberto Morales Villagran, por su amistad y por todo el
apoyo que me ha brindado en esta etapa de mi formacion.

A la M. en C. Mdnica Elisa Urefia Guerrero a quién aprecio y estimo mucho,

agradeciéndole especialmente todo su apoyo y paciencia que me ha brindado en mi

formacién.

A los Doctores en Ciencias: Jacinto Bafiuelos, Graciela Gudifio, Monica Urefia y
Alfonso Islas, por todos sus valiosos comentarios para mejorar este trabajo.

A mi Gran amigo el Ing. Alejandro Gutiérrez Martinez a quien le debo parte de mi
formacion profesional y personal.

A toc-ios mis hermanos, en especial a Leobardo y José, quienes me han apoyado
siempre durante toda mi carrera.

A mis amigos que encontré en la carrera que siempre me han apoyado.

A la familia Cazares Ortega y en especial a la Lic. Cecilia Cazares por su gran

amistad y apoyo otorgado.



iNDICE

Contenido Pagina

L Lista de abreviaturas 4
I Resumen 7
. Introduccién 9
3.1 Epilepsia 10

32 Modelos de epilepsia experimental 12

3.3 Glutamato, GABA y Epilepsia 14

IV.  Antecedentes 22
4.1 Modelo de crisis por 4-AP 22

4.1.1 Modelo de crisis convulsivas 22

412  Mecanismo dé accion de la 4-AP 24

413 Efecto de la 4-AP sobre la liberacién de

Neurotransmisores 25

42 Circuito f:orteza entorrinal — hipocampo 29

4.2.1 La formacién hipocampica 29

422 Circuito corteza entorrinal — hipocampo 35

V. Planteamiento del problema 39
VI, Hipotesis 41
Vil.  Objetivos 42
VIIl. Materiales y Métodos 43
IX.  Resuitados 47
9.1 Observaciones conductuales 47



Xl

Xli.

9.2 Registro EEG
9.3 Niveles extracelulares de los aminoacidos
Discusién

Conclusiones

Bibliografia

47
48
54
59

60




A-P

ADP

Ala

AMPA
AMPc
ANOVA
Asp

ATP
ATPasa
BAS

CA1, CA2, CA3Y
CA3a, b, c
CA4
Ca"*ATPasa
Ca"™HVA
CE

4-AP

EEG
EPSP
GABA
GABAay B

GABA-T

LISTA DE ABREVIATURAS

Anteroposterior

Difosfato de adenosina

Alanina
a-Amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol-4-propionato
Monofosfato ciclico de adenosina

Andlisis de varianza

Aspartato o acido aspartico

Trifosfato de adenosina

Adenosin fosfatasa

Bioanalytical systems

Campos de Ammon o Cornus ammonis
Subcampos de CA3

Capa polimérfica o Hilus del GD
Adenosin fosfatasa dependiente de calcio
Corrientes de calcio de umbral alto de activacion
Corteza entorrinal

4-aminopiridina

Electroencefalografico

Potencial postsinaptico excitador
Acido y-aminobutirico

Receptores de GABA tipo Ay B

4-aminobutirato-2-oxoglutarato aminotransferasa




GAD Descarboxilasa de acido glutamico

GAT1,2,3 Transportadores de GABA tipo 1, 2, 3

GD Giro dentado

Gi Proteina G tipo i

Go Proteina G tipo o

Gn Glutamina

Glu L-glutamato o &cido glutamico

GLUR1-4 Subunidades de los receptores tipo AMPA
GLURS-7 Subunidades de los receptores tipo kainato
Gly Glicina

GMP Monofosfato de Guanosina

GMPc Monofosfato de Guanosina ciclico

HP Hipocampo

HPLC : Cromatografia de liquidos de alta resolucién
la Corriente de potasio tipc A

i.c. Intracerebral

) Corriente de potasio de inactivacion lenta tipo D
i.p. Intraperitoneal

IP3 1, 4, 5-inositol trifosfato

PSP Potencial postsinaptico inhibidor

KA Acido kainico o Kainato

L Lateral

LTD ’ Depresion de largo término

LTP Potenciacion de largo término



Ca™'LVA Corrientes de Ca™ de umbral bajo de activicién
M1-4 Dominios transmembranales de las subunidades

polipeptidicas de los receptores ionotropicos a Glu

mGLUR1-8 Receptores metabotrépicos a Giu tipo 1-8

pl/min Microlitros por minuto

mM Milimolar

Na* K*-ATPasa Adenosin trifosfatasa dependiente de sodio y potasio (bomba

sodio y potasio)

NMDA N-metil-D-aspartato

NR1, NR2A-D Subtipos de subunidades del receptor tipo NMDA
~ om-t Ornitina aminotransferasa

PCP Fenciclidina

P5C A'-Acido pirrolino-5-carboxilico

R-AMPA Receptor glutamatérgico tipo AMPA

R-KA Receptor glutamatérgico tipo kainato

R-NMDA Receptor glutamatérgico tipo NMDA

SNC Sistema Nervioso Central

Tau . Taurina

THIP 4,5,6,7-tetrahidroisoxazol[4,5-c]piridin-3-ol

TPI 4.5 6,7-tetrahidroisoxazol-piridinol

\ Ventral



RESUMEN

La 4-Aminopiridina (4-AP) promueve la liberacion generalizada de
neurotransmisores, tanto en la unién neuromuscular, como en rebanadas de cerebro y
sinaptosomas. Estudios electrofisiologicos han demostrado que la 4-AP bloquea la
corriente transitoria de K* (la) y la de inactivacién lenta (Ip), fendmeno que conduce a
una prolongacién del potencial de acciéon a través de un retardo en la fase de
repolarizacién, lo que mantiene los canales de Ca™ sensibles a voltaje abiertos y
estimula Ia liberacion de neurotransmisores. Por otro lado el Glutamato (Glu) es uno de
los neurotransmisores de mayor importancia en la fisiologia del circuito corteza
entorrinal-hipocampo, su liberacion excesiva, asi como su interaccion con sus
receptores juega un papel critico en el inicio y mantenimiento de la crisis epilépticas.

Para poder estudiar la participacion del Glu en el HP durante la propagacion del
proceso convulsivo inducido a través de la inyeccion de la 4-AP (250 nmol/2ul/min) en
la CE, se utilizo la técnica de microdidlisis y registro simultaneo de la actividad eléctrica
en ratas en libre movimiento y anestesiadas. Los resuitados obtenidos muestran que la
4-AP elevo los niveles extracelulares de Glu, tanto en el grupo anestesiado (299%)
como en libre movimiento (1241%). Ademads, la 4-AP también incrementa
significativamente los niveles extracelulares de glutamina, glicina, taurina, alanina y
GABA. Particularmente en el caso del GABA se encontré un aumento mucho mayor en
el grupo anestesiado que en el grupo en libre movimiento. El registro
electroencefalografico mostrd en la CE actividad epileptiforme intensa en ambos
grupos, que se caracterizé por complejos espiga-onda y poli-espigas de frecuencia alta.

Esta actividad se propagé de manera inmediata a la regidn de proyeccidn (HP), ademas



de presentarse el status epilepticus en ambos grupos a diferentes tiempos. Estos
resultados sugieren que el aumento en la funcion sinaptica glutamatérgica en el circuito
corteza entorrinal-hipocampo esta involucrado en la propagacién de las crisis

convuisivas inducidas por la administracion de la 4-AP.



INTRODUCCION

El sistema nervioso es un conjunto de estructuras funcionaimente
especializadas, mediante las cuales el organismo responde adecuadamente a los
estimulos que recibe, tanto del medio externo como del medio interno (Lépez - Antinez,
1996). De dicha adecuacion depende la posibilidad de adaptacién al medio ambiente y
por tanto, la supervivencia.

El sistema nervioso, cominmente se divide en: Sistema Nervioso Central
(SNC) y Sistema Nervioso Periférico (SNP). El SNC, esta constituido por el encéfalo
contenido en el craneo y la médula espinal, alojada en el conducto raquideo, este
sistema representa el nivel integrativo de la informacién. Ef SNP comprende los nervios
espinales y craneales conformados por prolongaciones neuronales aferentes y
eferentes. Las primeras constituyen el nivel de aferencia y las segundas, el nivel de
eferencia. Cada uno de estos tipos de neuronas se subdivide en somaticas y viscerales.
Los nervios espinales contienen fibras aferentes y eferentes tanto somaticas como
viscerales. Los nervios craneales tienen una organizacidon muy variable en cuanto a las
fibras que los forman. Los componentes viscerales del sistema nervioso periférico y los
ganglios paravertebrales, prevertebrales y paraviscerales asociados, constituyen el
sistema nervioso neurovegetativo que se subdivide en parasimpatico y simpatico,
que regulan la actividad de las visceras (Lopez - Antinez, 1996).

Con respecto a los estimulos que recibe el SN, consisten en cambios de energia
que ocurren en el medio y pueden ser de diferente tipo: fisicos (térmicos, mecanicos,
electromagnéticos) o quimicos; y constituyen la informacién que el organismo recibe y a

la cual debe responder. Asi, los organismos multicelulares cuentan con estructuras



especializadas en el registro de dichos cambios, los receptores sensoriales, cuya
funcion es traducir los diferentes tipos de energia, parte esencial de los impulsos
nerviosos (Lopez - Antunez, 1996). Cuando ocurre una disfuncién en ei procesémiento
de dicha informacion, esta puede traer consigo diferentes tipos de dafios,
manifestandese como desordenes neuroldgicos © neuropatologias comc lo es la

epilepsia (Lopez - Anttinez, 1996).

