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RESUMEN

La neurotransmision excitadora mediada por acido glutamico (Glu) participa en
diferentes procesos de plasticidad neuronal. Sin embargo, cuando la
concentracidon extracelular de Glu se eleva excesivamente, los receptores
glutamatérgicos se sobre-activan, la concentracion citosolica de Ca*” se
incrementa y se produce la muerte neuronal excitotdxica. Padecimientos como
el trauma craneo-encefalico y la hipoxia-isquemia cerebral generan un proceso
excitotoxico después del cual, el umbral convulsivo disminuye y la probabilidad
de presentar crisis convuisivas aumenta. La administracion sistémica de
glutamato monosodico (GMS) a animales recién nacidos es un modelo de
excitotoxicidad ampliamente utilizado. Asi, en el presente trabajo se evalud la
susceptibilidad convulsiva después de la administracion sistémica de GMS a
animales recién nacidos. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar. El GMS
se administré via subcutanea los dias 1, 3, 5 y 7 de edad. Entre los 60 y 70
dias de edad posnatal, los animales se sometieron a una cirugia estereotaxica
para la implantacion de 1 guia de infusion y 4 electrodos monopolares. Tres
horas después de la cirugia, se infundié el convulsionante 4-Aminopiridina (4-
AP) y se registro la actividad electroencefalografica. Las dosis evaluadas del
convulsionante fueron: 1, 2, 3, 4 y 5 nmol/S5ul/5min. El tratamiento con GMS
redujo la latencia de aparicion de las descargas epileptiformes, incremento la
duracién de las descargas epileptiformes y la severidad de las crisis
convulsivas, respecto al grupo intacto. Los resultados indican que el
tratamiento con GMS facilita la generacion de crisis convulsivas inducidas por
4-AP, debido probablemente a una disminucion en la funcion inhibidora de la
neurotransmision GABAérgica. En este sentido se ha demostrado que el
tratamiento neonatal con GMS modifica la actividad de la enzima sintetizadora
del GABA en diferentes regiones cerebrales durante el desarrollo postnatal de
la rata. El conocimiento sobre estos mecanismos podria mejorar el manejo
clinico-farmacoldgico de las neuropatologias asociadas con la excitotoxicidad,

particularmente, para evitar el desarrollo de crisis convulsivas.




INTRODUCCION

El sistema nervioso es un conjunto de estructuras funcionalmente
especializadas, mediante las cuales el organismo responde adecuadamente

a los estimulos que recibe, tanto del medio externo como del medio interno

(39. 56)

Desde un punto de vista estructural o anatémico, el sistema nervioso se
divide en: Sistema Nervioso Central (SNC) y Sistema Nervioso Periférico
(SNP). El SNC esta formado por el cerebro y la médula espinal, mientras
que el SNP comprende los nervios, ganglios y receptores especializados 9,
Las funciones del SNC estan dadas principaimente por las propiedades de

excitabilidad de fas células nerviosas o neuronas ©®

Las neuronas, igual que todas las células, poseen una membrana
citoplasmatica selectivamente permeable a iones, los cuales pueden ser
transportados activamente, a través de bombas iénicas o de manera pasiva,
a traves de canales que se abren por voltaje o ligando “’. Las bombas
ionicas crean y mantienen el potencial de membrana, el prerrequisito para 1a
excitacion celular ®%; mientras que las corrientes idnicas fluyendo a través
de los canales producen cambios en el estado de excitacion . El potencial

de membrana neuronal se encuentra altamente polarizado, sin embargo,

cuando la neurona recibe las sefiales sinapticas adecuadas, ya sea a nivel



del soma o las dendritas, puede generar un potencial de accion, el cual se
propaga desde la base del axén hacia la terminal sinaptica para favorecer Ja

89 | as conductancias ionicas de Na' 'y

liberacion de neurotransmisores
Ca’™ activadas por voltaje favorecen la generacion y propagacion de
potenciales accion; y la propagacion de potenciales sinapticos excitadores,
respectivamente ©®. Por el contrario, las conductancias de K* activadas por
voltaje o activadas por caicio detienen la propagacion de los potenciales de

accion, repolarizan las neuronas hasta la hiperpolarizacion 7.

A partir de los cambios en el potencial de membrana, se desencadenan
sefales que trascienden a neurona y que promueven el establecimiento de
la comunicacion interneuronal, mejor conocida como sinapsis y de la que en
terminos gererales, se distinguen dos tipos: eléctrica y quimica. En el primer
caso, se habla de una comunicacion entre neuronas mediada por corrientes
idnicas, en donde !a conduccién del impulso nervioso y, por lo tanto, de la
excitabilidad es casi instantanea. Las sinapsis eléctricas se llevan a cabo a
través de uniones comunicantes 0 nexus que conectan el contenido
citoplasmatico de las neuronas y ftransmiten el impulso en sentido
bidireccional. En el segundo caso, la comunicacién depende de una sefal
quimica, a través de una sustancia conocida como neurotransmisor, que se
libera de la terminal presinaptica, difunde a través del espacio intersinaptico

e interactua con receptores de la célula postsinaptica modificando su funcion

(39)




Actualmente se conocen mas de 50 sustancias que actuan como
neurotransmisores, que de acuerdo a su estructura se clasifican en: aminas
biogénicas, aminoacidos, nucle6tidos o nucledsidos y numerosos
neuropéptidos ©®%. La gran mayoria de la comunicacion entre las neuronas
del SNC se realiza por neurotransmisores aminoacidos, de todos ellos, los
mas abundantes y fisioldgicamente mas importantes, son el acido glutamico

y el acido y- aminobutirico.

Neurotransmision GABAérgica

Dentro del SNC de mamiferos, el acido y-amino butirico (GABA) es el
principal neurotransmisor inhibidor, esta presente en altas concentraciones y
se encuentra ampliamente distribuido en diferentes regiones cerebrales,

6 Durante el

localizado principalmente en interneuronas de axones cortos
desarrollo, el GABA puede influenciar el crecimiento de las neuritas, la
ramificacion dendritica, la formacion de sinapsis y la divisién celular ®* 82 Ef
resto de la vida, el GABA es responsable de mantener el tono inhibidor que

conserva el equilibrio funcional con la neurotransmision excitadora ©".

El GABA se sintetiza dentro de las neuronas GABAérgicas, a partir del acido
glutamico (Glu) mediante fa intervencion especifica de la descarboxitasa del
acido glutémico (GAD), enzima que es dependiente de fosfato de
piridoxal (PP) 7' # | a actividad de la GAD es, por tanto el mejor indicador

de la presencia de GABA en el tejido neuronal ®". La biosintesis de GABA



se inicia desde el acido a-cetoglutarico, que por accidon de una
aminotransferasa se transforma en Glu, posteriormente, la GAD en
presencia del cofactor PP, remueve el grupo carboxilo del Glu para producir
GABA y CO, libre “ 78 E| GABA también puede ser sintetizado por otras
vias, a partir de ornitina o putresina ©® 8" Después de la sintesis, el GABA
se almacena en vesiculas sinapticas, hasta que un estimulo adecuado
genera la despolarizacién de la membrana presinaptica y produce la

liberacion del GABA hacia la hendidura sinaptica "

. La mayor parte del
GABA, se libera a través de la exocitosis de vesiculas sinapticas mediante
un proceso que implica la entrada de Ca** a la terminal nerviosa ®®. Otra
parte del GABA puede liberarse por medio de la activacion inversa de los
transportadores de GABA de manera dependiente de la concentracion
extracelular ;:1e Na* ®® La acumulacién de GABA en la hendidura sinaptica
garantiza la activacion de los receptores GABAérgicos, sin embargo, la
concentracion extracelular alcanzada por el neurotransmisor también
promueve la activacion de transportadores para GABA, que preferentemente

lo transportan hacia el astrocito ©¢ 8. 82)

donde por accion de la
transaminasa del GABA (GABA-T) se forma Glu, que posteriormente por
accion de la glutamina sintetasa se transforma en glutamina (GlIn), la cual

finalmente se transporta a la neurona presinaptica donde puede utilizarse

nuevamente para la sintesis de GABA (Figura 1) ©% %%
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El GABA ejerce su efecto inhibidor través de dos tipos de receptores bien
caracterizados: el GABAA y el GABAg. Sin embargo, se ha reportado la
existencia de un tercer tipo de receptor, el GABAc. del cual se desconoce

