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1 INTRODUCCION

1.1 EPILEPSIA

Desde el punto de vista etimoldgico, la palabra epilepsia,
deriva de wuna preposicién y del verbo irreqular dgriego,
“epilambanein" que significa "ser sobrecogido bruscamente". Desde
que el hombre se didé cuenta de este padecimiento, y mas aun desde
que empezd a estudiarlo a fondo, han surgido muchas definiciones de
la epilepsia, muchas de ellas ambiguas que han provocado polémicas
entre los diversos grupos de estudiosos. Dicha situacién de
ambigliedad provocé confusién no soélo en la comunidad cientifica
sino, lo que es peor, en la poblacidén en general. Por esta razén,
en 1973, la Liga Internacional contra la Epilepsia y 1la
Organizacién Mundial de la Salud publicaron un diccionario de
epilepsia '? en el que se define a ésta como una afeccién crénica
de etiologia diversa, caracterizada por crisis recurrentes, debidas
a una descarga excesiva de 1las neuronas cerebrales (crisis
epilépticas), asociadas eventualmente con diversas manifestaciones
clinicas y paraclinicas. Desde aquel momento, el criterio para
identificar las crisis epilépticas se facilité a nivel mundial y

mejord la comunicacién entre los clinicos e investigadores.
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La caracteristica clinica mas importante de la epilepsia es
'que se manifiesta de forma muy variada dependiendo del sitio
primario que descarga. También es importante lo impredecible de su
presentacién y de su reaparicién, asi como la existencia de
periodos asintomaticos que pueden durar minutos, dias, meses o
anos. Hasta la fecha, a pesar de los adelantos tecnologicos, el
andlisis clinico de 1los pacientes y 1la descripcion de 1las
manifestaciones criticas e intercriticas de la epilepsia, siguen
siendo los aspectos fundamentales en los que se basa el diagnéstico
y tratamiento de las crisis epilépticas.

Desde el punto de vista epidemiolégico, la magnitud del
problema epiléptico se mide por su distribucién y frecuencia de
aparicién, asi como por las variaciones de éstas a lo largo del
tiempo en diferentes condiciones geograficas y en diversos tipos de
personas. El propdsito de esta tesis no es hacer un estudio
epidemiolégico, sin embargo, conviene resaltar la magnitud del
problema en México dando algunos datos. La incidencia, es decir los
casos huevos en la pobklacién general, es de 48 por cada 100 mil
habitantes. La incidencia es mayor en los hombres que en las
mujeres. Por grupo de edad es la siguiente: 76.8% antes de 1la
adolescencia, 16.3% en adultos jovenes, 5.2% en adultos, y 1.7% en
ancianos. La prevalencia, es decir los casos ya existentes en la
poblacién general, es de 5.16 por cada mil habitantes y es mayor en
los hombres que en las mujeres. Debido a los avances de la ciencia

médica, la esperanza de vida es mayor y por lo mismo la prevalencia
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de la epilepsia es mayor en la tercera y cuarta décadas de la vida
con una ligera disminucidén en los ancianos. En cuanto a la posible
etiologia, el mayor porcentaje es dado por la neurocisticercosis
con el 36%, causas perinatales (sobre todo durante el parto) tiene
el 14%, trauma craneal 8%, enfermedad cerebrovascular 5%, tumor
cerebral 4% ,procesos infecciosos 3%, y el 30% restante por otras
causas que no se describiran 3%,

Mucho es lo que se sabe actualmente sobre la epilepsia, sin
embargo todavia falta mucho por conocer. Esta ignorancia no sélo en
los médicos y cientificos, sino también en la poblacién en general,
ha provocado que se acumulen a lo largo de todos estos siglos
creencias errodneas, basadas en la supersticién y los prejuicios, lo
que tiene consecuencias psicolégicas y sociales en los pacientes
que sufren epilepsia.

Tanto la definicidn de la epilepsia como la clasificacién de
ésta son empiricas, y por lo tanto son el resultado de la
observacion clinica de los pacientes. E1 considerar a la epilepsia
como un sindrome, es decir consecuencia de rmruchas causas, con
mecanismos de accién muy diversos, refleja el desconocimiento de
una teoria que explique el por qué todos estos mecanismos de accidn
inducen en el tejido cerebral normal un primer foco epiléptico. Los
resultados del presente trabajo apoyan la hipétesis acerca del
mecanismo de la epileptogénesis, que propone que ocurre un proceso

de desinhibicidén en el tejido neural, y por otro lado, en forma
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independiente pero convergente, el establecimiento del fendmeno de

potenciacién a largo plazo (LTP).

1.2 MODELOS8 EXPERIMENTALES DE EPILEPSIA

1.2.1 INDUCCION DE LOS CAMBIOS DE EXCITABILIDAD POR ADMINISTRACION
DE SUBSTANCIAS CONVULSIONANTES

Desde tiempos de Jackson hasta la fecha, el estudio de las
crisis convulsivas ha sido una forma de lograr el entendimiento
cabal del funcionamiento del cerebro. Las drogas convulsivas han
sido una herramienta mas para entender cémo el cerebro genera los
eventos eléctricos y conductuales de la crisis generalizadas. Se
reporta frecuentemente, la posibilidad de modificar la accidén de
neurotransmisores en forma especifica mediante drogas que tienen
propiedades convulsivas cuyos efectos son dosis dependientes. Sin
embargo, no todas las neuronas de las diferentes regiones del
sistema nervioso se alteran de igual manera. La inyeccidn de estas
substancias en forma sistémica, iontoforética, o al medio que rodea
a la célula, puede resultar en una diferente accién farmacoldgica
sobre el soma neuronal o sobre su campo dendritico 5. Un gran
nimero de estudios indican que la aplicacién de convulsionantes
directamente al medio en que se encuentran las neuronas tanto in
vivo como in vitro, provoca un patrén de disparo neuronal conocido

como despolarizacién paroxistica (DP)é7 (ver figura 1). Esta
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respuesta neuronal es de considerable importancia ya que es similar

al patrén observado en neuronas de focos epilépticos en el ser

humano &°.

potenciales de
accion
normales

despolarizaciones

paroxisticas

Figura 1. Registros intracelulares, de neuronas localizadas en
el ganglio subesofagico de Helix aspersa (caracol de jardin). En
el registro superior, se muestran potenciales de accion normales.
En el inferior, se muestran las despolarizaciones paroxisticas
(marcas), después de aplicar pentilentetrazol (.2 ml en una
solucion de 5 mg/ml) al medio de perfusion. Estos registros
fueron obtenidos en nuestro laboratorio.

1.2.1.1 ESTRICNINA

La estricnina es el prototipo de muchos convulsionantes que
antagonizan la accién de neurotransmisores inhibitorios. La
inyeccién intravenosa (i.v.) produce inicialmente un estado

preconvulsivo que se caracteriza por un patrén
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electroencefalografico compuesto‘por actividad rapida y de bajo

voltaje 98,

Este patrén evoluciona a un estado convulsivo con la
consecuente aparicion de espigas interictales (espigas
eétricninicas) frecuentemente de aparicién variable, seguido por
una depresion postictal. Durante este estado, la estricnina produce
crisis espinales que constan de descargas regulares de 10-12 Hz en
la parte baja del tallo cerebral y del cerebelo 0 | rLas descargas
regulares inducidas por la aplicacién i.v. de estricnina a gatos no
anestesiados pueden ser bloqueadas por la seccidén de la meédula
espinal ' . Esta actividad es precedida por una respuesta
sensorial aumentada de las neuronas de la formacidén reticular
mesensefalica (FR) '> . Junto con el electroencefalograma de gran
amplitud se registran rafagas de potenciales de accién con
frecuencia de 10 a 20 Hz. Eccles y colaboradores establecieron
claramente que la estricnina ejerce sus efectos sobre la inhibicidn

espinal "™ . Ademas la estricnina produce la DP por la aplicacién
p

tépica en algunas especies animales ', Se ha reportado que es un
antagonista relativamente selectivo de 1la inhibicidén producida
postsinapticamente por la glicina, ya que bloquea los receptores
postsinapticos de glicina en algunas estructuras del SNC

%1% vy en 1la FR

particularmente en la médula espinal
16,17,18,19,20  También blogquea la inhibicién provocada por la
aplicacién iontoforética de glicina de manera mds eficiente que la
provocada por la aplicacién del acido gamma-aminobutirico (GABA)

199,200 por otra parte, en estudios de autoradiografia se ha



MODIFICACION DE LA INHIBICION RECURRENTE 7

observado que la estricnina radiocactiva se distribuye en regiones
cerebrales de manera muy parecida a la distribucion que tiene la
glicina 242, En un estudio electrofisioldgico Tribbles y col.®
observaron que la inyeccidén i.v. de estricnina reduce gradualmente
la amplitud del potencial inhibitorio postsindptico en un 25% o
menos antes de que se produzcan las crisis 2 . Asimismo, Faber y
Klee observaron en Aplysia, una disminucién de los potenciales
postsinapticos inhibitorios (IPSP) por la aplicacidn de estricnina,
y pensaron que esta disminucién se debia al bloqueo de los canales

de cloro 20,

Se ha observado también una disminucién en el umbral
de la corriente entrante, y una diminucién de la corriente de
potasio en neuronas de calamar, y Aplysia %.25.26 Se ha
sugerido un modelo de receptor de glicina en el cual el sitio de
unién de la estricnina esta cerca del sitio activo de la glicina,
y se ha postulado una interaccién cooperativa entre ellos %7.
También se ha reportado que la estricnina en bajas concentraciones
aumenta la accion de la acetilcolinesterasa in vitro , pero con
altas concentraciones inhibe a esta enzima 2 La estricnina
bloquea, ademds, la accidén de norepinefrina, serotonina (5-HT), y
GABA 202,203 155 efectos de la estricnina se pueden revertir mediante
la aplicacién iontoforética de GABA y glicina, asi como con

benzodiazepinas #°.
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1.2.1.2 BICUCULINA

La inyeccién i.v. de bicuculina produce crisis convulsivas
generalizadas con una latencia de unos cuantos segundos. Las crisis
se inician subitamente y son de tipo ténico-clénico generalizado,
con un patrén electroencefalografico similar al inducido por el
pentilentetrazol (PTZ) 3°. La bicuculina blogquea en forma mds
selectiva y especifica la accién de GABA en los receptores GABAa
204 pste efecto es mediado por la reduccidén de la tasa de
activacién de los canales al cloro. Se ha establecido que 1la
relacién del GABA con la bicuculina es competitiva, es decir,
ambas substancias tienen un mismo sitio en el receptor. En estudios
mds recientes se ha observado que los receptores GABAb son
insensibles a la accion de la bicuculina en dosis usuales 205 (9,4
mg/Kg) . Con dosis mayores que la necesaria para blogquear el efecto
del GABA, la bicuculina modifica la accién de otros
neurotransmisores putativos como son la glicina, acetilcolina y 5-
HT. La bicuculina afecta la inactivacién de la corriente de potasio
% por un mecanismo que no involucra al GABA. También se ha

reportado que la bicuculina bloguea la conductancia al potasio

calcio dependiente.
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1.2.1.3 PICROTOXINA

La picrotoxina es un estimulante del sistema nervioso central
(SNC) y pertenece al grupo de los analépticos. Es un convulsionante
tipico y su accién farmacoldgica es parecida a 1la del
pentilentetrazol. Es un antagonista . especifico que actua
directamente en el receptor del GABAa. Produce crisis cldénicas y
ténico-clénicas generalizadas. Tiene la peculiaridad de tener una
latencia mayor para la aparicidén de la crisis convulsiva que la del
regto de los agentes convulsionantes. Se piensa que esta mayor
latencia se debe a un proceso de biotransformacidén en el cual la
picrotoxina se convierte en picrotoxinina o también puede deberse
a la accién sobre una enzima 3'. La picrotoxina reduce la tasa de
activacidén de los canales activados por GABAa y tiene efectos sobre
la membrana celular, parecidos a los que producen las substancias
ya mencionadas. También bloquea la accidén de la glicina, S5-HT y
acetilcolina.

Debe considerarse que la picrotoxina tiene dos caracteristicas
importantes: 1) su potente accidn convulsionante, y 2) su mecanismo
de accidén conocido. Estas caracteristicas hacen a la picrotoxina
bastante util para realizar estudios en los que se trata de
discernir la forma de participacién del GABA en los diferentes

mecanismos inhibitorios.
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1.2.1.4 PENICILINA

La penicilina es un antibiético ampliamente utilizado como
agente epileptogénico. Se emplea frecuentemente en la investigacién
de la epilepsia por la facilidad con que produce crisis focales o
generalizadas, ya sea por su aplicacidén toépica o sistémica, a
diferentes animales de experimentacion 2%, E1 1lamado foco
penicilinico ha permitido analizar la actividad eléctrica neuronal
mediante el registro extracelular e intracelular.

La inyeccion sistémica de penicilina produce crisis
generalizadas con patrones conductual y electroencefalografico
diferentes al de las otras substancias. Las sacudidas mioclénicas
y los complejos espiga onda de 3 cps son muy parecidos a los que
se observan en las crisis de ausencia del ser humano 2%,

La aplicacion topica de penicilina es quiza el modelo gue mds
se emplea para inducir el proceso epiléptico agudo. En 1945, Walker
y Johnson fueron los primeros en reportar 1los efectos
convulsionantes de la penicilina. En la corteza cerebral o en el
hipocampo provoca la aparicion de DPS 32, Las neuronas que presentan
estas despolarizaciones, muestran ademds anormalidades morfolégicas
del arbol dendritico . Se ha sugerido que la accién farmacolégica
de la penicilina, implica un bloqueo selectivo de la inhibicién
postsindptica inducida por el GABA 2, Asimismo, bloquea 1los
cambios de conductancia al cloro en respuesta a la aplicacioén del

GABA, acetilcolina, dopamina, o S~HT, asi como la liberacién del
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GABA.

1.2.2 INDUCCION DE LOS8 CAMBIO8 DE EXCITABILIDAD MEDIANTE LA

ESTIMULACION ELECTRICA

1.2.2.1 KINDLING

El término kindling lo introdujo Goddard ** para designar el
desarrollo progresivo de manifestaciones epilépticas, conductuales
y electroencefalograficas, que aparecen en los animales de
experimentacidén, como respuesta a la aplicacidér de estimulos

eléctricos iterativos subconvulsivos o subumbrales.
1.2.2.1.1 E1l Kindling Como Modelo de Epilepsia Humana

El objetivo principal de estudiar el fendmeno del kindling es
obtener evidencias de los aspectos bdsicos de la epilepsia humana
34, pa importancia del kindling como modelo de epilepsia radica en
gue muestra similitudes muy significativas con la epilepsia humana,
lo que indica que muy probablemente algunos mecanismos
electrofisiologicos y bioquimicos sean comunes para ambos procesos
35,36,37

Los aspectos conductuales que se observan en el kindling,
muestran similitudes con los observados en las crisis parciales

complejas y en las crisis ténico-clénicas secundariamente
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generalizadas en el ser humano. El registro electroencefalografico
obtenido durante las diferentes etapas del kindling, muestra una
evolucicdn Yy morfologia muy similar al registro
electroencefalografico de pacientes con crisis parciales complejas
con posible origen en el 1ldbulec temporal. Otra similitud es la
presencia de espigas interictales en los animales con kindling ya
establecido, similares a las espigas interictales que se observan
en pacientes epilépticos 33 (ver tabla 1).

La evolucion progresiva de los cambios de la excitabilidad que
se observan en el kindling, es una de las caracteristicas que
guarda gran semejanza con la epilepsia humana. En estudios con
pacientes epilépticos sin tratamiento anticonvulsivo, se ha
descrito un desarrollo progresivo de 1la severidad de las
convulsiones. Por el contrario, en la gran mayoria de los pacientes
que reciben tratamiento ;ntiepiléptico en etapas tempranas de la
enfermedad, se atenua la evolucidn progresiva en la severidad de
las convulsiones. Otro hecho que refuerza la utilidad del kindling
como modelo de epilepsia, es gque muchos de los fdarmacos
anticonvusionantes utilizados en el tratamiento de la epilepsia,
son también capaces de retardar el proceso del kindling y reducir
la severidad de las convulsiones “0.37.41,

Posiblemente la transicidén del estado interictal al estado
ictal en pacientes epilépticos se debe a un evento, como puede ser
la anoxia, que favorece la aparicién de la crisis. En los animales

en los cuales la estimulacidn eléctrica se continda por periodos de
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MODELO EXPERIMENTAL DEL KINDLING

Modelo Andlogo Clinico

convulsién Generalizada Crisis tdénico-clénicas
generalizadas.

Foco Cortical Agqudo Crisis Parciales
Simples

Foco Amigdalino Agudo Crisis Parciales
Complejas

Descarga Generalizada de Descarga de origen

Focal (PD). focal, Secundariamente
Generalizada.

