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1. INTRODUCCION:
1.1 Epilepsia.

La epilepsia es un sindrome de disfuncion cerebral, de caracter
recurrente gue se caracteriza por la descarga sostenida y anormmalmente
sincronica de un grupo de neuronas cerebrales. Tipicamente la epilepsia se
origina en redes neuronales que bajo condiciones normales generan
oscilaciones sincrénicas locales o de larga distancia. Asimismo, se considera
que la actividad epiléptica es el resultado de un desequilibrio entre la actividad
excitadora que lleva a una despolarizacion de la neurona por incremento del
neurotransmisor glutamate {glu), y la inhibidora que genera una
hiperpolarizacién debido a una disminucidn del acido y-amincbutirico (GABA)
(Rowley y col., 1995; Tapia y col., 1999; Medina-Ceja y col., 2000).

La patogénesis de la epilepsia esta asociada a una estimulacion ancrmal
que ocurre en una cierta region del cerebro, causando despolarizacion de la
membrana y que se expande a las células circundantes. Una caracteristica
electroencefalografica (EEG) de la epilepsia es la descarga interictal punta-
onda, la cual refleja eventos anormales de despolarizacién e hiperpolarizacion
de la membrana, que ocurren sincronicamente en muchas neuronas de la
region epileptogénica; la espiga en el EEG estd formada por la suma de
despolarizaciones paroxisticas, mientras que {a onda lenta estd formada por la

suma de potenciales inhibidores (Engel, 1995).

Clasificacion.

La clasificacidn actual fue propuesta por la Liga Intemacional Contra la
Epilepsia {ILAE, 1981) que describe 2 grupoes principales y un tercer grupo de
convulsiones no clasificadas {tabla 1). Las crisis parciales o focales donde la
descarga excesiva se restringe a un area especifica del cerebro y las
manifestaciones clinicas dependen de la representacion funcional de esta area.
Cuando una crisis parcial no produce alteracion de la conciencia se denomina
crisis parcial simple, si la conciencia esta alterada se denomina crisis parcial
compleja. Las crisis generalizadas que involucran a todo el cerebro y cuya
principal manifestacidon son las convulsiones generalizadas, pueden ser de 6

tipos:
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« Crisis de ausencia: que suelen presentarse durante la nifiez y
adolescencia, con una pérdida momentanea de la conciencia y
un complejo electroencefaleografico punta-onda caracteristice de 3
Hz.

* Las crisis mioclénicas: que suelen iniciar en la adolescencia y se
caracterizan por movimientos slbitos arritmicos y simétricos de
las extremidades, son de corta duracidn y con un patron
electroencefalografico de poli punta onda.

« Las crisis tonicas, cldnicas y tonico-clénicas: tienen inicio en la
ninez y adolescencia, pero también en edad mas avanzada, se
caracterizan por extensidn tonica de extremidades o sacudidas
ritmicas, o ambos, usualmente se acompanan de perdida del
estado de alerta y confusion posictal, estas pueden ser primarias
o secundarias cuando siguen a una crisis parcial, el patrén
electroencefalografico es del tipo punta-onda o poli puntas.

s Las crisis atonicas: diferentes a las anteriores por las caidas
suibitas como consecuencia de la pérdida del tono muscular.

Las manifestaciones clinicas de la epilepsia son muy variadas,
dependiendo del d4rea cortical involucrada. Las crisis epilépticas son
autclimitadas, se manifiestan por periodos de uno a dos minutos y pueden ser
seguidas de un periodo variable de depresion cerebral que se manifiesta por un
déficit neurolégico localizado {perdida de fuerza, pardlisis) o difuso
{somnolencia, cansancio, agitacion, delirics, cefalea) (Yusta, 2005; Mattson,
2003).
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Tabla 1. Clasificacion de las crisis epilépticas propuestas por la Liga

Internacional Contra la Epilepsia (ILAE 1981).

1. Crisis b&&ales o focales.

1.A.

1.B.

1.C.

Crisis parciales simples:

1.A.1. Con signos motores.

1.A.2. Con sintomas somatomotores ¢ sensoriales especiales.

1.A.3. Con signos o sintomas autondmicos.

1.A.4. Con sintomas psiguicos.

Crisis parciales complejas.

1.B.1 Crisis parciales simples seguidas de alteracién de la
conciencia.

1.B.2. Con empeoramiento de la conciencia desde el inicio.

Crisis parciales ¢on evolucion secundaria hacia crisis

generalizadas.

1.C.1 Crisis parciales simples que evolucionan a crisis
generalizadas.

1.C.2 Crisis parciales complejas que evclucionan & crisis
generalizadas.

1.C.3. Crisis parciales simples que evolucionan a crisis
parciales complejas y después a crisis generalizadas.

2. Crisis generalizadas (convulsivas y no convulsivas).
2.A. Crisis de ausencia.

2.A.1, Ausencias tipicas
2.A.2. Ausencias atipicas.

2.B. Crisis miocidnicas.

2.C. Crisis cldnicas.

2.D. Crisis tonicas.

2_.E. Crisis ténico-cldénicas.

2.F. Crisis aténicas (crisis astaticas).

3. Crisis epilépticas inclasificables.




Respecto al origen, las epilepsias se dividen en 2 grandes grupos: las
idiopaticas a las cuales se les puede atribuir un crigen genético, vy las
sintomaticas que se consideran adquiridas y en donde es posible reconocer un
factor causante (Berkovics y Scheffer, 2001).

La epilepsia del I6bulo temporal es la mas frecuente y resistente a
farmacos. Clasicamente se ha pensado que el hipocampe es la estructura mas
importante en la generacién de descargas en la epilepsia del lobulo temporal,
sin embargo, existe evidencia de que otras estructuras también participan,
como el caso particular de la corteza entorrinal {CE), ya que presenta extensas
conexiones reciprocas entre la propia CE, el hipocampc y otras areas
cerebrales, io que la hacen un candidatc potencial para la generacidén y
propagacion de descargas en este tipo de epilepsia (Bartolomei y col., 2005).
Se ha sugerido que las capas profundas de la CE son las responsables del
inicio de la actividad epileptiforme, a este respecto existe evidencia donde se
ha encontrado pérdida neuronal en la capa lll de la CE, tanto en pacientes con
epilepsia del Iébule temporal, como en el modelo animal de este tipo de
epilepsia (Fountain y col., 1998; Tolner y col., 2005).

Para estudiar los mecanismos basicos de induccion, mantenimiente y
extincidn de las crisis epileptiformes, s& emplean en gran medida modelos
animales que presentan algunas de las caracteristicas de la epilepsia. Estos
modelos pueden ser agudos o cronicos. Los modelos agudos generalmente
utilizan la aplicacion de drogas a nivel intracerebral como el caso de la
bicuculina o la 4-AP v se les considera come modelos convulsivos mas que de
epilepsia. Por su parte, los modelos crénicos cambian la estructura y funcién
de regiones cerebrales, condicidn que incrementa la susceptibilidad a las crisis,
presentando descargas epileptiformes recurrentes sin la presencia del estimulo
que las generd, como el casc del kindling eléctrice o quimice {Dudek y col.,
1998, Jjefferys, 2003).

1.2 Modelo de 4-Aminopiridina.
La 4-aminopiridina (4-AP) es una droga que cuando se administra por
via intraperitoneal (i.p.} o intracerebral (i.c.) es capaz de inducir crisis

convulsivas en diferentes especies de animales (Spyker y col., 1980; Pasantes-



Morales y Arzate, 1981; Tapia y Sitges, 1982; Glover, 1982; Pasantes-Morales
y col., 1987; Mihaly y col., 1990Q). El patrén de crisis convulsivas inducido por la
administracion i.p. de 4-AP en la rata, es muy similar al que se produce por fa
administracién ic. de Acido kainico (Ben-Ari, 1985). Este tipo de crisis se
caracterizan por la aparicién de un periodo convulsivo largo, con una etapa
inicial de hiperexcitacion, seguido de convulsiones clénicas, tonico-clonicas y
muerte durante una convulsién ténica en algunos casos, mientras gue los
animales que sobreviven presentan movimientos cldnicos alternados
frecuentemente con contracciones ténicas de mediana intensidad (Fragoso-
Veloz y col., 1990). De manera similar, la 4-AP ejerce un efecto convulsivante
cuando se administra i.c., ya sea en el hipocampo {Fragoso-Veloz y col., 1990;
Medina-Ceja y col. 2000) o en el ventriculo cerebral lateral de la rata (Gandolfo
y col., 1989).

Los estudios in vitro han permitidc observar que el efecto de la 4-AP
sobre la liberacién de neurotransmisores es de espectro amplio, es decir,
independientemente de la sustancia mediadora, tipo de sinapsis o especie
(Thesleff, 1980). Mediante estudios electrefisioldgicos se ha demostrado que la
4-AP bloguea la corriente transitoria de K™ (1a) y de inactivacidn lenta (Ip), lo
cual conduce a una prolongacién del potencial de accion a través de un retardo
en la fase de repolarizacion del potencial de accidn, fenémenc que mantieng
abiertos los canales de Ca** sensibles al voltaje (Rogawski y Barker, 1983), lo
que podria explicar la induccion del aumento en la liberacion de
neurotransmisores (Fig. 1). Sin embargo, otras evidencias demuestran que la
4-AP aumenta también la corriente de Ca™ {Agoston y col., 1983; Gibson y
Manger, 1988},

En trabajos realizados por Morales-Villagran y Tapia (1996) se demostrd
que infusiones de 4-AP a través de canulas de micredidlisis en el nicleo
caudado, inducen crisis convulsivas y una liberacion notable de giutamato
significativamente mas alta que la de los demas amincacidos evaluados.
Ademas, las alteraciones moteoras producidas por la 4-AP se bicquean por
antagonistas del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (Morales-Villagréan y col.,
1998). Trabajos realizados en el laboratorio (Morales-Villagran y ¢ol., 1999) han
demostrado, con la técnica de  microdidlisis dual y registro

electroencefalografico simultaneo en ratas despiertas, que la infusidon de 4-AP



en la corteza motora produce convulsiones intensas y  crisis
electroencefalograficas tanto en la corteza motora infundida como en la
contralateral en la que soclo se administra medio Ringer nermal. Esta accién
conhvulsivante se acompaiia de un incremento extracelular en la concentracién
de dopamina (15 veces), norepinefrina (2.4 veces) y acide vanil mandélico (1.8

veces;) en la corteza motera infundida.