1721 80 El receptor GABA, es

con certeza su actividad fisiologica
postsinaptico y tiene una estructura pentamérica compleja, que incluye un
sitio de reconocimiento para GABA, un sitio sensible a benzodiacepinas y un
canal ionico para cloro (Cl), asi como un sitio de enlace para la proteina
GABA-modulina, entre sus estructuras principales % ’® La GABA-modulina
bloguea et si'tio de reconocimiento a GABA y a benzodiacepinas evitando la
activacion del receptor; cuando esta proteina deja de actuar, la activacion de
ambos sitios se complementa, se abre el canal y el CI" entra a la neurona %®
81 El receptor GABA, se considera el principal mediador de la accion
inhibidora de GABA y al bloguearse pueden inducirse crisis convulsivas
rapidamente, tal y como sucede en presencia de bicuculina y picrotoxina,
antagonistas que actuando por mecanismos diferentes, reducen la corriente
de CI' generada por la activacion del receptor GABA, 172849 por otro lado,
las benzodia;cepinas pueden modular positivamente al receptor GABA, al
elevar la corriente de Ci". El canal i6nico asociado al receptor GABA, es
selectivo para aniones (particutarmente para ClI) y la selectividad es
suministrada por la posicion estratégica de aminoacidos cargados
positivamente alrededor del canal ionico *®. Muchos agonistas del receptor
GABA, se emplean como anticonvulsionantes, antidepresivos e incluso

. 4. 17, 60,
analgésicos * ),




Los receptores GABAg son monomericos, de baja afinidad y estan ligados a

la ciclasa de monofosfato de adenosina % °%. Presinapticamente, la

activacion de este receptor inhibe la liberacion de GABA 8.
postsinapticamente, modula la excitabilidad mediante la generacion de
potenciales ;')oslsinépticos inhibidores (IPPS) lentos y de larga duracion ).
en ambos casos, a través del aumento de la conductancia de K yla
disminucion de la conductancia de Ca"™* 8.80) £n pase a las investigaciones
sobre el GABA y los receptores GABAérgicos, se ha propuesto que la
neurotransmision GABAérgica tiene un papel importante en la modulacién de
la excitabilidad nerviosa, particularmente en condiciones patolégicas

asociadas a un exceso de excitacion, como en el caso de las crisis

epilépticas.



Neurona
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Transporte
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FIGURA 1. Sinapsis GABAérgica. La figura muestra la interaccién entre dos neuronas y
una célula glial (astrocito). La neurona presinaptica sintetiza GABA a partir de Glu, el GABA
se libera y difunde hacia el espacio intersinaptico, donde: interactlia con receptores GABAA
postsinapticos o se transporta hacia el astrocito para ser degradado. Electronic Textbook of -
Pharmacology, Osaka, Japén 2004, www.pharmal.med.osaka-u.ac.jp.



Neurotransmisiéon Glutamatérgica

Dentro del SNC de mamiferos, el acido glutamico (Glu) es el principal
neurotransmisor excitador ©% % de amplia distribucion, se encuentra
involucrado en procesos tan diversos como la epilepsia, las lesiones
cerebrales isquémicas, el aprendizaje y el establecimiento de conexiones
sinapticas 22369 | as concentraciones mas elevadas de Glu se localizan
en los circuitos: cortico-talamico y cortico-estriatal, asi como en las
interconexiones del sistema limbico (hipocampo, séptum, amigdala y
nucleos mamilares) ®% “9. Ademas, recientemente se ha sugerido que el Glu
puede regular el transporte capilar cerebral y la permeabilidad de la barrera

hematoencefalica 7.

El Glu es un aminoacido no esencial, que debido a su polaridad no atraviesa
la barrera hematoencefalica, por lo que no accede al cerebro mediante la
circulacion “®. En lugar de esto, el Glu puede sintetizarse a través de
numerosas reacciones metabdlicas, tales como: 1) la transaminacion del .-
cetoglutarato; 2) la degradacidn de la Gin por accidn de la enzima
glutaminasa; 3) la sintesis de Glu por accion reversa de la deshidrogenasa
del Glu, a partir de u-cetoglutarato; y 4) a partir de ornitina por accion de la

aminotransferasa de ornitina 9.

La sintesis y el metabolismo de Glu dependen de forma significativa de las

interacciones entre terminales nerviosas y las células gliales del tipo de los



astrocitos ®¥. Las vesiculas sinapticas acumulan Glu de forma activa, a
traves de un transporte dependiente de ATP y Mg*™* “®_ La liberacion de este
neurotransmisor es dependiente de calcio y su inactivacion se produce
principalmente por captura dependiente de sodio *®. Asi, el Glu liberado
como neurotransmisor se transporta hacia el astrocito, donde con
intervencion de la sintetasa de glutamina, se forma GIn que difunde a través
de las memt;ranas para llegar a la neurona donde se utiliza para generar Glu

por accion de la glutaminasa (Figura 2) - 3%,

La excitacion neuronal que produce el Glu depende de la activacion de tres
tipos de receptores ionotrépicos selectivos para: acido : .-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolepropionico (R-AMPA), acido kainico (R-KA) y N-metil-D-
aspartato (R-NMDA), todos localizados principalmente en las espinas
dendriticas °". En estos receptores los sitios de enlace de los agonistas y el
canal iénico se encuentran dentro del mismo complejo macromolecular 1% 3%
% Los canales formados por R-AMPA y R-KA son permeables a Na'/K',
favorecen la despolarizacion rapida de la célula nerviosa " %" e intervienen
en la diferenciacion neuronal, maduracién y formacion laminar '¥. Los R-
NMDA son dependientes de voltaje, poseen una permeabilidad elevada para
Ca'' y cuenta con multiples sitios de regulacién farmacologica, ademas de
presentar un sitio sensible a cambios de éxido-reduccion © 5V L os R-NMDA
son abundantes en la corteza cerebral y el hipocampo . . y su activacién
se manifiesta generando corrientes excitadoras postsinapticas lentas. ta

activacion del R-NMDA es dependiente de glicina y de 1a eliminacion. a
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través de voltaje, de! bloqueo que ejerce el Mg’" sobre el canal, bajo

concentraciones fisiologicas basales .

Por ofro lado, también existen receptores metabotropicos para Glu, que son
estructuras monomeéricas, que reciben este nombre por estar vinculados a
proteinas G, que promueven la activacion de fa fosfolipasa C o la inhibicion
de la ciclasa de monofosfato de adenosina ®' ®9 Estos receptores ejercen
efectos moduladores, tanto sobre la transmision sinaptica excitadora

como inhibidora %,

La liberacién de Glu y la activacion de los receptores glutamatérgicos tienen
un papel critico en el funcionamiento cerebral, sin embargo la implicacion de
este aminoacido en el inicio y mantenimiento de las crisis epilépticas, asi
como en desencadenamiento de procesos neurodegenerativos en
situaciones donde la concentracion extracelular de Glu se eleva
excesivamente, son cuestiones de controversia que requieren estudiarse

mejor.
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Copyright © 2002, Elsevier Science {USA). All rights reserved.

FIGURA 2. Sinapsis Glutamatérgica. La figura muestra las diferentes vias de sintesis del
Glu, su transporte hacia vesiculas sinapticas y la fusion de éstas sobre la membrana de la
célula presindptica para producir la liberacién de Glu, el cual puede interactuar con sus
receptores para ejercer su efecto o transportarse hacia los astrocitos circundantes. Pir:
Piruvato; Lac: Lactato; FGK: Cinasa de glicerol termoestable. Copyright 2002, Elsevier
Science (USA).www . elsevier.us
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Epilepsia

La epilepsia afecta actualmente a mas del 1% de la poblacion mundial
(3. 7% se considera un sindrome cerebral cronico. caracterizado por la
recurrencia episodica de descargas anormales sincronicas, asociadas con
anomalias en la organizacion neuronal y en las sefiales que la modulan ®7,
asi como, con la estimulacion excesiva de circuitos neuronales; con posibles

manifestaciones motoras, sensoriales, auténomas y/o psiquicas @& 38 56)

Las manifestaciones de la epilepsia se asocian con alteraciones cerebrales,
provocadas por trastornos durante el desarrollo, lesiones neoplasicas,
vasculares, fraumaticas, virales, bacterianas, parasitarias, degenerativas yfo
andxicas, que generalmente se asocian con dafo neuronal, gliosis y

degeneracion dendritica % .

