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RESUMEN.

La epilepsia es una de las alteraciones neuroldgicas mdas comunes en la
especie humana, y es causadas por un desbalance entre los sistemas de
neurotransmision excitadores e inhibidores, a favor de los primeros. Se ha propuesto
gue en el fendmeno epiléptico participan varios neurctransmisores, dependiendo del
tipo particular de crisis que se considere, En este frabajo, se utilizd un modeio de crisis
tonico-clonico generalizadas para estudiar la participacidon de los aminodacidos
excitadores y de las catecolaminas durante el inicio de las crisis inducidas con 4-
aminoplridina en la corteza motora derecha, vy durante la piopagacién de la
hiperexcitabilidad a la corteza motora contralateral, Se utilizaron ratas Wistar, a las
cuales se les implantaron un par de sondas para microdidlisis que lievaban adheridos
electrodos bipolares, Tanto las sondas como los electrodos se conectaron a una torre
de didlisis disefada especiaimente, que permite monitorear las concentraciones
extracelulares de neurotransmisores y obtener el registro EEG de manera simultdnea.
En la zona de infusidn (corteza motora derecha) se observaron incrementos en las
concentraciones de Glu (4 veces con respecto a su basal), de NE (2.4 veces con
respecto a su basal), VMA (1 vez con respcto a su basal) y DA (15 veces con respecto
a su basal), todos durante los primeros 15 minutos de infusién de la droga. En la corteza
confralateral (izquierda) también se observaron incrementos de 1os mismos
compuestos, entre 40 y 75 minutos después del inicio de la infusidn de 4-AP, El registro
EEG de la corteza de infusion presentd caracteristicas de hiperexcitabilidad que
iniciaron durante los primeros 15 minutes de infusidn, mientras que en la corteza
contralateral éstas caracteristicas se presentaron 30 min. después aproximadamente.
Probablemente el exceso de glutamato y catecolaminas en el tejido cerebral durante
los primeros 15 min. de infusidon de fa droga se deba @ una accidn directa de la 4-AP
sobre las terminales glutamateérgicas y catecolaminérgicas presentes en la corfeza de
infusidon. Una vez en el espacio extracelular, el Glu podria actuar como agente
activador de las descargas epileptiformes, que se proyectan hasta el darea
conTraEdTeroI, mientras que los catecolaminas liberadas podrian estar apoyando g
propagacion de las descargas, a fravés de la activacion de receptores B-adrengrgicos
y Dl-dopaminérgicos en la corteza cerebral, aungue no se descarta la funcion
protectora contra las crisis de ambos neurotransmisores debido a la presencia de
receptores a-adrenérgicos y D2-dopaminérgicos en la misma zona.



ABSTRACT

The epilepsy is one of the most common neurclogical disease in the human
specie, and it's due to an inbalance between the excitatory and inhibitory
neurotransmission systems. It has been proposed that a variety of neurotransmitters
participate in the epileptic phenomenon, depending on the particular type of
seizure. In this work, we used a model of generalizated tonic-clonic convulsios in
order to study the role of excitatory aminoacids and catecholamines during the
seizure induced by 4-aminopyridine in the tfight motor cerebral cortex, and during
the propagation of hiperexcitabllity fo contralateral motor cerebral cortex. Adult
wistar rats were used, and were implanied with a pair of microdialysis probes with
bipolar electrodes adhered to them, Both probes and electrodes were connected
to a specially designed dialysis tower, in order to monitor the extracellular
concentration of neurotransmitters, and obtain simultaneously the EEG record. In
the infusion cortex of 4-AP, (right motor cortex) we observed increases in the
concentration of some neurotransmitters with respect to the basal value: Glu (4
times), NE (2.4 veces), VMA (one time), and DA (15 times); all increases were
cbserved during the first 15 min after drug infusion. In the contralateral cortex (left),
other increases were observed with the same compounds, between 60-75 min after
the infusion of 4-AP. In the infusion cortex, The EEG record presents characteristics of
hiperexcitability, that begin within the first 15 min of infusion, while in the
contralateral cortex, these characteristics were present aproximately 30 min later.
Probably the excess of Glu and Catecholamines in the cerebral tissue during the first
15 min after diug infusion is due to direct action of 4-AP on the glutamatergic and
catecholaminergic terminals presents in the infusion cortex. Once in the extracelular
space, the Glu could act as an activator agent of epileptiform discharges, wich
fravel to the contralateral areq, while the catecholamines could support the
propagation of the discharges throught p-adrenergic and Dl1-dopaminergic
receptors activation in the cerebral cortex. The presence of a-adrenergic and D1-

dopaminergic receptors in the same zone, should not discard the anticonvulsant
action of NE and DA,
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INTRODUCCION

La especie humana ha manifestado desde sus inicios, un interés
especial por su cerebio, por el hecho de que de éste surgen las habilidades
necesarias para transformar el ambiente a su conveniencia, o que le ha
permitido adaptarse a casi cualquier entorno terresire, y aun saiir del planeta
para buscar colonizar otros mundos. Del cerebro surge pues la inteligencia del
hombre, que lo aparta de las demds especies animales, situandolo en una
escala superiof.

Los estudios antropoldgicos de crdneos humanos que se han
encontrado en varias regiones del mundo evidencian que los hombres primitivos
sabfan que la regién de la cabeza desempenaba un papel importante en el
comportamiento. Los seres primitivos creian gue los demonios y espiritus malignos
podian tomar posesidn de un individuo, vy ta practica de la trepanacion
craneana (practica comun en la mayoria de Ias culturas primitivas) constituia un
método que, combinado con el exorcismo religioso, estaba destinado a liberar
el espiritu del paciente. Fueron tat vez 1os egipcios quienes iniciaron un estudio
mas racional del cerebro, apartdndolo de creencias religiosas y tratando de
encontrar una retacion del érgano con el comportamiento del hombre. Un
papiro, escrito probablemente 3,500 aifos antes de nuestra era, contiene el
primer registro escrito del cerebro, en el cual, segun James Breasted, quién
tradujo y publicd el documento en 1930, se describe los sintomas, diagndstico vy
prognosis de dos pacientes heridos en la cabezaq, que tienen fractura
compuesta en el hueso (Fig. 1).

Tal vez el primeio en disecar un cerebro humano fue el grego
Alcmedn, contempordneo de Aristoteles, quién tiatd de adjudicarte funciones a
cada region cerebral, con base a sus observaciones. Para Alcmedn, todos 10s
seres, incluldos los animales, podian experimentar sensaciones, pero solo los
hombies eran capaces de reunirlas para formar ideas: el cerebro era la sede de
esta facultad, El persongje que mas influyd en la época antigua sobre este termna
fué el médico griego Galeno, quien creia gque sustancias guimicas que él
denominaba "humores corporales' (la flema, 1a sangre, la bilis negra y amarilla) se



Fig.1:Papiro egipcio gue contfiene la primera referencia escrita al cerebro, (Fuente:
"The Edwin Smith Surgical Papirus®, Vol 2, The University of Chicago Press,
Chicago. 1930).



combinaban en el corazdén con el pneumna, palabra griega que designa lo mas
sutil y espiritual que hay en el individuo: su mente, Estos fluidos penetraban en el
cerebro a través de una red de tubos muy delgados que €l habia vislumbrado
en la base del cerebro, y a la que denomind rete mirabile, o red admirable. La
redistribucion de los fluidos estaba a caigo del cerebro, que los reenviaba a los
nervios para producir los comportamientos,

En la Nueva Espafna, se registra en la "Historia General de las cosas de
la Nueva Espafna", escrita por Fray Bernardino de Sahagun! la creencia de 1os
mexicanos antiguos de que los "centros mayores' del cuerpo eran la parte
superior de la cabeza, el higado y el corazdn. Se distinguia el ceiebro
(cuanepantla, cuatexili o cuayallofly de sus envolturas, las meninges

(cuatexquimiliuhcayotf). El investigador Lépez Austin2 refiiéndose a los antiguos
nahuas, escribe:

"De las regiones del cuerpo, es la cabeza la que recibe las mas
variadas atribuciones, entie las que destacan la correspondencia
cosmica, la capacidad de raciocinio, es regidn de comunicacion,

centro de relacion con la sociedad y con el cosmos, punto en el que
afloia la vida interna....”

Fue hasta el siglo XVIl, cuando ya la anatomia se habla convertido en
una disciplina universitara respetada, cuando algunos medicos comenzaron a
describir casos clinicos de lesiones cerebrales o de tumores, dandose cuenta de
gue algunacs lesiones o enfermedades del cerebro parecian relacionarse con
sintomas especificos, 1o que llevaba a la conclusién de que las areas cerebrales
danadas eran las que de alguna manera controlaban los comportamientos
afectados. No pasé mucho liempo para que algunos espiritus audaces
comenzaran a tratar de reproducir esos sintomas en animales de
experimentacion, tfratando de crear en ellos lesiones parecidas a las observadas
en los pacientes humanos. Habian nacido las neurociencias experimentales.



Los primeros investigadores dedicados a las neurociencias frataban
de encontrar explicaciones racionales para las enfermedades que se sabia
tenian su origen en el ceiebro, despojandolas de las creencias y temores
populares gque las ligaban con espiritus y demonios. Entre las enfermedades que
se originan en el Sistema Nervioso y que puede afectar a individuos de cualguier
edad, ninguna es tan espectacular como la epilepsia, de la cual el filosofo
griego Hipdcrates? escribia

“esta enfermedad no me parece mdas sagrada ni mas divinag gue 1as
otras, sino gqué tiene la misma naturaleza que el resto de las
enfermedades, y por origen las mismas causas gue cada una de
ellas, Los hombres le han atribuido una causa divina por Ignorancia y

por el asombro que les inspira, pues no se parece a las
enfermedades ordinarias”

Hipdcrates postuld que las causas que producian esta enfermedad se
asentaban en procesos propios del cerebro

Epilepsia.

