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RESBUMNEN

Se estudid el efecto anticonvulsivo del compuesto 3~hidroxi-3-
etil-3-fenil~propionamida (HEPP) en un grupo de ratas a las que
se les subdividi¢ en cuatro grupos asignadoseles a cada uno wuna
sola desis (0, 25, 50 & 100 mgkg™'; i.p.) de la sustancia. En
estos animales se provoco la disminucion en el umbral
convulsivo mediante 1la aplicacion de estimulos subumbrales tipe
kindling en la corteza entorrinal lateral hasta obtener crisis
convulsivas generalizadas (estado conductual Y5"). Los estimules
se aplicaron cada hora de tal forma que después de 28 a 32
estimulos 1los animales alcanzaron el estado "S" segun la
clasificacidn ccnductual del fendmeno kindling (Racine,1972). La
dosis de 25 mgkg ' provocé una reduccion en la forma de la
crisis convulsiva, es decir, una crisis focal que
corresponde al estado "3", Las dosis de 50 ¥y 100 mgkg™
modificaron tanto el patrén conductual de la crisis convulsiva
{estado "1™ y "2") comc la duracxon de la postdescarga que se
redujo para la dosis de 25 mgkg'' en un 29%, la dosis de S0 mgkq
en un 61%, y para la de 100 mgkg' en un 82% En otra serie de
experimentos se evaluaron las dosis de 0, 25, 50 y 100 mgkg™' de
HEPP intraperitoneal en ratas anestesiadas con uretanc e

inmovilizadas con pancuronio Y mantenidas con respiracién
artificial. Estos experimentos consistieron en cuantificar
el cambio en la excitabilidad neuronal a través de los

potenciales provocades por la aplicacién de un par de pulsos en
la corteza entorrinal y el registro correspondxente en el giro
dentado del hipocampo. La dosis de 50 mgkg provocé una
disminucién del 603% en la amplitud del potencial provocado. EL
maximo efecto se observéd a los 15 minutos después de administrar
el HEPP. Estos resultados muestran que el HEPP tiene un potente
efecto anticonvulsivo en los modelos experimentales de epilepsia
del sistema limbico (kindling en la corteza entorrinal lateral).
Ademads sugieren que el probable necanismo de accién del HEPP sea
por .un aumento en la transmisién GABAérgica. Ya que se sabe gue
esta “inhibicion neuronal" es mediada por un mecanismo GABAérgico
y puede ser aumentada por la administracién de agonistas
GABAérgicos como los blogueadores de la recaptura del GABA y
saveramente disminuida o abolida por la administracién de 1la
picrotoxina vy la bicuculina.
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B UOUMMARY

The effects of 3~hydroxy-3-ethyl-3-phenyl-propionamide {HEPP) were
valorated in fully kindled hippocampal rats. In the first group of
the rats were employed stimulus trains (biphasic pulses; 60 Hz, 1
sec, 250 pA) with interstimulus interval of 60 minutes applied into
the dentate gyrus or the entorhinal cortex. Such parameters led to
a persistent, fully Xindled state in which generalized seizures
and stable afterdischarge thresholds were present (stimulus 28 and
32) in all rats. In this conditions, the HEPP at dose with 25
mgkqg™? produce a significative reduction in the seizure stage.
Another doses of the HEPP (50 and 100 mgkg'') induced similar
effects on the behavioral stage. The afterdischarge duration was
reduced by HEPP in dose dependent relation (29%, 61% and 82%). In
other group of rats anesthetized with urethane and paralyzed with
pancuronium bromide was evaluated the paired pulse inhibition in
the dentate gyrus. The results of this experiments demonstrated a
reduction of potential evoked amplitude (60%). The maxima response
was at the 15 minutes after administration of the drug injection.
Our results showed that HEPP has a potent anticonvulsant effect in
the experimental models of the 1limbic epilepsy. Under the
conditions of this study, afterdischarge duration were not
modified, indicating that a critical role of HEPP is to counteract
seizure spread and propagation. Since the paired pulse inhibition
is modulated by GABAergic neurones this data suggest that HEPP act ’

through GABAergic mechanisms



1. IRTRODUCCTION

a) Aspectos Histéricos y Epidemioldégicos de 1la Epilepsia.

Etimoldgicamente la palabra epilepsia deriva del griego
epilambanein' gue significa ¥#ser estremecido bruscamente'. Esta
enfermedad se conoce desde el afno 2080 a. t., Hipocrates' (afic 400
a.t.} fue el primero en describir la enfermedad como una anormalidad
cerebral: “En cuanto a la enformedad que llamamos, sagrada, he
agui lo gue es. Ella no es ni mas sagrada ni mis divina gque las
otras, y tiene la misma naturaleza que las otras enfeérmedades, el
desconocimiento de ella, hace que se le considere asi y tiene su
asiento en el cerebro.....". En el siglo II d.c., Galeno? ensayo
el tratamiento de la epilepsia con extractos de testiculo de
hipopdtamo y la sangre de tortuga. En México, Martin de la Cruz’
en el Codice Badianeo fue el primerc en hacer referencia al
tratamiento de la epilepsia (Siglo XIV). Sin embargo, aun en esa
época persistia la creencia de que la epilepsia tenia un origen
demoniaco y por eso se recomendaban los enemas, los purgantes, las
unciones y los fomentos. En el siglo XVIII, se le describia como
una enfermedad causada por los excesos sexuales y/o  la
masturbacicon, por lo que se llegé a recomendar la castracién y el
tratamiento con sales de bromo, por sus efectos depresores de la
l1ibido. John Hunglings Jackson® en 1870 la describié come una
hdescarga eléctrica anormal en forma ocasional, sibita, intensa,

ripida y repetida de la materia gris®. Posteriormente, Hans Berger®
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en el afo de 1929 desarrollo la electroencefalografia (EEG) que
resultsé una excelente ayuda para el diagnoéstico y localizacién de
la "descarga cerebral anormal®. Por lo tanto, a partir de gue se
empezé a estudiar en forma mas racional la epilepsia, se encontré
que la definicién era ambigua, e interpretada en forma distinta por
cada grupo. Lo que llevé a una total confusidn no sélo en el
dmbito cientifico, sino lo que es peor, en la comunidad. Por esta
razén, la Organizacién Hundial de 1la Buiud {oM8) publicé un
diccionario (1973 %) y posteriormente la Liga Internacional contra
la Epilepsia (ILAE) publicd un glosario de terminologia y de
clasificacion clinica de la epilepsia (19817 y 1989 8 ver TABLA I)
en el que se define a la epilepsia como: funa afeccidén crénica de
atiologia diversa, caracterizada por crisis convulsivas
racurrentes, debidas a una descarga excesiva de 1las neuronas
cerebrales (crisis epilépticas), =asociadas eventualmente con
diversas manifeastaciones clinicas y paraclinicasw. La epilepsia
primaria o idiopatica se refiere a aquellos casos en los cuales no
es posible identificar una causa para estas crisis epilépticas. La
epllepsia secundaria o sintematica designa las convulsiones o las
crisis convulsivas, que son también manifestacién o sintoma comin
de otras enfermedades neuroldgicas y sistémicas, por ejemplo;
tumores cerebrales, traumatismos cranecencefalicos, infecciones del
tejido nervioso, uremia, desérdenes del netabolismo de los
carbohidratos, de los aminodcidos y lipidos, envenenamiento por
isoniacida, plomo y otros medicamentos.

‘ La epilepsia afecta por lo menos a 20 a 40 millones de personas en



todo el mundo (Delgado-Escueta et al® .,1986).

Esta enfermedad es mis comun TABLA 1I. Clasificacidn de 1las
criais epilépticas segun la
en nifios que en adultos, con una ILAE 8,

prevalencia, es decir los casos f. CRISIS PARCIALES.

ya existentes, de 8 por cada mil A) Crisis Parciales Simples
(sin alteracién de la
conciencia).

Ellenberq™ ,1987). Se calcula B) CEisis Parcinles Complejas

menores de 7 afios (Nelson y

{con alteracidén de la
: : conciencia).
que la epilepsia en la poblacién c) crisis Parciales

mundial tiene una incidencia, es Secundariamente Generalizadas

s II. CRIBIS GENERALIZADAS
decir casos nuevos en la (Convulsivas/ne convulaivas).
poblacién general, de 20 a 70 A) Ause as.

B) Crisis miocloépicas.

C) crisis cldénicas.

- D) Lrisis Ténicas.

aho (rango de 11 a 134 por cada ) i o—rs i olénicas.

100 000 personas) Yy una F) atonicas

por cada cien mil personas por

: ITII. CRIBIS EPILEPTICAS NO
prevalencia de 4 a 10 por cada CLASIFICABLES.

mil habitantes (rango de 1.5-30

por cada 1000 habitantes) de la poblacién general (Shorvon"
,1990) .

En México, se calcula una incidencia de 48 por cada cien mil
habitantes. Por grupeo de edad, es la siguiente; 76 % antes de 1la
adolescencia, 16 % en el adulto joven, 5% en el adulto ¥y 2% en el
anciano. La prevalencia en la poblacidén general es de S5 por cada
mil habitantes, y es mayor en los hombres que en las mnujeres
(Rubio-Donnadieu ,1986 y Rubio-Donnadieu et al'* ,1990). Las
manifestaciones de inicio de la enfermedad suelen ser muy diversas,

pero muy caracteristicas para cada tipo de epilepsia: como las
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crisis convulsivas tonico-clénicas (crisis generalizada
convulaiva), o la interrupcién o cese de la actividad motora o
crisis de ausencia (crisis generalizada no convulsiva), o las
crisis parciales que tienen un origen localizadec y se acompaian de
conductas extrahas y alteraciones de la conciencia (crisis parcial
compleja) ver TABLAI (Bancaud et al'* ,1981 y Dreifuss et al®
,1985). En estudios longitudinales sobre la progresion de la
epilepsia infantil se describe cierta relacién entre la edad de
inicio y el tipo de crisis, ya que muchos de los pacientes gque
inician con crisis de ausencia, posteriormente desarrollan algun
otro tipo de crisis convulsiva nds severa en la edad adulta,
especialmente crisis generalizadas ténico-clénicas (Doose'® ,1965).
Con menos frecuencia se presentan, las crisis parciales focales que
involucran trastornos motores {motora focal con marcha o crisis
jacksoniana) y mds raras ain son las crisis generalizadas aténicas
y/o acinéticas (ausencia del tono muscular postural) y las crisis
mioclénicas. Por otro lado, es importante seflalar que de todos los
pacientes con diagnédstico reciente de epilepsia, el 80% de estos
casos nuevos no presentaran crisis convulsivas, debido al
tratamiento farmacolégico (Shorvon y Reynolds'” ,1982). Sin
embargo, es conocido que las crisis epilépticas no responden igual
a los distintos farmacos antiepilépticos y esto hace que la
eficacia del tratamiento farmacolégico en algunos casos no sea
adecuado. En particular, no existen agentes farmacolégicoes
especificos para el tratamiento de las crisis parcial compleja o

psicomotora.



b) El1 Hipocampo en la Neuropatologia de la Epilepsia.