Foco Epiléptico Cronico Espigas Interictales en

crisis Parciales
Complejas.

Tabla 1 En esta tabla, se compara un modelo experimental de
epilepsia como lo es el kindling, con la epilepsia humana.

tiempo prolongados, se pueden observar crisis convulsivas en forma
espontanea, es decir, existen también en estos animales de
experimentacién, eventos gque favorecen la aparicién de 1las
convulsiones ¥,

Ribak “? demostré que muchas de las terminales axdnicas de

neuronas inhibitorias, las cuales forman sinapsis simétricas en el

segmento inicial de axones de células piramidales, se pierden en
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los focos epilépticos provocados por la crema de alumina en la
corteza cerebral de monos. En focos epilépticos de humanos,
extirpados quirurgicamente, es evidente la pérdida de neuronas y
proliferacién de células gliales . Se ha sugerido que estas
alteraciones estructurales son una posible causa de la
epileptogénesis. Esta hipétesis, por otro lado, esta aun en duda ya
que no se ha encontrado tejido cicatricial en todos los focos
epilépticos extirpados, y no todo tejido cicatricial induce un foco
epiléptico 92,

Debido a estas similitudes, el kindling ha sido empleado para
investigar algunos aspectos de la epilepsia. Por ejemplo ha servido
para estudiar los mecanismos que inducen el fendmeno ictal,
especialmente el proceso que provoca la descarga de neuronas en
forma sincronizada '®8, otro ejemplo es el estudio de 1la
propagacion de la actividad epiléptica a otras areas del cerebro
(transferencia). Ha sido usado también para examinar el curso
temporal de los efectos bioquimicos y fisiolégicos postictales, asi
como para dilucidar cambios plasticos a largo plazo que modifiquenr
el umbral convulsivo.

Los cambios conductuales que aparecen en el desarrollo del
kindling amigdalino han sido clasificados por Racine para la rata
3, Yy por Wada para el gato % (ver tabla 2).

En esta clasificacién, las etapas 1 y 2 son similares a las
crisis parciales complejas humanas o crisis limbicas. En las etapas

subsecuentes (3,4, y 5 para la rata), es similar a las crisis
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CLASIFICACION CONDUCTUAL EN EL

KINDLING

Gato

Rata

Sacudidas faciales
ipsilaterales al sitio
estimulado.

Sacudidas faciales
bilaterales.
‘Cabeceo, salivacién y

dilatacion de la
pupila.

Desviacidn de la cabeza
con ext. toénica de 1la
pata anterior
contralateral al sitio
de estimulacion.  E1l1

animal corre en
circulos.
Sacudidas miocldnicas

gralizadas. Relajacion
de esfinteres.

Crisis convulsivas
tonico-cldénicas
generalizadas.

Movimiento de hocico y de
la cara.

movs. oscilatorios de la
cabeza (nodding).

Sacudidas clénicas de las
patas anteriores.

El animal se yergue y se
sostiene con sus patas
posteriores (ereccién).

Ereccién y caida al
suelo. Crisis gralizadas.
con pérdida del control
de la postura.
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Tabla 2 En esta tabla se presenta la clasificacién conductual del
Nétese que la evoluciédn
conductual de la rata esta dividida en 5 etapas, mientras que en

kindling en el gato y en la rata.

el gato se divide en 6.
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‘"motoras de tipo ténico-clénico generalizadas.

Durante el proceso del kindling las crisis evolucionan desde
cambios conductuales imperceptibles hasta crisis tdénico-cldnicas
generalizadas. El registro electroencefalografico también muestra
cambios graduales que se caracterizan por el aumento en la duracién
de la postdescarga (PD) y 1la aparicion gradual de espigas

interictales 4

(ver figura 2). De esta forma evoluciona el
fendmeno del kindling y alcanza su maximo desarrollo cuando el
estimulo eléctrico (al cual no se le ha modificado su intensidad)
desencadena una crisis convulsiva tonico-clénica generalizada .
A partir de este momento, cada estimulacién provoca una crisis
similar, y es cuando se considera que el animal tiene un cambio
permanente en 1la excitabilidad neuronal. Este cambio en 1la
excitabilidad neuronal se observa inclusive hasta meses después de
haber dejado de aplicar estimulos eléctricos, ya gque al reaplicar
un estimulo eléctrico se desencadena una crisis ténico-cldnica
generalizada (tipo 5 estado conductual seqgun la clasificacién de
Racine). Estos animales también se caracterizan por tener un bajo
umbral a las crisis epilépticas. Este estado refleja una alteracidén
a largo plazo gue puede ser permanente e independiente de
estimulaciones ulteriores .

Las caracteristicas del estimulo eléctrico son muy
importantes para el desarrollo del kindling. El estimule 6ptima se

caracteriza por ser un tren de pulsos eléctricos bifasicos

cuadrados de un milisegundo cada uno, con duracién de un segundo,
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Figura 2 En esta figura se muestran los electrocorticogramas de
la region sensoriomotora durante cada estimulacién, en ratas
sometidas al paradigma del kindling amigdalino el cual consiste
en aplicar un tren de estimulos de 60 Hz, con una duracién del
pulso de 1 mseg. La duracién del tren de estimulacién fue de un
segundo, aplicados cada hora. Noétese la evolucién progresiva en
la duracion del patrén epileptiforme (postdescargas). Datos no
publicados de Solis et. al.
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vy con frecuencia de 60 ciclos/seg. Frecuencias de 25 a 150
ciclos/seg son igualmente eficientes. En otros estudios se ha
observado que estimulos con frecuencias menores (ejem. 10
ciclos/seg) no son eficientes. Sin ecembargo, en estudios mas
recientes se determind que estimulaciones por periodos prolongados
(60 segs), con alta intensidad y con baja frecuencia (menores de
0.8 ciclos/seg) pueden inducir cambios tipo kindling. El intervalo
entre estimulos representa una variable muy importante. Estimulos
(de pulsos de 1 mseg. a 60 Hz, durante 1 seg.) aplicados con
intervalos de 15 minutos a 7 dias pueden inducir el fendmeno.
Cuandeo el intervalo de estimulacién es de 15 a 30 minutos, se
requiere de un mayor numero de estimulaciones paré provocar los
cambios conductuales y electrofisioldgicos del kindling.

Para obtener el cambio de excitabilidad permanente, el
estimulo eléctrico debe provocar una postdescarga local. Sin
embargo, estimulos subumbrales para la postdescarga disminuyen el
umbral convulsivo '8,

El kindling puede ser provocado en varias estructuras
cerebrales. La sensibilidad de cada estructura se puede
establecer jerarquicamente con el siguiente orden (de mayor a menor
sensibilidad): amigdala, globus pallidus, corteza piriforme, area
olfatoria, neocorteza anterior, corteza entorrinal, bulbo
olfatorio, drea septal, 4&rea predptica, putamen y caudado, e
hipocampo *. El numero de estimulaciones requeridas para inducir

el kindling, es en parte, dependiente de la estructura anatémica
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gque se va a estimular. Por ejemplo, en la amigdala se requieren 10
estimulaciones, en tanto que en el hipocampo, se réquieren 20 a 30
estimulaciones por ser menos sensible 43,

El kindling se induce en una gran variedad de especies
animales tales como: rana, raton, rata, conejo, gato, perro, mono
rhesus y babuino. El cerebro humano no deberia ser la excepcidén y
probablemente también posee potencial ‘para el kindling. E1l
desarrollo de éste, es mas lento cuando la ubicacién de la especie

es mdas alta en la escala filogenética, por lo gue el kindling en

seres humanos seria el mas lento en desarrollarse ',
1.2.2.1.2 Kindling y Neurotransmisores

Existe amplia evidencia de 1la participaciéon de diferentes
neurotransmisores en el desarrollo y establecimiento del kindling
en diferentes especies animales. A continuacidén se describen
algunos de estos neurotransmisores y su modificacién en el

kindling.
1.2.2.1.2.1 Acetilcolina
La acetilcolina es un neurotransmisor putativo en el cerebro

de mamiferos con un efecto principalmente excitatorio. Existe

evidencia experimental que sugiere la participacién del sistema
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colinérgico en las convulsiones. Por ejémplo, la inyeccidén de
agonistas colinérgicos en estructuras del sistema limbico con
intervalos de 48 horas, produce un aumento de la intensidad de las
convulsiones, en forma similar a la que produce la estimulacidn

47,48, Es probable que este efecto en la excitabilidad

eléctrica
neuronal se deba a modificaciones en la sensibilidad del receptor
muscarinico. Asimismo, en animales con kindling ya establecido, se
observa un aumento de la sensibilidad a la accidn excitadora de la
acetilcolina a largo plazo. Sin embargo, la permanencia de este
auménto en la sensibilidad neuronal no se ha determinado ni se sabe
si existe una relacion temporal entre el desarrollo del kindling y
el desarrollo de la hipersensibilidad .

Estos estudios sugieren que el sistema colinérgico puede estar
involucrado en la propagacidn de la crisis. Pero parece ser que no
tiene un papel esencial en el desarrollo del kindling o en la
expresién de las crisis, debido a que la aplicacién sistémica de
antagonistas muscarinicos tales como la atropina, so6lo provoca gque
se requiera de un numero mayor de estimulaciones para inducir el
kindling “%%°, La aplicacidn de paration, que es un inhibidor de

la colinesterasa, no modifica el establecimiento del kindling.
1.2.2.1.2.2 Aminas Biogénicas

Los sistemas catecolaminérgicos e indolaminérgicos, estan

compuestos de grupos neuronales cuyos axones se ramifican
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ampliamente. Estos axones proyectan a un gran numero de areas
cerebrales, incluyendo gran pérte del sistema limbico. Evidencias
electrofisioldégicas sugieren que ambos sistemas son inhibitorios
para una gran cantidad de estas areas °"%5, aAdemas de esta
influencia inhibitoria, las aminas biogénicas pueden modular 1la
respuesta de otros neurotransmisores.

La deplecion de la norepinefrina (NE) facilita dramaticamente
el desarrollo del 'kindling amigdalino. La inyeccién de 1la
neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA), intraventricular o en los
nicleos noradrenérgicos, acelera el proceso del kindling %, ya que
los animales asi tratados alcanzan el estado 5, segun 1la
clasificacidén para la rata, con la mitad de estimulaciones que se
requieren en animales no tratados para llegar a 1las crisis
convulsivas generalizadas. Es probable gque este cambio en el
establecimiento del kindligg se deba a que la concentracién central
de NE disminuye de 10 a 20% con respecto a los valores control.

Independientemente de la via de aplicacidén de la 6-OHDA, se
requiere que la concentracion centrul de NE disminuya en un 50%
para observar facilitacién en el desarrollo del kindling *. si la
disminucién de la NE central es mayor, mayor seria el grado de
facilitacién 9%, Asimismo, la deplecién de NE facilita el
kindling sin importar el sitio en donde se origina la crisis. Las
crisis inducidas en animales con deplecién de NE, son similares a

las que muestran los animales en los cuales se provocd el kindling
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ﬁnicaménte mediante estimulacioén eléctrica.

La manipulacion farmacoldgica del sistema dopaminérgico, no
modifica el desarrollo del kindling. Por ejemplo, la aplicacién de
6~0OHDA a ratas pretratadas con desmetilimipramina no modifica el
establecimiento del kindling **. Por otro lado, el pretratamiento
diario con dosis altas de antagonistas de receptores
dopaminérgicos, tales como el haloperidol o pimozide (<0.5-10.0
mg/Kg), no alteran el desarrollo del kindling 38, La aplicacién
de agonistas dopamineérgicos tales como 1la apomorfina o

59,60 no cambia el numero de estimulaciones

bromocriptina
requeridas para provocar crisis generalizadas. Lo anterior indica
que en efecto, la disminucidén de la neurotransmisién dopaminérgica
no influye importantemente sobre el desarrollo del kindling.

Con respecto al sistema serotoninérgico, 1la evidencia
experimental hasta ahora obtenida indica que su modificacién no
altera las caracteristicas de desarrollo del kindling, La lesidn
electrolitica del nucleo del rafé medio, % (lo cual reduce el
contenido de seroteonina (5-HT) en un 25 a 40%); la destruccién
neuronal por la inyeccién intraventricular de la neurotoxina 5,7~
dihidroxitriptamina ¢; o la deplecidén de 5-HT con el inhibidor de
su sintesis (la p-clorofenilalanina (PCPA)), aplicados previamente
al inicio del kindling, no modifican el numero de estimulaciones

requeridas para llegar a una crisis generalizada 6,
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1.2.2.1.2.3 Péptidos Opioides

Los péptidos opiocides enddgenos estdn presentes en neuronas de
" muchos nucleos del sistema limbico y de los ganglios basales, como
son: nucleo acumbens, caudado, putamen, substancia negra, amigdala,
hipocampo, corteza piriforme y corteza entorrinal %. Los niveles
de met- y leu-encefalina se incrementan en un 40% en ambos
hemisferios cerebrales 28 hrs. después de la ultima crisis . Ia
elevacion de leu-encefalina durante el proceso del kindling inicia
primero en el hemisferio estimulado y después se generaliza. La
met~-encefalina no se altera hasta que el animal presenta por lo
menos cinco crisis generalizadas %. En un estudio reciente se
observd un aumento progresivo de la leu-encefalina inmunoreactiva
durante el curso del kindling ¢. En conejos con kindling ya
establecido, hay un aumento en la inmunoreactividad de la dinorfina
A 1-13 en el hipocampo y un pequefio incremento de 1la alfa-
neoendorfina y leu-encefalina, pero no para la beta endorfina 24
hrs después 3e la uUltima crisis. En contraste, en el hipocampo de
rata, los niveles de dinorfina Al1-8 disminuyen 24 hrs después de la
ultima crisis. Como muchas de las estructuras que contienen estos
péptidos se han visto involucradas en el kindling surge 1la
pregunta: ¢;cémo se afectaria el desarrollo del kindling,’por la
aplicacién de opiaceos enddgenos? En muchos experimentos se ha

demostrado que estos opioides tienen efectos pro o anticonvulsivos
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dependiendo de la dosis usada .

Existe evidencia de que la inyeccidén sistémica de morfina,
modifica la expresion conductual de las crisis en el kindling al
disminuir el componente cldénico, sin afectar la duracion de 1la
postdescarga ¥, Los posibles cambios en los receptores delta y
epsilon ﬂo se conocen aun. Por otro lado, hay poca evidencia sobre
la participacién de los receptores kappa y sigma .

Al parecer los opioides endégenos, se liberan durante las
crisis y son los responsables de los eventos postictales . La
morfina, un agonista p con poco o nulo efecto en el desarrollo y
expresién del kindling, exacerba las espigas interictales
espontaneas y la depresion conductual postictal. Estos efectos son

revertidos por la naloxona °.
1.2.2.1.2.4 Acido gamma-amino-butirico (GABA)

El GABA es probablemente el principal neurotransmisor
inhibitorio del cerebro de mamiferos. Las benzodiazepinas son
potentes anticonvulsivos que ejercen sus efectos, por lo menos en
parte, a través de la interaccién con el receptor GABAa en el sitio
de unién de las benzodiazepinas 7%7', Este sitio de unién esta
dentro de un complejo macromolecular que también incluye al canal
del ion cloro. Este complejo también contiene al receptor de los
barbitiricos. Tanto las benzodiazepinas como los barbituricos,

facilitan la apertura del canal a cloro ' (ver figura 3). Se ha
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barbitiiricas
picrotoxina

Ro 5—-3663

agonistas
antagonistas )
agonistas inversos agonistas GABA

antagonistas GABA
(bicuculina)

Figura 3 Modelo del complejo receptor GABA-a. Cada proteina tiene
un sitio de unioén para benzodiazepinas, GABA y barbitiuricos, con
sus respectivos agonistas y antagonistas. La actlvaclon del
receptor de GABA resulta en la apertura del canal de cloro.
Modificado de Polc %,

generado mucho interés por el sistema GABAérgico durante el
fendmeno del kindling, debido a que su alteracién participa
importantemente para que dicho fendémeno se manifieste.

El receptor GABAérgico tipo A puede ser manipulado
farmacoldgicamente de varias maneras. Por ejemplo, la aplicacidn de
benzodiazepinas o barbituricos modifica la actividad del receptor
comportandose como agonistas sinérgicos ?_ Ademas, se puede actuar
sobre el receptor con agonistas especificos del receptor

GABAérgico; o aumentando el GABA disponible por la inhibicién de la
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enzima que lo degrada, la GABAtransaminasa.