En la epilepsia estan involucrados multiples sistemas de neurotransmision,
sin embargo, existen dos eventos importantes que pueden ser los iniciadores
del fenomeno convulsivo: la excitabilidad celular, que se refiere a los
procesos que regulan la despolarizacion y la repolarizacion de la membrana;
y el desarrollo aberrante de circuitos de integracion neuronal, que
promueven la sincronizacion de las poblaciones neuronales y la

propagacion de las descargas epilépticas %%

La manifestacion de la excitacion excesiva, que se genera a partir del

desequilibrio ionico intraneuronal yfo del disparo repetitivo en un grupo de
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neuronas que estimulan un circuito neuronal, determinan el origen y patron
de propagacion de las descargas epilépticas ®' cada uno de estos eventos
es una alteracion que surge de manera subita y transitoria y que visto
individualmente, se denomina crisis epiléptica *”. Las descargas que se
originan pueden evaluarse a través de un registro electroencefalografico
(EEG) ®® como representacion de los potenciales eléctricos que se generan
en poblaciones neuronales @® en las que se presentan cambios subitos en
la frecuencia y amplitud de las descargas eléctricas, a los que se denominan
paroxismos, .que pueden ser fisiologicos o patologicos % %8 Por lo tanto se
puede decir que la despolarizacion, la hiperpolarizacion y las descargas
neuronales excesivas e hipersincronicas inicialmente localizadas (foco

epiléptico) constituyen la esencia de la actividad epiléptica & 7.

Un aspecto importante en el dafio epiléptico es la afectacion selectiva de

(28)

subpoblaciones neuronales , la mayoria de las crisis epilépticas se

producen por las descargas generadas en estructuras corticales o

hipocampales "% por lo que comunmente en el estudio de la epilepsia, se

llevan a cabo registros EEG en estas regiones.

De acuerdo a sus manifestaciones clinicas y electroencefalograficas, las
crisis epilépticas se han dividido en dos grupos principales:
|.- Parciales (focales); y

Il.- Generalizadas.
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Las crisis parciales o focales se deben a la activacién de un grupo neuronal
limitado de manera anatomica y funcional, donde los signos clinicos y
eléctricos se circunscriben a una zona restringida del cerebro. Por otro lado,
las crisis ger_leralizadas tienen un inicio localizado y se propagan por toda la

superficie cortical .

GABA y Glu en la epilepsia

Existe un importante vinculo entre el desequilibrio de los mecanismos
sinapticos excitadores e inhibidores, la alteracion de las propiedades
intrinsecas neuronales y la epilepsia 7 ®. Entre los mecanismos intrinsecos
de las neuronas implicados en la génesis de la excitabilidad podemos
mencionar: cambios en la conductancia de canales i6nicos, alteraciones en
las respuestas caracteristicas de los receptores de membrana, cambios en

los sistemas de segundos mensajeros y en la expresion de proteinas 2",

A favor de la propuesta del desequilibrio entre los sistemas de
neurotransmision excitadora e inhibidora, como un posible promotor de Ia
epilepsia, se cuenta con las siguientes observaciones: la pérdida de
neuronas  GABAérgicas y los receptores GABA, provocada
experimentaimente ®¥, genética o adquirida ®”. coincide con el desarrollo
de crisis con;/ulsivas; al bloguear. alterar o inhibir la actividad de la GAD o de
los receptores GABAérgicos, es posible desencadenar crisis convulsivas %
45, por el contrario, el aumento de la funcion del GABA en el cerebro

restaura la inhibicion neuronal, atenua el dafo neuronal inducido por el
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B4 Por otro lado, Ia

status epilepticus y retrasa el desarrollo de “kindling”
estimulacion eléctrica excesiva de las vias glutamatérgicas o la manipulacion
farmacologica que conduce a la activacion de los receptores glutamatérgicos

(43, 72, 84).

pueden generar crisis epilépticas e inversamente, desde la

perspectiva terapéutica, diversos antagonistas del receptor para NMDA
pueden reducir la intensidad y la duracion de la actividad de las crisis 7 5%
8 Ademas, las drogas que aumentan la concentracidon de GABA en la
hendidura sinaptica, al inhibir su catabolismo o recaptura, poseen un efecto

anticonvulsivante eficiente 4 70-84

Estos resuitados apoyan la propuesta de que, el desbalance entre los
impulsos nerviosos excitadores Glutamatérgicos e inhibidores GABAérgicos
pueden ser considerados como un factor importante en la generacion de las
crisis convulsivas. Sin embargo, la epilepsia como sindrome involucra

también a otros sistemas de neurotransmision.

Modelos experimentales de epilepsia

La mayor parte del conocimiento acerca de los mecanismos celulares y
moleculares de los eventos epileptiformes especificos, asi como de la
terapia farmacologica con anticonvulsionantes proviene del uso de modelos

experimentales de epilepsia 2% ¥,

Los modelos experimentales tratan de reproducir cuadros clinicos bien

conocidos para poder determinar factores que desencadenan las crisis
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epilépticas y utilizarlos como dianas para su tratamiento “ %

Especificamente, los modelos experimentales estudian fos mecanismos
basicos a traves de los cuales se origina el foco epiléptico: la actividad
interictal; la distribucién y sincronizacién de la actividad epiléptica; y la

produccion de focos epilépticos secundarios )

Durante afios se han propuesto diferentes sistemas de clasificacion de las
epilepsias, sin embargo, sélo recientemente, a través de la aplicacién del
registro EEG; los estudios de imagenologia y la genética molecular, se ha
logrado un mejor entendimiento y clasificacién de las mismas 22 Asi, las
epilepsias experimentales pueden clasificarse de acuerdo a tres criterios
generales: 1) dependiendo de la propagacion de las crisis: epilepsia
generalizada; y epilepsia parcial; 2) en funcion de la duracion: crisis agudas y
cronicas; y 3) desde el punto de vista electrofisiologico: modelos celulares y

modelos sistémicos (Cuadro 1) ¢ 3

Los modelos de crisis agudas han sido muy productivos, ya que han
generado la mayor parte del conocimiento actual sobre los mecanismos
basicos de la actividad epiléptica *?, en estos modelos se utilizan farmacos
como la picrotoxina (antagonista GABA, no competitivo), la bicuculina
(antagonista GABA, competitivo) y la 4-aminipiridina (4-AP) *® que se
aplican a cerebros normales y. en un sentido estricto. mas que modelos de

epilepsia son modelos de induccion de crisis epileptiformes /.
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CUADRO 1. Modelos experimentales de epilepsia.

MODELO AGUDQ PARCIAL
Por convulsivantes tipicos:
Penicilina

Bicuculina

Picrotoxina

Estricnina

Agentes colinérgicos
Agentes anti-colinérgicos

En rodajas de neocorteza

Por estimulacion eléctrica
Aguda

MODELO CRONICO PARCIALES

Implantes metalicos corticales
Hidréxido de aluminio
Cobalto

Tungsteno

Zinc Hierro

Lesiones por congelacion

MODELQ TONICO-CLONICO
Generalizado
Genéticos
Crisis audidgenas en ratones
Fotosensibles en mandril
Audiogenas
Electroshock

Por convulsivantes quimicos
Pentilentetrazol
Picrotoxina
Bicucutina
4-AP
Penicilina
Otros

Por desérdenes metabélicos
Hipoxia
Hipoglucemia
Oxigeno hiperbarico
Hipercapnia
Uremia
Hipertermia

MODELO PARCIALCOMPLEJQ
Acido kainico
Toxina tetanica
Inyeccion en area temporal
"Kindling"
Rodaja de cerebro

Modelo hipocampico
Células aisladas
Tejido humano Post-quirdrgico

MODELO AUSENCIA GENERALIZADA

Estimulacion tatdmica
Foco cortical bilateral
Opiaceos intraventriculares

MODELO STATUS EPILEPTICUS
Litio-pilocarpina
Cobalto-homocisteina
Estimulacion recurrente

Modificado de Granillo R. {2002)
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4-Aminopiridina

La administracion intraperitoneal - 2 o intracerebral > % %9 de 4.AP se
ha utilizado ampliamente como modelo para la induccion de crisis
epileptiformes en diferentes especies animales °”. La 4-AP produce crisis

g 7. 2. 24.98.66) y giteraciones motoras que

electroencefalograficas intensa
inician con una etapa de hiperexcitabilidad (ereccién del pelo, movimiento
vibrisas, hiperventilacion), seguida por automatismos motores propios de las
crisis limbicas (cabeceo, movimientos masticatorios, clonos de las
extremidades delanteras, extenéiones de las extremidades traseras, carreras
alocadas y convulsiones clonicas) que pueden evolucionar hacia
convulsiones tonico clonicas generalizadas (CTCG) o permanecer por

s 945589 of cual se

periodos largos hasta establecerse el stafus epilepticu
asocia con el desencadenamiento de procesos neurodegenerativos ©¢* %),
Ademas, las propiedades convulsivas de esta droga, también se han
documentado clinicamente en humanos, donde las propiedades excitadoras
de la 4-AP pueden emplearse terapéuticamente en trastornos neurologicos,
como la miastenia gravis, el sindrome de Lambert-Eaton, ia esclerosis

multiple y la enfermedad de Alzheimer .

