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RESUMEN

Durante el desarroilo temprano del sistema nerviose (SN}, existen condiciones
electroquimicas propias, que lo hacen hiperexcitable y por lo tanto, mas
susceptible a la generacién de crisis epileptiformes. Dentro de esas
condiciones, se encuentra la excitacion neuronal mediada por GABA, efecto
que se transforma a lo largo del desarrollo, para originar inhibicion neuronal.
Tanto la excitacién como la inhibicion mediadas por GABA, dependen de la
activacion del receptor GABAa, un complejo pentamérico que al activarse
permite la difusién facilitada del idn cloruro (CI'). La salida del CI” despolariza la
membrana neuronal, en tanto que su entrada, la hiperpolariza, favoreciendo o
retrasando la generacién del potencial de accion, respectivamente. Asi, los
efectos del GABA, dependen del gradiente electroquimico del CI'y por lo tanto,
de los sistemas de transporte que lo regulan, los cuales a nivel neuronal son
fundamentalmente dos, el importador de CI', conocide como NKCC1, cuyo nivel
de expresion es significativamente mayor en etapas tempranas del desarrollo; y
el exportador de CI', conocido como KCC2Z, el cual se expresa posteriormente
durante el desarrolio. Dado que la expresidon de KCC2 en el SN, se da
exclusivamente a nivel neuronal, se considera determinante para la
modificacion del efecto excitador al efecto inhibidor del GABA tipico del adulto.
Asi, se ha reportado que el pico maximo de expresion de KCC2 en el
hipocampo de rata se presenta al dia de edad posthatal {DEFN) 9. Sin
embargo, estudios in vitro, proponen el GABA deja de ejercer su efecto
excitador entre el DEPN 7 vy el 15; vy estudios in vivo proponen que la
susceptibilidad convulsiva es mayor entre el DEPN 10 y el 13. Por tode lo
anterior, en el presente ftrabajo se caracterizaron {as modificaciones
conductuales y electroencefalogréficas (EEG) inducidas por el convulsionante
4AP, al administrarse sistémicamente en ratas, durante los primeros quince
dias del desarrollo postnatal. Para tal efecto, primero se caracterizaron las
aiteraciones conductuales inducidas por la administracion de 0.5, 1, 2 y 4 mg de
4AP/kg de peso corporal, por via subcutanea, los DEPN 1, 3,5, 7,9, 11, 13 y
15. Posteriormente se evaluaron las alteraciones en la actividad EEG, inducidas
por la administracion de 2 mg de 4AP/kg de peso corporal, por via subcutanea,
los DEPN 3, 7, 11 y 15. Los resultados muestran que todas las dosis de 4AP y
en todas las edades estudiadas inducen hiperexcitabilidad motora, asociada a

saltos vy clonos de las extremidades delanteras que evolucionan hacia
vii



convulsiones clénicas generalizadas (CCG) leves (sin pérdida de la postura).
Las dosis de 1, 2 y 4 mg 4AP indujeron ademas, CCG severas (con pérdida de
la postura) v convulsiones ténico-clénico generalizadas {CTCG) en los DEPN 5,
7.9y 11. En edades posteriores, estas conductas solo fueron observadas con
las dosis de 2 y 4 mg de 4AP, La mayor incidencia de CTCG y muertes
asociadas a las convulsiones, por nimero de animales que las presentaron, se
observd en el DEPN 11. En cuanto a la actividad EEG, se registraron la
administracion sistémica de 2 mg de 4AP/kg peso corporal que fue capaz de
inducir descargas epileptiformes tipo rafaga después de la aparicion de las
CTCG, en animales de 7, 11 y 15 DEPN. La amplitud neta de la actividad EEG
basal se incremento significativamente con ta edad de los animales. El cambio
en amplitud neta observado por la administracion de 4AP, fue significativamente
mayor a partir del minuto 30, y particularmente mayor en los DEPN 11 y 15,
edades en las cuales, [a latencia de aparicién de la primera rafaga de
descargas epileptiformes fue significativamente menor en comparacion con el
DEPN 7. Todos estos resultados indican que la severidad de las crisis inducidas
por la administracion sistémica de 4AP, se eleva significativamente después del
DEPN 7 v empieza a disminuir alrededor del DEPN 13; y que de acuerdo a la
incidencia de CTCG y muerte, la edad de mayor susceptibilidad a estas
convulsiones, corresponde al DEPN11, lo cual aunque no coincide exactamente
con el pico de expresién de NKCC1 observado en el hipocampo de rata, si lo
hace con el de la corteza entorrinal, y probablemente con el de otras regiones
del SN central aun no estudiadas. De esta forma, los resultados sugieren que la
mayor susceptibilidad convulsiva del neonato, podria estar relacionada al
menos en parte, con el efecto excitador del GABA y que por lo tanto, los
anticonvulsionantes usados en el adulto que potencian el efecto del GABA para
controlar las crisis, podrian no ser {a mejor opcién para el manejo de las crisis

necnatales.
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INTRODUCCION

La funcién normal del sistema nervioso se basa en el equilibrio dindmico
existente entre los diferentes sistemas de neurotransmisién, donde la pérdida
de este equilibrio, puede conducir a diversas alteraciones, entre las que se
encuentra la generacion de crisis epileptiformes. Alteracidn neuroldgica que es
mas frecuente en la etapa neonatal {Fragoso-Veloz et al., 1990) y gue puede
volverse espontaneamente recurrente e impredecible, hasta generar un
sindrome  epiléptico (Rubio-Donnadieu, 1997; Dias-Silva, 2002). EI
establecimiento de la epilepsia puede implicar a diferentes regicnes cerebrales,
asi como alteraciones en practicamente todos los sistemas de neurofransmisién
(Fisher, 1984). Sin embargo, se conoce que la disminucién del umbral de
excitacion favorece la generacion de las crisis epilépticas, condicidén que puede
presentarse tanto por un exceso de excitacidén, como por una deficiencia en la

inhibicién (Dichter, 1998).

Durante el desarrolic embrionario y en los primeros dias posteriores al
nacimiento, los dos neurotransmisores mas abundantes del sistema nervioso
central de mamiferos (SNCm}: el acido glutamico (Glu) y el acido v-
aminebutirico (GABA); producen excitacion neuronal (Ben-Ari, 2001 y 2006).
Sin embargo, en la etapa adulta, el GABA tiene efectos inhibidores y controla el
umbral de excitacion neuronal (Rogawski y Losher, 2004). Asi, la mayoria de
las evidencias experimentales proponen, que la excitacién mediada por GABA
es determinante para aumentar la propensidn a generar crisis epileptiformes, ya
sea en la etapa neonatal o en diferentes condiciones patologicas (Ben-Ari,
2002; Bragin et al., 2009). Tanto el efecto excitador como el efecto inhibidor del
GABA, implican la activacion del receptor GABA4 (R-GABAA) {Ben-Ari, 2002), el
cual es un receptor ionotropico que facilita la difusidon del ién cloruro (CI) a
través de la membrana (Bormann, 1988). Al entrar CI' a la neurona, la

membrana se hiperpolariza vy se disminuyen las posibilidades de generar un
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potencial de accion. En cambio, la salida de CI' despolariza la membrana
neurcnal y eleva las posibilidades de generar un potencial de accién (Ben-Ari,
2002). Asi, los efectos del GABA, dependen de| gradiente electroquimico del CI
y por lo tanto, de los sistemas de transporte que lo regulan, los cuales a nivel
neuronal son fundamentalmente dos, el importador de CI, conocidoe como
NKCC1 (Delpire y Mount, 2002), cuyo nivel de expresidn es significativamente
mayor en etapas tempranas del desarrollo {Dzhala et al., 2005); y el exportador
de CI', conocido como KCC2 (Ben-Ar, 2006), el cual se expresa posteriormente
durante el desarrollo {Dzhala et al., 2005). Dado que la expresion de KCC2 en
el SN, se da exclusivamente a nivel neurcnal, se considera determinante para la
modificacion del efecto excitador al efecto inhibidor del GABA tipico del adulto
(Ben-Ari, 2006). Asi, se ha reportado que el pico maximo de expresion de KCC2
en el hipocampo de rata se presenta al dia de edad postnatal (DEPN) 9 {Dzhala
et al., 2005). Sin embargo, estudios in vitro, proponen que ¢l GABA deja de
ejercer su efecto excitador entre el DEPN 7 y el 15 (Ben-Ari, 2001); y estudios in
vivo proponen que la susceptibilidad convulsiva es mayor entre el DEPN 10 y el
13 (Mares, 2009). Por todo lo anterior, en el presente trabajo se caracterizaron
las modificaciones conductuales y electroencefalograficas (EEG) inducidas por
el convulsionante 4AP, al administrarse sistémicamente en ratas, durante los

primeros quince dias del desarrollo postnatal.



ANTECEDENTES

La epilepsia se define como un padecimiento crénico que se caracteriza por la
aparicién recurrente y espontanea de crisis convulsivas y no-convulsivas, las
cuales se generan cuando un grupo de neurcnas cerebrales descargan de
forma repentina, excesiva e hipersincronica; que conduce a la aparicion de
alteraciones cognitivas, motoras, senscriales, autondémicas o psicoldgicas

identificables (www.ilag-epilepsy.org).

Los factores causales de la epilepsia varian de acuerdo a la edad y debe
considerarse que ne todas las crisis convulsivas son epilepsia, ya que existen
condiciones o etapas de algunas enfermedades que cursan como parte de su
sintomatologia por convulsiones, las cuales una vez que se ha resuelto el
problema subyacente o se ha controlado la enfermedad, no vuelven a
presentarse. En este gran grupo de condiciones se encuentran las crisis febriles
de la infancia, las convulsiones par privacion de sustancias como el alcohol, las
benzodiacepinas y ofras drogas; las convulsiones por trastornos metabdlicos
que cursan por hipocalcemia e hipoglucemia, entre otros (Feria-Velasco et al.,
1997; Litt et al., 2001; Yusta, 2005)

Entre los factores causales mas comunes, que Se asocian a la epilepsia

humana se encuentran los siguientes:

= Alteraciones en el desarrollo prenatal

= Alteraciones en el desarrollo perinatal

= Alteraciones vasculares del sistema nervioso central

=  Traumatismo cranecencefalico

= Procesos inflamatorios e infecciosos del sistema nervioso central
= Alteraciones cicatriciales y regenerativas

* Procesos neurodegenerativos

= Tumores del sistema nervioso central

= Oftras causas (Feria-Velasco et al., 2010)



CLASIFICACION DE LAS EPILEPSIAS

Las epilepsias pueden clasificarse de acuerdo al agente etiologico, en:
sintomaticas, criptogénicas © idiopaticas; y de acuerdo al sitic donde se
localizan las descargas eléctricas cerebrales que las originan, en: parciales o
generalizadas. En las epilepsias parciales, no siempre existe pérdida de la
conciencia y las descargas epileptiformes se limitan a una zona dentro de uno
de los hemisferios cerebrales. En las epilepsias generalizadas, ambos
hemisferios cerebrales se encuentran afectados y la pérdida de la conciencia y
el control motor son comunes. Las crisis pueden generalizarse desde su inicio
(primariamente  generalizadas) o después de una crisis parcial
(secundariamente generalizadas). Ademas, la clasificacion de la epilepsia no
solo se basa en los criterios mencionados, sino que también puede tomar en
cuenta la patologia con la que se asocia, la edad en que se presenta, las
manifestaciones clinicas de las crisis, las caracteristicas electroencefalograficas
y hasta el pronostico (Rubio-Donnadieu,1997; Dias-Silva, 2002; Ekman y
Forsgren, 2004).