Bloguee de canales de potasio.

El papel de los canales de K* en el control del potencial de membrana y
la excitabilidad de las neurcnas esta bien establecido {Hille, 1984). Las
membranas de las neurcnas presentan varios subtipos de los canales de K*
que participan de diversas maneras en las propiedades de conductancia
eleéctrica de las neuronas (Rogawski, 1985). La actividad del canal de K*
participa en el control de la fiberacidon del neurotransmisor de las terminales
nerviosas determinando el curso temporal de la repolarizacién. El bloqueo de
los canales de K™ puede prolongar la duracion de los potenciales de accidn, lo
gue favorece el retardo en el cierre de los canales de Ca*”, incrementando la
entrada de este catién y la liberacidn del neurotransmiscr. Existen varios
bloqueadores del canal de K, como la 4-AP, el tetraetilamonio (TEA) v la
quinina ¢ toxinas naturales como la dendrotexina, caribdotoxina y apamina. Se
ha demostradc que en rebanadas de cerebro y en sinaptosomas estos
bloqueadores incrementan la beracidn in vifro, de la acetilcolina (Ach}, el acido
y-aminobutirico (GABA), el glu, la noradrenaiina v la dopamina (Hu y col., 1991;
Jin y Fredholm, 1994; Tapia y Sitges, 1982; Tapia y col,, 1985). Algunos
estudios in vifro han demostrade que en particular el efecto de la 4-AP sobre |a
liberacién de neurctransmiscres es de espectro amplio, independientemente de
la sustancia mediadora, tipo de sinapsis o especie (Thesleff, 1980).

Se sabe que la 4-AP bloquea los canales de K* activados por voltaje en
una gran variedad de células, incluyendo las neuronas, el musculo cardiaco,
musculo esguelético y liso (kenyon y Gibbons, 1979; Gillespie y Hunter, 1975;
Hara y col., 1980). La 4-AP actia en el lado citopldsmico de los canaies de K*
(Kirsch y Drewe, 1993), pero el mecanismo del bloqueo adn no se ha
caracterizado completamente. Al respecto algunos estudios han postulado que
la 4-AP se une preferencialmente al estado abierto de los canales rectificadores



de K* (Kirsch y col., 1993). En el trabajo de Russell y col. (1994) han observado
que el blogueo de la 4-AP del canal de K* Kv 1.2 ocurre solo después de la
activacién de la corriente, debido probablemente a que el sitio al cual se une la
4-AP no es accesible cuando el canal esta cerrado. En otros estudios se ha
obtenido resultados similares en canales de K* tipo Kv 2.1 y Kv 3.1 (Kirsch y
Drewe, 1993). Trabajos de Bouchard y Fedida (1995) han encontrado que la 4-
AP suprime la corriente saliente al unirse al canal de K* tipo Kv 1.5 en la
superficie interna de la membrana. La unién y la disociacion de la 4-AP del
canal requieren del estado abierto, aunque se puede unir a diferentes sitios de
este canal en el estado abierto o cerrado, modulando la transicién aparente del
canal del estado final cerrado al estado abierto. Asimismo, se ha encontrado
que la 4-AP mueve aproximadamente un 20% el potencial de membrana
eléctrico para alcanzar su sitio de unién. Por otro lado, la profundidad a la cual
la 4-AP se une al canal de K*, aumenta cuando la concentracion de la 4-AP se

incrementa (Bouchard y Fedida, 1995).

4-AP

Canal de K*

]
{ Liberacion Receptores
i Glutamato Glutamato
! :
F ™,
' Anquan\\ lonotropicos
e .
| — || o2 :
Despolarizacion . @ Metabotropicos
mas tiempo

Fig. 1 Mecanismo de accion de la 4-Aminopiridina (4-AP). Bloguea los canales de
potasio, retardandeo la fase de repolarizacion y mantiene por mas tiempo la
despolarizacion, lo que conduce a la liberacidn de neurotransmisores, particularmente
glutamato en el hipocampo. El glutamato liberado sobre activa receptores
postsinapticos ionotropicos y metabotrépicos lo que favorece la actividad epileptiforme
(Medina-Ceja y col., 2000, 2008).



1.3 Circuito Corteza Entorrinal-Hipocampo.
Caractleristicas generales.

La formacién hipocampica es una estructura elongada, cuyo eje
longitudinal se extiende en forma de C y corre rostrodorsalmente del nucleo
septal hasta caudoventralmente en el Iobulo temporal. La formacién
hipocampica comprende tres regiones citoarquitecténicamente distintas: el giro
dentado, el complejo subicular y el hipocampo propiamente dicho (que
comprende las regiones cornus ammonis 1 (CA1), 2 {CA2) y 3 (CA3) (Fig. 2A).
Las tres regiones de la formacion hipocdmpica comparten la apariencia
caracteristica trilaminar que las define como alo-corteza. El gire dentado es el
blanco de la via perforante formada por axones originados en las capas Il y IV
de la corteza entorrinal (CE}, v es el primer paso del circuito trisingptico
intrahipocampal. E! siguiente pasc es la proyeccién de las fibras musgosas de
las neuronas granulares del giro dentado a la regién CA3, en donde forman
sinapsis con las dendritas proximales de las células piramidales de esta region,
las cuales interaccionan entre si. El tercer paso del circuito estad representado
por axones de las células piramidales de CA3, las cuales forman colaterales de
Schaffer que se proyectan a la regidn CA1 (Fig. 2B). Las células piramidales en
esta ultima region forman el sfratum piramidale; sus dendritas apicales
terminan en el estratum lacunosum molecurale, mientras que sus dendritas
basales estan dentro del stratum oriens (Steriade, 2003). El nombre de
complejo subicular lo utilizan diversos autores para denominar a un grupo de
peguefias regiones citoarquitecténicamente diferentes que se encuentran
localizadas entre la region CA1 y la corteza entorrinal, y que incluye a las
siguientes tres estructuras: e presubiculo, el subiculo y el parasubiculo; la
region del subiculo habfa permanecido inexplorada, hasta que se descubrié
gue es la regidn de origen del formnix; el subiculo tiene estructura trilaminar,

mientras que las otras dos regiones tienen una estructura multilaminar.
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Fig. 2. A) Representacion esquematica de la formacion hipocampica y los sub-campos
CA3, CA2 y CA1 del hipocampo (Afifi y Bergman, 2005). B) Esquema principal del
circuito trisindptico del hipocampo y su relacién con otras regiones de la formacién
hipocampica (conectividad direccional y bidireccional) (Afifi y Bergman, 2005, Danglot

y col., 2008).
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Ramén vy Cajal dividié primero el hipoccampo en 2 regiones maycres,
regién inferior y region superior, sin embargoe, la terminologia de Lorente de Né
ha adguirido mayor uso, él dividié el hipocampo en 3 regiones: CA3, CA2 y
CA1. Ademas de la diferencia en el tamano de las células piramidales de CA3 y
CA1, hay una clara separacién de sus conexiones, las células piramidales de
CA3 reciben aferencia de las fibras musgosas del giro dentado, mientras que
las células piramidales de CA1 no. La region de CAZ2 ha sido objeto de
controversia por ser una zona interpuesta entre CA3 y CAt y semeja ser una

porcion terminal de CA3.

Tipos celulares del circuito.

La arganizacién faminar es igual para las 3 regiones del hipocampo, la
principal capa celular es la de Jas células piramidales, la mas profunda es una
capa casi libre de célufas denominade stratum oriens y por debajo de esta el
alveus; en CA3 pero no en otras regiones, una delgada capa per encima de la
de células piramidales contiene a los axones de las fibras musgosas del giro
dentado, esta capa se denomina stratum fucidum;, superficial al stratum lucidum
en CA3, e inmediatamente superior a la capa de células piramidales en CA2 y
CA1, se encuentra el stratum radiatum. Finalmente la capa mas superficial del
hipocampec se denomina stratum facunosum moleculare, y s en esta capa
donde viajan y terminan las fibras de la via perforante originadas en la CE.

Las principales células del hipocampo son las células piramidales.
Ademas de las células piramidales, hay una poblacion heterogénea de células
en canasta de diversos tamafios y apariencia, cuyos cuerpes celulares se
encuentran también en la capa de células piramidales; los axones de las
células en canasta se extienden transversalmente e inervan los cuerpos

celulares de las c&lulas piramidales hipocampicas.

2. ANTECEDENTES:
2.1 Uniones Comunicantes y acoplamiento eléctrico en el Sistema
Nervioso Central.
Las unicnes comunicantes, que son el correlato anatdémico de las
sinapsis eléctricas, contribuyen al acoplamiento eléctrico entre las células del

Sistema Nervioso, se definen como especializaciones de membrana, formadas



11

por la unién de dos hemicanales, conocidos come conexones, cada uno de ios
cuales consiste de 6 subunidades proteicas llamadas conexinas {Cx seguido de
un ndmero que designa el peso molecular de cada una). Cada Cx presenta 4
dominios transmembranales, dos asas externas y una interna, las regiones
carboxile y amino terminal se localizan en el interior de la célula (Kumar y
Gilula, 1996). Las diferencias en el peso molecular de las conexinas se deben a
las diferencias en la longitud de la regién carboxilo terminal. Las conexinas se
sintetizan en el reticulo endopldsmico rugosc donde se pliegan y se insertan en
vesiculas para dirigirse al Aparato de Golgi, donde se oligomerizan para
conformar los hemicanales o conexones, posteriormente son transportados a
través de estructuras conformadas por microtdbulos a la membrana plasmatica
donde se asocia con otro hemicanal de la célula vecina formando el canal
completo de la unidn comunicante. Las conexinas tienen una vida media
promedio de 1-5 horas y se pueden degradar por dos vias, la del lisosoma y
predominantemente la del proteosoma {Musil y Goodenough, 1993; Musil y
Goodenough, 1995; Falk, 2000), Estas uniones comunicantas se localizan en
las membranas de dos células en aposicion, las cuales pueden ser neurona-
neurona, neurcna-gifa o glia-glia. Las conexinas constituyen una familia de
proteinas homélogas que son codificadas por diferentes genes (Rouach y coi.
2002). En la actualidad se han encontrado 16 conexinas diferentes en los
mamiferos, de fas cuales al menos la Cx26, Cx32, Cx36, Cx43 y Cx47 se
expresan en el hipocampo de roedores (Venance y col. 2000; Teubner y col.
2001). En las células gliales como los astrocitos se ha encontrado una alta
expresion de las conexinas Cx26, Cx30 y Cx43, mientras que para los
oligodendrocitos las conexinas mas abundantes son Cx29, Cx32 y Cx47; en
cambio fa Cx36 se expresa de manera extensa y exclusiva en las neuronas
(Fig. 3) {Connors y col. 2004).