Diversos estudios han demostrado que el efecto convulsivo de la 4-AP se
relaciona con la liberacion masiva de neurotransmisores 49 53 56 65. 78
independiente de la sustancia mediadora, el tipo de sinapsis o la especie. La

4-AP bloguea los canales de K" activados por voltaje en una gran variedad

de células, incluyendo a las neuronas, en las que a nivel de fa membrana
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bloquea las corrientes transitoria y de inactivacion lenta de potasio: condicion
que puede: prolongar la duracion de los potenciales de accion. retrasar el
cierre de los canales iénicos para Ca’, disminuir el umbral de excitacion,
elevar la frecuencia de disparo neuronal y promover la liberacion de
neurotransmisores “9- 54-64.80) £ aste sentido, a pesar del efecto masivo de
la 4-AP sobre la liberacion de neurotransmisores, estudios de microdialisis in
vivo en el estriado ¥ y en el circuito corteza entorrinal-hipocampo “* %, asi

como in vitro en sinaptosomas estriatales “°

, sugieren un aumento
significativo de los niveles extracelulares de Glu, por encima de otros
neurotransmisores, 10 cual se ha asociado con la intensa actividad
convulsiva generada por esta sustancia {64. 65) Ademas, el exceso de Glu
liberado por accion de la 4-AP en hipocampo produce degeneracién en las
areas CA1, CA3 y CA4, debido probablemente a la sobre-activaciéon de los

receptores glutamatérgicos “% 8% 80,

A diferencia de otros convulsionantes, la 4-AP incrementa la excitabilidad
neuronal tanto en condiciones basales como cuando la actividad sinaptica

esta elevada © %

, por lo que la 4-AP puede utilizarse para estudiar los
mecanismos fisioldgicos involucrados en la generacion de crisis convulsivas
tanto en situaciones donde la inhibicion sinaptica esta conservada como

cuando se encuentra alterada.
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ANTECEDENTES

Daiio Neuronal Excitotoxico

En 1957, Lucas y Newhouse, observaron que las inyecciones de L-Glu
producian degeneracion aguda en las laminas internas de Ia retina de raton,
por lo que sugirieron un posible efecto neurotoxico del Glu €N Por otro fado,
Olney que también estudié la retinotoxicidad producida por Glu, observd
ademas, que estaba acompafiada por inflamacion celular 3 %" Estos
resultados condujeron a Clney a proponer la hipotesis de la excitotoxicidad,
término que acuidé en 1969 para referirse a la degeneracion neuronal

©. 79 aproximadamente una

producida por aminoacidos excitadores
década después, Olney reportd que la administracion sistemica de KA, un
compuesto estructuralmente relacionado al Glu, producia lesiones
cerebrales en animales jovenes, donde la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica es mayor que en los adultos . Posteriormente, diversos
estudios demostraron que durante la exposicion de! tejido nervioso a

concentraciones elevadas de Glu o de algun aminoacido excitador,

producian muerte celular y degeneracion del tejido nervioso & % 77,

Despues de los estudios iniciales sobre excitotoxicidad, diferentes
aminoacidos excitadores o sus analogos se han utilizado experimentalmente
como modelos para la induccion de dafno neuronal, convirtiendose en

herramientas eficaces en el estudio de diversos padecimientos neurologicos



21

tales como: la enfermedad de Huntington, el mal de Parkinson, la
enfermedad de Alzheimer, la neurodegeneracion hipoxi-isquémica, la
epilepsia y el trauma craneo-encefalico ¥ %) Asi diversos estudios,
realizados tanto in vivo @ como in vitro ®® o en tejidos post mortem %),
demuestran que diferentes mecanismos de induccion de dafo neuronal
producen elevacion de las concentraciones extracelulares de glutamato y
aspartato ', alcanzando niveles comparables a aquellos que se observan
en pacientes, con algun padecimiento neurolégico @9 En este sentido, se ha
establecido una relacion estrecha entre la magnitud del dafio neuronal y la
elevacion de los niveles extracelulares de Glu, por lo que se ha propuesto al
Glu como un componente critico en la cascada de eventos que conducen a

la muerte neuronal 8,

A este respecto se ha observado que, el dafio neuronal excitotoxico se
relaciona con la habilidad del Glu y sus analogos para despolarizar a las
neuronas, e;citéndolas en numerosas ocasiones, hasta producir la muerte
de las mismas 7. La liberacion de Glu en exceso, genera una serie de
respuestas postsinapticas a partir de sus receptores, tanto ionotrépicos
como metabotropicos, que desencadenan el dafo neuronal excitotdxico @12
59 Sin embargo, las evidencias experimentales sugieren que son los
receptores ionotrépicos y, particulamente el R-NMDA, los que tienen mayor
importancia en este proceso % ®" 7 De esta manera se propone que la
sobre-activacion de los R-NMDA, genera una entrada masiva de Ca™', que

conduce a la sobrecarga o deficiencia de la homeostasis de Ca"™ @6 47"
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Este aumento excesivo en la concentracién citosolica de Ca™ promueve Ia
activacion de kinasas, caspasas, proteasas, sintetasas del oxido nitrico,
calcineurinas y endonucleasas que conforman la cascada de eventos
excitotéxicos., condiciones que promueven la produccién de radicales libres
como oxido nitrico (NO), superoxido y peréxido de hidrogeno que
desestabilizan tanto a las membranas celulares como al citoesqueleto ©%°"
%8 Aunado a esto, existen consecuencias bioenergéticas que conducen a la

(20, 51, 58, 77) Ademas

inevitable disfuncion mitocondrial (Figura 3)
evaluaciones in vitro sobre el flujo iénico durante la excitotoxicidad, sugieren
que tiene dos componentes &%) el primero, es un componente agudo que
depende de Na' y CI', el cual esta marcado por hinchazon celular inmediata;
el segundo, asociado con una degeneracion retrasada, que es dependiente
de Ca'* @ En este sentido, se ha considerado que la degeneracion
excitotoxica se produce por necrosis secundaria, sin embargo, estudios
posteriores sugieren la presencia de un componente apoptotico retardado %
28, 74).

Por o que, los mecanismos implicados en la muerte neuronal

excitotoxica permanecen como motivo de controversia.

Por otro lado, en el estudio de la excitotoxicidad debe considerarse ademas,
el origen del aumento de la concentracion extracelular del Glu ©®* %, ya que
bajo condicit;nes patoldgicas. puede producirse por aumento en la exocitosis
del neurotransmisor, o bien, a través de sistemas de recaptura

deficientes ¥,
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Ademas, evidencias experimentales en las que se establece un importante
vinculo entre la excitotoxicidad y la muerte neuronal en diferentes
padecimientos neurolégicos 25 sugieren alteraciones en varios sistemas de
neurotransmision, dando especial importancia a los cambios que ocurren en
el sistema GABAérgico, cuya funcionalidad se encuentra disminuida y por lo
tanto, imposibilitado para modular el exceso de excitacion “* &) Egtas
condiciones, permiten proponer que el dafio neuronal excitotoxico podria
generar una disminucion del umbral convulsivo y por lo tanto un aumento en

la probabilidad de presentar crisis convulsivas.
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FIGURA 3. Efecto de la liberacién excesiva de Glu. La figura muestra la entrada masiva de
calcio a la célula postsmaptlca a través de receptores glutamatérgicos. La pérdida de la
homeostasis de Ca"™ genera una cascada de eventos que promueven la muerte celular. Se
representa al R-NMDA por su relevancia en la excitotoxicidad, debido a la apertura
prolongada de sus canales para calcio. Cell Death Differ, Nicotera y Leist, University of
Konstana, Germany. www.celldeath-apoptosis.org/educatio.htm.
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Modelo de excitotoxicidad por GMS

El término excitotoxicidad se refiere a la capacidad que tiene un
neurotransmisor excitador de producir la muerte neuronal ? 3 % 89 pg
acuerdo con este planteamiento, se han utilizado analogos estructurales del
Glu, como el KA, el acido iboténico, el NMDA, el acido quiscualico ®® y la

sal monosoédica de Glu (GMS) como agentes excitotoxicos 2.