El status epilepticus se refiere a la persistencia de una crisis o de una serie de
crisis, durante las cuales el individuo no recupera completamente la conciencia.
El pardmetro de duracién para distinguir el stafus epilepticus de una crisis es
controversial aun. Actualmente, hay un acuerdo en la literatura que distingue
dos definiciones de sfatus epilepticus: 1) de acuerdo con la duracién, se refiere
a una crisis persistente durante mas de 30 minutos o varias crisis recurrentes
en un pericdo de 30 minutos sin recuperar la conciencia; y 2) de acuerdo con la
severidad, se refiere al status epilepticus ténico-clonico, el cual es claramente

identificable y tiene un manejo terapéutico inmediato (Dupon y Crespel, 2009).



CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS EPILEPSIAS NEONATALES

En el neonato, existe un amplio rango de desérdenes sistemicos y nervigsos
que aumentan el riesgo a convulsionar. En infantes prematuros de menas de 30
semanas de gestacion, la incidencia de crisis epileptiformes es alta y se
presenta hasta en un 3.9% de estos neonatos, comparado con el 1.5% de
lactantes mayores (Scher et al, 1993). La causa mas comun de convulsion
sintomatica neonatal es la encefalopatia isquémica-hipdxica, la cual afecta
aproximadamente a 1-2 de 1000 nacidos vivos (Ronen et al., 1999; Saliba et al.,
1999) (Cuadro 1). Las convulsiones por esta causa ocurren de 1-2 dias
después del nacimiento o bien, a los pocos dias después. Sin embargo, existe
un riesgo elevado de que evolucionen hacia un sindrome epiléptico a largo
plazo y de que desarrollen déficits cognoscitivos y neurolégicos severos (Ronen
et al., 2007; Bergamasco et al., 1984). E| status epifepticus en nifios precede a
la epilepsia en un 30-75% {Maytal et al., 1989; Aicardi y Chevrie, 1973). Cuando
existe evidencia de un compromiso cerebral, con malformacion (Sisediya, 2004)
o paralisis cerebral (Gururaj, 2003) es mas probable que el status epilepticus
acurra en la infancia, que en la adultez. En esos casos, el establecimiento del
status epilepticus indica un pobre control de las crisis, y aungue no se les
considere como el agente causal determinante (Sillanpaa, 1993), se conoce que
un cerebro comprometido puede favorecer el curso de la epilepsia (Shorvon,

2002).

Por ofro parte, en el neonate, el estado minimo relative de mielinizacion de
estructuras corticales y subcorticales y la falta de madurez en la
interconectividad regional, incluyendo tanto la hemisférica como la cortico-
espinal, provoca que las manifestaciones conductuales de las convulsiones
neonatales sean modestas {Haynes et al., 2005; Takashima et al., 1980), lo que
dificulta su diagnostico, ya que con frecuencia las convulsiones no se
correlacionan clinicamente con alteraciones electroencefalograficas, a este
fenémeno se le llama "disociacion electro-clinica” (Jensen, 2009). Aungue hay
datos significativos que demuestran que las manifestaciones clinicas de las
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crisis pedidtricas y neonatales difieren de lo observade en los adultos, tanto en
humanos como en animales; las manifestaciones electroencefalograficas del
status epilepticus en el cerebro en desarrollo no han sido bien estudiadas
(Moshe, 2000). Los patrones convuisivos tonico-cldnicos organizados,
caracteristicos del adulto, no se observan en el neonato debide primordialmente
a la inmadurez del SNC. Los estudios experimentales de epilepsia, sugieren
que las etapas del status epilepticus en un electroencefalograma, pueden diferir
con la edad, por lo que necesita ser investigado en las diferentes etapas del

desarrolle (Jensen, 2009).

Cuadro 1. Diversos Tipos de Etiologias de las Crisis Neonatales.

Desérdenes Metabdlicos Agudos
Hipoglucemia
Hipocalcemia
Hipomagnesemia
Hipo ¢ hipernatremia
Sindromes de abstinencia por el consume materno de drogas
latrogenia asociada con fa administracién fetal inadvertida de anestésicos locales
Errores innatos del metabolisme poco frecuentes (incluyen respuesta a la piridoxina)

Desordenes Cergbro-vasculares
Encefalopatia hipoxi-isquémica
Accidente cerebro-vascular isquémice arterial y venoso
Hemorragia intracerebral
Hemorragia sub-dural
Hemorragia sub-aracnoidea

infecciones a nivel del SNC
Meningitis bacterial
Meningcencefalitis viral
Infecciones intrauterinas

Trastornos del desarrollo
Mdltiples formas de disgenesia cerebral

Otros
Desardenes genéticos raros
Convulsiones neonatales benignas famitiares (Mutaciones en canales ionicos de sodio y
potasio)
Encefalopatia mioclénica temprana

Elaborado con base en Jensen, 2009,



MODELOS EXPERIMENTALES DE EPILEPSIA

El conjunto de conocimientos en torno a los mecanismos basicos que participan
en un evento epiléptico y la caracterizacion de las terapias con farmacos
anticonvulsivos han sido posibles a través del estudio de diferentes modelos
experimentales de epilepsia. En dichos modelos, se han seleccionado especies
de mamiferos que presentan manifestaciones electroencefalograficas vy
conductuales analogas a las de la epilepsia humana, donde el principal criterio
de evaluaciéon, lo constituyen las alleraciones en la  actividad
electroencefalografica (Contreras, 2000; Solis-Ortiz y Arauz-Contreras, 1989).

Los modelos de epilepsia experimental pueden clasificarse de acuerdo con los
siguientes criterios generales:
1) Mecanismo de induccién: modelos farmacolégicos y de induccion
eléctrica.
2} Propagacion de las crisis: modelos de epilepsia generalizada y parcial.
3) Duracién de las crisis: modelos agudos y cronicos.
4) Manifestaciones conductuales: convulsivos {clonicos, tonices, ténico
clénicos) y de ausencia.
5) Via de induccion: aplicacion tépica, administracion sistémica vy
administracién intracerebral del agente convulsionante {Contreras, 2000:
Jeffreys, 2003; Solis-Ortiz y Arauz-Contreras, 1989; Granillo et al., 2002)
(Cuadro 2).

Modelo de Crisis Epileptiformes por 4-Aminopiridina

La 4-Aminopiridina (4AP) es un convulsionante capaz de inducir crisis
electroencefalograficas y motoras en diferentes especies animales, incluyendo
al humano, al administrarse a traves de diferentes vias (Morales et al., 1998:
Medina-Ceja et al, 2008). Las crisis convulsivas inducidas por 4AP se
caracterizan por una etapa inicial de hiperexcitabilidad, seguida de convulsiones
clonicas y ténico-clonicas generalizadas, que dependiendo de la dosis
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administrada pueden dar origen a un periodo convulsivo largo o bien, conducir a

la muerte del animal (Fragoso-Veloz et al., 1990).

Cuadro 2. Modelos experimentales de epilepsia.

— s ——
MODELO AGUDO PARCIAL MODELO TONICO-CLONICO MODELO PARCIAL COMPLEJO
Acido Kainico
Convulsicnantes quimicos Convulsionantes quimicos Toxina Tetanica
Penicilina Pentilenetetrazol “Kindling"
Bicuculina Picrotoxina
Picrotoxina Bicuculina Administracién en area limbicas de
Estricnina 4-Aminopiridina convulsionartes quimicos
Pilocarpina
Desdrdenes metabslicos Crisis Hipocampicas
Estimulacién eléctrica aguda Hipoxia Células aisladas
Hipoglucamnia Cuttivos isotipicos
MODELO CRONIGO PARCIAL Oxigeno hiperbérico Tejfido post-quirdrgice
Hipercapnia humano
Aplicacién topica de metales Uramia

MODELOQ AUSENCIA GENERALIZADA

Hidréxide de aluminio Hipertermia
Cabalte Estimulacién talamica
Tungsteno Genéticos-Generalizados Foco cortical bitateral
Zinc Roedores susceptibles a Opiaceos intraventriculares
Hierro crisis audiogénicas
Gerbos fotosensibles MODELO STATUS EPILEPTICUS
Lesiones por congelacion Mandriles fotosensibies Litio-pilocarpina
Electroshock Cobalto-homacisteina
Estimulacion elécirica

recurrente

Maodificado de Granillo et al,, 2002

En cultivos neuronales de hipocampo de rata, la 4AP induce actividad
epileptiforme, como resultada del bloqueo de las corrientes de potasio
transitoria tipo la y de inactivacion lenta tipo Ip (Rogawski y Backer, 1983),
ademas de bloguear varios canales de potasio (K) tipo Kv7.2, Kv7.3, Kca2 y
Keat.1 (Kobayashi et al., 2008). El blogueo de la corriente de potasio de tipo D,
prolonga la duracién del potencial de accidn, promueve la entrada de calcio a la
terminal nerviosa (Baracskay et al., 2008) y estimula la liberacion de
neurotransmiscres por exocitosis (Etzion y Grossman, 2001). Asi, la
administracion intracerebral de altas dosis de 4AP, tanto en el hipocampo como
en la corteza entorrinal de ratas adultas, induce actividad epileptiforme vy eleva
los niveles extracelulares de los neurotransmisores GARA y Glu, enire otros
{(Medina-Ceja et al., 2000).



Caballero y col., sugirieron en 2007 que la distribucion de las cargas de las
aminopiridinas protonadas y su compleja unién, forma varios puentes de
hidrégeno con el oxigeno (N'HQ} carboxilico de los aminoacidos Thr107 o
Ala111 en la subunidad « de los canales de K™ dependientes de voltaje. Por lo

que esta interaccion conlleva al bloqueo de dichos canales.