El t&rmino epllepsia no designa una enfermedad en ta definicidn tipica
de la palabra, sino que se refiere a un conjunto de manifestaciones clinicas cuya
caracteristica unificadora es Ia ocurrencia repetitiva de una variedad de
anocrmalidades motoras y/o del comportamiento, conocidas comunmente
como crisis, que se presentan de manerq aparentemente espontdnea durante
la vida del sujeto

En la actualidad, la epilepsia es una de las alteraciones neuroldgicas
que mas afectan a la poblacién humana, y en algunos paises se considera un
verdadero problema de salud publica, tanto por su alta prevalencia e
incidenciaa.b6.7, como por sus consecuencias medicas y sociales. A pesar de los
esfuerzos por desterrar las creencias acerca del cardcter sobrenatural de la
epilepsia, el enfermo epiléptico continda siendo objeto de discriminacién en la



sociedad actual. Entodo el mundo, se calcula que existen aproximadamente 50
millones de peisonas que presentan el mal, de las cuales al menos el 25% sufien
crisis refractarias a las terapias médicas existentess, esto sin considerar a un
grupo de personas que en algin momento de su vida sufren crisis simples o
secundarias a transtornos extracelulares, tales como supresidn sdbita del alcohol,
hipoxia-isquemia, alteraciones electioliticas, infecciones cerebrales y otras
causas?. En México, se considera que aproximadamente el 2% de la poblacién
sufre de algun tipo de epilepsialo,

Etimoldgicamente, la palabra epilepsia deriva del griego
epilanbaneim que significa "ser sobrecogido bruscamente'. Los intentos
modernos de definir Ia epilepsia han causado controversia entre las corrientes
neurologicas, por 1o que en 1973 la Liga Internacional contra la Epllepsia (ILAE) y
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicaron un Diccionario de Epllepsia,
donde se define como "una afeccion cronica de efiologia diversa, que se
caracteriza por crisis recurrentes, debidas a descargas excesivas de las
neuronas, asociadas posteriormente con diversas manifestaciones clinicas vy
paraclinicas

En la practica clinica, se reconocen dos tipos principales de epilepsia
en humanos!!, que son las crisis generalizadas v las crisis parciaies.

Las crisis generalizadas ocurren cuando las descargas neuronales

involucran areas amplias de ambos hemisferios cerebrales. Se han descrito
cuatro subtipos de crisis generalizadas

*

Ausencias, en ocasiones referidas como ‘petit mal”, se caracterizan por la
perdida momentdnea de la conciencia, con o sin movimientos convulsivos.
Electioencefalograficamente, se observan espigas bilaterates, sincrénicas
y actividad de punta-onda en ambos hemisferios. OQcasionalmente estas
manifestaciones se acompanan de un ligero componente ténico o
clonico. Algunas ciisis de ausencia pueden presentar un componente
aténico, en donde el paciente pierde abruptamente el tono muscular,

Pueden ocurir automatismos y/o comportamientos estereotipados
repetitivosi2,



. Ausencias atipicas, ocurren generalmente en pacientes que presentan
retardo mental y del desarrollo. Estos pacientes, en su mayoria niAos,
pueden presentar lapsos de pérdida de la conciencia con algunas
caracteristicas de crisis parciales complejas o de crisis generalizadas
tonico-clénicas, que pueden estar asociadas con componentes atonicos.
Este tipo de crisis se manifiesta electroencefalogrdficamente como
actividad bilateral con ondas compuestas. En ocasiones ésta combinacién
de eventos clinicos y electroencefalogrdficos (EEG) son referidas como
variante Lennox-Gastauti2,

. Crisis miocldnicas, que consisten en contracciones musculares repentinas
rapidas y masivas que producen movimientos de una extremidad o, mas
comunmente, flexién del cuerpo a nivel de la cadera. Durante la infancia
estas crisis se identifican como espasmos infantiles, y pueden ocurrir Cientos

.

Lafi

de ellos en un lapso de 24 horas. %) i
Crisis generalizadas ténico-clénicas, también llamadas ‘grand mal’. sq “i;':;i'
manifiestan por contracciones ritmicas de grupos de musculos, que‘fn \'
provocan movimientos convulsivos. Ocasionalmente, se presenta solo uﬁ
componente, dando lugar a convulsiones ténicas (rigidez de algunos

grupos de musculos) o a convulsiones clénicas (movimientos de flexidn
ritmicos).

Las crisis parciales o focales ocurren cuando las descargas
neuronales iniciales estan localizadas en un area restringida de un hemisferio
cerebral,

Las crisis parciales simples involucran dareas corticales sensoriales o
motoras, y se caracterizan por movimientos convulsivos focales o
alucinaciones, sin pérdida de la conciencia.

Las crisis parciales complejas ocurren cuando la crisis focal se asocia con
perdida de la conciencia. Las crisis parciales simples pueden evolucionar a
crisis parciales complejas, con o sin automatismos, o bien las crisis parciales
complejas pueden presentarse como tales desde el principio. Debido a
que este tipo de crisis suelen originarse en los I6bulos temporales, son



referidas a veces como epilesia del l6bulo temporal o epilepsia
psicomotora. Las crisis parciales simples ¢ complejas pueden evolucionar a
crisis generalizadas ténico-clénicas,

Fisioldgicamente, las crisis son el resultado de una alteracién subita y
transitoria del funcionamiento normal del cerebro, que consiste en la aparicion
de despolarizaciones neuronales excesivas, que originan por un lado descargas
neuronales de alta frecuencia, y por el otro cambios hiperpolarizantes
compensadores que tratan de regular estas descargas. Ademas, durante el
proceso epiléptico hay un reclutamiento anormal de un conglomerado neuronat
al cual se le denomina foco epiléptico, o que origina una hipersincronia de las
descargas neuronales individuales, Asi la despolarizacion/hiperpolarizacion y las
descargas neuronales excesivas e hipersincrénicas son la esencia de la
actividad convulsival3, Las alteraciones conductuales o motoras que se
presentan dependerdn del tipo y localizacién de las neuronas involucradas.

Epilepsiq y sistemas de neurotransmision.

Dada la diversidad de las manifestaciones clinicas vy
electroencefalogrdficas (EEG) de las crisis epilepticas, tanfo en humanos como
en diferentes modelos animales, existe la posibilidad de gue una amplia variedad
de mecanismos etioldgicos y patoldgicos sean responsables de ellas. Si
alteraciones en Ia funcidn de algunos neurotransmisores tienen Influencia sobre
las crisis, no seria sorprendente que diferentes sistermas de neurotransmision
estuvieran involucrados en tipos particulares de crisis. Asi, se vuelve importante
caracterizar las crisis tan exaciamente como sea posible, en cualquier estudio
disefado para examinar la relacién entre neurotransmisores particulares y crisis,

La llegada de un potencial de accién a la terminal presindptica
desencadena una entrada masiva de Ca++ a la célula, que posteriormente
provoca la liberacién hacia el espacio extracelular, de una cantidad dada de
moléculas de neurotransmisores. Una vez liberado, el neurotransmisor se vincula
a receptores postsinGpticos especificos. Segun el cardcter del fransmisor y del



receptor con el cual interactla, la ocupacién de estos receptores dard lugar a
una excitacién o una inhibicién, que se manifiestan como fendmenos elécticos
postsinGpticos llamados potenciales postsindpticos excitadores (PPSE) o
potenciales postsinapticos inhibidores (PPSI).

A través de numerosos estudios realizados con los diferentes modelos
experimentales de epilepsia, se ha propuesto que pueden establecerse algunos
principios bdsicos sobre la neurotransmisién y el fendmeno convulsivo, que son4:
. la epilepsia involucra multiples sistemas de neurotransmision;

. las crisis resultan de un desbalance entre la excitacién y la inhibicidon, en
favor de la excitacion

diferentes tipos de crisis involucran diferentes mecanismos neurogquimicos y
la participacion de diferentes estructuras neuronales

la excitacién extrema asociada con crisis evoca sistemas involucrados en
la plasticidad cerebral, tales como receptores del tipo NMDA, segundos
Mensqjeros y genes.

Modelos experimentales.

El estudio del fendmeno de crisis en humanos esta limitado tanto por
cuestiones éticas como técnicas; sin embargo, estas dificultades se evitan
mediante el uso de modelos animales. De hecho, gran parte del conocimiento
que se tiene sobre |la epilepsia se ha derivado del estudio en estos modelos, que
reproducen patrones de comportamiento, electrogrdficos y patoldgicos
similares a los observados en |as variedades clinicas del sindrome, La ventaja de
estos modelos radica en gue permiten el estudio de los cambios neurcquiMIcos y
fisiologicos relacionados con la iniciacién, desarrollo y término del fendmeno de
crisis, esto en sistemas libres del efecto de las drogas antiepileépticas que se
utilizan para fratar a 1os pacientes humanos. Existen multiples preparaciones tanto
in vitro como in vivo que se utilizan para producir crisis convulsivas, las cuales
deben ser recunentes y episddicas, y asociadas con un patrén
electroencefalografico anormmal, tepetitivo y de alto voltaje, y controlables con



anticonvulsivantes clinicamente efectivos. Hasta ahora, no hay un modelo que
reana todas estas caracteristicas, sin embargo, han permitido un gran avance
en el entendimiento de los procesos cerebrales involucrados en la iniciacion,
propagacion y extincidon de la actividad cerebral convulsiva.
Un modelo de epilepsia experimental se considera "verdadero” cuando
ias alteraciones paroxisticas son espontdneamente recurrentes (como el
modeto del kindiing o la aplicaciéon tépica de cobalfo o crema de alumina en la
coiteza cerebral). La generalidad de los modelos experimentales no presentan
ésta caracteristica, y por lo tanto no son crénicos, por 1o que es mdas apropiado
denominarlos *modelos experimentales de crisis epileptiformes”.
La utilizacidn de los modelos experimentales se ha aplicado bdsicamente

en tres aspectos:

. en el ensayo de drogas anticonvuisivas que pudieran tener valor
terapedtico en la epilepsia humana

. en el estudio de los mecanismos neuronales bdsicos implicados en la
generacién de crisis epilépticas, sean © no convulsivas

. en el estudio de los mecanismos neuronales basicos que en condiciones
normales se relacionan con la regulacion de la excitabilidad neuronalls,

A la fecha existen muchos modelos animales de epilepsia, que
pueden agruparse de |a siguiente maneralé:

Modelos de crisis parciales simples (agudas)
*aplicacion local de penicilina

* estimulacidn eléctrica aguda

*sindrome de abstinencia al GABA

Modelos de crisis parciales simples (cronicas)

* administracién topica de crema de aldmina

* administracién tépica de cobalto, zinc y hierro
*dafo criogénico

* epileptogénesis sistémica focal



Modelos de crisis parciales complejas

* gdministracion de acido kainico

* administracion de toxina tet@nica

* inyeccion de sustancias convulsivantes en el drea tempestas

* produccion de "kindling”

Modelos de crisis ténico-clonicas generalizadas

* produccion de crisis en monos fotosensibles (Papio papio)

* produccidn de crisis por estimulacién auditiva en roedores (RGPE, ratdn E1)

* produccién de crisis por chogue eléctrico

* aplicacién sistémica © intracerebral de compuestos convulsivantes
(pentilentetrazol, bicuculinag, picrotoxing, glutamato monosédico,
4-aminopiriding, efc)

Modelos de ausencia generalizada

* estimulacion taldmica

* administracion sistémica de penicilina

La corteza cerebral.

Existen en el Sistema Nervioso Central (SNC) regiones gue son mas
susceptibles que otras a presentar descargas epileptiformes . entre ellas ésta la
corteza ceiebral, algunas regiones del circuito limbico, el tdlamo, el tallo
cerebral, etc., a diferencia de oftras, tales como el cuerpo estiicdo O el
cerebelo, cuyas neuronas comunmente no son susceptibles de presentar IQ
hipersincronia necesaria para producir un CPD, por lo que no se les considera
como regiones epileptogeénicas.