La administracion sistémica GMS, constituye un modelo ampliamente
utilizado para inducir dafio neuronal excitotoxico % ®_ Asi, se conoce que el
tratamiento neonata!l con GMS promueve fa degeneracion neuronal en la
corteza cerebral, el estriado y el hipocampo, regiones consideradas como

epileptogénicas © %2 83 y que bajo condiciones basales poseen una gran

(83)

cantidad de neuronas GABAérgicas expresan  receptores

s (9. 83) (62)

glutamatérgico , presentan aferencias glutamatérgicas abundantes

a 12 82 Ademas, el tratamiento neonatal con

y captura de [*H}-Glu elevad
GMS también produce degeneracion en el hipotalamo y areas
circunventriculares, generando alteraciones metabolicas y susceptibilidad de
la barrera hematoencefalica al estrés en el adulto, lo que sugiere que los
efectos neurotoxicos del GMS administrado a neonatos pueden ser
persistentes %

Los efectos téxicos del GMS no son exclusivos para un sistema de

neurotransmision particular. Asi, el GMS modifica la neurotransmision

colinérgica, a través de disminuir la actividad de la enzima colina acetil-
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transferasa y la densidad de receptores colinérgicos en la coreza

t 62 Ademas, a través de estudios inmunocitoquimicos dirigidos

cerebra
contra la enzima tirosina hidroxilasa se ha demostrado una disminucidn en la
densidad de neuronas dopaminérgicas en el nucleo arcuato de la rata como

reflejo de los efectos neurotoxicos del GMS ('3 42!

Es importante considerar que el dafo producido por GMS depende de
especie, cepa, género, dosis, areas cerebrales y edades evaluadas . En
este sentido se sugiere que los animales jovenes son mas susceptibles al
GMS, debido a que los mecanismos de recaptura de tos aminoacidos aun no

(62)

son eficaces 0 por que la barrera hematoencefalica no esta

completamente establecida o ambos casos 9.

Algunas de las
consecuencias observadas después de la administracion neonatal de GMS
son: alteraciones enddcrinas, metabdlicas y conductuales en la edad adulta
#4352 tetargo, hiperfagia, automutilacion, obesidad, déficit locomotor y de
aprendizaje ' % 7, entre otros. Ademas, el dafio neuronal producido por el
tratamiento neonatal con GMS se relaciona con reactividad glial, a través del

aumento en numero de astrocitos y células microgliales, asi como en la

inflamacion y edema de células gliales “® %%,

La administracion sistémica de GMS (4 mg/g de peso corporal) a roedores

recién nacidos durante la primera semana de vida posnatal, es un disefio

{9-12)

eficaz para inducir dafo neurotoxico . Bajo ese disefio, los efectos

toxicos del GMS se manifiestan en diferentes regiones cerebrales,
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destacando la corteza cerebral y el hipocampo, donde en condiciones
basales la densidad de R-NMDA y neuronas GABAérgicas es alta 12 15)
Asi, el tratamiento neonatal GMS aumenta la expresion del RNAm de la
subunidad NMDAR-2B en corteza cerebral, hipocampo y estriado & '
Ademas, se demostrd recientemente que el tratamiento neonatal con GMS
disminuye la arborizaciéon dendritica de las neuronas piramidales de la
corteza cerebral ©", condicién que parece estar mediada por modificaciones
en la funcionalidad del R-NMDA. Por otro lado, la liberacion de
[’HI-GABA 2, |a actividad de la descarboxilasa de! acido glutamico (GAD)
®3'y densidad de las células GABA-positivas ©? también se modifican
después de tratamiento neonatal con GMS. Las alteraciones producidas por
el GMS sobre el R-NMDA vy la neurotransmision GABAérgica sugieren un
aumento en fa hiperexcitabilidad neuronal. Por lo que, el paradigma de la
administracion sistémica de GMS a ratas recién nacidas se ha considerado
un modelo adecuado para abordar el estudio de los aspectos bioldgicos de

la epilepsia.
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JUSTIFICACION

La neurotransmision inhibidora GABAérgica constituye el principal sistema
de control sobre la excitabilidad neuronal. La administracion sistémica de
GMS produce alteraciones neuroquimicas en la neurotransmision
GABAeérgica. Por lo que es posible que después del tratamiento con GMS, la
eficiencia del GABA para controlar la excitabilidad neuronal se encuentre
disminuida, condicion que puede favorecer el desarrollo de crisis
convuisivas. Asi, en el presente trabajo se pretende emplear la
administracién intracerebroventricular (ICV) del convulsionante 4-AP como
modelo experimental de crisis convulsivas, para evaluar las alteraciones
producidas por el tratamiento con GMS sobre la susceptibilidad convulsiva.
Los resultados permitiran ampliar el conocimiento sobre las alteraciones
neuroldgicas producidas después de un evento neuroexcitotdxico, asi como
acerca de los mecanismos involucrados en la generacidn de crisis

convulsivas.
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HIPOTESIS

Las alteraciones que el tratamiento neonatal con glutamato monosédico
(GMS) produce en regiones cerebrales con caracteristicas epileptogénicas,
elevan la susceptibilidad a presentar crisis convulsivas después de la

administracion intracerebroventricular (ICV) de 4-Aminopiridina (4-AP).
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OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar la susceptibilidad a presentar crisis convulsivas inducidas por
la administracién ICV de 4-AP en ratas adultas, después del tratamiento

neonatal con GMS.

Obijetivos Particulares
1. Caracterizar conductual y electroncefalograficamente las crisis
convulsivas inducidas por la administracién ICV de 4-AP en ratas

adultas.

2. Determinar el efecto del tratamiento neonatal con GMS sobre las
crisis convulsivas inducidas por la administracion ICV de 4-AP en

ratas adultas.
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MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron 60 ratas macho de la cepa
Wistar que permanecieron en condiciones de bioterio {ciclos luz - oscuridad
12x12, temperatura constante de 22 + 2°C y humedad relativa del 50%), con

libre acceso al agua y al alimento durante todo el proceso experimental.

Los animales recién nacidos se dividieron en dos grupos de trabajo:
Grupo |: Animales intactos que no recibieron ningun tratamiento
(grupo intacto).
Grupo lI: Animales tratados con glutamato monosoddico (Sigma
Chemical Co. St. Louis MO) a una dosis de 4 mg/g de peso corporal_
en un volumen de 200 i via subcutanea los dias 1. 3. 5y 7 de edad

(grupo experimental) ',

Entre los 60 y 70 dias de edad ef total de los animales se sometieron a una
cirugia estereotaxica. Anestesiados con una mezcla de oxigeno y el
anestésico volatii  halotano (Fluothane, Zeneca Pharmaceuticals,
Macclesfield. United Kingdom), los animales se sujetaron a un aparato
estereotaxico (ASI, Instruments, Bioanalytical Systems. Inc.. IND, U.S.A) con
la barra de incisivos posicionada a 3.5 mm con respecto a la linea interaural,

se practicéd un corte longitudinal sobre la piel y se retird el periostio hasta
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exponer el craneo. Posteriormente, se perforo el craneo para la implantacion
de: 1) una canula guia de acero inoxidable en el ventriculo lateral derecho
(VLD) (22 gauge) (AP-0.7, L-1.4, V-3.5), para la infusion del convulsionante:
2) cuatro canulas de acero inoxidable (18 gauge) como guias para la
implantacion de cuatro electrodos monopolares de bronce (0.25 mm de
diametro) en: corteza cerebral motora derecha e izquierda (AP +2, L +/-2, V -
1.5); y en hipocampo dorsal derecho e izquierdo (AP -4, L +/-2.5. V -3.3), de
acuerdo a las coordenadas del atlas estereotaxico del cerebro de la rata
para estas regiones y tomandose como referencia el punto bregma %: 3) un
tornillo de acero inoxidable sobre el seno frontal, al que se soldaron dos
alambres de.bronce (0.25 mm de diametro) utilizados como electrodos de
referencia; y 4) dos tornillos de acero inoxidable que se colocaron en ia
parte posterior del craneo para dar mejor fijacion a la estructura. Los
electrodos se soidaron a un conector eléctrico que se fijo al craneo de la rata
con acrilico dental. La temperatura corporal se mantuvo a 37 + 1°C durante
el proceso. Tres horas después de la cirugia se inicid el registro de la
actividad electroencefalografica (Poligrafo Grass Modelo 79, Quincy. MASS,

USA)).