Desde hace 165 afios, era ya conocida la estrecha relacién entre
epilepsia y la patolegia del hipocampo. Bouchet y Cazauviehli'®
(1825) hicieron las primeras obhservaciones y describieron 1la
patoclogia del "Oneus" en pacientes con epilepsia. Sin embargo,
Bouchet y Cazauviehli no postularon ninguna hipotesis con respecto
a las causas del dafio o pérdida neuronal. Posteriormente, Meynert"
{1868) y Sommer’® (1880) entre otros, iniciaron una controversia
acerca de esta relacién ya que encontraron una reduccién de la
celularidad en una area especifica del hipocampo. La revisién de
Sommer establecia gue el hipocampo tenia bajo umbral para 1la
atrofia, de tal modo que cuplquier alteracién podria causar la
pérdida neuronal y la subsecuente esclerosis determinaria 1la
aparicion de las crisis epilépticas. Spielmeyer® (1927) vy
scholz®? (1933) enfatizaron gque la perdida neuronal aparecia
particularmente sélo después del status epilepticus y esto como
resultado de la isquemia producida durante las crisis convulsivas.
Estos datos también fueron muy controvertidos ya que semejante
pérdida neuronal se encontré en algunos casos sin historia de
epilepsia (Haymaker et a1 ,,1958). Los pacientes descritos en ese
tiempo habian sufrido epllepsia severa con crisis convulsivas
generalizadas. Ademds, sdlo en algunos de estos pacientes, se
describi¢ 1la presencia de “aura', que para propositos de
clasificacion implicaria, al menos para estos casos, una categoria
de crisis parcial compleja. Por lo tanto, una clasificaciéen de

crisis epilépticas, mediante la cual, la crisis parcial compleija
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fuera claramente relacionada a la patologia del ldbulc temporal ne
se establecié adecuadamente hasta la introduccidn del EEG en los
afnos treintas (Gibbs, Gibbs y Fuster® ,1948). En este tiempo, el
material investigado fue la porcion anterjor del lébulo temporal de
pacientes seleccionados por padecer claramente crisis convulsivas
intratables. Durante este periodo se establecidé una discusién
acerca de la definici6n de la esclerosis hipocampal. Sommer la
describid como "una pérdida neuronal total restringida a la &araa
CA, de la banda piramidalv. En cambio, Margerison y Corsellis®
(1966), describieron dos tipos de esclerosis hipocampal: unoc de
estos tipos semejante a la descrita por Sommer (aunque el grado de
la pérdida neurcnal era considerada mas libremente) y en el otro
tipo consideraron una pérdida neurconal mas dispersa en todas las
regiones piramidales pero especialmente en la regién CAy o H3, que
llamaron "esclerosis de folia terminal (end-folium)“, Sin embargo,
en otros estudios estos cambios frecuentemente fueron considerados
como gliosis (Dam®® ,1987). Recientemente, Babb et al?’ (1984)
utilizé un método de cuantificacion neuronal del hipocampo y del
lébulo temporal cque extirparon a pacientes con un diagnéstico
particular de epilepsia parcial compleja intratable. Los pacientes
se dividieron en dos grupos de estudio con base a 1la
esterecelectroencefalografia; un grupe incluyé a los que
presentaron epilepsia focal vprimaria" con un foco localizado en la
parte anterior del 1ldbulc temporal y gue con la lobectomia
disminuyeron las crisis convulsivas. El otro grupo de pacientes

presenté epilepsia focal "ne primaria con diferentes focos de
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actividad paroxistica y que no mostraron mejoria con la lobectomia.
Se encontré pérdida neuronal en todos los campos del hipocampo en
los grupos estudiados. Pero la pérdida neurcnal fue mis
significativa en el campo CA, o Hl en el grupo de pacientes con

epilepsia focal primaria.

c) Aspectos Anatdémicos y Pisioldgicos del Hipocampo.
El hipocampo recibe este nombre por su semejanza con la forma del

caballo de mar. En un corte corcnal se observa como dos “V"

Pigura 1.01 Topografia del hipocampo (campos CAl y CA3 de la capa
de células piramidales; GD = giro dentado; suk. = Bubiculo; 8, =
Septomedial y T. = Temporal).
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ensambladas (Escobar?® ,1986) . E1l hipocampo forma parte del sistema
limbico. Es la parte de la formacidn hipocdmpica que queda situada
en el piso y pared medial de la prolongacién temporal del
ventriculo lateral. Durante su desplazamiento hacia el 1lébulo
temporal, se pliega en torno a la cisura hipociampica, lo que
origina modificaciones en su estructura interna (Figura 1,01). El
hipocampo presenta tres zonas: el giro dentado (vecino a la cisura
coroidea), el asta de Ammon (intermedia) y el subiculo (contiguo a
la neocorteza). La situacion de estas zonas se sefiala en la figqura
1.01. El hipocampo posee una corteza trilaminar muy primitiva a
nivel del giro dentado y del asta de Ammon, pero en el subicule hay
una 2ona transicional hacia la corteza de seis capas (Escobar®
,1986 y Walaas® ,1983).

En el asta de Ammon o corneo ammonis (CA), se consideran los
siguientes estratos a partir de la superficie ventricular: el
alveus, por donde cursan fibras aferentes gue llegan al hipocampo
de otras regiones, y eferentes, gue parten del mismo (estas ultimas
son los axones de las células piramidales del hipocampo); la capa
polimérfica o estrate oriens donde ademds de fibras aferentes y
eferentes, se hallan células en canasta y otras pequefas células de
forma variable cuyos axones se dirigen en su mayor parte a los
estratos mids profundos; el estrato de ceéelulas piramidales, gque dan
origen a dendritas basales que se distribuyen horizontalmente por
el estrato oriens y a una dendrita apical que se ramifica en los
estratos radiado y molecular situados mds profundamente; de la base

de su soma parte el axon que después de cursar por el estrato
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oriens y el alveus pasa a la fimbria y posteriormente al fornix que
constituye la principal via eferente del hipocampo; los axones de
las células piramidales dan ramas colaterales [colaterales de
Bchaffer (Schaffezl" ,1892)] que penetran al estrato lacunoso-
molecular donde hacen sinapsis con las dendritas apicales de otras
células piranmidales; el estrato radiado sigue a continuacién: en
éste se arborizan las dendritas apicales de las ceélulas
piramidales; finalmente, el estratoc lacunoso-molecular que es el
mas profunde, contiene las ramificaciones terminales de las
dendritas apicales de las células piramidales, interneuronas
diseminadas y fibras que 1llegan al hipocampo (Andersen et al®
.,1973; Hjérth-Simonsen’ ,1973 y Swanson y Cowan®® ,1977) y al
septum lateral (Meibach y Siegel® ,1977 y Swanson y Cowan®® ,1977)
(ver Figura 1.02}). Tomando en cuenta sus caracteristicas
arquitecténicas y conexiones, Lorente de N6¥ (1934), subdividioé
el asta de Ammon en varios campos: CA,, CA,, CA;, CA, y CA,.

La fascia dentada o gire dentado tiene también una estructura
trilaminar, constituida por las capas molecular o superficial,
granular intermedia y polimérfica profunda, Contiene neuronas de
axdn corto (Golgi tipo II), cuyos axones y dendritas se distribuyen
dentro de la misma capa en gue estan situadas. Algunas células de
la capa granular dan origen a axones gque ademas de enitir
colaterales para las neuronas de la capa polimérfica, llegan hasta
el asta de Ammon y en su curseo se ponen en relacién con las
dendritas apicales de 1las células piramidales en el estrato

radiado; se les llama fibras musgosas por la gran cantidad de
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varicosidades que presentan (Ramén y Cajal“, 1955). Otros axones
de las ceélulas de la capa granular llegan hasta el alveus para
incorporarse posteriormente a la fimbria (Escobar®® ,1986:
Gaarskjaer® ,1978; Golgi3® ,1886 y Waalas® ,1983). La morfologia
de las células granulares en el hipocampo, varia de acuerdo a su
posicién, mostrdandose mayor material dendritico emergiendo de las
células mds superficiales (Green y Juraska® ,1985).

El subiculo se continua lateralmente con la corteza del area
entorrinal, Como se¢ menciond anteriormente, tiene una estructura
que representa la transicién de una corteza trilaminar en el
hipocampo a una disposicién en seis capas en el area entorrinal,
por lo que se consideran varias partes: parasubicule (contiguo a la
corteza entorrinal), presubiculo, subiculo o prosubiculo este
dltimo separado del giro dentado por la cisura hipocdmpica (Figura
1.02}).

Las conexiones sindpticas del hipocampo han sido estudiadas por
nunerosos investigadores. Por lo tanto, se hard un resumen de sus
aspectos mas importantes. La via de acceso mas importante al
hipocampo, esta constituida por el tracto o wvia del patrém
perforante (VP), la cual entra por el subiculo (S) y la cisura
nipocampica (CH), presentando terminaciones en el subicule y en la
parte superficial de la capa molecular (CHM)}) del giro dentado
(Andersen et al®® .,1966; Blackstad‘' ,1958; Hjérth-Simonsen*?
,1972 y Hjdérth-Simonsen y Jeune*’ ,1972), a partir de donde las
células granulares del area dentada propagan los impulsos aferentes

de) tracto perforante a traveés de sus axones o fibras musgosas (FM)
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hacia la regién CA, (Blackstad et al® .,1970 y Gaarskjaer” ,1978)
y colaterales hacia el area dentada contralateral (Gottlieb y
cowan'* ,1973; Hjérth-Simonsen y Laurberg® ,1977; Laurberg*’
,1979; Swanson et al*® ,,1978 y Zimmer*® ,1971). Como ya se
menciono, las células piramidales reciben influencia de las células
granulares a través de las fibras musgosas (Blackstad et al“t
.,1970; Gaarskjaer’’ ,1978; Golgi®® ,1886: y Swanson et al*® .,1978),
proyectdndose estas fibras ipsilateralmente scbre las dendritas
apicales en el estrato lucidum, , mientras cue CA,, envia axones
ipsilateralmente a CA, (Laurberg® ,1979) observandose en estos
sitios botones sinapticos gigantes y sinapsis an "“passaga®
(Blackstad y Kjaerheim®™ ,1961; Blackstad et al* ,,61970: Yy
Gaarskjaerw 11978), las c¢olaterales de Bchaffer (cSchs Schaffer™
,1892) y las tfibras comisurales contralaterales (f. com.) al
estrato oriens (Waalmsz‘7 +1983) . Por su parte, los campos CA; Yy CA,,
también envian sus axones ipsi y contralateralmente al estrato

oriens y al radiado (Andersen®' et al., 1966; Blackstad® ,1956;

S 2

Gottlieb y Cowan** ,1973; Hjérth-simonsen*? ,1972 y Swanson et al*®
.,1978), haecia corteza entorrinal, subiculo y niicleo septal lateral
(Waalas® ,1983). Otras vias descritas, son las que van de hipocampo
al septum (Andersen et. al¥ .,1973, sSwanson y Cowan®® ,1977), el

subiculo, el fornix, el talamo y los cuerpos mamilares {Meibach y
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cisura hipoeampica

Figura 1.02 El hipocampo presenta tres capas principales: el
estrato oriens (E.0.), el estrato piramidal (E.P.) y el estrato
molecular (B.M.).

En el lado izquiesrdo se muestra la parte ventral formada por el
Giro pentado (GD), Regién Hiliar (RH), la Capa Molecular (C.M.), la
Capa Granular (C.G.). La parte sagital esta formada por el Bubiculo
(8) dividida en Parasubiculo (PasS) y Pragsubiculo (Prg8) y la Corteza
Entorrinal (CE}). En el lado derecho se muestra la entrada da los
axones de la via del patrén perforante (VP} que hace contacte
siniptico en el tercio superior del arbol dendritico de la célula
granular y esta envia sus prolongaciones (fibras musgosas= FNM)
hacia la célula piramidal de la zona CA3 y las colaterales de
Bchaffaer (cBch).

siegel“ ,1977 y Swanson y cowan® ,1977). El hipocampo recibe
inervacién del cingulo (Domesick®™ ,1969), talamo (Herkenham®
,1978 y Wyss® et al., 1979), el hipotdlamo lateral, la regién
supramamilar (Pasquier y Reinoso-Suarez®® ,1976 y Wyss et al¥
.,1979), el &rea tegmental ventral, la sustancia nigra, el locus

coeruleus y los nucleos del rafe (Azmitia y Segal’ ,1978 ;
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segal®® ,1975; Segal y Landis® ,1974 y waalas® ,1983).
En relacioén, con las vias eferentes del hipocampo, la estimulacion
del hipécampo es efectiva en producir respuestas excitatorias en el
hipotdlamo, asi como también, el drea predptica, los cuerpos
mamilares, la banda diagonal longitudinal, el nicleo accumbens y el
4rea periférnica, asi como la estria terminalis, el nicleo
basomedial amigdalino y el sistema ventroamigdalofugal (Poletti et
al1® ., 19B4).
El hipocampo es una estructura del sistema nervioso central gque
ofrece ventajas para el estudio neuroquimico , ya que integra
varias aferencias guimicas especificas, provenientes del area
dentada, amigdala y la corteza entorrinal, para terminar en las

capas CA, ¥ CAy del hipocampo (ver Figura 1.03). El neurotransmisor

CAl

et

e GABA

‘GABA

Pigura 1.03 Localizacidn del GABA en el hipocampo. El GABA se
encuentra principalmente en los campos CAl, CA2, CA3 Yy en el giro
dentado.
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de mayor importancia en el hipocampo, es el acido gamaaminobutirico
(GABA), el cual posee acciones inhibitorias en 1las sinapsis
axosomgticas y en las sinapsis axodendriticas (Andersen et al‘C
,1966) . E1 GABA en el hipocampo se encuentra principalmente en las
regiones CA,, CA,, CA, Yy el drea dentada (Figura 1.03}, mientras
que la descarboxilasa del acido glutdmico (GAD) sélo se encuentra
en la capa de las células piramidales de CA; (Stérm-Mathisen®'
,1978}, siendo interesante que las neuronas que contienen al GABA
representan sélo un sistema local, ya que no se ha demostrado que
el GABA en el hipocampe provenga de alguna de sus aferencias
(Waalas® ,1983). Existen reportes que las descargas originadas en
el hipocampo dorsal, sdélo se propagan al mismo hipocampo, mientras
que las descargas en el hipocampo ventral se distribuyen a las
areas ya mencionadas. Por otro lado, es interesante el hecho de que
la lesidén del foérnix y la estria terminal, elimina casi por
completo la influencia hipocampal con excepcidén de un pequefo
incremento en el metabolismo del drea predptica (Poletti et al.,
1984). La formacién hipocampal ha sido estudiada ampliamente desde
el punto de vista anatomofuncional (Collingridge®* ,198%9). La
mayoria de las teorias acerca de la funcién del hipocampo se apoyan
en el circuito trisinadptico, en el cual la actividad que pasa a
través de la via perforante es relevada desde la corteza entorrinal
a las dendritas de las células granulares en el giro dentado, de
ahi (por las fibras musgosas) a las células piramidales de la
regién CA, (fibras de Schaffer) y finalmente a las células

piramidales de la region CcA, (Figura 1.04).  La excitabilidad de
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las células granulares en el giro dentado es modulada por la
actividad de circuitos locales de interneuronas llamadas células en
canasta (Ribak y Seress® ,1983). La mayoria de las células en
canasta parecen ser interneuronas inhibitorias gabaergicas y se
situan dentro de los margenes de la zona hilar con la capa de
células granulares © inmediatamente cercanas a eéstas. El giro
dentado, por lo tanto, actua como modulador de la actividad de paso
hacia el hipocampo desde la corteza entorrinal. Se sugiere que el
giro dentado podria servir como compuerta que restringe el flujo de
la actividad anormal hacia el hipocampo (Walther et al®% ,1986).

