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I.RESUMEN



La  d-aminopividinag (4-0F), un blanoeador e oo mz toe fala

et

T

gio, o8 una droga usa

roen newrobiclooia,  por

eiempla cono modelo de epilepsia esperimen

mecanisme de ac

ion por el cual produce su actividad convalsiva

Mo s muay clara.

zaz ha  dem

los afoe  recient

tredo  gue =38 la

neurotransmizsion mectia iy cit I RG (AAE)

[REe)a 1gos =3

particinan diferent tinos  de recer

P ere CILET fife Manera

genaral., s on tos  gue son sensibles a Nemetil-De

aspartato (recoptores tipo MMDSY « loe ouwe no

(receptores

Tipo no NMDAY. Be ha demo

trado ous Lo receptores  tipo MMDA

particinan =20 los mecanisnos de  generacicon v zion  de

aotividad conval jafug=Yc un  efecto  protector  contra

las cornvulsion inducidas en diver modelos o imentales de

epilepsia.

En un  trabajo previo dem rames oue la adninistracion

intrahipocampica (i he) de d4-AF induce convulsiones limbicas v

sacudidas de perro mojado (SFM) mient

s (quE sl administracidn

comnvul Tonico-

intraperitonsal (Lum. ! provocs mioolon

clonico generalizadas (CTOGE) (F

ragoso-Velos: ef

El presente trabajo estd encaminado a profundi el estudio

dee  los mecanismno que inberswhenen la generacidn v o propagacion

de la actividad convuyl

iva inducida paor admninistracidén i.p. e
i.h.s de 4-AF, para 1o cual se estudid el efecto de antagonistas
de los receptores a ANE zobre las CTCE v las SFM inducidas por la

4-aF,
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Los e addos oblenidos o

Fan s b antanani as i

los receptores tipo NMDEe sor

rar tanbo las

come las OTC

rcucidas por a4 I

aribnyont

der recepto

o ninaun efecto sobre  dic

tipm o NMOB no tuvie

&

actividad  convitdaiva, Dichoo o vl i 2 los AOE, a

2 R

traves de  log recepw 511 ] s NMDA bt

i1

vignen en o el

mecanismo de genevacidn de oo act ividad convais a dnducida por

la 4-AF, 1o cual indica gue unes ronal  mediada
par Loe ARE 25 Fundsmental LA aue G Do thazcan las

convulsionss,

Se discuten los resultadeos ob

Bnldos vose proepone U nodelo

general gue puede explicar los resultados 1l CGs.
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A. EPILEFSIA

Etimologicamente. Ja palabra epriepsia geriva (=R R=Ta o)

epilambanein  que significa w cobrecoaido bruscamonte®, BTy

Caumaent e sobre el i v duo'., I-a

o algo aue cae s0bi

epilepsia es uno de 1 1 Ee Pielnred Gl cos COOUnEsE B la

acidn  huunana. L. trean Munoi el de la Tud  <(OMS)

nivel  mundi

repnrta oue lao incdd [SF mieerilo, @l

del 17 v =1 Ins iomal e

uroloadia v Naeurocirugia

eztima gue en nuestro peads el porcentsie imdlar.

El primer cstudio sobhre epilepnsia 2 divhe a Hipderates v ose

.oodonoe e afy ] e oue la endermedact

Lituld "La enfermedad saorad

iza  en el cerebro, sin o anbaroo coreclusion el
alteraron por  superstilclon VoD e la adindlicaraon

fFactores sobronaturales, Sotualmente OME pn osn diccionario  de

epilepsia publicado en 197 detine & epilepsia d

la siguiente

maneras el

eecion cronica de etiologia  diversa, caracterizada

por Crigis recurrentes, que se deben & una o

carga excesiva de

ociada con diversas

las neuraon cerebral

igis epileptical &

manifestaciones climicas y paraclinicas”. Alounos de los factores

e determinan la posibilidad do gue alguna poblacidn naurconal
tiends a desarrollar un foco epiliiéptico son: la capacidad  de

disparo a Cuenoi aoion de  d

tas coan la  ger

ar

intrinsecass algin factor gendtico. disminucidn de la actividad

de neuronas inhibidoras o un incremento en la  transmisidn
excitadora. Dicha hiperexcitabilidad puads ociar con
diversas manifestacions motoras, con @ sin pérdida del

4



i ronsenl S ones,

[MywIpiaTe A 55 o )

Desds hace  mucho  bismpo ) et b

sda me relaciund Con

aspectos sobranabtural por lo o gue cdarante varios siglos  se

tratd sdlo con mato S L Foe med g s siglo
pasadc cuan Jackson iz 1 imer nto por lag
@g so L ento. En i9id. Cybulsly

atré  por primera ver los canbiows ele nee arafi en
un modeio de epilepsiae experimental. A partir de osntoncos v ohasta

Ficado los ¢

nuestros dias se han inten

adios para btrater  de

dilucidar las causaz v los meganismos os ceneracicn de las crisis

epilépticas. Tor cuee Mo permitido contars con un conocimiento  més

amplio para  abordar @i lepn G e una nar da vex  mas

eficiente.