3.1 EPILEPSIA

La palabra epilepsia se deriva del verbo griego Epilambanein (epilamvanein)
“Ser apoderado”, "Ser poseido” o “Ser atacado’. La epilepsia se define como un
sindrome de disfuncion cerebral, de caracter recurrente que se caracteriza por la
descarga sostenida y anormaimente sincronica de un grupo de neuronas cerebrales
(foco epileptogeno) (Zielinski, 1988). Dichas descargas se asocian con manifestaciones
conductuales que van a depender del! tipo y localizaciéon de las neuronas involucradas
(Wasterlain, 1989). Estas descargas se representan en un registro
electroencefalografico (EEG), el cual puede presentar un cambio stbito en lo que
respecta a la frecuencia y amplitud lo que se denomina fenémeno paroxistico,
caracterizado por su forma de punta, punta-onda, polipunta u onda (Liga Central Contra
la Epilepsia, 1998).

Las crisis epilépticas pueden presentarse como una complicacion de accidentes
infecciosos, traumaticos, tumorales, alteraciones sistémicas, desérdenes metabdiicos,
toxicidad por farmacos o como parte de sindromes hereditarios (Engel y Pendley,

1998). La epilepsia se caracteriza por una tendencia a la hiperexcitabilidad a
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desarrollarse en una u otra region del SNC (Engel y Pendley, 1998; Wasterlain, 1989),
dicho estado hiperexcitable es la base de varias formas de epilepsia ‘(Dichtér, 1998).

En la epilepsia podemos hablar de dos eventos importantes que la propician: 1)
la excitabilidad celular que se refiere a los procesos que regulan la despolarizacion y la
repolarizacién de la membrana; y 2) el desarrollo aberrante de la integracion neuronal
por anormalidades en la sincronizacion de las poblaciones neuronales y la propagacion
de las descargas epilépticas, dentro de la via neuronal. Ambos eventos pueden
presentarse antes de que las crisis lleguen a ocurrir (Engel y Pendley, 1998).

Desde el punto de vista de la neurotransmision sinaptica, la epilepsia ha sido
considerada tanto como un trastorno de la inhibicién (por deficiencia), como de la
excitacién (por exceso); la complejidad de la epilepsia incluye ambos fenémenos (Lloyd
et al., 1986; Olsen et al., 1985). Respecto a los neurotransmisores inhibidores, el acido
y-aminobutirico (GABA) es uno de los principalmente involucrados en el fenémeno
paroxistico; la disminucién de los niveles de este aminodacido o de su sintesis se asocia
a la presencia de focos epileptogénicos (Lloyd et al., 1986; Olsen et al., 1985). Ademas,
los farmacos que aumentan la concentracién de GABA en el SNC presentan
propiedades anticonvulsivas (Lloyd et al, 1986; Olsen et al., 1985). Por otro lado,
dentro de los neurotransmisores excitadores, el glutamato (Glu) y el aspartato (Asp), a
través de la activacién de sus diferentes tipos de receptores, ejercen un papel
importante sobre la transmision excitadora répida en el SNC, en condiciones normales y
patolégicas como la epilepsia (Engelsen, 1986; Fagg y Foster, 1983; Fonnum, 1984).

Ademas, diversas evidencias experimentales los han relacionado con los mecanismos

1



de iniciacién de las cri;is epilépticas (Faingold et al., 1992; Geddes et al., 1990; Piredda
y Gale, 1986).

La clasificacion de la epilepsia es compleja y se puede basar en Ia etiologia, la
patologia, la edad de inicio, las crisis clinicas, los hallazgos électroencefaiograficos o el
prondstico. La epilepsia puede dividirse principalmente por la localizacién de las crisis,
en generalizada o focal. Asimismo, se puede dividir en: sintomatica, idiopatica o

criptogénica dependiendo si se conoce o no la etiologia (Zielinski, 1988).

3.2 MODELOS DE EPILEPSIA EXPERIMENTAL

La mayoria del conocimiento acerca de los mecanismos celulares y moleculares
de los eventos epileptiformes especificos y de la terapia con farmacos
anticonvulsivantes proviene de estudios con modelos de epilepsia experimental
(Dichter, 1989). Dichos modelos presentan algunas de las manifestaciones de la
epilepsia humana. En la mayoria de los modelos de epilepsia focal se utiliza la
aplicacion de sustancias convulsivas en la corteza cerebral o en el sistema limbico tanto
in vivo como in vitro (Turski et al., 1983; Yamamoto, 1972). En el caso de las epilepsias
generalizadas se utliza la aplicacién sistémica de convulsivantes como el
pentilentetrazol, la picrotoxina, la bicuculina y el 4cido kainico, o bien la aplicacién de
trenes de corriente eléctrica, en el modelo de electroshock maximo (Gloor y Oliver,
1982). El kindling de amigdala e hipocampo se ha empleado para generar crisis
parciales complejas con gran éxito (Gloor y Oliver, 1982). En tanto que los modelos de
predisposicion genética se utilizan organismos genéticamente modificados (Tabla 1)

(Gloor y Oliver, 1982; Krauss et al., 1989).



TABLA 1. MODELOS EXPERIMENTALES DE EPILEPSIA

1. EPILEPSIA PARCIAL O FOCAL

1.1.

1.2.

SIMPLE

Aplicacién tdpica de convulsivantes
Postdescargas focales (Electroshock directo)
Congelacion focal

Sindrome de Abstinencia al GABA (SAG)
COMPLEJA

Kindling

Acido kainico

Toxina tetanica

2. EPILEPSIA GENERALIZADA
2.1 TONICO-CLONICAS

Modelo de 4-AP

Electroshock méaximo
Aplicacion sistémica de convulsivantes (estimulantes de la excitacién o

bloqueadores de la inhibicion)
Crisis inducidas por estimulacion fatica a monos fotosensibles (Papio papio)

Roedores con predisposicidn genética

2.2 TIPO AUSENCIA

Modelos genéticos en roedores

Penicilina sistémica

THIP 4,5,6,7-tetrahidroisoxazol{4,5-c]piridin-3-0l (agonista a receptores
GABA,)

Gama-hidroxibutirato

Modificado de Fisher, R. S., 1981



3.3 GLUTAMATO, GABA Y EPILEPSIA
GLUTAMATO

El Glu es el principal neurotransmisor excitador del SNC de mamiferos (Giraldez
y Girardi, 2000; Mateu et al., 2000; Palmer et al., 1994; Zilkha et al., 1995; Miele et al.,
1996) y es uno de los neurotransmisores de mayor importancia en la fisiologia de la
formacién hipocampica (Vizi y Kiss.,1998; Wasterlain, 1989). Se sintetiza a partir de la
glucosa y otros precursores, a través de varias rutas bioquimicas dentro del cerebro.
Asi, puede producirse: a) por la transaminacion del a-cetoglutarato; b) a partir de la
glutamina (GIn) por accién de la enzima glutaminasa; ¢) a partir de o-cetoglutarato por
accion reversa de la enzima deshidrogenasa del acido glutamico; y d) por accion de la
ornitin-aminotransferasa a partir de ornitina por la enzima aminotransferasa. El papei
preciso del Glu formado por cada una de estas rutas es poco conocido (Wasterlain,
1989).

El Glu se libera de una manera dependiente de Ca™", tiene un sistema de
recaptura de afinidad alta en las terminales nerviosas (Wasterlain, 1989), y ejerce sus
efectos a través de la activacién de dos tipos de receptores: ionotropicos vy
metabotropicos. Dentro de los receptores ionotropicos se encuentran los receptores
sensibles a: N-metil-D-aspartato  (R-NMDA), u—Amino-3-hidroxi-5-4;isoxaso|-4-
propionato (R-AMPA) y kainato (R-KA). Estos receptores actian como canales idnicos
activados por ligando y permiten la entrada de Na™ y Ca™, favoreciendo la
despolarizacion rapida de la célula nerviosa (Foster y Fagg, 1984; Watkins y Olverman,
1987; Lipton y Rosenberg, 1994). Estructuralmente, los receptores ionotropicos son

complejos macromoleculares oligoméricos formados por 5 subunidades polipeptidicas,



cada una con cuatro dominios hidrofobicos, conocidos como M1-4, de los cuales M1,
M3 y M4 atraviesan la membrana, mientras que M2 entra a la membrana pero no
regresa al lado citoplasmatico. Cada subunidad presenta el grupo amino terminal en la
parte extracelular y su respectivo grupo carboxilo terminal en la parte intracelular
{Nakanishi, 1992; Barinaga, 1995). El R-NMDA, esta formado por ias subunidades NR1
y NR2A-D (Kutsuwada et al., 1992, Meguro et al., 1992; Monyer y Seeburg, 1992) vy se
caracteriza por su dependencia de voltaje, su ailta permeabilidad al Ca'™ y sus sitios
multiples de regulacién farmacoldgica, ademas de presentar un sitio sensible a cambios
de éxido-reduccion (Lipton y Rosenberg, 1994; Mayer y Westbrook, 1987; Cotman y
Monaghan, 1988). Los R-AMPA y R-KA son independientes de voltaje y tienen una
mayor permeabilidad al Na*. EI R-AMPA, puede estar formado por las subunidades
GLUR1-4 (Monaghan et al., 1989; Bettler y Mulle, 1995) y el R-KA por las subunidades
GLURS-7 (Monaghan et al., 1989; Henley, 1994). Por otro lado, la activacién de los
receptores metabotropicos implica una cascada de segundos mensajeros, a través de
su interaccién con proteinas G. Dichos receptores se caracterizan por ser proteinas
integrales de membrana con siete dominios transmembranales y dos porciones largas
de aminoacidos hidrofilicos, una en el medio extracelular con el extremo amino y otro
en el interior celular con el extremo carboxilo (Schoepp y Conn, 1993), ademas existen
al menos 8 proteinas que son mGLUR1-_8 {Schoepp y Corn, 1993).