El efecto excitador de la 4AF sobre la liberacion de neurotransmisores es
independiente de la sustancia mediadora, tipc de sinapsis o especie; y se
relaciona directamente con la generacién de crisis convulsivas in vivo o de
actividad epileptiforme in vitro (Thesleff, 1980; Glover, 1982; Versteeg et al,,
1995; Niittykoski et al., 2004). En sinaptosomas o rebanadas de diferentes
regiones cerebrales, la 4AP promueve la liberacion de GABA (Tapia y Sitges,
1982), Glu, acetilcolina, dopamina, noreprinefina y serotonina. In vivo, la 4AP
eleva los niveles extracelulares de los aminoéacidos Glu, Asp y GABA (Morales-
Villagran y Tapia 1296; Pefia y Tapia 1999 vy 2000), de la acetilcolina (Damsma
et al., 1988) y también las catecolaminas (Meraies-Villagran et al., 1999; Kovacs
et al., 2003) vy sus metabolites en el hipocampo y el cuerpo estriado de ratas

adultas, entre otras regiones.

En preparaciones in vitro, la 4AP prolonga la duracidn del potencial de accion
(Van Bogaert y Snyders, 1882), eleva la frecuencia de disparo neuronal y
aumenta la amplitud tanto de potenciales postsindpticos inhibidores como

excitadores (Perrault y Avoli, 1991).

Las crisis convulsivas generadas por la 4AP, son similares a las que produce el
acido kainico y se catalogan como parciales complejas de tipo limbico, debido a
que se componen de automatismos motores, principalmente de tipo clénico y
algunos tonicos, semejantes a ciertas conductas estereotipadas, que pueden
evolucionar hacia las crisis tonico-clénicas generalizadas y al establecimiento
del status epilepticus, dependiendo de la dosis (Morales-Villagran et al., 1996).
La administracion sistémica o intracerebral de 4AP produce una etapa inicial de

hiperexcitacion con ereccion de pelo, hiperventilacion, mioclonos faciales y



exoftalmia; después de lo cual se presentan convulsiones clonicas de las
extremidades delanteras con o sin pérdida de postura, carreras alocadas y
convulsiones tonico-clénico generalizadas gque pueden asociarse a la muerte
del animal; sin embargo cuando no se produce la muerte, el animal presenta
movimientos clonicos alternados con algunas contracciones ténicas de mediana
intensidad (status epilepticus). Hacia el final del pericdo convulsive se
presentan con frecuencia las sacudidas de perro mojado y cominmente, el
periodo convulsivo se acompafia de salivacidon (Fragoso-Veloz et al., 1290;

Morales-Villagrén et al., 1996).

SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION QUE PARTICIPAN EN LA EPILEPSIA

Aunque diversas evidencias experimentales han demostrado que la epilepsia es
un trastorno neuronal complejo que implica alteraciones en diferentes sistemas
de neurcfransmisién a lo largo de varias regiones cerebrales, dos de ellos han
sido particularmente estudiados, el GABAérgico y el glutamatérgico, en principio
por la abundancia relativa de los aminoécidos GABA y Glu dentro del SNC, en
comparacion con otros neurotransmisores; pero también por sus efectos
sinapticos rapidos, que en el adulto corresponden a la generacién de
potenciales post-sinapticos inhibidores mediados por GABA y de potenciales
post-sinapticos excitadores mediados por Glu. Debide a que las crisis
epileptiformes se presentan primordialmente, cuando se pierde el control de la
excitabilidad neuronal, la participacién del GABA vy el Glu tanto en la generacién
como en la propagacion y generalizacion de las crisis epileptiformes resulta
esencial {Dichter,1998),

Neurotransmision GABAérgica

El GABA es un aminoacido neutro, gamma-carboxilico, cuya ruta de sintesis in
vivo puede tener como precursor inicial a la glucosa; sin embargo, el piruvato y
otros aminoacidos, también pueden actuar como precursores. Generalmente, la
primera etapa en la sintesis del GABA implica la transaminacion del -
cetoglutarato por la enzima transaminasa del GABA {GABA-T}, reaccién en la

10



cual se genera L-Glu (Kandel et al., 2000). Entonces, la descarboxilasa del
dcido glutamico (GAD), cataliza la alfa descarboxilacion del Glu para producir
GABA. Asi, la GAD es considerada la enzima limitante para la sintesis de este
aminoacido y generalmente, sélo se expresa en aquellas neuronas que lo
utilizaran como neurotransmisor (Erlander y Tobin, 1991). A nivel de terminales
nerviosas GABAérgicas, el GABA recién sintetizado por la GAD es reconocido
selectivamente por el transportador vesicular de GABA {vGAT), que lo conduce
hacia el interior de las vesiculas sinapticas (Edwars, 1992). El vGAT transporta
al GABA en contra de su gradiente de concentracion, utilizando como fuerza
promotora del transporte un gradiente positivo de protones, es decir se trata de
un intercambiador H*/GABA (Edwards, 1992; Hell et al.,1990). La generacion de
un potencial de accion y la propagacion del estimulo hacia la terminal nerviosa
inducen la liberacion de GABA, preferentemente a través de la exocitosis de
vesiculas sinapticas, en un proceso que implica la entrada de Ca®" a la terminal
nerviosa (Deuth y Roth, 1999). Una porcion menor del GABA puede liberarse a
través de un mecanismo dependiente de Na*, lo gque al parecer, implica la
inversién de los transportadores plasmaticos neuronales de GABA, los cuales
en vez de transportarlo hacia el interior de la terminal lo llevan hacia el espacio

intersinaptico (Sitges et al., 1993).

Las neuronas y células post-sinapticas presentan receptores especificos para
GABA, los cuales se clasifican en dos tipos: GABAAy GABAg, esta clasificacion
se basa en su respuesta farmacolégica a diferentes agonistas, los que son
sensibles al blogueo por bicuculina se consideran GABAa, mientras que los
insensibles a bicuculina y gque ademas, se activan en presencia del bacoflen se
consideran GABAg (Bormann, 1998; Burt y Kamatchi, 1991). Los receptores
GABA, (R-GABA,), son ionotropicos, cuentan con un canal idnico acoplado a su
estructura, el cual permite la difusion facilitada del ién clorure {CF) durante la
activacion del receptor. Estructuralmente el R-GABA, se compone de cinco
subunidades proteinicas, cada una de las cuales posee cuatre dominios
transmembranales. Se han identificade 8 familias génicas, que dan origen a 19
subunidades proteinicas que pueden conformar al R-GABA. y que son las
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siguientes: al6, B1-3,y1-3, 8, g m, By p1-3 (Barnard et al., 1998). Bl tipo de
subunidades que conforman al R-GABA,. determina tanto la afinidad por
diferentes sustratos, como las propiedades cinéticas de la conductancia del CI
(Rudolph y Méhler, 2004; Lorez et al., 2000). Los R-GABA4 poseen sitios de
unién sensibles a: benzodiacepinas, barbitricos, esteroides, anestésicos
convulsionantes y anticonvulsionantes. Los R-GABAs son post-sinapticos y
determinan la respuesta inhibidora rapida al GABA en la mayoria de las

regiones del SN en la etapa adulta (Bormann, 1988) (Figura 1).

!
3 _\\‘

Figura 1. Sinapsis GABAérgica. 1) Sintesis de GABA; 2) Transporte vesicular de GABA;
3) Liberacién de GABA por exocitosis; 4) Interaccion del GABA con el R-GABA,; 5) y 6)
interaccion del GABA con el R-GABAg pre- y post-sinaptico, respectivamente; 7)
Recaptura neuronal de GABA; 8) Recaptura astroglial de GABA; 9) Degradacion
bioguimica del GABA por la transaminasa del GABA (GABA-T); 10) Transporte de
glutamina (GlIn) desde la astroglia hacia la neurona presinaptica. Esquema elaborado a
partir de Kandel et al., 2000.
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En el SNC del adulto 1a activacion del R-GABA, produce tipicamente inhibicion
neuranal por hiperpolarizacion, debido a que el gradiente electroquimico del CI,
obliga al idn a entrar a la neurona. Sin embargo, Staley vy colaboradores,
reportaron en 1995, que la activacién excesiva de los R-GABA, ubicados en las
dendritas distales de las células piramidales de CA1 en el hipocampo, producia
despolarizacian neuronal mas que hiperpolarizacidén, al parecer a través de un
mecanismo que implica el movimiento de bicarbanato (Staley et al,, 1995).
Ademas, en etapas tempranas del desarrollo del SN el GABA también puede
ejercer un efecto excitador, debido a que la activacion del receptor GABAA,
permite la salida del ibn CI', lo que despolariza a la neurona y puede favorecer
la activacion de los canales de calcio sensibles a voltaje (Ben-Ari, 2002) (Figura
2). Este fendmeno se debe fundamentalmente a los niveles de expresidn de los
transporiadores del ién CI', lo cuales regulan su gradiente de concentracion se
encuentran sobre-expresado tanto en cerebro inmadure de humane y como en
el de la rata (Dzhala et al., 2005). En el cerebro inmaduro la concentracidn de
CI" es mayor debido a la relativa baja expresion de KCC2 co-transportador de
CI" comparado con el cerebro maduro. Esta capacidad de cambiar de un modo
de actuacion inhibitorio a ofro excitatoric es propia de las sinapsis
GABAérgicas; y no sucede nada similar con los receptores catidonicos
glutamatérgicos, los cuales no llegan a tener efectos inhibitorios, ni siquiera en

condiciones patologicas (de Cabo-de la Vega et al., 2006).