Sin embargo, ;como se realiza esta modulacién?, es aun desconocido.

d) Modelos de plasticidad neuronal e inhibicion recurrente en el
hipocamspo.

La formacién hipocampal es conocida como una de las regiones en la
cual se manifiesta la plasticidad neuronal. Por ejemplo, el aumentc
de la eficiencia sindptica se observa después de la aplicacidén de
un tren de estimulos (dentro del primer minuto). A ésto se le ha
denominado potenciacidn postatanica y es un aumente a corto plazo.
La potenciacién postetanica se establece facilmente en el hipocampo
después de la estimulacion de sus vias aferentes (Wilson et al®®
,1979 y McRaugthon y Miller® ,1984). La potenciacién a largo plazeo
es también una forma de plasticidad neuronal caracterizada por un
aumento en la respuesta sindptica a un simple estimulo después de
un tren de estimulos tetanizantes (Bliss y Lomo® ,1973). Una de

las caracteristicas que distingue a la potenciacion a largoe plaze
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SUBICUL0  CA1

Figura 1.04 Circuito trisinaptico del hipocampo. La actividgad de
la corteza entorrinal pasa a través de las células granulares del
Giro Dentade (GD). Esta actividad a su vez pasa hacia las nesuronas
piramidales del campo CA3 y es finalmente relevada a las
piramidales del campo CAl. Abreviaturas

VP = Via Perforanta ; (=) = sindpsis inhibitorias;

£f. com. = fibras comisurales; e int. = interneuronas.

de la potenciacién postetdnica es su duracion, ya que después de
aplicar un sdlo tren tetanizante, el incremento es mantenido por lo
menos 10 horas y la repeticion del tren de estimulos puede dar como
resultado, un incremente gque dura hasta 2 semanas (Douglas y
Goddard® ,1975). Debido a que ambos fendémencs regquieren de la
estimulacién eléctrica tetanizante con parametros similares, se
puede pensar que participan mnecanismos semejantes a nivel de
membrana y/o a nivel de receptores. La potenciacicon a largo plaze

(LTP} es entonces un ejemplo de la plasticidad sindptica gue se da
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en el hipocampo, la cual es considerada como el correlato bioldgice
mas importante en las ultimas dos décadas en relacidn con el
aprendizaje y la memoria. Bliss y Lemo® (1973) la describieron por
primera vez en la via perforante del conejo y demostraron gue
ocurria en todas las vias monosinapticas del hipocampo, tanto en el
animal anestesiado como en las rebanadas del Thipocanpo
(Schwartzkroin y Wester® ,1975). El fendmeno se describié como un
aumento duradero de 1la eficiencia sindptica después de 1la
aplicacién de un breve tren de estimulos de alta frecuencia
(tetanus) en la entrada sinaptica hacia el giro dentade (la via
perforante), el area CA; (la via comisural y fibras musgosas), o el
drea CA, (la via comisural y colaterales de Schaffer). La LTP puede
durar desde algunos dias o hasta varias semanas y esto como
resultado de un s6lo tren de estimulos, 1o que sugirid que la LTP
podria proveer de un excelente modelo para el estudio de los
procesos de aprendizaje y la memoria.

Dos hallazgos en la LTP se combinaron para hacerla el candidato
idéneo para intentar explicar los procesos de aprendizaje y la
memoria: la "especificidad" y la “asociatividad" de la entrada
sinadptica. Desde que la LTP fue descrita, la interrogante de la
especificidad fue materia de interés. Bliss y Lomo® (1973),
mencionaban gue la LTP se restringia a la via que recibia
directamente el tetanus (via perforante-células granulares): ya que
estos investigadores no encontraron facilitacién neterosinaptica
(en estructuras no relacionadas sindpticamente). Posteriormente,

mis evidencias fueron obtenidas acerca de la especificidad de la
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entrada en las sinapsis de las c¢élulas piramidales en CA, (Andersen
et al™ .,1977 y Lynch et al™ .,1977) y las sinapsis de la via
perforante y las ceélulas granulares (Lovinger y Routtenberg™
,1988) . Aunque hay reportes de facilitacidén heterosindptica, en
general se acepta, gque s6lc una via es activada durante 1a
tetanizacién mediante lo cual se provoca la LTP.

La naturaleza asociativa de la LTP, fue estudiada medignte el uso
de dos o mds electrodos de estimulacidn por el grupo de Mc
Haughton™ (1978) y el grupo de Levy (Levy y Steward™ ,1879). Los
cuales demostraron que la activacién de vias que convergen en una
misma poblacién celular, y que por si solas no eran capaces de
originar la LTP cuando se estimulaban por separado, si eran capaces
de dar lugar a la LTP cuando eran "tetanizadas' simultdneamente (Mc
Haughton et a1™ .,1978). Entonces esto establecid que una via
sinaptica "débil" podia dar lugar a la LTP, siempre y cuando se
estimulara junto con otra via y que convergieran en la misma
poblacién de células (Levy Y Steward™ ,1979). A esta propiedad de
asociatividad también se le estudid los pardmetros temporales
necesarios para inducir el fendmeno (ver Lynch™, 1988). La
asociatividad era el tipo de hallazgo que se necesitaba para
entender el condicionamiento cldsico, y el hecho que este tipo de
condicionamiento se relaciona directamente con la intensidad de la
LTP, apoya aun mds la idea de gue la LTP pueda ser el substrato

biolégico del aprendizaje y la memoria.
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Figura 1.05 Prueba de los pulsos pares. A) la via perforante (VP)
eg relevada por las células granulares (CG) y aesta actividad aes a
su vez modulada por las interneuronas (i).

B) Inhibicién neuronal temprana, caracterizada por una depresidén de
la descarga de 1as células granulares manifestada por una menor
respuesta al sagundo pulsoc aplicado dentro de la ventana de los 2S5
mseg. (intervalo entre pulsos).

Por otro lado, el giro dentado, en particular nos provee de un

excelente modelo para el estudio de la plasticidad neuronal (Racine
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et a1’ ,1983), ya que es conocido que la estimulacion desde la
corteza entorrinal (via perforante) con pulsos simples permite
registrar especialmente el potencial monosindptico en el giro
dentado (Winson y Abzug”? ,1978). Por lo tanto, estimulos dados a
la via perforante y separados temporalmente en forma precisa,
permiten provocar y subsecuentemente medir cambios plasticos a muy
corto plazo mediados interneurcnalmente. La prueba da los pulsos
pares (Figura 1.05B) aplicada a la via perforante, puede ser
utilizada entonces para revelar tres fases dentro de los cambios a
corto plazo en la excitabilidad de las células granulares en el
giro dentado, variando el intervalo entre los estimulos o pulsos.
La primera fase, 1llamada 1inhibicidén mneuronal temprana, dura
aproximadamente 15 a 45 mseg. después de aplicar el primer pulso
{condicionado) y esta caracterizada por una depresién de las
descargas de las células granulares, manifestada por una menor
respuesta al segundo pulso (prueba) aplicado dentro de la ventana
de los 40 mseg.. Ademas, la potencia de la depresién por par de
pulsos depende de dos pardmetros: la intensidad del estimulo y el
intervalo entre pulsos. Cuando el intervalo entre pulsos es fijo,
la magnitud de la depresion por par de pulsos alcanza su mdximo al
alcanzar el valor de la intensidad umbral. Cuando la intensidad del
estimulo es fija, los coeficientes alcanzan una inhibicién maxima
a un intervalo minimo de 20 mseg. entre pulsos. Entonces con
parametros apropiados de los estimulos pares, la depresién o
inhibicién por pulsos pares puede sSer optimizada. Experimentos

farmacolégicos y electrofisioldgicos previos sugieren que la



21
depresién por par de pulsos [IMI menor que 1.0) refleja inhibicién
mediada por el GABA (Figura 1.05B). La segunda fase llamada de
facilitaclidn, ocurre dentro de los 45 a 200 mseg. después de
aplicado el estimulo condicionado y esta se caracteriza por un
marcado incremento en la excitabilidad de las células granulares
(Racine et al’™ ,1983). El mecanismo para este incremento en la
excitabilidad es desconocido. La ultima fase llamada de innibicién
tardia sucede en respuesta a estimulos dados después de 200 a 1000
mseg. del estimulo condicionante y esta se caracteriza también por
una marcada depresién de 1la excitabilidad de 1las células
granulares, la cual no es mediada por el GABA ya gque no es
bloqueada por la bicuculina, ni alterada por el diazepam (Tuff et
al®™ ,1983).

8) Epileptogénesis.

Ahora bien, nmnientras que 1los tipos de plasticidad antes
mencionados, son considerados procesos fisiolégicos, otros tipos de
plasticidad en el hipocampo son considerados como responsables de
los procesos patologicos tales como la eplilepsia. Por estas razones
los estimulos eléctricos semejantes a los gque inducen 1la
potenciacion, utilizados y aplicados en forma continua en rebanadas
del hipocampo, producen potenciacién postetanica y posteriormente
potenciacion a largo plazo. Estos trenes de estimulacién en forma
iterativa, también dan come resultado al inicio descargas de

actividad de espigas, provocadas y posteriormente de aparicion
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espontdnea, siendo parecidas a 1las descargas “epilépticas o
interictales®. A este fenémeno se le conoce Como descargas
inducidas por tren de estimulos (Stasheff et a1”™ ,1985; ¥y Anderson
et al® ,1987). Sin embargo, este paradigma presenta la desventaja
de que la estimulacién continua de las rebanadas del hipocampo, no
permite la evaluacién de los efectos sobre la evolucidén de las
crisis convulsivas.

La estimulacién tetanizante de una estructura cerebral en
intervalos regulares lleva finalmente al desarrollo de focos
epileptégenos (McNamara et al® ,1980 y Racine® ,1978). Este
método denominado "“kindling" o ‘'encendido" fue descrito
originalmente por Goddard et al® (1969), como modelo de epilepsia.
La importancia de este modelo para explicar la patofisiologia de la
epilepsia en el hombre es aun discutida, puesto que no se puede
demostrar experimentalwente en forma directa que un proceso
semejante al kindling ocurre en el hombre. Sin embargo, un hecho
que subraya la relevancia del kindling en la epilepsia humana es la
dificultad de producir kindling en la mayoria de los primates
(Racineuz ,1978), aungue esto puede ser simplemente un fendmeno
relacionado a que el efecto kindling toma mucho mis tiempo para
establecerse conforme se avanza en la escala filogendtica (Wada et
al® | 1978). De todas maneras, el hecho de que el kindling ocurra
o no en el hombre no influencia la decisién de los meédicos con
respecto al manejo inmediato de los pacientes con epilepsia
(Goldensohn® ,1984), dado que algunos autores puntualizan que un

foco primario en el Thombre suele provocar alteraciones
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“transinapticas" de larga duracién en las poblaciones neuronales
"blanco"™ gque llevan a establecer focos secundarios come ocurre en
el proceso del kindling. De tal modo, el camino mas atractivo para
probar si el modelo kindling es relevante en la epileptogénesis en
el hombre, es encontrar si los procesos fisiopatoldgicos que
sobrellevan al fendmeno kindling son comunes a los procesos

tisiopatolégicos en la epilepsia humana.

f) Modelo kindling.