Una vez liberado de la neurona presinaptica, el Glu puede interactuar con sus
receptores, o ser transportado por un mecanismo de afinidad alta dependiente de Na*
hacia las células gliales (Logan y Snyder, 1972), dentro de las cuales se degrada

metabolicamente a Gin por la accion de la sintetasa de glutamina (Fig. 1) (Takagaki y

Konagaya, 1985).



FIGURA 1. Sinapsis Glutamatérgica. 1)Sintesis del Glu (A. Ornitin aminotransferasa; B.

Glutaminasa; y C. Deshidrogenasa del Glu); 2)Transporte del Glu hacia las vesiculas
sinapticas; 3)Liberacion exocitica del Glu; 4)Interacccion del Glu con receptores
ionotropicos; S)Interaccion del Glu con receptores metabotrépicos; 6)Captura neuronal
del Glu; 7)Captura astroglial del Glu; 8)Degradacién metabolica del Glu dentro de la
astroglia (D. Glutamina sintetasa); y 9)Transporte de la Gln desde la astroglia hacia la
terminal glutamatérgica (Wasterlain, 1989).
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La liberacion excesiva del Glu y su interaccion con sus receptores juega un papel
critico en el inicio y mantenimiento de las crisis epilépticas (Walker et al., 1995; Giraldez
y Girardi, 2000; Millan et al., 1991; Musshoff et al., 2000). A este respecto, Morales y
Tapia (1995) demostraron a través de la técnica de microdialisis, que la 4-aminopiridina
(4-AP) estimula preferencialmente la liberaciéon de Glu en el estriado y que esta
liberacion se correlaciona con una actividad convulsiva intensa. Ademas, las
alteraciones motoras producidas por la 4-AP fueron bloqueadas por antagonistas
del receptor a Glu tipo NMDA (Morales-Villagréan et al., 1996). Asimismo, trabajos
recientes, en los que se ha utilizado la técnica de microdidlisis dual y registro
electroencefalografico simultaneo en el circuito corteza entorrinal-hipocampo,
demostraron que la infusion de 4-AP a través dé la canula de microdidlisis en la corteza
entorrinal produce actividad epileptiforme y conductual en las ratas despiertas, asi como
un aumento en la concentracién extracelular de Glu en las zonas de infusién de la 4-AP
(Medina-Ceja et al., 2000). Sin embargo, a pesar de que la actividad epileptiforme se
propagé a la zona de proyeccién, no se observaron cambios significativos en la
concentracion extracelular de Glu, debido probablemente a que el sistema de deteccién
utilizado (deteccion con fluorescencia) en la cromatografia no es lo suficientemente
sensible.

GABA

El GABA es el principal neurotransmisor inhibidor del SNC (Wasterlain, 1989), se
sintetiza a partir del acido glutamico por accién de la descarboxilasa del acido glutamico
(GAD; EC 4.1.1.15), la cual remueve el grupo a-carboxilo del Glu para producir GABA y

CO,. La GAD requiere de fosfato de pindoxal como cofactor y su reaccion es
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irreversible bajo condiciones fisioldgicas. EI GABA puede ser sintetizado por otras vias,
a partir de la ornitina y la putresina (Caron et al., 1987; Wasterlain, 1989; Daune y
Séiler, 1988). La degradacion metabdlica del GABA se lleva a cabo por la actividad de
la transaminasa del GABA (4-aminobutirato-2-oxoglutarato amino transferasa; GABA-T;
EC 2.6.1.19), enzima que también reguiere de fosfato de piridoxal como cofactor y que
cataliza la transferencia del grupo amino del GABA al acido o-cetoglutarato, dando
como productos el semialdehido succinico y el Glu. El semialdehido succinico
posteriormente es oxidado a acido succinico por la deshidrogenasa del s.emialdehido
succinico, esta via metabdlica constituye un corto circuito en el ciclo de Krebs
(Wasterlain, 1989; Daune y Séiler, 1988).

El GABA presenta dos tipos de receptores: GABA, y GABAg (Vizi y Kiss, 1998).
El GABA4 es una proteina hetero-oligomérica compuesta por una combinacién de 4 a 5
subunidades (a, B, y, 8 y p) (Vizi y Kiss, 1998; Taguchi y Kuriyama, 1984), es un
receptor-canal permeable a CI'. El resultado de la entrada de CI" conduce a la
hiperpolarizacion de la membrana neuronal, produciendo una inhibicién en la neurona
postsinaptica. En base a lo anterior se ha postulado que el GABA juega un papel
particularmente importante en la inhibicién de las crisis y tiene un efecto anticonvulsivo
(Olsen y Venter, 1986). Este receptor es sensible al GABA, siendo el principal mediador
de la accién inhibidora postsinaptica, asi como a sus anaiogos estructuraies como el
muscimol, la isoguvacina y el 4,5,6,7-tetrahidroisoxazol-piridinol (TPI) (Vizi y Kiss, 1998;
Ticku, 1991). Su efecto se bloguea por antagonistas de este receptor como la bicuculina
y la picrotoxina, que reducen la corriente de cloro generada por la activacion del

receptor. Asimismo, esta corriente se ve aumentada por compuestos que modulan al



receptor, como las benzodiazepinas, los barbituricos y los esteroides (Olsen, 1981;
1987). El canal idnico asociado al receptor GABAA es selectivo para aniones (en
particular el CI) y la selectividad es suministrada por la colocacion estratégica de
aminoacidos cargados positivamente cerca del final del canal idnico (Bormann y
Fiegenspan, 1995). El receptor GABAg es una proteina de aproximadamente 80 Kd que
esta acoplada a canales idnicos de Ca*™, por medio de las proteinas que unen GTP,
como G; o0 G,. Presinapticamente, la activacion de este receptor inhibe ia liberacidn de
GABA por un mecanismo que activa las conductancias de K y dismihuye las
conductancias de Ca'". Postsinapticamente, la activacion del receptor GABAg produce
hiperpolarizacion lenta potencial postsinaptico inhibidor (IPSP) lento, debido a la
inhibicion de ios canales de caicio dependientes de voftaje y a un aumento en la
conductancia de potasio, lo cual resuita en la generacion de IPSPs lentos, este efecto
inhibe ia liberacion de neurotransmisores (Holz et al., 1986).

La mayor parte del GABA se libera a través de exocitosis de las vesiculas
sinapticas, mediante un proceso que implica la entrada de Ca™ a la terminal nerviosa.
Otra parte del GABA se libera por medio de la activacion inversa de los transportadores
de GABA por la presencia de Na* extracelular (Bormann, 1988). Cuando el GABA es
liberado interacciona con sus respectivos receptores postsinapticos o es removido de la
hendidura sinaptica por su captura en las células gliales, para posteriormente ser
degradado por la GABA-T a Glu y ser transformado a Gln por la accién de la glutamina
sintetasa, de esta manera la GIn se transporta a la neurona presinaptica, donde por

accion de la GAD es convertido a GABA, cerrando asi el ciclo (Fig. 2).
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FIGURA 2. Sinapsis GABAérgica. 1)Sintesis del GABA; 2)Transporte del GABA
hacia las vesiculas sinapticas; 3)Liberacion exocitica del GABA; 4)Interaccion del
GABA con el receptor GABAa4; 5) y 6)Interaccion del GABA con el receptor GABAB
pre- y postsinaptico, respectivamente; 7)Captura neuronal del GABA; 8)Captura
astroglial del GABA; 9)Degradacion metabdlica del GABA dentro de la astroglia (A.
GABA-T, B. Glutamina sintetasa); y 10)Transporte de la GIn desde la astroglia hacia la
neurona presinaptica (Wasterlain, 1989).
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En varios modelos de epilepsia experimental, existe evidencia de alteraciones en
la transmisién mediada por el GABA. Entre los parametros neuroquimicos asociados a
la epilepsia, se encuentra una disminucion en la actividad de la GAD en interneuronas
(to, 1994). Sin embargo, existen evidencias que muestran resuiltados contradictorios
como en el caso de pollos y el gerbil con susceptibilidad a crisis, donde se ha
encontrado un aumento en la concentracion de GABA v en las neuronas que expresan
a la GAD, lo que pudiera considerarse como un proceso adaptativo a las crisis
espontaneas o al déficit de los mecanismos post-sinapticos (Faingold, 1988; Jonson
y Tuchek, 1987). Por otro Alado, se ha observado qu.e los antagonistas al receptor
GABA,, como la bicuculina y picrotoxina, asi como los que influyen en el sitio de union
a las benzodiazepinas, como el pentifentetrazol y el metil-6,7-dimetoxi-4-etil-B-carboline-
3-carboxilato y pentilenetetrazol incrementan [a excitabilidad en aigunas poblaciones de

neuronas e inducen crisis epilépticas (Wasterlain, 1989).
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ANTECEDENTES

4.1 MODELO DE CRISIS POR 4-AMINOPIRIDINA
4.1.1 MODELO DE CRISIS CONVULSIVAS

La 4-AP es una droga que cuando se administra por via intraperitoneal (i.p.) o
intracerebral (i.c.) es capaz de inducir crisis convulsivas en diferentes especies
animales (Spyker et al. 1980; Glover, 1982, Morales et al., 1995; Fragoso-Veloz et al.f
1990). E! patron de crisis inducidas por la 4-AP se caracteriza por la aparicién de un
periodo convulsivo largo, con una etapa inicial de hiperexcitabilidad, seguido de
convulsiones clénicas, ténico clonicas y muerte durante una convulsién ténica en
algunos casos, mientras que los animales que sobreviven presentan movimientos
clénicos altemados frecuentemente con contracciones tonicas de mediana intensidad
(Fragoso-Veloz et al., 1990).