La corteza cerebral es una capa de células que varia entre 2 y 4 mm de
espesol. La parte de la corteza gue es visible sobre la superficie del cerebro se
denomina neocorteza, porque es la parte que se ha adquirido mds
recientemente en la evolucion, y es el componente mas amplio del cerebro
humano. La parte de la corteza evolutivamente mds antigua se denomina
alocorteza, y se ubica en ia profundidad del I6bulo temporal, Los cuerpos
celulares de las neuronas de la neocorteza presentan una variedad de formas,
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pero en general pueden distinguirse cinco tipos que estan presentes en todas las

regiones corticales (Fig. 2).

« Células piramidales. Estas deben su nombre a la forma de su soma, que
recuerda una pirdmide, cuyo dpice apunta hacia la superficie del cerebro. Su
tamano esta entre 10 y 50 um. Del Gpice de cada pirdmide surge una dendrita
(la dendrita apical) que corre hasta las capas superiores de la cortezq,
haciendo contacto en su camino con varias neuronas. De la base del cuerpo
celular surgen varias dendritas (las dendritas basales) que cursan lateraimente
dentro de la misma capa que contiene al soma. El axdn se origina en la base
del soma, y termina en las capas corticales mas profundas, © entra en la
materia blanca como una fibra de proyeccién, de asociacién o comisural.

» Células estrelladas, también llamadas células granulares, tienen una forma
estrellada o poligonal, con un cuerpo celular de aproximadamente 8 um de
diadmetro. Estas células poseen multiples dendritas ramificadas y un axén
relativamente corto que termina en neuronas cercanas.

+ Células fusiformes, que tienen un eje longitudinal vertical a la superficie
cerebral, y se concentran en capas corticales profundas. Sus dendritas se
originan en los polos del soma, y el axén en la parte inferior del mismo. Este
ulitimo penetra en la materia blanca como una fibra de proyeccion, de
asociacion o comisural.

« Células horizontales de Cajal, que son pequenas células fusiformes horientadas
horizontalmente, que se encuentran en las partes mdas superficiales de la
corteza. En cada extremo de la célula se origina una dendirita, y el axén corre
paralelo a la superficie de la corteza, haciendo contacto con las dendritas de
las celulas piramidales.

» Células de Martinotti, que son pequenas y multipolares, estGn presentes en
todos los niveles de la corteza, Poseen dendritas cortas y su axén se dirige
hacia la superficie de la corteza, terminando generalmente en la capa mas
externa, y originando algunas ramas colaterales cortas en su trayecto,
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Fig. 2: Tipos principales de neuronas coricales. (Fuente: Barr, M. "The
human nervous systerm. An anatomical viewpoint” 3a. Ed. 1979)
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En la neocorteza pueden distinguirse seis capas que se distinguen por
el tipo, densidad y disposicidn de las células gue se encuentran en ellas, y son
(Fig. 3)

o |- capa molecular, es la capa mds superficial, y es donde se establecen gran
cantidad de singpsis entre diferentes neuronas, Consiste de una densa red de
fibras nerviosas orientadas tangencialmente, gue derivan de las dendritas
apicales de las céiulas piramidales y fusiformes, los axones de células
estrelladas, y las células de Martinotti. También hay fibras aferentes

» |- capa granular externa: contiene gran cantidad de peguefias células
piramidales y células estrelladas. Las dendritas de éstas células terminan en Ia
capa molecular y sus axones penetran en capas mas profundas, donde
terminan © contindan hacia la sustancia blanca

» 11l- capa piramidal externa: esta capa estd compuesta por células
piramidales peguenas y medianas, cuyas dendritas apicales se dirigen hacia la
capa molecular y sus axones a la sustancia blanca, a la cual entran como
fioras de proyeccién, de asociacién o comisurales.

+ V- capa gianular interna: compuesta por células estrelladas dispuestas en
forma muy compacta. Hay una gran cantidad de fibras dispuestas
horizontalmente, que colectivamente reciben el nombre de banda externa
de Baillarger

« V- capa piramidal interna: esta capa contiene celulas piramidales grandes y
medianas, asi como algunas celulas estrelladas y células de Maitinotti. En esta
capa también existe un gran ndmero de fibras dispuestas horizontalmente, que
forman la banda interna de Baillarger

« VI- capa multiforme: aungue la mayoria de las células de ésta capa tienen
forma fusiforme, muchas de ellas son pirdmidales modificadas, cuyo cuerpo

celular es triangular u oboide. También pueden encontarse células de
Martinotti
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Fig. 3: Al laminacion corfical tfipica,  8: 1) Idmina extemna v 2) Idmina inteina de
Baillarger. (Fuente: Barr, M. “The human nervous system. An anatomical
viewpoint” 3a. £d., 1979.)
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No todas las dreas corticales presentan una laminacidn de seis capas
(corteza homotipica): existen dreas en donde algunas capas presentan mads
desarrollo que otras, por lo que tienen un patién de laminacion diferente
(corteza heterotipica). De ésta Ultima existen dos tipos bdasicos: el tipo granuloso,
en el cual las capas granulosas [l y IV se encuentran mds desarrolladas que las
capas llly V, de modo gue todas estas capas se fusionan en una sola, poblada
por células predominantemente granulosas gue reclben gran cantidad de fibras
originadas en el tdlamo. Este tipo de corteza encuentra en la cliconvolucion
temporal superior y en partes de la circunvolucidon del hipocampo. En el tipo
agranuloso, por el contrario, 1as capas il y IV se encuentran poco desarrolladas, y
desaparecen fusionandose con las capas llly V, que poseen gran cantidad de
piramides dispuestas de manera compacta, y que dan origen a fibras eferentes
asociadas con la funcién motora. Este tipo de corteza se encuentra en la
circunvolucién precentral y otras Greas del IGbulo frontal.

Por medio de estudios de histologia combinados con registios
neuiofisioldgicos efectuados con microelectrodos, se ha sugerido que la
corteza cerebral estd organizada en unidades verticales de actividad funcional
llamadas columnast?, (Fig. 4) que estan formadas por neuronas de diferentes
tipos involucradas en funciones similares. Se ha sugerido que esias columnas son
la unidad de conexion cortical, pues los experimentos demuestran gue la

mayoria de las células de una columna estdn conectadas con una misma region
cortical ipsi o contralateral (Fig. 5),

La corteza motora primaria (Grea 4 de Brodman) es una region de
corteza heterotipica agranular, en la cual estd ausente la capa granular interna
(capa V), vy la capa V se encuenira poblada por neuronas pirdmidales gigantes
(50-80 um de diadmetro) llamadas células de Betz, cuyos axones cursan por €l
tracto cortico-espinal (via piramidal), constituyendo aproximadamente €l 50% de
los axones de ese tracto. Los axones corticoespinales actdan directamente
sobie neuronas motoras e interneuronas localizadas en la poicion medial del
cueino dorsal del corddn espinal (Fig. 6). Las entradas hacia la corteza motora
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Fig. 4: Esguema de una columna cortical, donde se muestra la capa V. como
principal siic de aferencias y eferencias, (Fuente: Szentagothai, J. "The
neuron network of the cerebral corex a functional interpretation”
Proc.R.Soc.London Ser. B, 1978, 202:219-248)
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Fig. 5. Pincipio general de la conectivdad cofico-corfical enfre ambos
hemisferios. Las conexiones se establecen entre columnas homaologas.
TH: tdlamo. (Fuente: Eccles, J. "The cerebral corex: a theory for iis
operation” En Cerebral Cortex, Vol. 2, Jones and Peters eds. Plenum
Press.)
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Fig. 6: Locdlizacion de la corteza motora primaria y su relacién con la via piramidal.
(Fuente: "Principles of neural science, 3a. Ed. 1991, Kandel, E., Schwatz, J.,
Jesell, T. edts, Eisevier).
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primaria surgen de dareas corticales ipsi y contralaterales, y de dareas
subcorticales, la mayoria con relevo taldmico.
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ANTECEDENTES

Glutamato.

Eccles y sus colaboradores's decubiieron que |os potenciales
postsindpticos excitadores resultan de la apertura de canates i6nicos
permeables a Na+ y K+ activados por neurotransmisores. Las evidencias
farmacologicas sefialan al glutamato (Glu) como el principal neurotransmisor
que activa este tipo de canales en el SNC19.20.21.22,

El Glu es un aminodcido no esencial gue no atraviesa la barrera
hematoencefdlica, por lo que debe ser sintetizado en el cerebro, a partir de
glutamina (Gin), aunque también puede ser sinfetizado a partir de otros
precursores (glucosa, a-cetoglutarato, ormitina)23. Las enzimas que sintetizan
glutamato se localizan tanto en neuronas como en células gliales; en el caso de
las neuronas, el neurofransmisor se sintetiza en el soma de la célula, y
posterioimente se vesicula a través de un proceso dependiente de ATP y Mg++.
La liberaciéon del Glu es principalmente dependiente de Ca++, y una vez en €l
espacio extracelular, puede intergccionar con cualquiera de sus receptores
(Fig. 7).

Existen tres clases de receptores ionotropicos a glutamato, en los
cuales el sitio de unidon a los agonistas vy el canal idnico asociado estan
incorporados en &l mismo complejo macromolecular. Estos receptores estan
formados por cinco subunidades que son distintas para cada tipo de receptor, y

gue no siempre se expresan junias, por lo gue forman un Mosaico de expresion
complejo en el cerebro de la 1atq24.25.26.27.28, (Fig. 8). Se clasifican, de acuerdo a

su respuesta a diferentes agonistas, en 10s tipos N-metil D-Aspartato (NMDA),
Acido propidnico (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPA) y Acido Kainico
(KA). Los receptores AMPA estan distribuidos ampliamente a través del SNC y
parecen mediar la transmision sinaptica rapida; generaimente presentan una
baja permeabilidad a Ca++, y una alta permeabilida a Na+ y K+29, Su accion se
antagonizada selectivamente por 6-nitro-7-sulfamobenzoguinoxili-2,3-diona
(NBQX) y por las diogas pertenecientes al grupo de las 2,3-benzodiazepinas,
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Fig. 8: Subunidades de Jos receptores a Glu, Cada subunidad es codificada por
un gene diferente.
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Los receptores KA son permeables al Na+ y al K+, pero no al Ca++, y
parecen ser imporiantes en procesos de excitotoxicidad. Algunas
combinaciones de subunidades forman un receptor de baja afinidad al KA
(GIURS-GIURY), mientras que otras combinaciones resultan en receptoies que
presentan alta afinidad al mismo agonista (KA1 QKA2) (fig. 9).

Por medio de estudios de unidn de ligandos especificos, se ha
demostrado que tanto AMPA como KA pueden en un momento dado activar al
mismo receptor, aungque con diferente afinidad3o, Actualmente, estos dos tipos
de receptores pueden distinguirse por su sensibilidad caracteristica a dos
drogas: la lectina concavalina A (Con-A) vy la ciclotfiazida3t, Con-A activa a los
receptores KA sin efectos significativos sobre [0s receptores AMPA, mientras que
la ciclotiazida tiene el efecto contrario.