Este modelo se conoce que puede ser inducido en una gran variedad
de especies animales tales como la rana, el ratén, la rata, el
conejo, el gato, el perro, y en los monos rhesus y babuino (Goddard
et al®, 1969 y Racine® ,1972). La estinmulacién con un tren de
pulsos eléctricos bifdsicos de 0.1 mseg..; 60 Hz de frecuencia; y
250 a 1000 pA de intensidad en las citadas especies ocurre en 1la
amigdala o el hipocaméo lo que induce primero una postdescarga
electroencefalografica lecalizada, junto con signos conductuales
menores tales como los gque describe Racine (1972) en la
clasificacién conductual del kindling para la rata (ver TABLA II).
Las conductas observadas en las etapas 1 y 2 semejan las crisis
parciales complejas o crisis limbicas. El comportamiento en las
etapas subsecuentes, es similar a las crisis motoras ténico-
clénicas generalizadas de manera secundaria. La repeticién diaria
de esta estimulacién, aumenta la postdescarga en amplitud, en
duracién y en su distribucién, primero a las estructuras

sindpticamente nas relacionadas y progresivamente a todas las demas
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TABLA II. Pardimetros
estructuras cerebrales (Le Gal conductuales de la rata en el
modeloc Kindling (Racine, 1972}.
La salle® ,1980) . Es

importante seflalar que el 1) clonus facial

(movimientos del hocico

kindling puede ser usado para y/0 la cara).

investigar algunos aspectos de 2) sacudidas de la cabega

(movimientos oscilatorios

la epilepsia: En primer lugar, de la cabeza o nodding) -

puede ser utilizado para 3) clonus de 1as

extremidades superiores
(sacudidas clénicas de
las patas anteriores).

estudiar 1los mecanismos gque

inducen el fenémeno ictal,
4) eareccidn de la rata
(el animal se yergue y se
sostiene sobre sus patas

especialmente el procesc gque

provoca la descarga de neuronas

posteriores).
en forma sincronizada. En 5) ereccién y caida
(crisis generalizada con
sequndo  lugar, el kindling pérdida del contrel de la
postura}.

provee una excelente forma para

estudiar la propagacién de la

actividad epiléptica a otras dreas del cerebro. En tercer 1u§ar,
puede ser utilizado para examinar el curso temporal de los efectos
bioquimicos y fislolégices postictales. Finalmente, es ideal para
dilucidar las modificaciones neurobiolégicas a large plazo, en la
disminucién del umbral convulsivo. otro aspecto importante de
mencionar, es que entre los periodos de estimulacién, la aparicién
espontdnea de espigas interictales, ocurre durante y después del
desarrollo del fenémeno kindling. Estas espigas aparecen primero en
la estructura estimulada y después alcanzan la estructura
contralateral seguida por la corteza (Tanaka“ ,1972; Wada et al®

,1974; Fitz y McNamara® ,1979 y Leung® ,1988). Es notable, que
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una vez que el animal es estimulado hasta llegar a las crisis
generalizadas, las crisis convulsivas pueden llegar a ser
provocados, aun después de suspender varias semanas las sesiones de
estimulacién (Goddard et al® ,1969; y Wada et al® ,1974). Este
punto es de especial interés para los estudios farmacologicos. En
algunos casos, cuando los animales han sido estimulados muchas
veces (al menos 100 estimulos),las crisis convulsivas espontdneas
pueden ocurrir en algunas ocasiones (Wada et al?® ,1974; y Pinel
y Rovner™ ,1978). Una diferencia entre el kindling y la epilepsia
humana, es la ausencia de alteraciones histoldgicas detectables en
el kindling. En tanto que en los focos epilépticos extirpados
quirirgicamente, se encuentran pérdida neuronal y proliferacicén de
tejido glial. Postul4dndose, que estas alteraciones estructurales
son una posible causa de la epileptogénesis. Esta hipétesis, por
otro lado, estd aun en duda, Ya que como mencionamos anteriormente,
no en tode los focos epilépticos extirpados se encuentra tejido
cicatrizal y ni en todo tejido cicatrizal se encuentran focos

epilépticos.

g) Desinhibicién en el hipocampo.

El fendmeno de inhibicién se observa en las neuronas de las dreas
CA,, CA, y del giro dentado del hipocampo cuando se estimulan sus
aferencias neurales. Ademds, en estas regiones hipocdmpicas se
registran los potenciales postsindpticos inhibitorios (PP8I) de
larga duracion que modifican la conductancia de la membrana a

iones, aumentando la conductancia al 1dén cloro (Cl° ) por la
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liberacién de GABA de las terminales nerviosas de las interneuronas
inhibidoras. Aunque en varias partes del SNC se han observado
estos PPSI, la inhibicidén que se observa en el hipocampo es
interesante por su labilidad. Si se estimulan las fibras
comisurales de la fimbria con frecuencias mayores de 4 Hertz (Hz),
se observa que en lugar de los PPSI aparecen descargas repetidas.
Si se aumenta la frecuencia de estimulacién (60 Hz) se desarrolla
actividad paroxistica que se caracteriza por aparicién de
postdescargas, fluctuaciones amplias del potencial de membrana, y
cese de toda la actividad por uno o dos minutos, lo que podria
corresponder a la depresién post-ictal (Krnjevié®™ ,1982). Los
cambios en la excitabilidad de las neuronas hipocdmpicas podrian
explicarse de la siguiente manera: con la estimulacién a baja
frecuencia los mecanismos de inhibicién recurrente y de inhibicién
por alimentacién anterdgrada positiva (feed-forward) son lo
suficientemente efectivos como para bloguear la excitacidén
provocada por la estimulacion comisural. Pero con la estimulacién
con altas frecuencias disminuye la eficiencia de la inhibicién
recurrente y probablemente se potencia la funcién sindptica
excitadora. La actividad neurcnal en forma de espigas o descargas
paroxisticas se corelaciona con un aumento en la concentracién de
potasio (K* )} en el medic extracelular. Es probable también que se
establezca una corriente entrante de calcio (ca* ) ya que se
observa una disminucién en la concentracidn del Ca® extracelular.
El aumento del K extracelular probablemente aumenta 1la

excitacidén, pero también puede disminuir la eficiencia de las
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sinapsis inhibidoras y adepas facilitar el establecimiento de la
corriente entrante de Ca’ a las células excitadoras (Heinemann et
al® .,1982 y Xrnjevie™ ,19a2). otros de los mecanismos que
podrian estar condicionando la desinhibicién que se observa por la
estimulacion iterativa podrian estar involucrando la
sensibjlizacién del receptor postsindptice, la fatiga en la via
inhibitoria o la lesién de las interneuronas gque median la
inhibicion recurrente. De manera alternativa se invelucran
mecanismos que modulan la inhibicién recurrente, la cual se podria
modificar ya sea a nivel presinaptico o postsinaptico. A nivel
presindptico se sabe que las interneuronas inhibidoras neo son
capaces de activarse con frecuencias de estimulacidén mayores de 1
Hz, por lo tanto cuando se desarrolla una descarga paroxistica, las
interneuronas inhibidoras no se activan debido a sus
caracteristicas intrinsecas, o por tener una despolarizacion
sostenida por la presencia de altas concentraciones de K en el
medio extracelular. La alteracién postsinaptica podria deberse a
una disminucién en la sensibilidad del receptor GABAérgico o bien
a la inactivacién del canal del ¢€1° involucrado en dicha
inhibicién. El1 fendmeno de desinhibicién, una vez establecido se
puede reforzar por la inactivacién de terminales inhibitorias y muy
probablemente de interneuronas, debido a la disminucién importante
del Ca* y al aumento de K° extracelular causados por la descarga
paroxistica autosostenida de la neurona piramidal del campo CA,
{Krnjevi¢, 1982). Estas observaciones estan de acuerdo con la idea

de que la actividad paroxistica, normalmente estd frenada o es
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blogueada por la inhibicién sindptica y que su disminucién por
cualquier causa, de la potencia del control neuronal inhibitorio es-
la causa principal de 1las crisis convulsivas no sélo en el

hipocampe sinc también en otras estructuras del cerebro.

b) Participacién del GABA en la Epileptogémnesis.

Ahora bien , se sabe que la inhibicidén mediada por GABA en el
hipocampo es mds compleja, que lo que originalmente se pensé ya que
estad sujeta a una gran variedad de modificaciones plasticas . Mc
Carren vy Alqervs (1985) encontraron una disminucién de los
potenciales postsinipticos inhibitorios activados por el GABA en
las células piramidales de la region CA, en condiciones jin vitro.
Esta disminucién duraba varios segundos. Ben Ari et al¥® (1979),
observaron que los trenes de estimulos inducian potenciales
postsindpticos inhibitorios tempranos en las células piramidales en
CA, en condiciones ip vivo, y también notaron que si los estimulos
eran de intensidad suficiente para producir una crisis convulsiva,
la disminucién de la inhibicidn era mas drastica y duraba mucho mas
tiempo. Finch y Babb® (1977), reportan que existe disminucién de
las respuestas por fatiga de las células en canasta hipocampales
por la estimulacién iterativa, especialmente corn trenes de alta
frecuencia. Miles y wWong®™® (1987) y Stelzer et a1® (1987),
encontraron que los estimulos tetanizantes en las rebanadas de
hipocampo causaban una disminucién de larga duracion de los PPSI.
En cambio, estudios fisiclégicos y farmacoldgicos en el hipocampo,

sugieren que en el giro dentado, 1las crisis convulsivas
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recurrentes, dan un aumento en la potencia de la inhibicidén. sin
embargo, otros autores mencionan que el giro dentado es capaz de
producir actividad epileptiforme, gque consiste en salvas de
potenciales o poblacién de espigas de gran amplitud, cuando se
estimula a través del haz angular ipsilateral (Sémjen et al'®
,1986). Por lo tanto, la aparicién de estos paroxismos de las
células granulares pueden ser un paso importante en la propagacioén
de las crisis convulsivas en el hipocampe. Asimismo, los factores
que previenen la aparicién de esta poblacién de espigas deben
permitir que el giro dentado funcione como una compuerta gque
restringe la entrada de actividad convulsiva hacia el hipocampo
(Kapur y Lothman' ,1989).

1) Fisiologia, Parmacologia y Bioguimica dsl GABA.

El GABA un amincdcide monocarboxilico, fue identificado como
constituyente quimico del cerebro desde los ahos cincuentas, pero
su potencia como depresor del SNC no fue entonces reconocida. En el
receptor de estiramiento del cangrejo, se demostré que el GABA
mimetizaba 1la estimulacién del nervio inhibidor y que 1la
picrotoxina antagonizaba ambos efectos tanto de la aplicacién
directa del GABA como de la estimulacidn del nervio inhibidor. En
este crustdceo, Kravitz et al'® (1966) mostré que el GABA es un
aminodcido inhibidor, que se encontraba en el nervio inhibidor y
que la potencia inhibitoria de los extractos de este nervio
dependia directamente del contenido de GABA. La liberacién del

GABA, se relacionaba con la frecuencia de estimulacién de dicho
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nervio., Posteriormente, mediante el registro intracelular del
misculo, se mostré que la estimulacién del nervio inhibidor y la
aplicacion del GABA producen aumentos idénticos de la conductancia
al ién cloro en el musculo. Estos criterios fueron suficientes para
considerar al GABA como neurotransmisor (Otsuka'® ,1973). Dichas
propiedades fisioldgicas y farmacologicas fueron mds tarde
encontradas en otros modelos que sirvieron para nmostrar la
participacién del GABA en el sistema nervioso del mamifero. Muchas
de estas evidencias apoyan la participacién del GABA en las
acciones inhibitorias de la mayoria de las interneuronas del
cerebro y que también el GABA es el mediador de la inhibicién
presindptica en las celulas de Renshaw de la nmédula espinal. La
existencia de las sinapsis inhibitorias "gabaérgicas't se mostré
finalmente en las sinapsis formadas por neuronas cerebelosas de
Purkinje y sus neuronas "blanco": el nucleo de Deiters, en las
interneuronas cerebelosas y la eferencia de toda la corteza
cerebelosa: bulbo olfatorio, nucleo cuneatus, hipocampo y nucleos
septales; y las sinapsis entre las neuronas de los nucleos
vestibulares y las motoneuronas cocleares. El1 GABA también es
responsable de los efectes inhibitorios en las sinapsis de la
corteza cerebral (Kelly y Beart'® ,1975). Mas tarde, se mostrd
la existencia de una via gabaérgica desde el nucleo caudado a la
sustancia negra por evidencias neuroquimicas y citoguimicas (Kelly
y Beart, 1975). Posteriormente, estas observaciones fueron
confirmadas y ampliadas: las neuronas gabaérgicas y sus terminales

nerviosas son localizadas con los métodes inmunccitoguimicos que
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permiten visualizar la descarboxilasa del acldo gluté&mico (GAD).
las acciones fisiolégicas del GABA como transmisor inhibidor en las
sinapsis del mamifero se resumen en las siguientes consideraciones:

