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RESUMEN

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso
central (SNC) en los mamiferos, estd involucrado en diversos procesos
fisiolégicos como la coordinacion motora y la cognicion que incluye los
procesos de memoria y aprendizaje. Alteraciones en las concentraciones de
glutamato se han relacionado con diversas patologias neurolégicas como la
epilepsia. La epilepsia es un sindrome de disfuncion cerebral de caracter
recurrente, que se caracteriza por la descarga sostenida y anormalmente
sincrénica de un grupo de neuronas cerebrales. Aproximadamente 50
millones de personas a nivel mundial padecen de epilepsia. Se han
desarrollado modelos experimentales para facilitar la investigacion de la
epilepsia, los cuales se basan principalmente en mimetizar las crisis

epilépticas observadas en el humano.

La aplicacién de farmacos como el DL- treo-B-benziloxiaspartato (TBOA) que
es un inhibidor de los transportadores de glutamato modifica la funcién
cerebral de los animales y con ello produce actividad epileptiforme semejante
a la epilepsia. Debido al papel que desempeia el glutamato en el desarrollo
de la epilepsia, es importante conocer en que concentraciones se libera éste
neurotransmisor durante la actividad cerebral normal y durante la actividad
epileptiforme, para ello es necesario emplear una técnica enzimatica que nos
proporcione una alta resolucion temporal puesto que los procesos

bioquimicos se desarrollan en milisegundos.

En los resultados obtenidos en el presente trabajo, se observé que la
administracion de TBOA y los estimulos eléctricos posteriores a la
administracion del farmaco producen alteraciones en las concentraciones de
glutamato, que se pueden relacionar con la actividad epileptiforme

caracterizada por amplitud y frecuencia elevada.



1. INTRODUCCION

La neurotransmisién quimica es la principal comunicacion que existe en las
células nerviosas de mamiferos, las sinapsis quimicas presentan una serie
de eventos pre y post-sindpticos (Siegel y cols.,, 2006), liberando
neurotransmisores (NT’s), los cuales actian a través de receptores
especificos en la neurona post-sinaptica de manera inhibidora o excitadora.
Alteraciones en las concentraciones extracelulares de NT’s pueden producir
patologias como la epilepsia (Crouch, 1983; Kandel, 2001). Las crisis
epilépticas son el resultado de un desequilibrio entre la excitacion producida
por el Glutamato (Glu) y la inhibicién producida por el acido Y- aminobutirico
(GABA) (Massieu y cols., 1995).

1.1. Epilepsia

La epilepsia es un sindrome de disfuncion cerebral de caracter recurrente
que afecta a personas de todas las edades. Una sola crisis no significa
epilepsia (hasta un 10% de la poblacién mundial sufre una convulsion a lo
largo de su vida), cuando una persona sufre dos 0 mas convulsiones dentro
de los tres afos de la crisis inicial, se considera que tiene epilepsia. Existen
muchas causas que pueden producir epilepsia incluyendo tumores
cerebrales, accidentes cerebro vasculares y dafios cerebrales como
consecuencia de enfermedades 6 lesiones (Dichter, 1997; Engel, 1989;
Temkin, 2001). Las crisis convulsivas se caracterizan por presentar
movimientos anormales del cuerpo o de las extremidades; en las crisis no
convulsivas existe una alteracion parcial o total de la capacidad de respuesta
del sujeto o pérdida del tono postural e incluyen las crisis de ausencia
caracterizadas por presentar lapsos de inconsciencia (Engel y Schwartzkroin,
2006; ILAE, 1981).



La epilepsia se caracteriza por la descarga sostenida y anormalmente
sincronica de un grupo de neuronas cerebrales. Tipicamente la epilepsia se
origina en redes neuronales que bajo condiciones normales generan
oscilaciones sincronicas locales 6 de larga distancia (Andersen y cols., 2007;
Pella, 2006).

Aproximadamente 50 millones de personas a nivel mundial padecen
de epilepsia (OMS, 2012). Para diagnosticar la epilepsia se requieren de
varios estudios: un registro electroencefalografico el cual detectara actividad
epileptiforme caracterizada por un aumento en la frecuencia y amplitud de la
actividad eléctrica a nivel cerebral, una tomografia o resonancia magnética
en la cabeza para encontrar la causa y localizacion del dafio cerebral
(Andersen y cols., 2007; Engel y Schwartzkroin, 2006; Garcia-Pedroza, 1997;
Pella, 2006).

Si bien la epilepsia es de origen multifactorial, los mecanismos
neurales que la originan aun no se conocen con detalle, y todavia hay varios

aspectos por estudiar y descubrir con respecto a su fisiopatologia.

Aproximadamente el 60% de las epilepsias se desarrollan en el I6bulo
temporal, en donde el hipocampo tiene un papel importante en el incremento
de la actividad eléctrica debido a su arquitectura celular definida, gracias a su
citoarquitectura podemos evidenciar la participacion de varios sistemas de
neurotransmision (Glutamatérgica y GABAérgica) durante las crisis
epilépticas (Cabo de la Vega y cols., 2006).

1.1.1 Clasificacion de las crisis epilépticas

La “International League Against Epilepsy” (ILAE) clasifica a las crisis
epilépticas desde el punto de vista clinico en: parciales y generalizadas. Esta
clasificacion es de gran importancia para dar el tratamiento adecuado (Tabla
1) (Cabo de la Vega y cols., 2006; ILAE 1981).



Tabla 1. CLASIFICACION DE LAS CRISIS EPIILEPTICAS
“International League Against Epilepsy (ILAE) 1981”.

I.  Crisis epilépticas parciales
a) Crisis parciales simples con signos motores, sensitivos, autbnomos o
psiquicos
b) Crisis parciales complejas
c) Crisis parciales con generalizacién secundaria
Il.  Crisis epilépticas primariamente generalizadas
a) Tobnico — clénicas (gran mal)
b) Tonicas
c) Atonicas
d) Mioclénicas
lll.  Crisis epilépticas no clasificadas
a) Crisis neonatales
b) Espasmos infantiles

En la epilepsia parcial se presentan cambios anatomicos irreversibles
al tener una pérdida neuronal en la capa de células piramidales de los
subcampos hipocampicos, en un periodo de semanas a meses. Estas
ocurren cuando la actividad eléctrica permanece en un &area limitada
(Acharya, 2002). Por otra parte, existen varios tipos de crisis generalizadas
como las clénicas, de ausencia, miocldnica, atdnicas y tdnico-clonicas (Tabla
1), y estas se caracterizan por actividad eléctrica anormal, la cual afectara a
todo el cerebro (Williamson y cols., 1999).