pH, Ca®, Vm Monoaminas, AA excitadores Ependimocitos=Cx43
AA inhibidores Astrocitos=Cx43,0x30
\ ] " —— | Oligodendrocitos=Cx32
v I Neuronas=Cx36
A o C : Rash et al. 2001

Regulacion
Tasa de
degradacion

__ Cxi3,Cx2
=

Reguiacion
apertura-cierre
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Fig. 3. Correlato anatémico de las sinapsis eléctricas, las Uniones Comunicantes: A)
La union de dos hemicanales o conexones conforman un canal que atraviesa las dos
células en aposicién (uniones comunicantes). Esta estructura se ve afectada por varios
factores externos e internos. B) Cada conexon esta conformado por seis conexinas y
cada conexina tiene 4 dominios transmembranales, dos asas externas (E1y E2) y las
dos regiones amino y carboxilo terminal se encuentran en el citoplasma. C) Los
diferentes tipos celulares del Sistema Nervioso expresan diferentes conexinas
(Tomado de Rash y col., 2001). D) El recambio de las conexinas es rapido oscila entre
1 a 5 horas y su regulacion puede incrementar la comunicacion intercelular al igual que
la apertura de los canales, abreviaciones P proteosoma, L lisosoma.
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Con respecto a la funcion que pueden desempefiar las uniones
comunicantes en las células gliales, se ha encontrade que participan en la
disipacion de iones de potasio, la regulacién del volumen celular, el control de
la proliferacién celular, asi como en la propagacion de ondas de calcio a través
de los astrocitos. En los oligodendrocitos se ha observade la presencia de
uniones comunicantes que establecen puentes de cormunicacion corr los
astrocitos, permitiendo su acoplamiento metabdlico (Mugnaini, 1986; Pastor y
col. 1998; Rash y col. 1997; Rash y col. 2001). Las uniones comunicantes
permiten el acoplamiento eléctrico bidireccional entre las células del Sistema
Nervioso, propiedad que permite la sincronizacién de la actividad eléctrica entre
las mismas y la prepagacidn de la despolarizacion (excitacion) o la
hiperpolarizacién (inhibicién) a través de una red neuronal determinada {Spray
y col. 1999). En este sentido, las sindpsis eléctricas pueden contribuir en varias
propiedades funcionales de una red neuronal, como scn: la sincrenizacién de
las espigas u oscilaciones de la propia red neurcnal y la coordinacion como el
reforzamiento de los potenciales inhibidores postsindpticos (Fricker y Miles,
2001; Galarreta y Hestrin, 2001; Spruston, 2001). Asimismo, se ha encontrado
que factores externos como internos pueden regular el acoplamiento eléctrico.
A este respecto, se ha demostrado que las monoaminas como los aminodcidos
excitadores e inhibidores regulan el acoplamiento entre las neuronas y los
astrocites, a través de sistemas de sefalizacién mediados por segundes
mensajeros © proteinas cinasas (Rouach y col. 2002). Otros factores que
participan en la regulacién del acoplamiento eléctrico son el pH y la
concentracidn de calcio intracelular, ya gue el incremento en ambos disminuye
la conductancia de las uniones comunicantes; alguncs farmacos como el
heptanol, el octanol vy el anestésico volatil halotano, asi como la oleamida, la
anandamida, el &cido araquidénico, la carbenoxolona y la quinina, son
capaces de provocar el cierre de las uniones comunicantes e incluso algunos
de elics lo hacen de manera exclusiva a un tipo de conexina (Connors y col.
2004).

Existe evidencia experimental que sugiere que las células piramidales y
las céiulas granulares del hipocampo se encuentran acopladas eléctricamente
a través de uniones comunicantes (Dudek y col. 1983, 1986, 1998). A este

respecto, estudios de registro intracelular con odptica de contraste de
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interferencia e iluminacion diferencial infrarroja (siglas en inglés IR-DIC) han
encontrado acoplamiento electroténico en las células piramidales de CA1 a
través de sus uniones comunicantes axonales (Schmitz y col. 2001). Con base
en evidencia electrofisioldgica y farmacologica obtenida de registros
intracelulares simples y mudltiples, Zsiros y Maccaferri (2005) no solo han
confirmado la existencia de acoplamiento eléctrico entre las interneurcnas del
hipocampo sino que también se presenta en interneuronas con diferentes

propiedades de excitabilidad intrinseca (Fig. 4).

H Células piramidales —_—

HE Células granulares

[ Interneuronas con diferentes
propiedades de excitabilidad intrinseca.

Fig. 4. Evidencia experimental ha demostrado la presencia de acoplamiento
elecroténico a través de las sinapsis eléctricas en el hipocampo y giro dentado (Dudek
y col. 1983, 1986,1998; Schmitz y col. 2001; Zsiros y Maccaferri 2005)

De igual manera se ha encontrado en otras regiones como la retina y la
corteza somatosensorial la presencia de sinapsis eléctricas homdlogas y
heterdlogas, en relacion a la presencia de las mismas entre células del mismo
tipo celular o diferente, respectivamente (Simon y col. 2005). En el caso de la
retina, el acoplamiento eléctrico entre los conos y bastones permite la
sumatoria de entradas de diferentes células y mejora la resolucién de la senal
reduciendo el ruido (Demb y Pugh, 2002, Sohl y col. 2005). En la corteza, en
cambio, las sinapsis eléctricas heterélogas se presentan en particular en las

interneuronas denominadas neurogliales (células en canasta, células con
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espigas regulares, células axo-axdnicas), que permite monitorear Ja actividad
de éstas en varias regicnes de sus células blance (Simon y col. 2005). Por lo
anterior, podriamos considerar una funcién similar en el caso de las sinapsis
eléctricas heterélogas que se encuentran en la region dei hipocampo, aungque
para elioc es necesario realizar estudios electrofisiolégicos, farmacoldgicos y

anatomicos mas detallados.

2.2 Epilepsia y Uniones Comunicantes.

Se ha demostrado mediante trabajos in vifro, que la actividad
epileptiforme se puede presentar aln en ausencia de la neurotransmision
sindptica cldsica {Taylor y Dudek, 1982; Pérez Velasquez y Carlen, 2000).
Entre los diferentes mecanismos posibles no sindpticos que participan en la
sincronizacion de las neuronas en la regidén de! hipocampo, se tiene el
acoplamiento eléctrico, aunque otros factores pudieran contribuir también,
como son las conexiones excitadoras recurrentes, la presencia de neuronas
generadoras de rafagas y la regulacidn idnica (Dudek, y col. 1999; Pérez
Veldsquez y Carlen, 2000).

Recientemente un gran ndmerc de trabajos han destacade la
participacién del acoplamiente eléctrico a través de uniones comunicantes en la
actividad epileptiforme inducida en diferentes modeles in vitro (Pérez
Velasquez y Carlen, 2000; Traub y col., 2001). A este respecto, se ha
demostrado que el acoplamiento electroténico particina en ciertos tipos de
actividad eléctrica, como son, las oscilaciones gama (30-100Hz), las
oscilaciones de frecuencia alta {200Hz) y los denominados pre-potenciales
répidos “spikelets” (Buszaki y col. 1992; Valiante y col. 1995; Draguhn y col.
1998; Traub y col. 2000). Mas aun, se ha observado que la pérdida de este
acoplamiento eléctrico, por la presencia de blogueadores a las uniones
comunicantes o por deficiencia de alguna de las proteinas que las conforman
(ratones deficienies en alguna Cx), presenta efectos antiepilépticos en
diferentes modelos in vitro (Pérez Velasguez y Carlen, 2000; Ross y col. 2000;
Traub y col, 2001; Kohling y col. 2001; Margineanu y Klitgaard, 2001; Jahromi y
col. 2002; Maier y col. 2002; Pais y col. 2003; Sampilova y col. 2003),
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Trabajos in vivo han demostrado que la comunicacion a través de las
uniones comunicantes entre los diferentes tipos celulares de la neocorteza vy
del hipocampo de ratas anestesiadas como en libre movimiento, juega un papet
primordial en la expresion, duracion y propagacién de la actividad epileptiforme
inducida por la aplicacién del bloqueador a los canales de potasio
dependientes de voltaje Ka, Kv ¥ Kacn, 4- aminopiridina (4-AP) (Szente y col.
2002; Gajda y col. 2003; Medina-Ceja y col. 2008). En estos estudios, se
destaca el efecto antiepiléptico del blogueader a las uniones comunicantes
Carbenoxclona {CBX) y pro-epiléptico de! abridor de las mismas Trimetilamina
{TMA). En la neocorteza de ratas con 4-AP se ha observado un incremento en
los niveles de mRNA para Cx32, Cx43 y Cx36 en la regién ipsilateral como
contralateral de generacién de las crisis (tabla 2) {Gajda y col. 2003). Cabe
destacar que la 4-AP favorece la prolongacion de 10s potenciales de accién de
las neuronas y permite la liberacion inespecifica de neurctransmisores, aunque
en algunas regiones parece ser que se presenta una mayor liberacién del
neurotransmisor excitador glu, asi como una propagacion de la actividad
eplleptiforme generada por el mismo (Morales-Villagran y Tapia, 1996, Medina-
Ceja y col. 2000, Tapia y ccl. 1999). En estudios realizados con tejido cerebral
de pacientes con Epilepsia del Lobulo Temporal, se ha demostrado un aumento
en fa expresion de la Cx43 en la glia y su posible participacion en la progresion
de este desorden neurolégico (Fonseca y col. 2002).