1. La estimulacién de las células de Purkinje resulta en una
hiperpolarizacidn de 1as células postsindpticas en los nicleos
cerebelosos profundos y el nucleo de Deiters.
2. La membrana postsiniptics es permeable al iém cloro y otros
aniones de tamafic molecular comparable, durante la accidn del
transmisor.
3. La picrotoxina y 1a blecuculina, los cuales son antagonistas
del GABA, Dhloquean ics afectos de la estimulacidén: la
estricnina, la cual no es un antagonista del GABA, no tiene
ninguna eficacia.
4. La estimulacidn de las ceélulas de Purkinje aumenta 1a
libaracisén de GABA en el liquide de perfusidn veniricular o en
las cdanulas insertadas en el a&rea de los nicleos
intracerebelosos.
Estas acciones inhibitorias del GABA son asociadas a un  flujo o
entrada del C1° desde el liquido extracelular, con la consecuente
hiperpolarizacidn de la membrana de las células postsinapticas, y
de esta manera se inhibe la capacidad de las células para generar
potenciales de accién. Sin enbargo, tanto en los estudios
fisiolégicos como en los estudios bioquimicos se indica que algunas
de estas acciones inhibitorias del GABA, deben ser reguladas a
través de algun otro tipo de receptoras o sitios de unién en el

tejido nervioso. Las propiedades farmacoldgicas de los diferentes
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Pigura 1.06 El complejo receptor GABA/BDZ/Cl°. GABA = sitio de
unidén del GABA; BDZ = Bitio de las benzodlacepinas; BB = Bitio de
los barbituricos; y Cl1° =iondéforo del cloro.

tipos de receptores gabaérgicos: los sitios de unitén o enlace
especifico de receptores GABA, son sitios o estructuras sensibles
al museimol (agonista directos), el dcido 3-AminoPropanoSulfénico
(3-APS; agonista directo) e isoguvacina (agonista indirecto) y la
bicuculina (antagonista competitivo), pero son insensibles al

baclofenao.
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Las acciones del GABA sobre estos receptores postsindpticos son
llamadas también como “ionotrdficas" ya gque se dan por la breve
apertura de los canales del ién cloro (=1 mseqg.}. Por otro lado,
los sitios de union o enlace especifico a recepteres GABA, son los
sitios o estructuras insensibles a la bicuculina, el 3-APS e
isoguvacina pero son débilmente sensibles al GABA y al muscimol
sjendo selectivos y especificamente sensibles al Dbaclofeno
{(agonista directo}, el faclofeno y el saclofeno (antagonistas
competitivos). El enlace o unién a los sitios GABA; son inhibidos
por nucleétidos de guanidina dependientes de Ca* o Mg"” y
severamente disminuidos por el tratamiento de las membranas o
rebanadas con Tritén X-100. Los sitios GABA, son descritos como
receptores postsindpticos y concentrados en las neuronas del
sistema nervioso y en las neurchas simpaticas periféricas,
mientras que los sitios GABA, son receptores presindpticos tanto
de terminales centrales comoc de terminales nerviosas periféricas
(Hill y Bov..'ery"’s ,1981). La activacién de los receptores GABA, es
responsable de las acciones inhibitorias postsinapticas cldsicas,
descritas para el GABA. En cambio, la activacion de receptores
GABA; , el GABA (o el baclofeno} actuan disminuyendo la liberacidn
de otros neurotransmisores; tales como 1la noradrenalina, el
glutamato, la dopamina, o la serotonina. Los receptores GABA,
pueden actuar también, disminuyendo la entrada o fiujo de Ca™ en
las terminales nerviosas. Ademds, se conocen sitios moduladores de
los receptores para el GABA, dentro de estos sitios moduladores,

los farmacos como las benzodiacepinas y la "picrotoxinina® (la
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forma activa de la picrotoxina), pueden actuar modificando los
efectos del GABA sobre los canales del C1° . El sitio modulade por
la picrotoxinina es distinto al sitio modulado por las

benzodiacepinas (Figura 1.06). TABLA III. Receptores
gabaérgicos.

Sin embargo, se sabe que 1la
bicuculina actua compitiendo con GABA-2 GABA-B

el GABA por el mismo sitio (GABA/BD3/CL’
agonistas:

~

dentro del receptor putative, en gg:;;mol Baclofeno

cambio la picrotoxinina actua en antagonistas:

forma no competitiva con el GABA Bicuculina Faclofeno
Saclofeno

en un sitio muy cercano al Benzodia-

receptor o dentro del mismo cepinas(BD3) :

canal de cloro (Iversen'® agonistas;:
diazepam

,1978), En cambio, las flunitrazepam
antagonistas:

benzodiacepinas se sabe que sélo flumazenil

pueden potenciar las respuestas

Ionéforo

© canal del

ién clore (Cl° ):
como moduladores alostéricos Barbituricos (BB):
depresores que
interactuan con el

localizado dentro del complejo sitio para la

en presencia del GABA, actuando

positivos en el receptor

picrotoxinina
receptor abaérgico Olsen'” Bloqueadores o
P g g ( antagonistas no
1982). compaetitives.
! ! Pentilentetrazol
Las benzodiacepinas entonces FPenicilina

alteran el enlace del GABA,

mientras que la picrotoxinina no

lo afecta. En cambio, la picrotoxinina blogquea el aumento en el
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flujo hacia el interior de las células o entrada del C1° disparado
por el enlace del GABA 2 sus receptores. El complejo receptor
GABA/Benzodiacepinas/canal de cloro (GABA, ) se legré aislar y
purificar muy recientemente y se conoce que esta constituido por
dos subunidades alfa {a ) y dos subunidades beta (B ). Mas
recientemente se consiquié la secuenciacisdn de estos dos péptidos
junte con el péptido del receptor para la glicina, y se mostré la
existencia de estrechas homologias entre estos ¥ con el péptido
del receptor colinérgico nicotinico. Lo cual sugiere gue 1las
proteinas de membrana responsables de la transmisioén de informacién
en el cerebro son una familia de proteinas genéticamente

relacionadas (Stevens'®

,1987). Por otro 1lado, 1los 1ligandos
enddgenos para los sitlos de unién de las benzodiacepinas y la
picrotoxinina no son aun conocidos, pero se sugieren, diferentes
péptidos y compuestos de bajo peso molecular. Por ejemplo, el
péptido 104-amino liamado péptido inhibidor del enlace de diazepam
(DBI), se propuso como ligando o precursor del ligando endégenc del
sitio de benzodiacepinas. las sustancias mas tGtiles que confirmaron
la participaci6on del GABA en la inhibicidon neuronal, son 1la
bicuculina y la picrotoxina; incluso, los convulsionantes quimicos,
cuyas acciones aran inexplicables {la penicilina y el
pentilentetrazol) actuan come antagonistas no competitivos del GABA
(MacDonald y Mc Lean'™ ,1982). lLos efectos provocados mediante la
aplicacién de agentes gue mimetizan al GABA (agonistas directos;
muscimol), o los agonistas indirectos tanto gque inhiben 1la

recaptura activa del trasmisor (2,4-diaminobutirato, acido
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nipecético e isoguvacina; Johnston'® ,1578), como los que alteran
la tasa de sintesis del GABA (acido aminocoxiacético; 1Iversen,
1978), son blogueados por la picrotoxina y la bicuculina. En
resumen, se conocen a la fecha dos tipos distintos de receptores
para el GABA; los receptores GABA, en donde el muscimol es el
agonista mas potente y la bicuculina es el antagonista competitivo
mds selectivo y en donde el enlace del GABA puede ser aumentado por
las benzodiacepinas interactuando en un sitio receptor cercanoc al
mismo sitio receptor del GABA. Y 1o0s receptores GABA; , en donde el
baclofeno es el agonista mas potente y el GABA tiene poca potencia

y en donde las benzodiacepinas no tienen ninguna eficacia.

j) Planteamiento del problema.

La primera generacién de antiepilépticos sintetizados en 1la
E.N.C.B.' por el Dr. Guillermo Carvajal et al' (1964) ~-la 4=
hidroxi, 4-etil, 4-fenil-butiramida (HEPB}, la 4~-hidroxi, 4-fenil-
butiramida ({HDPB) y la 4-hidroxi, 4-metil, 4-fenil-butiramida
(HMPB} - fueron disefiados para inhibir la enzima gue cataboliza el
GABA, la GABA-Transaminasa, sin embargo resultaron débiles
inhibidores de la GABA-T., Mas tarde, Tapia et al'%? [1979)
propusieron que su potencia anticonvulsiva de la HEPB se
relacionaba con sus acciones como agonista parcial del GABA. Sin

embargo; el mismo grupo rechazé tal hipotesis al probar gue dicho

' Escuela Nacional de ciencias Bioldgicas del Instituto
Politécnico Wacional.
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férmacﬁ no modificaba: log niveles de GABA, la liberacién, la
recaptura, ni los receptores postsinapticos. Por lo tanto, una
segunda generacién de fdrmacos antiepilépticos fueron sintetizados
por el Dr. carvajal et al'® (1990), estos fueron una serie
homéloga a la HEPB y fueron ya motiveo de amplias evaluaciones en
relacién a su accién farmacolégica y toxicolégica subaguda
(Martinez de Mufioz™ ,1990). Ademis se efectuaron numerosos
estudios, cuyos resultados permitieron establecer el siguiente

perfil farmacolégico:

A. Los anticonvulsionantes homdlogos de la HEPB (3-hidroxi,
3-etil, 3-fenil-propicnamida = HEPP y 2-hidroxi, 2 etil,
2=-fenil-acetamida = HEPA), son mezclas racémicas que
tienen una estructura quimica diferente a la de los
antiepilépticos que actualmente se utilizan en la terapia

humana.

B. El espectro de accién antiepiléptica de los tres
compuestos es similar y muy amplio, se parece al de
valproato y al de fenobarbital, lo que los hace buenos

candidatos como antiepilépticos (ver TABLA IV).
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TABLA IV. Potencia anticonvulsionante de HEPB Yy homOlogos Tamds de

Mirtinez de mumz'13, 1091

MODELO EXPERIMENTAL ANTICONVOLSIVO
HEPB HEPP HEPA
DE,, IT DEy IT DEg IT
Electrochoque (30-35 148 0.75 144 1.4 126 1.04
mA/200m8eg. )
Pentilentetrazol (72 mgkg™') 63 1.76 63 3.3 €7 1.97
4-Aninopiridina (15 mgkg') 29 2.82 19 11.2 24 5.5
Bicuculina (3.35 mgkg) 36 3.7 38 5.6 29 4.5
Tiosemicarbazida (20 mgkg™') 73 1.5 43 4.9 47 2.8
Estricnina (2 mgkq”) 106 1.04 NP NP 56 2.3
Picrotoxina (16 mgkg™") NP NP NP NP ©KP NP

DECy * bosls efective medis, OTcy = Dosis taxica medis, 17 = Indice teropéutico y WP = Mo proteccidén. IT

(<) so[I)Es“) -

c. Los estudios toxicolégices han demostrado que la HEPB y
la HEPA tienen toxicidad aguda y subaguda similar a la de
algunos antiepilépticos en uso y que la HEPP es incluse
menos téxica gque la mayoria de los antiepilépticos

prototipe (ver TABLA V}.



TABLA V. Caracteristicas toxicoldégicas de HEPB y homodlogos

Wirt{ner de Moz, 1991 .
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*Tosada de

TD,,* LDg* LD v
HEPB 111 385 483
(100-122}) {367-425) (438-533)
[1.34} [1.15] [1.17})
HEPP 214 767 858
(203-226) (665=886) {734~1003)
[1.20) [1.26) [1.57]
HEPA 132 269 47¢
{319-146) (234-308) (402-557)
(1.37] [1.25] [1.18]

»
'Em * Dosis tdxice medin 'y Lo, = dosis Tetsl media

acidn i.p.; "™ = acién oral.

() = 95X intervaio de confimna.

0 = Perdiente de 1s (fney de regresidn.

Las pruebas morfolégicas preliminares de hepatotoxicidad

mostraron que la HEPP es la mds segura, la HEPA es

intermedia y la unica que presenta toxicidad a dosis

altas es la HEPB.
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E. La mayoria de los estudios fisiolégicos se han hecho con
la HEPB. 5in embargo, las investigaciones recientes han
demostrado que HEPP es mas efectiva que los otros dos
compuestos en el kindling y en otros wmodelos

experimentales de epilepsia.

F. Por lo expuesto previamente, la HEPP es la que presenta
los indices terapéuticos mds elevados y por ello se ha
seleccionado para terminar los estudios preclinicos de
seguridad y eficacia, asi como para determinar su posible

mecanismo de accidn.

En un estudio previo Solis et al'® (1979) evaluaron la potencia
anticonvulsiva de la HEPB en un grupo de gatos sometidos a la
estimulacién diaria tipo kindling de 1la amigdala del 1lébulo
temporal. Por lo gque nos parecid interesante utilizar en este
estudioc el modelo del "kindling" ya que se considerd el modelo mids
ttil para el andlisis de la propiedades anticonvulsivas de estas
drogas. La estabilidad del fendémenc, asi como el control
graduado de los cambios producidos por la estimulacisn
eléctrica iterativa (kindling), permiten el estudio de los
posibles efectos protectores de la droga Ya sea sobre el
desarrollo de las crisis convulsivas o sobre el umbral

convulsivo cuando las crisis ya estan establecidas (Wada'
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,1977). Por otro lado, el hipocampo es una estructura importante
para la generacién de las crisis convulsivas (Mc Nanmara et al'®

.,1985) .

X} Objetivos.