. Las benzodiazepinas como el pentobarbital, hacen mds lento el
desarrollo del kindling ™77 de manera reversible por la accioén
de un antagonista al sitio de benzodiazepinas del receptor GAB2a,
como lo es el CGS 8216. Lo anterior indica gue la accidén de las
benzodiazepinas y del pentobarbital es sobre el receptor de
benzodiazepinas que como hemos mencionado forma parte del compleijo
receptor del GABAa. El uso de una dosis alta de gamma-vinil GABA
(GVG), el cual es un supresor de la GABAtransaminasa, retarda el
establecimiento del kindling 7. También el tratamiento con
progabide sistémico, el cual es un agonista del receptor a GABaa,

suprime por completo las crisis inducidas en el kindling.
1.2.2.1.2.5 Aminodcidos excitatorios

Los aminoacidos, principalmente L-glutamato y L-aspartato, son
los neurotransmisores excitatorios mas abundantes en el SNC de los
mamiferos 7. La accién de éstos es mediada por cuatro sistemas de
receptores: el de NMDA, el de kainato (K) y el de guisqualato (Q),
que estan definidos por la accidén de su agonista selectivo. El
cuarto, esta definido por la accién de un antagonista, el acido L-
2-aminofosfonobutirico (L-AP4).

El hecho de que los antagonistas de NMDA no sélo bloguean la
induccioén de la potenciacién a largo plazo (LTP), sino que también

son potentes anticonvulsivantes ', ha reforzado la idea de gque la
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LTP y el kindling tienen mecanismos muy similares, o posiblemente
iguales. El mecanismo de activacion de los receptores NMDA sugiere
una explicacién potencial para dicha idea. En primer lugar, una
reduccién en la inhibicién sindptica asociada con el foco
epiléptico, aumenta la contribucidén de los receptores NMDA a 1la
transmisién sindptica excitatoria 8, por lo tanto, se acentua el
desequilibrio entre la excitacién y la inhibicién. En segundo
lugar, la descarga iterativa en la actividad convulsiva provee las
condiciones necesarias para la activacioén de los receptores NMDA en
las regiones blanco 7, aun en la presencia de inhibicién sinaptica
funcional. De esta manera contribuye a la diseminacién de 1la
actividad convulsiva a través del tejido normal. En tercer lugar,
la actividad epileptiforme puede por si misma resultar en LTP,
promoviendo de esta forma, la transmisién de 1la actividad
epiléptica. Esta ultima caracteristica, es el posible mecanismo por
el cual 1las estimulaciones eléctricas a altas frecuencias,
aplicadas a intervalos regulares de dias o semanas, inducen
eventualmente e=tividad convulsiva (kindling). En este contexto, es
interesante el hecho de que se puede prevenir el kindling agudo,
aplicando dosis de dcido fosfonovalérico (APV) que también previene
la induccién de la LTP Y. Sin embargo, debe recordarse gque aun
cuando los receptores NMDA estan involucrados en la induccién de la
LTP y el kindling, y que contribuyen a la epileptogénesis, no son

responsables del mantenimiento de la LTP y posiblemente del
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kindling.

Se ha encontrado que el kindling esta asociado a un aumento en
la transmisioén sindptica asi como a un aumento en la excitabilidad
celular similar a la obsevada para la LTP %'. Mas aun, algunos
autores postulan gque la LTP es el mecanismo basico del kindling
8_ por lo tanto el investigar los mecanismos subyacentes a la LTP
puede darnos informacidén sobre el fendmeno kindling y sobre la

epilepsia humana.
1.2.2.2 POTENCIACION A LARGO PLAZO (LTP)

En 1973, Bliss et al %8 describeron un cambio de larga

duracién en la transmisidn en un circuito monosindptica. A este

cambio le 1llamaron potenciacion a largo plazo (long term
potentiation, LTP). Estos trabajos realizados en el hipocampo de
conejo 81.82 fueron de gran interés, ya que demostraron por

primera vez una alteracién neurofisioldégica a largo plazo en el
cerebro de mamiferos, y la posibilidad de que en este fendmeno

podia subyacer el mecanismo de la memoria.
1.2.2.2.1 Definicidn
La LTP se define como un aumento estable, rdpido vy

persistente, de la magnitud en la respuesta postsinaptica provocada

por la estimulacién tetdnica de una via aferente. Por rapide,
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entendemos que las modificaciones pueden ser indﬁcidas por un
estimulo muy breve (décimas de milisegundo) de la aferencia a la
estructura. Por persistente, un curso temporal prolongado (hasta
meses), en donde el fenomeno se mantiene estable. En otras
palabras, la LTP es un aumento en la eficacia sinaptica como
resultado de la estimulacidn tetanizante de una fibra aferente a la
estructura analizada. Este aumento puede perdurar hasta meses sin
que se deteriore la respuesta. En la descripcidén original de la LTP
en conejos intactos, se indica que se puede observar el fendémeno
tres dias después de la estimulacién tetdnica y demuestra también,
que la duracién puede aumentar considerablemente si se repite el
estimulo tetanizante.

A la LTP también se le conoce como "londg term enhancement"

(LTE) y "long-lasting potentiation" (LLP). Otras formas de LTP en

la transmision sinaptica previamente descritas son: facilitacion,
incremento y potenciacidén post-tetdnica. Esta ultima, es la mas
persistente, puede durar hasta 10 minutos después de una
estimulacion.

En estudios neurofisiologicos en los que se llevaron a cabo
registros intracelulares, el incremento sinaptico se mide por el
aumento en la amplitud del potencial postsindaptico excitatoric
(EPSP), o de la corriente postsinaptica excitatoria, que aparece
después de estimular con un solo pulso "', En estudios con

registros extracelulares, el cambio se mide por el aumento en 1la
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amplitud de algunos componentes del potencial de campoe gque se
produce al estimular la via aferente. Los registros extracelulares
hasta ahora realizados (potenciales de campo), sugieren que la LTP
puede permanecer estable durante semanas y posiblemente meses '%.

El estudio de otros circuitos monosinapticos sugiere que la
LTP existe en: la proyeccién de la corteza entorrinal al giro
dentado %8; en las proyecciones septales (de Schaffer) hacia CAl
8; y en la proyeccidén de la via perforante hacia CAl %. Estudios
més recientes han demostrado la existencia de LTP en otras
estructuras aparte del hipocampo como: subiculum y septum ¥; en el
87,

cuerpo geniculado medial en la corteza estriada ®; en 1la

corteza somatosensorial %; en la corteza entorrinal después de

estimular la amigdala %

Yy en la corteza piriforme después de
estimular el bulbo olfatorio . También se ha encontrado LTP en
el sistema muscarinico de los ganglios del sistema nervioso
auténomo, asi como en el sistema nicotinico del ganglio cervical
superior de la rata °'.

Todas estas estructuras fueron analizadas en mamiferos como la
rata, conejo y gato. La LTP también se ha encontrado en otros
grupos de vertebrados, por ejemplo, en la aferencia colinérgica

92

retiniana del pez dorado y en la corteza de la lagartija %3.

Sin embargo, la LTP no esta limitada a los vertebrados, ya que se

ha demostrado %

en la Aplysia.
Desde un punto de vista ontogénico la LTP aparece en el

hipocampo de ratdén, a partir de los dias 7 y 10 postnatales, para
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el area CAl %% y entre los dias 7 y 28.postnatales para el giro
dentado 9798

Para entender los mecanismos de la LTP debe considerarse por
un lado, una fase de induccion, que implica la secuencia inicial de
eventos que disparan el proceso. Por otro lado, debe considerarse
la fase de mantenimiento, es decir, aquellos factores que gobiernan
la expresion de los efectos ™:100.10'" E) estudio de cada uno de
estos aspectos y la forma en dque interactuan,' seguramente

proporcionara una mayor comprensidn del fendmeno de LTP.
1.2.2.2.2 Induccién de la LTP

La induccidén de la LTP se inicia con la estimulacién tetanica
de las fibras aferentes. Dependiendo de la intensidad, frecuencia
y el patrén de activacién de las fibras aferentes, se puede
establecer en forma gradual o bien en forma de todo o nada. Con
estimulaciones de mayor intensidad o mayor frecuencia, la LTP
alcanza su maximo con uno o varios estimulos.

La LTP se puede inducir, con un rango amplio de frecuencias de
estimulacion (desde 0.2 hasta 400 Hz). Usualmente se utilizan de
100 a 200 pulsos por segundo. Con bajas frecuencias de estimulacion
(menores de 50 Hz), se puede presentar una depresion al terminar el
estimulo '™, Esta respuesta puede deberse a que las frecuencias

bajas, tienen mayor eficacia en activar 1las interneuronas
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inhibitorias. Por el contrario, con altas frecuencias (entre 100 y
400 Hz), es poco probable que se observe esta respuesta. A menudo
se estimula con un tren de pulsos breve (8 a 10) de 400 Hz repetido
cada 10 segundos o cada minuto. Con esta manera de estimular se
produce de manera eficiente la LTP y se evita la aparicién de post-
descargas, que en ocasiones se provocan con trenes de estimulacién
prolongados.

En algunos sistemas sindpticos es importante considerar 1la
intensidad del estimulo eléctrico aplicado, ya que el estimulo con
baja intensidad, no es suficiente para inducir la LTP. Existen
varias formas de interpretar el efecto que tiene la intensidad del
estimulo sobre la LTP. Una de ellas es que la induccion de la LTP
depende de la magnitud de la respuesta postsindptica. Es decir que
si la intensidad del estimulo provoca una respuesta postsindptica
grande, se establecera la LTP. Por otro lado, el umbral para el
establecimiento de la LTP estd muy cerca del umbral para inducir la

2 1a cual, no es indispensable

descarga de los somas neuronales
para gque se establezca la LTP. Mds bien deben coactivarse un
minimo de fibras aferentes o contactos sinapticos. Una evidencia de
esto es lo que se observa en el paradigma de la LTP de tipo
asociativo, en donde un estimulo de alta frecuencia (tetanizante)
no es suficiente para inducir la LTP, sino que ésta depende de la
intensidad de la respuesta postsindptica. La intensidad de 1la

respuesta postsindptica depende del numero de aferencias activadas

por el estimulo. De acuerdo con esta interpretaciédn, la
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CARACTERISTICAS DE LA LTP
L

1) La induccién de las modificaciones es
rdapida.
2) La potenciacidn en la actividad

sinaptica es persistente.

3) Las mnodificaciones en una aferencia
sinaptica, pueden ser controladas
condicionalmente, por sumacion temporal
con la actividad de otra aferencia a la
misma regioén.

4) La potenciacién asociativa parece ser

especifica en aquellas sinapsis que
estan activas en el momento oportuno.

Tabla 3 En esta tabla, se muestran algunas de las caracteristicas
mds importantes y representativas de la potenciacién a largo
plazo (LTP).

estimulacién tetanizante de un pequefio numéro de aferencias, no es
eficiente para inducir la LTP debido a que estas aferencias en
conjunto producen un respuesta postsindptica pequefia. Por otro
lado, la estimulacioén tetanizante de un numero mayor de aferencias
si es efectiva en provocar la LTP, debido a gue se produce una
respuesta postsinaptica intensa '%.

La LTP asociativa, se refiere a un tipo particular de

interaccién entre aferencias cuando son estimuladas en forma

separada e independiente. Una de estas aferencias ejerce fuerte
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influencia sindptica sobre cierta estructura neural, y la otra
aferencia ejerce a su vez una débil influencia sinaptica sobre la
misma estructura. A través de estas aferencias débiles, se puede
inducir LTP en menor tiempo si son estimuladas de manera simultdnea
Yy por el mismo tiempo 1las aferencias con fuerte influencia
sinaptica. Esta coactivacion no producira LTP si la estimulacidn es
en forma separada, o por periodos de tiempo distintos, o bien si se
estimula a un solo tipo de aferencia. Se ha demostrado que 1las
sinapsis del hipocampo poseen propiedades no lineales, por lo que
la resultante en la respuesta de estas sinapsis muestra que 1la
magnitud de la LTP es mayor que la suma de los efectos provocados
por la estimulacion por separado de cada una de las aferencias '%
(ver tabla 3).

Este fenémeno de coactivacidn sugiere un mecanismo integrador
capaz de generar eventos neuronales que controlan la presencia y
magnitud de la LTP. Indicaria también que el cambio neuronal
responsable de la LTP puede estar ocurriendo en la postsinapsis.
Sin embargo, no se puede descartar la presencia de un mecanismc
presinaptico.

En las sinapsis la despolarizacién postsindptica desencadena

103

la induccién de la LTP Estas respuestas son mediadas por los

receptores de glutamato del tipo NMDA, y por lo tanto se piensa que

106,185 como

el glutamato es el neurotransmisor en estas sinapsis
evidencia experimental de lo anterior estid el hecho de que los

antagonistas del receptor NMDA, como el Dl-2- amino-5-
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fosfonopentanocato (AP5), bloquea la induccién de la LTP, pero no
altera la expresion de la LTP una vez que ya se ha establecido
105,16, 14 entrada de calcio a la célula, a través de los canales
voltaje dependientes o sensibles a neurotransmisor que estan
asociados a los receptores de NMDA, sugiere una explicacién
atractiva para el mecanismo de la LTP '%.107,

El complejo ionéforo-receptor debe presentar dos cambios para
aumentar la permeabilidad al calcio. El primero, consiste en que la
membrana debe despolarizarse por accién del glutamato sobre
receptores quisqualato y kainato lo que trae como consecuencia que
el canal asociado libere el magnesio que lo bloguea 107,18 gsto
ocurre a voltajes cercanos al potencial de reposo. El sequndo, se
presenta cuando el magnesio abandona el canal, el glutamato se une
al receptor NMDA y provoca gque los canales asociados se abran
permitiendo el paso del calcio.

La estimulacidon de 1las aferencias débiles (D) causa la
liberacién presinaptica de glutamato, pero no provoca una
suficiente despolarizacién de 1la membrana postsindptica para
liberar el bloqueo mediado por magnesio. Una despolarizacion
insuficiente impide 1la induccién de 1la LTP, a menos dque la
estimulacién se acomparie de una despolarizaciéon postsindptica
intensa, producida por una aferencia fuerte (F) 108106109 (yop
figura 4).

En resumen, las condiciones para que el ionéforo-receptor NMDA
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Figura 4 Mecanismo de iniciacién de 1la LTP. (A) El

neurotransmisor (glutamato) liberado durante la estimulacién de
baja frecuencia, actua sobre los receptores de Kainato y/o
quisqualato (KQ) y sobre el NMDA (N). Sin embargo, el receptor
de NMDA esta bloqueado por los iones de magnesio extracelular
(circulos 1llenos). Como consecuencia, la respuesta sindptica
excitatoria es mediada predominantemente por cationes
monovalentes (flechas) gue cruzan a través del canal KQ. (B)
Durante la estimulacidn tetdnica, se reduce el bloqueo de los
canales N por el magnesio debido a la despolarizacién. Esto
permite que los cationes monovalentes crucen a través de los
canales N y contribuyan al potencial sindptico. Los iones de
calcio (circulos abiertos) también cruzan activando mecanismos
bioquimicos involucrados en los cambios plasticos de la LTP.
Figura modificada de Collingridge '®

se abra, son: la ocupacién del receptor por un agonista y una
fuerte despolarizacion de la membrana postsinaptica. Estas

condiciones dan una explicacién para tres caracteristicas
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importantes de la LTP, que son: la especificidad (la restriccidn de
la LTP por la activacioéon de determinadas vias); la cooperatividad
y asociatividad (la coactivacidén de aferencias débiles y fuertes
para alcanzar el umbral de intensidad suficiente para la induccién
de la LTP). La especificidad se podria explicar por la ocupacién
del receptor NMDA por agonistas; y la cooperatividad y
asociatividad, por la necesidad de una despolarizacidén intensa que
remueva al magnesio del canal.

La entrada de calcio a la célula a través del canal de calcio
asociado al receptor NMDA tiene varios efectos sobre los procesos
intracelulares dependiendo de la magnitud del influjo. Si esta
entrada no es masiva, se inducen cambios intracelulares que
promueven la fase de mantenimiento de la LTP y también 1la
activacién de segmentos del genoma celular, los cuales inducen la

formacién de un numero mayor de contactos sinapticos . si 1la

entrada de calcio es masiva, ocurre lesién y dafio celular 2%,

1.2,2.2.3 Mantenimiento de la LTP

La hipodtesis de trabajo compartida por muchos grupos de
investigacién, y que ha dado pistas sobre los eventos enzimaticos
gque pueden controlar el mantenimiento de la LTP, es la que sugiere
que el calcio sirve como segundo mensajero o cofactor para disparar

la translocacién o activacién de enzimas '10V.12, yna
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extensién de esta idea, es que la proteincinasa dependiente de
calcio juega un papel esencial en el mecanismo de la LTP '3, ILa
activacion de ciertas proteincinasas, incluyendo a la proteincinasa
dependiente de cCa?*-calmodulina (CamKII) y a la proteincinasa
dependiente de ca?*-fosfolipido (PKC), requiere de concentraciones
criticas de calcio y de la unién del ligando (calmodulina o
lipidos) a la enzima. Estas proteincinasas pueden actuar como
activadores independientes ya que no requieren ni de calcio ni de
un ligando para llevar a cabo su actividad catalitica %,

La evidencia farmacolégica-sobre el papel que juegan estas
enzimas en la fase de mantenimiento de la LTP, es el efecto de la
esfingosina (SPH), la cual bloquea la activacién de PKC y CamKII y

evita la unién de su ligando '5.