1.2. Hipocampo

La formacion hipocdmpica es una parte filogenéticamente antigua de la
corteza, que durante el desarrollo es desplazada desde la superficie al
interior del cerebro. En los mamiferos como en los roedores y felinos, se
curva debajo de la neocorteza del I6bulo temporal 6 debajo de la neocorteza
de los l6bulos occipital, parietal y temporal. En los primates toda la formacién

hipocampica esté restringida al I6bulo temporal (Squire, 2004).




La susceptibilidad del hipocampo para desarrollar epilepsia y
presentar crisis se debe a su circuiteria. Las células piramidales que
conforman al hipocampo presentan receptores-canales que permanecen por
mas tiempo abiertos y por lo tanto el flujo de Ca™ se incrementa; esto facilita
la permeabilidad a iones en los receptores a glutamato tipo AMPA y kainato
(Cabo de la Vega y cols., 2006; Kardos, 1999).

El hipocampo tiene tres subdivisiones: CA3, CA2 y CAl, pero la
formacion hipocampica completa con sus aferencias y eferencias incluyen al
giro dentado (GD), subiculum (SB), presubiculum (Pre), parasubiculum (Para)
y la corteza entorrinal (CE) cada uno de ellos con una compartamentalizacion
laminar y con grupos neuronales en los que incluyen células piramidales y
granulares excitadoras e interneuronas inhibidoras (Figura 1) (Witter y
Amaral, 2004).

Aproximadamente el 80 — 90% de las sinapsis en el hipocampo son
glutamatérgicas. El glutamato media principalmente las actividades
relacionadas con la cognicion, la formacién de memoria incluyendo la
recuperacion de la memoria (Bliss y Collingridge, 1993; Fonnum, 1984;
Nakanishi, 1992).



Figura 1. Imagen de una seccion coronal obtenida mediante tincion de Nissl del
cerebro de macaco. La zona mas distal, designada CAl, se caracteriza por estar
formada por células piramidales pequefias, mientras la zona mas proximal formada
por el area CA2 y CAS, es rica en células piramidales de mayor tamafio. (PBS)
presubiculum, (FI) Fimbria, (DG) giro dentado, (SB) subiculum, (CA) Cornus
Ammonis (Witter y Amaral, 2004).

La formacion hipocadmpica contiene una gran cantidad de
proyecciones ricas en glutamato, GABA, Acetilcolina (Ach), péptidos co-
transmisores y otros neurotransmisores que van desde la CE a través de la
via perforante hacia el GD, los subcampo CA3-CAl y SB (Figura 2)
(Smolders y cols., 1997). Cada regién posee un patrén unico de aferencias y
eferencias; asi como, de grupos celulares definidos que forman el circuito
trisinaptico hipocampico, el cual funciona de la siguiente manera: las células
granulares del GD envian sus axones (fiboras musgosas) a las células
piramidales de CA3; éstas a su vez envian axones que proyectan hacia las
células piramidales de CAl(colaterales de Schaffer); las células piramidales
de CA1 envian sus conexiones al SB, el cual proyecta hacia afuera de la
formacién hipocampica. Existe una zona de transicibn que no recibe
aferencias de las fibras musgosas y se define como CA2 (Witter y Amaral,
2004).
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Figura 2. Vias del circuito trisinaptico. A pesar de que el circuito en gran parte es
unidireccional; este contiene proyecciones de asociacion paralela y serial. Flechas
gruesas indican la proyeccion principal del circuito; flechas delgadas indican
proyeccion a otras areas sin seguir la via del circuito trisinaptico. (EC) corteza
entorrinal, (I, Ill, V y VI) capas de la corteza entorrinal, (DG) giro dentado, (Sub)
subiculum, (Pre) presubiculum, (Para) parasubiculum, (CA) Cornus Ammonis
(Andersen y cols., 2007).

1.3. Corteza Entorrinal

Una de las estructuras con mas importancia para el circuito hipocampico es
la CE; es el punto de inicio y punto final del proceso de informacién
hipocampica, que puede retornar a la neocorteza. Esta cuenta con una
organizacion laminar bien diferenciada que toma como base la nomenclatura
propuesta por Ramon y Cajal que considera cuatro capas celulares (ll, 1ll, V,
V1) y dos capas acelulares plexiformes (I, IV) (Witter y Amaral, 2004). Los
tipos celulares presentes en la CE se identificaron por Ramon y Cajal y
varian segun la lamina en que se encuentren: a) lamina I, esta poblada por

interneuronas GABAérgicas que inervan al GD, b) lamina Il por neuronas



piramidales que proyectan al GD y CA3, c) ladmina lll posee células
piramidales, e€) lamina V contiene tres tipos de neuronas: las piramidales,
células esféricas pequenas y las fusiformes, f) lamina VI tiene gran variedad
celular y se clasifica segun la direccion o lugar de inervacién, ya sea a otras
capas, la misma CE, GD e hipocampo. Cabe mencionar que la CE posee
interneuronas GABAérgicas presentes en todas las capas pero con mayor
abundancia en zonas superficiales (Andersen y cols., 2007; Witter y Amaral,
2004).

Para comprender los mecanismos basicos de induccion de las crisis
epilépticas se realizan estudios con diferentes técnicas en diversos modelos
experimentales de epilepsia. Las principales regiones del cerebro en estos
estudios son la neocorteza y el hipocampo. En particular para el hipocampo
se han propuesto algunas hipotesis que involucran cambios anatomicos,
celulares y sistemas de neurotransmision como los responsables de la

actividad epileptiforme (Mody y cols., 1987).



2. ANTECEDENTES

2.1 Neurotransmision Glutamatérgica

Un neurotransmisor (NT) es una molécula que se sintetiza en la parte pre-
sinaptica de una neurona, se almacena en vesiculas sinapticas y es liberado
en la hendidura sinaptica para producir cambios en el potencial de accion en
la neurona post-sindptica y con ello realizar una comunicacién ¢ sefializacion

intracelular (Figura 3) (Siegel y cols., 2006).

El glutamato (Glu) es un aminoacido dicarboxilico no esencial, se
sintetiza a partir de la glucosa y por diversas vias metabdlicas. Las enzimas
que sintetizan y metabolizan el Glu se localizan principalmente en dos
compartimientos cerebrales, las neuronas y las células gliales. Intervienen
cinco enzimas para el metabolismo de Glu: Glutamato deshidrogenasa
(GDH), Aspartato amino-transferasa (AAT), Glutamina sintetasa (GS),
Glutaminasa de fosfato activado (PAG) y Glutamato descarboxilasa (GAD)

(Figura 4) (Schousboe y Waagepetersen, 2006).
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Figura 3. Sinapsis quimica. 1) La entrada de Ca++ activa zonas de la membrana
plasmatica, 2) Exocitosis a través de vesiculas con contenido de NT’s, 3) NT actua
en receptores con canal iénico 6 4) receptores acoplados a proteinas G, 5)
receptores en la terminal pre-sindptica que modulan el incremento 6 la disminucién
de la liberacion del NT, 6) el NT se recaptura por proteinas de transporte acoplado a
un gradiente de Na+, 7) degradacion del NT, 8) recaptura y metabolismo del NT por
células gliales, 9) reciclaje de las vesiculas vacias, 10) algunos neuropéptidos se
almacenan en la terminal pre-sinaptica y 11) se liberan a sitios distintos luego de
estimulacion continua (Siegel y cols., 2006).