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se plantean los

siguientes objetivos;
1) Caracterizar los cambios en la inhibicidn neuronal temprana
en el giro dentado del hipocampo después de la estimulacion de
la via perforante (kindling en la corteza entorrinal) cada
hora.
2) Examinar los efectos anticonvulsivos del HEPP en ratas
sometidas a la estimulacion tipo kindling y sobre el estado de
la inhibicién neuronal temprana en el giro dentado.
3) valorar el efecto agudo de la HEPP sobre la excitabilidad
del hipocampo y comparar este efecto con el de la butiramida

(HEPB) .

1) Hipdtesis.

1) Si la estimulacién con pulsos simples desde la corteza
entorrinal (via del patrén perforants) permite provocar el
potencial sindptico en las células granulares del giro

- dentado entonces la estimulacién iterativa con trenes de alta
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frecuencia, tanto de la corteza entorrinal (kindling en la
corteza entorrinal) como en el giro dentado {(kindling del giro
dentado)} provocaran de igual modo la desaparicion gradual de
la inhibicieén neuronal temprana en las células granulares del

giro dentado del hipocampo.

2) Si{ la estimulacién iterativa de la via perforante provoca
la desaparicidn gradual de la inhibicidén neuronal temprana en
el giro dentade entonces se producird un cambio permanente y
estable en el umbral convulsivo cuando las crisis convulsivas

generalizadas ya estdn presentes,

3) Si la activacion de las descargas de la poblacién de
espigas en el giro dentado son indispensables para la
probagacién de la actividad convulsiva en el hipocampo
entonces los agentes farmacolégicos gque selectivamente
blogueen esta activacién serin los agentes mas especificos

para el tratamiento de las crisis parciales.

4) Si la depresién por par de pulsos refleja inhibicién
mediada por el GABA entonces la potencia anticonvulsiva debe
estar directamente relacicnada con la disminucidn de 1la

éxcitabilidad de las células granulares (IMI).
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2. MATERIAL Y METODOS.

a) Kindling en la cortexa entorrinal. Se utilizaron ratas
adultas macho de la cepa Wistar con peso corporal entre 250 a 300
gramos, alimentadas Ad Libitum, vy mantenidas en condiciones de
humedad (4S%), temperatura (22 % 1°C), y cicle de luz-obscuridad
constantes (luz artificial (100 a2 120 lux) de las 8:00 a las 20:00
h). Previa anestesia con uretano (1 grkg™') cada rata fue colocada
en el marco estereotdxico (DKI 511). E1 créneo fue expuesto y se
colocd en la corteza entorrinal un electrodo bipolar concéntrico de
acero inoxidable 0.01 mm aislado excepto en la punta [coordenada
anteroposterior= ~7.5; lateral= 4.5; y vertical= =-4.5] y un
electrodo bipolar concéntrico de acero inoxidable para el registro
del giro dentado ipsilateral (AP= -3.3; Lat= 2.0; y Vert= -3.5) de
acuerdo al bregma de la rata (Paxinos y Watson'™ ,1982),
adicionalmente fueron colocados un par de electrodos para el
registro de la actividad de la corteza somatosensorial. Después de
la recuperacion postoperatoria se provocd el cambio en el umbral
convulsivo mediante la aplicacién de estimulos subumbrales
{Estimulador GRASS S11 con unidad de aislamiento PSIU6) en 1la
corteza enterrinal lateral (CEL) hasta obtener crisis convulsivas
generalizadas. Los estimulos se aplicaron cada hora (28 a 32) de
tal forma que después de que los animales alcanzaron el estado

conductual "5" sequn la clasificacidén del fendmeno kindling, que



consiste en gue
generalizada por la aplicacion
nuestran ya un cambio

b) Ensayo anticonvulsionante.
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los animales presenten crisis convulsiva

de un estimulo y por lo tanto,

permanente en la excitabilidad neuronal.

Los animales fueron colocados en una caja de acrilico transparente

de 20 x 40 x 20 cm.,

por lo menos durante una hora antes de la

administracion de los farmacos segun el casoc {ver tabla IV).

Las ratas fueron observadas
continuamente y sometidas a una
sesioén de registro
electroencefalografico durante
un periodo de dos horas después
de la administracién de cada
farmacoe, Cada animal recibié una
dosis intraperitoneal y fuercon
los animales

comparados con

upicamente. Durante este tiempo

TABLA IV. Tratamientos

-gsalina 0.1 ml/100 g de
pese corperal, i.p.; n=6
-3-hidroxi-3-etil-3-
fenil-propionamida

25, S0 y 100 mugkg't ,
i.p.; n=6
~4-hidroxi-4-atil-4-
fenil-butiramidax 60
mgkg' , i.p.i n=6

que recibieron solucidén salina
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ELECTRODO
DE REGISTRD DEL POTENCIAL PROVDCADOC
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ELECTRODO
DE ESTINULO
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Pigura 2.01 dalo e .Y de us
astimular. La rata esta anestesiada e inmovilizada y mantenida con

respiracidn artificial hasta el final del experimento.

fue calificada la presencia o ausencia de los siguientes estados:
1) clonus facial (movimientos del hocico y/o la cara): 2) sacudidas
de la cabeza (movimientos oscilatorios de la cabeza o nodding); 3)
clonus de las extremidades anteriores (sacudidas clénicas de las
patas anteriores); 4) ereccidén de la rata (el animal se yergue y se
sostiene sobre sus patas posteriores); y 5) ereccidén y caida hacia
atrds de la rata {crisis generalizada con pérdida del control

postural).



46

ESTIMULO

REGISTRO

)

Pigura 2.02 Los potenciales de campo fueron ragistrados en el gire
dentado (REGISTRO) en respuesta al estimulo (pulsos bifasicos) en
la corteza entorrinal ipsilateral (ESTIMULO).

c) Pruaba de pulsos pares,

En estos experimentos se utilizaron ratas previamente estimuladas
con kindling ya permanente (kindleadas) o en condiciones normales
(controles o testigos), las cuales fueron anestesiadas con uretano
(1.2 grkg” ,i.p.; Sigma) e inmovilizadas con bromuro de pancuronio
(0.2 mgkg'' ,i.m.: Pavulon, Organon) e inmediatamente colocadas en

el estereoctdxico (DKI 911). El créneo fue expuesto y se colocd un
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Pigura 2.03 Diagrama del aistema de registro y andlisis de las
sefnalas bloeléctricas.

electrodo bipolar concéntrico de acero inoxidable 0.01 mm, en la
corteza entorrinal lateral (AP= -7.5: Lat= 4.5; y Vert= ~4.5). La
profundidad fue ajustada de acuerdo a la respuesta mdxima provocada
en el giro dentado ipsilateral, adicionalmente fueron colocados
electrodos para el registro de la actividad de la corteza
somatosensorial (GRASS 78B). Los potenciales de campos fueron
registrados a través de una micropipeta de vidrio, previamente
llena con azul de pontamina al 2.5 % en KCl1 2 Molar. Se colocd en
el girc dentado del hipocampo (AP= -3.3; y Lat= 2.0) ver figura
2.02, y se introdujo mediante un micromanipuladcor manual (DKI
1207B), hasta llegar a la posicidén final del electrodo de registro,

la cual fue ajustada de acuerdo a los potenciales de campo
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obtenidos al inicio del experimento (=3,500um). Los animales
durante todo el experimento fueron mantenidos con temperatura a
37°C y la posicion final de los electrodos era confirmada de
acuerdo al wmétodo histoldgico descrito por solis'® (1988)
Figura 3.14. la sefial fue amplificada (Amplificador AC/DC e
inyector de corriente; Solls et al' ,,1985) y observada en un
osciloscopio (para la observacién de la respuesta provocada). Los
potenciales extracelulares de campo (PPSE) fueron registrados en el
giro dentado del hipocampo en respuesta al estimulo (pulso bifasico
simple 0.2 mseg de duracién y entre 4 a 8 Volts) en la corteza
entorrinal ipsilateral al hipocampe (Figura 2.03). Se valoré la
amplitud de la poblacién de espigas en el giro dentado gque depende
directamente del numerc de células granulares activadas (Andersen
et al'? ,1971; Lemo'® ,1971). Ademds, se aplicaron un par de
pulsos o estimulos a la corteza entorrinal separados temporalmente
en forma precisa, con el fin de provocar la inhibicién mediada
interneuronalmente en el giro dentado del hipocampo y nedirla
posteriormente. Cuando el intervalo entre pulsos se mantuvo fijo,
la magnitud de la depresidn por par de pulsos alcanzdé su mdximo al
llegar a la intensidad umbral. Cuandec la intensidad del estimulo se
mantuvo fija, se alcanzé una inhibicion maxima a un intervalo
minimo de 25 msSeg. éntre pulsos. En todos los casos después de la
amplificacién de la sefial (preamplificador Ac/DC), los potenciales
fueron obhservados en un osciloscopio (Tektronix 5113) y en un
poligrafo (GRASS 78B), y paralelamente grabados (Hewlett Packard

3968A). Mediante una interfase analodgica-digital (RC electronics,
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Modelo 5C18) se alimentaron a una computadora (At, Hewlett Packard
Vectra ES/12) y transmitidos para su promediacion y andlisis en
linea (Figqura 2.03). Posteriormente se midié la relacién entre la
amplitud promedic de la poblacién de espigas provocadas por el
segundo estimulo [PN(T)] y la amplitud promedic de la poblacidn de

espigas provocada por el estimule condicionante [PN(C)]
2.04).

{Figura

Como consecuencia del usoc de la relacion PH(T) / PN(C) se

obtuvo el ¥Yindice de mAxima inhibiciséne,

AMPLITUD PROMEDIO= AY

rigura 2.04 BSistema de medicién de la amplitud promedio (s ¥) en
la computadora (H=5). Las lineas punteadas (¥) indican 1la situacién

de los cursores mediante los cuales se calcula la amplitud segun
corresponda.
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d) Rodlimis Estadistico. Los resultados del estudio se analizaren
en una computadora pc IBM compatible utilizando el programa STATA
(Hamilton'®® ,1990). Llas pruebas de hipbétesis que se utilizaron
para comparar las medias de los datos, previo andlisis de tendecias
con un ANOVA para variables independientes, fueron la prueba%fF" de

Scheffe y ™t" de Students.

3. RESBULYADOS.

a) Xindling en la cortexa antorrinal.

En la Figura 3.01A se muestra el desarrocllo del estado convulsivo
después de la estimulacién tipo kindling cada hora.en la corteza
entorrinal y en el giro dentado del hipocampo. En un primer grupo
de 24 ratas con electrodos implantados crénicamente, se estimuld la
corteza entorrinal con trenes tetanizantes cada hora que provocd
cambios en 1la conducta a partir de la séptima sesién de
estimulacién. En estos animales se alcanzd el estado convulsivo
w24, que se mantuvo hasta la decimo quinta sesion de estimulacién
para alcanzar entonces el estado convulsivo "3* seguido
posteriormente en la videsimo segunda sesién el estado convulsivo

4"y finalmente se 1llegé en la trigesima sesién al estado
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convulsivo "5" en todos los animales. En un segundo grupo de
animales se estimuld el giro dentado del hipocampo con trenes
tetanizantes cada hora. Se encontré gue a partir de la quinta

sesién de estimulacién, se alcanzéd el estado convulsivo "2%,

4004

300 +

ITABE CRUvULIIYE

0 9 20 15
MUMERS QE IS TINULDS

200+

100+

DURACION DE LA POSTDESCARGA
( SEB. )

—_— —— 1 4

5 10 15 20 25 30
NUMERO DE ESTIMULOS

Figura 3.01 A) Batado copvulsivo alcanzado tanto por el grupo de
ratas estimuladas sélo en la corteza entorrinal (o) y para el grupo
estimulado sélo en al giro dantado (e). Bn la abscisa, se indica el
mimero de estimulo aplicado (horas) y en la ordenada se indica el
estade convulsivo. B) Aumento en la duracién de la postdescar
durante la estimulacién de la corteza entorrinal (o) o el giro
dentado (o). PEn la abscisa, se indica el numero de eatimulo
aplicado (horas) Yy en la oxdenada se indica la duracién promedio de
la postdescarga en segundos (ANOVA F,y, = 50.03 y 21.13 p < 0.0001).
Los asteriscos indican el estimulé en el que aparacieron las
crisis convulsivas generalizadas en todas las ratas.
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seguido por un aumento al siguiente estadec convulsivo en la novena
sesién (el estado convulsivo "3") posteriormente se alcanzé en la
decimo séptima sesidén el estado convulsivo "4' y finalmente en la
vigesimo octava sesién se llegd al mdximo estado convulsivo "5'" en
todos los casos (ver Figura 3.0l1A). En la Figura 3.01B también se
muestra la evolucidn de la duracién de la postdescarga para las
mismas ratas, en las cuales se encontrd diferencias
estadisticamente significativas (ANOVA, Fm3| =21.13 p < 0.0001}).
Posteriormente a cada grupo de seis ratas se les administrd HEPP
una sola dosis {0, 25, 50 &6 100 mgkg*) por via intraparitoneal,
inmediatamente después de recibir S5 sesiones de estimuloes
eléctricos en la corteza entorrinal lateral de intensidad umbral
para desencadenar la postdescarga en el hipocampo y el estado
convulsivo "5% segun la clasificacién conductual del fendémeno
kindling, que consiste en que los animales presentan crisis

convulsiva generalizada por la
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57 1 COKINDLING (n=6)
ENHEFPP 25mgkg=1(n=6)
4-

BR HEPP 50 mgkg-—1{(n=26)
Hl HEPP 100 mgkg—1 (n =6 )

¥
K

i

Pigura 3.02 Efectos de las diferentes dosis de la 3-hidroxi-3-
etil-3~-fenil-propionamida (HEPP) sobre el estado convulsivo de la
rata en el kindling eatablecido en 1a corteza entorrinal.