El R-GABAg es un receptor de tipo metabotropice, que regula directamente los
canales de Ca®" e indirectamente los canales de K*, a través de la activacion de
la proteina G y la activacién de segundos mensajeros. La interaccion del GABA
con el R-GABAg promueve la activacion de la fosfolipasa A; (PLAZ) que produce
acido araquiddnico (AA), el cual activa la proteina cinasa C (PKC), que fosforila
los canales de Ca® inactivandolos, para disminuir fa liberacion de
neurotransmisores. Las corrientes de K* se afectan como consecuencia del

cierre de los canales de Ca®" (Bormann, 1988).
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El GABA extracelular pueda activar tanto a sus receptores sinaptices como a
los transportadores plasmaticos que se encargan de removerlo del espacio
intersinaptico (Deutch y Roth, 1999). Estos transportadores se encuentran tanto
en la membrana plasmatica de neurcnas GABAérgicas, como de la células
gliales y forman parte de una familia de intercambiadores Na®/CI, los cuales
acarrean al neurotransmisor junto con el Na® hacia el interior de las células
(Amara y Arriza, 1993). Topologicamente son proteinas integrales de
membrana plasmatica, conformados por 12 dominios transmembranales, los
extremos aming y carboxi-terminal orientados hacia el citoplasma y con varios
dominios sensibles a glucosilacion y fosforilacién en la cara extracelular (Clark,
1997}. En la actualidad se acepta por lo menos la existencia de al menos cuatro
tipos de fransportadores plasmaticos para GABA (GAT), conocidos como
GAT1-4. Los cuatro tipos de GAT tienen afinidad similar por el GABA, pero
poseen dfinidad completamente diferente por inhibidores de la recaptura, como
tiagabina o el acido nipecotico, sustancias que actdan preferentemente, con
GAT 1 (Schousboe et al, 2004). Los GAT son expresados diferencialmente
durante el desarrollo del SNC; y su expresion se modifica significativamente
después de un dafio neuronal excitotoxico o en condiciones neurgpatoldégicas
(Zhu y Ong 2004b; Conti et al., 2004} (Figura 1).

Dentro de las celulas nerviosas o gliales (principalmente astrocitos), la catalasis
del GABA se lleva a cabo por accion de la amino-transferasa del GABA
{(GABA-T). La GABA-T es una de las enzimas de la matriz mitocondrial interna y
la degradacion del GABA, transfiere el grupo a-amino del GABA, al carbono o
del a-cetoglutarato, generando como productos al semialdehide succinico y al
acido glutamico (Erecinska y Silver 1990; Medina-Kauwe et al., 2004). Ambos
productos de la GABA-T, pueden ingresar posteriormente al ciclo de los acidos
tricarboxilicos y relacionarse con el metabolismo celular (Erecinska y Silver
1990). La actividad vy expresion de la GABA-T es sensible a diferentes

antiepilépticos que causan resistencia (Sulaimana et al., 2003) (Figura 1).

14



Distribucion cerebral del GABA

El GABA tiene una amplia distribucién en el organismo, sin embargo, su
concentracion intracerebral es mayor (Tapia, 1983). En el SNC, el GABA se
distribuye practicamente en todas las regiones cerebrales y ejerce un control
amplio sobre la excitabilidad neuronal del adulto, condiciones que lo definieron
desde hace ya varios afios, comge el principal neurotransmisor inhibidor del SNC
{Wu, 1983). Asi, en algunas regiones como la corteza cerebral, los ganglios
basales, el hipocampo y el cerebelo, la densidad de neuronas GABAérgicas es
muy alta y llega a constituir hasta mas del 50% de la peblacién neuronal (Tapia,
1983; Wu, 1983; Ribak y Roberts, 1990; Retaux et al., 1992; Feldblum et al.,
1993). Dentro de los ganglios basales, el cuerpo estriado, el globo palido vy la
sustancia negra poseen una elevada densidad de interneurcnas GABAérgicas.
Ademas, en el estriado se localizan los somas de neuronas espinosas
GABAérgicas, que proyectan su axdn hacia la sustancia negra {compacta y
reticulada) y al globo palido (lateral y medial). En el globo palido, también
existen neuronas GABAérgicas que se proyectan al talamo y al subtalamo; y en
la sustancia negra reticulada, estan las que se proyectan hacia el talamo
{Carlsson y Carlsson, 1990; Kincaid et al., 1992), En el cerebelo, las células de
Purkinje, que se proyectan a los nicleos profundos cerebelares; las células en
canasta, que inervan al soma de las de Purkinje; v las de Golgi, que hacen
contacto con las granulosas; son neuronas GABAeérgicas (Ribak vy
Roberts, 1990). En el hipocampo, las células en canasta que inervan a las
neuronas piramidales, liberan GABA, lo mismo que mdlfiples interneuronas

hipocampales, corticales, del bulbo olfatorio y de la médula espinal.

Las neuronas GABAérgicas son de morfologia variable {estreliadas, en canasta,
de Purkinje, etc.), todas sintetizan GABA, pero se diferencian a través del
estudio de sus aferencias sinapticas, por los neuropéptidos que coliberan
{somatostatina y neuropéptido Y) o por la presencia de proteinas citosdlicas que
secuestran el calcio (parvalbumina, calcineurina y calbindina} que contienen
(Retaux et al., 1992).
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Implicaciones funcionales de la neurofransmision GABAérgica

La funcidn primordial de la neurotransmision GABAérgica en el adulto, es
controlar la propagacién de la excitabilidad neuronal en el cerebro {Cherubini et
al., 1995; Fisher, 1989). Lo anterior se demostrd de dos formas: 1) Al emplear
antageonistas del R-GABA. tales como [a bicuculina, la picrotoxina y la
penicilina, que at interferir con la neurotransmision GABAérgica, conducen a la
hiperexcitabilidad neurconal y a la generacion de crisis epileptiformes (Fisher,
1989); y 2) Al emplear compuestos como la vigabatrina y la tiagabina, que al
inhibir la actividad de la GABA-T o la recaptura de GABA, respectivamente,
elevan la conceniracién intracerebral del GABA y previenen la aparicion de
crisis epileptiformes (Losher y Schmidt 1993; Taratara et al., 1989; Rogawski y
Wolfgang, 2004).

Los cambios en la neurotransmisidon GABAérgica también se asocian con la
memoria y el aprendizaje, ya que se ha observado que la administracion de
antagonistas al GABA como la bicuculina y la picrotoxina, aumentan |a
retencion cognoscitiva en pruebas de evitacion pasiva, evitacién activa y de
reconocimiento de laberintos (Vakili et al., 2004). Ademas, las células
GABAérgicas son altamente susceptibles a degenerar en padecimientos
neurodegenerativos, después de crisis convulsivas en modeles de hipoxia-
isquemia y en modelos de neurotoxicidad aguda o cronica (Romijin et al., 1988),
por lo que se consideran determinantes de muchas de las alteraciones

observadas en esas neuropatologias.
Neurotransmision Glutamatérgica

El acido glutamico (Glu) es el principal neurctransmisor excitador del SNC de
mamiferos, El Glu es un aminodcido dicarbexilico, no esencial, gue puede
sintetizarse dentro del cerebro a partir de a—cetoglutarato, omitina o glutamina
{(McGeer y McGéer, 1989). Una vez sintetizado en el citoplasma, el Glu es llevado
hacia el interior de las vesiculas sinapticas por transportadores vesiculares de Glu

(vGIuT), a través de un mecanisme dependiente del gradiente electroguimico de
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H" que establece la ATPasa vacualar y que también puede ser dependiente de CI
{Hisano, 2003; Fremeaut et al., 2001). La liberacion de Glu en la terminal sinaptica
puede realizarse a través de dos mecanismos: 1) independiente de la
concentracion de Ca®*, por cofransporte reverso de recaptura de Na' desde el
citoplasma hacia el espacio intersinaptico; y 2) dependiente de la elevacion de
Ca®" intracelular, a través de la exocitosis de vesiculas sinapticas con el
neurotransmisor {Kauppinen et al., 1988). El glutamato liberado al espacio
intersindptico se remueve a través de u n mecanismo de recaptura de alta afinidad.
La dependencia de Na® es absoluta y se requieren al menos, dos iones Na' para
recapturar una molécula de Glu {Stallcup et al., 1979; Takagaky et al., 1985). El
Glu ejerce su efecto sobre la célula postsinaptica a través de su interaccion con
receptores especificos, los cuales se clasifican en receptores de tipo ionotrdpico v
metabotrdpico. Los receptores ionotropicos glutamatérgicos a su vez se clasifican
como receptores sensibles a: N-Metil-D-Aspartato {R-NMDA), acido propidnico 3-
amine-4-hidroxi-5-metil isoxasol (R-AMPA) v &cido Kainico (R-KA} (Foster y Fagg,
1984; Watkins y Overman, 1987; Lipton vy Rosenberg, 1994; Simeone et al., 2004).
Estos receptores actian como canales idnicos activados por ligando y permiten la
entrada de Na* y Ca?", asi como la salida del K* favoreciendo la despolarizacion
rapida de la neurona (Simeone et al., 2004). Estructuralmente son complejos
oligoméricas formadoes por 4 subunidades polipeptidicas, cada una de las
cuales contiene 3 dominios transmembranales (TM1, 3 y 4) y TM2 penetra
parcialmente la membrana. Para cada subunidad el grupo amino terminal es
extracelular y el carboxilo terminal es intracelular. El R-NMDA se conforma por
la subunidad NR1 (presenta 8 variantes NR1,.4) que determina la existencia de
un canal funcional, en combinaciones variables con las subunidades NR2A-D ¢
NR3A-B, que modifican las propiedades electrofisioldgicas del canal (Simeone
et al., 2004; Huntley et al., 1994; Mishina, 1995). Este receptor se caracteriza
por su dependencia de voltaje, su alta permeabilidad al Ca®" y sus multiples
sitios de regulacién farmacologica. Los receptores no-NMDA: R-AMPA y R-KA,
también son complejos oligoméricos conformados por al menos 4 subunidades.

Los R-AMPA tienen baja afinidad por el acido kainico y se conforman por las
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subunidades Glu1-4; mientras gue los R-KA pueden formarse a partir de las
subunidades Glus-7 y KA1-2, estas ultimas elevan la afinidad del receptor por el
acido kainico. Tanto los R-AMPA como los R-KA son independientes de voltaje
y tienen mayor permeabilidad al Na”, se encuentran en la mayoria de los casos
en conjuncion con el R-NMDA, y proporcionan la despolarizacion inicial

suficiente para que este ultimo pueda activarse {(Monaghan et al., 1289} .

Los receptores metabotropicos para Glu regulan de cascadas de sefalizacion
intracelular, a través de su interaccién con proteinas G. Existen al menos 8
subtipos, conocidos como mGlu1-8 y se caracterizan por ser proteinas
integrales de membrana con siete dominios transmembranales y dos porciones
hidrcfilicas largas, una en el medic extracelular con el extremo amino y ofra en
la cara intracelular como extremo carboxilo (Simeone et al., 2004; Schoepp v

Conn, 1993).