Glu es el principal neurotransmisor (NT) excitador en el SNC de los
mamiferos, esta involucrado en diversos procesos fisiologicos como la
coordinaciéon motora y la cognicion que incluye los procesos de memoria y
aprendizaje (Balcar, 2002). Alteraciones en las concentraciones de Glu se
han relacionado con diversas patologias neurolégicas como la epilepsia
(Bliss y Collingride, 1993; Carlsson y Carlsson, 1990; Davalos y cols., 2000;
Fonnum, 1984; Maragakis y Rothstein, 2004; Morales-Villagran y cols., 1996;
Morales-Villagran y cols., 2008; Nakanishi, 1992; Turski, 1993).

El Glu participa como un mediador de la informacion sensorial,
coordinacibn motora, emociones y cognicion en las que se incluyen la
consolidacion de la memoria (Siegel y cols., 2006).

El Glu en condiciones normales se encuentra en concentraciones
elevadas en las terminales nerviosas y en bajas concentraciones en el

espacio extracelular (<1uM) (Fonnum, 1984; Cotman y cols., 1987). La



concentracion de Glu en las estructuras de la sustancia gris del cerebro varia
entre 10 y 15 mM/g de tejido, mas que en practicamente otros tejidos del
cuerpo. En la sustancia blanca la concentracion de Glu es de 4-6 mM/g
(Bjgrnary Raymond, 2006).

u -cetoglutarato
NEURONA
GLIA
GDH
AAT + ofras fransaminasa Glutamato
GS
PAG GAD
Glutamina » Glutamato ———— GABA Glutamina

Figura 4. Via metabdlica de Glutamato. GDH (Glutamato deshidrogenasa), AAT
(Aspartato amino-transferasa), GS (Glutamina sintetasa), PAG (Glutaminasa de
fosfato activado) y GAD (Glutamato descarboxilasa) (Schoousboe vy
Waagepetersen, 2006).

La mayoria de las células cerebrales contienen Glu y se puede
encontrar tanto en el citosol como en la mitocondria y de manera regular en
las vesicula sinapticas (Siegel y cols., 2006). El Glu se sintetiza en terminales
pre-sinapticas a partir de glutamina por accién de la glutaminasa y del 2-
oxoglutarato por acciéon de la Glu deshidrogenasa. Se almacena en las
vesiculas por un sistema de transporte altamente especifico que depende de
Mg™™* y del gradiente proténico, se libera en la hendidura sinaptica por fusion
de las vesiculas a la membrana plasmaética dependiendo de Ca*", después
de liberarse se une a receptores ionotropicos 6 metabotropicos que ejercen
efectos excitadores. Posteriormente a su union con receptores se retira de la
hendidura sinaptica, mediante sistemas de transporte presentes en la glia y
neuronas. El Glu que se captura por la glia y se convierte en glutamina

gracias a la glutamina sintetasa y se difunde a través del espacio extracelular
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de regreso a las neuronas. El Glu es responsable de los potenciales post—
singpticos de excitacion rapida en muchas de las sinapsis cerebrales y

cambios en la despolarizacion paraxoénica (Figura 5) (Meldrum, 2000).

2.1.1 Receptores para glutamato

Los receptores a Glu se clasifican en dos categorias: ionotrépicos y
metabotropicos (Tabla 2).

Los receptores ionotrépicos con una estructura en forma de canal que
se abren al unirse el Glu a su sitio de anclaje. Se subdividen en N-metil D-
Aspartato (NMDA), a-amino-3hidroxi-5-metil-4-isoxasol-propionico (AMPA) y
Kainato; estos constan de ensambles heteroméricos de cuatro subunidades
codificadas por genes especificos para cada subunidad, estos canales

conducen iones como Na*, Ca*™ y CI", (Andersen y cols., 2007).

Los receptores metabotropicos asociados o activados por proteinas G
sin formar canal (Siegel y cols., 2006) se dividen en ocho subtipos diferentes
gue van desde mGlul hasta mGIu8 y se subclasifican en tres tipos segun su
secuencia de homologia, perfil farmacol6gico y acoplamiento a su via de
traduccion intracelular; en el grupo | se encuentran mGlul y mGIlu5, en el
grupo Il estdn mGlu2 y mGIu3 y en el grupo Il encontramos a mGlu4, mGlu7
y mGlu8 (Lujan y cols., 2005).
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Tabla 2. Clasificacion de los receptores de Glutamato (Andersen y cols., 2007).

lonotropicos

non-NMDA ADi
NMD 2 Metabotropicos
AMPA  kainato

GluR1 GluR5 NMDAR1 mGluR1 mGluR4
GluR2 GIluR6 NMDARZA mGIluR2 mGIuR5
GIluR3 GIluR7 NMDAR2B mGIuR3  mGIuR7
GluR4 KA1 NMDAR2ZC mGIuURE  mGIluR8
KAZ NMDARZD
NMDAR3

En modelos experimentales animales al sobreactivar los receptores
NMDA (Smolders y cols., 1997) y receptores metabotropicos de Glu
ocasionan una transmisién excitadora exacerbada que puede ser debida a
deficiencias en la recaptura de Glu, esta deficiencia provoca que el NT
escape de la hendidura sinaptica y active otros receptores metabotropicos
presentes en terminales GABAérgicas, que posiblemente dard como
resultado una deficiencia en el control de la inhibiciobn por parte de la
interneurona (Andersen Yy cols., 2007).

2.1.2 Transportadores de Glutamato

Los transportadores de glutamato son proteinas fundamentales para regular
los niveles del neurotransmisor en la hendidura sinaptica y para el buen
funcionamiento de las sinapsis quimicas del SNC. Alguna alteracién en la
estructura ya sea en la dependencia ionica o propiedad del canal compuerta-
ligando CI" del propio transportador por agentes internos 6 externos podria
desencadenar su mal funcionamiento y favorecer el desarrollo de diversas
enfermedades neurologicas, como la epilepsia. Estudios detallados de la
estructura, funcion y participacion de los transportadores de Glu en algunas
enfermedades neuroldgicas podrian ayudar en el futuro a encontrar nuevas
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alternativas terapéuticas a estas afecciones neuroldgicas (Medina-Ceja y
cols., 2008).