Por otra parte, el receptor NMDA es uno de los receptores mas
complejos, pues se conocen cuando menos seis sitios de union distintos para
ligandos enddgenos, que influencian la probabilidad de apertura del canal
ibnico asociado. Estos consisten de un sitio de reconocimiento para el agonista,
un sitio de reconocimiento para glicina (Gly) y un sitio regulador para poliaminas.
Ademdads, se han identificado sitios de unidn para Mg+, Zn+ y H+ Paia ser
activado, el receptor requiere de la unidon simultdnea de Glu y Gly32 eésta
activacion se inhibe por Mg++ extracelular, que ejerce un blogueo dependiente
del voltaje33d. Otro importante inhibidor enddgeno del receptor NMDA es el pH,
pues la frecuencia de apertura del canal se reduce por la accién de H+, conun
punto medio a pH 7.4 y una supresion casi total a pH 634, La ocupacién del sitio
paia poliaminas disminuye el blogueo ejercido por H+ potenciando asi la
activacion del receptor. Sin embaigo, a concentraciones altas, las poliaminas
actdan sobre un sitio extracelular, inhibiendo la activacion del receptor, también
medianie un blogueo dependiente del voltajes4,

Existe otro grupo de receptores a glutamato relacionados con enzimas
citoplasmicas por medio de proteinas G, lamados receptores metabotrdpicos
(MGIuR). A la fecha, se han clonado 8 MGIUR, que se clasifican en tres grupos de
acuerdo a la similitud de sus secuencias de aminodcidos, a sus propiedades
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Fig. 9: Receptores glutamatergicos: los tipos NMDA y AMPA/KA son receptores
ionoétropicos, cuya activacion permite la entrada de iones al citosol; 1os
tipos MGIUR son receptores metabotropicos, ligados a proteinas G.
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farmacoldgicas y a las vias de transduccién de sehales a las cuales estan

acoplados

. La activacion de ios miembros del grupo | estimula la actividad de
fosfolipasa C especifica de fosfoinositidos (PI-PLC), la activacion de
PI-PLC produce la formacidn de fostato de 1.4,5-inosito (IP3) y diacilglicerol
(DAG), gue posteriormente activardn a cinasas de proteinas. Ademas,
estimula la liberacion de Ca++ de almacenes intracelulares;

. La activacion de os receptores del grupo I, y probablemente del grupo i,
resulta en la inhibicion de Adenilato Ciclasa;

. La activacion de cualguiera de [0s fres tipos de mGIuR inhibe la apertura
de los canales de Ca++ dependientes de voltaje tipo L, mientras gue o
activacion de los grupos |y llinhibe la apertura de los canales de Ca ++ tipo
N.

Los mecanismos de captura de glutamato tienen una funcion
importante en la regulacion de su concentracion extracelular en el cerebro. Se
conocen al menos tres tipos de fransportadores localizados en Ia membrana
plasmdtica de neuronas y astrocitos, que capturan el glutamato con alta
afinidad, y son absolutamente dependientes de Na+3536.37, y que se denominan
GLAST (transportador de glutamato-aspartato); GLT-1 (transportador de
glutamato tipo 1); y EAAC]T (acarreador de aminoacidos excitadores tipo 1). Los
dos primeros se expresan preferencialmente en células gliales, y et Ultiimo en
neuronas. En cada ciclo, dos iones de Na+ acompanian el movimiento de Glu al
interior celular, al mismo tiempo que un idn K+ se transporta hacia el exterior2s.ss.
La funcidn adecuada de 1os transportadores limita la cantidad de Glu libre en el
espacio extracelular, previniendo de este modo una esiimuiacion excesiva de
SuUs receptoress’,

Los estudios inmunocitoquimicos y neuroguimicaos sugieren que Io
mayoria de las vias glutamatérgicas son axones gue se proyectan desde y hacia
la corteza cerebral y el hipocampo. Estas vias incluyen la cortico-estriatal, 1a
cortico-hipocampal, |la cortico-coitical, la entorrinal-hipocampal, y las
hipocampales y corticales que se dirigen hacia los nucleos hipotaldmicos,
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taldmicos y del tallo cerebral. Ademdas, en el cerebelo existe una alta densidad
de receptores a Glu, y las células granulares de la corfeza cerebelosa parecen
ser esencialmente glutamatergicas4o (Fig.10).

El Glu liberado por las neuronas glutamatérgicas interactian con otros
sistemas de neurotransmision que convergen en los blancos de estas aferencias,
actuando como potenciador de esos sistemas. Esto sucede por ejemplo en el
cuerpo estriado, el cual recibe multiples inervaciones glutamatergicas desde la
corteza cerebral, gque infiuyen sobre fa liberacién estriatal de dopamina (DA)
acetilcolina (Ach), GABA y serotonina (5-HT41,

El glutamato en el proceso convulsivo.

La actividad excitadora del glutamato se demostid inicialmente por
Kravits y cols.42 en el musculo de crustdceos, y posteriormente en el cerebro de
mamiferos, donde la inyeccion local de agonistas glutamatergicos, asi como Ia
estimulacién de los aferencias aminoacidérgicas, producen un patrdn de
cambios morfolégicos agudos y cronicos que son similares a 1os cambios
encontrados en pacientes con epilepsia4dd.4.45,

En humanos, las primeras evidencias fueron reporfadas en la década
de 198046.47, cuando se detectaron niveles elevados de Glu en el plasma de
pacientes con epilepsia. Mdas recientemente, se encontrd el mismo resultado en
liquido cefalorraguideo de pacientes epilépticos4s, En especimenes obtenidos
de pacientes sometidos a cirugia debido a que padecen epilepsia intratable, se
encontrd desorganizacion del pation laminar tipico de 1a corteza debido a la
presencia de grandes neuronas aberrantes, algunas piramidales y otras de
formas redondeada, que han sido identificadas como neuronds exciiadoras
mediante técnicas inmunorreactivasd?, ademas se ha reportado la presencia de
potenciales sinGpticos espontdneos en tejido neocortical de pacientes en la
misma situacion, sugirlendo que estos pueden estar mediados por receptores
glutamaiergicosso,

En estudios realizados con modelos animales, se encontré que
concentraciones elevadas de Glu pueden relacionaise con los procesos
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Fig. 10: Vias propuestas como glutamatérgicas. A:amigdala; CB. cerebelo,

CN:nucleo cuneado; CX:corteza cerebral; DB:nucleo de la banda
lateral; DCN:nGcleo cerebelar profundo; H:hipotdlamo;
HC:hipocampo; 10:0liva inferior; LGN:inucleo geniculado lateral;
LS:septum lateral; MBicuerpo mamilar; NAinGcieo acumbens; OB:
bulbo olfatorio; OT:tubérculo offatono; PN:nlclec ponting; RD: nucleo
rgjo; S:estriado; SCicoliculo superior; SN: sustancia nigra; ST:nucleo
basal de la estria terminal; $5:nlcleo espinal del nenvio 5; T:1dlamo.
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convulsivos, asl por ejemplo, se observd un aumento significativo y preferencial
de Glu en el estriado de rata en estudios realizados con microdidlisis en un
modelo de induccién de crisis con 4-Aminopiridina (4-AP)81, o con pilocarpina en
el hipocampo52, Por otro lado, las crisis inducidas con 4-AP pueden atenuarse
mediante el uso de antagonistas al receptor NMDAS3, En preparaciones de
rebanadas de la corteza entorinal, en las cuales se produjo la aparicion de
descargas epileptiformes con 4-AP, se encontié que receptores
glutamateérgicos estan involucrados en la generacion de este fipo de
descargass4, En un estudio semejante, donde se utilizaron rebanadas de corteza
preflontal y frontal, se encontid también que la produccion de actividad
eléctrica epileptiforme se encuentra mediada por receptores NMDASS, El
resultado de estos estudios sugiere que las descargas epileptiformes observadas
son producto de la interaccién del Glu enddgeno con sus receptores
postsindpticos.

Enla corteza piriforme de 1atas que fueron sometidas a un proceso de
induccidn de crisis por kindiing, se encontrd una disminucion significativa en la
expresion del fransportador glial para Glusé, 1o que podria explicar, al menos en
parte, las elevaciones del aminodcido encontradas en €l fluido extracelular,
tanto en humanos como en varios modelos animales. En el mismo modelo, se
reporté un Incremento en los sitios de unidn para [3H]Glu en la corteza de
fatoness?.ss, _

Estos resultados, en conjunto sugieren una pariicipaciéon importante
del Glu en el inicio del fendémeno epiléptico.

Catecolaminas,

Las neuronas catecolaminérgicas constituyen una fraccién minima de
la poblacidn neuronal total, existiendo aproximadamente 50,000 de ellas en €l
ceiebro de rata, y probablemente no mas de 2 millones en el cerebro humano,
en una poblacion estimada de 10 billones de neuronas $0lo0 en la neocoiteza
humana. La importancia de las neuronas catecolaminérgicas no reside pues en
su numero, sino en la naturaleza del efecto postsindptico del neurotransmisor
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gue contienen,

El término catecolamina deriva de la estructura de estos compuestos,
que acopla una cadena lateral aminada con un anillo dihidroxifenilo (catecol). A
este grupo pertenecen la Dopamina (DA), Norepinefrina (NE) - también llamada
noradrenalina - y Epinefrina (E), conocida tambieén como adrenalina. Estas se
forman a partir del aminodaceido tirosina, que se ingiere en la dieta normal, en una
serie de reacciones enzimdticas intracelulares, que se mencionan a
contfinuacion (figura 11)59:

a) Tirosina hidroxilasa (TH) es una oxidasa de funcion multiple, que utiliza
oxigeno molecular y tirosina como sustratos y biopterina cofactor. Cataliza Ia
adicidon de un grupo hidroxilo a la posicion meta de la tirosina, para formar
3.4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA). Esta enzima es soluble en el citosol, pero
también puede encontrarse adherida a membranas, por medio de
interacciones con fosfatidilsering, © con polianiones, como sulfaio de
heparan.