La aplicacién de SPH antes de 1la
LTP, bloquea su expresion, no asi cuando ya se establecié. Si en
efecto, la LTP se mantiene por la actividad continua de una
proteincinasa, entonces el blogqueo de la actividad catalitica de
esta enzima, deberia suprimir la expresidén de la LTP. Se ha
sugerido que las enzimas CamKII y PKC participan en la LTP. Y se
ha demostrado gue la inhibicidén de la actividad catalitica de estas
enzimas por la aplicacién de H~7 (inhibidor de la proteincinasa C
y AMPc Num. cat. de RBI H-121)%” bloguea la expresién de la LTP '3,

La expresién de la LTP involucra a final de cuentas un aumento
en la conductancia postsindptica. Hay tres explicaciones plausibles
para este aumento en la conductancia postsindptica: a) un aumento

en la liberacién de neurotransmisor '9; b) un aumento en 1la
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sensibilidad de 1la membrana postsindptica al neurotransmisor
liberado '"%; ¢) un decremento en las resistencias en serie de las
espinas dendriticas.

El que la LTP se mantenga por mecanismos presindpticos o
postsindpticos, es controvertido. Hay evidencias que sehalan gue en
la LTP, se involucran modificaciones presindpticas que aumentan la
liberacioén de neurotransmisor, asi como modificaciones
postsinapticas que aparecen a distintos tiempos %, 1Las
modificaciones presindpticas aparecen en forma mas temprana,
manteniendo los estadios primarios de la LTP, ya que la LTP se
establece en 30 segs. En cambio las modificaciones postsinapticas
aparecen después, permitiendo los estadios posteriores, ya que los
cambios en la sensibilidad de los receptores al neurotransmisor no

es detectada sino después de 15 min (ver figura S).
1.2.2.2.4 Activaciodén de proto-oncogenes

En varios modelos de epilepsia como son el kindling de
hipocampo '417.18 v 1a aplicacién de pentilentetrazol o acido

kainico en el hipocampo '19.120.121,

se ha visto que los grupos
neuronales involucrados en el fendmeno paroxistico, forman nuevos
contactos sindpticos (fenémeno de sprouting). En 1las ratas
estimuladas eléctricamente, las fibras musgosas forman una banda en

la capa supragranular de la fascia dentada '?%'3 y 1a capa
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Figura 5 Posibles mecanismos de la expresidén y mantenimiento de
la LTP. El1 receptor QK, induce el primer potencial postsinaptico
excitatorio y este facilita la activacién del receptor NMDA.
Estos eventos dan inicio a la fase temprana de la LTP. La fase
tardia de la LTP se produce sdélo si ya se inicié la fase
temprana. Quiza la activacién de otros receptores como el de
quisqualato metabotrépico, inducen la hidrélisis del
fosfatidilinositol y 1la activacion de ©proteincinasas ¢
dependiente de calcio, induce también la fase tardia de la LTP.
Figura modificada de Anwyl, Tips, 10:236-239,1989.

infrapiramidal de CA3. Estas ramificaciones se observaron con el

microscopio electrdénico y se corrobord que las fibras musgosas

formaron contactos sindpticos aberrantes con dendritas de células

granulosas '%.

Por otro lado, estas ramificaciones también se han

il

|!
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comprobado en pacientes con epilepsia del 1ébulo temporal
124,925,126 o]  analisis ultraestructural de las piezas de
necropsia, sugiere que los depodsitos supragranulares de Timm (de
zinc) corresponden a terminales de fibras musgosas.

El mecanismo para la formacidn de estos nuevos contactos
sinapticos involucra posiblemente la entrada de calcio a la célula.
Se ha reportado que en todos los modelos de epilepsia, aumenta la
expresién de proto-oncogenes como el c-fos, c~jun, jun-b y‘ zif/268
los cuales funcionan como terceros mensajeros intracelulares
127,128,129 gstos terceros mensajeros hacen que los cambios
intracelulares a corto plazo lo sean a largo plazo. También se ha
demostrado un aumento en la concentracién de RNAm para el factor de
crecimiento nervioso (FcN) ™9, E1 FCN se libera en la region
cerebral que muestra la actividad convulsiva, es incorporado por
las terminales nerviosas y transportado mediante el transporte
retréogrado hacia el soma neuronal ™', E1 FCN aumenta las
ramificaciones neuronales "' y su inactivacién mediante
anticuerpos anti~FCN impide la formacién de contactos sinapticos

134

1.2.2.2.5 Citotoxicidad del calcio intracelular

Cuando el calcio entra a la célula en forma masiva, se activan

lipasas y proteasas. Algunas proteinas, pero en particular
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organelos citoplasmicos como la mitocondria y el reticulo
endopldsmico (RE), absorben el exceso de calcio que se mantiene
secuestrado. La entrada de calcio promueve la entrada de cloro y
por lo tanto dafio osmético %1617 gji la entrada de calcio
sigue aumentando, las mitocondrias y el RE se darfian
irreversiblemente, que es el caso del estatus epilepticus. Estos
dos mecanismos, dano osmético y el dano a organelos, son la causa
de la muerte celular particularmente en el hipocampo. Este es el
mecanismo de la esclerosis hipocampal de Spielmeyer que se observa
en el estatus epilepticus ™, Mouritzen Dam demostré que el dafio
neuronal esta en funcién de la duracién de las crisis epilépticas

139

1.2.2.3 SIMILITUD ENTRE LA LTP Y EL KINDLING

Como se menciond, el kindling se asocia a un incremento a
largo plazo en la respuesta sindptica similar a la que se observa
en la LTP "?, Es decir, ambos fendmenos muestran una facilitacién
persistente de la transmisidn sindptica. Se ha reportado un efecto
facilitador para el establecimiento del kindling si se induce antes
la LTP ''. Tanto el kindling como la LTP, se pueden provocar
facilmente en las estructuras limbicas. Es mds dificil que se
presenten en estructuras no telencefalicas '“2. Al igual que en el
kindling, la LTP se puede establecer en animales cuando éstos son

mayores de 12 dias de edad '3, Una vez que se ha establecido el
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kindling no se puede inducir lé LTP,‘bliia c.guye”‘indica qﬁe son dos
procesos no aditivos. A nivel bioquimico, se ha demostrado que
en la LTP hay un aumento en los sitios de unién del glutamato. Este
incremento no se observa cuando 1la estimulacién se da en
condiciones que previenen el establecimiento de la LTP (por ejemplo
un medio con baja concentracién de calcio, o con una alta
concentracién de magnesio) o bien, si la estimulacién no es 1lo
suficientemente intensa para inducir la LTP “&'¥%, En el
kindling de la corteza entorrinal, también ocurre un aumento en los
sitios de unién al glutamato.

Una diferencia entre el kindling y la LTP consiste en que la
LTP se desarrolla y decae (de horas a semanas) "+ mientras que
el kindling tiene un desarrollo mas lento y es esencialmente

147,18

permanente La extincién de la LTP puede llegar a niveles

previos a la estimulacidn y la reinduccién requiere el mismo tiempo

para establecerse ',

Por el contrario, cuando se reinduce el
fenémeno de kindling se requiere un menor tiempo para observar la
respuesta potenciada (Tabla 4).

Por lo anterior se puede pensar que la LTP es un factor que
participa en la epileptogénesis. Sin embargo, la LTP no explica los
cambios de excitabilidad general que se observan en la célula
epiléptica. Por otra parte, en el fendémeno del kindling se observan

mecanismos neuronales que también participan en la epileptogénesis.

Uno de estos mecanismos puede ser la desinhibicién que muestra el
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tejido nervioso con kindling ya establecido.

SIMILITUDES Y DIFERENCIAS
ENTRE KINDLING Y LPT

L
KINDLING LTP

Similitud Diferencia

Incremento a largo plazo X
en la respuesta sindptica

Se puede inducir facilmente x
en estructuras limbicas y

dificil en estructuras no
telencefdlicas.

Se establece hasta 10 a 12 x
dias postnatales.

Aumento en los sitios X
de unién al glutamato.

Efecto facilitador del . x
kindling al inducir antes

LTP.

Se establece, lentamente y b d
es esencialmente

permanente.

Tabla 4 Similitudes y diferencias entre el kindling y la LTP.
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1.3 DESINHIBICION
1.3.1 EQUILIBRIO ENTRE EXCITACION E INHIBICION

La célula nerviosa recibe informacién excitatoria e
inhibitoria. En un momento dado, la suma algebraica espacial y/o
temporal de esta informacidén determina que la neurona genere un
potencial de accién.

Todas la células tienen una capacidad innata para generar
potenciales de accién de manera espontanea '°, Si una neurona en
particular, se aisla de su contexto biolégico y se mantiene en
condiciones adecuadas, tendra un patrén de disparo caracteristico,
cercano a su potencial frecuencia de descarga. Para cada neurona,
este patrén es el resultado de la interaccién entre el potencial
genético y la llegada de informacién que actua sobre ella en el
momento de la observacion.

Muchas neuronas en su ambiente normal, por ejemplo en un
organismo intacto, forwran parte de una agrupacién neuronal vy
carecen de autonomia mientras sean integrantes de la red neuronal.
De esta forma las neuronas tanto excitatorias como inhibitorias,
participan en el procesamiento de la informacién modulando de esta

forma la excitabilidad del tejido nervioso.
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1.3.2 LA DESINHIBICION COMO MECANISMO DE MODULACION NEURONAL

La presencia dé una gran cantidad de terminales inhibitorias
modula la actividad del tejido nervioso inhibiendo la expresion de
su funcionamiento y gque para que se exprese esta funcidén, los
circuitos deben liberarse de la influencia de neuronas inhibidoras
lo que determina la aparicion del fendmeno de desinhibicién. Las
neuronas inhibidoras pueden estar fasicamente activas, su actividad
dependera de la informacién que reciban en un moﬁento dado, o bien,
pueden estar tonicamente activas, es decir con actividad constante.
Algunas neuronas inhibidoras pueden liberar neurotransmisor
inhibidor en forma constante y por lo tanto, mantener a otra
neurona inhibida. Esta inhibicion puede eliminarse si la neurona
que estaba inhibida se despolariza directamente, o si se inhibe la
neurona gque ejerce la inhibicién (desinhibicidén), o por una
combinacién de ambos mecanismos %',

De acuerdo con este punto de vista, la desinhibicioén es
permisiva, por lo tanto las aferencias excitatorias son las que
tienen un papel fuertemente modulador. La participacién de 1la
desinhibiciédn, junto con el papel modulador de neuronas
excitatorias, parece ser el mecanismo por el cual se regula la
excitabilidad neuronal en el sistema nervioso. Por ejemplo, las
neuronas piramidales corticales y del hipocampo, estdn literalmente
cubiertas de terminales inhibitorias. Las terminales GABAérgicas de

circuitos locales no sdlo estdn densamente distribuidas en el soma
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y-dendritas, sino que también, estdn localizadas en el segmento

inicial donde actuan como filtros de frecuencia. Mas aun, las

neuronas GABAérgicas tienen terminales de otras neuronas
GABAérgicas. De esta forma, las neuronas piramidales estan
fuertemente inhibidas por circuitos locales. Las neuronas

GABAérgicas de circuitos locales participan en procesos que
resultan en la produccién de inhibicioén "feedforward", “feedback",
"recurrente", e inhibicidén presindptica Yy facilitacién
presindptica. Ademds, centros de comando, (como el cerebelo)
ejercen una inhibicidn ténica de alta frecuencia en varias regiones

cerebrales, via proyecciones GABAérgicas '52.

1.3.3 CONSECUENCIAS8 DEL DESEQUILIBRIO ENTRE LA INHIBICION Y

EXCITACION

Un desequilibrio entre el sistema inhibitorio (GABAérgico,
glicinérgico) y el sistema excitatorio puede afectar una o varias
regiones cerebrales. Un desequilibrio en una regiodn cerebral clave,
puede tener una repercusién drastica en todo el sistema nervioso,
como es el caso de las convulsiones tdénico-clénicas generalizadas.
Estas se generan por lesiones focales de la corteza cerebral o por
lesiones focales de estructuras subcorticales. Bajo condiciones
ambientales relativamente simples, en individuos «con tal

desequilibrio, el sistema nervioso puede funcionar en una forma
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adaptativa aparentemente adecuada. Conforme la complejidad e
intensidad de las influencias ambientales aumentan, el
desequilibrio entre la inhibicién y la excitacién se acentua.

La reduccién de la inhibicidn mediada por GABA es un efécto
comin de varios agentes quimicos convulsionantes 93:154.355, ggta
bien establecido que el bloqueo completo de la inhibicidn produce
convulsiones. Evidencias experimentales '5/156.157 gugjeren que el
sistema GABAérgico. es muy labil y especialmente susceptible a
alterarse. Esta ultima observacion es pertinente, ya que muchas
epilepsias en humanos son causadas por traumatismos, tumores,
angiomas cerebrales, etc., que muy probablemente lesionan a las
neuronas GABAérgicas. Asimismo, estas condiciones pueden interferir
con el aporte sanguinec normal a una region en particular.
Probablemente, las interneuronas GABAérgicas, tienen una tasa
metabdlica mas alta y por lo tanto son mas sensibles a la anoxia o
hipoxia. Su funcion se altera, aun con una hipoxia ligera, y se
pueden presentar desde cambios degenerativos, hasta destruccion
celular si la anoxia persiste. La anoxia también puede ser el
resultado de un aumento en la actividad metabdlica. Estudios
bioquimicos e inmunocitoquimicos de focos epilépticos crénicos de
la corteza cerebral '56157.1%8  de humanos y‘ animales, mostraron
una reduccién de GABA y de la descarboxilasa del acido glutamico
(GAD). Sloviter mostrd electrofisiolégicamente, que en el estatus
epilepticus se altera el sistema GABAérgico "', Estudios in

viv v 0, indican que la aplicacién del acido kainico en el
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Figura 6 Regioces de la formacion hipocampal. Notose que consta
de cuatro regiones. A) el giro dentado (GD); B) el hipocampo
propiamente dicho, el cual se subdivide en tres campos CAl, CA2
y CA3; c)el complejo subicular que también se subdivide en:
subiculum (S), presubiculum (PrS), y parasubiculum (PaS); c) y
por ultimo la corteza entorrinal (CE). En esta figqura, también
se muestran las distintas capas histolégicas del hipocampo y giro
dentado (Lado izquierdo), asi como sus circuitos neuronales (Lado
derecho). La corteza entorrinal (CE) manda sus fibras a través
de la via perforante (vp) hacia las células granulosas. Estas a
su vez hacen contacto con las células piramidales de CA3; a estas
fibras se les llama musgosas (FM). Las células piramidales de CA3
mandan sus fibras a CA2 y CAl mediante las colatarales de
Schaffer (CS).

hipocampo reduce 1la inhibicion %1621 por otra parte, 1las
drogas anticonvulsivas como las benzodiazepinas, barbituricos y el
dcido valproico, facilitan la actividad del sistema GABAérgico en

forma sinérgica.
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1.4 HIPOCAMPO

El hipocampo es una estructura ampliamente estudiada y
presenta ciertas ventajas para llevar a cabo estudios
electrofisioldgicos encaminados a entender los cambios neuronales
que se presentan en la epileptogénesis. Dentro de estas ventajas
estdan las siguientes: 1) el hipocampo tiene una estructura laminar
la cual ofrece la posibilidad de identificar, con precisioén
razonable, la posicion del electrodo y los generadores de los
diferentes componentes del potencial de campo; 2) Las propiedades
de las células y la fisiologia bdsica de los circuitos neuronales
del hipocampo de la rata son ampliamente conocidas.

La formacidén hipocampal tiene cuatro regiones relativamente
simples. Estas incluyen al giro dentado y al hipocampo propiamente
dicho, que se compone de tres regiones: CAl, CA2, CA3, el complejo
subicular (el cual también se puede dividir en tres partes: el
subiculum, presubiculum y parasubiculum) y la corteza entorrinal
que en los roedores se divide en medial y lateral (ver figura 6).
La estructura tridimensional de la formacidn hipocampal de 1los
roedores es relativamente compleja. A grosso modo parece como una
estructura elongada cuyo eje longitudinal se dobla formando una C
desde el nucleo septal rostro-dorsal a el ldébulo temporal caudo-
ventral. El1 eje longitudinal generalmente se llama septotemporal y

el eje ortogonal se llama transversal (ver figqura 7).