Distribucion cerebral del Glu

Los estudios inmunocitoquimicos y nheuroquimicos, sugieren que la mayoria de
vias glutamatérgicas son aferencias que se proyectan desde y hacia la corteza
cerebral e hipocampo. Esas vias incluyen la cortico-estriatal, la cortico-
hipocampal, la cortico-cortical, la entorrinal-hipocampal; las hipocampales y
corticales que se dirigen hacia los ndcleos hipotaldmicos, talamicos y del tallo
cerebral. Ademas, en el cerebelo existe una gran cantidad de recepteres a Glu
y las células granulares de la corteza cerebelosa parecen ser esencialmente

glutamatérgicas (McGeer y McGeer, 1983).

El Glu que se libera de las neuronas glutamatérgicas, interactia con otros
sistemas de neurotransmisidon gue convergen en los blancos neuronales de las
aferencias glutamatérgicas. Un ejemplo es lo que ocurre en el cuerpo estriado,
region que recibe multiples inervaciones glutamatérgicas desde la corteza
cerebral {via cortico-estriatal), que ejerce efecto sobre |a liberacion estriatal de
dopamina, acetilcolina, GABA y serotonina en una estrecha relacién reciproca
(Becquet et al., 1990). '
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Implicaciones funcionales de fa neurotransmision glutamateérgica

El Glu participa en multiples funciones nerviosas, a traves de la activacion de
sus diferentes tipos de receptores que se encuentran ampliamente distribuidos
dentro del sistema nervioso. La activacion de R-NMDA favorece [a plasticidad
neuronal, en procesos como la memoria, el aprendizaje, la dominancia ocular,
la especificidad sinaptica y el crecimiento neurcnal; controla la transmisién
senserial visual, la respiracidn, presidn sanguinea; y regula la iniciacién de fa
actividad motora {Monaghan et al., 1989). Los receptores no-NMDA, los cuales
aparecen comunmente en las células que poseen R-NMDA, por lo que
participan en funciones que dependen de la activacién de los R-NMDA (Wade
et al., 1987). El Glu también se encuentra implicado en procesos de
“excitotoxicidad”, término que se introdujo por primera vez para referirse a la
muerte neurcnal producida por la sobre activacidn de sus receptores
glutamatérgicos (Olney et al.,, 1971} y que se ha asociado a diferentes estados
patologicos del SNC, entre los que destacan la muerte neuronal por: epilepsia
(Khor y Heinemann, 1989), hipoxia-isquémica (Siesjo y Bengtsson, 1989) y
trauma craneo-encefdlico {Faden et al., 1989). Ademas, se le ha implicado en
padecimientos cronico neurodegenerativos, tales como: la enfermedad de
Huntington {Young et al., 1988), Alzheimer {Greenamyre et al., 1985} y el

Parkinson {Turski ef al., 1991}, entre ctras.

SUSCEPTIBILIDAD CONVULSIVA EN ETAPAS TEMPRANAS DEL
DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO.

Se estima que el rango de crisis epileptiformes en recién nacidos al término es
de 1 a 3 por cada 1000 nacidos vivos (Glass et al., 2008; Lanska et al., 1995;
Saliba et al.,, 1992 vy 1994). Ademas, se conoce que el primer afic de vida del
humano, representa el de mas riesgo para la precipitacion de estas crisis,
particutarmente cuando son crisis sintomaticas agudas (Annegers et al., 1995).
En animales inmaduros, también se ha demostrado que la susceptibilidad a
desarrollar crisis se eleva considerablemente en la etapa necnatal, con un

aumento de mortalidad en etapas agudas. De esta forma, se considera que el

cerebro inmaduro presenta condiciones electroqm ;’1\ &r tgp,d&eptes ala



hiperexcitabilidad (Swann et al., 1993; Holmes et al., 2003), debido
primordialmente a que la activacion del receptor GABAx en esta etapa,
promueve la despo!ariiacic’m neuronal, mas que la hiperpolarizacién {Khazipov
et al., 2004; Loturco et al., 1995; Owens et al,, 1996). En este sentido, se
conoce que la despolarizacion neuronal mediada por GABA a través de la
activacidon del receptor GABA,, eleva la concentracion intracelular de calcio
([Ca®}), participando en la excitabilidad y muerte neuronales, en varias
regiones del SN, entre las que se encuentra el hipocampo (Hollrigel et al.,
2008}, la neocorteza (Maric et al,, 2001}, el hipctalamo (Ben-Ari, 20086}, el area
tegmental ventral (Ye, 2000) y el cerebelo (Elliers et al., 2001); pero Unicamente
en el cerebro inmadure y ne, en las neuronas de animales adulios. En el
cerebro inmaduro la concentracion intracelular de CI” es mayor debido a la
elevada expresion del importador de CI, la proteina NKCC1; yv a la baja
expresion del exportador de CI, la proteina KCC2, en comparacidén con los
niveles de expresidn observados para esta proteinas en el cerebro madurc
{Dzhala et al., 2005)(Figura 2). Asi, en el cerebro de humanos, la proteina
KCC2 esta practicamente ausente en la corteza fronfo-parietal durante el primer
ano de vida, después de lo cual se incrementa gradualmente hasta alcanzar los
niveles del adulto. Por otro lado, la proteina del exportador de CI', NKCC1, se
sobre-expresa, tanto en el cerebro inmaduro de humano y como en el de rata
(Dzhala et al., 2005). Ademas, la importancia de KCC2 para que el GABA
ejerza su efecto inhibidor, también ha sido demostrada en ratones knockout
para KCC2, gque generalmente mueren al nacer debido a una falla respiratoria, y
en los cuales, se ha observado que las neuronas tienen respuestas excitadoras,

tanto para el GABA como para la glicina (Hubner et al., 2001).

Ademas de las modificaciones en los niveles de expresidon de los
transportadores NKCC1 y KCC2, observados durante el desarrollo, también se
ha descrito a través de modelos de status epilepticus en el cerebro inmaduro,
que la expresion de la subunidad a1 del R-GABA, es significativamente mas

alta que en el adulto, por ko que esto tambien podria contribuir a la excitacion
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mediada por GABA caracteristica del cerebro inmaduro (Brooks-Kayal et al.,

1998).

GABA en Neuronas Inmaduras y Maduras

Neurona Inmadura

DESPOLARIZANTE
[CIF],=25mM

Neurona Madura

HIPERPOLARIZANTE
[CIF],=7mM

A

'/,,- Khe,«;cz ,/:( >’ KCC2
£ CI-\ Na*/ K »ﬁl— / kNa'.’K‘

GABRCF / NKCC1 GAMQI cr NKCCA

/VDCC d% 9\\20. //VDCC M— <rr
&

Ca?*

Figura 2. Esquema de los efectos excitador e inhibidor del GABA a través de la
activacion del R-GABA,, dependientes de la concentracion intracelular del CI', ([Cl])a
nivel neuronal. Se representan al importador de CI', NKCC1 (co-transportador de Na™K"-
2Cl); al exportador de CI, KCC2 (co-transportador K'-CI') y los canales de calcio
sensibles a voltaje (VDCC), asi como la [CI]. 1) En la neurona inmadura: predomina la
expresion de NKCC1, la [CI; es alta, la activacion del R-GABA, produce despolarizacién
y apertura de los VDCC. Il) Neurona madura: predomina la expresion de KCC2, la [CI]; es
baja, la activacion del R-GABA. produce hiperpolarizaciéon y los VDCC permanecen
cerrados. Esquema elaborado a partir de Ben-Ari, 2002.

Excitacion
Inhibicion

1

La excitacién mediada por GABA en neuronas inmaduras opera en sinergia con
la que induce el Glu a través de los R-NMDA (Ben-Ari et al., 1997). La
despolarizacion que produce la activacion de los R-GABA, es suficiente para
remover el bloqueo dependiente de voltaje que ejerce el magnesio sobre los R-
NMDA, lo que contribuye también a elevar significativamente la concentracion
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intracelular del Ca?" (Leinekuge! et al., 1995). El receptor NMDA es
heteromérico e incluye estrictamente la subunidad NR1 para su confoermacion
funcional, la cual se regula a lo largo del desarrollo. En el cerebro inmaduro,
predominan las subunidades NR2, sobre todo la subunidad NR2B,a lo largo del
tiempo decae funcionalmente, en comparacion correlacionando al tiempo que
se eleva la de la subunidad NR2A, que es la forma comunmente expresada en
la vida tardia de neuronas maduras (Wong et al., 2002). Estudios en roedores
muestran gue esas modificaciones ocurren durante las primeras dos semanas
postnatales, periodo asociado con una baja sensibilidad del R-NMDA al blogueo
gue ejerce el magnesio; lo que resulta en un aumento en la posibilidad de
excitacion neuronal {Hollmann y Heinemann, 1994; Jiang et al., 2007). En
adicion, los R-AMPA que en adulto son practicamente impermeables a calcio,
en etapas tempranas del desarrollo, tanto en roedores como en humanos, son
altamente permeables a este ion, debido primordialmente a la falta de la
subunidad GluR2 (Sanchez el al., 2001; Kumer et al., 2002). Los R-AMPA son
heteroméricos y estan conformados por cuatro subunidades, incluyendo la
combinacion de las subunidades GIuR1-4 (Hollmann y Heinemann, 1994). La
expresion de dichas subunidades también se regula durante el desarrollo,
donde GluRZ2 mantiene niveles bajos de expresion hasta la tercera semana
postnatal en reedores y en la corteza cerebral humana hasta el primer afio de
vida, después de lo cual se eleva significativamente hasta alcanzar los niveles
del adulto, etapa en la cual la entrada de calcio a través de la activacion de
estos receptores es mucho menor, que lo observado en la etapa neonatal
{Talos et al., 2006).

Eléctricamente, se ha descrito la presencia de un patrén Unico que domina la
actividad neurcnal en etapas tempranas del desarrollo, conocide como
potenciales despolarizantes gigantes (GDPs), descritos inicialmente en el
hipocampo, y que se ha abservado tanto en neurcnas piramidales de CA3 vy
CA1, como en células granulares y en interneuronas (Leinekugel et al., 1995,
1897, 1998 y 2002; Khazipov et al., 2001). Los GDPs son de larga duracién

(~300ms), recurrentes (0.1Hz), y representan la actividad mayoritaria en
22



hipocampe de roedores durante los primeras dos semanas de vida postnatal
{Ben-Ari et al., 1989). Al parecer, el hipocampo inmadure genera el patron de
inmadurez tipificado por los GDPs, que se propaga a través del sistema limbice
entero {Leinekugel et al., 1998). Los GDPs participan en la modulacién eléctrica
de procescs esenciales para el desarrollo del SN, entre los que se incluyen:
migracién y crecimiento neuronal, formacidn de sinapsis y plasticidad en el

desarrollo de las sinapsis de GABA (Owens y Kriegsten, 2002).