A este respecte hay que considerar que el numero, la composicion v la
funcién de las uniones comunicantes estd altamente regulada de acuerdo a los
requerimientos fisicloégicos o a las condiciones pateldgicas que se presenten,
como en el caso particular de las crisis epileptiformes (Evans y Martin, 2002;
Jefferys, 1995; Carlen y col. 2000; Perez-Velazquez y Carlen, 2000; Li y col.
2001; Traub y col. 2001; Traub y col. 2002; Zoidl y Dermietzel, 2002). De esta
manera, se cree gue durante la fase de alcalinizacion mediada por potasio, que
se presenta al inicio de los eventos relacicnados con las crisis, se observa un
aumento en el acoplamiento electrotdnico y posteriormente una reduccién del
mismo, cuando se presenta fa fase de acidificacion, al final de las crisis (Xion
y col. 2000), por lo que es posible pensar que la funcidén de las uniones
comunicantes a nivel del foco epiléptico se encuentra alterada, aun si la

expresion de las conexinas no cambia significativamente (Séhl y col. 2000).
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2.3 Abridores y Bloqueadores de las Uniones Comunicantes:
Trimetilamina (TMA) y Quinina.

La TMA es una base débil que en su estado natural se encuentra en el
tejido de animales marinos en regiones pelares; genera un incremento en la
concentracion osmotica, para disminuir asi el punto de congelamiento de los
fluidos vy de esta manera proteger a los animales. En otros animales no polares
la TMA parece tener un efecto protecter sobre factores desestabilizantes de fas
proteinas (Seibel y Walsh 2001). No tiene uso terapéutico, sclo experimental y
se le reconoce su capacidad para generar alcalinizacion intracelular. Este
cambic de pH provoca la apertura de los canales de las uniones comunicantes
y modifica la conductancia de las mismas (Lee y col. 1996, Church vy
Baimbridge 1991, Nedergaard y col. 1995, Spray y col. 1981). En relacién al
posible mecanismo de apertura de las uniones comunicantes por ia TMA, se
sabe que una secuencia de la regidn carboxile terminal de las conexinas es
determinante para sensar el cambio de pH. Asimismo, se ha dado a conocer un
modelo de las interacciones intramoleculares de las conexinas en el cual la
regién carboxilo terminal funciona como un dominio independiente de la
proteina (region a His-95) que permite el cierre del canal del conexdn de una
manera muy semejante a lo que ocurre en el modelo de cadena-bola para los
canales de potasic. Incluso se ha observado un efecto sinergistice en relacidn
a un aumento en la sensibilidad al pH cuando se co-expresan la Cx40C y la

Cx43 (Liu y col. 1993; Morley y col. 1896; Gu y col. 2000).
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Tabla 2. Resumen de algunos trabajos donde se ha demostrado el efecto de
blogqueadores y abridores de las sinapsis eléctricas en la actividad convulsiva y
los cambios en la expresicn de algunas conexinas.

MoDELO BLooueaDORES/
REFERENCIA ReGion ABRIDORES DE RESULTADOS
DroGA SINAPSIS ENCONTRADOS
ADMINISTRADA ELECTRICAS N
Incremento de!
In vivo MRNA Cx43 y Cx32
Szente et al | (rafas anestesiadas) | CBX actividad
2002 Neocorteza epileptiforme {AE)
4-AP CBX= | AE
In vivo Incremento del
{Ratas MRNA Cx43, Cx32 y
Gajda et al. | anestesiadas) CBX/TMA Cx36
2003 Neocorteza CBX= | AE
4-AP TMA=1 AE
Incremento del
Samoilova et | in vitro CBX / octanol mRNA Cx43 y Cx32
al. 2003 Hipocampo CBX= | AE
Bicuculina QOctanol= JAE
Gajda et al | Invivo Quinina Quinina = | AE
2005 (ratas anestesiadas)
Neocorteza
4-AP
Medina-Ceja et | In vivo CBX= | AE
al. 2008 (ratas en libre CBX Conducta
movimiento) convulsiva |
Hipocampo/CE
4-AP

Los alcoholes como el heptancl y octanol, asi como el anestésico
halotano bloguean la conductancia de las uniones comunicantes en una gran
variedad de células y tefidos. Este efecto es debido a que se disuelven en la
membrana lipidica para generar cambios en la fluidez de la membrana y de
esta manera interfieren cen la funcidn del canal de las unicnes comunicantes
{Johnston y col. 1980; Rose y Ranson 1997; Cotrina y col. 1998).

La quinina (CuoMasN2O2) es un alcaloide natural, blanco y cristalino, se
cbtiene de la corteza de la quina, un arbol originario de Sudamérica con
propiedades antipiréticas, antimalaria y analgésicas. Tiene un sabor amargo y

es un esterecisdmero de la quinidina.
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Fig. 5, Estructura quimica de la Trimetilamina y Quinina.

Los efectos secundarios de la quinina que se han registrado son mareos,
vémitos, cefalea, agitacién, confusion, entre otros (www.ufsm.br). La Quinina a
nivel del Sistema Nervioso Central, actda como un bloqueador especifico de las
unicnes comunicantes conformadas por la Cx38, principal conexina en
neurcnas de cerebros adultos come en neonatos; su mecanismo de accién se
desconoce hasta e! momento. Se sabe que no cruza la barrera
hematoencefdlica efectivarmente (Silamut y col. 1985). El efecto anti-convuisivo
maximo de la Quinina oscila entre 10 y 11 minutos, pero con una dosis mayor a
80uM tiene un efecto pro-convulsive (Gajda y col. 2005). En otrc estudio
realizado con penicilina como potenciador de las crisis, encontraron que la
quinina bloquea la actividad epileptiforme a los 60 min posteriores a su
administracidn y la amplitud y frecuencia de la actividad eléctrica regresaba al

estado normal {Bostanci y Bagirici, 2007).



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Con base en los antecedentes descritos, el presente trabajo pretende
determinar los posibles efectos pro-epilépticos y anti-epilépticos de la TMA v la
quinina, abridor y bloqueador de las uniones coemunicantes, respectivamente
sobre la actividad epileptiforme inducida por la administracion de la 4-AP en e!
circuito CE-hipocampo de ratas despiertas. En trabajos previos de nuestro
laboratorio se ha demostrado que la carbenecxolona, inhibidor inespecifico de la
unicnes comunicantes bloguea la actividad epileptiforme de los animales
tratados con 4-AP, asi como la conducta convulsiva de los mismos; sin
embargo, hasta el presente no se ha investigado el efecto de la TMA o de la
quinina, este ultimo, blogueador especifico de las uniones comunicantes
compuestas de Cx36 gue se encuentran exclusivamente en neuronas, en este
circuito cerebral en particular y en ratas totalmente despiertas, libres de
cualquier efecto anestésico, aspecto que nos permitird valorar de igual manera

las caracteristicas conductuales convulsivas de los animales.

4. JUSTIFICACION:

En el presente estudic el grupo de trabajo del laboratorio pretende
realizar un enfoque integral, que considere los aspectos conductuales
convulsivos y el registro electroencefalografico en grupes de animales
epilépticos tratados con drogas que permitan la apertura y el cierre de las
uniones comunicantes en el circuito de la GE-hipocampo en ratas despiertas,
en libre movimiento, ya que hasta el momento, no se han encontrado estudios
donde se vaiore de esta manera los efectos pro-convulsivantes vy

anticonvulsivantes de la TMA y quinina, respectivamente.
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5. HIPOTESIS:
Los efectos epileptiformes, asi como la conducta convulsiva inducidos
por la administracion de la 4-AP en ratas en libre movimiento, seran atenuados

por la quinina y facilitades por la TMA.

6. OBJETIVOS:
GENERAL
Determinar los efectos de la TMA y la quinina sobre la actividad
epileptiforme inducida per la administracion de la 4-AP en la corteza entorrinal

de ratas en libre movimiento.

PARTICULARES

s Evaluar los efectos del abridor de las uniones comunicantes TMA
en el desarrollo y la propagacion de la actividad epileptiforme
inducida por la administracion de la 4-AP en la corteza enterrinal
de ratas en libre movimiento.

« Determinar los efectos del bloqueador especifico de las uniones
comunicantes quinina en el desarrollo y la propagacion de la
actividad epileptiforme inducida por la administracién de la 4-AP

en la corteza entorrinal de ratas en libre movimiento.
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7. MATERIALES Y METODOS:
7.1. Cirugias.

Se utilizaron 35 ratas macho de la cepa Wistar (250-300g de pesol,
mantenidas en condiciones de bioterio vy divididas en diferentes grupos
experimentales de animales. Las ratas se anestesiaron con isofluoranc en Qs y
se colocaron en un marco estereotaxico con la barra incisora posicionada a -
3.3 mm. Las ratas fueron implantadas con una canula guia (didmetro interno
0.5 mm) que a su vez funcionc de electrodo de registre para la corteza
entorrinal derecha (AP=-8 mm, ML= 4.6 mm y DV= 4mm) con el fin de cclocar
una aguja de inyeccién en esa region (DV= 5mm). La canula fue bamizada en
toda su extension con la finalidad de aislarla del medio a excepcién de la parte
final {DV=4mm). Se colocaron cuatro electrodos de registro superficiales, uno
en CA1 derechc de hipocampo (AP=-5.6 mm y ML= 5.0 mm), dos funcionaron
como electrodos de referencia (por delante de bregma) vy otro electrodo se
utilizo como tierra {por debajo de lambda). En el grupo de quinina se coloco un
quinto electrodo de registro para la regidn de CA1 izquierdo (AP=-56 mm y
ML= -5.0 mm). La aguja de inyeccion se utilizo para administrar 4-AP, TMA y
quinina en los diferentes grupos de animales (Sigma Chemical Co. St. Louis,
MO, USA) y TMA (Aldrich. St. Louis, MO, USA). Posteriormente se fijaron todos
los electrodos y la canula con acrilico para finalmente, permitir la recuperacion

de los animales durante un periodo de 24 horas.