Los estudios in vitro han demostrado que el efecto convulsivo de la 4-AP tiene
qué ver con la liberacién de espectro amplio de neurotransmisores, independiente de la
sustancia mediadora, tipo de sinapsis o especie (Thesleff, 1980), es decir, la 4-AP
estimula la liberacion de neurotransmisores tanto excitadores como inhibidores
(Morales et al., 1995; Pefia y Tapia, 1999, 2000; Medina-Ceja et al., 2000; Tapia et al.,
1999). Estudios electrofisiolégicos han demostrado que la 4-AP bloquea las corrientes:
transitoria (la) y de inactivacién lenta (lp) de potasio, lo cual favorece una prolongacién
del potencial de accion a través de un retardo en la fase de repolarizacién membranal,
fenémeno que mantiene los canales de Ca™* sensibles al voltaje abiertos (Rogawski y

Barker, 1983) y promueve la liberacion de neurotransmisores.
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Trabajos previos han demostrado que la administracion de la 4-AP en el
ventriculo lateral y la corteza motora de la rata inducen actividad epileptiforme intensa
y que las alteraciones motoras producidas por la 4-AP son bloqueadas por antagonistas
del receptor a Giu tipo NMDA, lo cual muestra que la 4-AP estimula la liberacion de Glu
in vivo y que los R-NMDA estan implicados en las crisis inducidas por ia 4-AP (Morales
et al, 1996). Ademas, Morales y Tapia (1995) observaron que la 4-AP eleva
preferencialmente la concentracién extracelular de Glu con respecto a los demas
aminodcidos en el estriado de ratas en libre movimiento.

Recientemente, se demostré una correlacién entre el aumento extracelular de
Glu, las crisis epileptiformes y la neurodegeneracién producida en CA1 y CA3 del
hipocampo (HP) de ratas perfundidas con 4-AP. Los autores sugieren que la
neurodegeneracion es probablemente producida por una sobreactivacion de receptores
a Glu, al incrementarse la concentracion extracelular del mismo (Pefia y Tapia, 1999).
En este sentido, Pefia y Tapia (2000) han demostrado que la administracion de
antagonistas giutamatérgicos tipo R-NMDA (MK801 y CPP) y no-NMDA (NBQX),
reducen ia intensidad y duracién de las crisis y protegen contra la neurodegeneracion
de CA1 y CA3 del HP. En este mismo trabajo, la tetrodotoxina (TTX, bloqueador de
canales de Na® sensibles a voltaje) protege contra los efectos de la 4-AP en el HP y la
w-conotoxina (bloqueador de canales de Ca™" tipo N) disminuyen la liberacién de Glu y
protegen contra ia neurodegeneracién. Estos datos sugieren que el efecto del aumento
en la concentracion extracelular de Glu es en la terminal sinaptica y la participacion de
los canales de Ca™" tipo N en este modelo. Asimismo, Medina-Ceja et al. (2000) han

demostrado un aumento en la concentracion extracelular de Glu en la corteza entorrinal
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(CE) e HP de ratas en libre movimiento, después de la administracion de 4-AP en estas
regiones, estableciéndose una correlacion con el inicio de las descargas epileptiformes.
Sin embargo, a pesar de que las descargas se propagaron a las regiones de proyeccion

(HP y CE), no se observaron aumentos en la concentracidn extracelular de Glu en estas

regiones.

4.1.2 MECANISMO DE ACCION DE LA 4-AP

La 4-AP bloquea los canales de K" activados por voltaje en una gran variedad de
células, incluyendo las neuronas, el musculo cardiaco, el musculo esquelético y el
musculo liso (Gillespie y Hunter, 1975; Kenyon y Gibbons, 1979; Morales et al., 1999;
Hara et al., 1980). La actividad del canal de K* participa en el control de la liberacion
del neurotransmisor de las terminales nerviosas determinando el curso temporal de la
repolarizacion. El bloqueo de los canales de K* puede prolongar la duracion de los
potenciales de accién, lo que favorece el retardo en el cierre de los canales de Ca™,
incrementando la entrada de este cation y la liberacién del neurotransmisor (Choquet y
Korn, 1992; Kirsch y Narahashi, 1983).

La 4-AP atraviesa la membrana en su forma no cargada y se asocia con un
protén en el citoplasma (Choquet y Korn, 1992; Kirsch y Narahashi, 1983), dentro del
citoplasma la 4-AP se une a los canales de K* (Kirsch y Drewe, 1993). A este respecto,
Kirsch y col., (1993) han demostrado que la 4-AP se une preferentemente a los canales
rectificadores de K" en estado abierto. Una vez que la 4-AP atraviesa la membrana y se
carga, mueve aproximadamente el 20% del potencial de membrana eléctrico para
alcanzar su sitio de unién y la profundidad a la cual la 4-AP se une al canal de K*

aumenta cuando la concentracién de la 4-AP se incrementa (Bouchard y Fedida, 1995).
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Los canales de K* censan el gradiente de voltaje local a través de la membranay la
forma activa de la 4-AP (cationica), por lo que es probable que la 4-AP se una a las
cargas negativas fijas localizadas en la superficie interna de la membrana o en el
vestibulo de! poro, ya que el sitio de union de la 4-AP parece estar cercano a las cargas

negativas asociadas con las regiones 5'S5 o 3'S6 en la cara interna del poro del canal .

de K* (Fig. 3) (Shieh y Kirsch, 1994).

4.1.3 EFECTO DE LA 4-AP SOBRE LA LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES
Las aminopiridinas tienen un efecto estimulador sobre Ia liberacién espontanea del
neurotransmisor, lo que depende de la presencia de Ca*" extracelular (Tapia y Sitges,
1982) y de otros depdsitos de calcio, asi como de otros iones (Huang et al., 1989; Tapia
y Sitges, 1982). Las aminopiridinas causan corrientes entrantes de Ca™, sin embargo,
las concentraciones requeridas para estos efectos (>1mM) son mucho mas altas que
las requeridas para inducir actividad convuisiva (Segal y Baker, 1986; Ahnert-Hilger y
Habermann, 1981). Otros estudios postulan que la 4-AP facilita el acoplamiento entre el
Ca™ intracelular y la liberacion del neurotransmisor en la membrana presinaptica,
debido a que la droga es capaz de inducir la liberacion del neurotransmisor sin el
estimulo despolarizante (Agoston et al., 1983; Freedman et al., 1984; Tapia et al.,
1985). En este sentido, Tibbs y col., (1989) propusieron que la 4-AP induce potenciales

de accion repetitivos que permiten abrir transitoriamente los canales de Ca*".
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A 4-AP MECANISMO DE ACCION DE LA 4-AP

Medio
Extracelular

FIGURA 3. Los esquemas A y B representan el mecanismo posible del bloqueo de los
canales de K* por Ia 4-AP. A)La 4-AP atraviesa la membrana plasmdtica en su

forma no cargada y una vez en el citoplasma de la célula se asocia con un protén. La
forma activa de la 4-AP se une a la region cargada negativamente del canal. B)
estructura molecular de una de las subunidades del canal de K* donde se muestra el sitio

de unién de la 4-AP activada (5'S5 o 3'S6) (Shieh y Kirsch, 1994).
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Asimismo, algunos trabajos han observado la posibilidad de la participacion de
los canales tipo N- en la entrada de Ca™ inducida por la 4-Ap en sinaptosomas (Nayler,
1988; Nowycky et al., 1985; Tumner et al., 1993) y ratas (in vivo) (Pefia y Tapia, 2000).

Las diferencias en la sensibilidad de los neurotransmisores a la influencia de la
4-AP pudiera ser un reflejo de las diferencias en las poblaciones de canales de Ca™
presentes en las terminales o en la cinética de la entrada de Ca"" entre las terminales
catecolaminérgicas y aminoacidérgicas (Verhage et al., 1991). Al respecto, se ha
encontrado que el efecto sobre la liberacién del Glu, con tres agentes despolarizantes
(K* aito, 4-AP y veratrina) presenta variaciones regionales en la liberacién del Glu,
debido a sus mecanismos diferentes para inducir el efecto despolarizante y al proceso
de transporte de! Glu (Patterson et al., 1995). Asi Ia liberacion del Glu y su captura
parecen variar grandemente de regién en regién debido a la presencié de estos
mecanismos.