Por otro lado, se conoce gque el cerebro inmaduro frecuentemente, pero no
siempre, es mas resistente que el cerebro prepuber y del adulto a desarrollar
lesiones relacionadas con el status epifepticus a largo plazo (Albala et al., 1984;
Holmes, 1997; Mikati et al, 2001). Aunque la sensibilidad a un estimulo
epileptogeno vy la severidad de las crisis son altas durante el desarrollo
temprano, el hipocampo inmaduro es resistente al dafio morfolégico (Pitkanen

et al., 2002; Cavalheiro et al., 1987; Swann y Moshé, 1997).

Asi aunque se conocen los patrones de expresidon de los co-transportadores
NKCC1 y KCCZ asociados al desarrollo del SN, no se ha establecido con
claridad su correlacion con las modificaciones en la susceptibilidad convulsiva
durante los primeros quince dias de edad postnatal en la rata, por lo que en
este frabajo se caracterizaron las modificaciones en la conducta motora v en la
actividad epileptiforme inducidas por el convulsionante 4AP en esta etapa del

desarrollo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se conocen diferentes modificaciones neuroquimicas asociadas al desarrollo
del SN que participan en el aumento de susceptibilidad convulsiva del neonato.
Una de ellas la excitacion mediada por GABA en etapas tempranas del
desarrolio, la cual es dependiente de la expresién elevada del transportador
NKCC1 vy la expresion casi ausente del transportador KCC2, condicidn que
eleva la concentracion intracelular de CI', y media la despolarizacion neuronal a
través de la activacion del R-GABAs. Aunque se ha avanzado en el
conocimiento del patron de expresién de dichos transportadores, y se conoce
que el aumento en la expresion de KCC2 induce la modificacién del efecto
excitador al efecto inhibidor del GABA tipico del adulto, se desconoce
exactamente {a edad en que este cambio sucede in vivo a lo largo de todo el
SN, pues la mayoria de aproximaciones provienen de preparaciones /in wvifro de
rebanadas de hipocampo, cuyos resultados varian al establecer la trasmutacion
de| GABA entre el DEPN 7 y el 15, en la rata. Ademas, aungue se conocen
ampliamente varios de los efectos de la 4AP en el adulto, no se han
caracterizado las crisis epileptiformes que puede inducir in vivo, al administrarse
sistémicamente en ratas, durante los primeros quince dias del desarrollo
postnatal. Por lo que la caracterizacion conductual y electroencefalografica de
las alteraciones producidas por la administracion subcutdnea de diferentes
dosis de 4AP en diferentes edades durante los primeros 15 dias de edad
postnatal, permitira conocer mejor cémo se modifica la susceptibilidad

convulsiva de acuerdo con la maduracion del sistema nervioso.
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HIPOTESIS -

La severidad de las crisis epileptiformes inducidas por la administracion
sistémica de 4-aminepiridina disminuird debido a ia maduracion de los sistemas
de neurotransmision conforme aumente la edad durante los primeros quince

dias de edad postnatal de la rata.
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OBJETIVOS

General:

Evaluar las alteraciones inducidas por la administracién subcutanea del
convulsionante 4-aminopiridina sobre la conducta motora convulsiva vy la
actividad electroencefalografica epileptiforme a lo largo de los primeros quince

dias de edad postnatal de ia rata.

Particulares:

1. Registrar las alteraciones producidas por la administracion sistémica de
diferentes dosis de 4-AP sobre la conducta motora convuisiva en ratas de 1, 3,

5,7,9, 11,13 y 15 dias de edad postnatal.

2. Describir las alteraciones generadas por la administracion sistémica de 4-
aminopiridina sobre la actividad electroencefalografica, en la dosis minima
capaz de generar descargas epileptiformes, en al menos el 50% de los

animales, alos 3, 7,11 y 15 dias de edad postnatal de la rata.
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MATERIALES Y METODOS

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron 208 ratas macha de la cepa
Wistar de 1 a 15 dias de edad postnatal (DEPN), las cuales desde su
nacimiento se mantuvieron en condiciones de bioterio {ciclos luz-oscuridad
12X12h, temperatura ambiental 22+2°C y humedad relativa del 50+10%) en
presencia de la madre, con libre acceso al agua y alimento, en camadas
ajustadas a 8 crias. Cada animal se utilizé sdlo una vez y los procedimientos se
apegaron a la Ley General de Salud para la Proteccion de los Animales (Leyes
y Codigos de México), la cual estd de acuerdo con las normas oficiales
mexicanas: NOM-062-Z00-1998 y NOM-033-Z00-1995, asi como con la Guia
de los Institutos Nacionales de Salud para el Cuidade y Uso de los Animales de

Laboratorio de los Estados Unidos de América.
EVALUACION DE LAS ALTERACIONES SOBRE LA CONDUCTA MOTORA

Para la elaboracién de la curva dosis-respuesta de los efectos de Ia
administracién sistémica del convulsionante sobre |a conducta motora se
emplearon las dosis de 0.5, 1, 2 y 4 mg de 4AP/kg de peso corporal. El
convulsionante se prepard un momento antes de administrarse, en dilucion
acuosa, ajustandola para administrar la dosis correspondiente en 50 pl, por via
subcutanea en el pliegue dorsal del cuello a animales de 1, 3, 5,7, 9, 11, 13y
15 DEPN.

Inmediatamente después de la administracion det convulsionante se registraron
las alteraciones inducidas por el convulsionante sobre la conducta motora, de
manera continua durante la primera hora y posteriormente, sélo se registraron
las CTCG, la muerte o recuperacion del animal durante por lo menos 4 horas.

Para cada dosis y edad se utilizaron 6 animales.

Los resultados se presentan como una descripcidn de las principales

alteraciones motoras presentadas. Ademas, se muestra la incidencia de CTCG
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en namero de animales que las presentaron y el nimero de eventos
presentados durante el tiempo de observacion. La incidencia de muertes
también se representa en niimero de animales. Finalmente, se estimaron las
latencias para el establecimiento de las CCG severas (con pérdida de Ia
postura) y para la aparicién de las CTCG, las cuales representan la media +
desviacion estandar de 6 animales para cada dosis y edad estudiadas. Las
diferencias estadisticas entre las latencias se establecieron a través de la
prueba t de Student, considerandose significativas aquellas con una p<0.05. El

andlisis estadistico se realizd empleando el software Biostat 2007 v.2.2.0b.

EVALUACION DE LAS ALTERACIONES SOBRE LA ACTIVIDAD
ELECTROENCEFALOGRAFICA.

Animales de 3, 7, 11 y 15 DEPN se sometieron a una cirugia estereotaxica bajo
anestesia con éter, empleando un adaptador para roedores neonatos (Stoelting
Co., Wood Dale, IL, EUA) y manteniendec la temperatura corporal en 37 £ 2°C
(Homeotermic Blanket for Rodents, Stoelting Co., Wood Dale, IL, EUA). EI
animal se fijjo en el marco estereotaxico a través de las barras auriculares, con
la barra de incisivos en 2 mm y la frompa dentro de una mascarilla que permitic
inhalar éter durante la cirugia. En condiciones asépticas, se realizd una incisién
longitudinal en sentide antero-posterior sobre la linea media, en la superficie
dorsal de la cabeza. Posteriormente, se retird el periostio para visualizar las
cisuras craneales, se cauterizaron aquellos vasos que presentarcn hermorragia
y se inicio con el proceso de toma de coordenadas y trepanacién craneal para
la implantacion de los electrodos: 1} un electrodo auxiliar, representado por un
tornilio al cual se fijaron dos alambres de cobre (250 um de diametro) y el cual
se ubict anterior al hueso frontal en T mm del lado derecho; 2) 2 electrodos de
referencia, monopolares, representados por alambres de cobre (250 um de
diametro), que se implantaron en la corteza cerebral motora (Fr1 de la rata)
derecha e izquierda; y 3) 2 electrodos activos, monopolares, representados por
alambres de cobre (250 um de diametro), que se implantaron en el hipocampo

dorsal derecho e izquierdo. Las coordenadas utilizadas para cada edad se
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describen en [a Cuadro 3, considerando ef punto Bregma como punto cero de

referencia.

Cuadro 3. Cocrdenadas para ia implantacion de electrodos en las diferentes
edades del estudio.

Corteza cerebral motora Hipocampo
DEPN
Anterior | Lateral | Ventral | Posterior | Lateral | Ventral
3 1.25 +1.25 0.75 2.05 +1.65 1.75
7 1.5 +1.5 1 2.3 +1.9 2
11 1.75 +1.75 1.25 2.55 +2.15 2.25
15 2 *2 1.5 2.8 +2.4 2.5

Les electrodos se fijaron al craneo con acrilico dental y se conectaron a un pin
macho de seis puntas, que también se fijo al crdneo con acrilico dental.
Enseguida se suspendio el anestésico y se dejo recuperar al animal sobre una
colchoneta termica a 37 + 2°C por algunos minutos. Después se traslado a una
caja con viruta por al menos 2 horas, antes de iniciar el registro de la actividad

electroencefalografica.

El pin macho posicionade en la cabeza del animal se conecté a un pin hembra
cuyas terminales se conectaron a los amplificadores (Grass Telefactor W, RI
USA) de un Poligrafo Grass modelo YD con las siguientes condiciones:
calibracién 500 pV, sensibilidad 50, aumento 10X, A ampiow 3-24. Después de
las dos horas de recuperacion, se registraron 10 minutos de actividad basal y

60 minutos posteriores a la aplicacién de 4AP.

Inicialmente, en animales de 15 DEPN, se valoré el efecto de la administracion
de 4-AP las dosis de: 0.5, 1, 2 y 4 mg de 4AP/kg de peso corporal sobre la
actividad electroencefalografica. Entonces se observd, que si bien el
convulsionante producia alteraciones conductuales casi inmediatarmente
después de su administracion sistémica, el efecto sobre la actividad

electroencefalografica, particularmente a nivel de la generacion de descargas
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epileptiformes era mucho mas retrasado. Asi, las dosis de 0.5 y 1T mg no
generaron descargas epileptiformes claras durante ia primera hora después de
su administracién. En cambio, 4 mg de 4AP generaba convulsiones tan severas
que la actividad electroencefalografica se llenaba de demasiados artificios por el
movimiento del animal e incluso, los animales perdian el implante durante las
convulsiones. Por lo que, la dosis de 4AP empleada en estos experimentos fue
de 2 mg/kg de peso corporal, aplicados de la misma forma que para las

evaluaciones conductuales.

Al terminar de registrar la actividad electroencefalografica, los animales se
sacrificaron por decapitacion, se les extrajo el cerebro y se verificd el sitio de

colacacién de los electrodos.