7.2. Administracién de Drogas.

Con ia finalidad de evaluar la actividad epileptiforme inducida por 4-AP
durante todo el tiempo de los experimentos, asi como para descartar el efecte
particular de la solucién salina (utilizada para diluir algunas drogas), TMA y
quinina scobre la actividad eléctrica de los animales, al final se dividieron en 3
grupos controles: a) Un grupo de 6 animales para la inyeccidn de 4-AP
{10nmoles), b) un grupo de 3 animales para la inyeccién de solucion salina
(0.9%), TMA (100nmoles) y TMA (500nmoles), cada animal recibira tres
inyecciones a diferentes tiempos (30 min, 125min y 220min de iniciado el
registro EEG) de las soluciones con estos compuestos, respectivamente, con la
finalidad de disminuir el numerc de animales utilizados, ¢) un grupo de 5
animales que recibid quinina (35 pmoles). Los grupos experimentales fueron
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conformados por cuatro grupes: a) Un grupo que recibié la co-inyeccidn de 4-
AP/TMA100 {n=6), b) Un grupo que recibid la co-inyeccién de 4-AP/TMAS00
(n=6), ¢} un grupo con administracién de 4-AP y 30 minutos posteriores al
establecimiento del patrén epileptiforme se inyecto con TMA 500nmoles (n=4),
y finalmente d} un grupo con inyeccién de 4-AP y 30 minutos postericres al
establecimiento del patron epileptiforme se administro Quinina 35pmoles (n=6).

Los animales recibieron las drogas antes mencionadas por un tiempo de
5 min a un flgo de 0.2 pl/min y una vez terminado el protacolo de
administracion de las drogas se continuo con el registro por 90 minutos mas.
Las drogas fueron diluidas en solucion salina, excepto la 4-AP y la quinina que
son diluidas con agua HPLC. Los grupos controles recibieron la administracion

de [as drogas bajo el mismo protocolo de registro y evaluacion de la conducta.

7.3. Registro EEG y Conducta Convulsiva.

El registro electroencefalografico se llevc a cabo en un poligrafo Grass
de cuatro canales con una ventana de filtros de 1 Hz a 300Hz. Los datos fueron
capturados en una computadora PC con el sistermna de analisis y deteccidn de
sefiales PolyView. Los parametros que se evaluaron fueron: Amplitud vy
frecuencia promedio de las descargas epileptiformes en tres periodos de 1
minuto a los tiempos de 15, 30, 45 y 90 min del registro EEG. Asimismo, se
valoro la facilitacion o inhibicién de la propagacion de la actividad epileptiforme
a la region de CA1 en los grupos tratados con 4-AP y TMA, 4-AP y quinina.
Finalmente, se evalud la conducta en todos los grupos de animales, antes,
durante y despues de cada uno de los fratamientos, asi como en los grupos
control y la posible relacidn que pueda haber con los datos
electroencefalograficos de cada uno de los grupos de animales.

Para evaluar la conducta de los animales durante la administracion de
los diferentes tratamientos se utilizo la escala de Racine {1972) con algunas
modificaciones realizadas para el modelo de 4-AP. Los ndmeros representan
las diferentes conductas obtenidas de acuerdo a la escala de Racine (1972),
modificada: 0 Paro conductual (inmovilidad), piloereccion, excitabilidad,
hiperventilacion. 1  Movimientos que provienen de labios, lengua vy
masticatorios; movimiento de vibrisas. 2 clonus de cabeza y ojos (la cabeza

muestra movimientos de cabeza rdpidos y de corta duracidn). 3 clonus de
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extremidades: movimientos flexores de extremidades defanteras, sacudidas de
“perro mojade”. 4 Convulsicnes clénicas (el animal presenta sacudidas
levantando sus extremidades delanteras). 5 Convulsiones clénicas con pérdida

de postura, saltos descontrolados y salivacion.

7.4. Evaluacion Histologica.

Una vez finalizados los experimentos, las ratas fueron perfundidas con
paraformaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos (0.1M) pH 7.4. La
localizacién correcta de la canula guia fue confirmada con fa tincién de violeta
de cresilo en cortes coronales de 50 pum obtenidos de los cerebros perfundidos
de fas ratas utilizadas.

El analisis comparativo de los grupos controles y experimentales fue
realizado con la prueba estadistica de analisis de varianza (ANCVA) de una via
y la prueba a posteriori de Tukey. Se considero como valor estadisticamente
significativo a aquel dato con probabilidad de p<0.05. Los resultados se
muestran como el promedio + ESM. Los datos se analizaron en el paguete de
software estadisticc MTAB13.
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL

Ratas Wistar
Machos
(250-300gr)

CONTROLES | [ EXPERIMENTALES |——

Grupo co-inyeccion
Grupo 4-AP10nmoles/TMA 100nmoles
4-AP n=6
10nmoles J
n=6

Grupe co-inyaccion
4-AP10nmeles/TMA 500nmoles

n=6
Grupo
Sol. Salina 0.9%
TMA 100nmoles
TMA 500nmoles
n=3 Grupo 2 inyecciones
4-AP10nmoles y
TMALQONmMoles
n=4

Gr_upo Grupo 2 inyeccionas
Quinina
| 4-AP10nmoles y
35pmoles Quinina 35pmoles
n=5 h=6

Andlisis del Registro EEG
Y conducta convulsiva
(Escala de Racine modificada)
|
Anélisis histolégico




8. RESULTADOS:

Previamente se ha descrito la actividad epileptiforme y la conducta
convulsiva de anirmales tratados con 10 nmoles de 4-AP (Medina-Ceja y col.,
2008). En ese trabajo en particular, se observé que la administracién de un
blogueador de la uniones comunicantes inespecifico como la Carbenoxoiona
disminuye la actividad epileptiforme (amplitud y frecuencia) e incluso la bloguea
totalmente, asi como la conducta convulsiva. Estos datos nos permiten sugerir
probablemente que en este modelo de crisis, los abridores de las uniones
comunicantes como la TMA tendran un efecto facilitader, mientras que, el
bloqueador especifico de las uniones comunicantes (compuestas de Cx36
localizada en neuronas particularmente) presente un efecto protector, asimismo
nos permitira determinar cual es la contribucidn de las uniones comunicantes

neuronales en las crisis epileptiformes.

8.1. Efecto de la Trimetilamina sobre la actividad epileptiforme en Ia
corteza entorrinal y la regién CA1 de hipocampo.

La actividad EEG basal de los grupos de animales controles y
experimentales se caracterizc en general por una amplitud baja (Fig. 6 y 7).
Los grupos controles que recibieron NaCl, TMA (100nmoles) y TMA
(500nmoles) no presentaron cambios en la actividad EEG con respecto al
registro basal hasta el final de cada experimento (Fig. 6 y 7). Se presentaron
diferencias significativas en la amplitud de la actividad basal en los grupos
experimentales de TMA con respecto a los grupos controles de NaCl, TMA500
y 4-AP (Amplitud en uV, CE/CA1: Nall 98.3+18.4/74.6+5.8; TMAS500
95+18.86/63.6+7.87; 4-AP 178.95+12.1/131.12x14.79;  4-AP/TMA100
75.66+17.39; 4-AP/TMAS00 208.33£19.5/202.83£17.9; 4-AP+TMAS00
101.9+43.7).

El grupo de animales que recibié sdlo 4-AP presenté actividad
epileptiforme que se caracterizé por una etapa inicial hiper-sincronica seguida
de trenes de poli-espigas de baja amplitud y frecuencia, asi como complejos
espiga-onda; la amplitud vy frecuencia de los trenas de descarga epileptiforme
incrementd a los pocos minutos y se propagd casi inmediatamente a fa regidn

de CA1 (latencia a la primera descarga epileptiforme CE 21 x 8.025, CA1 75.7
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+ 27.3s). Sdlo se presentd una menor amplitud de la actividad epileptiforme
posterior a la administracién de 4-AP/TMA100 con respecte al grupo control
que solo recibid 4-AP (Figura 10).

Cuando se co-inyecte 4-AP y TMA {100nmoles) en la CE, se cbservé la
presencia de descargas epileptiformes de amplitud y frecuencia alta con
intervalos de actividad inter-icta! en la regién de la CE durante los primeros 30
minutos, en algunas ratas esta actividad epileptiforme se propagé a la regidn
de CA1 (Fig. 6 y 9). 90 minutes posterior a la administracion de las drogas la
amplitud y frecuencia de las descargas epileptiformes disminuyd hasta
presentar una actividad similar a la basal tanto en la region de la CE como de
CA1 de hipocampo y significativamente diferente al grupo que sdlo se inyecto
con 4-AP (Figura 10).

Con respecto al grupo que recibic 4-AP y TMA (500nmoles) se
observaren descargas epileptiformes de amplitud y frecuencia elevada en las
regiones de la CE y CA1 de hipocampo (Fig. 7 y 9). Esta actividad se presentd
durante todo el experimento {120 min) y no hubo diferencias significativas con
respecto a la amplitud de las descargas epileptiformes en las regiones de la CE
y CA1 o en la frecuencia en la CE con respecto al grupo de animales que
recibid 4-AP (Figura 10). Salo se observa una disminucion significativa en la
frecuencia de las descargas epileptiformes en CA1, 20 minutos posteriores a la
administracién de 4-AP/TMA (500nmoies} con respecto al grupe control de 4-
AP {Figura 10}. Asimismo, se observo ura menor frecuencia de las descargas
epileptiformes tanto en la CE como en la regién CA1 de hipccampo en este
grupc experimental 90 minutos postericres a la administracion de 4-AP/TMA
{(500nmoies) (Figura 9). La TMA {500nmols) co-inyectada con 4-AP {(10nmols)
modificd el tipice patrén  epileptiforme observade en el grupo inyectado sélo
con 4-AP a la misma dosis y en la misma regién, ya que se chservd una
actividad epileptiforme continua y de larga duracion {stafus epilepticus) en
ambas regiones estudiadas en lugar de los trenes de descargas epileptiformes
del grupo con solo 4-AP (Fig. 8). En cuatro de seis ratas, esta actividad