ESTADOS CONVULSIVOS

Néteso la reduccién mas significativa con la dosis de 100 mgkg’';
# p<0.01, % D < 0.001 y #* p < 0.0001, Pruaba *t" de Students
con 10 g.l. 6,707, 13.416 Y 1l4. 534 raspaectivamente.
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aplicacién de un s¢lo estimulo y por lo tanto, muestran un
canbio permanente en la excitabilidad neuronal. En estos animales
la propionamida o HEPP a la dosis de 25 mgkg™' {i.p.) provocd
una disminucidn en el estado convulsivo, es decir, los animales ya
no mostraron crisis convulsiva generalizada y si un patrén
conductual gue consisti¢ en una crisis focal que en
términos de clasificacién del "kindling" corresponde al
estado convulsivo "3" estadisticamente significativa (prueba "t"
de Students= 6.707, g.l.= 10 y p < 0.01; ver Figura 3.02). De
igual manera la administracién de la propionamida a dosis de 50 y
100 mgkg'' provecaron una reduccién muy clara del estado convulsivo
ya que sélo se observéd como miximo, el estado convulsivo Y1" en
todos los animales (prueba "t" de Students = 13.416 y 14.534, g.1l.
= 10; p < 0.001 y 0.0001 respectivamente). La Figura 3.03
muesﬁra la duracién de la postdescarga cuahdo los animales ya
presentaban el estado convulsivo "5" (X = 319 t d.s.= 41 segundos).
La administracién de HEPP a la dosis de 25 mgkg' antes de la
aplicacidn del astimulo tetanizante, disminuyé ligeramente la
duracién de la postdescarga en un 29% (x = 225 *+ d.s.= 9
sequndos), mientras que la propionamida a la dosis de 50 mgkg'' 1la
disminuyd un 61% (X = 123 ¢+ d.s.= 22 segundos) , y la dosis de 100

ngkg™!
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400+ ‘
: CIKINDLING (n=6)
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Pigura 3.03 Efectos del HEPP sobre la duracidn de la postdescarga
en el xindling establecido sn 1la corteza entorrinal. Efacto de la
propionamida (HEPP 25, S50 o 100 mgkg ') sobre la duracidn de 1la
postdescarga en ratas estimuladas en la corteza entorrinal. E1l
régimen de estimulacidn consistid en pulsos eléctricos bifdsicos
con 60 Hz de frecuencla, 0.2 mseg de duracién del pulsc y con un
tren de estimulos de 1 segundo. Los estimuilos se aplicaron c¢ada
hora y las postdescargas se registraron en el giro dentado del
hipocampo. Be consider$é que el xindling ya estaba establecido
cuando la rata mostraba crisis convulsivas generalizadas (cinco
saesiones de estimulacidén consecutivas que presentaba el estado
convulsivo ""5"), * p < 0.06, ** p < 0.003 Yy *** p < 0,0007 prueba
new dg Btudents con 10 g.l. = 2.258, 4.602 y 6.344 respectivamente.
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provocé una disminucidn de un 82% estadisticamente significativa
(X = 55 + d.s.= 11 segundos; prueba "t" de Students = §.344, g.l.=

100y p < 0.0007 ; ver Figura 3.03},

PN(T)/PN(C)= 1L
) POBLACION NEURORAL= PN

25 ma

TR oty 2° PHAD)

T Y T —/

INTERVALO ENTRE PULSOS (mseg)

Figura 3.04 Indice de mixima inhibicién definido en funcidén del
intervalo entre el potencial provocado por al pulsc condicionante
{C) y el pulso prueba (T). NStesa que con intervalos gqua estan
dentxo de los 20 a 40 mseg,, el IMI=PN(T)/PN(C) muestra siempre
valores menores de 1. En nuestros estudios utilizamos un
intervalo de 25 msag. para valorar particularmente la inhibiecidn
neuronal temprana.
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b} Prueba d4s pulmos pares.

En un segundo grupe de 30 ratas, anestesiadas con uretano,
inmovilizadas con pancuronio y mantenidas con respiracién mecdnica
se valoré la inhibicién recurrente. En estos animales previamente
se provocd el cambio en la excitabilidad neuronal por la
aplicacién de 32 estimulos eléctricos a la corteza entorrinal. Se
cuantificéd el grado de inhibicidén mediante el indice de médxima
ipnibicidn (IMI) que se definié como la razoén

Pigura 3.0% Las caracteristicas tipicas de las respuasstas a los

pulaos pares antes de iniciar las sesiones de estimulacién tipo
kindling.



sa
entre la amplitud del potencial neuronal del segundo potencial
provocado prueba [PN(T)] a la amplitud del potencial neuronal del
primer potencial provocado condicionante [PN(C}))
([IMI=PN(T)/PN(C}]: Figura 3.04). Como se muestra en la Figura
3.04, cuando el intervalo entre el pulso condicionante (C) y el
pulso prueba (T) estd entre 25 a 55 milisegundos, el IMI siempre
muestra valores menores que uno. Las caracteristicas principales
de las respuestas a los pulsos pares en el periodo control o sea
antes de iniciar las sesiones de estimulacidn tipo kindling (K1)

[Figura 3.05]:

207 COKINDLING {N=6)
CSHEPP 25mgkg-1 (N=6)
R HEPP 50mgkg-1 (N=8)
o 18+ Wl HEPP 100 mgkg—1 {N=26)
-
=
a
~ 1.0+
—~
-
=
a 05T

Pigura 3.06 Indice de Mixima Inhibicidn.
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1.- Si el estimulo es de intensidad umbral, la respuesta al primer
pulsc se caracteriza por una defleccidn negativa (Potencial
Sinaptico = PS) seguida por una defleccién positiva-negativa
(Poblacion Neuronal=PN) y es seguida por una positividad mds lenta.
La duracién es de alrededor de 10 a 12 mseg. (Figura 3.05).

2.-La respuesta al segundo pulso, el cual es dado cada 25 mseq.
después del primer pulso, mostré también una defleccidn negativa
seguida por un componente positivo-negativo claramente menor que
la respuesta al primer pulso y finalmente una onda mds lenta de
polaridad opuesta. Esta respuesta sdlo se correlacioné con una
disminucién de la actividad unitaria o potenciales extracelulares
de las células granulares del giro dentado en algunos animales

(Figura 3.05). -
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Pigura 3.07 1Indice de MAxima Inhibicién (IMI) durante la
estimulacién ds la cortaza entorrinal de la rata. En la abscisz, sa
indica el numero y/o horas de estimulacidén y en la ordenada se
indican los valores del IMI.

En este grupo de animales implantados crénicamente, se estimuld la
corteza entorrinal con trenes tetanizantes cada hora 1o que proveco
cambjos en el indice de maxima inhibicidén a partir de la novena

sesion de estimulacion. En estos animales se incrementaron
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gradualmente los valores del indice de maxima inhibicién hasta
alcanzar valores mayores que 1, y gque consecuentemente se llegoé al
estado convulsivo "5" en todos los animales en la trigésima
sesion (ANOVA, Fy3 = 113.21 p < 0.0001; ver Figura 3.07). Lla
estimulacién tipo kindling siempre llevé a la aparicidén de la
postdescarga en el giroc dentado del hipocampe, la cual se
incrementé en duracidn conforme se aplicaron las estimulaciones
(Figura 3.08). En la figura 3.07 se muestra la evaluacién del
estado de la excitabilidad dentro de la v;a perforante, utilizando
el método de los estimulos pares para analizar los cambios que,
ocurren en los potenciales de campo al inicio del kindling (K1),
durante el desarrollo del kindling (Ki3) y en las etapas finales
del kindling (K21). Dentro de las caracteristicas mi&s importantes
de las respuestas a los pulsos pares en las ultimas sesiones de

estimulacioén tipo kindling {K21-30) son las siguientes:
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POTENCIALES
PROVOCADOS
EN GO

POSTDESCARGA |, ‘
GIRO DENTADO "
L Kal L__ K3

Figura 3.08 Evolucidén temporal de loa cambies en el potencial
provocado por la aplicacién de estimules pares a la corteza
entorrinal. Los potencialea ge registraron en el giro dentado
del hipocampo Y la corteza entorrinal se estimulé
aldciricamante do manera intermitenta (un estipulo cada hora)
con intensidad umbral para desancadenar una postdescarga &n el
hipocampo. Los cambices en 1a amplitud del segundo compenante
dal sagundo potencial provocado raflejan la ausencia de 1la
inhibieién neuronal. Los pumercs indican sl tiempo en horas qua se
corresponde con el nimero de estimulos aplicados.
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1.- Las amplitudes de los PN aumentaron en respuesta al primer
estimulo, asi como la duracidn, particularmente la constante de
tiempo (Figura 3.08).

2.-El componente tardio tiende a desaparecer y es substituido por
potenciales de polaridad negativa-positiva.

3.-La relacién entre las anplitudes del PN provocado por el primer
y segundo estimulos camhia drdsticamente en favor de la segunda
respuesta. Estos cambios se correlacionan con mayor duracién de la
postdescarga y aumentos muy significativos de los potenciales
extracelulares de las células granulares en el giro dentado (Figura
3.08).

En la Figura 3.09 se muestran los valores del indice de maxima
inhibicion después de la estimulacién de la corteza entorrinal.
En estos experimentos farmacologicos siempre utilizamos el
intervalo de 25 mseg. con el fin de valorar la inhibicién
neurconal temprana. La adwinistracidn de HEPP a las dosis de 25
mgkg™' y de 50 mgkg'' disminuyeron un 30% y 34% respectivamente el
IMI (X = 1.03 £ d,5.= 0,05 y X = 1.035 ¢ d.s.= 0.035; prueba "t" de
Students= 2.087 y 2.48, g.1l.= 10 y p < 9.08 y 0.04) en las ratas
que previamente mostraban valores mayores que 1 como
consecuencia de la estimulacliédn eléctrica iterativa de la corteza
entorrinal (= 1.77 * d.s.= 0.3) y por lo tanto se consideré que
el cambioc en la excitabilidad ya estaba establecido. El1 HEPP a la

dosis de 100 mgkg™' disminuyé
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Figura 3.09 Evolucidén temporal de los efectos de la propionamida
(HEPP 0, 25, 50 6 100 mgkg ') smobre el indice de méxima inhibicidn
(IMI) en ratas estimuladas (kindling) en la corteza entorrinal. En
todos los casos se evaluc el INI utilirando un intervalec de 25
mseg. para valorar particularmente la inhibicién neuronal
temprana. Los potenciales de campo, se reglstraron en el giro
dentado del hipocampo Y 1la corteza entorrinal se estimuld
aeléctricamente de manera intermitente (un estimule cada hora),
con intensidad umbral para desencadenar una postdescarga en el
giro dentado del hipocampo.

significativamente un 90% el valor del IMI (x= 0.21 ¢ 0.05; prueba

“e* de students = 2.553, g.l.= 10 ¥y p < 0.01; ver Figura 3.09).
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Figura 3.10 Evolucién temporal de los aefectos da la propiopamida
(BREPP) sobre los potenclalaes provocades por la aplicacidon de un
par Ae estimulos a la cortegza ontorrinsl. Be ilustran los
potenciales obtenidos 15, JO‘ 45 y 66 minuton daspuss da 1ia
aplicaecidén de HEPP (50 mgkg', i.p.) & 1la rata. ¥Noétess 1a
disminucién en la amplitud del segqundo componente PN(T) del segundo
potencial provecsdo, lo gue refleia mayor depresidn neuronal en el
gire dentado cuande sl intervalo entra el pulso cendicionants y el
pulac prusba es ds 25 maaqg.