) L-DOPA se convierte en dopamina (DA) por accidn de la enzima
Dopa descarboxitasa (DDC). La reaccion tiene un alto grado de eficiencia, por
lo que generaimente se observa poca caniidad de L-DOPA en neuronas
dopaminérgicas. La DDC es una enzima que utiliza fosfato de piridoxal como
cofactor, y para las neuronas dopaminergicas ésta es la Gltima fase de la via
biosintética.

c) La enzima dopamina-B-hidroxilasa (DBH) es la encargada de
convertir DA en NE en las neuronas noradrenergicas. Esto se lleva a cabo
mediante la adicion de un grupo hidroxilo en el carbono B de la cadena lateral
de la DA, La enzima contiene dos aGtomos de Cu++ que estan involucrados en I
reaccion de transferencia de electrones. Estd localizada dentro de las vesiculas
que almacenan NE, y por 1o tanto se libera junto con el tfransmisor.

d) En las neuronas que contienen epinefrina (E), la
feniletanolamina-N-metil transferasa (PNMT) tranfiere el grupo metilo de
S-adenocsiimetionina al nitrdgeno de la NE, formando asi una amina secundaria.
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PRODUCTOS
DESAMINADOS

VMA

Fig. 11:A: sinapsis dopaminérgica. B: sinapsis noradrenérgica. Ambos
neurofransmisores se sintetizan en la terminal catecolaminérgica y se
almacenan en vesiculas que se fusionan con la membrana plasmatica
en respuesta a una entrada de Ca*+*. Luego de su liberacion, pueden
interaccionar con sus receptores, o ser recapturados por fransportadores
presinapticos.
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El mecanismo que concentra a las catecolaminas en las vesiculas es
un proceso dependiente de Na+ unido @ una bomba de protonesss, La
concentracién tipica de catecolaminas dentro de las vesiculas es de
aproximadamente 0.5M y existen en forma de complejo con ATP y una proteina
dcida Hlamada cromograning, El proceso de captura vesicular es inespecifico
para varios sustratos: puede transportar una variedad de aminas blogeénicas,
incluyendo triptamina, tiramina y anfetaminas.

Las vesiculas tienen una funcidén doble: por un lado mantienen la
disponibilidad de catecolaminas en fa terminal nerviosa, y por otro iado median
el proceso de liberacién, Cuando un potencial de accidn alcanza la terminal
presinGptica catecolaminérgica, se abren canales de Ca++que promueven und
corriente entrante de este i6n a la terminal: la elevacion del calcio intracelular
provoca la fusion de vesiculas con la membrana citopldsmica, descargando asf
sus contenidos solubles al espacio extracetular (Fig. 11).

Dos enzimas son las responsables de |a inactivacidn catabdlica de las
catecolaminas: Monoamine-oxidasa (MAQ) y catecol-0-metil fransferasa
(COMT). La MAO es una enzima gue se encuentra en la membrana externa de
las mitocondrias, v tiene la capacidad de desaminar las catecolaminas a su
aldehido correspondiente, que puede ser posteriormente oxidado, para formar
un Gcideo, o reducido para formar un alcohol. Debido a su localizacién
principalmente intiacelular, esta enzima tiene una funcién estratégica en la
| inactivacion de catecolaminas que estdan libres dentio de la terminal nerviosa,
MAO tambien puede existir en la membrana de las neuronas postsindpticas y en
glia. Por otro lado, COMT actla sobre catecolaminas extracelulares transfiiendo
un grupoc metil del co-sustrato S-adenosiimetioning, al grupo hidroxilo del anillo
catecol, metilando tambien a los metabolitos dcidos ¢ alcoholes.

Un tercer mecanismo de inactivacion de catecolaminas tiene que ver
con su iecaptura dentro de la terminal presindptica. El acarreador que cumple
esta funcidén obedece la cinética de Michaelis-Menten, y la captura estd
acoplada con gradientes de Na+60. Existen acarreadores que tiansportan
especificamente NE en las sinapsis noradrenergicas, y acarreadores que
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transportan inespecificamente una variedad de aminas biogenicas en |as
mismMas sinapsis. '

La accién de NE y EPI estd mediada por receptores adrenérgicos, 10s
cuales pertenecen a la superfamilia de recepitores asociados con proteinas G.

Originalmente se dividié a los receptores adrenéigicos en los 1ipos a y p29:81;
actualmente se ha demostrado la existencia de dos familias de receptores tipo
a, denominadas aj y az. cada una con varios subtiposs.6263 (Fig. 12). Por otro

lado, los primeros estudiosss indican una posible correlacion entre los subtipos de
receptores y las vias de transduccion de senhales que activan, y al menos en

ciertos tejidos, el receptor a;g media un aumento rapido en la formaciéon de
trifosfato de 1,4,5 inositol (IP3), y promueve la liberaciéon de Ca++ de aimacenes

intracelulareses.ss, mientias que los receptores a,;, parecen estar relacionados

con mecanismos de fransduccién que dependen de la entrada de Ca++

extracelularé’.68.69. Los tres subtipos conocidos de receptores a, se relacionan

con la inhibicidn de la actividad de adenilato ciclasa#1.70.71 (fabla 1),

Del mismo modo, existen tres subtipos de receptores § adrenérgicos,

de los cuales By y B2 se localizan en el cerebro y no pueden ser diferenciados en

base a sus funciones fisioldgicas, sino medianie el uso de antagonistas

especificos (fabla 1). El subtipo B3 estd asociado con problemas de obesidad
hereditaria, control del metabolismo de tipidos y desairollo de diabetes, Su ARNmM

se expresa selectivamente en el tejido adiposo pardo presente en roedoies y en
humanos recién nacidos. Este subtipo presenta propiedades farmacoldgicas

distintas con respecto a 1y B59.
En cuanto a los receptores dopaminérgicos, inicialmente se reconocio
la existencia de dos subtipos denominados D1 y D2 y actualmente se acepta la

existencia de subtipos semejantes a D1 y de subtipos semejantes a D2, que se
denominan D3, D4y D572.73 (Tabla 2).
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Fig. 12: clasificacion de los receptores adrenérgicos
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SUBTIPOS DE RECEPTORES ADRENERGICOS

ANTAGONISTAS MECANISMO EFECTOR
o, SNAPS089 ?
%y ) P3
& BMY7378, SKF105854 canales ce Ca+
%y, OXIMETAZOLUINE, BAM3 Inhibicion de adenilato ciclasa
oy ARC239, PRAZOSIN inhibicidn de adenilate ciclasa
. BAM1303, WB4101 Inhibicion de adenilalo ciclosa
B, PRACTOLOL, ICI89406 T cAMP
B, BUTOXAMINA, tCIT 18551 T cAMP
B, PINDOLCL, BRL37344 T cAMP

Tabla 1. Algunas caracteristicas de los receptores adrenergicos. (Fuente: Kuhar,
M., Couceyro, P., Llamben, P. “Catecholamines” En Basic
Neurochemistry, Siegel ef af edts. Raven Press, 1999.
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SLETPCE DE RECEPIORES DCPAMNERGCCS

] 5] B27D2 D3 D4
Arinodcicts 446 477 A15/444 40 387
(humao)

Qorosomo 5 4 11 3 -

Vics efectaras Tcavp TcAVP lcAvp leAvp leave
toordesK” ToadesK”
doodes Cat

Tabla 2: Algunas caracteristicas de los receptores dopaminergicos.
(Fuente: Kuhar, M., Couceyro, P., Lambert, P. "Catecholamines” En
Basic Neurochemistry, Siegel ef al edts, Raven Press, 1999.
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Todos los receptores catecolaminérgicos tienen la topologia tipica de
los receptores asociados con proteinas G: siete dominios transmembranales con

el extremo N-terminal del lado extracelular y el extremo C-terminal del Jado
citopldsmico.

Sobre la base de sus principales proyecciones axonales, las fibras
noradrenérgicas pueden dividirse en dos vias, que se denominan haz dorsal y
haz ventral, Los cuerpos celulares de los cuales se origina el haz dorsal estén
contenidos en un nucleo denso localizado en el cuarto ventriculo, llamado focus
coeruleus. LOs axones de las neuronas que forman este ndcleo tienen terminales
en el corddn espinal v en el cerebelo, y cuisan a través det haz medial del
cerebro anterior para inervar la corteza cerebral entera y el hipocampo. Por
otro lado, 1os cuerpos celulares del haz ventral envian fibras que inervan el tallo
cerebral y el hipotdlamo. En la porcidn ventral de la médula oblongada y puente
existe un pequefo numero de neuronas gue contienen epinefrina, cuyos axones
terminan principalmente en el tallo cerebral y el hipotdlamo (Fig. 13).

Las neuronas gue contienen DA se dividen en tres grandes grupos, con
respectio al Grea del tallo cerebral donde se originan: nigroestriatales (grupos A8
y A9), mesocorticales o mesolimbico (grupos A10, Al1l) y tuberohipofisiarias
(grupos A12, A13 y Al4). La via dopaminergica principal en el SNC se origina en
la zona compacta de la sustancia nigra, que envia axones que Propoicionan
una inervaciéon densa al nldcleo caudado y putamen del cuerpo estriado
(aproximadamente el 80% de la dopamina cerebral se& encuentra en el cuerpo
estriado). Las celulas dopaminérgicas del sistema mesocortical o mesolimbico
tienen su origen en ios cuerpos celulares del diea tegmental ventral, y proveen
una inervaciéon difusa y modesta al cerebro anterior, incluyendo la cotteza
frontal y cingulada, el septum, el ndcleo accumbens, el tubérculo olfatorio, y
algunas regiones del sistema limbico. Las células que forman el sistema
dopaminérgico tuberohipofisiario se originan en el nicleo arcuato y el nucleo
peiiventricular del hipotdlamo, y envian axones gue inervan el Idbulo intermedio
de la pituitaria y la eminencia media. Ademds de estas vias, se han encontrado
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Fig. 13. A} vias noradrenérgicas, B) vias dopaminérgicas. AC: nicleo acumbens;
ACC corteza cingulada anterior, CC: cuerpo calloso; FCi.corteza frontal;
HC: hipocampo; HY: hipotdlamo, LC:locus coeruleus; ME: eminencia
media; MFB: haz medial del cerebro anterior; OT: tubérculo oifatorio; SM:
estria medularis; SN;sustancia nigra; ST. estriado. (Fuente: McGeer, P

McGeer, E. "Catecholamines” En Basic Neurochemistry, Siegel et af edts.
Raven Press, 1989)
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inferneuronas que contienen DA en bulbo olfatorio (grupo A16), vy en ia poicién
neural de la retina (grupo A15) (Fig. 13).

Las catecolaminas en el proceso convulsivo,

Al igual que para el glutamato, existen evidencias que involucran a las
catecolaminas en el fendmeno epileptico. Una de ias primeras lineas de
investigacion que ligan a las catecolaminas con los fendmenos epilepticos, viene
del estudio de animales que muestran propension genética a padecer epilepsia,
sobre todo de una cepa de ratas que se derivd de la Sprague-Dawley, y que es
comunmente llamada ratas genéticamente propensas a epitepsia (RGPE).