epileptiforme se presentd en la CE pero no en la regidn de CA1.
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Fig. 6. La figura muestra los registros EEG representativos de los grupos de animales
controles que recibieron A) NaCl {0.9%) n=3, B} 4-AP (10nmoles} n=6 y C) TMA (100
nmoles) n=3, asi como un grupo experimental con &) una co-inyeccién de 4-AP y TMA
(100nmeles), n=6. Los registros muestran la actividad basal, durante la inyeccion de
NaCl, 4-AP, TMA y 4-AP/TMA, asi como a diferentes tiempos después de la
administracién de las drogas. No se cbservaron cambios en la actividad EEG de los
grupos controles NaCl y TMA. El grupo que recibio 4-AP presenté trenes de descargas
epileptiformes de amplitud y frecuencia alta que se presentaron hasta el final del
experimento 120 min post administracion de 4-AP. El grupo experimental que se
inyecto con 4-AP/TMA presentd actividad epileptiforme de amplitud v frecuencia alta
durante los primeros 30 minutos. Esta actividad epileptiforme disminuyé a los 90
minutos y presento al final una actividad EEG similar a la basal.
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Fig. 7. La figura muestra los registros EEG representativos de los grupos de animales
controles que recibieron A) TMA {500 nmoles) n=3, B) 4-AP (10nmoles) n=6, asi como
des grupos experimentales con C) una co-inyeccion de 4-AP y TMA (500nmoles), n=6
y D) un grupo con administracion de 4-AP y 30 minutos posteriores se inyecta TMA
(500nmoles) n=4. Los registros muestran la actividad basal, durante la inyeccion de
TMA, 4-AP, 4-AP/TMA, asi como a diferentes tiempos después de la administracién de
las drogas. No se observaron cambios en la amplitud o frecuencia de la actividad EEG
del grupo contrel con TMA. El grupe que recibid 4-AP presentd trenes de descargas
epileptiformes de ampiitud y frecuencia alta que se presentarcn hasta el final del
experimento 120 min post administracion de 4-AP. El grupo con 4-AP/TMA no
presenta diferencias significativas en la amplitud y frecuencia de la actividad
epileptiforme con respecto al grupo gue recibid solo 4-AP, solo una dismirucion de la
frecuencia de las descargas a nivel de CA1 en el grupo tratade con 4-AP/TMA. EI
grupo con administracion de 4-AP y 30 minutos después con TMA presenté descargas
epileptiformes de amplitud y frecuencia por debajo de los valores obtenidos para el
grupo tratado solo con 4-AP.

TESISICICBA
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El grupo de animales tratados con 4-AP y 30 minutos después con TMA
500 nmoles presentd descargas epileptiformes de amplitud y frecuencia alta
{Fig. 7 y 9} alternadas con actividad inter-ictal en ambas regiones estudiadas
después de la administracion de las drogas. Posteriormente esta actividad
epileptiforme fue disminuyendo en amplitud y frecuencia en ambas regiones
hasta presentar una actividad similar a la registrada durante la actividad basal
(Fig. 7). Sin embargo, al comparar este grupo de animales con los grupos
controles que recibieron NaCl, TMA 500 nmeles y 4-AP se observan
diferencias significativas post-administracién de TMA como a los 9C minutos

después de aplicarla (Figura 10).
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Fig. 8. A) Registro EEG representativo de una rata del grupo control con 4-AP, que
muestra los trenes de descargas epileptiformes, las flechas indican el segmento
extendido de esta actividad, B} Registro EEG representativo de una rata co-inyectada
con 4-AP y TMA (500 nmoles), durante la actividad epileptiforme continua y el trazo
extendido de esta actividad. C) En cuatro de seis ratas, esta actividad epileptiforme se
presento solo en la CE como se muestra en el registro.
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Fig. 8. Las graficas representan el promedio + ESM de los parametros de amplitud y frecuencia
en las regiones de la CE y CA1 de hipocampo, en tres grupos de animales: 1} 4-AP/TMA
100nmoles, 2) 4-AP/TMA 500 nmoles y 3) 4-AP y 30 minutos después TMA 500 nmoles. Los
simbolos representan las siguientes comparaciones estadisticas * Contra basal, » Contra post
4-AP/TMA100, post 4-AP/TMAS00 o Post 4-AP o Contra Pest TMAS00.
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Fig. 10. Las graficas representan el promedic = ESM de ios parametros de amplitud y
frecuencia en las regiones de la CE y CA1 de hipocampo, en tres grupos de animales: 1) 4-
AP/TMA 100nmoles, 2) 4-AP/TMA 500 nmoles y 3) 4-AP y 30 minutos después TMA 500
nmoles con respecto a los grupos ¢ontroles de NaCl, TMA 100 nmoles, TMA500 nmoles y
4-AP 10nmoles. Los simbolos representan las siguientes comparaciones estadisticas
*contra NaCl, & contra TMA 100 o TMA 500, © contra 4-AP.
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8.2. Efecto de la Quinina sobre la actividad epileptiforme en la corteza
entorrinal y la region CA1 de hipocampo.

La actividad EEG basal del grupo de animales control que recibieron
quinina (35pmoles) se caracterizé en general por una amplitud baja, asi como
la del grupo experimental (Figura 11). No se observaron cambios significatives
en la actividad EEG cuando a los animales se les administré quinina hasta el
final del experimento (Figura 11). Se presentaron diferencias significativas en la
actividad basal de este grupc con respecto al de 4-AP (Amplitud en pV,
CE/CA1: 4-AP 178.95+12.1/131.12£14.79; 4-AP+quinina 75.52+7.87/74.7438}
La aplicacién de 4-AP (10nmoles) en la CE de este grupo experimental predujo
un patrén epileptiforme similar al del grupo control que recibid solo 4-AP, es
decir, actividad hiper-sincrénica y trenes de descargas epileptiformes de
amplitud vy frecuencia alta; solo se presentaron diferencias significativas en la
amplitud de CA1 y frecuencia de la regidon de CA1 de hipocampo, siendo
menorss la del grupe experimental (Figura 13). Después de que se establecid
el patron de trenes de descargas epileptiformes en este grupo, la
administracién de quinina disminuyd la amplitud y frecuencia de las descargas
epileptiformes paulatinamente hasta bloquearlas por completo a los 30 minutos
postericres a la aplicacion de la quinina (Fig. 11 y 12). El efecto inhibidor de la
quinina sobre la actividad epileptiforme es significative comparade con el grupo
control con 4-AP, tanto en la amplitud como en la frecuencia ¢e las descargas
de las regiones de la CE y CA1 de hipocampo tanto después de administrar la

quinina como a los 90 minutes posterior a esta (Figura 13).
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Fig. 11. Registros EEG representativos de tres grupos controles de animales que
recibieron A) NaCl al 0.9%, n=3, B) con 4-AP 10 nmoles, n=6 y C) Quinina 35 pmoles,
n=5; asi como un grupc experimental al que se le administro D} 4-AP 10 nmoles y 30
minutos después Quinina 35 pmoles. Los trazos representan la actividad basal,
durante la administracion de las drogas y a diferentes tiempos posteriores a estas. En
los animales con actividad epileptiforme la Quinina disminuye paulatinamente la
amplitud y frecuencia de las descargas hasta blequearlas por completo a los 30
minutos posteriores a su administracion.
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Fig. 12. Las graficas representan el promedic + ESM de los pardmetros de amplitud y
frecuencia en las regiones de la CE y CA1 de hipocampo, en el grupo de animales
tratados con 4-AP 10 nmoles y 30 minutos después Quinina 35pmoles. Los simbolos
representan las siguientes comparaciones estadisticas * Contra basal, & Contra post 4-
AP, o Contra post inyeccion de quinina.
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Fig. 13. Las graficas representan el promedic + ESM de los pardmetros de amplitud y
frecuencia en las regiones de la CE y CA1 de hipocampo, en el grupe de animaies tratados
con 4-AP 10 nmaies y 30 minutos después Quinina 35 pmoles con respecto a los grupos
controles de NaCl, Quinina 35 pmoles y 4-AP 10nmoles. Los simbolos representan las
siguientes comparacicnes estadisticas *contra NaCl, « Contra Quinina, o contra 4-AP.
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8.3. Efecto de la Trimetilamina y la Quinina sobre la conducta convulsiva.

E! protocclo experimental de este trabajo nos permitid evaluar la
conducta convulsiva de los animales posterior a ta administracion de fa 4-AP y
las demas drogas que abren o cierran las uniones comunicantes. Para tai
propdsito se utilizd la escala de Racine modificada para este modelo que se
describe en la seccién de materiales y métodos.

Las ratas a las que se les administré solo 4-AP prasentaron fcs valores
en la escala de 0, 1 y 3 durante el tiempo que durd el experimento (120
minutos). Sélo dos ratas de las seis presenté el valer de 2, el resto paso de 0 a
3 en los primeros 20 minutos (Tabla 3). En las ratas que solo recibieron NaCl,
TMA (100nmoles), TMA (500 nmoles) y Quinina (35 pmoles) no se observd
conducta convulsiva de acuerdo a la escala de Racine utilizada y presentaron
actividad de acicalamiento y rascado esporédico antes de la administracién de
las drogas y posterior a estas.

El grupo que recibid la co-inyeccién de 4-AFP y TMA de 100 nmoles
presenté los valores de 0, 1, 3 y 5 durante los primeros 10 minutos post
administracion, el valor de 5 soic se presento en tres animales. Sin embargo,
después de los 30 minutas solo 3 ratas presentaron conducta convulsiva la cual
fue disminuyendo paulatinamente. Al cabo de los 50 minutos después de fa
administracion de las drogas no se presento actividad convulsiva en ninguno de
los seis animales tratados.

Los animales con 4-AP y TMA 500 nmeles administrades en una sola
inyeccion presentaron los valores de 0,1 y 3 en la escala de Racine
madificada durante los 70 minutos posteriores a la administracién de las
drogas. Una rata Ifego a tener el valor de 5 en los primeros 10 minutos post
co-inyeccion. Sin embargo, a partir de los 110 minutos los valores
disminuyeron en todas las ratas presentando al final del experimente valores
de O y 1. Sélo una rata continlo con el valor de 3 hasta los 120 minutos
posteriores at tratamiento.

El grupo de animales a los que se les administro 4-AP presentaron
valores de 0,1 y 3 durante los primeros 30 minutos, después del tratamiento
con TMA 500 nmoles, las ratas continuaron con estos valores hasta
aproximadamente los 30 minutos, posteriormente la conducta convulsiva fue

disminuyende en todos los animales del grupe, de tal manara que a los 50
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minutos ningln animal del grupo presentaba actividad convulsiva. Los tres
grupos de animales tratados con 4-AP y TMA con diferentes dosis y protocolo
de administracion presentaron efectos diferenciales en la conducta convulsiva
de los animales con respecto al grupo control con 4-AP (Tabla 3).