De manera general se evaluaron las modificaciones en la actividad
electroencefalografica, a través de la aparicion de descargas epileptiformes y la

modificacién de la amplitud neta a lo largo del registro.

Los resultados de la latencia de aparicion y duracion de las descargas
electroencefalogréficas se expresan en segundos, representan la media £ la
desviacion estandar de la media de 4 animales. En cuanto a la amplitud se
considero el valor neto y se expresa como la media * la desviacion estandar de
la media en pV. Las diferencias estadisticas entre las medias de los grupos
experimentales se establecieron mediante de ia prueba { de Student

considerando significativas aguellas con una p<0.05.
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RESULTADOS

ALTERACIONES EN LA CONDUCTA MOTORA INDUCIDAS POR 4AP

En todas las edades del estudio, todas las dosis de 4AP utilizadas, produjeron
alteraciones en la conducta motora, relacionadas con la aparicién de

convuisiones.

Los animales que fueron tratados con 0.5 mg/kg de 4AP mostraron clonos de
extremidades delanteras, clonos cabeza, giros de barril, postracion, retraccidn
de las extremidades, extension tdnica de las extremidades, saltos vy
convulsiones clonicas generalizadas (CCG) leves {(clonos de las extremidades y
del cuerpo, como desplazamiento zig-zagueante del cuerpo hacia delante)
como alteracién conductual mas severa, que no evoluciond hacia la muerte del

animal en ninguna edad (Cuadro 4). .

La dosis de 1 mg/kg de 4AP indujo alteraciones conductuales como saltos,
tremor, mioclonos faciales, giros de barril, clonos de las extremidades
delanteras, giros laterales, CCG leves del DEPN 1 al 3. En algunos animales,
se presentaron CCG severas (clonos de las extremidades, del cuerpo v la
cabeza con pérdida de la postura), que en algunos animales evolucionaron a
convulsiones tdnico-clénicas generalizadas (CTCG) entre los DEPN 5 al 11, y a
la muerte del animal entre los DEPN 7 y 11 {Cuadro 4, Figuras 3 y 4).

Las dosis de 2 mg/kg de 4AP indujo saltos, clonos de las extremidades
delanteras, giros de barril, mioclonos faciales, giros laterales, avance del cuerpo
hacia atras (retrocesa), carreras alocadas, CCG leves y CCG severas, gue en
algunos animales evolucionaron a CTCG (Cuadro 4), alcanzando una incidencia
del 100% al DEPN 11 {Figura 3). La muerte también se present® en algunos
animales y alcanzé una incidencia maxima del 66% en el DEPN 11 y 15 {Figura
4).

32



€€

13

15

Dosis de 4AP

Saltos

Clonos de extremidades
delanteras

Tremor

Sacudidas

Giros de barril

Retraccién de las
extremidades

Extensién ténica de
extremidades anteriores

Extenslén ténica de
extremidades posteriores

Clonos cabeza

Mioclonos faciales

Vocalizaciones

Giros Laterales

Retroceso

+ |+ |+

+|+|*]|*+

+ |+ |+ |+

Carreras alocadas

*|* |+ |+

LAENE SR SRS

Convulsién clénica
generalizada leve

+*

Convulsién clénica
generalizada severa

Convulsién ténica-clénica
generalizada

s POR
7
1 2
+ 0+
+ o+
+ o+
+ -
- =
+ o+
- +
+ o+
—
+ o+
+ o+
+ 0+




Los animales que recibieron 4 mg/kg presentaron saltos, clonos de las
extremidades delanteras, giros de barril, mioclonos faciales, giros laterales,
retroceso, carreras alocadas, CCG leves, CCG severas, y mas de una CTCG
(3-5 durante la primera hora) (Cuadro 4); lo que condujo a la muerte del animal.
La incidencia de CTCG alcanzé el 100% desde el DEPN 7 hasta el DEPN 15
(Figura 3), en tanto que la muerte alcanzo la incidencia del 100% los DEPN 9 y
11 (Figura 4).
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Figura 3. Incidencia de CTCG después de la administracion sistémica de 1, 2 y 4 mg de
4AP/kg de peso corporal, durante los primeros 15 DEPN en ratas macho. La incidencia
se expresa como porcentaje de animales en los que se presento al menos 1 CTCG,
donde la n = 6 en todos los casos. La dosis de 0.5 mg de 4AP/kg de peso corporal no
indujo CTCG. La intensidad del color de las barras se relaciona directamente con la dosis
del convulsionante. En el interior de las barras se cita el nimero maximo de CTCG
presentado antes de la muerte, en animales que duraron convulsionando mas de 4 horas.

La severidad de las convulsiones inducidas por 4AP se elevé conforme a la
dosis del convulsionante en cada edad. Sin embargo, conforme a la edad, las
convulsiones fueron leves al DEPN 1 y 3, ya que el sintoma mas severo se
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relacioné con CCG (Cuadro 4). A partir del DEPN 5, las crisis evolucionaron
hacia CTCG (Cuadro 4 y Figura 3) y el nimero de animales que presentaron
esta conducta, asi como el nimero de eventos por animal (Figura 3) y el
numero de animales que murieron por las crisis, que se elevd
considerablemente en los DEPN 9 y 11, para disminuir posteriormente (Figura

4).

Mortalidad

Porcentaje de animales

15

Dias de edad postnatal

Figura 4. Incidencia de animales muertos después de la administracion sistémica de 1, 2
y 4 mg de 4AP/kg de peso corporal, durante los primeros 15 DEPN en ratas macho. La
incidencia se expresa como porcentaje de animales, donde la n = 6 en todos los casos.
La dosis de 0.5 mg de 4AP no indujo la muerte en ningun animal de ninguna edada. La
intensidad del color de las barras se relaciona directamente con la dosis del
convulsionante.

La latencia para el establecimiento de las CCG inducidas por la administracién
sistémica de 0.5 mg de 4AP/kg de peso corporal, fue significativamente mas
corta en los DEPN 1 y 3, en comparacién a lo observado en las demas edades.
Ademas, la latencia para el establecimiento de las CCG, también fue
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significativamente mas corta, con la dosis de 4 mg de 4AP/kg de peso corporal,
en comparacion con las dosis de 0.5 y 1 mg (Figura 5).
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Figura 5. Latencia para el establecimiento de las convulsiones clonicas generalizadas,
producidas por la administracion sistémica de 0.5, 1, 2 y 4 mg de 4AP/kg de peso
corporal, durante los primeros 15 DEPN en ratas macho. La intensidad del color de las
barras se relaciona directamente con la dosis del convulsionante. Los resultados
muestran la media t la desviacion estandar de la media de 6 animales por dosis y por
edad. *p<0.001 en comparacién con las demas edades empleando la misma dosis de
4AP; @p<0.01 en comparacion con las dosis de 0.5 y 1 mg de 4AP para todas las
edades estudiadas; por t de Student.

Por otro lado, la latencia de aparicion de las CTCG inducidas por la
administracion sistémica de 1, 2 y 4 mg de 4AP/kg de peso corporal fue mayor
en todas las edades y dosis a la latencia de establecimiento de las CCG
severas (comparar Figuras 5 y 6). El incremento en la dosis de 4AP disminuyo
la latencia de aparicion de las CTCG, la cual en la dosis de 4 mg de 4AP/kg de
peso corporal, tendié a disminuir conforme la edad de los animales aumento.
Sin embargo, la disminucién en la latencia de aparicion de las CTCG de

36



acuerdo con el incremento de la edad solo fue significativa al comparar los

DEPN 13 y 15, respecto alos DEPN 5y 7.

Aparicion de las CTCG

Latencia (minutos)

Dias de edad postnatal

Figura 6. Latencia de aparicion de las convulsiones tdnico-clonicas generalizadas
(CTCG), producidas por la administracion sistémica de 1, 2 y 4 mg de 4AP/kg de peso
corporal, durante los primeros 15 DEPN en ratas macho. La intensidad del color de las
barras se relaciona directamente con la dosis del convulsionante. Los resultados
muestran la media t la desviacion estandar de la media de 2 a 6 animales que
presentaron esta conducta por dosis y por edad (revisar Figura 2). *p<0.05 en
comparacion con las edades de 5 y 7 DEPN empleando la misma dosis de 4AP;
@p<0.01 en comparacion con las demas dosis para todas las edades; &p<0.005 en
comparacion con la dosis de 1 mg de 4AP para todas las edades; por t de Student.

ALTERACIONES EN LA ACTIVIDAD ELECTROENCEFALOGRAFICA
INDUCIDAS POR 4AP

El registro electroencefalografico de la actividad basal previo a la administracion
de 4AP, muestra claramente que la amplitud neta de las descargas se eleva de
acuerdo con la edad del animal (Figura 7), pasando de un valor promedio
menor de 200 uV observado al DEPN 3, hasta aproximadamente 800 uV al
DEPN 15 (Figura 8). La administracion sistémica de 2 mg de 4AP/kg de peso

37



corporal indujo actividad electroencefalogréafica epileptiforme asociada a las
convulsiones en el 100% de los animales de 7, 11 y 15 DEPN. Sin embargo, en
animales de 3 DEPN no se lograron observar las descargas epileptiformes ni

durante las CCG, ni después de las CTCG (Figura 7).
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Figura 7. Modificaciones en la actividad electroencefalografica inducidas por la administracién
sistémica de 2 mg de 4AP/kg de peso corporal en ratas macho de 3, 7, 11 y 15 DEPN. La
imagen muestra segmentos representatives de 1 minuto de duracién, correspondientes al
hipocampo derecho (HpD} e hipocampo izquierdo (Hpl). Nétense las diferencias en actividad
basal en las diferentes edades y la presencia de descargas epileptiformes.
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Después de la administracion sistémica de 2 mg de 4AP/kg de peso corporal, la
amplitud de la actividad electroencefalografica se redujo drasticamente durante
los primeros 5 min, después de los cuales se elevo gradualmente hasta
alcanzar un valor maximo promedio de 4200 uV a los 30 min en el DEPN 15
(Figura 8).

Amplitud Neta

Microvoltios (uM)

2000 +

1000 A *

o._::r_LB

3 7

Dias de Edad Postnatal

Figura 8. Modificaciones en la amplitud neta de la actividad electroencefalografica
inducidas por la administracion sistémica de 2 mg de 4AP/kg de peso corporal a ratas
macho de 3, 7, 11 y 15 DEPN. La barra blanca corresponde a lo observado en el minuto
5 de la actividad basal, las demas bandas en tonalidades de azul del claro al oscuro,
corresponden a lo observado en un minuto, 15, 30 y 60 minutos después de la
administracion del convulsionante. Los valores representan la media + la desviacion
estandar de la media del registro obtenido de ambos hemisferios de 4 animales por edad.
*p<0.05 y @p<0.001 con respecto a la actividad basal en cada edad, a través de la
prueba t de Student.