Los primeros estudios realizados en este modelo muestran gue ias
neuronas del sistema noradrenergico central tienen una participaciéon
importante en la proteccién contia de las crisis presentadas por estos
animales’4.75.76, demostrGndose poco después que la deficiencia en NE es innata
en esta cepa y no depende de la ocurrencia previa de crisis??, y que parece
haber Greas cerebrales gue tienen que ver con la susceplibilidad y dreas gue
tienen que ver con la severidad de Ias crisis en este modelo7s,

En otro tipo de estudios utilizando este modelo, se demostrd que la
administracion intracerebral de NE79 o de drogas gue inducen incrementos en su
concentracion, entre las que se encuentian varias sustancias clasificadas como
antidepresivosso, tienen efectos anticonvulsivos en las RGPE. Recientemente, el
mismo grupo de investigadores encontré que las deficiencias de NE,
especificamente en el colicuto superior, pueden estar involucradas en Ic
regulacion de las crisis presentadas en el modelo, y que ademds esta reguiacion

podiia estar mediada por receptores del tipo 81, Por otro lado, se enconird

una deficiencia en &l desarrollo de extensiones neuriticas de neuronas del focus
coerufeus (LC) en RGPE, lo que podria tener una relacién con las bajas
concentraciones de NE encontradas en ios campos terminales de las neuronas
de este nlcleos?, asi como también se han observado alteraciones en la

expresion de ARNmM de firosina hidroxilasa y transportadores de NE en estos
animalesss,
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En el modelo del kindling, se midié la liberacion de NE en el hipocampo
como resultado de las crisis, enconfrdndose una marcada reduccion de este
neurotfransmisor @ largo termino, lo que podria reflejar una degeneracion
funcional de las aferencias que vienen del LC84, En contraste, las drogas que
aumentan de alguna manera la liberacion de NE suelen tener efectos
atenuantes sobre las crisis inducidas con este modelossss,

En un interesante intento por demostrar que la inervacion
catecolaminérgica del LC es determinante para controlar el desarrollo de las
Crisis, Kokaia y cols.87 implantaron un injerto de LC fetal en ratas a ia cuales se les
habia extraido ese nicleo, observando que las conexiones sindpticas que se
establecieron entre el injerfo y el hipocampo eran suficientes para proteger a los
animales de las crisis producidas por kindling. Estas evidencias sefalan al sistema
noradrenérgico del LC como factor importante en la epileptogénesis por
kindling. Existe la idea de que la accidon protectora de la NE en este modelo estd
mediada por activacidon de receptores del Hipo a,. ya gue se ha observado que
el bloqueo de estos receptores anuia el efecto anticonvulsivante de ia NE8s,

En pacientes sometidos a ablacién del foco epiléptico localizado en ia
neocoiteza temporal, se reportd un incremento en la concentracion total de
catecolaminas en el tejido, con respecto a la regidn circundante al focoss, £n
especimenes corticales obtenidos de la mistna manerq, y por medio de técnicas
de citoarquitectura e inmunocitoquimicas, se encontraron alteraciones tanto en
la distribucién laminar como en la densidad de fibras catecolaminérgicas en las
dreas de inicio de crisis, 1o que evidencia una asociacion entre la actividad
epiléptica crénica y alteraciones en la neurotransmisién catecolaminérgica, vy
segun los autores, estas alteraciones podriian estar involucradas en la limitacién
de la actividad de crisiss9,

En fluido cerebroespinal obtenido por puncién lumbar de pacientes que
sufren crisis parciales complejas y ciisis ténico-clénicas secundariamente
generalizadas, 1os niveles detectados de NE fueron mayores dos horas después
de una crisis parcial compleja (periodo postictal) gue en cualguler otro momento
medido, y aun mds altos después de una cirisis ténico-clénica secundariamente
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generdlizada, en comparacion con sujetos control9o,

Con respecto a la DA, su participacién en las crisis todavia no se ha
establecido claramente, A pesar de ésto, algunos investigadores han logrado
establecer una relacién entre alteraciones en la neurotransmision
dopaminérgica y crisis, aungue si bien algunos autores encuentran elevaciones
en los niveles extracelulares de DA en respuesta a una variedad de estimulos

inductores de crisis, otros tantos encuentran disminuciones, y aun ausencia de
cambios en este neurctransmisoret.g2.93.94,

4- Aminopiridina

La 4-aminopiridina (4-AP) es un blogqueador de los canales de potasio
activados por voltaje que se encuentran en la membrana citoplasmica de las
neuronas, y cuya activacion tiene el efecto de retardar el cierre de los canales
de Ca++, aumentando asl la enfrada de este i6n a la célula, 1o gue se tfraduce en
un incremento de la liberacion de neurotransmisores, esto de manera general e
inespecifica, independiente de la sustancia mediadora, tipo de sinapsis o
especie?®, Cuando se administra por via intraperitoneail (ip) o intracerebral (ic)
induce crisis convulsivas en diferentes especies de mamiferoses,

La aplicacion de 4-AP en preparaciones de neuronas de varias regiones
cerepbrales produce actividad epilepliforme interictal, 10 que se ha observado en
el drea CA3 del hipocampo??, en neuronas de la amigdala de rata%, en
neuronas neocorticalesss, y en neuronas neoestriatalesss,

En preparaciones de placa neuromuscular, la 4-AP aumenta la
ocurrencia de potenciales postsinapticos excitadoresi00.101, g excitabilidad
eléctrica de la membrana y la actividad mecdnica espontdnea1oz, ademds de
prolongar Ia duracion del potencial de accién 103, En preparaciones cerebrales
tales como sinaptosomas de ratdn, produce un aumento en la liberacién
espontanea de GABA) Glu y ACh de una manera dependiente de Cq++104,105,
mientras que en rebanadas y sinaptosomas de estriado induce un aumento enla
liberacion esponténea de DA y ACh106.107, La aplicacién intraestriatal de 4-AP a
traves de sondas de microdidlisis, induce aumentos similares en 1a liberacién de
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DA y Ach168, asi como de Glus1, ,

En general, se acepta que la 4-AP actua sobre el lado citoptdsmico del
canal de K+109, gungque el mecanismo de bloqueo no ha sido completamente
caracternzado. Se sabe gue la 4-AP atraviesa la membrana en su forma
no-cargada y se asocia con protones en el citosol110.111, Una vez en su forma
activa (catidnica), se cree gue la droga se une a la region $4 del canal,
inactivandolo por medio de fuerzas electiostaticas o estéricas?is, Posiblemente
la 4-AP pueda unirse a cargas negativas fijas sobre la superficie interna de la
membrana plasmatical1.n4 (Fig. 14).

Aungue el efecto de la 4-AP sobre la liberacidén espontdnea de
neusotransmisores parece depender de la presencia de calcio extracelularios,
se ha sugerido que ofras reservas intracelulares del idn pueden estar
interviniendo104.115, Al respecto, algunos autores han postulado que la droga
facilita el acoplamiento entre el Ca++ intracelular y la liberacidn de transmisores
en la membrana presindptica, debido a que es capaz de inducir la liberacion de
transmisores sin necesidad de que exista un estimulo despolarizante104.116, Otros
autores!? proponen gue la 4-AP actla induciendo potenciales de accidon
repetitivos, y que esto conduce a la apertura aleatoric de canales de Ca++
transitorios.

El patrén de crisis inducido por la administracion intraperitoneal (ip) de la
droga es similar al observado con &cido kainico y Glutamato monosddico
(GMS)53.118.119: se presenta un periodo convulsivo largo con una etapa de
hiperexcitabilidad inicial seguida de convulsiones clénicas y ténico-ciénicas, vy
muerte durante una convulsién ténica en algunos casos,
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Canal de K* Canal de Ca**

K* C@“

&4 ap

Fig. 14: Mecanismo propuesto para la accion de la 4-AP. La droga pasa la
membrana plasmatica y se asocia con protones en el citosol. En esta
forma cargada puede interaccionar con la region S4 del canal de K+
inactivandolo, o que provoca la apertura de canales de Cat*t que
aumentan la liberacion de neurotransmisores.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las crisis convulsivas han sido extensamente estudiadas con una gran
variedad de tecnicas bioguimicas, morfoldgicas y electrofisioldgicas,
generalmente en regiones del circuito lImbico, como el hipocampo, Yy
generalmente en preparaciones que aislan |as regiones elegidas de sus
conexiones sindpticas normales. Ademads, la mayoria de 10s estudios se hacen
monitoreando las alteraciones bioguimicas o fisiclégicas en la misma region
donde se produce el estimulo, © en su cercania, y pocos estudios se han hecho
en ofras zonas cerebrales in vivo, o que implica un modelo con todos sus
sistemas de neurotransmision intactos, asi como las relaciones que se establecen
entre estos sistemas. Por ofro lado, es importante determinar los efectos locales y
a distancia de las crisis, a fin de contribuir al entendimiento de los mecanismos de
generalizacion de las descargas epileptiformes, esto en otras regiones fuera del
circuito limbico que fambién son epileptogénicas, como la corteza motora. Esto
hace necesario el desarrollo de metodologia gque pemmita obtener una
corelacién bioguimica-fisioldgica simulténea de las regiones estudiadas,

En este trabajo se utilizd la 4-Aminopiridina como herramienta de
induccion de crisis debido a gque semeja en cierta medida la liberacién
inespecifica de neurotransmisores que ocurre en la epilepsia *natural”, por 1o
que constituye un modelo adecuado para observar los cambios bioguimicos y
electroencefalogréficos locales duranie el inicio y generatizacion de ias crisis
producidas en ia corteza motora primaria, tanto en la zona de infusibn como en
una zona de proyeccion,
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HIPOTESIS

Si los aminodcidos excitadores (AAE), entre ellos el glutamato, son
fundamentales en la iniciacién de las cirisis convulsivas, y las catecolaminas
parecen participar en este fendmeno, luego enfonces la administracion de
4-aminopiridina en la corteza motora primaria producird ia liberacidon de los AAE
y catecolaminas relacionados con el fendmeno de crisis, en el area de infusidn
de la droga. Esta liberacidn de neurotransmisores producird hiperexcitabilidad
local que deberd propagarse al drea contralateral.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de AAE y catecolaminas en un modelo de
induccion de crisis con 4-aminopiriding.

OBJETIVOS PARTICULARES

. Determinar simultGneamente los cambios bioguimicos vy
electroencefalograficos inducidos por la infusion de 4-aminopiridina en
la corteza motora primaria derecha (area de infusion).

Determinar los cambios bioguimicos y electroencefalograficos en la
corteza motora primaria izquierda (Grea de proyeccion) inducidos por la
propagacion de |la hiperexcitabilidad inicial producida en la corteza
motora primaria derecha.

44



MATERIALES Y METODOS

Para la realizacién de los objetivos del presente trabagjo, hemaos
disefiado un aparato gque permite realizar estudios bioquimicos mediante Ia
implantacién de dos sondas de microdialisis, y obtener el registro
electroencefalogréfico en el drea donde se lleva a cabo la didlisis, esto de
manera simultdnea.

El disefic consiste de un swivel de teflon, de la marca BAS (Bioanalytical
Systems, West Lefayette, IN), que ha sido modificado en su parte superior (parte
fija). A esta parte se le adaptaron cinco anillos de latéon de 1 mm, cada uno de
elios aislado electricamente y con un surco en la parte externa. A 1la parte
interna de cada anillo se soldd un alambre aislado de cobre y el conjunto de [os
alambres se pasd entre la pared del swivel y los anillos. A la parte moévil se le
adaptd un cilindro de tefidn adyacente y de igual manera se montaron sobre él
cinco anillos aislados, cada uno con dos agujas soldadas, separadas 180°, 1as
cuales se hicieron coincidir con el surco conespondiente del anillo de la parte
fiia. A una de las agujas de cada par se ie soldd un alambre, Cuatro de ellos se
usaron como cables de registo y uno de referencia. Este diseno permite la
confinuidad eléctrica entre las partes fija y movil del swivel adn cuando la rata se
esté moviendo (Fig. 15).