MODIFICACION DE LA INHIBICION RECURRENTE 51

Figura 7 Posicion del hipocampo en el cerebro de la rata. El
hipocampo es una estructura elongada en forma de C. El eje
longitudinal o septotemporal va desde el nucleo septal (Sep.) a
la corteza temporal (CT). El eje transversal esta orientado ;
perpendicular al eje septotemporal. Figura tomada de Amaral, l
Neuroscience 31(3):571~591, 1989.

1.4.1 CORTEZA ENTORRINAL Y LA VIA PERFORANTE

En los estudios con la técnica de Golgi realizados por Ramdn

y Cajal '&, Lorente de No % y en los estudios con 1la

técnica de degeneracidén realizados por Blackstad “7'1“, Y
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169, se demostré gue la corteza entorrinal es el

Raisman y col.
origen de las proyecciones (la via perforante) al giro dentado e
hipocampo. Ambas técnicas demostraron fibras que emergen de la
corteza entorrinal, continian en la substancia blanca y forman un
paguete relativamente compacto, gque Ramén y Cajal 1llamé 'haz
angular". Las fibras de la via perforante, viajan dorsalmente y se
doblan en el plano transversal, perforando la capa piramidal del
subiculum a lo largo de su eje longitudinal y finalmente entran al
giro dentado. Las fibras de la via perforante se distribuyen a lo
largo de la capa molecular del giro dentado, el striatum lacunosum-
moleculare del hipocampo y la capa molecular del subiculum
170,171,172,173 _

Existen varias nomenclaturas para las porciones del giro
dentado. Designaremos a la porcidén adyacente a la fisura hipocampal
como seccidén suprapiramidal; a la porcion opuesta como seccidn
infrapiramidal y a la parte donde se conectan, la cresta. En los
estudios con la técnica de Golgi, se nota que las fibras de la via
perforante cruzan la f’sura hipocampal en la regién de la cresta,
se bifurca y se extiende ramificandose en las secciones supra e
infrapiramidal de la capa molecular (ver figura 6). E1l 10% de la
corteza entorrinal proyecta a un 25% del giro dentado en forma
divergente. Experimentos en hipocampo de mono, indican que las
células de la corteza entorrinal tienen colaterales que inervan

niveles septotemporales distantes del giro dentado.
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1.4.2 GIRO DENTHDO Y LAS FIBRAS MUSGOSAS

El giro dentado es el receptor mayor de las proyecciones de la
via perforante provenientes de la corteza entorrinal. A su vez, es
una iﬁportante eferencia a la regidén CA3 del hipocampo. El giro
dentado se divide en tres capas: la molecular, en la cual terminan
las fibras de la via perforante; la capa granular, la cual esta
poblada de 1los principales tipos de .células (las células
granulares); y una capa profunda o polimdérfica, la cual esta
poblada de una variedad de tipos neuronales (ver figura 6). Las
células granulares dan origen a haces de axones, llamadas fibras

' musgosas, que se ramifican en la capa polimérfica antes de entrar
a la regién de CA3, en donde forman sinapsis en las dendritas
proximales de células piramidales '4.175,176,177

Las células granulosas tienen dos patrones de distribucidn: un
plexo difuso de colaterales gue inervan la capa polimérfica del
giro dentado, y otro con una mayor cantidad de fibras que ocupan el
stratum lucidum y se localiza superficial a la capa de células
piramidales a las cuales inervan.

La regién polimérfica del giro dentado estia compuesta de una
gran variedad de tipos neuronales. Estas células forman plexos
axonales que se ramifican localmente '8, Este plexo axonal

termina en muchas de estas mismas neuronas 77,



INTRODUCCION i 54 70

1.4.3 CONEXIONES DE CA3

El hipocampo se subdivide generalmente en tres regiones (CA1l,
CA2 y CA3) de acuerdo a la nomenclatura sugerida por Lorente de No.
El principal tipo celular, 1la célula piramidal, es el mayor
componente de la capa celular piramidal. En la profundidad de esta
capa esta el stratum oriens, en la cual descienden las dendritas
basales de las células piramidales, y que también contiene células
no piramidales. La regién acelular, superficial a 1la capa
piramidal, donde se localizan las dendritas apicales de las células
piramidales se divide en stratum radiatum profundo y stratum
lacunosum-moleculare superficial. En CA3, en la regién justo por
encima de la capa piramidal, se localizan las fibras musgosas
provenientes del giro dentado y se llaman stratum lucidum.

Las células piramidales de CA3 tienen axones muy ramificados
que contribuyen a las proyecciones de asociacion que terminan ahi
mismo, y ademdas son la mayor eferencia a CAl, (las llamadas
colaterales de Schaffer) '89'8', 1as proyecciones de CA3 a si
misma y de CA3 a CAl ya se habian apreciado en los estudios de
Ramén y Cajal y Lorente de No con la técnica de Golgi. En cuanto a
las proyecciones de CA3 a si misma, son también divergentes.

Las fibras que se originan en células de CA3 localizadas cerca del
giro dentado, se distribuyen preferentemente en la parte distal de
CAl, por ejemplo cerca del borde subicular, donde terminan en la

porcién superficial del stratum radiatum. Las células de CA3
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localizadas progresivamente cerca del borde de CAl, proyectan
preferentemente a partes de CAl cercanas a CA3 y a porciones
profundas del stratum radiatum. Células de CA3 localizadas cerca
del giro dentado, tienden a proyectar mas en direccién septal. En
tanto que células localizadas cerca del borde de CAl, tienden a

proyectar mds en direccidn temporal.
1.4.4 OTRAS CONEXIONES INTRINSECAS

Ademds de las conexiones ya descritas, existen proyecciones
hipocampales intrinsecas, cuya organizacién topografica deber ser
estudiada con mds detalle. A diferencia de CA3, las células
piramidales de CAl no originan proyecciones a otros niveles de CAl
sino que proyectan en forma columnar al subiculum.

Una proyeccion relativamente débil de CAl se dirige a capas
profundas de la corteza entorrinal. El subiculum proyecta hacia el
pre y parasubiculum ademds de la corteza entorrinal. El1 pre y
parasubiculum, originan prcyecciones hacia la corteza entorrinal,
que terminan en las capas III y II respectivamente. Finalmente,
parecen haber proyecciones intrinsecas en la corteza entorrinal que
unen varias partes de la regidn y unen capas profundas con
capas mds superficiales. En resumen, 1la formacién hipocampal
consiste de una serie organizada de circuitos cerrados. Las fibras

de la corteza entorrinal que forman la via perforante terminan en
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Figura 8 Representacioén esquematica de algunos circuitos
intrinsecos de la formacidn hipocampal. Las lineas gruesas
representan las vias que ejercen fuerte influencia sinaptica y
las punteadas las vias que ejercen una influencia débil. Los
axones gque forman la via perforante (VP) son la aferencia
principal a las células granulosas del giro dentado, y muy escasa
a las células piramidales de CAl y CA3. La aferencia principal
de CcA3 son los axones de las células granulosas que forman las
fibras musgosas (FM). Y la de CAl, son los axones de las células
piramidales de CA3 que forman las colaterales de Schaffer. De la
regioén CAl salen fibras directamente a la corteza entorrinal o
bien haciendo un relevo en el subiculum. En las regiones del giro
dentado, CA3 y CAl, existen circuitos 1locales de inhibicién
recurrente. En éstos, una fibra colateral de 1las células
granulosas o piramidales, conectan a una interneurona inhibitoria
(int.) posiblemente GABAérgica, la cual a su vez inerva a la
misma célula granulosa o piramidal que la inerva. Figura tomada
de.Sclabassi, J. Neurophysial., 60(3):1066-1076, 1988
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una forma laminada en los dos tercios externos de las dendritas de
las células granulares en el giro dentado. Las proyecciones de las
células granulosas terminan en las dendritas apicales y basales de
neuronas piramidales de la regidn inferior (neuronas CA3), que se
proyectan ademdas a neuronas piramidales de la regién superior
(neuronas de CAl). El grupo celular de CAl hace contacto en 1la
corteza subicular adyacente y tanto la region superior y el
subiculum envian axones a la corteza entorrinal, cerrando de esta
forma, un circuito de retroalimentacidén a las células de origen de
la via perforante. Existen numerosos circuitos pequefios de
retroalimentacién y de alimentacién anterdgrada positiva
(feedforward) en cada circuito largo de retroalimentacion formando

una red compleja.
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1.5 BIPOTESI8

Se ha observado en pacientes epilépticos sin tratamiento, un
aumento en la intensidad, duracion y manifestaciones de las crisis
convulsivas conforme pasa el tiempo. También en modelos
experimentales de epilepsia como es el paradigma del kindling, hay
un aumento en la duraciodn de las manifestaciones
electroencefalogrdficas (postdescarga) y conductuales conforme se
aplican las estimulaciones eléctricas. Dependiendo de la especie
animal y de la regidén cerebral estimulada los cambios en 1la
excitabilidad neuronal ya permanentes muestran un curso temporal
que puede durar meses.Por lo anterior pensamos que existe un
fendmeno de LTP en las primeras etapas de inicio de la actividad
convulsiva. Este establecimiento de la LTP, estaria
determinandootros cambios neuronales que modifican en otras etapas
la excitabilidad nueronal. Ahora bien, las evidencias
experimentales (ver introduccion) muestran que existe una similitud
entre la LTP y el kindling. De hecho varios autores postulan que la
LTP es el mecanismo celular del kindling, Consideramos que esta LTP
de alguna manera se modifica y provoca los cambios en 1la
excitabilidad neuronal que hacen que una neurona genere actividad
paroxistica.

En el SNC existe un equilibrio entre la inhibicién vy
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excitacion que modula la excitabilidad neuronal. La pérdida de tal
equilibrio, en el sentido de predominio de excitacién o disminucién
de la inhibicién altera la excitabilidad neuronal. El propdsito de
este trabajo es considerar la disminucién en la inhibicion y
explicar los cambios observados en la actividad neuronal

paroxistica por la existencia de un fendémeno de desinhibicidn.

1.6 OBJETIVOS

Eéte trabajo tiene como objetivo principal analizar los
mecanismos celulares gque aparecen y estan en relacién con 1la
actividad convulsiva. En particular tienen también como objetivo el
entender la participacién de 1la inhibicién recurrente como
moduladora de la excitabilidad neuronal y su participacién en la
epileptogénesis cuando se altera. Por otro lado también pretende
explicar de qué forma interviene la LTP en los cambios de

excitabilidad neuronal que determinan el fendmeno convuslivo.
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2 METODO

Para probar la hipétesis sobre la desinhibicién, usamos tres
estrategias experimentales. En la primera estrategia empleamos la
estimulacién eléctrica iterativa en la corteza entorrinal lataeral
para provocar cambios directos en la excitabilidad de las células
granulosas dei giro dentado, e indirectos en los circuitos de
inhibicién recurrente. En la segunda estrategia provocamos cambios
directamente a los circuitos de inhibicién recurrente mediante la
aplicacién de substancias que afectan al neurotransmisor
involucrado. En la tercera estrategia aplicamos substancias

neurotransmisoras con la técnica de microiontoforesis.
2.1 KINDLING DE CORTEZA ENTORRINAL
2.1.1 PREPARACION

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 250 #40 gr. Se
mantuvieron en un ambiente con humedad de 45%, temperatura entre 21
a 23 grados centigrados e iluminacién de 100 a 125 lux, en un ciclo
de luz-obscuridad de 12 Hrs. La alimentacién fue "ad libitum".

Las ratas se anestesiaron con uretano (dosis de 1.25 gr/kg por

via intraperitoneal). Una vez que las ratas llegaron a la anestesia
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profunda, se colocaron en un aparato de ciruéia estereotaxica y se
inmovilizaron con bromuro de pancuronio (dosis de 0.04 mg/Kg). Se
mantuvo la ventilacién con un ventilador mecdnico de presioén
positiva intermitente. Durante todo el experimento, se registro el
electrocardiograma y la temperatura rectal. Se aplicaron dosis
suplementarias tanto de uretano como de pancuronio conforme fue
necesario.

Se realizé la tricotomia de la regidén y se practicdé una
incisién en la piel. Se separaron los tejidos blandos, y se
hicieron cuatro trépanos seqgun el atlas estereotaxico de Paxinos y

Watson 182,

El primero, a 7.5 mm posterior, 4.5 mm lateral
izquierdo con respecto a bregma y de 2 mm de diametro. El segundo,
a 3 mm posterior, 2 mm lateral izquierdo a bregma y de 3 a 4 mm de
diametro. Los otros dos, uno a 2 mm anterior y 3 mm lateral
izquierdo a bregma, el otro a 3 mm posterior y 2 mm lateral derecho
a bregma. Se realizdé una incisidén en la duramadre y se colocaron
los electrodos de registro y estimulacién.

Se colocd un electrodo bipolar concéntrico de acero inoxidable
con un calibre de 0.4mm y de 5000 para estimular la corteza
entorrinal lateral (izquierda, derecha o ambas). Asimismo se usoé
una micropipeta con 5 MiQ de impedancia, hecha con un estirador
David Kopf Instruments modelo 700C, y se llendé con una solucidn de
azul de pontamina al 2.5% en KCl 2M. Con un micromanipulador
hidriaulico David Kopf modelo 1207B, se colocd la pipeta en 1la

regién hipocampica para obtener los registros de los potenciales de
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GIRO DENTADO
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Figura 9 Las ratas fueron anestesiadas con uretano, inmovilizadas

con bromuro de pancuronio, y mantenidas con‘'ventilador mecanico
a presiodn positiva intermitente.

campo provocados. En los dos ultimos trépanos, se colocaron
electrodos corticales fabricados con alambre de acero inoxidable

para obtener el registro del electrocorticograma (Figura 9 y 10).

2.1.2 ESTIMULACION Y REGISTRO

El estimulo eléctrico se aplicd directamente a la corteza

entorrinal a través del electrodo bipolar con un estimulador Grass
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modelo S11. El paradigma de estimulacidén tipo kindling tiene por
objeto provocar descargas en las células granulosas del hipocampo,
sin producir hidrodlisis del tejido, y consiste en aplicar un tren
de pulsos de 1 mseg de duracidén, con frecuencia de 80 a 100 Hz e
intensidad de 250 pA. La duracidn de cada tren de pulsos fue de un
segundo aplicado cada 30 minutos durante 24 Hrs.

Con el propésito de observar los cambios en el circuito de
inhibicién recurrente, durante todo el experimento se utilizd 1la
técnica de pulsos pares. Eéte paradigma, consiste en la aplicacién
de un par de pulsos eléctricos a la corteza entorrinal con 25 mseg
de intervalo entre pulso y pulso. Estos pulsos tienen las mismas
caracteristicas de intensidad y duracién (por esto reciben el
nombre de pulsos pares o gemelos). Cada pulso tiene intensidad de
150 a 200 pA y duracioén de 0.2 msegq. .

Por otro lado, para valorar la participacion de la LTP en el
kindling. A un grupo de ratas sometidas a estimulacion eléctrica se
les aplicd acido aminofosfonovalérico (APV) o acido kinureico a una
dosis de 5 ul con una concentracién de 10 ug/ 10 pl por via
intracerebroventricular.

Los potenciales provocados en el giro dentado, inducidos por
los pulsos pares (por cada pulso se obtiene un potencial), se
registraron antes y después del estimulo eléctrico tipo kindling.
Los potenciales se amplificaron, grabaron (grabadora Heulett
Packard modelo 3869A) y se observaron en un osciloscopio Tektronix

modelo 5113. Estos potenciales también se digitalizaron vy



- METODO 64

promediaron a través de un convertidor analégico a digital RC
electronics modelo SC18, con una computadora At Vectra ES/12,

Hewlett Packard (Figura 10).

@ OSCILOSCOPIO

CONVERTIDOR
A/D

,_i GRABADORA l COMPUTADOR
GRAF ICADOR
POLIGRAFO l

ESTIMULADOR I

Figura 10 Se registraron los potenciales con una micropipeta.
Fueron amplificados, grabados y desplegados en un osciloscopio.
La sefial también fue digitalizada para ser analizada en una
computadora.