Los eventos biofisicos relevantes de la 4-AP incluyen los siguientes pasos, en el
caso de las preparaciones in vitro: a) Bloqueo de ias corrientes transitorias de K en la
membrana postsinaptica soma-dendrita, incluyendo la comente tipo A rapida y la
corriente lenta tipb D; b) Un incremento en la excitabilidad de los axones vy las
terminales presinapticas causadas por la 4-AP, aumenta la liberacion de
neurotransmisores en respuesta a los potenciales de accion presinapticos, como en los
potenciales de accién espontaneos originados en las terminales o en los axones (Fig. 4)

(Kocsis et al., 1983; Bucle y Haas, 1982; Flores-Hernandez et al., 1994).
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FIGURA 4. Efecto de la 4-AP sobre la liberacion de algunos neurotransmisores en la
terminal presinaptica. El bloqueo de los canales de K®por la 4-AP puede
prolongar la duracion del potencial de accion, lo que favorece el retardo en el
cierre de los canales de calcio incrementando la entrada de este i6n y
facilitando el acoplamiento para la liberacion de neurotransmisores (Turner et
al., 1993).
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4.2 CIRCUITO CORTEZA ENTORRINAL - HIPOCAMPO

La participacién del circuito corteza entorrinal-hipocampo en las crisis convulsivas
ha sido estudiada mediante diversas técnicas y por diferentes autores, ya que se le
considera uno de los principales circuitos en la iniciacion y propagacion del fenémeno

paroxistico (Amaral y Witter, 1995; Vizi y Kiss, 1998).

4.2.1 LA FORMACION HIPOCAMPICA

La Formacion Hipocampica forma parte del asta inferior del ventriculo lateral
(Martin, 1998), es una estructura elongada, cuyo eje longitudinal se extiende en forma
de “C” y corre rostralmente del nicleo septal hasta caudoventralmente en el Iébulo
temporal. La formacién hipocampica comprende seis regiones citoarquitectonicas
distintas: Giro Dentado (GD), Hipocampo (HP), Corteza Entorrinal (CE), Subiculo,
Presubiculo y Parasubiculo. La formacion hipocampica presenta cuatro haces de fibras
que contienen tanto aferencias como eferencias, las cuales son: Alveus, Fimbria, Fémix
y Haz Angular. El alveus se origina en las células pifamidales del HP y subiculo, estas
fibras se dirigen hacia sitios subcorticales o a la misma formacién hipocampica
contralateral; la fimbria se iocaliza en el extremo lateral del HP, cuando sus fibras salen
del HP y descienden al prosencéfalo, son referidas como las columnas del férnix, estas
fibras se dirigen hacia el nucleo septal y a otras estructuras del prosencéfalo basal y
diencéfalo; el haz angular atraviesa la linea media del esplenio del cuerpo calloso y

contiene fibras que se originan desde o proyectan a el presubiculo, parasubiculo y la

CE (Fig. 5) (Amaral y Witter, 1995).
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FIGURA 5. Organizacidn anatomica y tridimensional de la formacién hipocimpica en
el cerebro de la rata. A) Muestra la forma en C del hipocampo y su posicion en el
cerebro de la rata. Las columnas del fornix (f) descienden al polo septal (s) del
hipocampo. B) Muestra tres secciones horizontales (A, B, C) a diferentes niveles
dorsoventrales de la formacion hipocampica, la corteza entorrinal se localiza en los
niveles medios y ventrales de la formacién hipocampica. Polo temporal (t) (Martin,
1998; Amaral y Witter, 1995).

Hipotalamo
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El Giro Dentado presenta tres capas celulares: la capa molecular, la capa
granular y la capa polimoérfica. La capa molecular esta ocupada principalmente por las
dendritas de las células granulares, células en canasta y varias célufas polimérficas, asi
como un tipo celular en la porcién profunda de esta capa cuyo axén contribuye al plexo
en canasta dentro de la capa de las células granulares, es otro tipo de célula en
canasta (Amaral et al., 1990; Boss et al., 1985; West et al., 1988). Otro tipo celular
presente es la céluia axo-axonica o “chandelier’ cuyo axoén termina en los segmentos
iniciales del axén de las células granulares, esta célula es GABAérgica y ‘se le
considera el segundo controlador inhibidor de las células granulares. Esta capa es
convencionalmente dividida en tres: la parte interna que es el foco de entrada septal, de
asociacion y comisural; la parte media, ia cual recibe entradas de la CE; y ia parte
externa, que recibe entradas de la CE lateral (Amaral, 1978). La capa granular tiene
como tipo celular principal a la célula granular, que es glutamatérgica. En la porcién
profunda de esta capa se encuentran las células en canasta, la mayoria de las cuales
son GABAérgicas. Otros tipos celulares son las multipolares o fusiformes, que
contribuyen con sus axones al plexo en canasta en la capa de células granulares. En
estudios recientes se ha observado que las células granuiares son relativamente
resistentes al dafio asociado a las crisis (Sloviter, 1994), ademas los axones de la
células granulares muestran un grado alto de plasticidad en el cerebro epiléptico
(Cavazos et al.,, 1991). Las células granulares son reguladas en parte por esteroides
adrenales (Gould et al., 1992), asimismo, se les ha llamado “no excitables* porque
estas mantienen un potencial de reposo muy negativo (Mody et al., 1988). La capa
polimérfica (a la que también se le ha llamado Hilus o CA4) tiene como tipo celular

principal a la célula musgosa, que es de tipo glutamatérgica; sus dendritas proximales
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presentan espinas complejas denominadas excrecencias que son los sitios de
terminacion de los axones de las fibras musgosas. Otros tipos celulares en esta capa,
son las células fusiformes y multipolares que dan origen a un plexo estrellado y son

GABAérgicas (Amaral et al., 1990; Boss et al., 1985; West et al., 1988).

El Hipocampo se divide en tres campos (cornu ammonis, CA) CA3, CA2 y
CA1. La organizacion laminar es generalmente similar para todos los campos a
excepcion de CA3, el cual presenta una zona acelular justo por debajo de la capa de
células piramidales y esta ocupada por los axones de las fibras musgosas del GD, se
le denomina estrato lucidum. El resto de los campos presenta la siguiente
organizacion laminar: el estrato oriens, que es una capa relativamente libre de células
ocupada por el arbol dendritico de las células piramidales; la capa de células
piramidales, cuyo principal tipo celular es la célula- piramidal, ademas presenta las
células en canasta que forman un plexo en canasta que inerva los cuerpos celulares de
las células piramidales; el estrato radiatum donde se localizan las conexiones de
asociacién CA3-CA3 y las colaterales de Shaffer de CA3 a CA1; el estrato lacunoso
molecular donde las fibras de la via perforante que vienen de la CE terminan. Existe
una vasta mayoria de células no piramidales inmunoreactivas a GABA las cuales se
considera, forman circuitos locales en el estrato oriens, el estrato radiatum y el estrato
facunoso molecular del HP (Schartzkroin y Mcintyre, 1998, Seress y Ribak, 1984;
Amaral y Witter, 1995).

La region CA3 estad compuesta por células piramidales largas e intemeuronas
asociadas, es la estructura de entrada de las fibras musgosas de las células granulares
del GD (Wong y Traub, 1983). La regién CA3 se divide convencionalmente en tres

capas: CA3a, CA3b y CA3c (Amaral, 1993). Asimismo, se ha observado que CA3 es
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mas sensible a la actividad de rafagas ritmicas y sincronicas, asociadas a la actividad
epileptiforme interictal. Esta propiedad de ia poblacion es producto de las propiedades
intrinsecas de las células piramidales de CA3 y su grado alto de conectividad colateral
excitadora (Engel et al., 1998). Las células piramidales en esta region tienen como
propiedad las rafagas, aparentemente debido a una densidad alta de canales de calcio
en sus dendritas proximales (Fisher et al., 1990; Wong y Prince, 1978).

La regién CA2 o zona de transicion, es identificada como sector de resistencia al
dafio morfoldgico provocado por las crisis convulsivas en modelos de epilepsia del
lébulo temporal (Engel et al., 1998).

La region CA1? lo forman céiulas piramidales heterogeneas y comprende la
primera ruta de salida de la formacién hipocampica (Soltesz y Jones, 1995). Lés células
piramidales de CA1 también reciben entradas inhibidoras de las interneuronas (Lacaille
et al., 1989), este efecto inhibidor es menor que en el GD y CA3, por lo que son mas
vulnerables al dafio excitotoxico. Una variedad .de canales idnicos dependientes de
voltaje han sido caracterizados en la membrana de las células piramidales de CA1,
incluyendo corrientes de calcio de umbral alto (Spruston y Johnston, 1992), asi como un
gfan numero de corrientes de potasio y‘de sodio.

La Corteza Entorrinal se localiza en la porcién mas caudal del manto cortical,
se extiende ventromedialmente para bordear con el parasubiculo, la corteza piriforme y
el complejo amigdaioide y dorsolateraimente con el surco rinal. La corteza entorrinal se
divide en seis capas: |. Capa molecular o plexiforme, la cual contiene neuronas
GABAérgicas, asi como células estrelladas y horizontales que proyectan al GD e HP, y
neuronas que terminan en las dendritas de las células de la capa |l que proyectan al GD

(Caballero-Bleda y Witter, 1993). Il. Presenta céiulas estrelladas que contribuyen
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principalmente a las fibras de la via perforante que proyectan al GD y a CA3 del HP,
también hay céiulas piramidales, multipolares y horizontales que contribuyen a las fibras
de la via perforante (Kéhler, 1985, 1986; Lingenhohi y Finch, 1991). lil. Es una capa
heterogénea que presenta principalmente células piramidales que proyectan a los
campos CA1 y al subiculo, sus colaterales axénicas se dirigen a las capas Ill vy |.
Ademas se han encontrado células multipolares, estrelladas, fusiformes, horizontales y
bipolares que parece contribuyen con la via perforante. IV. Capa que también recibe el
nombre de lamina dissecans se localiza entre la capa lll y V. Cercana al surco rinal,
particularmente a nivel caudal de la CE. V. Esta capa se ha dividido en dos: Va. La cual
tiene neuronas piramidales cuyas dendritas apicales se dirigen a las capas superficiales
(I y ), también presenta neuronas pequefias que se han caracterizado como
horizontales, estrelladas y multipolares; Vb. Es una capa que presenta una pérdida de
células piramidales pequefas y polimoérficas. VI. Esta capa contiene una poblacion
heterogénea de células que se han dividido en tres categorias: células gque influyen a
las células de la capa Vb o VI, células cuyos axones se dirigen hacia las areas
profundas de la materia blanca, muchas de ellas contribuyen a la porcion que va al GD
y el HP (Kéhler, 1985, 1986; Lingenhohl y Finch, 1991). En todas las capas se han
encontrado interneuronas GABAérgicas (Germroth et al., 1989).