Para 1a induccion de las crisis convulsivas se infundieron a traves del VLD
5 pl de una solucion acuosa de 4-Aminopiridina (4-AP) (Sigma Chemical

Co., St Louis, MO, U.S.A)), a la cual se le adiciono el colorante azul directo
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15 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, U.S.A), que permitio, ai final de

cada experimento, identificar el sitio de infusion.

Los registros EEG se digitalizaron a través de una unidad adaptadora (Grass
PVA-8A, Quincy, MASS, U.S.A), transfiriéndose al programa de cémputo
Poliview (Version 2.5, Grass, Quincy, MASS, U.S.A)) para su analisis. Los
amplificadores del poligrafo se utilizaron con sensibilidad 50, ¥z amp.,, 1Hz -
Y2 amp.n 30Hz, para la corteza cerebral; y con sensibilidad 70, Y2 amp., 1Hz
— Y amp.n 30Hz, para el hipocampo dorsal. Se registraron 10 minutos de
actividad basal, seguidos por 5 min durante la infusion del convulsionante 4-
AP,y los 60 min siguientes. La 4-AP se infundié a una velocidad de 1 pl/min
en un volumen final de 5 pl y las dosis utilizadas correspondierona 1, 2, 3, 4
y 5 nmol/5pl. Se utilizaron 6 animales por dosis para cada grupo (ver

Diagrama Experimental).

Los parametros evaluados después de 1a infusion de 4-AF fueron:
1) Latencia del primer tren de descargas epileptiformes. en minutos.
2) Caracteristicas del primer tren de descargas: tipo de ondas EEG,
duracion y amplitud.
3) Prevalencia en porcentaje de animales de las siguientes conductas:
mioclonos de la extremidades delanteras, “rearing” (clonos de las
extremidades delanteras con levantamiento del cuerpo y caida lateral

repentina). “wild running” (carreras alocadas). convulsiones cionicas,
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convulsiones tonico clénico generalizadas (CTCG) y status epilepticus

(SE).

Una hora después de la infusion del convulsionante, los animales se
sacrificaron por disiocacién cervical, se extrajo el cerebro y se hicieron cortes
coronales para la observacion de las trayectorias de los electrodos y del sitio
de inyeccion. Ademas, se verifico la difusion de la solucion coloreada de 4-

AP a través de los ventriculos cerebrales.

Las diferencias estadisticas se establecieron a través del analisis de
varianza (ANOVA) de una via (prueba de hipétesis de Fisher), con el
programa de computo Biostat (Version 1.0, MacGrawHill Inc.). tanto para la
latencia, como para la duracion y amplitud del primer tren de descargas. Se
consideraron estadisticamente significativas aquellas diferencias con una

p<0.05.
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RESULTADOS

El patron de crisis inducido por la administracion ICV de 4-AP se caracterizé
por una serie de sintomas preconvulsivos que incluyeron: hiperexcitabilidad
(ereccion del pelo, movimiento de vibrisas e hiperventilacion), tremores,
cabeceos y movimientos masticatorios; que presentaron todos los animales
en los primeros minutos durante la administracion del convulsionante, con
todas las dosis utilizadas. Después del primer tren de descargas, los
animales presentaron salivacion, mioclonos de las extremidades delanteras,
rearing, wild 'running y convulsiones clénicas, en ambos grupos y para todas
las dosis. Posteriormente, los animales del grupo intacto presentaron
convulsiones ténico-cldnico generalizadas (CTCG) y status epilepticus (SE)
para las dosis de 4 y 5 nmol de 4-AP en el 33% de los animales (Figura 4).
En cambio, en el grupo tratado con GMS las crisis convulsivas inducidas por
la administraciéon ICV de 4-AP evolucionaron hacia el stafus epilepticus a
partir de la dosis de 2 nmol en el 16% de los animales: y hacia la generacion
de CTCG a partir de la dosis de 3 nmol de 4-AP, también en el 16% de los
animales (F'igura 4). La prevalencia en porcentaje de animales que
presentaron CTCG y SE fue mayor para el grupo tratado con GMS con

respecto al intacto (Figura 4).

Ademas la administracion (ICV) de 4-AP indujo descargas epileptiformes de

alta frecuencia y amplitud, que se propagaron desde su inicio a las cuatro



37

regionés registradas, sin embargo fueron de mayor intensidad en el
hipocampo derecho, debido probablemente a la cercania con el sitio de
infusion del convulsionante (Figuras 6-15). El primer tren de descargas EEG
estuvo representado inicialmente por poli-espigas seguidas por complejos
punta-onda hacia el final del tren. La latencia del primer tren de descargas
para el grupo intacto fluctuo entre los 6 y 3 minutos a partir del inicio de la
infusion del convulsionante, con una tendencia a disminuir conforme
aumento la dosis de 4-AP (1-5 nmol) (Figura 5). E! tratamiento neonatal con
GMS disminuyo la latencia del primer tren de descargas para todas las dosis
de 4-AP, misma que fluctud entre los 4 y 2 minutos (Figura 5). Por otro lado,
la duracion y amplitud de! primer tren de descargas EEG se incrementaron
conforme al aumento de la dosis de 4-AP y alcanzaron valores mas altos en

el grupo tratado con GMS en comparacion con el grupo intacto (Cuadro 2).

La infusion ICV de 4-AP indujo inicialmente una disminucion en la actividad
EEG basal hasta el momento en que se presentd el primer tren de
descargas epileptiformes para todas las dosis y en ambos grupos
experimentales. Las dosis de 1 nmol (Figura 6) y 2 nmol (Figura 8) de 4-AP
indujeron de 1 a 5 trenes de descargas durante los primeros 15 minutos en
el grupo intacto, mientras que en el grupo tratado con GMS estas mismas
dosis produjeron de 1 a 10 trenes de descargas que se presentaron durante
los primeros_30 minutos (Figuras 7 y 9), excepto en 1/6 animales donde Ias
crisis evolucionaron hasta el SE después de la administracion de 2

nmot (Figura 4). La dosis de 3 nmol de 4-AP genero alteraciones en la
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actividad EEG durante los primeros 30 minutos en el grupo intacto (Figura
10), en tantc que en los animales tratados con GMS las alteraciones en la
actividad EEG permanecieron durante los 60 minutos de registro (Figura 11).
Las dosis de 4 nmol y 5 nmol de 4-AP alteraron la actividad EEG durante
todo el periodo de registro, tanto en los animales que presentaron el SE
como en aquellos en los que las descargas epileptiformes fueron

intermitentes (Figuras 12-15).

Los resultados muestran que las crisis convulsivas tanto a nivel de la
evaluacién conductual como en EEG inducidas por la administracion ICV de

4-AP son mas severas después del tratamiento neonatal con GMS.
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FIGURA 4. Conductas evaluadas después de la administracion ICV de 4-AP. La
figura muestra el porcentaje de animales que presentd cada conducta después de
la infusién del convulsionante. En ambos grupos se observa ia tendencia a
presentar sintomas mas severos conforme la dosis de convulsionante se elevd. En
el grupo tratado con GMS las convulsiones ténico clonico generalizadas y el status
epilepticus se presentaron a dosis menores en comparacion con el grupo intacto. El
100% corresponde a la “n” de cada grupo que fue de 6 animales para todas las
dosis.
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FIGURA 5. Latencia del primer tren de descargas EEG inducidas por la infusién ICV
de 4-AP. La figura muestra la tendencia en ambos grupos a fa disminucion de la
latencia de manera proporcional al aumento de la dosis. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las dosis para ambos grupos (p<0.005 para el
intacto y p<0.05 para el de GMS). Ademas, el tratamiento neonatal con GMS
disminuye |a latencia del primer tren de descargas para todas las dosis de 4-AP. Sin
embargo, las diferencias entre grupo solo fueron estadisticamente significativas
para las dosis de 1, 2 y 4 nmol (*p<0.05). Los datos representan la media £ ESM,
n=6 para todos los grupos, prueba de ANOVA de una via.
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CUADRO 2. Caracteristicas del primer tren de descargas EEG inducido por
la administracion ICV de 4-AP.