> -l I PULSOS PARES

2.1.3 ANALISIS8 DE LOS RESULTADOS

El potencial de campo producido por la descarga sincrdnica de
las células granulosas, se puede predecir por la teoria del dipolo,

debido al arreglo laminar de los elementos celulares y de la
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Figura 11 Ejemplos de potenciales de campo provocados por la
estimulacion de la via perforante con la técnica de los pulsos
pares, registradas en el giro dentado. La respuesta a un estimulo
subumbral (1), es un potencial postsinaptico excitatorio (EPSP).
La respuesta a un estimulo supraumbral (2), incluye a la descarga
neuronal (PN) traslapada con el EPSP. En esta serie de
experimentos, 1o que interesa medir son los potenciales de campo
(3), la latencia (L) y la amplitud (A). Figura modificada de
Sclabassi, J. y cols. Neurophisiol, 60(3):1066-1076, 1988.

organizacién laminar de las vias intrinsecas y extrinsecas de la
regién. Los distintos componentes de estos potenciales, reflejan
diferentes eventos intracelulares. Las aferencias de las células
granulosas son excitatorias, por lo que la estimulacidén eléctrica

de 1la via perforante, provoca un potencial postsinaptico
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- excitatorio (EPSP). El1 sumidero de corriente extracelular
Vresultante del EPSP, se manifiesta como una negatividad cerca de la
region dendritica. En tanto que 1la fuente de corriente
correspondiente, se manifiesta como una positividad cerca de las
laminas donde se encuentran los cuerpos celulares. Cuando la
estimulacién es de suficiente intensidad, se producen potenciales
de accidn, que se reflejan extracelularmente como una negatividad
cercana a la region de los cuerpos celulares (descarga neuronal).
Esta descarga neuronal, se traslapa sobre el EPSP de campo, y su
amplitud, se correlaciona con el numero de células granulosas gque
generan potenciales de accidén en respuesta a la estimulacién. La
latencia de la descarga depende en parte de la distancia entre la
via perforante y las células granulosas. Esta latencia es mas corta
cuando las células granulosas son activadas por fibras proximales
de la via perforante medial.

Como consecuencia, la descarga neuronal compuesta por la
actividad dendritica y la actividad de los somas neuronales puede
ser analizada por 1los componentes que integran el potencial
provocado, en donde el primer componente representa la descarga
dendritica y el segundo componente la descarga del soma neuronal.
Este patron de actividad puede ser analizado por separado (Figura
11) .

El primer pulso eléctrico aplicado a la corteza entorrinal
genera impulsos que llegan hasta las célulag granulosas del giro

dentado a través de la via perforante. De esta forma, provoca en
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esta regidén la activacioén de las células granulosas, que a su vez
activan las interneuronas inhibitorias de 1los circuitos de
inhibicién recurrente. Al activarse estas interneuronas, inhiben
a las células granulosas con las que estan asociadas. Al aplicar
otro pulso eléctrico 25 mseg. después del primero, los impulsos
generados por este segundo pulso llegan a las células granulosas
cuando éstas todavia estdn bajo los efectos inhibitorios de las
interneuronas. Lo anterior explica que el segundo componente del
primer potencial (descarga neuronal condicionante PN(C)), provocado
por el primer estimulo, es de mayor amplitud que el segundo
componente del segundo potencial (descarga neuronal prueba PN(T)),
provocado por el segundo estimulo. Asimismo, dado que el segundo
estimulo encontrd a las células granulosas bajo la influencia
inhibitoria de las interneuronas, por lo que podemos inferir que el
circuito de inhibicién recurrente esta funcionando normalmente
(Figura 12).

Para tener una medicidén objetiva del funcionamiento de este
circuito que implica la inhibicién recurrente, se obtuvo el indice
de maxima inhibicién (IMI), y su evolucidén para cada experimento.
Para ello, se midieron las amplitudes de los segundos componentes
del primer (condicionante) y segundo potencial (prueba) . El1l indice
entonces, se obtuvo dividiendo la amplitud PN(T) entre la amplitud
PN(C). Cuando el circuito de inhibicién recurrente funciona
normalmente, los valores del IMI son menores de 1. Cuando se

establece falta de inhibicién recurrente, los valores del IMI son
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Figura 12 En (3) se muestra el circuito de inhibicién recurrente.
A las células granulosas (CG), llegan las aferencias excitatorias
de la via perforante (VP), que las activan. Estas, activan a su
vez a las interneuronas inhibitorias (I), las cuales modulan la
actividad de las granulares inhibiéndolas. En (B) se muestran los
pares de potenciales registrados en un par de pulsos gemelos. El
primer potencial, es el condicionante (PN(C)), el segundo es el
que prueba al circuito de inhibicidén recurrente (PN(P)). En
ambos, se muestra el segundo componente (flecha), el cual
representa la descarge de la poblacién neuronal.

mayores de 1. Posteriormente se elaboraron graficas del IMI en
funcidén del numero de estimulos.

La técnica de estimulos pares o gemelos, nos ha resultado muy
util ya que el analisis de los potenciales de campo registrados

proporciona informacién sobre dos fendémenos que posiblemente estdn
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involucrados en la epileptogénesis. Por un lado, la amplitud del
primer componente del primer potencial da informacién sobre el
fenodmeno de la potenciacién a largo plazo y por el otro, al
comparar las amplitudes de los segundos componentes de cada par de
potenciales se obtiene informacidn sobre el estado de la inhibicién
recurrente.

También se registré la actividad eléctrica del hipocampo con
un poligrafo GRASS modelo 78B, con un médulo para EEG modelo
7P511G. Se midié la duracidén de la postdescarga inducida por 1la
estimulacién eléctrica tipo kindling. Con estos datos se elaboraron
graficas de la duracidén de la postdescarga en funcién del numero de
estimulaciones aplicadas desde el tiempo cero. Se consideré al
kindling establecido, cuando ya no aumentdé significativamente la

duracion (en segs) de la postdescarga registrada en el hipocampo.

2.2 INDUCCION DE LOS CAMBIOS8 DE EXCITABILIDAD POR BSUBSTANCIAS

ANTAGONISTAS AL GABA Y GLICINA
2.2.1 PREPARACION

La metodologia utilizada es similar a la descrita para los
experimentos sobre el kindling de la corteza entorrinal. Los
trépanos se realizaron en las mismas coordenadas estereotdxicas y

se utilizaron el mismo tipo de electrodos.
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DOSIS USADAS PARA
ANTAGONISTAS DE GABA

Antagonistas concentracién dosis

) local (ug/ul) sistémica (mg/Kg)
Estricnina ! 0.1 0.4
Bicuculina ! 0.1 0.4
Picrotoxina_' 5.0 2.5
Penicilina 2 500 U/ul 400 000 U/Kg

1. Las substancias fueron disueltas en solucidn salina.
2. La penicilina fue disuelta en agua destilada.

Tabla 5. En la administracién 1local, se aplicaron las
substancias microiontoforéticamente con 40 PSI durante 5 segs. La
aplicacién sistémica, se realizé por via intraperitoneal en 1la
dosis total mostrada.

2.2.2 ESTIMULACION Y REGISTRO

En estos experimentos, se utilizaron varios antagonistas de
glicina y GABA como son: estricnina (hidrocloruro de estricnina,
Sigma cat S$-8753), bicuculina (Sigma), picrotoxina (Sigma cat P-
5753), y penicilina (penicilina G sdédica, Pisa) en forma local y
sistémica.

Para la aplicacidén local, se elabord una micropipeta de vidrio
con una punta de 20 um, y se llend con 2 ul de la substancia

(consultar la tabla 5 para las dosis). Mediante un micromanipulador
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hidriaulico, se posicioné estereotaxicamente la micropipeta en el
giro dentado. La substancia fue inyectada (40 PSI de presion
durante 5 segs.) con un aparato de microiontoforesis Neuro Phore
modelo BH~2 con un médulo de presion modelo PPM-2. Se utilizd una
presién creada con gas nitrégeno de 0.08 Kg/cm?.

La aplicacidén sistémica se realizdé mediante la inyeccidn
intraperitoneal de las substancias (consultar la tabla 5 para las
dosis).

Se registrd la actividad eléctrica del hipocampo durante 5
horas aprox. Con una ventana discriminadora, toda espiga epiléptica
fue convertida en un pulso TTL (transistor transistor logic) con el
cual fue alimentada una computadora. Con la informacion captada se
elaboraron histogramas de distribucion de frecuencias.

Para valorar el circuito de inhibicién recurrente, se utilizé
también 1la técnica de 1los pulsos pares. Los potenciales se
valoraron antes y cada 10 minutos después de la aplicacidn de los

antagonistas a GABA.

2.2.3 ANALISIS

Al igual que en los experimentos anteriores, se midieron las
amplitudes de 1los segundos componentes del primer y segqundo
potencial. Se obtuvo el indice de mdxima inhibicién (IMI), y se

elaboraron las graficas del IMI en funcién del tiempo.
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2.3 VALORACION DE LO8S CAMBIOS EN LA EXCITABILIDAD NEURONAL MEDIANTE

LA TECNICA DE MICROIONTOFORESIS

2.3.1 PREPARACION

Después de inducir los cambios en la inhibicidn recurrente con
las dos estrategias experimentales anteriores, se aprovecharon las
mismas preparaciones para valorar estos cambios mediante la técnica
de la microiontoforesis. Para tal efecto, se elaboraron
micropipetas miltiples de 4 barriles y de 2-5 MOl cuya punta fue de
54 de diametro aprox. Uno de ellos, se llené con una solucién de
azul de pontamina al 2.5% en KC1l 2M. Otro barril, se llend con NaCl
2M para balancear la corriente. Los otros dos se llenaron con
acetilcolina (1M en sol. salina) y glutamato (2M en sol. salina)

respectivamente.

2.3.2 REGISTRO E IONTOFORESIS

La micropipeta se colocdé en el giro dentado (3500 a 4000 um de
profundidad) mediante un micromanipulador hidrdulico. A partir de
ahi, la pipeta se hizo descender en pasos de 1lum de distancia con
el objeto de aislar y registrar la actividad individual de una
célula. La actividad unitaria extracelular se amplificéd, grabd,
visualizd en un osciloscopio y con una ventana discriminadora de

amplitudes; se generd un pulso TTL por cada potencial de accién.
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Figura 13 La actividad unitaria extracelular, va acompahada de
ruido. Para aislar a la actividad unitaria, se utiliza una
ventana de discriminacion que convierte cada potencial en un
pulso TTL. Estos pulsos son alimentados a una computadora, y se
elaboran histogramas de distribucidén de frecuencias.

Estos pulsos se caracterizan por ser de no mas de 5 volts de
amplitud y de 1 mseg. de duracidén. La ventaja de esta ventana, es
su capacidad para aislar la sefial que nos interesa (actividad
unitaria) del ruido existente. Con este pulso se alimenté a la
computadora a través de un convertidor analdgico a digital y se
elaboraron histogramas de distribucién de frecuencias.

Una vez detectada la actividad unitaria de una célula, se

registré durante un periodo de 5 minutos su actividad espontanea
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basal. Posteriormente, se aplicé la acetilcolina o el glutamato
iontoforéticamente con distintas intensidades de corriente durante

5 segundos.
2.3.3 ANALISISB

Los pulsos TTL se utilizaroﬁ para construir histogramas de
distribucién de frecuencias y de intervalos en tiempo real.

El histograma de distribucidén de frecuencias, consiste en
graficar el numero de espigas que dispara la célula cada segundo
(bin) antes, durante, y después de la inyeccidén de la substancia.
En estos histogramas, cada barra (bin) representa el numero de
espigas disparadas por la célula en un segundo. El1 histograma de
distribucién de intervalos, consiste en medir el intervalo de
tiempo entre espiga y espiga para determinar su frecuencia.
Posteriormente se construyen histogramas del numero de intervalos
en funcién de las frecuencias predominantes.

Para obtener un valor mds objetivo se elevord graficas del
Indice de responsividad a la aplicacién iontoforética de
acetilcolina y glutamato. En ratas control y ratas a las que se les
provocé cambios de excitabilidad mediante estimulacién eléctrica
iterativa o mediante la aplicacién de antagonistas del GABA y
glicina. El1 Indice se calculé dividiendo el numero de potenciales
de accioén por segundo entre la carga iontoforética (nC). La carga

iontoforética se calcula multiplicando la corriente usada para la
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inyeccidén en nano Amperes (nA) por la duracién de la inyeccién en
segundos.

En los casos donde se requiriéo se compararon 1los dgrupos
control contra los experimentales con la prueba de ANOVA, y prueba
de T de Student con el paquete estadistico para computadora STATA

version 2.05.

2.4 CONTROL HISTOLOGICO

Una vez concluido el experimento, se procedié a marcar el
sitio de registro haciendo pasar una corriente eléctrica de 10 uA
durante 15 a 20 minutos a través de la pipeta que contiene azul de
pontamina. Posteriormente, el animal aun en estado de anestesia, se
perfundié en el ventriculo izquierdo con una solucidn de
formaldehido al 10%. El cerebro se extrajo y se depositd en un
frasco con formaldehido al 10% durante un dia. Se hicieron cortes
de 10 um de espesor con un microtomo de congelacidén. Los cortes gque
contenian la marca de azul de pontamina, se colocaron en
portaobjetos y se tifieron ligeramente con la técnica de Nissl (con
tionina). Posteriormente se colocaron en una ampliadora fotografica
como si fueran un negativo para hacer una impresién en papel
fotografico, y se revelaron, permitiendo identificar la marca
dejada por la micropipeta segin la técnica modificada de Gusman

Flores 7.
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3 RESULTADOS
3.1 KINDLING DE CORTEZA ENTORRINAL

El establecimiento del kindling en este grupo de ratas, se
obsexrvo y cuantificé midiendo la duracion de la postdescarga en el
hipocampo la cual refleja el cambio en la excitabilidad neuronal.
En el inserto de la figura 14, se puede observar la evolucién de la
postdescarga (en segundos) en funcién del numero de estimulaciones.
En el primer estimulo la postdescarga se mantuvo en promedio 20
segundos (*#3.3 SE, n=30), posteriormente progresé hasta alcanzar
una duracion promedio de 80 segs (+4.4 SE, n=30). (estimulo 15). En
la figura 15, se muestran las postdescargas en diferentes momentos
de la evolucion del kindling. Asimismo, se muestran los potenciales
de campo provocados en el hipocampo. Se puede observar que 1la
duracioén de la postdescarga aumenté al mismo tiempo que disminuyé
la inhibicion recurrente. En el analisis del: estimulo K-1 es
posible advertir que el segundo componente del segundo potencial
(PN(T)), es mas pequefio en amplitud que el segundo componente del
primer potencial (PN(C)), esto indica que la inhibiciodn recurrente
esta presente. Sin embargo, conforme se aplicaron los estimulos

eléctricos, la amplitud del PN(T) se incrementd hasta que se
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Figura 14 En el inserto, se muestra 1la evolucién de la
postdescarga registrada en la corteza somatosensorial de 30
ratas. Cada punto representa el promedio * el error estandar de
la duracidn en segundos de la postdescarga registrada en el
hipocampo en funcién del numero de estimulos tipo kindling
aplicados desde el tiempo cero. La estimulacidn consistié en un
tren de pulsos de 1 mseg de duracién, con frecuencia de 80-100
Hz e intensidad de 250 uA, aplicados a la corteza entorrinal.
En la grafica, se muestra la evolucién del indice de maxima
inhibiecidén (IMI) cuantificado con los potenciales de campo
obtenidos en el hipocampo. Cada punto representa el promedio #
el error estandar del IMI en funcion del numero de
estimulaciones tipo kindling aplicadas desde el tiempo cero.
Estos potenciales fueron provocadoas con la técnica de los pulsos
pares en la corteza entorrinal de 60 ratas.
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Figura 15 A la derecha, se muestra la postdescarga registrada
en el hipocampo y la evolucién en su duracidén. A la izgquierda
se muestran, los potenciales de campo registrados en el giro
dentado, provocados por la técnica de pulsos pares en la corteza
entorrinal, asi como su evolucioén. La técnica de pulsos pares
consiste en aplicar un par de estimulos eléctricos con 25 mseg
de intervalo entre pulso y pulso. Cada pulso tiene una
intensidad de 150 a 200 uA y duracién de 0.2 pusegq.

establecidé el kindling. En el estimulo K-13 la amplitud de PN(T) y
PN(C) son equivalentes y ya en el estimulo K-30, la amplitud de
PN(T) es marcadamente mayor gue la de PN(C), esto indica gue no

existe inhibicioén recurrente.

'
'
'
i
i
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En la grafica del IMI en funcién del numero de estimulos
(figura 14, grafica grande), podemos observar gue del estimulo 1 (R
0.4, *.28 SE, n=60) al 12 (X 0.8, *+.27 SE, n=60) los valores del
IMI son menores de uno, lo gque indica que esta presente 1la
inhibicién recurrente. Sin embargo, la pendiente ascenden*e de la
grafica indica que se esta modificando. A partir del estimulo 13 en
promedio (X 1.1, *.19 SE, n=60), los valores del IMI son mayores de
uno. Esto indica que la inhibicidn recurrente empieza a disminuir
alterando el funcionamiento de los circuitos neuronales.

En la figura 16 se muestra la duracidn de la postdescarga en
el hipocampo, en funcidén del numero de estimulos eléctricos
aplicados a la corteza entorrinal (circulos vacios), y al giro
dentado (circulos llenos). En esta grafica, se puede observar que
no existe una diferencia estadisticamente significativa en la
duracidén de las postdescargas en ambas estructuras (ya gque la
prueba de Anova con un nivel de significancia de 0.005 dic como
resultado P> 0.0785 y la prueba de t de Student fu€ de P> 0.1418).
Esto significa que se puede estimular eléctricamente la corteza
entorrinal y producir los mismos cambios de excitabilidad que al
estimular directamente al giro dentado sin lesionarlo.