El Complejo Subicular esta formado por el subiculo, presubiculo y parasubiculo
(Amaral y Witter, 1995). La principal capa celular es una poblacion de neuronas
piramidales. Se ha sugerido que las células de proyeccion subicular son similares a las
células piramidales “hipocampales en CA1y CA3. Las células piramidales del complejo
subicular parecen estar agrupadas dentro de dos categorias; [a que comprende células

que normalmente producen descargas en rafagas (similares a CA3) y la otra categoria
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que consiste en células de disparo regular (propias de las células CA1). Ambos tipos
reciben entradas de CA1 y proyectan a la CE. Las neurcnas del complejo subicular
estan dotadas con la habilidad de soportar la hiperexcitabilidad generada por las

descargas asociadas a rafagas dentro del HP anormal (Fig. 6) (Schwartzkroin y

Mclintyre, 1998).

4.2.2 CIRCUITO CORTEZA- ENTORRINAL-HIPOCAMPO

El proceso de informacién a través del circuito corteza entorrinal-hipocampo esta dado
principalmente a través del denominado circuito trisinaptico. Este inicia en las células
piramidales de la CE las cuales envian sus axones a las células granulares del GD,
conformando la via perforante. Las células granulares envian sus axones a las células
piramidales de la regién CA3 del HP para constituir las fibras musgosas. Las células
piramidales de CA3 envian colaterales axdnicas a las células piramidales de CA1 para
constituir las colaterales de Schaffer y finalmente las células piramidales de CA1 envian
sus proyecciones a través del complejo subicular a la CE, cerrando asi el circuito (Fig.
7) (Martin, 1998; Schwartzkroin y Mcintyre, 1998; Amaral y Witter, 1995).
AFERENCIAS:

La formacién hipocampica recibe aferencias subcorticales que se originan en el nicleo
septal medio y la banda diagonal de Broca (Wyss, et al., 1979). Esta via es
acetilcolinérgica (Lewis y Shute, 1967) y GABAérgica (Freud y Antal, 1988). La region
CA3 recibe aferencias del locus certleos y nucleo de rafe que son monoaminérgicos,
asi como CA2 recibe una inervacion de las partes posteriores del hipota’lamo', en

particular del area supramamilar (Hagiund et al., 1984) y del nucleo tuberomamilar

(Kéhler, 1985).



FIGURA 6. Esquema que muestra la posicion de varias regiones, capas y vias de la
formacion hipocampica de la rata. Haz angular (ha); parasubiculo (PaS); presubiculo
(P1S); subiculo (S); GDPo, CG, CM, capa polimorfica, capa granular y capa molecular
del giro dentado (GD), respectivamente; estrato oriens (os); estrato piramidal (sp);
estrato lucidum (sl); estrato radiatum (sr); estrato lacunoso-molecular (sl-m) de CAl,
CA2 y CA3 del hipocampo; fimbria (fi); corteza entorrinal (CE) (Schartzkroin y
Mclntyre, 1998, Seress y Ribak, 1984; Amaral y Witter, 1995).
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FIGURA 7. Esquema que representa el proceso de la informacion a través del circuito
trisindptico. Este inicia en las células piramidales de la CE y se dirigen hacia el GD,
CA3 y CAl, para finalmente regresar a la CE a través de! complejo subicular (Martin,
1998; Schwartzkroin y Mclntyre, 1998; Amaral y Witter, 1993).




CAA1 recibe una proyeccién del septum y det complejo amigdaloide (Nyakas et al., 1987;
Krettek y Price, 1977), asi como del niicleo reuniens del talamo (Van Groen y Wyss,
1990).

La CE recibe aferencias corticales principaimente de estructuras olfatorias del
telencéfalo (bulbo olfatorio, ntcleo anterior olfatorio y corteza piriforme), la corteza
pirirrinal, la regién limbica y paralimbica (Haberly, 1985; Lopes da Silva et al., 1990).
" Las aferencias subcorticales provienen del septum que envia fibras colinérgicas (Alonso
y Linas, 1989; Alonso y Kéhler, 1984; ) y del tallo cerebral, originadas en el nicleo de
rafe (aferencias serotoninérgicas) y el locus cenileos (noradrenérgicas) (Kohler y
Steinbush, 1982; Moore et al., 1978). Finalmente la CE recibe proyecciones del talamo
(Bayer, 1985).

EFERENCIAS:

Las eferencias corticales se originan de las capas Ii, Ill y Va de la CE y se dirigen a las
areas olfatorias, lavcorteza infralimbica y la corteza perirrinal (DeOlmos et al., 1978;
Lopes da Silva et al.,, 1990). Estudios in vivo han demostrado que la CE proyecta a
partes limitadas de la corteza temporal (Kosel et al., 1982). Las eferencias subcorticales
se dirigen a la regién septal, amigdala y a la porcién ventral del estriado (Swanson y

Cowan, 1977; Ottersen, 1982; Turner et al., 1980; Phillipson y Griffiths, 1985).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El modeio de crisis inducido por la administracion de 4-AP es similar a la
epilepsia generalizada que se presenta en el humano, este convulsivante no es
especifico para algun sistema de neurotransmision en particular, ya que el efecto de la
4-AP sobre Ia liberacion de neurotransmisores es de espectro amplio. En la epilepsia no
se puede hablar de algln sistema de neurotransmisién especifico, sino de un conjunto
de éstos que inicie, mantenga y propague el fenébmeno paroxistico. Sin embargo, de
acuerdo a los antecedentes descritos previamente, el Glu participa de manera
importante en las crisis convulsivas inducidas por la 4-AP.

La técnica de microdialisis dual y registro EEG simultaneo, que hasta la fecha se
ha utilizado en el laboratorio de Neurobiologia con el modelo de crisis por 4-AP, nos
plantea la posibilidad de indagar con mayor detalle la participacién del Glu y algunos
otros aminoéacidos sobre los mecanismos posibles de iniciacién y propagacion de las
crisis en circuitos anatomicos que sean relevantes para el surgimiento del fenomeno
paroxistico como es el caso del circuito corteza entorrinal-hipocarmpo, ya que se tiene la
posibilidad de establecer correlacion condﬁctual, EEG vy bioguimica in vivo, durante el
desarrollo de las crisis convuisivas. Sin embargo, en estos primeros trabajos, no se pudo
demostrar la participacion del glutamato en la propagacion de las crisis epileptiformes,
probabiemente por los sisternas de deteccién utilizados. Mediante la modificacién de las
técnicas electroquimicas en el laboratorio, se ha logrado cuantificar los aminoacidos con
una mayor sensibilidad, con lo cual podemos determinar la concentracién de éstos en
dializados de cerebro de rata en periodos mas cortos, o cual nos permite determinar

mejor la participacion del giutamato en la propagacion de las crisis epileptiformes
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HIPOTESIS

El acido glutamico participa en la propagacién de las crisis epileptiformes
inducidas por la inyeccion intracerebral de la 4-AP en el circuito corteza entorrinal—

hipocampo de ratas anestesiadas y en libre movimiento.
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OBJETIVOS

De acuerdo a los antecedentes descritos y con el propdsito de evaluar la
participacion del Glu en la propagacion de las crisis epileptiformes inducidas por la
administraciéon de 4-AP en el circuito anatémico corteza entorrinal-hipocampo, se
plantearon los siguientes objetivos:

GENERAL:

Determinar la participacion del Glu en la propagacién de las crisis epileptiformes
inducidas por la administracion intracerebral de la 4-AP en el circuito corteza entorrinal—
hipocampo de ratas anestesiadas y en libre movimiento.

ESPECIFICO:

Cuantificar los niveles de Glu y otros aminoacidos en la region del HP mediante el
uso de las técnicas de microdidlisis y cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC), asi como la actividad electroencefalografica (EEG) de manera simuitanea a la

evaluacién bioquimica en ratas anestesiadas y en libre movimiento.



MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron nueve ratas macho de la cepa
Wistar (250-300 g de peso) mantenidas en condiciones de bioterio, a las cuales se les
anestesié con halotano y se sujetaron a un aparato estereotaxico con la barra de los
incisivos posicionada a -3.3 mm con respecto a la linea interaural. Posteriormente se
realizaron cuatro orificios en el craneo, en los cuales se colocaron 2 tornillos y dos
canulas guia de aéero inoxidable (0.5 mm de diametro interno), los orificios de las
canulas guia se realizaron de acuerdo a las coordenadas estereotaxicas para el HP y la
CE, se sujetaron con material acrilico dental y posteriormente la sonda de microdilisis (2
mm de longitud, de la marca BAS) previamente lavada con agua destilada por 10 min a
un flujo de 5 ul/min se colocd en la canula guia y se sujeté a ésta por medio de un
cordon elastico al soporte de acrilico dental utilizado también para fijar el conector
eléctrico al craneo. Las coordenadas estereotaxicas para la punta de la sonda de
microdialisis en el HP fueron, A-P -4.0 mm, L -2.5 mm a bregma y V 4.0 mm de dura,
para la punta de la jeringa de inyeccion en la CE fue, A-P -8.0 mm, L -4.6 mm a bregma y
\) 5.4 mm de dura (Paxinos y Watson, 1986). La localizacion de la sonda de microdialisis
y de la jeringa de inyeccion se verifico después de terminado el experimento por examen
visual de la trayectoria de ambas para cada regidén. Se descartaron aquellos animales
que presentaron una localizacién errénea.

Los animales se dividieron en dos grupos: libre movimiento y anestesiados. Para
ambos grupos el registro EEG se llevd a cabo con un alambre de cobre (125 um de
diametro) pegado longitudinalmente a la sonda de microdialisis, asi como a la aguja de

inyeccion. La punta libre del alambre se localiza cerca de la terminal distal de la
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membrana de didlisis para funcionar como electrodo de registro monopolar. Las

terminaciones de los dos alambres se soldaron a un conector que se fijé al craneo de la

rata con matenal acrilico dental.

Protocolo experimental para el grupo en libre movimiento (n=4): Una vez
retirada la anestesia y con las ratas despiertas, se perfundié la sonda implantada en el
HP con un medio Krebs-Ringer con la composicion siguiente (en mM): NaCl 118,
KH.PO, 1.25, KCI 4.0, MgSO,4 1.17, NaHCO3 25, CaCl; 2.2, glucosa 10, pH 7.4. El
flujo de la perfusion fue de 3 plL/min, para lo cual se utilizd una microjeringa montada en
una bomba de microinyeccion de BAS. Después de un periodo de equilibrio de 180 min,
se colectaron continuamente fracciones del perfusado cada minuto. Después de seis
fracciones consecutivas, que se utilizaron para determinar los niveles basales de los
aminoacidos en el HP, se inyectd la 4-AP (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.) en
la CE (250 nmol/2uL diluida en medio Krebs-Ringer), por un tiempo de un minuto, la
concentracion de NaCl se redujo para mantener ia iso-osmolaridad. Se continué la

colecta de fracciones hasta el final del experimento en el HP (40 min).

Protocolo experimental para el grupo anestesiado (n=5): Estos animales
permanecieron con anestesia durante todo el experimento, sélo al inicio de Ia
administracion de la 4-AP en la CE, se les bajé el nivel de anestesia para mantenerios asi
hasta el final del experimento, esto debido a que el halotano bloquea ambos receptores a
Glu, NMDA y no-NMDA y se ha encontrado que cuando a las ratas se les anestesia
totalmente, se puede reducir el periodo paroxistico, delimitando asi la posibilidad de

encontrar actividad epileptiforme en el registro EEG, el umbral y el periodo convulsivo. El
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resto del protocolo se llevo a cabo de igual manera que para el grupo anterior.

El contenido de los aminoacidos de las fracciones fue determinado por HPLC
(medio acetonitrilo al 18%, columnas de microboro 100 x 1mm, 3u C18, de la marca
BAS) con deteccién electroquimica después de la derivatizacion con o-
phtaldialdehido (Joseph y Marsden, 1987). La derivatizacion se utiliza para la
deteccion y cuantificacién de aminoacidos y proteinas que no presentan caracteristicas
electroactivas, siendo los reactivos derivatizantes los que interactian con el grupo
amino produciendo dicha reaccién quimica para que los aminoacidos puedan ser
detectados mediante amperometria (Joseph y Marsden, 1987). Ei analisis estadistico
fue llevado a cabo mediante la prueba de analisis de varianza (ANOVA) para las
concentraciones extracelulares de Glu, Gln, Gly, taurina (Tau), alanina (Ala) y GABA,

asi como la comparacién de los grupos por la prueba t de Student.

45



DIAGRAMA EXPERIMENTAL
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RESULTADOS

9.1 Observaciones Conductuales.

Grupo en libre movimiento: los animales mostraron sintomas preconvulsivos 5
min posteriores a la inyeccion de 4-AP en la CE. Estos sinfomas se caracterizaron por
hiperexcitabilidad, temblor, salivaciéon e incremento en la actividad motora, seguido por
sacudidas de cabeza, movimien;tos de las vibrisas, movimientos masticatorios y
sacudidas de perro mojado. Aproximadamente 20 min posteriores a la inyeccion de 4-
AP en la CE, todos los animales mostraron comportamiento convulsivo intenso el cual
se caracterizo por sacudidas y convulsiones tdnico—cldnicas, las cuales se presentaron
durante todo el experimento. Durante los episodios de crisis se tuvo que sujetar a la
rata. Al final del experimento la rata fue sacrificada, el cerebro removido con la finalidad

de determinar visualmente la posicién exacta de la sonda vy el sitio de la inyeccion.

9.2 Registro EEG.

En el grupo en libre movimiento se induce actividad epileptiforme intensa en la
CE y el HP 1 a 2 min posteriores a la inyeccion de 4-AP en la CE, dicha actividad se
caracterizé por complejos espiga-onda y poli-espigas de aita frecuencia, con un rango
de amplitud (CE/HP) 0.45 a 1.25 y 0.5 a 1.25 mV. Las descargas se propagaron casi de
manera inmediata a la zona de proyeccion (HP). Una vez iniciada la actividad
epileptiforme, las descargas se presentaron de manera continua durante todo el
experimento, llamando a este fenomeno “status epilepticus”, el cual se presentd a los 4

min de inyectada la 4-AP.

En el grupo anestesiado la actividad epileptiforme inici6 de 7 a 9 min después de
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la inyeccion de la 4-AP en la CE, la amplitud mas alta de las descargas en la CE varid
de 0.87 a 1.87 mV y en el HP de 0.62 a 1.5 mV. Dichas descargas en general fueron
mas grandes o similares en la CE que las encontradas en el HP. Los patrones de
descargaé fueron similares a los presentados en el grupo en libre movimiento, mientras
que el “status epilepticus™ aparecié a los 9 min después de inyectada la 4-AP, a
‘ excepcion de una rata que se presentd a los 18 min. Dicho status se mantuvo durante

todo ei experimento.

9.3 Niveles extracelulares de los aminoacidos.

Los niveles basales de los aminoacidos fueron obtenidos de las primeras 6
fracciones colectadas antes de la inyeccion de la 4-AP, dichos vaiores basales fueron
considerados como el 100% para cada aminoacido (Tabla 2). La inyeccion de la 4-AP
en la CE produjo descargas EEG, tanto en esta area como en el HP, las cuales se
correlacionaron con el incremento en el nivel extracelular del Glu observado en el HP.
Para el grupo en libre movimiento se registrd un incremento maximo de 1241% =
102.50 con respecto al valor basal. El grupo anestesiado, registré un incremento
maximo del 299% = 31.89 con respecto al valor basal. En ambos grupos se encontraron
de 3 a 5 niveles pico en la concentracién extraceiular de Glu durante todo e!
experimento. Para los deméas aminoacidos, se observaron los siguientes valores
maximos (grupo anestesiado; grupo en libre movimiento): para la Gin 287% + 31.45;
1365% =+ 82.35; la Gly 238% + 25.13; 540% + 61.32; la Tau 177% + 17.00; 492% +

111.20; la Ala 549% + 39.38; 363% + 60.73 y el GABA 324% * 74.85; 107% + 9.43

todos con respecto al valor basal (Fig. 8,9, 10y 11).
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TABLA 2. NIVELES BASALES DE LOS AMINOACIDOS EN EL DIALIZADO DE

HP
AMINOACIDO [GRUPO ANESTESIADO (uM) |GRUPO EN LIBRE MOVIMIENTO (M)
GLUTAMATO 2.06 £ 0.07 1.95 +0.12

GLUTAMINA 1.65 % 0.06 0.86 + 0.04

GLICINA 1.2+0.16 12+0.14

TAURINA 1.69 +0.14 1.03 £0.15

ALANINA 0.40 0.04 0.65 + 0.07

GABA 1.15+0.1 1.36 £ 0.02
L ]
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Fig. 8. La figura representa el porcentaje de incremento con
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' amino&cidos en el hipocampo, después de la inyeccion de la 4-AP
(250 pmolesf2ul) en la corteza entorrinal. La linea punteada
corresponde al valor basal y las bamas representan los valores
obtenidos de los aminoacidos después de la inyeccidn de la 4-AP.
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Fig. 9. La figura representa el porcentaje de incremento
con respecto al vaior basal de los niveles extracelulares
de los aminoacidos en el hipocampo, después de la inyeccion
de la 4-AP (250 pmoles/2ul) en la corteza entorrinal. La
linea punteada corresponde al valor basal y las barras
representan los valores obtenidos de los aminoacidos después de
la inyeccién de la 4-AP. El Hipocampo fue infundido con medio
normal durante todo el experimento. Promedio + SEM (n=4)
{ t de student *p<0.0001 con respecto de! valor basal).
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Figura 11. La figura muestra los cromatogramas y registros
para el grupo en

muestra el cromatograma representativo de una rata antes de la
inyeccion de fa 4-AP y su registro EEG. B. Se muestra el cromatograma
posterior a la inyeccion de la 4-AP y su registro EEG. Las
caracteristicas del cromatograma son las siguientes: 1. Giu, 2. Gin,
3. Gly, 4. Tay, 5. Ala, 6. GABA.

libre movimiento. A. Se
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DISCUSION

En el presente trabajo se determinaron los efectos de la inyeccion de la 4-AP en
la CE sobre la liberacion de los aminoacidos neurotransmisores en el HP, asi como su
correlacion con el registro EEG. La actividad epileptiforme inducida por la 4-AP en
ambas regiones se caracterizd por la presencia de descargas de frecuencia y amplitud
aitas, ias cuaies se propagaron casi inmediatamente a ia region de proyeccion (HP).
Estas descargas son similares a las observadas previamente con infusiones de 4-AP a
través de canulas de microdidlisis en el circuito CE — HP (Medina-Ceja et ai., 2000), en
el estriado (Morales-Villagran et al., 1995), en el HP (Pefia y Tapia, 1999) y en la
corteza motora (Morales-Villagran et al., 1999).