DOSIS DURACION "AMPLITUD
aap | GRUPO (s) (V)
INTACTO 21.27+1.38 5424.79 + 965.90
1 nmol - i — . R
| GMS 25.00 £ 1.53 6012.57 + 988.86
INTACTO 22.54 £ 1.65 4833.73 + 74982
2 nmol
GMS 29.06 +1.71* 7132.64 + 387.89*
INTACTO 25504139 | 375012+ 192.54
3 nmol
GMS 29.24 +1.76 7031.99 + 504.83#
| INTACTO 25.62 £ 0.68 6364.95 + 525.81
4 nmol | L
GMS 31.00 £ 1.16@ 7765.31 + 605.01
. | INTACTO 30.41 + 1.31 8300.67 * 431.50
5 nmol o 1 .
GMS

x 3269 £1.49 l 8374.27 + 565.41

La duraciéon y la amplitud de las descargas se incrementaron significativamente con
la dosis de 4-AP en ambos grupos (p<0.001 para el grupo Intacto y p<0.05 para el
grupo de GMS). Entre los grupos existe diferencia estadisticamente significativa
para la duracion en las dosis de 2 y 4 nmol (*p<0.05 y @p<0.005); y para la
amplitud en 2 y 3 nmol (*p<0.05 y #p<0.001). Los datos muestran la media + ESM,
n=6 para todas las dosis de ambos grupos, prueba de ANOVA de una via.
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FIGURA 6. Efecto de la administracion ICV de 1 nmol de 4-AP sobre el registro EEG
de ratas Intactas. La figura muestra los cuatro canales de registro que representan: la
corteza cerebral derecha (CCD) e izquierda (CCl); y el hipocampo derecho (HpD) e
izquierdo (Hpl). Cada segmento corresponde a un minuto de registro de actwidad:
basal, durante la primera descarga, 15. 30. 45 y 60 min después de ia administracion.
La latencia del primer tren de descargas se cita en el segmento correspondiente.
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Efecto de la administraciéon ICV de 1nmol de 4-AP sobre el EEG de ratas intactas.
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FIGURA 7. Efecto de la administracion ICV de 1nmol de 4-AP sobre el registro EEG de
ratas tratadas con GMS. La figura muestra los cuatro canales de registro que
representan: la corteza cerebral derecho (CCD) e izquierda (CCI); y el hipocampo
derecho (HpD) e izquierda (Hpl). Cada segmento corresponde a un minuto de registro
de actividad: basal, durante la primera descarga, 15, 30, 45 y 60 min después de la
administracién. La latencia del primer tren de descargas se cita en el segmento
carrespondiente.
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Efecto de la administracion ICV de 1 nmol de 4-AP sobre el EEG de ratas tratadas con GMS.
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FIGURA 8. Efecto de la administracion ICV de 2nmol de 4-AP sobre el registro EEG de
ratas Intactas. La figura muestra los cuatro canales de registro que representan: la
corteza cerebral derecho (CCD) e izquierda (CCl); y el hipocampo derecho (HpD) e
izquierdo (Hpl). Cada segmento corresponde a un minuto de registro de actividad:
basal, durante la primera descarga, 15, 30, 45 y 60 min después de la administracion.
La latencia del primer tren de descargas se cita en el segmento correspondiente.
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Efecto de la administracién ICV de 2 nmol de 4-AP sobre el EEG de ratas intactas.
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FIGURA 9. Efecto de la administracién ICV de 2nmol de 4-AP sobre el registro EEG de
ratas tratadas con GMS. La figura muestra los cuatro canales de registro que
representan: la corteza cerebral derecha (CCD) e izquierda (CCI); y el hipocampo
derecho (HpD) e izquierdo (Hp!). Cada segmento corresponde a un minuto de registro
de actividad: basal, durante la primera descarga, 15. 30. 45 y 60 min después de la
administracién. La latencia del primer tren de descargas se cila en el segmento
correspondiente.



Efecto de la administracion ICV de 2 nmol de 4-AP sobre el EEG de ratas tratadas con GMS.

15 POSTINYECCION

G e

60 POSTINYECCION

" Lot
AR ISR ARl

-
Yo
BASAL INYECCION (2°55™
cco
- e . y oo '* —+
imv
cCi
HpD
| 1mv
Hpl ol
10s
30 POSTINYECCION 45 POSTINYECCION
Hbrrmeeffione W-WWWW
4 v ‘L‘- -, A




52

FIGURA 10. Efecto de la administracion ICV de 3nmol de 4-AP sobre el registro EEG
de ratas intactas. La figura muestra los cuatro canales de registro que representan: la
corteza cerebral derecha (CCD) e izquierda (CCl); y el hipocampo derecho (HpD) e
izquierdo (Hpl). Cada segmento corresponde a un minuto de registro de actividad:
basal, durante la primera descarga, 15, 30, 45 y 60 min después de la administracion.
La latencia del primer tren de descargas se cita en el segmento correspondiente.
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Efecto de la administracién ICV de 3 nmol de 4-AP sobre el EEG de ratas intactas.

ccl

ain s

| 1V

10s

30 POSTINYECCION

INYECCION (3'15")

15 POSTINYECCION

45 POSTINYECCION

AL

or

it

60 POSTINYECCION

s




54

FIGURA 11. Efecto de la administracion ICV de 3nmol de 4-AP sobre el registro EEG
de ratas tratadas con GMS. La figura muestra los cuatro canales de registro que
representan: la corteza cerebral derecha (CCD) e izquierda (CCI); y el hipocampo
derecho (HpD) e izquierdo (Hpl). Cada segmento corresponde a un minuto de registro
de actividad: basal, durante la primera descarga, 15, 30, 45 y 60 min después de la
administracion. La latencia del primer tren de descargas se cita en el segmento
correspondiente.
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FIGURA 12. Efecto de la administracion ICV de 4nmol de 4-AP sobre el registro EEG
de ratas Intactas. La figura muestra los cuatro canales de registro que representan: la
corteza cerebral derecha (CCD) e izquierda (CCl); y el hipocampo derecho (HpD) e
izquierdo (Hpl). Cada segmento corresponde a un minuto de registro de actividad:
basal, durante la primera descarga, 15, 30, 45 y 60 min después de la administracion.
La latencia del primer tren de descargas se cita en el segmento correspondiente.
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Efecto de la administracion ICV de 4nmol de 4-AP sobre el EEG de ratas intactas.
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FIGURA 13. Efecto de la administracion ICV de 4nmol de 4-AP sobre el registro EEG
de ratas tratadas con GMS. La figura muestra los cuatro canales de registro que
representan: la corteza cerebral derecha (CCD) e izquierda (CCl); y el hipocampo
derecho (HpD) e izquierdo (Hpl). Cada segmento corresponde a un minuto de registro
de actividad: basal, durante la primera descarga, 15, 30, 45 y 60 min después de la
administracion. La latencia del primer tren de descargas se cita en el segmento
correspondiente.
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Efecto de la administracion ICV de 4 nmo! de 4-AP sobre el EEG de ratas tratadas con GMS.
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FIGURA 14. Efecto de la administracion ICV de 5nmol de 4-AP sobre el registro EEG
de ratas Intactas. La figura muestra los cuatro canales de registro que representan: la
corteza cerebral derecha (CCD) e izquierda (CCl); y e! hipocampo derecho (HpD) e
izquierdo (Hpl). Cada segmento corresponde a un minuto de registro de actividad:
basal, durante la primera descarga, 15, 30, 45 y 60 min después de la administracién.
La latencia del primer tren de descargas se cita en el segmento correspondiente.
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Efecto de la administracion ICV de 5 nmol de 4-AP sobre el EEG de ratas intactas.
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FIGURA 15. Efecto de la administracion ICV de Snmol de 4-AP sobre el registro EEG
de ratas tratadas con GMS. La figura muestra los cuatro canales de registro que
representan: la corteza cerebral derecha (CCD) e izquierda (CCl); y el hipocampo
derecho (HpD) e izquierdo (Hpl). Cada segmento corresponde a un minuto de registro
de actividad: basal, durante la primera descarga, 15, 30, 45 y 60 min después de la
administracion. La latencia del primer tren de descargas se cita en el segmento
correspondiente.
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Efecto de la administracién ICV de 5 nmol de 4-AP sobre el EEG de ratas tratadas con GMS.
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DISCUSION