Se cuantificé la amplitud del primer componente del primer
potencial de cada par. Este representa el potencial postsinaptico
excitatorio (EPSP) y por lo tanto, los cambios en su amplitud
pueden considerarse como una manifestacién de la evolucidn de la

LTP. En la figura 17 (control), se muestra la evolucidn de este
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Pigura 16 Duracion de la postdescarga en funcién del numero de
estimulos eléctricos aplicados desde el tiemmpo cero. Los datos
son promedios * error estandar obtenidos con el paradigma del
kindling de la corteza entorrinal (circulos vacios) en 15 ratas
y del giro dentado (circulos llenos) en otro grupo de 15 ratas.
Los parametros de estimulacion fueron iguales para ambos.

EPSP en funcién del numero de estimulaciones. Se puede apreciar que
la amplitud aumenta progresivamente hasta alcanzar una meseta.
Esta meseta se mantiene durante mds de dos semanas (algunos autores
reportan que se sigue observando durante meses). Para valorar la

participacion de los receptores NMDA en la LTP, se administraron
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Pigura 17 Evolucidén de la amplitud del primer componente del
primer potencial par, que representa el potencial postsinaptico
excitatorio durante la estimulacidn eléctrica de 60 ratas. Se
muestra la evolucion de la amplitud durante la estimulacion
después de inyectar acido kinureico Y APV
intracerebroventricular (10ug/10ul) en 15 ratas. Cada punto
representa el promedio * el error estandar de la amplitud del
EPSP en funcién del numero de estimulaciones aplicadas desde el
tiempo cero.

antagonistas de receptores NMDA como son el APV (acido
aminofosfonovalérico) y el acido Kinuréico a dosis de 5 ul con una
concentracién de l0opg/1l0xl por via intracerebroventricular. Tanto
el APV como el acido Kinuréico modificaron la evolucién de la

amplitud del EPSP (la prueba de t de Student comparando APV o AC.
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Figura 18 En A se muestran el registro electroencefalografico
' del hipocampo (trazo superior), y los potenciales de campo
registrados (trazos inferiores) antes (a), durante (b),
inmediatamente después (c), y un minuto después (d) de 1la
postdescarga (PD). Los puntos indican los artefactos de la
estimulacién para obtener los potenciales, los triangulos
indican el momento de la estimulacién tipo kindling. En B se
muestra el registro electroencefalografico del hipocampo el cual
fue cortado cinco minutos (trazo superior), y los potenciales
de campo (trazos inferiores), hasta cinco minutos después (e).

Kinureico con el control fue de P<0.0001 para ambos). Esto es, la
amplitud del potencial fue menor que la amplitud observada en los
animales que no recibieron los antagonistas NMDA (controles), lo

que significa gue se bloqued la aparicién de la LTP. No hay
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diferencia significativa comparando APV y Ac. Kinureico (P>0.3086).
En la figura 18, se muestran los potenciales registrados antes (a),
durante (b), inmediatamente después (c), un minuto después (d), y
cinco minutos después (e) de la postdescarga inducida con 1la
primera estimulacidn eléctrica (K1 (A)), y en la ul*ima K30 (B). En
K1 el par de potenciales registrado antes de la postdescarga (a) se
encuentra normal, en tanto que en K30 se encuentra modificado ya
gue el PN(T) muestra una mayor amplitud que PN(C). Durante la
postdescarga (b) en K1 PN(C) es de mayor amplitud, esto refleja que
se estada dando el fendmeno de LTP, y PN(P) estd disminuido, lo que
indica que en este momento la inhibicidén recurrente esta aumentada.
En K30, tanto PN(C) como PN(T) son de mayor amplitud que 1los
potenciales observados antes de la postdescarga (de K30) y que los
de K1 observados durante la postdescarga. Esto sugiere gque el
fenomeno de LTP se ha establecido y que la inhibicidén recurrente
esta diminuida. Los potenciales registrados inmediatamente después
de la postdescarga (c), tanto en K1 como en K30, se encuentran
alterados y al minuto de la postdescarga (d), en K1 vuelven a las
condiciones control, mientras que en K30 no ocurre asi. Esto
significa gque existen dos fases; una reversible, donde la
inhibicién recurrente se normaliza (primeras estimulaciones
electricas) y otra, irreversible, en donde ya la inhibicidén
recurrente no se recupera (ultimas estimulaciones).

El 5% de las aferencias que recibe el giro dentado de la

corteza entorrinal son del lado contralateral y el 95% corresponden
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al lado ipsilateral. Con el cbjeto de explorar si el paradigma de
la potenciacioén a largo plazo de tipo asociativo potencia 1la
desinhibicién, se estimuldé no sdélo la corteza entorrinal
ipsilateral sino también la contralateral.

En las figuras 14 y 15, se muestran los resultados obtenidos
por la estimulacién de 1la corteza entorrinal ipsilateral
exclusivamente. En la figura 19 se muestra la evolucién del IMI en
funcién del numero de estimulaciones por 1la estimulacidén
contralateral (cuadros vacios), ipsilateral (triangulos llenos) y
contra e ipsilateral (circulos vacios). En cuanto a la estimulacién
contralateral, el IMI no mostré valores mayores de uno, es decir,
la inhibicién recurrente no se alteré. Con la estimulacién
ipsilateral, el valor del IMI se fué incrementando hasta que en el
estimulo numero 13 en promedio adquirié valores mayores que uno,
lo gue indica gue la inhibicién recurrente se modificé en forma mas
eficiente que la estimulacién contralateral (P< 0.0005).

Con la estimulacién simultdnea tanto ipsilateral como
contralateral, el IMI mostré valores mayores que uno desde el
estimulo 11 en promedio, es decir, la modificacidén de la inhibicién
recurrente se establecié de forma mas rdpida gque con la

estimulacion ipsi y contralateral (P< 0.0002).

3.2 INDUCCION DE LA DESINHIBICION POR SUBSTANCIAS ANTAGONISTAS

AL GABA Y GLICINA
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Figura 19 Evolucién del IMI cuantificado con los potenciales de
campo registrados en el giro dentado. Cada punto representa el
promedio * el error estandar del IMI en funcidén de los estimulos
tipo kindling aplicados, durante la estimulacién de la corteza
entorrinal contralateral de 15 ratas (cuadros vacios),
ipsilateral de 30 ratas (triangulos 1llenos) y contra e
-ipsilateral simultaneamente de 15 ratas (circulos vacios).
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En la figura 20 se muestran histogramas que representan la
cantidad de espigas epilépticas registradas en el hipocampo, en
funcioén del tiempo. Estas espigas se provocaron por la aplicacion
intrahipocampal de antagonistas del SABA y de la glicina. cCada
barra del histograma (bin), representa el numero de espigas por
segundo. De esta forma, tenemos la historia completa durante varias
horas de la respuesta hipocampal. La latencia en la aparicidén de
espigas epilépticas en el hipocampo, fue de 15 minutos
aproximadamente para la penicilina de 20 minutos en promedio para
la picrotoxina, en tanto que para la bicuculina y estricnina la
aparicién de espigas interictales fue inmediata. En estos
histogramas se pueden ver periodos, en donde los valores de varios
bins fueron mayores al resto, estas regiones qorresponden a rafagas
de espigas (burst), poco frecuentes por 1la aplicacién de la
penicilina y bicuculina, en tanto que fueron muy frecuentes con la
estricnina y picrotoxina. La recuperacién fue rdpida en el caso de
la penicilina y picrotoxina (4 Hrs en promedio), mas lenta para la
bicuculina (6 Hrs) y en el caso de la estricnina no hubo

recuperacién.
3.2.1 PENICILINA

La aplicacién intrahipocampal de penicilina, provocé que los

valores del IMI fueran mayores que 1 a los 15 minutos de ser
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Pigura 20 Histogramas de la respuesta hipocampal a la aplicacién
intrahipocampal mediante la técnica de microiontoforesis por
presioén, de antagonistas de el GABA y la glicina. Estos
histogramas estan elaborados con el registro
electroencefalografico del giro dentado. Cada barra del
histograma representa el numero de espigas epilépticas por
segundo. :

aplicada y alcanzd su maximo a los 90 minutos, es decir, que la
inhibicién recurrente disminuyé a partir del minuto 15, alcanzando
su maximo valor al minuto 90. La recuperacion de la inhibicién
recurrente ocurrié a los 120 minutos (figura 21, sup.) en tanto que
la recuperacioén de las espigas epilépticas se inicié a partir de

los 400 minutos (figura 21, inferior).
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La aplicacién intraperitoneal (i.p.) de penicilina, provocd
que el IMI rebasara el valor de 1 a los 70 minutos y alcanzd su
maximo a los 90 minutos, al igual que en la aplicacidén local. La
recuperacién de la inhibicidén recurrente ocurrié a los 120 minutos
como en el caso de la aplicacion local (figura 22 superior). Sin
embargo, el EEG inicié su recuperacion a los 220 minutos (figura 22
inferior).

Tanto la aplicacién local como sistémica de penicilina,

modificaron la morfologia de los potenciales registrados al

aumentar el numero de componentes.
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FPigura 21 En la parte superior, se muestra la evolucion del IMI
en 10 ratas, a la aplicacién intrahipocampal de penicilina con
la técnica de microiontoforesis por presién. En la parte
inferior, se muestra el registro electroencefalografico y los
potenciales de campo registrados en el hipocampo, durante los
efectos de la penicilina de las mismas ratas.
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Figura 22 En la parte superior se muestra la evolucidn del IMI

en funcién del tiempo, durante los efectos de la penicilina

aplicada intraperitonealmente. En la parte inferior, se muestra
el EEG y los potenciales registrados en el hipocampo de 10

ratas.
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3.2.2 PICROTOXINA

La aplicacién intrahipocampal de picrotoxina provocod gque el
IMI rebasara el valor de 1 a los 30 minutos alcanzé el maximo valor
a los 60 minutor y regreso a valores menores gque 1 a los 90 minutos
(figura 23 superior). El EEG inicidé su recuperacién a partir de los
120 minutos (figura 23 inferior).

La aplicacion i.p. de picrotoxina produjo una disminucién de
la inhibicidén recurrente a los 40 minutos, alcanzd su maximo valor
a los 60 minutos y se recuperé a los 80 minutos (figura 24
superior). Estos tiempos fueron similares a los obtenidos por 1la
aplicacién local. Sin embargo, el EEG no inicié su recuperacién
sino hasta los 200 minutos (figura 24 inferior).

La morfologia de los potenciales de campo registrados durante
el efecto de esta substancia no mostraron alteracién alguna excepto

que su amplitud aumento.
3.2.3 ESTRICNINA

La aplicacidén intrahipocampal de estricnina, disminuyé 1la
inhibicién recurrente a los 35 minutos, alcanzd su maximo efecto a
los 90 minutos y la inhibicién se recuperd a los 105 minutos
(figura 25 superior). El EEG inicié su recuperacidén a los 140
minutos (figura 25 inferior).

La aplicacidn i.p., modificé la inhibicién recurrente a los 60
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minutos, 30 minutos después que la aplicacién local. Alcanzé su
maximo efecto a los 90 minutos y la inhibicidén se recuperé a los
120 (figura 26 superior). El EEG inicid la recuperacioén a los 160
minutos (figura 26 inferior).

La morfologia de los potenciales, tanto en la aplicacidn local
como sistémica, no se modifico excepto que su amplitud aumenté al

final.
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Figura 23 Se muestra en la parte superior, la evolucién del IMI
en la aplicacidén intrahipocampal de picrotoxina (5 ug/ul) en 10
ratas. En la parte inferior, se muestra el EEG y los potenciales
registrados durante los efectos de la substancia.
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Pigura 24 En la parte superior, se muestra la grafica del IMI
en funcion del tiempo, durante la aplicacién de picrotoxina
intraperitoneal (2.5 mg/Kg) de 10 ratas. En la parte inferior,
el EEG y los potenciales registrados durante el efecto de la
substancia.




MODIFICACION DE LA INHIBICION RECURRENTE : » 95
ESTRICNINA LOCAL

i
| n =10

i By '
: i
I 1
g -

o
TIEMPO (MIN.)

PN ‘(-,'.l’.)"‘/; PN (c)

ESTRICNINA  LOCAL

POTENCIALES EEG HIPOCAMPO

Figura 25 En la parte superior, se muestra el IMI en funcién del
tiempo, en la aplicacidén local de estricnina (0.1 upg/pl). En la
parte inferior, el EEG y los potenciales registrados en el
hipocampo de 10 ratas durante los efectos de la estricnina.
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Figura 26 En la parte superior, se muestra la evolucidén del IMI
en la aplicacion sistémica de estricnina (0.4 mg/Kg). En la
inferior, se muestra el EEG Yy los potenciales registrados en el
hipocampo de 10 ratas correspondientes a dicha aplicacidn.
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3.2.4 BICUCULINA

La aplicacién de bicuculina intrahipocampal, incrementd los
valores del IMI al minuto 75, alcanzd su maximo efecto al minuto 90
y la inhibicién se recuperé a los 120 minutos (figura 27 superior).
El EEG inicidé su recuperacién a los 140 minutos (figura 27

inferior).

3.3 VALORACION DE LOS CAMBIOS EN LA EXCITABILIDAD NEURONAL MEDIANTE

LA TECNICA DE MICROIONTOFORESIS

Una vez inducidos los cambios en las células del giro dentado
mediante estimulos eléctricos (kindling), o con substancias
antagonistas del GABA y glicina se valord en estos mismas ratas el
cambio de excitabilidad neuronal. Esta valoracién se hizo a través
de 1la aplicacién iontoforética de dos neurotransmisores, la
acetilcolina y el glutamato.

En la figura 28, se muestran histogramas de distribucién de
frecuencias en donde cada barra representa el numero de potenciales
de accién cuantificados cada dos segundos. En el histograma
superior se muestran respuestas celulares a la aplicacién
iontoforética de Ach y Glu. Este patrén de respuesta se obtuvo en
ratas sin estimulacion iterativa previa y sin la aplicacién de
substancias antagonistas del GABA. En 1la parte inferior, se
muestran las respuestas obtenidas en ratas con cambio de

excitabilidad ya establecido después de haber
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Figura 27 En la parte superior, se muestran los valores del IMI
en la aplicacion local de bicuculina (0.1 ug/ul). En la parte
inferior, se muestran el EEG y los potenciales registrados en
el hipocampo de 10 ratas durante los efectos de la bicuculina.

estimulado eléctricamente el giro dentado. Al comparar ambos grupos

de registros, una vVvez dgque los cambios plasticos ya estan
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éétablecidos, la respuesta de las células a los neurotransmisores
és mﬁcho mayor.

En la figura 29, se muestran ejemplos de histogramas de
distribucién de intervalos. En el grupo de registro (A), se
muestran los histogramas obtenidos en ratas sin estimulacion
iterativa previa y se puede observar que no existe una moda bien
definida pero se encuentra sobre el intervalo de los 64
milisegundos. En los histogramas del grupo (B), se muestran los
histogramas obtenidos en ratas después de haber inducido el cambio
de excitabilidad por estimulos eléctricos. En estos histogramas, si
existe una moda bien definida, la cual esta a intervalos menores de
64 mseg, lo que significa que la célula tiene una frecuencia de
disparo mayor que el grupo control. Estos cambios se observaron en
todas las ratas sometidas al paradigma del kindling.

En la figura 30 se presenta el indice de responsibidad. Este
fué obtenido dividiendo potenciales neuronales provocados por la
inyeccién iontoforética de Ach y Glu entre la carga iontoforética
(ver capitulo de método). En esta figura se muestra el indice en
ratas sin previa manipulacidén y en ratas a las gue se les provocd
el cambio de excitabilidad por estimulacién eléctrica iterativa o
por la aplicacién de antagonistas de GABA y glicina. Notese que en
todos los casos, las células respondieron mdas que los controles a
la aplicacidén de los neurotransmisores acetilcolina y glutamato.
Los grupos que mds respondieron fueron a los que se les aplicd

bicuculina y a los que se les aplicé estimulacién eléctrica
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iterativa.