El efecto miximo se observé a los 15 mninutos después de 1la
administracion de HEPP. Estos efectos wmostraron una duracidn

paxima de aproximadamente 60 minutos (Figura 3.09).
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Figura 3.11 Efecto de la propionamida (HEPP) sobre el indice de
waxima inhibicién meuronal cuande se incrementa ol intervalo entre
el pulso condicionante (C) y el pulso prueba (Test). Eo astas
condiciones ol XMI siompre nmuestra valores menotrdes 4ué une, en
168 animales testigo (o) antre los intervales de 25 & 45 mseq.
Néteasa que en las ratas tratadas con HEPP (e) basta en &l intervaloe
d& 55 ms se alcan®an valores muy cercanes al cerc. lLos valores de
significancia estadiastica * p < 0.001 y #» p < 0.0003;7 Prueba "“¢¥
da Studenta con 10 g.1l. = 4.262, 16, 9.132 ¥y 7,986 respectivamente,
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En un ditimo grupo de animales se cuantificaron los efectos de ia
propicnamida y la butiramida en la prueba de pulsos pares variando
el intervalo entre pulsos. Cuando la intensidad de los pulsos se
mantuvo fija, la magnitud de la depresién por par de pulsos alcanzd
su maximo al llegar a2 un intervalo minimo de 25 mseg. entre pulsos
{prueba "t" de Students= 4.262, ¢.l.= 10 ¥y p < 0.0001; ver Figura
3.10). En estos animales simultineamente se oObservaron los
potenciales extracelulares espontdneos de las células granulares en
el giro dentado del hipocampo y paralelamente se registré el
electrocortigrama para evidenciar efectos depresores (Figura 3.10).
En la figura 3.10 también se muestra la evolucién temporal de los
efectos del HEPP o propionamida a la dosis de 50 mgkg' sobre la
depresiéon neuronal por aplicacién de pulsos pares cuando el
intervalc entre el pulso condicionante (C) y el pulso prueba
[Test) es de 25 mseg. Se observo una correlacién directa entre la
actividad extracelular espontanea y los potenciales provocados en

el giro
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Pigura 3.12 Evelucién temporal de los efectos de la butiramida
(SEPB} sobre sl promedioc de los potenciales provocados por la
aplicacién da un par de astimuloa a la corteza antorrinsl. ge
jilustran los potanciales obtenides 15, 30, 60 y 90 minutos después
ds la aplicacién de HEPB (60 mgkg', i.p.) & 1la rata. Nétess la
dismipnucidén en la amplitud del segundo components dal segundo
potencial provocado = PN(T).
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Pigura 3.13 Efecto de la butiramida (HEPB) sobre al indice da
mixima inhibicidén neuronal cuande sa incrementa el intervalo entre
pulsos. Noétasa gue en las ratas tratadas con HEPB (8) en el
intervalo de 45 mseg. ya se alcanzan valores mayoraes que 1. Los
valores de significancia estadistica ¢ p < 0.002 y ## p < 0.00S,
Pruaba "t" de Btudents con 10 g.l. 4.04 Y 3.581 respectivamente.
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dentado del hipocampo asociada con una actividad
electroencefalografica sin modificaciones importantes. El efecto
méaximo también se .observo a los 15 wminutos después de la
administracion de HEPP. Estos efectos mostraron una duracidn
maxima de aproximadamente 60 minutos (Figura 3.10). En el tiempo de
efecto madximo, entonces se procedid a evaluar el IMI con la prueba
de pulsos pares variando el intervalo entre pulsos (Figura 3.11).
En estas mismas condiciones cuande la intensidad de los pulsos
pares se mantuvo fija, la magnitud de la depresién por par de
pulsos alcanzé su maximo al llegar al intervalo minimo de 25 mseqg.
entre pulsos y en estas condiciones los animales se mantuvieron
con valores muy cercanos a cere, audn ¢on el intervalo entre pulsos
de 55 mseqg, (prueba "t'" de Students= 7,986, g.l. = 10 y p < 0.0001;
ver Figura 3.11). En cambio, cen la administracién de la HEPB o
butiramida a la dosis de 60 mgkg™' , se encontré que tenia una menor
potencia en la depresién por pulsos pares. En la figura 3.12 se
muestra la evolucidén temporal de los efectos del HEPB o butiramida
a la dosis de 60 mgkg'' sobre la depresicn neuronal por aplicacién
de pulsocs pares cuando el intervalo entre el pulso condicicnante
(C}) ¥y el pulsoc prueba (T) es de 25 mseg. El efecto maximo se
observé tardiamente a los 90 minutos después de la administracién
de HEPB Yy no se correlaciond con cambios en la actividad unitaria
o extracelular de las células granulares en el giro dentado (Figura
3.12). Finalmente, en estos mismos animales se procedid a evaluar

también el IMI con la prueba de pulscs pares variando el intervalo
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entre pulsos (Figura 3.13). Se encontrd una menor potencia en la
depresion por pulsos pares (Figura 3.13), y ademas se encontro un
indice de maxima inhibicion mayor a 1 en el intervalc entre pulsos

de 45 mseg. (ver Figura 3.13).
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Figura 3.14 Potomicrografia del hipocampo. Nétese la marca dejada
por la micropipeta de registro {solucién de azul de pontamina 2,5%
en KCl 2 M; corriente de ajeccidn de 10 uA durante 20 minutos) en
la poblacidén de las células granulares del giro dentado del
hipocampo ipsilateral a la corteza entorrinal estimulada. Tincidn
de Nissl-tionina.
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4. DI SB8CUBION Y
CONCILUS8IONES.

En este estudio se observo gue el HEPP tiene un efecto
anticonvulsivo en el modelo experimental de epilepsia aqui
utilizado. Los inconvenientes metodolégicos del paradigma habitual
({estimulo diario), nos hicieron pensar en que este modelo no nos
permitiria una adecuada evaluacién farmacolégica, debido a que la
preparacion animal con electrodos implantados a permanencia se
deteriora con el tiempo, y peor lo tanto no se obtienen buenos
registros de las variables electrofisiolégicas. Es importante
recalcar que en un estudio previo se prefirié la estimulacion
diaria de la amigdala, debidoc a que era el modelo que permitia
observar la progresién de las crisis convulsivas generalizadas en
una forma rapida (15-18 dias) y en estas condiciocnes se
establecieron 1los efectos preventivos de la butiramida. Sin
embargo, nosotros utilizamos un método para establecer en una forma
mds rapida y eficiente el kindling; la estimulacion de la corteza
entorrinal y el giro dentado del hipocampo de la rata (2B-32
horas). En el trabajo previo del Dr Solis et al' (1979) se
evaluaron la potencia anticonvulsiva de la butiramida en un grupo
de gatos sometidos a la estimulacion diaria tipo kindling de la
amigdala del loébulo temporal. Es interesante hacer notar que el
kindling del hipocampec en la rata, puede provocar no solamente las
crisis motoras focales, sino también se asoclia comunmente a pérdida
de la wmemoria (Lopes da S5ilva® ,1987), lo cual puede estar

relacionado a la observacién clinica gue los pacientes epilépticos
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con focos limbicos, suelen tener pérdida de la memoria wverbal
(wieser et al'® ,19gs),

Finalmente se prefirié la estimulacién de la corteza entorrinal
(cada hora) para evaluar los efectos anticonvulsivantes del HEPP
vya que nos parecié el mds eficiente para evaluar farmacos
antiepilépticos con accién especifica sobre las crisis parciales
complejas y crisis parciales secundariamente generalizadas. A
diferencia de otros autores que prefieren la estimulacién de la
neocorteza, lo cual ofrece la posibilidad de evaluar farmacos
eficaces solo contra las crisis parciales simples. De tal modo que
la estimulacién subumbral iterativa en forma aguda (cada hora)
progresivamente provoceé crisis convulsivas generalizadas (estado 5)
en todas las ratas. Al mismo tiempo se hicieron constantes los
cambios electroencefalogrdaficos {postdescarga), hasta obtener un
cambio permanente en la excitabilidad neuronal, al cual le
denominamos "kindling establecido". En estas condiciones, el HEPP
mostrd un franco efecto protector ya que disminuyd la manifestacién
de las crisis convulsivas generalizadas tanto del estado convulsivo
como en la duracién de la postdescarga. De esta manera, el
kindling establecido en la corteza entorrinal nos sirvié para
evaluar la actividad antiepiléptica en un estado epiléptico crénico
Yy estable. En cuanto a las posibilidades de este modelo
experimental especifice de dicho tipo de epilepsia, nos sirvié
adicionalmente para darnos informacién acerca de la patofisiologia
de la epilepsia. Ademas nos fue posible evaluar los cambios

observados en la inhibicién recurrente y estudiada a través del
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procedimiento de los pulsos pares. Pensamos que el HEPP puede
estar aumentando la inhibicidn recurrente ya que este fendmeno es
modulado importantemente por el sistema local de interneuronas
(posiblemente GABAérgicas): gue como se sabe, son las primeras que
se destruyen en el tejido cerebral sometido a la estimulacién
eléctrica iterativa para producir la epilepsia en monos y ratas
(Johnston'® ,1978; Noebels y Prince'®¥ ,1977 y Sloviter'® ,1983
y ¥ ,1987).

Ademas, otros autores han mostrado que en condiciones "in vitro",
la estimulacién tetanizante en rebanadas de hipocampo gue incluyen
al giro dentado son capaces de generar actividad paroxistica:;
trenes de espigas de gran amplitud en forma muy semejante a
la postdescarga encontrada en el animal integro (Slater et al'®
.,1985). La amplitud de estas "espigas epilépticas" se sabe que
depende del nimero de células granulosas que se activan, y que
por lo general, al estimular con intensidad umbral 1la corteza
entorrinal por via del patron perforante , se activa toda la capa
molecular intrapiramidal de las células granulosas. Finalmente,
con base en los resultados obtenidos en nuestros estudios y después
de examinar los cambios en los potenciales de campo extracelulares
provocados en el giro dentado, nos es posible tentativamente
explicar la fisiclogia basica de dichas respuestas. En condiciones
normales, un estimulo de intensidad umbral provoca potenciales
postsindpticos excitadores (PPSEs) a nivel de las sinapsis formadas
por los axones de la corteza entorrinal y las dendritas apicales de

las células granulares. Este estimule puede ser suficiente para
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provocar la descarga celular y [NH[B[C[ON

por lo tanto, activar las Pjﬁ'

interneuronas inhibitorias gque ::::::::3

son excitadas por las VP ) -

colaterales de los axones de las PPSla

células granulares, Yy pueden () )

entonces estar mas activas

(Andersen et apht ,1978; Figura 4.01 Modalo de

funcionamiento de la sindpsis en
Figura 4.01). Ademds, se sabe ::uro::f:. normal {Inhibicidn
que en este tiempo es cuando los
potenciales postsinipticos inhibitorios tempranos (PPSIs) pueden
ser registrados {Knowles y Schwartzkroin®? ,1984). Por lo tanto,
cuando la intensidad del primer estimulo es suficiente para
provocar descargas celulares, la via recurrente inhibitoria puede
ser activada y entonces los potenciales postsindpticos inhibitorios
pueden ocurrir (Figura 4.01). Si el segundo estimulo es dado
durante estos PPSIs, el potencial de campe resultante puede ser de
menor amplitud. Por lo que el segunde estimulo provoca potenciales
de campo extracelulares de menor amplitud, probablemente debido a
la liberacioén del neurotransmisor inhibidor que en este caso bien
pudiera ser el GABA (Creager et al'™™ .,1980), En esta
interpretacion, no consideramos la posibilidad de que el estimulo
también provoca inhibicién anterograda (Buzsaki'® ,1984), ya que
este es un componente inhibitorio que s6lo contribuye a 1la
respuesta inicial. Sin embargo, no podemos excluir que otros tipos

de hiperpolarizacién causados por cambios intrinsecos en la



77
permeabilidad de membrana puedan contribuir al componente tardio
del potencial provocade. En un estudio bioquimico preliminar, el
grupc de la Dra. Martinez de Mufioz examind en forma amplia la
capacidad del HEPB y sus homologos para desplazar al GABA de sus
receptores y el de otros neurotransmisores para hacer un
cernimiento sobre el probable mnecanismo de accién de estos
antiepilépticos. De esta manera utilizando ligandos radiactivos
especificos, encontraron que el HEPB inhibe en forma dependiente de
la dosis, la formacién del complejo ligando-receptor de
benzodiacepinas, y la HEPP modifica el polireceptor GABA, en
condiciones "in vitro". Ademds, estos farmacos no modificaron el
de otras sustancias neuroactivas tales como la noradrenalina (NA),
la serotonina (5-HT), y el de péptidos opioides (Chdvez y Martinez
de Munoz'® ,1990).

Ahora bien, desde el punto de vista electrofisioclégico se describen

a ti d i icie i !
os ipos e inhibicion DESH\H[BICIOI\
GABAérgica en las células _ FT#EE .
granulares del hipocampo: dado -
M +)|:
que el GABA aplicado en el soma \/P (;\ gL
PPSls
inhibe generalmente el disparo C —O
(+)
de la célula completa y el GABA
i
aplicado en las dendritas Figura  4.02 Modelo  de
funcjonamiento de 1la sindpsis
disminuye selectivanente la después del Kindling

(Desinhibicion neuronal),
activacion de las sinapsis

locales. Entonces ambos tipos de inhibicion GABAérgica se asocian

con el consecuente aumento de la conductancia al ién cloroe. En
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consecuencia la reduccién de ambos tipos de inhibicién GABAérgica
podrian ser factores importantes para la generacién de la actividad

epiléptica (Figura 4.02).
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