Hasta hoy se han identificado cinco transportadores de Glu
denominados GLAST (EAAT1) y GLT-1 (EAAT2); estos transportadores
estan presentes principalmente en los astrocitos, aunque también se han
observado en las neuronas. EAAC1 (EAAT3) se encuentra en las neuronas,
EAAT4 esta presente en las dendritas de células de Purkinje en el cerebelo,
y EAATS se encuentra en la retina (Figura 5) (Arriza y cols., 1994; Arriza y
cols., 1997; Fairman y cols., 1995; Kanai y Hediger, 1992; Pines y cols.,
1992).

Neurona
presinaptica

Glucosa + 02
COz2+ HO0
AAs

Gin + lactato

Astrocito

Astrocito

EAAT3/4
.o (neuronal)
post-sinaptica

Figura 5. Sinapsis glutamatérgicas. Un estimulo nervioso provoca la liberacién de
Glu almacenado en la vesicula sinaptica al espacio extracelular. El Glu liberado
actla sobre sus receptores ionotrépicos y metabotrépicos produciendo la excitacion
de la neurona post-sinaptica. Después de su accion sinaptica el Glu es capturado
por transportadores localizados en las neuronas y los astrocitos, finalizando asi la
actividad de la sinapsis excitadora y manteniendo bajas las concentraciones
extracelulares de Glu. (Glu) Glutamato, (EAAT) Transportadores de aminoacidos
excitadores (GIn) Glutamina, (mGlu-R) receptores metabotrépicos de Glu (VGLUT)
transportadores vesiculares de Glu, (NMDA-R, AMPA-R y KA-R (Kainato))
Receptores ionotropicos de Glu, (GDH) Glutamato deshidrogenasa y (a-KG) a-
cetoglutarato (Bjdrnary Raymond, 2006).
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2.1.3 Papel del Glutamato en la epilepsia

Concentraciones altas de Glu en el espacio extracelular son neurotéxicas.
Los incrementos de Glu al momento de las crisis epilépticas han sido
mostrados en estudios experimentales que utilizan técnicas de microdidlisis y
biosensores electroquimicos, mostrando al Glu como el factor de inicio de las
descargas epileptiformes y propagacion de las crisis en el hipocampo y la CE
debido a cambios en la concentracion del NT (Morales-Villagran y cols.,
2008).

La liberacion excesiva de Glu y sobre todo la estimulacion de sus
receptores se han asociado con varias alteraciones neurologicas que
incluyen la esquizofrenia, la enfermedad de Parkinson y la epilepsia
(Carlsson y Carlsson, 1990; Davalos y cols., 2000; Morales-Villagran y cols.,
1996; Morales-Villagran y cols., 2008; Turski, 1993). Investigaciones
muestran que el Glu es un factor importante en el desarrollo e iniciacién de
las crisis epilépticas (Medina-Ceja y cols., 2000; Pefa y Tapia, 1999; Tapia y
cols., 1999).

2.2 Modelos experimentales para el estudio de la epilepsia

Se han desarrollado modelos experimentales para facilitar la investigacion de
la epilepsia, los cuales se basan principalmente en mimetizar las crisis
epilépticas observadas en el humano. Existen diferentes maneras de inducir
epilepsia en los modelos experimentales: por estimulos quimicos y estimulos
fisicos (Engel y Schwartzkroin, 2006; Fisher, 1989).

Los electrochoques son uno de los modelos por estimulos fisicos mas
utilizados, consiste en la aplicacion de corrientes eléctricas por medio de
electrodos en regiones cerebrales y permite la apertura de canales

dependientes de voltaje produciendo una mayor actividad neural y crisis
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convulsivas. La estimulacion eléctrica se realiza con diferentes voltajes
dependiendo la finalidad del investigador 6 para tratamientos en pacientes
con patologias neuroldgicas (Zavala-Tecuapetla y Lopez-Meraz, 2013).

Un modelo experimental por estimulos quimicos es el DL-threo-beta-
benziloxiaspartato (TBOA) el cual es un farmaco derivado de DL-threo-beta-
hidroxiaspartato (THA) que inhibe los transportadores de Glu/Aspartato
dependientes de sodio, el farmaco disminuye la captacion del NT
incrementando la concentracion extracelular de Glu, aumentando la
neurotoxicidad (Montiel y cols., 2005). No muestra actividad en los receptores
metabotropicos (mGlul, mGlu2, mGlu4). Por lo tanto, el TBOA es altamente
selectivo para EAAT por sus siglas en ingles Excitatory Amino Acid
Transporter (EAAT1, EAAT2 y EAAT3) frente a los receptores de Glu
(Shimamoto y cols., 1991).

El efecto toxico depende de la dosis de aplicacion del farmaco y se ha
observado que en el hipocampo y el cuerpo estriado de la rata, aumenta las
concentraciones de Glu y Aspartato notablemente y con ello la muerte

neuronal en la regién CA1 (Montiel y cols., 2005).

2.3Técnicas para medir neurotransmisores

La cuantificacién de los neurotransmisores se lleva a cabo por diversas
metodologias, con la finalidad de conocer lo que sucede en desordenes
neuronales como la epilepsia, se ha utilizado principalmente la técnica de
cromatografia liquida y procesos enzimaticos, los cuales permiten cuantificar

NT’s a partir de la colecta del NT por microdialisis.
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La cromotografia liquida de alta resolucién acoplada a la colecta por
microdialisis (MD) es una técnica para cuantificar las concentraciones de las
moléculas bioldgicas y otras sustancias tanto in vivo como in vitro (Figura 6)
(Bourne, 2003). La microdialisis cerebral (MDC) es un método que utiliza un
sistema cerrado, en el cual un tubo fino con una membrana de dialisis en uno
de sus extremos se inserta en una region determinada del encéfalo,
produciéndose una transferencia pasiva de sustancias que cruzan la
membrana de didlisis en virtud de un gradiente de concentracién establecido
entre un liquido de perfusion y el medio extracelular. Esta técnica permite
estimar con exactitud la liberacion de NT’s, sus metabolitos y estudiar los
cambios inducidos en ellos por drogas, que pueden perfundirse a través de la
sonda de didlisis o ser administradas por via sistémica, todo ello
encontrandose el animal en libre movimiento (Ault y cols., 1994; Bito y cols.,
1966; Revuelto-Rey y cols., 2012).

El desarrollo de microcolumnas para cromatografia ha hecho posible
la separacion de ciertos NT’s en volumenes minimos de fluidos bioldgicos,
particularmente en el caso de las monoaminas, ya que por las dimensiones
de estas columnas y el alto grado de eficiencia de separacion, se ha logrado
alcanzar un nivel de sensibilidad molar, suficiente para determinar la
concentracion de estos compuestos mediante deteccion electroquimica en
una sola célula (Cooper y cols., 1992).