En este trabajo sélo se analizaron los experimentos en donde
se comprobd que el sitio de registro fue el giro dentado. En 1la
figura 31, se muestra el corte histoldégico que se realizd como
control después de haber dejado una marca de azul de pontamina en

el sitio de registro.
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Figura 28 Histogramas de distribucidén de frecuencias de las
respuestas celulares a la aplicacion de acetilcolina vy
glutamato. Cada barra del histograma representa el numero de
potenciales de accién por cada dos segundos. De esta forma se
muestra, los efectos antes durante y después de la aplicacién
iontoforética de acetilcolina (cuadros vacios) o glutamato
(cuadros llenos). En el histograma superior, se muestra la
respuesta celular en ratas control, y en el histograma inferior,
la respuesta una vez inducidos los cambios pldsticos mediante
el kindling de la corteza entorrinal. En la parte superior de
los histogramas se muestran las intensidades de las inyecciones
(nA), el momento (ubicacién del cuadro) y su duracién (tamaho
del cuadro).
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Figura 29 Histogramas de distribucién de intervalos de 1la
actividad unitaria espontanea. Cada histograma, representa el
nimero de intervalos entre espiga y espiga neuronal y por lo
tanto, la frecuencia de disparo de la célula. En (A), se
muestran registros control en ratas intactas. En (B), se
muestran registros una vez inducidos los cambios plasticos en
el giro dentado por el kindling de la corteza entorrinal.
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Fiqgura 30 Histogramas del indice de responsividad neuronal a la
aplicacién de acetilcolina y glutamato iontoforéticamente. Este
indice fué obtenido en ratas sin previa manipulacion (n=15), en
estimulacion eléctrica iterativa (n=30) y en ratas a las que
previamente se les aplicé antagonistas de GABA y glicina (n=20
para penicilina (peni.); n=20 para estricnina (estric.); n=20
para picrotoxina (picro); n=10 para bicuculina (bicu.)). El
indice se calcula dividiento los potenciales de accién por
segundo entre la carga iontoforética. La carga iontoforética se
calcula multiplicando la corriente eléctrica usada para la
inyeccidén en nano amperes (nA) por el tiempo que duro la
inyeccioén en segundos.
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Figura 31 Se muestra un corte histolégico de la regién del
hipocampo, de 10 um de espesor, tefiido con tionina. La flecha
indica la marca de azul de pontamina en el sitio de registro. )
S6lo se analizaron los experimentos en donde se demostrd el l
sitio de registro en el giro dentado del hipocampo. |

t

{
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4 DISCUSION

Para este estudio tenemos que hacer una consideracidn que
creemos importante y es la siguiente: no utilizamos el método
experimental gque clasicamente se emplea para provocar el fendmeno
del kindling. Es decir, en lugar de emplear animales con electrodos
implantados a permanencia en el hipocampo o la amigdala y estar en
movimiento, no anestesiados, empleamos animales anestesiados con
uretano e inmovilizados. Sin embargo, en esta condicidén todos los
animales mostraron los cambios electroencefalograficos, como son el
aumento paulatino de la postdescarga y la aparicidn de espigas
interictales, que presentan los animales con electrodos implantades
a permanencia. Es evidente gque la unica restriccion que nos impone
esta preparacion es no poder analizar la conducta del animal que se
presenta durante el establecimiento del kindling. Sin embargo, nos
ofrece la ventaja de poder analizar de manera objetiva, actividad
electrofisioldgica como son los potenciales provocados y el
registro de la actividad neuronal individual.

En el hipocampo existe un equilibrio entre la inhibicidén y la
excitacién y si predomina esta ultima sobre la primera, pueden

manifestarse las crisis convulsivas. En particular, el hipocampo es
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una estructura del SNC gue es sumamente sensible a alteraciones en

tal equilibrio, por lo que se ha considerado importante explorar en

ella los mecanismos que subyacen en la epileptogénesis. La
estimulacién eléctrica iterativa provoca cambios en la
excitabilidad neuronal en la mayor parte del tejido nervioso como

%, Y wadda “° entre otros; el

fue demostrado por Goddard “), Racine
giro dentado no es la excepcion. Este cambio de excitabilidad se
manifiesta en el registro electroencefalografico como una
oscilacién en la frecuencia y voltaje de las ondas cerebrales (a lo
que se le llamd postdescarga). Esta actividad es provocada por la
descarga sincronizada y de mayor frecuencia de las neuronas
cercanas al electrodo de registro y gque coincide con las
oscilaciones del registro electroencefalografico como lo demostro
Gloor '8:1%  Nosotros logramos este cambio de excitabilidad dado
gue la duracion de la postdescarga fue aumentando conforme se
aplicaron los estimulos eléctricos (inserto de la figura 14). Este
cambio de excitabilidad fue demostrado al comparar la respuesta
neuronal a la aplicacién de acetilcolina o glutamato en células
normales y en células a las que se les provocd el cambio de
excitabilidad. Como puede observarse en la figura 28, las células
de ratas con kindling ya establecido mostraron mayor responsividad
que las estudiadas en ratas a las cuales no se les provoco el
cambio de excitabilidad (controles) por la aplicacidén de estimulos
eléctricos. Por otro lado, al registrar simplemente la actividad

espontanea se puede observar que las células de ratas
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electricamente sensibles tienen un patrén de disparo de mayor
frecuencia dado que el intervalo entre potencial y potencial es
menor al del control (ver figura 29).

Al comparar los resultados obtenidos en dos grupos de ratas a
las cuales se les estimuld eléctricamente en la corteza entorrinal
y en el giro dentado respectivamente (figura 16), no se observaron
diferencias estadisticamente significativas. Esto para nosotros
representa una gran ventaja ya que se puede estimular la corteza
entorrinal y producir los mismos cambios de excitabilidad en el
giro dentado sin danarlo.

Durante la estimulacidn eléctrica iterativa pudimos observar
que el fenémeno de inhibicidn recurrente se modificéd desde las
primeras estimulaciones. En la figura 15 del lado izquierdo se
puede ver la evolucidn de los potenciales pares registrados en el
transcurso de la estimulacion eléctrica. Esta evolucién consiste en
un aumento del segundo componente PN(T) del segundo potencial con
respecto al segundo componente PN(C) del primer potencial. Esto nos
indica que la inhibicién recurrente fue disminuyendo desde las
primeras estimulaciones eléctricas. Sin embargo, desde el estimulo
13 en adelante la inhibicién recurrente disminuyé a tal grado
(valores del IMI > 1 ,ver figura 14) que le fue imposible modular
la excitabilidad de 1las células granulosas del giro dentado
provocando una facilitacién por desinhibicién.

El hecho de que del estimulo 1 al 12 los valores del IMI

fueron menores de 1 y que del 13 en adelante fueron mayores (figura
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14); nos indica que el fendémeno lo podemos dividir en dos fases,
una reversible y otra irreversible. Para ilustrar este fendmeno
tomaremos como referencia la observado en la figura 18 la cual me
parece muy importante. En A es el registro del primer estimulo
eléctrico aplicado a la rata (K1) podemos ver que antes de dar el
estimulo PN(T) es menor que PN(C). Durante la postdescarga inducida
por el estimulo eléctrico es menor aun, esto significa que el
circuito neuronal de 1la inhibicidén recurrente esta funcionando
normalmente. Mas aun, estd participando activamente en detener la
postdescarga. En el potencial registrado inmediatamente después de
la postdescarga, PN(T) es mayor que PN(C) lo que nos indica que 1la
inhibicién recurrente esta disminuida ya que de alguna manera toda
esa actividad neuronal aumentada esta afectando a las interneuronas
inhibitorias. Sin embargo los potenciales registrados un minuto
después de la postdescarga son normales, es decir que la inhibicién
recurrente vuelve a funcionar normalmente. En este momento (K1) los
mecanismos de dano celular no sobrepasan los mecanismos
homeostaticos de las interneuronas inhibitorias y por lo tanto la
inhibicion recurrente se restablece. En B que es el ultimo estimulo
eléctrico aplicado a la rata (K30), los potenciales registrados
antes del estimulo eléctrico, PN(T) es mayor que PN(C). Esto es por
que la inhibicidén recurrente no funciona normalmente, esta
disminuida al grado de no poder modular la actividad de las células
granulosas del giro dentado. Los potenciales registrados durante,

inmediatamente después y cinco minutos después siguen iguales, ya
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no se restablece la inhibicién recurrente. En este momento (K30),
i los mecanismos de dafo celular sobrepasaron los mecanismos
homeostaticos de las interneuronas inhibitorias estableciéndose la
fase irreversible.

La evolucioén del kindling en el hipocampo es practicamente
nula cuando estimulamos la corteza entorrinal contralateral (ya que
la aferencia al giro dentado de la corteza entorrinal contralateral
es sélo de un 5%). La evolucidn del kindling en el hipocampo es mas
rapida cuando estimulamos la corteza entorrinal ipsilateral (la
aferencia al giro dentado por parte de la corteza entorrinal
ipsilateral es de un 95%). Por lo anterior observamos que, en
efecto, la coactivacién de ambas aferencias determina en forma mas
rédpida el cambio de excitabilidad como se muestra en la figura 19
(esto lo observaron también Bliss y Lomo 1973 %, vamamoto y Sawada
1981 ' en la induccidn de LTP) y pensamos que este cambio se
comporta de manera similar al que se presenta en la LTP.

Con base en esto ultimo analizamos la evolucién en amplitud
del primer componente del primer potencial gque representa el
potencial postsinaptico excitatorio (EPSP) . Este aumento
rapidamente durante las primeras estimulaciones (ver figura 17) y
se mantuvo constante en las subsigquientes. Esto mismo ha sido
observado en la estimulacién para inducir LTP por Bliss y Lomo 1973
82 vy por Wilson et al. '® entre otros. Por lo tanto, este hecho
sugiere que en el kindling se establece un cambio en 1la

excitabilidad similar al que se presenta en la potenciacién de 1la
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transmisién sindptica de larga duracidén como es la LTP y mas aun
que la LTP puede ser el mecanismo celular de el kindling.

Para confirmar una de las hipdétesis que hemos planteado y gque
consiste en explicar el fendmeno convulsivo por una falta de
inhibicién y por establecimiento de un fendmeno de desinhibicién,
hemos empleado substancias que antagonizan la accion del principal
neurotransmisor inhibidor que es el GABA. Todas las substancias que
empleamos provocaron el fendmeno convulsivo ya sea en forma de
crisis generalizadas o de crisis focales, como son la aparicién de
espigas interictales de manera reversible. Asimismo, todas ellas
provocaron falta de inhibicién que valoramos con la técnica de
estimulos pares.

Por lo anterior, y con base en estos resultados podemos
sugerir algunas hipdtesis explicativas del cambio de excitabilidad
que observamos en nuestros experimentos. Con la estimulacion
eléctrica repetida se provoca una despolarizacién de las células
del hipocampo. Esta despolarizacidén induce una liberacién al medio
extracelular de glutamato. El glutamato activa a los receptores de
glutamato no NMDA y provoca un potencial postsinaptico excitatorio
por un aumento en la conductancia de corrientes entrantes de sodio
107,108 Este cambio en el potencial de membrana libera a los canales
de calcio asociados al receptor NMDA del magnesio que los mantiene
bloqueados ', La cantidad de fibras aferentes es importante para
desbloguear los canales.- La coactivacién de las vias perforantes

ipsi y contralateral es mas eficiente que 1la activacidén de
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cualquiera de éstas por separado '%1"9, En estas condiciones, 1la
activacién de los receptores NMDA por el glutamato aumenta 1la
conductancia al calcio el cual entra a la célula (lo que explica la
disminucién de calcio extracelular observado en el foco epiléptico)
8 e induce cambios intracelulares que aumentan la excitabilidad

de la neurona.

Por lo tanto, en la formacidén del primer foco epiléptico se

presenta un proceso de LTP tanto en las células granulosas como en

las interneuronas inhibitorias del hipocampo. En la LTP que se
establece en tejido previamente dafiado como por ejemplo por
inflamacién, isquemia, hemorragia, etc. a diferencia de la LTP que
‘se da en tejido nerviosoc normal como se propone para la memoria,
hay un aumento anormal de la conductancia de calcio. Esta entrada
anormal de calcio, no obstante que al principio de la LTP los
mecanismos homeostaticos de la célula son suficientes para regular
el calcio intracelular, hace que las interneuronas GABAérgicas
modifiquen su potencial de membrana a valores menos negativos.
Posiblemente este mecanismo explique la forma en que se altera el
funcionamiento de la inhibicion recurrente, en su fase reversible,
ya que un minuto después de la postdescarga, las concentraciones
tanto de calcio como de potasio vuelven a sus niveles normales. En
la fase irreversible, los mecanismos homeostaticos de la célula son
excedidos por la entrada masiva de calcio. Esta entrada de calcio
tiene efectos citotéxicos sobre las interneuronas inhibitorias

136,137,138 jesjonandolos y por lo tanto disminuyendo la inhibicién
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recurrente en forma permanente. De esta forma en el tejido
hiperexcitable y se establece una facilitacién por desinhibicién.

En las células granulosas los mecanismos homeostaticos son
eficientes para regular la concentracién de calcio intracelular
durante todo el tiempo. Esto provocan que la célula cambie su
patron de disparo normal (potencial de accién) a despolarizaciones
paroxisticas que son caracteristicas de las células epilépticas
67 por 1lo anterior, y con base a la informacidn existente en 1la
literatura podemos especular sobre los posibles mecanismoss, que a
nivel molecular, pudieran estar involucrados en el cambic de
excitabilidad. Por ejemplo se menciona que el calcio intracelular
activa complejos enzimaticos y proto-oncogenes que hacen que los
cambios de excitabilidad de estas células sean a largo plazo (LTP),
si no es que permanentes. Uno de estos cambios a largo plazo es el
aumento de factor de crecimiento neuronal "' que promueve 1la
formacion de nuevos contactos sinapticos de las fibras musgosas con
dendritas de células granulosas '%:13.1%  pste hecho podria servir
de base al fendmeno denominado Sprouting y gque representa un
significativo cambio morfoldgico y de plasticidad. De esta forma se
establecen circuitos de excitacién recurrente los cuales son muy
importantes porque amplifican 1los efectos de los fendmenos
electrofisiolégicos establecen en el tejido excitable que se. Y por
otro lado inducen los mismos cambios en las neuronas normales que
rodean al foco epiléptico permitiendo la propagacién de la

actividad convulsiva.
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5 CONCLUSIONES

- La estimulacién eléctrica iterativa de 1la corteza
entorrinal (kindling) provoco cambios en la excitabilidad
de las neuronas del giro dentado. No obstante de qgue la
aplicacioéon de los estimulos eléctricos no se hicieron
cada 24 Hrs, sino cada 60 minutos, los cambios observados
en la excitabilidad neuronal fueron significativos y
permanentes. Por esta razodn pensamos, gque desde el punto
de vista metodoldgico, el procedimiento es bueno para
obtener cambios permanentes en la excitabilidad neuronal
de manera rapida, es decir que obstuvimos un kindling-

agudo.

- No hubo diferencias estadisticamente significativas en la
evolucién del kindling del giro dentado cuando se %
estimuld directamente, o bién cuandoc se estimuld la
corteza entorrinal. Esto significa que se provocan los
mismos cambios de excitabilidad en el giro dentado por
estimulacion de la corteza entorrinal o de manera

directa.
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Estos cambios en la excitabilidad neuronal se obtuvieron
de manera mas eficiente y rapida al coactivar la mayor

parte de las aferencias del giro dentado.

Durante el transcurso de la estimulacidén eléctrica se
observé un aumento en la amplitud de los EPSP en forma
progresiva. Este aumento se mantuvo estable durante
largos periodos de tiempo. Este fendmeno se comporta

igual al de la LTP.

En las 15 primeras estimulaciones se dio el fenémeno de
desinhibicion reversible que muy posiblemente se
correlaciona con alteraciones celulares que no implican
una lesién grave por lo que al suspender la estimulacién

el efecto se revierte.

En las ultimas estimulaciones, también se dio el fendémeno
de desinhibicidén pero en forma irreversible debido muy
posiblemente a que el dafio celulare es severo y por lo

tanto irreversible.

Por la aplicacién tanto sistémica como 1local de
antagonistas al GABA y glicina, se presentaron cambios en
la excitabilidad neuronal y el fenémeno de desinhibicién.

Sin embargo, estos cambios fueron reversibles como en las
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primeras etapas del kindling.

En conclusién, pensamos que la generacién de la actividad

-paroxistica se debe a la aparicion de un proceso de potenciacion a

largo plazo. Este fenomeno de potenciacién determina una
significativa disminucidén en la inhibicion. Esta disminucion en la
inhibicién determina asi mismo, la aparicidén del fendmeno de
desinhibicién. Esta desinhibicion es la responsable del aumento de
la excitabilidad neuronal que esta intimamente relacionada con
cambios en la conductancia de la membrana a varios iones. De estos,
creemos que el ion calcio juega un papel muy significativo ya que
es conocida su accidén citotoxica cuando entra masivamente al
interior de la célula. Consideramos que con los resultados
obtenidos en este trabajo se abren nuevas posibilidades de estudio
del fendmeno convulsivo. Por ejemplo, los futuros experimentos
estaran encaminados a tratar de dilucidar 1la participacién
especifica del ién calcio en relacion a los cambios de
conductancia. Asi mismo tratar de dilucidar 1los cambios
morfoldgicos en el tejido excitable que expliquen de manera mas
objetiva los posibles cambios neuronales presentes en la generacidn

y propagacidn de la activida convulsiva.
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