Los resultados del registro EEG muestran que dicha actividad inicia de manera
casi inmediata (1 a 2 min) en el grupo en libre movimiento, y en el caso del grupo
anestesiado inicia tiempo después' (7 a 9 min), aunque la propagacién al HP se da de
manera simuitanea al inicio de las rafagas en la CE en ambos grupos experimentales,
para posteriormente presentarse status epilepticus aproximadamente 4 min después de
la inyeccion de la 4-AP en el grupo en libre movimiento. Estos resultados se
correlacionan con los datos encontrados por Medina-Ceja y col. (2000) en el registro
EEG del mismo circuito con una infusién de 40 mM de 4-AP en la CE. En caso del
grupo anestesiado el status epilepticus se presenté a los 9 min después de inyectada
la 4-AP, esto nos lleva a pensar que las condiciones experimentales marcan estas
diferencias en los dos grupos, al respecto Pefia y Tapia (1999) han encontrado
patrones EEG similares en el HP izquierdo de ratas anestesiadas, con infusiones de 4-

AP a una concentracion de 70 mM. Las diferencias presentes en ambos grupos
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experimentales sobre el registro EEG, en lo que respecta al tiempo de aparicion de
dicha actividad, asi como en la intensidad, el rango de amplitud y el establecimiento del
status epilepticus sugiere una posible participacién del anestésico sobre la actividad
registrada, ya que la intensidad de la anestesia parece afectar dicha actividad
(Nisnikawa y Maciver, 2000).

En lo que respecta a las concentraciones extracelulares de los aminoacidos en el
HP, particularmente la del Glu, se increment6 en 1241% con respecto al valor basal, lo
cual se correlacioné con un aumento en la actividad epileptiforme, estos hallazgos
difieren de los datos encontrados por Medina-Ceja y col. (2000), en los cuales no se
encontraron diferencias significativas en la region de proyeccion en el circuito CE-HP,
esto probablemente se deba a que en este estudio el andlisis de los aminoacidos se
realizé con una técnica diferente y con una colecta de la muestra de 15 min por lo cual
no fue posible detectar ios cambios observados en este trabajo. En el caso del grupo
anestesiado se encontré un aumento en la concentracidn extraceluiar de Glu del 299%,
este incremento es significativamente menor al encontrado en el grupo en libre
movimiento, lo cual nos sugiere una posible participacion del halotano en las diferencias
encontradas. Al respecto, Kirson y col. (1998) han observado que el halotano inhibe la
transmision glutamatérgica mediante el bloqueo del receptor a Glu tipo AMPA, asi como
por la inhibicién presinaptica de su fiberacion. Trabajos previos han observado que el
halotano disminuye la amplitud de los EPSP y deprime la transmisién excitadora e
incrementa la amplitud de los IPSP registrados en las células piramidales de CA1 del
HP (Nisnikawa y Maciver, 2000), lo cual se correlaciona con la actividad EEG
encontrada en este estudio, en donde se observé una latencia mayor en la aparicién de

las descargas y del status epilepticus en el grupo anestesiado, asi como una menor
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amplitud de las descargas.

Por otro lado, trabajos previos (Pefia y Tapia, 2000, 1999; Medina-Ceja et al.,
2000; Morales-Villagran et al., 1996, 1995) han demostrado que la 4-AP eleva la
concentracion extracelular de Glu y se ha sugerido que el Glu se libera de la terminal
nerviosa, este hecho se apoya en los estudios realizados por Pefia y Tapia (2000)
donde se observd en este mismo modelo que la administracion del bloqueador del
canal de Na* tetrodotoxina (TTX, relacionado con la liberacion de neurotransmisores de
terminales nerviosas) disminuye tanto la liberacion del Glu, asi como la intensidad y
duracién de la actividad epileptiforme; en este mismo trébajo se encontré que el
bloqueador del canal de Ca™ tipo N disminuye la liberacion del Glu y tiene un efecto
protector contra la neurodegeneracién del HP. Asimismo se postula que una
sobreactivacion de receptores a Glu, principalmente del tipo NMDA, esta involucrada en
la generacién de la actividad epileptiforme v en la neurodegeneracién producida por la
infusion de la 4-AP. En este sentido, se ha observado que las corrientes de Ca™ de
umbral aito son abundantes en la terminal nerviosa y en mayor proporcion en el HP y
en el GD tanto en pacientes con epilepsia del I16bulo temporal, como en modeios de
epilepsia (Beck et al., 1998), lo cual apoya fuertemente que la liberacion masiva del Glu,
produce una scobreactivacion de los receptores de Glu, un aumentc en la excitabilidad y
como consecuencia la neurodegeneracion de las células CA1 y CA3 del HP de Ié rata
(Pefa y Tapia, 2000).

Los resultados presentados en este trabajo apoyan fa hipotesis de que el Glu
tiene un papel importante en el inicio y la propagacion de la actividad convulsiva en el
circuito CE — HP de la rata. Los niveles altos de Glu encontrados en el HP, inducidos

por la inyeccion de 4-AP en la CE en ambos grupos experimentales, se correlacionaron
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con la propagacion de las crisis al HP. Dichos incrementos en las concentraciones
extracelulares de Glu no fueron continuos a través de todo el experimento, ya que se
observaron oscilaciones que fueron correlacionadas con un aumento de amplitud de las
descargas epilépticas o con la iniciaciép del status epilepticus, lo cual nos lleva a
sugerir que estos incrementos pudieran reforzar el fenémeno epitéptico.

En este estudio se encontré un aumento en la concentracion extracelular de la
Gln, casi en la misma proporciéon que el Glu en ambos grupos, considerando que este
aminoacido es el precursor de! Glu se podria esperar que su concentracion alta fuera
una consecuencia del recambio Glu — GIn, sin embargo no podemos dar una
explicacidon clara sobre este hecho. Para los aminoacidos Gly y Tau en la regién de
proyeccién (HP) tuvieron aumentos significativos, pero en mayor proporcién en el grupo
en libre movimiento, en estudios previos se ha demostrado un aumento en la
concentracién extracelular de estos aminoacidos con la administracion de 4-AP
(Morales-Villagran y Tapia, 1995; Pefia y Tapia, 1999). Asimismo, se ha encontrado que
la concentracion extracelular de la Tau se aumenta con una variedad de estimulos,
particularmente cuando se altera la osmolaridad (Dutton, 1993; Martin, 1992; Wade et.
al., 1988). En el caso de los aminoacidos Ala y GABA el aumento fue mayor en el grupo
anestesiado. En este sentido, trabajos previos han demostrado aumentos en la
concentracion »extracelular de Gly, Tau, Ala y GABA en ratas anestesiadas (Pefia y
Tapia, 1999). Ei aumento en la concentracion extraceiuiar dei GABA aqui enconirado,
se debe probablemente a que el halotano aumenta la amplitud de los IPSP y por lo
tanto incrementa la liberacion del mismo (Nisnikawa y Maciver, 2000). Asimismo, se
puede sugerir que este aumento en el GABA se deba a un mecanismo de

compensacion para tratar de evitar las crisis.



Los resultados presentados en este trabajo proporcionan evidencia de que el Glu
participa en la propagacién de las crisis epileptiformes inducidas por la inyeccién de 4-

AP en el circuito CE-HP.
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CONCLUSIONES

1. Los resultados del presente trabajo indican que los incrementos en la
concentracion extracelular del giutamato inducidos por la 4-AP, estan implicados en la
iniciacion y propagacion de la actividad epileptiforme.

2. El aumento en los niveles de glutamato fue oscilante, io cual se correlaciona
con el aumento en la amplitud de las descargas epilépticas y es por lo que podemos
concluir que dichos incrementos pueden reforzar el fenémeno epileptogeno en el
circuito corteza entorrinal-hipocampo de ratas anestesiadas y en libre movimiento.

3. Las diferencias en la concentracién extracelular de los aminoacidos,
presentadas en ambos grupos experimentales sugieren que el grupo en libre
movimiento es el mas apropiado para el analisis de los eventos que se suscitan en el
fenomeno paroxistico inducido por la 4-AP en el circuito corteza entorrinal — hipocampo
de ratas, debido a los efectos del anestésico sobre los receptores a Glu, asi como la

observacion de las manifestaciones conductuales que se presentan durante el

fenémeno convulsivo.
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