En la mayoria de las investigaciones, la técnica de cuantificacion
empleada es la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) por sus
siglas en ingles “High Performance Liquid Chromatography”, esta puede ser
automatica y en unos minutos obtener resultados, determinando la
concentracion de los compuestos mediante deteccion electroquimica
(Cooper y cols., 1992).

Con esta herramienta, se ha logrado medir una variedad de
neurotransmisores, entre los que destacan la serotonina, las catecolaminas,
y al menos cinco aminoacidos diferentes (Gilman y Ewing, 1995; Lillard y
cols., 1996; Parrot y cols., 2004; Parpura y cols., 1998).
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Tanto las técnicas de microdidlisis como las de cromatografia
restringen la dinamica experimental (Sim y cols., 2006) y la limitante de
velocidad de muestreo (entre 3 y 10 minutos), la precision de la deteccion del
volumen muerto, que indica la diferencia entre el tiempo en el que ocurren
las alteraciones bioquimicas en la sonda insertada en el cerebro y el tiempo
que tardan las moléculas en llegar al lugar donde se colecta la muestra para
lograr la correlacion de eventos neuroquimicos con la actividad
electroencefalogréafica (Wilson y cols., 1996). Para un estudio eficiente de los
eventos neuroquimicos rapidos se requiere una técnica que facilite la

cuantificacion en una escala de segundos.

BOMBA | DETECTOR } | REGISTRADOR

columna

Cromatograma

Bomba de infusion

Fase méwl

Figura 6. Esquema general del sistema de microdialisis y del sistema de deteccion
por HPLC (Ault y cols., 1994).
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2.3.1 Técnica enzimatica

Esta técnica nos permite tener una especificidad que es proporcionada por
accion enzimética, la cual actia sobre el NT de interés, asi como el alto
rango de sensibilidad y una cuantificacion rapida. Morales-Villagran y
colaboradores (2008) por medio de una deteccibn electroquimica,
identificaron NT’s excitadores (Glu y Ach) utilizando enzimas fijadas en
biosensores que posteriormente se insertaban en el cerebro de la rata que se
encontraba en libre movimiento. Para lograr la degradacion del
neurotransmisor y generar un agente que proporcione fluorescencia, es

necesaria la implementacién de un reactor enzimatico.

2.3.1.1 Amplex Red

El kit de Amplex Red para la medicion de Acido Glutamico/Glutamato
Oxidasa proporciona un método ultrasensible para la deteccion continua de
Glu 6 para monitorear la actividad oxidasa en un lector de microplacas de
fluorescencia o fluorémetro. En el ensayo, el 4cido L-glutamico se oxida por
la glutamato oxidasa (GluOx) para producir a-cetoglutarato, NH3 y H,O,. Las
enzimas L-alanina transaminasa y L-glutamato-piruvato se incluyen en la
reaccion para regenerar el acido L-glutAmico por transaminacion del a-
cetoglutarato, lo que resulta en mdltiples ciclos de la reaccion inicial y una
amplificacion significativa del H,O, producido. El peréxido de hidrégeno
reacciona con el 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina (Amplex Red) en una
relacion estequiométrica 1:1 la reaccion catalizada por la peroxidasa de
rabano (HRP) genera el producto altamente fluorescente, resorufina
(Mohanty y cols., 1997; Wakayama y cols., 1997).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Glu es el neurotransmisor excitador por excelencia en el SNC de los
mamiferos y juega un papel muy importante en diversos procesos fisiolégicos
del sistema nervioso como el desarrollo de la plasticidad, la memoria y el
aprendizaje. La liberacion excesiva de Glu ha sido asociada con epilepsia y
convulsiones, por lo que es importante monitorear los cambios de las
concentraciones extracelulares cerebrales de Glu, en condiciones normales y
patolégicas, en tiempo real. Algunos estudios de microdialisis asociados con
cromatografia han demostrado un aumento en los niveles de Glu durante las
convulsiones tanto en humanos como en diferentes modelos de epilepsia, sin
embargo, con la técnica de cromatografia resulta dificil correlacionar la
actividad eléctrica con la actividad bioquimica del cerebro, aunque la
actividad electrofisiolégica se pueden medir con un alto grado de resolucion
temporal y en tiempo real, los eventos bioquimicos aun no se han logrado
determinar con tal resolucion. Por lo tanto, es necesario obtener resultados
con una resolucién temporal en milisegundos de los eventos bioquimicos
para poder asociarlos con una actividad eléctrica y asi tener datos mas

reales de las concentraciones de Glu durante crisis convulsivas.
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4. JUSTIFICACION

Debido al papel que desempefia el Glu en el desarrollo de la epilepsia, es
importante conocer en que concentraciones se libera éste NT durante la
actividad cerebral normal 6 durante una alteracién patolégica, tal como la
actividad epileptiforme. Una de las metodologias mas utilizadas para la
cuantificacion de dicho NT es la técnica de microdidlisis acoplada a los
sistemas de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) con
deteccién electroquimica y fluorescente. Sin embargo, ésta técnica suele ser
muy costosa ademas de necesitar volimenes grandes de muestra para
analizar la molécula de interés, y las colectas se realizan en minutos. Por lo
que, es importante contar con una metodologia que permita cuantificar Glu
en tiempo real, ademas permite acoplar un registro electroencefalografico y

de menor costo.
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5. HIPOTESIS

La cuantificacion de Glu en tiempo real mediante reacciones enziméticas
proporcionara informacion de las alteraciones en las concentraciones
extracelulares de Glu obtenido del dializado de hipocampo en ratas macho

adultas con estimulacion eléctrica y administracion de TBOA.
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6. OBJETIVOS

6.1. General

Evaluar las concentraciones extracelulares de Glu en tiempo real durante
administracion de estimulacion eléctrica y TBOA, mediante el uso de un

reactor enzimatico especifico para Glu.

6.2. Especificos

e Determinar la concentracidn extracelular de Glu en ratas con la
aplicacion del farmaco TBOA.

e Determinar la concentracion extracelular de Glu en ratas con
estimulacioén eléctrica.

e Correlacionar la actividad electroencefalografica de animales con
TBOA o estimulacién eléctrica con la concentracion de Glu.