Por otro lado, se elaboraron, tfambién en nuestro laboratorio, las sondas
de microdidlisis concéntricas con piezas obtenidas comercialmente (Small Parts,
Inc; Miami, FL). Estas sondas tienen una superficie activa de membrana de 2 mm
de longitud. A cada sonda se ie pegd un par de alambres barnizados de cobie,
de aproximadamente 125 ym de didmetro, que funcionaron como electrodos
pipolares. Los alambres tienen una separacién aproximada de 100 um, v se
pusieron tan cerca de la superficle activa de la membrana de didlisis como fue

posible, El otro extremo de cada alambre fué soldado al conector fijado en la
cabeza dela iata.
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Fig. 15: Esguema de la torre para microdidlisis en libre movimiento. L a s
sondas de microdidlisis van dentro del tejido cerebral, y el

conector va sobre la cabeza de la rata.
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Cirugia estereotdxica.

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar, con un peso entre 240 y
260 g., las cuales se mantuvieron en condiciones de ciclos 12 X 12 de
luz-oscuridad, temperatura constante entre 18 y 22°C, vy libre acceso al agua y
alimento hasta el dia de experimentacién. Para la realizacion de la cirugia, se
procedié a anestesiar al animal en una cdmara donde el aire circundante
contenia el anestésico voldatil halotano. Una vez anestesiado, el animal se monté
en el aparato estereotdxico, donde continud recibiendo anestésico hasta el final
de la cirugia. Se afeitd la parte superior de la cabeza, se impid 1a parte afeitada
y se realizd una incision en el cuero cabelludo sobre la linea media de la cabeza.
Se retird el tejido conjuntivo gue se encuentra adherido al créneo con el objeto
de visualizar las suturas craneales, y localizar bregma. Luego de localizar bregma,
se instald en la columna del instrumento estereotdxico una cdnula guia, gue
consiste en un tubo de acero inoxidable de 0.5 mm de didmetro externo, y 13
mm de longitud, y se trasladd hasta quedar encima de bregma, punto desde el
cual la columna se desplazd hacia las coordenadas esterotdxicas para Ia
corteza motora derecha, (ap: 2.0mm:; I: + 2.5mm; v: 1.5mm) segun el atlas de
Paxinos y Watson120, Posteriormente se realizd un trépance de paredes lisas en el
craneo de la ratq, sin tocar la superficie del encéfalo. La cdnula guia se introdujo
cuidadosamente en el trépano, guedando posicionada sobre la superficie del
cerebro, apenas atravesando el hueso del craneo. Una vez realizado esto, la
cdnula guia se fijé con cemento dental sobre el hueso. El mismo procedimiento
se realizé para colocar la cénula guia en la corteza motora izquierda, Se
implantaron ademdas dos tornillos en el Grea circundante a las guias, que se
utilizaron para proporcionar sostén a ias mismas. Un tercer tornillo que tenia
soldado un alambre de cobre se sujetd en la parte frontal del crdneo, vy sirvid
como electrodo de referencia. Después de terminado este procedimiento, 1as
sondas de microdidlisis se insertaron cuidadosamente dentro de las canulas
guias. Una vez ahi, se fijaron firmemente en su sitio mediante unas anclas
metdlicas que se pegaron al pie de las canulas guias, por medio de hilo de

47



resorte, Las sondas se perfundieron todo el tiempo, desde el inicio de la cirugia
con solucién Krebs-Ringer oxigenada, que tenia la siguiente composicion: NaCl
118 mM; KCI 4 mM, KaPO4 1.25 mM; MgSO4 1.17 mM; NaHCOj3 25 mM; CaCl, 2.2
mM y Glucosa 10 mM, con un pH 7.4, a una velocidad de flujo de 2.5 uL por
minuto, utilizando para esto una bomba de microinyeccién marca BAS. Los
electrodos pegados a la sonda de microdidlisis se soldaron sobre los dientes del
conector, asi como el alambre que sirvié como electrodo de referencia.
Después el conector se fijé al crdneo con cemento dental, y todos los elementos
colocados durante la cirugia fueron envueltos con parafim.

Una vez terminada la cirugia, se retird el anestésico y se pasd al animal a
una caja de acrilico adaptada para experimentos de microdidlisis en Iibre% o2
movimiento, donde el conector que quedo sobre la cabeza de la rata s m ﬁéﬁ’f
acopld con el sistema de registro y las salidas y entradas de las sondas dg-— ci

microdidlisis se conectaron con las mangueras correspondientes del sistema dt 3
didliss.

Experimentos de Microdialisis.

Después de un periodo de equilibrio de 180 min, se colectaron
fracciones de 15 min cada una, bajo el siguiente diseNo experimental:
*fracciones 1-3: basales, (sin tratamiento)

fraccion 4: infusion de 4-AP 75mM, disuelta en el medio Krebs-Ringer,
sélo en la corteza derecha

«fracciones 5-10: regreso a condiciones iniciales (sin fratamiento)

Las fracciones se colectaron en HCI 0.01M para prevenir la oxidacion

de las catecolaminas. Cada fraccidn se divididé en dos partes, tomandose 25 ul

para determinar catecolaminas, y aproximadamente 12.5 ul para determinar
aminodcidos.

Cuantificacién de Catecolaminas y Aminodcidos.
La concentracién de catecolaminas en el dialisado se determind por
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medio de cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC Waters), con
deteccion electroguimica, de acuerdo con ef método de Marsden y Josephl2l,
utilizando columnas C18, de 30 cm de longitud por 0.5 cm de didmetro, y un
detector amperometrico marca BAS modelo LC-4B, con un voligje de oxidacion
de 0.85V y una sensibilidad de 50 nA. La fase mévil consistio de NaH,PO4,0.1mM,
EDTA Q.1 mM, y Acido Octano-Sulfénico 2 mM, con un pH de 3.78, en una forma
isocratica con 10% de metanol, a una velocidad de flujo de 0.8 mil/min. Este
metodo permite la determinacién de varias monoaminas, entre las que estan NE,
DA, VMA, HVA, DOPAC, EPly 5-HT.

La fraccidn obtenida para aminodcidos se derivatizd con el mismo
volumen de o-phtalaldehido , y tres minutos después se inyectaron 20 ul de la

mezcla en un sistema de HPLC (Beckman) con columna ODS de 25 cm de
longitud por 4 mm de didmetro interno, y con una fase movil compuesta de
Metanol/Acetato de Potasio 0.1 M pH 5.5 a una velocidad de flujo de 1.5 mi/min
en un gradiente lineal de 15 minutos de duracién, desde una concentraciéon de
25% hasta una de 75% de metanol en la fase maovil. La deteccidon fué
fluoromeétiica en este caso.

Una vez terminado el experimento, se sacrificd al animal para obtener
su cerebro, y determinar la localizacion de tas sondas de microdidlisis, por medio
de verificacion visual, Solo se incluyeron los resultados obtenidos de los animales
aue presentaron una localizacién correcta de las sondas.

Los resultados obtenidos se procesaron mediante andlisis de varianza
(ANOVA), tomdandose como diferencias estadisticamente significativas aquellas

con una p < 0.05, con respecto al valor basal, Los resultados se expresaron
como promedio + error estandar,
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RESULTADOS

Valoracién Conductual,

Aproximadamente 10 minutos después del inicio de la infusidn de 4-AP,
los animales mostraron un incremento en la actividad locomotora normmal, as
como irritabilidad, seguida por movimientos de la cabeza, movimientos
masticatorios, y aproximadamente 30 minutos después se observd actividad
convulsiva, caracternzada por la aparicién de extensiones cldnicas de las
extremidades anteriores seguidas por convulsiones ténico-cldnicas
generalizadas. Después de 25-35 minutos de Iniciada la infusidon de la droga, 1os
animales entraron en "estatus epilepticus’, mismo que se mantuvo durante el

resto del experimento. Debido a la intensidad de las convulsiones presentadas,
se hizo necesario sostener al animal a partir de |la fraccién 6.

Valoracién electroencefalogrdfica.

Las alteraciones motoras descritas en el apartado anterior estuvieron
acompafiiadas por descargas epileptiformes en el reqgistro EEG. Estas descargas
iniciaron en la corteza infundida con 4-AP (derecha) con una latencia de 15+ 4
min después del inicio del periodo de infusién. Las descargas estuvieron
caracterizadas por poliespigas y complejos punta-onda que presentaron baja
frecuencia y amplitud al inicio, y fueron aumentando en ambos pardmetros,
para alcanzar un valor maximo aproximadamente 45 min después. En la corteza
contralateral (izquierda) se observd un patrdn de descargas electiograficas
similar al descrito para la corieza de infusion, mostrando varacion solamente en
lalatencia, que en ésta regidn fué de 22 + 7min. (Fig. 16)

Concentraciones de Catecolaminas y Glutamato.

En el presente trabajo se encontraron modificadas las concentiaciones
extracelulares de Glu y de las catecolaminas NE, DA y VMA, con respecto a su
valor basal.
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Fig. 16 Reglstro EEG tipico obtenido segun la seccion de material y
metodo, Basal: registro obtenido durante las tres primeras
fracciones (sin tratamiento), antes de la infusion de 4-AP. 15 min:
registro obtenido en la fraccion §; 30 min: registro obtenido en la
fraccion 6; 45 min; registro obtenido en la fraccion 7; 60 min:
registro obtenido en la fraccién 8.
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Las concentraciones basales de los compuestos detectados en
el dialisado fueron las siguientes, sin considerar la recuperacion de las sondas,

para las regiones derecha e izquierda respectivamente (uM): Glu: 1.30 £0.271,

1,162 + 0.333 (n = 4); NE: 0.040 £ 0.016, 0.037 £ 0.019 (n = 5); VMA: 1.65 + 0.317,
1.48 £ 0,036 (n = 6); DA: 0.013 +£0.004, 0.012 +0.003 (n = 6) (Tabla 3).

Los niveles extracelulares de glutamato en la corteza infundida,
mostraron su mayor incremento en la fraccion de infusion de la 4-AP (4 veces
con respecto a su basal), cayendo bruscamente en la siguiente fracciéon, y
mostrando una recuperacion parcial en la fraccion 6. En el lado contralateral, el
glutamato muestra una elevaciéon unica hacia la fraccion numero 7 (Fig. 17).