[l

e sabe gue la  opilep

A urE gran variedad

de factores, resultado de olid condiciones  “"natoldgicas”

come  traumat

infeccianes,

iones= vasculares, neopla

privacidn de ondigenn vy alter s mets iCam, prdicrinas o

por  sustanci tdwid . También se ha descub

gue algunos

estimulos sensorial

comne @l ruido, las luces ntermltentes

hasta el trés pueden inducir convulsion Ademds, se  han

de este

determinado  algurnos factores gue

padecimiento. Se conoce el pairdn de disparo nowronal en animals

de  experimentacidn y en personas epillépticas, ademds se tienen

¥

ulas

determinadas muchas  de las sstructuwras cerebrales v molé

enddgenas cuya fFuncidn

altera durantes las crisis epilépticesy

de esta manera se ha avanzado aucho en el tratamiento  de  los




pacientes eprlénticos. Sin embarga. o

ia gran  canbidad

de INVeSTLIgARnLOn  on glvers Gooan Lo
mecan i Iyio IR N flevan  a la

hiperescitabilidad en oun §

conocen comple

amente (Foeria el ale.

1950 Flisher 199100,

Tomrados, un alta corcentaie de los

SN et

pacie con epilep

Lar ios & los by

mdicos  wsados. Foo pjemplo,

de 1o pacients

conoent lensia

de lébulo  temporal pre witleion

Farmacoldgica administrada. v wdlo & de cada 3 personas  con

epilepsia wrt o elivio sat iw o son les nedicamEntoz

antiepilepticos us hoy en dia (21 en total). For o tanto,

reguiere  de compuestos anticonvulsivos mas eficientes  oue  los

Y ouna mavor investidacron experimental de  cdng las

alteracion

se traducsn, @n Gltlme insteancia. en wna  Funcidn

neuronal anarmal. Er

sentido, han reprocucicdo las

crisis epilépticas mediante mod v o oae han

los experimentel

o

Hade compuestos convalsivos v anticornvalsiveos, de tal manera
gue casi  todo lo gus s conoee aoerca  de los  mecanismos o de
epilepsia v de la terapia de droges anticonvulsivas proviens del

estudio de modelos animales de epilepsia.

B. LA 4-AMINOPIRIDINA.
1. Generalidades.

Uno  de los compuestos mas interesantes uvsados como modeleo



experimental de ile

ta es 1a d-amironicidiog C-0FY . comussto

gue se sintetisd por orinsra v @ 154, Bu o eetroctar:n

en  un anillc de wividin: gue blene unide en su ocarbono 4 @ wn

grupo  amino.  Ee oun compu

Loopolar. ur peso molecular  de

F4.170. Se ha demostrado oo la d-of capidamente la bar

hematoencetalica. Vit ol el amyee

Yiaodintravenos

an

ratones su n

e e orodua an los

pos

primeros S omin v SInIRY; cez 10 min Tas Cructuras  cerebrales

con mayor  union do 4-AF son la cor

el tdlamo. la

pa  de

(813

células piramidoles del  hipocaapo v

ranulare

G

cerebelo (Ferger

ada de una manera

raplda v se elimina totalmante por wvia renal en  aproximadamnente

hee

L Bin e 1y @ dos

(Hoes et al..

s @levadas, Sus

efectos pueden pers; por  mds tiempo  va oue  en  humanos

intoxicados accidentalmente con 4-AF varon alteraciones

motoras hasta 7 dias despuis de su dngestidn (Spyker et al.,

1780) .

2. Efectos in vitro.
La  4-aF incramenta la liberacidn de acetilcolina @ (AChY  en
unipnes neuromusculares de rana (Lundh v Thesleff, 1977: Molgd et

al., 1977), de rata (Lundh, 1978), de pollo Marshall et al.,

1989, en ol drgano cléotrico del (Ferrducz et al.,

1987 vy ademas en @l ileo de cobayo (Vizi eb al., 1977}, de tal
manera que es capaz de liberar miles de guanta del transmisor
an  comparacidn con los casi 200 gus lo hacen en ausencia de la

droga (Thesleff, 1780).



el i

En

de

los trrant

m&dula do uatog

N
Y’

fhalinde Fuchomin,

=t

i1l

ratén, aumenta la liboragion

(GAEAY , glutamats v ACh (Tap

1985),

ala, 1983%) . de dopamina ern sin
al., 1984) , v diz ACh &0 rebans
L9873 v de corteza de rat
tambien aumernta la libevacidn
gato rpaeriar et oal..
{lLeancder et al.. 1977).