22



7. DIAGRAMA EXPERIEMENTAL

Ratas macho, cepa Wistar,
250-300 gramos

cirugia estereotaxica

Basal

4 Estimulaciones TBOA 10 Estimulaciones
eléctricas (134 mM) eléctncas
400 mA 400 mA

Electrofisioldgico Bioguimico

EEG
{Acgknowledge)

Fluorescencia
_ (Spectra Suite)

Andlisis estadistico
(Prisma)
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Animales

Se utilizaron 7 ratas macho de la cepa Wistar (Rattus norvergicus), de 3
meses con un peso de 250-300 gramos, se mantuvieron en condiciones
controladas de temperatura (22 + 2°C), humedad relativa del 21% vy
mantenidas con ciclos de luz/obscuridad 12:12 horas, alimentadas con una
dieta balanceada para roedores y con libre acceso al agua. Todos los
experimentos se realizaron con el mayor cuidado para evitar el sufrimiento de
los animales, bajo la ley general de salud del reglamento interior de la

comision interinstitucional de investigacion en salud, 2002, México, DF.

8.2 Cirugia estereotaxica

Los animales se anestesiaron con una mezcla de isoflurano en Oy; y se
sujetaron en un marco estereotaxico con la barra de incisivos posicionada a -
3.3 mm. Se fij6 una canula guia para la membrana de microdialisis (CMA3)
de 3 mm (CMA Microdialysis AB) en el hipocampo en la region CA3 de
acuerdo a las coordenadas en mm: -4.80 Antero Posterior (AP), -5.2 Lateral
(L) y -5.0 Ventral (V) de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1997). Se
implantaron 4 electrodos superficiales en corteza frontal izquierda y derecha.
Dos electrodos de tungsteno se utilizaron para la estimulacion eléctrica
(frecuencia 100 Hz, duracién 2.5 ms y retardo de 1.0 ms) y se implantaron en
Corteza Entorrinal (CE) de acuerdo a las coordenadas en mm: -5.2 Antero
Posterior (AP), -7 Lateral (L) y — 2.5 Ventral (V). Se soldaron todos los
electrodos a un conector para obtener el registro electroencefalogréafico
(EEG). Todos los elementos utilizados en la cirugia se fijaron con acrilico

dental, el cual se adhiere y seca con facilidad al craneo de la rata para tapar
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todos los electrodos (Figura 7). Una vez terminada la cirugia, se retir6 la
anestesia. La rata permanecid en observacién durante 2 dias para su
recuperacion total de la cirugia. Pasado este lapso de tiempo, se conecto
una manguera a la entrada de la sonda de microdialisis y se conecto el otro
extremo a una jeringa de vidrio de 1 ml colocada en una bomba de infusion
electronica digital Model: Fusion 200 (Chemyx Inc) la cual tenia un flujo de
2.5 yl/min. En la salida de la sonda de microdialisis se coloc6 una manguera,
la cual permanecié conectada a otra bomba electronica disminuyendo la

presion en el sistema (push-pull microdialisis) y se dej6é durante dos horas en

recuperacion.

*) | (B)

Figura 7. Cirugia estereotéxica. (A) Implantacion de electrodos segun las
coordenadas del atlas de Paxinos y Watson. (B) Pines para el registro EEG y canula
guia para microdidlisis.
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8.3 Preparacion del reactor enzimatico, calibracion y cuantificacion
de Glu

Para determinar la concentracion de las muestras obtenidas se utilizd un
reactor especifico para Glu. El reactor enzimatico es especifico para la
medicion de Glu por fluorescencia. Los componentes son los que aparecen

en el Tabla 3.
Tabla 3. Concentraciones del reactor enzimatico.
Peroxidasa de rabano (HRP) 1 U/ml
Glutamato oxidasa (GluOx) 0.5 U/ml
Amplex Red 200 pM
L-Glutamato piruvato transaminasa (GPT) 0.25 U/ml
L- Alanina 200 uM
Amortiguador de fosfatos de Na pH 7.4 100 mM

El reactor enzimatico se prepard cada vez que se cuantific6. Para
determinar la efectividad y sensibilidad del método, se realizaron curvas de
calibracion con diferentes concentraciones de Glu (50, 100, 200 y 500 uM)
las cuales fueron cuantificadas por fluorescencia.

La reaccion enzimatica se llevo a cabo dentro de una fibra hueca, la
cual se encuentra adherida a una placa reguladora de temperatura, con una
temperatura controlada de 38°C para permitir el desarrollo de la reaccién, la
solucion que fluye tanto del dializado y el reactor enzimético se hace pasar a
través de una celda de florescencia en donde se encuentra una fibra Optica
que conduce el haz de excitacion de manera continua, el haz de luz se
genera con un modulo laser y se lleva a la celda de fluorescencia a través de
una fibra Optica, perpendicular a esta se posiciona una segunda fibra que
recogera la luz emitida después de la excitacién (emision a 590 nm).Para la
medicion de la fluorescencia fue necesario un detector CCD (canal de carga
acoplado) USB 4000 (OceanOptics).
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8.4 Determinacion del volumen muerto

Para realizar la correlacion de las concentraciones de Glu y la actividad EEG
es necesario calcular el tiempo en que tarda en pasar la solucion de la
recuperacion de la membrana a través del dispositivo y hasta que llega a la
celda de fluorescencia. El célculo del tiempo muerto fue efectuado de
manera empirica y a la velocidad de flujo con el cual se realiza todo el

proceso experimental.

8.5 Analisis bioquimico y registro EEG

El procedimiento se dividié en cuatro fases y en todas las fases se realizo el

registro EEG y de fluorescencia.

1. Registro del periodo basal: Se cuantifico durante 20 min, esto con la
finalidad de obtener un valor de referencia.

2. Aplicacién de estimulaciones eléctricas: Se aplicaron 5 descargas
eléctricas comenzando con 400 microamperios de corriente y se
incrementd dependiendo de la resistencia del sujeto experimental con
el estimulador S88X GRASS (Astro-Med, Inc), la duracién de cada
estimulo fue de 2 segundos en intervalos de 5 min cada uno, con un
retardo de 0.001 seg, el pulso fue monofasico con una duracién de
0.0025 seg y una frecuencia de 200 Hz.

3. Aplicacién del farmaco TBOA: Posterior a la aplicacion de estimulos
eléctricos y 10 min de recuperacion de la rata, se administro el
farmaco TBOA 1.34 mM con un flujo de 0.0025 ml/min durante 10 min.

4. Aplicacion de estimulaciones eléctricas: Se aplicaron 10 descargas

eléctricas de igual manera que las aplicadas antes del farmaco.
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Los registros EEG se llevaron a cabo con un poligrafo marca Grass
J79, registrando cuatro canales con una ventana de filtros de 0.1 Hz en baja
y a 3.0 Hz en alta frecuencia, respectivamente. Los datos se capturaron en
una computadora (I Mac) con el sistema de analisis MP150 y en el Sofware
Acgknowledge. Los parametros evaluados fueron frecuencia y amplitud de

las descargas epileptiformes.