Finalmente, el grupo con actividad epileptiforme al que se le administro
Quinina a una dosis muy baja de 35 pmoles, presentd una disminucion
paulatina en la conducta convulsiva a partir de los 30 minutos después de
administrarla. Esta conducta convulsiva fue bloqueada totalmente en cinco de
los seis animales del grupo al tiempo de 53.2 £ 10.5 s, solo uno de los animales
permanecié con el valor de 1 en la escala de Racine modificada, sin presentar
cambios hasta el final del experimento (90 minutos post Quinina). Sin embargo,
en esta rata si hubo una tendencia a disminuir la conducta convulsiva (de 0, 1,
2y 3a1enlos ultimos 60 minutos post inyeccion de Quinina (Tabla 3).

La localizacion de las canulas se llevo a cabo por evaluacion histolégica
con la tincién de violeta de cresilo descrita en la seccion de materiales y

métodos. En la figura 14 se muestra una imagen representativa.

Fig.14. Fotomicrografia de una seccién del corte de cerebro de rata que muestra
la localizacion de la canula guia (flecha) en la cual se inserta la aguja de
inyeccion que sobrepasa la punta de la céanula por 2 mm. Tincion realizada con
violeta de cresilo. Objetivo 10X.



Tabla 3. Conducta convulsiva de cada uno de los animales tratados en los diferentes
grupos experimentales. A) Grupo 4-AP, B) 4-AP/TMA100, C) 4-AP/TMAS00, D) 4-AP y 30
minutos después TMAS00 y E) 4-AP y 30 minutos después Quinina. Escala de Racine
modificada  (1972): 0 paro conductual (inmovilidad), piloereccion, excitabilidad,
hiperventilacién. 1 Movimientos que provienen de labigs, lengua y masticatorios;
movimiento de vibrisas. 2 clonus de cabeza y cjos (ia cabeza muestra movimientos de
cabeza rapidos y de corta duracion). 3 clonus de extremidades: movimientos flexores de
extremidades delanteras, sacudidas de “perro mejade”. 4 Convulsiones clénicas (el animal
presenta sacudidas levantando sus extremidades delanteras). 5 Convulsiones clonicas con
perdida de postura, saltos descontrolados vy salivacién.

A Conducta convulsiva post 4-AP {10nmoles)
Rata 0-20 20-40 4060 120 Minutos
1 0/1/3 3 173 1/3
2 0/1/3 3 2/3 143
3 0/3 0/1/3 0/1/2/3 0/1/3
4 0143 0/1/3 0/1/3 0/1/3
5 01/3 0/3 0/1/3 0
8 o4 /173 0/1/3 1
B Conducta convuisiva post 4- AP (10nmoles)TMA (100nmoles)
Rata 0-10 10-30 30-50 50-70 * Minutos
1 I35 o/1/3 1 - 23
2 0/1/3 143 0143 - 45
3 0/1/5 0/5 1 - 40
4 0/1/3 1 - - 20
5 0/1/5 5 - - 23
] 0/1/3 1/3 - - 15
c Conducta post 4- AP (10nmoles)/TMA (500nmoles)
Rata 0-10 10-30  30-50 50-70 70-S0 90-110 110-120 * Minutos
1 011 1/3 0/1/3 1/3 0/1/3 o1 0 78
2 0/3/5 0M/3 0/1/3 0/1/3 0/1/3 1 1 S0
3 /3 073 3 3 o173 on 1 a5
4 cM/3 /3 073 0/3 013 0/3 3 No
5 0/1/3 0N/3 0/3 0/1/3 Q ¢l 0 a0
8 0143 0/3/5 on 0173 0173 0/1 8] 90
D
Conducta Conducta 10-30 30-50 50-70 - Minutos
Post 4-AP Post TMA
(10nmoles) (500nmoles)
Rata 0-30 Minutos  0-10 Minutos
1 13 o} 3 - - 30
2 01 /3 1/3 3 - 35
3 0143 3 01/3 /3 - 46
4 1/3 3 173 - - 26
E
Conducta Conducta 10-30 30-50 50-70 70-90 * Minutos

Post 4-AP post Quinina
(10nmoles) (35 pmoles)
Rata 0-20 minutos 0-10 minutos

1 017213 3 0/1/3 173 /3 - 83
2 173 o/ 01/3 1 - - 60
3 0/1/3 0/1/3 0/2/3 1 1 1 No
4 /17213 0/1/3 on - - - 36
5 0/1/2/3 0/3 /3 o3 - - 57
8 0/1/3 /3 0/3 - - - 30
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9. DISCUSION:

En el presente trabajo la 4-AP (10nmoles) administrada a nivel de la CE
produjo actividad epileptiforme que se caracterizé por una etapa inicial hiper-
sincrénica y trenes de descarga de amplitud y frecuencia elevada; esta
actividad se propagd a la regién de CA1 (latencia a la primera descarga
epileptiforme CE 21 + 8.02s, CA1 75.7 = 27.3s) y se corrélaciond con una
conducta convulsiva en la escala de Racine medificada de 0, 1 y 3 durante todo
el experimento. En trabajos previos de laboratorio se ha demostrado que la 4-
AP incrementa los niveles extracelulares de glutarmate preferentemente, en
esta regidon (Medina-Ceja v col. 2000} y se ha considerado como posible
mecanismo de induccidén de crisis de esta droga una hiper-activacion de los
receptores de glutamato postsinapticos (Morales-Villagran y Tapia, 1996; Tapia
y col. 1299); sin embarge, también se ha encontrado que bajas
concentraciones de 4-AP generan actividad epileptiforme sin afectar los niveles
de glutamato {Pena y Tapia, 1999 y 2000}. Este heche nos permite pensar en
la posibilidad de otro mecanismo de induccién de crisis por 4-AP gue no
precisamente se relaciona con las sinapsis quimicas clasicas, aunque nc se
puede descartar completamente la participacion de otros sistemas de
neurotrasmisién no relacionados con glutamato. Por otro lado, las variaciones
encontradas en la actividad basal de los diferentes grupos de animales
probablemente se deban a la variabilidad entre los individuos, ya que los
experimentes se llevaron a cabo en diferentes tiempos de acuerdo a la
disponibilidad de los animales en el bioteric.

Recientemente un gran numero de trabajes han destacade la
participacion del acoplamiento eléctrico a través de las uniones comunicantes
en la actividad epileptiforme inducida en diferentes modelos in vitro (Pérez
Veldsquez y Carlen, 2000; Traub y col., 2001), ya que la pérdida de este
acoplamiento eléctrico, por la presencia de bloqueadores de las uniones
comunicantes o por deficiencia de alguna de las proteinas que las conforman
(ratones deficientes en alguna Cx), presenta efectos antiepilépticos {Pérez
Veldsquez y Carlen, 2000; Ross y col. 2000; Traub y col. 2001; Kehling y col.
2001; Margineanu y Klitgaard, 2001; Maier y col. 2002; Pais y col. 2003;
Samoilova y col. 2003). Asimismo, alguncs trabajos in vivo han destacado el

efecto antiepiléptico y pro-epiléptico de los blogueadores a las uniones
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comunicantes Carbenoxolona (CBX) y quinina, asi como del abridor de las
mismas TMA, respectivamente en fa neocorteza de animales anestesiados
{Gajda y col. 2003, 2006). De igua! manera, estudios realizados en el
laboratorio, con el modelo de 4-AP (Medina-Ceja y col. 2008), nos han
permitido considerar come un mecanismo probable alternativo para la
induccién de crisis epileptiformes la contribucion de las uniones comunicantes.
En ese trabajo en particular la administracion de carbenoxolona, un bloqueador
inespecifico de las uniones comunicantes, disminuyd la amplitud y frecuencia
de los trenes de descarga epileptiforme hasta bloquearlos por completo, asi
como la conducta convulsiva de los animales. Este hecho también nos permite
pensar en la posibilidad de que los abrideres de las uniones comunicantes
como la TMA faciliten esta actividad epileptiferme como la conducta convulsiva
de los animales.

Con la finalidad de determinar cuai era el efecto de diferentes dosis de
TMA sobre la actividad epileptiforme inducida por 4-AP, asi como si este efecto
se veia incrementado con la administracidn conjunta de 4-AP y TMA, se
realizaron varios grupos experimentales. Los tres grupos realizados muestran
en general, después de la 4-AP, descargas epileptiformes de amplitud vy
frecuencia elevada, sin embargo, el grupo gue recibié 4-AP y TMA a una dosis
de 100 nmoles presenta una disminucién en la amplitud y frecuencia de los
trenes de descarga epileptiforme a los primeros 30 minutos para
posteriormente presentar una actividad muy similar a la basal. Asimismo, este
grupo presentd conducta convulsiva relacionada con los valores de 0,1, 3y 5
durante los primeros 10 minutos, después fue descendiendo la escala hasta
llegar al punto de no presentar actividad convulsiva al final de los experimentes.
En cambio, los animales a los que se les administro 4-AP y TMA 500 nmoles
en una sola inyeccidn presentaron actividad epileptiforme de amplitud y
frecuencia alta, la cual permanecié durante todo el tiempo del experimento (120
minutos) en ambas regiones estudiadas; cabe destacar que en cuatro de seis
ratas, esta actividad epileptiforme se presenté en la CE pero no en la region de
CA1; con respecto a la conducta convulsiva, los animales presentaron valores
de 0,1 v 3 en la escala de Racine modificada que se observaron por mas
tiempo, aungue a los 110 minutos estos valores disminuyeron en todas las

ratas presentando al final la escala de 0 y 1. Finalmente, al grupo que se le
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inyecté TMA 500 nmoles después de 30 minutos de haberse establecide las
crisis epiieptiformes, permanecid con esta actividad durante los primeros 60
minutos post-TMA para posteriormente disminuir [a amplitud y frecuencia de
las descargas; los valores obtenidos para este grupo en la escala de Racine
modificada fueron de 0,1 y 3 sin cambic durante los primeros 30 minutos para
postericrmente disminuir hasta una conducta no cenvulsiva.