3. Efectos in vivo.

La 4-AF

as

especies animales, tales como ©
L981; Tapia., 1283, ranas

Morales et al.. 1787), perros.
hambre (Spyk et al., [FBO.
especies, entre aves y mamifero
Ldnicos de o diroga (Boh

Tambieén s& ha demostracdo
por migrodidlisgis. de 4-aF en
ACHh vy de dopamina., ademds su ap

ia liberacidn de ACh en el estr

1&

de glutamato en sinaptosomss oo cor

un compuesto que

(Galvan =t

la 4-0F awnents 12 amplitud

4

Gl baddor e oanhipldores

Loos

€N

il der ranas

LMD en nelronass neasetriatales

R PR ) de carebhro clea

Toamincbutirico

i al..

v

(Tibbhs et

cu

©

triado (Arzate et

awptosamans de

caa de estriado (Doleral v Tupel,

(Folde et al., . La 4-AF
de noradrenalina on el bazo  del
vooen la vena porta de la rata

produce cenvwlsiones en diversas

atones (Fasantes—-Morales v Arzate,

ala, mtes—

L8, re

polles, caballos & inclusive el

ha reportado aue al  menons 41
5, son swesceptibles & los efectos

ot al., 19
aue la aplicacidn  intrasstriatal,

ratos incrementa la liberacidn de

licacion i.p. también incrementa

iado ‘Damsma et al., 1988).



4. Usos v ablicacicnes clinicas.

El orimesy s

aue se e dio oa la fue  como  repelente

mara KR, 3 éh CHALY [ o

cles o 1 ent ad

Q. vielo  erratico v

emision de sorldos,  oaiss

s oper onnbraccionss  dnvoluntarias aol

diafragpma, v e esta mansra andonan &l

et al., 1973

Erm clinica ha weado orino an ol miento de

srifernedades aue  reperout 1a transmision

colinérgica. Iniciaimante las awminopiric uzsaron en clinica

como agentes  an curarinergico an situacione v
luego como un antaaonista de 1a osedlis mrrgen e la
.

toina botulinica, antitidhbic v oopar Lones [41:4 magnesio
(Thesleft., 1780)., por ketamina-diazepam (Agoston ot al.. 1 %
para  antagonivar el blogueo muscwlar indecide  por pancuronium
(Uges et al., 178

También ha sido usada con cierlto ¢ en  pacient con
optras enfermedades gue afectan la transmisidn newromescular,

tales como 21 sindrome o Eaton-Lambert (lundh et al., VP77

fAdemas s& han logrado mejocrias on personas  con miastenia gravis

y miastenia congénita (Lundh et al., 7% Murray vy Mewsomn-

Davis, 19812 . en pacilentes con esclerosis multiple (Bostock et

ala, 1781y Jones el al., 17 v ocon corea de Hunlington Uges
et &l.. 1982). En =l tratamiento de la enfermedad de Alzsheimer
algunas veres se han observado mejoras (MWesseling et al., 1984),

sin  embargo, otros resultados son contradictorios (Davidson et

al.., 1988).

17



Py o —

ot T iy hodos e Load it L besi LS mercC Lonados &

pacientes ran mostrado  recuneracioness, G A hos Casos van

colateralen M &

I

acompafadas por graves o

G L orne

cardiovasculeares (Fol

PRV <3 A s des

G AT ol

per iodos [SuIE

silorm, d

TN anG b Edad, inauiatud e

insommio convuleioneg Loy tue bimita aplicacidn clinica

(B wvime ee LREOG T8

Deomema et al., 1

C. SISTEMAS DE NEURDTRANSMISION.
Ern ta newrobrancmision mediada oor mensajeros  duimnicos  se
distinguen dos Ttipos de informacidn, una  inhibidora v ohra

excitadora.