8.6 Analisis estadistico

Los datos se muestran como la media, desviacion estandar y error estandar.
Las diferencias estadisticas entre las medias se obtuvieron por ANOVA de
una via para disefios de grupos relacionados y la prueba de Dunnet, a través
del programa de computo GraphPadPrism. Se consideraron significativas las

diferencias con una p<0.05.

28



9. RESULTADOS

En el presente trabajo se realizo la cuantificacion del neurotransmisor Glu
cercana al tiempo real con una resolucion temporal de 200 milisegundos
durante la actividad epileptiforme producida por la aplicacion de
estimulaciones eléctricas en CE y la aplicacion del farmaco TBOA 1.34 mM
en el hipocampo de rata macho adulta. No se agregd un grupo control,
debido a que se determiné la concentracién basal del Glu durante los
primeros 20 minutos y con una recuperacion del animal de al menos cuatro
horas, debido a que el dafio producido por la canula guia y la colocacion del

conector al poligrafo incrementa los niveles de la concentracion del NT.

9.1 Cambios en la concentracién de Glu y correlacién de la actividad
EEG

La cuantificacion de Glu con el software de Spectra Suite fue por medio de
unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF). EI calculo de Ilas
concentraciones se realiz6 con la comparacion de las curvas de calibracién
que se hicieron media hora antes de cada experimento (Figura 8). La
cuantificacion de las concentraciones de Glu se reporta en unidades
micromolares (UM).

Se realizé el registro durante 20 minutos para obtener el valor basal,
posteriormente se aplicaron cinco estimulos eléctricos en la CE, y después
se administré el farmaco TBOA durante 10 minutos en CA3 de hipocampo y
finalmente se aplicaron diez estimulos eléctricos. En todos los experimentos
se presentaron resultados similares, ya que se observé un aumento en las
unidades de fluorescencia durante la aplicacion de los diferentes

tratamientos (Figura 9).
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Figura 8. Curva de calibraciéon de Glutamico. (1) Basal, (2) 50 uM, (3) 100 uM, (4)
200 uM, (5) 500 uM. En la esquina superior derecha se encuentra la grafica de
regresion lineal con una r’= 0.9985.
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Figura 9. Curso temporal de la cuantificacion de Glu en unidades arbitrarias de
fluorescencia (UAF) en los siete experimentos. (B) tiempo basal, (T) administracion
de TBOA en hipocampo, (E) primeras estimulaciones eléctricas en la CE, (EP)
estimulaciones eléctricas posteriores al TBOA (i= 400 pA, t= 2 seq).
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Los estimulos eléctricos produjeron cambios no significativos en la
concentracion de Glu con respecto al valor de la basal (2.23 = 0.18 uM)
mientras que la administracion del inhibidor de los transportadores de Glu
(TBOA) facilito el incremento en la concentracion extracelular del
neurotransmisor Glu (191.07 + 16.08 uM), los estimulos eléctricos aplicados
posteriores a la administracion del farmaco mostraron un incremento
significativo (74.7 £ 0.329 uM) pero menor a los incrementos por la acciéon

del farmaco (Figura 10).
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Figura 10. Experimento representativo de las concentraciones de Glu observadas
en CA3 de Hipocampo. B, tiempo basal, a) estimulaciones anteriores al TBOA, E1-
E5. b) incremento méas significativo de Glu con la aplicacion de TBOA (T), c)
estimulaciones eléctricas posteriores al TBOA, EP1-EP10, * p<0.05 (i= 400 pA, t= 2

seq).
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La administracion de TBOA 1.3 mM como la aplicacion de los
estimulos posteriores a su aplicacibn mostraron una diferencia significativa

(p<0.05) con respecto a la basal (Figura 11).
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Figura 11. Promedio de las concentraciones mM de Glu observadas en CA3 de
Hipocampo, (B) Basal, (E) estimulos eléctricos, (T) administracién de TBOA y (EP)
estimulos posteriores al farmaco (i= 400 pA, t= 2 seg) (n=7).
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La actividad eléctrica basal de los sujetos experimentales mostré una
amplitud y frecuencia baja, mientras que al administrar el farmaco TBOA
1mM se presento actividad de alta frecuencia y amplitud de la onda. En los
animales estudiados se observaron descargas de amplitud y frecuencia alta,
asociandose con los cambios en la concentracién de Glu (Figura 12).
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1 min

Figura 12.Experimento representativo del curso temporal de la concentracion de
Glu en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) y registro EEG en el hipocampo.
En donde 1 representa la Basal, 2 estimulos eléctricos, 3 administracion de TBOA y
4 los estimulos posteriores a la administracion del farmaco (i=400 pA, t=2 seg). (A)
Unidades arbitrarias de fluorescencia de Glu cada 200 milisegundos. Los
incrementos mas significativos fueron durante la administracion de TBOA vy la
aplicacion de los estimulos posteriores a la administracion del farmaco (i= 400 pA, t=
2 seq). (B) Trazos del registro EEG en el hipocampo correspondientes a cada
numero sefialado en la figura A. Durante la administracion de TBOA y los estimulos
posteriores al farmaco, se observaron descargas epileptiformes que corresponden a
los incrementos de Glu observados en (A).
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Los niveles méaximos encontrados en la frecuencia de la actividad
eléctrica registrados fueron: en CE (4.33 £ 0.54 Hz) e hipocampo (4.16 + 0.41
Hz) durante la administracion de TBOA (1.3 mM) y la aplicacion de estimulos
posteriores a la administracion del farmaco con respecto a la basal (1.5 Hz +
0) en CE (3.5 £ 0.35 Hz) e hipocampo (3.16 + 0.198 Hz) (Figura 13).

Los niveles maximos encontrados en la amplitud de la actividad
eléctrica fueron: durante la aplicaciéon de TBOA (1.3 mM) en CE (1655.75 +
175.42 nV) e hipocampo (2021.55 + 150.15 pV) y los estimulos posteriores a
la administracion de farmaco con respecto a la basal (451.50 + 2.234 uV) en

hipocampo (1267.04 + 84.2 uV) y CE (1161.74 + 83.45 uV) (Figura 13).
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Figura 13. Frecuencia y amplitud registrada con los diferentes protocolos utilizados.
p<0.05 (*) (B) Basal (E) estimulos eléctricos, (T) TBOA y (EP) estimulos posteriores
al farmaco (CE) cambios de frecuencia y amplitud en CE, (HIP) cambios en la
frecuencia y amplitud de hipocampo.