Los niveles de NE en la corteza derecha se incrementaron en moyo.ff;i
medida durante la fraccion de infusion de la droga (2.4 veces con respecto asi §
basal), manteniendose ligeramente elevados durante las siguientes dds_‘_i_) h
fracciones, para luego disminuir inclusive mas abajo del nivel basal. En la coriez@
contralateral, el nivel detectado en el dialisado se mantuvo similar al boso@

mostrando elevacién estadisticamente significativa hacia la fraccién nimero 9
(Fig. 18).

El VMA muestra una elevacion pequena, pero que es suficiente para
ser estadisticamente significativa, hacia la fraccion 6 en la corteza de infusion,
manteniendose elevada hasta el final de la colecta. En la corteza contralateral,
este metabolito de la NE se incrementa inicialmente en la fraccidn 6, mostrando
un aumento mdaximo hacia la fraccién nimero 8, y manteniendose elevado
hasta el final del experimento (Fig.19).

La DA en la corteza infundida muestra una elevacion gue inicia en la
fraccion cuatro y alcanza un incremento mdximo en la siguiente fracciéon (15
veces con respecto a su basal), para luego disminuir, manteniendose sin
embargo sobre el nivel basal durante el resto del experimento. En la corteza
izquierda, esta catecolamina se mantiene en los niveles basales hasta la fraccioén

8, donde se observd un aumento significativo y transitorio en su nivel extracelular
(Fig. 20)
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DERECHA IZQUIERDA

GLUTAMATO (n=4) 1.30 + 0.271 1.162 + 0.333

NOREPINEFRINA (n=5) 0.040 £ 0.016 0.037 + 0.019

AC. VANILMANDELICO 1.65  0.317 1.48 % 0.036
(n=6)

DOPAMINA (n=6) 0.013 + 0.004 0.012 + 0.003

Tabla 3. Vaiores basales de los neurotransmisores detectados. Cada valor esla
media de tres determinaciones + error estandar.
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corteza derecha

corteza izquierda

CONCENTRACION (M)

No. de fraccion

Fig. 17: niveles extracelulares de Glu. El valor basal (fraccion 3) es la medio de
las fres primeras colectas. EIl mayor aumento se observa en la
fraccion niumero 4 en la zona de infusion, y en la fraccion 7 en la
zona de proyeccion (n=4), * p<0,05 con respecto al valor basal.
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Fig. 18: Niveles extracelulares de NE. El valor basal (fraccion 3) es la media de
las tres primeras colectas. El mayor aumento se observa en la
fraccion nimero 4 en la zona de infusion, y en la fraccion nimero 9

en la zona de proyeccion (n=5). * p<0.05 con respecto al valor
basal.
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7 corfeza izquierda

CONCENTRACION (uM)

No. de fraccion

Fig. 19: Niveles extracelulares de VMA. El nivel basal (fraccion 3) es la media de
las tres primeras colectas. El mayor aumento se observa en la fraccion 6
en la zona de infusién, y en la fraccion 8 en la zona de proyeccion.
(n=6) *p<0.05 con respecto al valor basal.
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Fig. 20: Niveles extracelulares de DA. El valor basal (fraccion 3) es la
media de las tres primeras colectas. El mayor aumento se
observa en la fraccion 4 en lo zona de infusion, y en la fraccion
8 en la zona de proyeccion (n=6). * p<0.05 con respecto al
valor basal.
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DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fué tratar de establecer la
participaciéon diferencial de aigunos neurotransmiscres en un modelo de
induccién de crisis, para 1o cudl se observaron las alteraciones bioquimicas y
electroencefalogrdficas producidas por la administraciéon intracortical de
4-aminopiriding, infundida mediante una sonda de microdidlisis, tanto en la zona
de infusién de la droga como en el drea contralateral,

Se observaron cambios en ias concentraciones extracelulares del
aminodcido excitador Glu, y en las catecolaminas NE, DA v VMA, tanto en la
region infundida como en el Grea contralateral.

En vista de los incrementos notables que se observaron en |os niveles
extracelulares de Glu, es muy probable que las primeras descargas
epileptiformes observadas en éste modelo sean consecuencia de ésta
liberacién de Glu, y que se verifiquen por un efecto directo de la 4-AP sobie las
terminales glutamatérgicas presentes en ia corteza motora. La participacion del
Glu como agente iniciador de crisis es un concepto aceptado desde hace
tiempo122.123.124, gdemds de que existen varios estudios que concluyen gue la
generacion de descargas disminuye al utilizar antagonistas a receptores
glutamatérgicos, esto en tejido cerebral humano, en cerebro de ratas in vivo, o
en modelos de induccion de crisis con convulsivantes guimicos 5285116, [0 que
apoya la evidencia de la participacidén del Glu como agente etioldgico
importante en el fendmeno de crisis. £l hecho de la elevacion del Glu en la
fraccién de infusién de 4-AP podria evidenciar el efecto directo de la dioga
sobre ias terminales, y ademds se relaciona con el inicio de las descargas
epileptiformes en ésta region,

El retraso en la elevacion del Glu en el drea contralateral posiblemente
se debe al tiempo que necesita la hiperexcitabilidad inicial para propagarse por
las redes neuronales y aparecer en areas relacionadas con el foco, Al respecto,
se ha demostiadoe que una cantidad de axones que salen de una columna
cortical determinada se comunican con las neuronas de la misma éreaq
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contralaterall2s, cursando principalmente por el cuerpo calloso hasta el otro
hemisferio cerebrall2s, El aumento en el Glu en |la corteza izquierda posiblemente
se relacione con el inicio de la actividad eléctiica en ésta region.

Los aumentos observados en los niveles extracelulares de NE y DA en
la corteza de infusidon tambien pueden ser reflejo de un efecto directo de la 4-AP
sobre las terminales catecolaminergicas presentes, en virtud de que los
aumentos iniciales se dan en la misma fraccidn de infusion de la droga, con
excepcion del VMA, gue aumenta un poco después, o gue concuerda con el
hecho de que la NE se metaboliza posteriormente a su liberacién. La corteza
motora recibe inervacién noradrenérgica originada en el focus coeruleus,
mientras que la ligera entrada dopaminéergica a la corteza cerebral se origina en

la sustancia nigra. Con respecto a Ios aumentos observados en estas
catecolaminas en la regién contralateral, tal liberacidn solo puede reflgjar la
proyeccién de la hiperexcitabilldad inducido en la corteza derechaq, ya que g
corteza izquierda no recibié tratamiento alguno. Como ya se menciond, en los
tiempos en que se obsefvan las elevacionas de neurotransmisores en la region

izquierda, las crisis electrogrdficas se generalizan produciendo el “status
epilepticus”.

Existe evidencia de gue la funcidn principal de la NE en ia corteza

cerebral es regular la neurotransmision excitadora en neuronas
neocorficales!27.128.129130131, aparentemente de manera diferencial con

respecto al tipo de receptor noradrenérgico activado. Asi, se ha observado que
la NE es capaz de potenciar la respuesta evocada por Glu o su agonista NMDA

en la corteza, efecto que es mimetizado por agonistas g-adrenérgicosis2, En el
hipocampo de rata, también se ha observado un efecto potenciador dela NE o
sus agonistas p-adrenérgicos sobre las descargas epileptiformes inducidas con
picrotoxina o altas concentraciones de K+133, Estos datos, ademds de Ia
presencia de receptores adrenérgicos del fipo  en la corteza cerebrall3s,

podrian explicar en cierta manera el sostenimiento de la actividad epiléptica
durante el tiempo suficiente para lograr la generalizacién y el “status epilepticus”
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en el modelo presentado en este trabajo. Por 1o tanto, los sistemas
noardrenérgicos podrian estar participando en los procesos de propagacion de

crisis inducidas con 4-AP, por medio de activacién de receptores B-
adrenergicos.

Por otro lado, y en favor del efecto protector de la NE sobre las crisis,
existen estudios que muestran gque Ia activacion de los adienoceptores de 10s

tipos a fienen efectos antiepilepticos sobre las crisis inducidas por kindling en el
ratén13s |y en la corteza entorrinal de ia rata13%, donde se observd que la
aplicacion de NE o agonistas adrenérgicos inhiben de manera efectiva la
transmision sindptica mediada por Glu, lo mismo en hipocampo 133, donde Ia

apflicacion del agonisia a-adrenérgico fenilefrina disminuye la frecuencia de
disparo inducido con pilocarping, o en el circuito amigdala-corteza entorrinall3’?,

donde los agonisias a recepiores «, inhiben ios potenciales postsinapticos

excitadores inducidos por pulsos de corriente,

En e modelo presentado en este trabajo pueden estar ocurriendo
ambos efectos descritos para la norepinefring, sin embargo, no se realizaron 10§
estudios farmacoldgios necesarios para poder discriminar la participacion

mayoritaria de receptores a © B, por lo que no es posible concluir si la NE esté

actuando como mecanismo potenciador ¢ protector en este modelo.

La participacién de la DA en el fendmeno de crisis es todavia
controversial, pues mientras que algunos autores encuentran aumentos en las
concentraciones extracelulares, otros reportan disminuciones y aun carencia de
cambios ern varios modelos de induccién de crisis. Como se menciond
anteriormente, es probable que el incremento inicial en os niveles detectados
de DA sean consecuencia de un efecto directo de la 4-AP, sin embargo, no se
descarta un efecto posterior del Glu liberado sobre las terminales
dopaminérgicas cercanas, pues se sabe de la existencia de receptores
glutamatérgicos sobre las terminales dopaminérgicas en el estiiado de rata, y es
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posible que exista el mismo tipo de inferacciones en la corteza cerebral. Esto
explicaria et hecho de gque las elevaciones de Glu siempre anteceden a las de
DA en este modelo.

De igual modo que para la NE, se han descrito efectos moduladores
de la DA sobre |a neurotransmision glutamatérgica: por un lado, estd
documentada la facilitacion de la transmisién glutamatérgica en neuronas
prefrontales al ponerlas en presencia de DA138, y por otro lado se han
encontrado efectos opuestos sobre 1a propagaciéon de las crisis inducidas con
litio-pilocarpina, con respecto a los receptores dopaminérgicos activados:
mientras el blogueo de receptores D1 protege contra las crisis, el blogueo de
receptores D2 promueve la gparicidon de las mismas!3?. Estos datos, junto conla
presencia de receptores D1 y D2 en varias regiones de la corteza
cerebraliannaniazias, hacen suponer que el sistema dopaminérgico
probablemente sea fambién un mecanismo de apoyo para la propagacion de
las crisis, aunque seria necesaio comprobar la distribuciéon de receptores
dopaminérgicos en ias areas corticales estudiadas.
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CONCLUSIONES

La infusion ic de 4-aminopiridina induce la liberacion de Glu, NE, DAenla
zona de infusién., \,L'
La infusién de la droga induce la aparicién de descorgogm)

electrogrdficas, cuyo inicio se relaciona con las elevaciones dg
)

R

il

neurotransmisores

La hiperexcitabilidad producida por la infusion de 4-aminopiridina se
proyecta a la zona contralateral, produciendo cambios bioguimicos y
electrograficos semejantes a los observados en la zona de infusion,
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