La primera rafaga de descargas epileptiformes tuvo una latencia larga,
presentandose después de la primera CTCG, alrededor de los 45 min
posteriores en el DEPN 7, y alrededor de los 25 min en los DEPN 11 y 15
(Figura 9). Los animales presentaron de 2-4 CTCG, después de lo cual se
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presentd la muerte, que en la mayoria de los casos fue alrededor de los

primeros 90 minutos.
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Figura 9. Latencia de la primera rafaga de descargas epileptiformes inducida por la
administracion sistémica de 2 mg de 4AP/kg de peso corporal en ratas macho de 7, 11y
15 DEPN. Los valores representan la media + la desviacion estandar de la media del
registro obtenido de ambos hemisferios cerebrales en 4 animales por edad. *p<0.05 y
@p<0.001 con respecto a lo observado el DEPN 7, a través de la prueba t de Student.

Finalmente, se observé que la amplitud de las descargas epileptiformes en la
primera rafaga generada por la administracion sistémica de 2 mg de 4AP/kg de
peso corporal, se incrementd en 2.6 veces al DEPN 7, en 4.5 veces al DEPN 11
y en 3 veces al DEPN 15, en relacion a la amplitud neta observada en el minuto
5 de actividad electroencefalografica basal (Figura 10).
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Figura 10. Amplitud neta de la primera rafaga de descargas epileptiformes inducida por la
administracion sistémica de 2 mg de 4AP/kg de peso corporal en ratas macho de 7, 11y
15 DEPN. La barra blanca corresponde a lo observado en el minuto 5 de la actividad
electroencefalografica basal y la banda azul corresponde a la amplitud neta observada
durante la primera rafaga de descargas epileptiformes después de la administracién del
convulsionante. Los valores representan la media % la desviacion estandar de la media del
registro obtenido de ambos hemisferios cerebrales de 4 animales por edad. *p<0.01 y
@p<0.001 con respecto a la actividad basal y epileptiforme en cada edad, a través de la
prueba t de Student.
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DISCUSION

El propésito de este trabajo fue caracterizar conductual y
electroencefalograficamente, las crisis epileptiformes inducidas por 4AP durante
el desarrollo postnatal temprano de rata, con la finalidad de identificar la edad
de mayor susceptibilidad convulsiva para relacionarlo con la excitacién neurcenal
mediada por GABA a través de la activacion del R-GABA,. En todas las dosis y
edades estudiadas, la administracién sistémica de 4AP indujo hiperexcitabilidad
motora que evoluciond hacia las CCG (sin pérdida de la postura), las cuales
permaneciercn por al menos 3 h; del DEPN % las CCG se hicieron mas severas
y aparecieron las CTCG, que en algunos casos condujeron a la muerte del
animal {Cuadro 4, Figuras 3 y 4). El patrdn convulsivo observado en este
trabajo por efecto de la administracion sistémica de 4AP, corresponde a lo
descrito por otros autores, con la diferencia de que por la inmadurez de los
animales las dosis empleadas en este trabajo son mucho menores que las
empleadas en animales adultos de la misma cépa de ratas (Fragoso-Veloz et
al., 1990; Morales-Villagran et al., 1996; Mihaly et al., 2001; Vilagi et al., 2009).
Este fendmenc podria estar relacionado con dos hechos particulares las
condiciones electroquimicas propias de las neuronas en etapas tempranas del
desarrollo, tendientes a la hiperexcitabilidad (Swann et al., 1993; Holmes et al.,
2003); asi como por la inmadurez de la barrera hematoencefalica (Ek et al.,

2006).

La severidad de las crisis en cada edad estudiada fue dependiente de la dosis
del convulsionante y también, el efecto de cada dosis fue dependiente de la
edad. De esta forma, la incidencia de CTCG y de la muerte se elevo conforme a
la dosis de 4AP; y la dosis de 4 mg de 4AP/kg de peso corporal indujo CTCG en
todas las edades excepto los DEPN 1 y 3, ademas de inducir la muerte en
todas las edades estudiadas, pero afectando al 100% de los animales solo en
los DEPN 9y 11 (Figuras 3 y 4). Interesantemente, también la dosis de 2 mg de
4AP/kg de peso corporal, no indujo descaras epileptiformes en el DEPN 3.
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Estos resultados evidentemente estan relacionados con las modificaciones en
las propiedades electroguimicas de las neuronas y con el establecimiento de
circuitos neuronales, que se suceden durante el desarrollo postnatal temprano
{Albala et al., 1984; Holmes et al., 2003). En este sentido, como ya se ha
menciohade anteriormente, en etapas tempranas del desarrollo neuronal la
activacion del recepter GABAa induce despolarizacién, mas que
hiperpolarizacion (Loturco et al.,, 1995; Owens et al., 1996; Khazipov et al,,
2004);, y esa despolarizacién eleva la concentracion intracelular de calcio
([Ca*"]) en varias regiones del SNC, entre las que se incluye al hipocampo
{Ben-Ari, 2006). La excitacién mediada por GABA, depende fundamentalmente
de una elevada concentracién intracelular de CI', la cual se establece por los
niveles elevados de exbresién del importador de este ion, la proteina NKCC1; y
la expresién casi nula del exportador de CI, la proteina KCC2, en etapas
tempranas del desarrollo (Holmes et al., 2002; Dzhaia et al., 2005), por lo que al
activarse el R-GABA,, se favorece la salida del ClI y la neurona se despolariza.
En este sentido, se ha descrito que el pico de expresion de NKCC1 se presenta
el DEPN9Y en el hipocampo de la rata {Dzhala et al., 2005} v el DEPN11 en la
corteza enterrinal (Urefia-Guerrero et al., 2010); por lo que en esas edades el
efecto excitador del GABA puede ser mayor. Asi, debido a las implicaciones del
circuito hipocampo-corteza entorrinal-hipocampo en la actividad epileptiforme
(Bragin et al., 2009}, los niveles de expresion de la proteina NKCC1, también
podrian relacionarse con la mayor susceptibilidad convulsiva observada en este
estudio después de la administracidn sistémica de 4AP, particularmente en los
DEPN 9 y 11. En este sentido, la actividad anticonvulsiva de la bumetanida
(inhibidor de NKCC1} como pre-tratamiento, en las CTCG inducidas por la
administracion sistémica de pentilenetrazol en ratas, fue mayor al DEPN 12
{Mares, 2009), resultado que los auteres relacionaron directamente con los
niveles de expresion de NKCC1. Sin embargo, debe considerarse que las
modificaciones observadas en la susceptibilidad convulsiva durante los
primeros 15 DEPN también estarian participando otros sistemas de

neurotransmision, asi como canales ibnicos y vias de sefalizacion (Jensen,
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2009). Asi, se ha demostrado que |a excitacion mediada por la activacion del R-
GABA. opera en sinergia con los R-NMDA en etapas tempranas del desarrollo
(Ben-Ari et al.,, 1997), cuando el blogueo que ejerce el magnesio sobre estos
receptores es menos eficiente y las corrientes de calcio que se& generan por su
activacian son de mayor amplitud {(Hellmann y Heinemann, 1924; Leinekugel et
al., 1995; Wong et al., 2002; Jiang et al., 2007). Ademas, los R-AMPA due en
adulto no son permeables a calcio, en neurcnas de roedores y humanos
inmaduros si lo son, debido a la ausencia de la subunidad GIuR2 (Sanchez et
al., 2001; Kumer et al., 2002). La entrada de calcio a la neurona, a través del R-
GABAs © de los receptores NMDA vy AMPA participa en la diferenciacion y
migracion neuronal (Behar et al., 1998), asi como en la recrganizacién sinaptico
{Kandler et al., 2004). Sin embargo, la sobre activacidon de estos receptores
puede conducir a la muerte neurcnal (Lopez-Perez et al., 2010) o a
modificaciones en ia compaosicion en subunidades de dichos receptores, y
particularmente del receptor GABAa (Poulter et al., 2007), asi como de los
transportadores a cloro KCC2 (Ganguly et al.,, 2001). Dichas maodificaciones
ademas, se han relacionado con la propension a las crisis epilépticas y con la
resistencia a anticonvulsionantes en pacientes con epilepsia del I6bulo temporal

(Bragin et al., 2009).

Por otro lade, lo observado en este trabajo en los DEPN 1 y 3, sugieren que [os
ndcleos del tallo cerebral y sus vias descendentes propuestas por Browning y
Nelson en 1985, como generadores de las CTCG, no han madurado
completamente, a pesar de que ya deben tener cierto nivel de funcienalidad al
nacimiento ya que confrolan la respiracion (Mares, 2009). Respecto a la
disociacion electroclinica observada al DEPN 3, donde la administracion de 4AP
no generd descargas epileptiformes (Figura 7), diversos estudios han
demostrado que en humanos las crisis clénicas familiares benignas, las clonicas
de la infancia y algunas crisis febriles del neonato también presentan este
fendmeno, particularmente cuando los recién nacidos no llegaron a término en

su desarrollo embrionario (Jensen, 2009).
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Finalmente, es importante sefialar que los DEPN 9 y 11 de la rata, se estiman
correspondientes al recién nacido del humane (Haut et al., 2004; Jensen, 2009),
por lo que es importante continuar con la caracterizacien de los mecanismos
neurogquimicos, celulares y moleculares implicados en ia elevada susceptibilidad
convulsiva de esta etapa del desarrollo en la rata, para contribuir asi, a la
generacion de conocimienios que permitan mejorar [as estrategias de

tratamiento de las crisis neonatales del humano .

45



CONCLUSIONES

1. De acuerdo con la incidencia de CTCG y la muerte, que se registraron en
este trabajo, la severidad de las crisis convulsivas inducidas por la
administracion sistemica de 4AP, se eleva significativamente despues del
DEPN 7 y empieza a disminuir alrededor del DEPN 13.

2. El pericdo de mayor susceptibilidad convulsiva reportado aqui entre los
DEPN 7 y 13, coincide con los niveles de expresion més altos, observados para
el importador de CI, la proteina NKCC1, en el hipocampo v la coreza fronto-
parietal de la rata durante el desarrollo postnatal temprano, lo que determinaria
entonces, un mayor efecto excitador del GABA, a través de la activacién del R-

GABA,.
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