Los resultados de este primer estudio nos permiten sugerir que la TMA
abridor de las uniones comunicantes, presenta efectos diferenciales sobre la
actividad epileptiforme inducida por 4-AP (10nmioles) en la CE y la region de
CA1 de hipocampo, asi como en la conducta convulsiva de los animales, que
dependen no solo de la dosis administrada de TMA (100 nmoles o 500 nmoles)
sino también del protocole de administracion de la misma {(de manera conjunta
o después de la 4-AP). Asimismo, de estos tres grupos experimentales, sdlo el
de 4AP y TMA 500nmoles en una sola administracién, presenté cambios en el
patron clasico de las descargas epileptiforme con respecio a los otros dos
grupos © al grupo de 4-AP, ya que se observé una actividad epileptiforrme
continua y de larga duracicn (status epilepticus) en ambas regiones estudiadas
en lugar de los trenes de descargas epileptiformes. Estos dates en general son
diferentes a los obtenidos por Gajda y colaberadores (2003, 2008) donde se
muestra que la TMA aumenta la duracién y la amplitud de las crisis
epileptiformes inducidas por 4-AP en la regién de la neocorteza de ratas,
asimismo se ve facilitada la propagacién de las crisis. Cabe mencionar que en
estos trabajos la administracicn de la 4-AP se realizd a traves de filtros
colocados sobre la corteza durante todo el experimente y no se regulé su
aplicacién, ademas de que los animales permanecieron anestesiados durante
todo el experimento. Sin embarge, en nuestro estudio la administracién
conjunta de 4-AP y TMA 500 nmoles si modificd el patrén de trenes de
descarga epileptiforme clasico obtenido previamente con 4-AP, va que esta
actividad en el grupo experimental fue constante a lo largo del experimento
“status epilepticus™ sin presentar pericdos inter-ictales, loc que concuerda
parcialmente con los resultados observadoes peor el grupo de Zsente en cuante a
un aumento en la duracion de las crisis (2003, 2006). De igual manera, en
nuestro trabaje los animales permanecieron todo el tiempo del experimento en

libre movimiento y la dosis administrada de TMA a la region de la CE fue
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regulada, ya que se inyectd en total 500 nmoles de TMA {fluje 0.2 pl/min por 5
min), por lo que consideramos que el efecto de la TMA sobre la actividad
epileptiforme al menos en este modelo, debe considerarse reservado, ya que
depende de la dosis y el protocolo de administracién. Hay gue considerar que
en otros trabajos la TMA permanece todo el tiempo del experimento en la
region de estudio y que este hecho pudiera favorecer el efecto pro-epiléptico
de la TMA sobre la actividad epileptiforme (Gajda et al, 2003, 2006), a
diferencia de nuestro trabajo donde la TMA solo permanece durante el tiempo
de inyeccion de la misma. En este trabajo en particular nuestros resultados no
apoyan la hipdtesis de que la TMA presente efectos facilitadores sobre ia
actividad epileptiforme como en otros modelos experimentaies, mas aun los
resultados de este estudio muestran en alguncs casos la perdida de esta
actividad, por lo que no descartamos la posibilidad de que otros mecanismos
no-sindpticos como los efectos de campo eléctrico o interacciones idnicas
(Dudek et al. 1998), asi como otros sistemas de neurctransmisién no
relacionados con el glutamato pudieran participar en la induccidn de {as crisis
convulsivas por 4-AP (Pefia y Tapia, 2000).

Por otra pane, la administracién de guinina, blogueador especifico de la
Cx36 de las unicnes comunicantes, en ratas con crisis epileptiformes disminuye
la amplitud y frecuencia de los trenes de descarga hasta bloquearlos por
completc en ambas regiones estudiadas. Estos resultados concuerdan con los
encontrados en ctros estudios (Gajda y col. 2005; Bostanci y Bagirici, 2007), en
donde la aplicacién de guinina disminuye la actividad convulsiva inducida por 4-
AP o penicilina de los animales. Sin embarge, en el primer trabajo la dosis
administrada de quinina no es regulada adecuadamente, ya que se aplica una
solucidn de 35 uM en un filtro a nivel de la neocorteza del cerebro de los
animales y por otro lado el efecto de la quinina sobre la actividad epileptiforme
inducida por penicilina es dosis-dependiente, ya que los efectos anti-
convulsivos de la misma incrementan de acuerdo a las dosis utilizadas de 200,
4Q0 o 1000 nmol en las regiones de la corteza frental y parietal. En el presente
trabajo, hemos observado gque inclusc dosis mas pequefias de quinina (35
pmoles) tienen un efecto anti-convulsivo no sdle disminuyendo la amplitud y
frecuencia de las descargas epileptiformes sino también bloqueandolas por

completo tanto en la zona de induccion de las crisis (CE) como en la de
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propagacién (CA1}. Mas aun la dosis utilizada en nuestro estudio blogued la
conducta convulsiva de los animales y sdlo una de las seis ratas permanecié
con el valor en la escala de 1. Este efecto nos permite sugerir la posible
participacién de las uniones comunicantes neuronales en las crisis
epileptiformes en este modelo, ya que la guinina sole afecta la Cx36 gque se
expresa fundamentalmente en neuronas.

Ademés cabe destacar que en el presente estudio in vivo se trabajé con
dos regiones de gran relevancia para el fendmeno epiléptico por su alta
propension a presentar esta actividad, como son la CE y CA1 de hipocampo
(Steriade, 2003), asi como con animales en libre movimiento; trabajos previos
sdlo han valorado estas regiones in vitro (Pérez Velasquez y Carlen, 2000;
Ross y col. 2000; Traub y col. 2001; Kohling y col. 2001; Margineanu y
Klitgaard, 2001; Maier y col. 2002; Pais y col. 2003; Samoilova y col. 2003) y
los pocos trabajos realizados in vivo utilizan animales anestesiados o abordan
el estudio en otras regiones como la corteza (Szente y col. 2002; Gajda y col.
2003, 2005; Bostanci y Bagirici, 2007).

El hecho de que bajas concentraciones de 4-AP produzcan actividad
epileptiforme sin afectar los niveles de glutamato (Pena y Tapia, 1999, 2000) y
que la aplicacidon de blogueadores inespecificos como especificos de las
uniones comunicantes presenten efectos anti-convulsivos en este modelo
{Medina-Ceja y col., 2008}, ncs permite pensar en la posibilidad de otro
mecanismo alternativo de induccién de crisis por 4-AP. Existe evidencia
experimental donde se ha descrito la presencia de uniones comunicantes a
nivel de las células granulares del giro dentado, asi como acoplamiento
electroténico entre las células piramidales de CAt como entre las interneuronas
del hipocampo (Dudek y ccl. 1986, 1898, 1899; Hamzei-Sichani y col. 2007),
asimismo se conoce que a través de estas uniones comunicantes se favorece
la sincronizacién de la actividad eléctrica entre los diferentes tipos ceiulares de
la CE y CA1 (Dudek y col. 1998; Traub y col. 2002). Con base en lo anterior,
podemos sugerir la posibilidad de que fas uniones comunicantes jueguen un
papel relevante en la hiper-sincronizacion de las descargas epileptiformes
inducidas por 4-AP a través del acoplamiento electroténico entre las células
principales del circuito CE-hipocampo, aunque no podemos descartar del todo

la posibilidad de la co-participacion de las sinapsis glutamatérgicas y las
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uniones comunicantes en este modelo, ya que las primeras pudieran ser
relevantes para el inicic de la actividad epileptiforme en periodes de tiempo
muy corte (Morales-Villagran y col. 2008) y las segundas estar mds
relacionadas c¢on el manteniendo de las mismas, ademas de considerar la
participacion de ctros sistemas de neurctransmisién. Es conveniente también
considerar la evidencia experimental reciente donde se ha demostrado que la
liberacién de glutamato no solo se realiza a través de sinapsis quimicas o el
transporte reverso, sino que puede presentarse a través de hemicanales ¢
conexones que estan conformados por la unién de seis conexinas y que son
funcionales al menos en los astrocites del sistema nerviose (Ye y col. 2003;
Takeuchi y col. 20086; Morita y col. 2007). Finalmente, los resultados obtenidos
en este trabajo nos permiten considerar la posibilidad de nuevas estrategias de
tratamiento contra las crisis convulsivas, al menos en ciertos modelos de

epilepsia experimental.
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10. CONCLUSIONES:

La 4-AP administrada en 'a CE produce actividad epileptiforme
caracterizada por trenes de descargas de amplitud y frecuencia elevada que
se propagan a la region de CA1 y que se pueden correlacionar con una
conducta convulsiva de 1, 2 v 3 en la escala de Racine modificada. El abridor
de las uniones comunicantes TMA presenta efectos diferenciales sobre esta
actividad epiteptiforme y la conducta convulsiva de los animales que dependen
de la dosis (100/500nmoles), el protocolo de administracion de la TMA (Co-
inyectada con 4-AP ¢ aplicada 30 minutes posteriores a la administracion de 4-
AP) y el tiempo de permanencia de la TMA en la region estudiada. Estos
resultados no apoyan la hipdtesis de que la TMA sea un agente facilitador de
las crisis en este modelo en particular. Por su parte, el blogqueador especifico
de las uniones comunicantes neurcnaies quinina, presenta un efecto protector
contra las crisis epileptiformes y la conducta convulsiva, que se ve reflejado en
una disminucién de la amplitud y frecuencia de los trenes de descarga
epileptiformes hasta bloquearlos por completo, asi como una reduccion en los
valores de la escala de Racine hasta no presentar conducta convuisiva los
animales, solc una de las seis ratas utilizadas en este grupo permanecid con el
valer de 1. Por su parte, los animales de los grupos controles a los que se es
administro NaCl {0.9%), TMA (100 y 500nmoles) y quinina (35pmoles) nc
presentan cambios en la actividad EEG y no manifiestan ningan tipo de
conducta convulsiva. Con base en estos hechos es factible considerar la
posibilidad de nuevas estrategias de tratamiento contra las crisis convulsivas,
comoe sucede en algunos medelos de epilepsia experimental y de igual forma
no descartar la posibilidad de otros mecanismos no-sindapticos o sistemas de
neurotransmision ne relacionados con el glutamato que pudieran participar en

la induccion de tas crisis convulsivas por 4-AP.
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