En el presente trabajo se utilizd la administracion ICV de 4-AP como modelo de
induccion de crisis epileptiformes, para evaluar el efecto del tratamiento
neonatal con GMS sobre la susceptibilidad a presentar crisis convulsivas. La 4-
AP es un bloqueador de los canales de K' que estimula la liberacion
generalizada de neurotransmisores, tanto excitadores como inhibidores, lo que

(18, 33)

genera actividad epileptiforme intensa in vitro y crisis convulsivas in vivo

(40, 54, 64)

Asi, la infusion ICV de 4-AP (1-5 nmol) indujo crisis convulsivas de tipo limbico
con un periodo inicial de hiperexcitabilidad (ereccién del pelo, movimiento
vibrisas, hiperventilacion), seguido por automatismos motores propios de las
crisis limbicas (cabeceo, movimientos masticatorios, clonos de las extremidades
delanteras, extensiones de las extremidades traseras, carreras alocadas y
convulsiones clonicas) que evolucionaron hacia convulsiones ténico clénicas
generalizadas (CTCG) o hacia el status epilepticus. En este sentido, el patron
de crisis limbicas inducido por 4-AP ha sido ampliamente‘ documentado, a
través de la administracion intracerebral del convulsionante en diferentes
regiones tales como el hipocampo, la corteza cerebral motora, el area
tempestas y el estriado % 7> 77 entre otras. Por otro lado, la administracion
sistémica de 4-AP también puede inducir crisis en diferentes especies animales

©" lo que coincide con los resultados obtenidos, donde en el grupo intacto los
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mioclonos de las extremidades delanteras, el rearing. las carreras alocadas y
las convulsiones clonicas se observaron con todas las dosis: y las CTCG y el
SE Junicamente con las dosis de 4 y 5 nmol (Figura 4) Ademas, el
convulsionante 4-AP gener6 descargas epileptiformes que se propagaron a las
regiones cerebrales estudiadas, con una latencia que oscilo entre los 6 y 3 min
para las diferentes dosis en el grupo intacto (Figura 5). Sin embargo, en
trabajos previos se han utilizado dosis de 4-AP desde 2-300 veces mas altas
para inducir crisis limbicas 7+ 23 47:49.55.64.76 Epy agte sentido, las diferencias en
dosis pueden deberse a que en el presente trabajo, los animales se infundieron
con 4-AP de;pués de un periodo de 3 horas de recuperacion de la anestesia, lo
que demuestra la eficacia de la 4-AP para inducir crisis convulsivas en dosis
bajas. Asi, se ha demostrado que el anestésico halotano, disminuye la
excitabilidad neuronal, efecto que también pueden ejercer otros anestésicos .
Ademas, los cambios conductuales generados por las dosis de 4-AP utilizadas
en el presente trabajo, son propias del convulsionante, ya que la administracion
ICV de la solucién acuosa del colorante azul directo 15 no produjo ninguna
modificacion. La accién convulsionante de fa 4-AP en animales intactos esta
directamenté relacionada con el aumento de la excitacion glutamatérgica, ya
que a pesar de producir una liberacion masiva de neurotransmisores @' 7" 78
se ha observado que durante la induccion de crisis con 4-AP a animales en libre
movimiento, la concentracion extracelular de Glu y Gin alcanzada es mayor que

. 7i
fa de otras sustancias 2 49 53 54.73. 78



66

Por otra parte, el tratamiento neonatal con GMS favorecio la generacion de las
crisis epileptiformes inducidas por la administracion ICV de 4-AP. ya que el SE y
las CTCG se presentaron a partir de dosis mas bajas. en relacion al grupo
intacto (2 y 3 nmol, respectivamente; Figura 4). Ademas, la latencia del primer
tren de descargas EEG inducidas por la administracion ICV de 4-AP fue menor
para todas las dosis en los animales tratados con GMS. Por otro lado, el
tratamiento neonatal con GMS también aumento la severidad de las crisis
convulsivas inducidas por 4-AP, ya que la prevalencia de las conductas
convulsivas evaluadas, la duracion y amplitud del primer tren de descargas

fueron mayores en comparacion con el grupo intacto.

A este respecto, la administracion sistémica de GMS a ratas recién nacidas
aumenta la concentracion extracelular de Glu, que sobre-activa a sus
receptores “.”, lo que activa una serie de sefales intracelulares que promueven
la degeneracion en regiones cerebrales con caracteristicas epileptogénicas

©.10.32 £ dafio excitotoxico que produce el GMS afecta a diferentes tipos

neuronales ¥

y genera alteraciones diversas, sin embargo, las alteraciones
producidas sobre al sistema GABAérgico "% *9 tienen especial importancia
debido al control que ejerce el GABA sobre la excitabilidad general del SN 7®.
En este sentido, el tratamiento neonatal con GMS disminuye la liberacion, tanto
basal como estimulada, de [*H]-GABA 2 modifica la actividad de la
descarboxitasa del acido glutamico (GAD) “” y reduce la densidad de las

(35)

celulas  GABA-positivas en la corteza cerebial y el hipocampo.

Observaciones, que sugieren que la inhibicion mediada por GABA podria ser
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menos eficiente después del tratamiento neonatal con GMS, 1o que
evidentemente favoreceria el desarrollo de crisis convulsivas, hipotesis que
estaria de acuerdo con los resultados de este trabajo, en el cual la severidad de
las crisis convulsivas inducidas por 4-AP fue mayor en el grupo tratado con
GMS respecto al grupo intacto. Ademas, existen anormalidades en la estructura
y funcionalidad de los R-NMDA después del tratamiento con GMS © 'Y que
favorecen la existencia de receptores de mayor sensibilidad al Glu y con
corrientes de calcio de mayor amplitud pero de menor duracion, condicidon que
también pudiera estar implicada en las modificaciones en susceptibilidad

convulsiva observadas en este trabajo.

De esta forma, los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento neonatal
con GMS disminuye la latencia y eleva la duracién y amplitud del primer tren de
descargas electroencefalograficas, asi como [a severidad de las
manifestaciones conductuales inducidas por la administracion ICV de 4-AP.
Debido probablemente a que el aumento de los niveles corticales de Glu en
etapas tempranas, pudieron haber inducido la sobreactivacion de los R-NMDA
mediadores de neurotoxicidad y llevar a la muerte celular, asi como al
desarrolio neuronal deficiente observado en las neuronas sobrevivientes %
aunado a la disminucion en la funcién de Ia neurotransmision GABAgérgica y los
cambios generados en el resto de los sistemas de neurotransmision, factores
que tienen un papel significativo en la induccion de efectos persistentes. Otra de

las posibilidades que es importante tomar en cuenta para explicar las

diferencias en el patron crisis que presentan los animales de un mismo grupo,
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son las diférencias intrinsecas que existen entre animales. Aun asi, las
diferencias estadisticamente significativas encontradas tanto en la evaluacion
conductual y electroencefalografica entre los grupos en las diferentes dosis de
4-AP, sugieren que en estudios posteriores el tamafno de la muestra podria ser
mayor para disminuir el error experimental, asi mismo se necesitan realizar
estudios de microdidlisis, bajo fos modelos de dafio excitotoxico y de induccién
de crisis utilizados en el presente trabajo, para la caracterizacion neuroguimica

de las modificaciones en susceptibilidad convulsiva inducidas por el GMS.

Los resultados permiten afirmar que el tratamiento neonatal con GMS
disminuye el umbral convulsivo y eleva la intensidad de las crisis epileptiformes
inducidas por la administracion {CV e 4-AP. Debido probablemente a que las
alteraciones producidas sobre la neurotransmisidon GABAérgica después del
tratamiento neonatal con GMS modifican el balance funcional entre la inhibicion
y excitacion nerviosas en favor de la excitacidn, lo que eleva la susceptibilidad a

presentar crisis convulsivas.
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CONCLUSIONES

La administracion sistémica de GMS a animales recién nacidos disminuye
la latencia y eleva la duracion y amplitud del primer tren de descargas EEG,

inducidas por la administracion ICV de 4-AP.

Las manifestaciones conductuales durante las crisis convulsivas generadas
por la administracion ICV de 4-AP son mas severas después del tratamiento

neonatal con GMS.

El tratamiento neonatal con GMS facilita las crisis convulsivas inducidas por
la administracion ICV de 4-AP, disminuye el umbral convuisivo y promueve

la propagacion y generalizacién de las crisis.
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