Con estos resultados se demuestra que los incrementos en las
concentraciones mM de Glu se pueden relacionar con la actividad eléctrica

inducida por estimulacion eléctrica y la administracion del farmaco TBOA.
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10. DISCUSION

Para poder determinar y comprender las modificaciones bioguimicas o
neuroguimicas que se presentan en las crisis epilépticas es necesario utilizar
herramientas metodoldgicas que faciliten la cuantificacion directa de los NT’s
en regiones especificas del cerebro, como el hipocampo, donde se pueda
registrar los cambios en las concentraciones extracelulares del NT de interés
(Glu) durante la actividad epileptiforme (During y Spencer, 1993; Medina-
Cejay cols., 2000; Morales-Villagran y Tapia, 1996).

En el presente trabajo se determind la concentracién extracelular de
Glu durante la actividad eléctrica producida tanto por la aplicacion de
estimulos eléctricos en la CE como por la administracion de un inhibidor en la
recaptura de Glu (TBOA), en hipocampo.

Trabajos previos demuestran que la microdidlisis in vivo es una
herramienta eficiente y bien establecida para la cuantificacion de NT’s en
regiones especificas del cerebro tanto en condiciones normales como
patolégicas (Aulty cols., 1994).

Los modelos de epilepsia agudos son de utilidad debido a que
permiten examinar las patologias, en condiciones donde aun no existen
modificaciones cronicas (Sierra-Paredes y cols., 2000). El acoplamiento de la
técnica de microdialisis con reactores enzimaticos nos permite manejar
micro-volimenes y nos muestra una alta resolucion temporal debido a que
no se requiere ninguna etapa de separacion ademas de una alta
especificidad y sensibilidad (Rhemrev-Boom y cols., 2001). Para tratar de
comprender lo que sucede en un proceso epileptogénico, son necesarios los
modelos experimentales de epilepsia, donde se modifique la funcién cerebral
de los animales a través de la administracion de drogas convulsionantes que

produzcan actividad epileptiforme semejante a la epilepsia.
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Morales-Villagran y colaboradores (2008) muestran que la
microdidlisis acoplada a reactores enzimaticos y correlacionados con
registros EEG en ratas proveen datos in vivo con una alta resolucion
temporal de los cambios en las concentraciones de Glu mostrando la
eficiencia de la técnica para la determinacibn de concentraciones

extracelulares de Glu en una escala cercana al tiempo real.

Es importante mencionar que la penetracion de la canula y los
electrodos de estimulacién producen no solo un dafio reversible al tejido sino
también la despolarizacion local y liberacion de NT’s (Obrenovitch y cols.,
1994), por ello los sujetos experimentales tuvieron un tiempo de recuperacion

que les permitiera estar en condiciones lo mas estable posible.

La aplicacion de farmacos, como la 4-aminopiridina (4-AP) producen
cambios de manera inespecifica en la liberacién y concentracién de NT'’s
(Morales-Villagran y Tapia, 1996), asi como actividad epileptiforme y dafio
neuronal (Mora y Tapia, 2005; Pefa y Tapia, 2000; Tapia y cols., 1999).
Morales-Villagran y colaboradores (2008) cuantificaron Glu en ratas macho
despiertas mediante el uso de un biosensor eletroquimico basado en la
produccion de H,O; insertado en hipocampo y acoplado a un registro EEG,
se administré6 4-AP en CE para inducir convulsiones. Observaron una clara
correlacién entre la actividad EEG vy alteraciones extracelulares de Glu en el
inicio de la actividad epileptiforme en el hipocampo y en la terminacién del
experimento, cuando se sacrificaron los animales, sin embargo no se
correlacionaron las concentraciones extracelulares de Glu con todos los
cambios electrofisioldgicos que podrian ser de interés para el mantenimiento
de las convulsiones. En el presente trabajo se muestra un aumento en las
concentraciones de Glu significativa (p<0.05) con respecto al basal asi como
un aumento en la amplitud y frecuencia de la actividad eléctrica producida

por la estimulacién eléctrica.
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Un estudio previo ha demostrado que la inhibicion de los
transportadores de Glu por el TBOA produce un efecto tox ico en el
hipocampo y el cuerpo estriado de la rata, esto debido a los aumentos
notables en la concentracion de Glu ademas de muerte neural de CAl, sin
embargo no se observaron cambios en el registro EEG (Montiel y cols.,
2005), mientras que en el presente estudio se muestra que la administracion
de TBOA produce un incremento en la concentracion extracelular de Glu
(167.07 uM), asi como un aumento en la amplitud y frecuencia del registro
EEG.

En el presente trabajo, los cambios observados en la actividad
eléctrica debidos a la inhibicion de los transportadores de Glu por la
administracion de TBOA, son el reflejo del aumento en la concentracién
extracelular de Glu y la estimulacién eléctrica en CE lo cual produce actividad
eléctrica de alta amplitud y frecuencia, estableciendo una correlacion entre

los cambios neuroquimicos y con la actividad eléctrica.

El incremento de las concentraciones extracelulares de Glu, el NT
excitador por excelencia en mamiferos, esta involucrado en las crisis
epilépticas segun lo demuestran varios trabajos (Medina-Ceja y cols., 2000;
Scimemi y cols., 2006). La alta concentracién de Glu potencializa la actividad
singptica e incrementa la amplitud de los potenciales post-sinapticos
excitadores, su propagaciéon a otras regiones puede producir descargas
ritmicas con el consecuente incrementdé en la frecuencia. EI fenomeno
anteriormente mencionado lo observamos durante la administracion de
TBOA, que provoco el incremento en la concentracion extracelular de Glu en
el hipocampo, asi como durante la aplicacion de los estimulos posteriores a

la administracion del farmaco.

40



La determinacion de la concentracion extracelular de Glu con una
técnica de alta resolucion temporal y que permita el registro EEG facilita la
comprension de la participacion de los sistemas de neurotransmision durante
la actividad eléctrica, lo cual permitird ampliar el conocimiento sobre esta
relacion. La metodologia que aqui se presenta, posee una alta resolucion
temporal, alta especificidad y contribuird sin duda alguna a un mejor
conocimiento de la neurotransmision quimica durante la hiperexcitabilidad

neuronal.
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11. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede considerar que al menos en
este trabajo donde se aplican estimulos eléctricos y la administracion del
inhibidor de los transportadores de Glu, el TBOA, se incrementd la
concentracion extracelular de Glu en el hipocampo (CA3) y puede
relacionarse con un incremento en la amplitud y frecuencia de la actividad

eléctrica.

El acoplamiento de la técnica de microdialisis con el uso de un reactor
enzimatico permite cuantificar el NT de interés con una alta resolucion
temporal, sensibilidad y especificidad. La resolucion temporal es de 200
milisegundos. El presente dispositivo de medicion permite conocer mejor los
cambios bioquimicos en relacion a los eventos electrofisolégicos observados

durante la aplicacion de estimulos eléctricos o bioquimicos.
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