1. Transmisidn GARAérgica.
El  BARA es =) newrcbtransmisor inhibidor mds abundante del

SNC tanto de vertebradeos como de invertebraoadoz. En 1280 Roberts

v Awapara descubrieraon por arade la presencias de BABES en el

teiido cerebral v ja primera sviderncia de cue  actda como  un

i

newrobtransmisor inhibidor en el SNC de los mamidfe

ros fFue aportada

en 1947 por Hrndevic v

El GARA td

un papel importante en la imhibicidn de crisis
convulsivas v en la accion de drogas anticonvaisivantes. de tal

BAE

manera que agoni roicos SN notentes

anticonvulsivanies, por ejemplo las benzodiazepinas {diazepam v

clonazepam) potencian la wunidn del GABA al receptor GAERA -

Y

por  lo  tanto son usadas clinicamente como  anticonvulsivantes.

Otros compuestos que incrementan la sintesis v la  liberacidn o

18



innioen  la eecadaubeca v cian ded

inhibicidn mediatda por sste neurobransmisor v

moel unbkral a

diversos Lipeos de convulsior . For o wiemplo 2l valoroato.  un

poterte anticonvulsivante oue se usa olinicamente. incrementa los

niveles nale de G5

al drhibiy la OABA tre ML Fasa,

ENSima Cue C‘E{Jl’“&'\('xf’«. & eebe neuw RE

cELS Vi ) R

=1 o

un comple o nacronolccalar Formade  por

el sitio de unidn al el phor @ benzodiasz

v oooel

canal idnice selective a cloro cur Juega un papel esencial ern  la

inhibicidn reuronal voooen  la  acoidgn de alounas drogas

anticonvulsiy Tapia, 478

Frzher v Doyls, 1291),

2. Neurotransmisidn exgitadora.

a. Generalidades.

El glatamato vy =21 azspar to son dos  aminodcidos aue se
hallan presentes  en grandes cantidsaodes en el sistema nervioso
central (BNEC) dee los mamiferos. De hecho el glutamato es el
aminodcido més a&bundante v la gran mavoria de las sinapsis

o

princinaimente por &l.  8in

whacitadoras on ol EMNC

embarao, la mavor parte del glutamato cerebral perticipa en el
metabelisms intermediario de neuwronas y aglia y sdlo una Ffraccidn

de la poca total del aminocdcido participa en la transmisidn

neuronal (ver Liépez-Colomé, 19 Watkins., 198%9). A pesar de
ellao, =l glutamato cumple con los criterios propuestos por
Werman en 19466 para la identificacidin de mediadores guimicos

come  neurotransmisores en el sistema nervioso: posee sistemas de

recaptura  de alta afinidacd; el aminpdecido v la enzima gue  lo

19



mimtetiza ewtdan ore

en la terminal mErViosa DR WNa

ACCidn s ifica Yy 5l P Sifue e pons antanor 331
gluftamato gsta osrobablemsente almacenacs en vesicuwlay ainannd v
25 Tibe de la terminal presindapt €1 una VR S
dependiente de hacia @l espacic  sinaptico donde &Ll

concentracion puerde alcarnzaer niveles milianclares: intorachda con

wun racentor REDE ico v e e L atecto

despolarizante. For o anteriar, ol o dutam es  considerado
como @l mds potente aminodcido escitador (GAE) en el 3MC de  los

vertebrados.

La dnvestigecion sobre SAE  se indcid  en 1234 con los

trabajos cde  Hayashil. aunoue por 0% anos va altaba gue la

concentracion de glutamato en el cerebro ora mucho mas  slevada

oue  en los demis La ddea inicial de gus el glutamato

padria actuar como  neurobransgi

o surgis en 1940 con el

desarrollo  de oo técnica de  iontofor

cuando  Cuor

Watking ocbservaron gue el glutamat w poderoseo efecto

edxcitador  scobre la  mayor parte de las neuwronas del  SNC.  Estos

stucios 1lwvar

TR @& BUDONer Sue el giluba

ampartato

podrian ser 1rs newrotransmiscores dorEs primarios en  este

sistema (ver Ldp E2

b. Receptores a aminodcidos excitadores.

Los AAE ejer

20 sus Funciones Ffisioldgica

distintos subtipos de receptores gue han sido denominados en

funcidn de las molécul

CFicamente &

agonistas que

unen esnec

ellos y los activan. Primero se sugirid gue existia un splo tipo

20



do receoptor. lusgo se pensd en al menos ¥ ool v o lueoo en X0 4

Lipos (&

Pl e Gl men e, tai s e 1A ERL O (RIo) vl le

farmacoldgice v o de  mans

e v puste de it 1o

receptores & A0

Firocan #n dos tiposs acuellos  gue son

Lipo HMDAY v oaguel los

nesibles Pt L 1 -D-&

pwartato (receptor

ARV wT] Lo son (Biga no NFDAY L.t

udioz ele

o At icos,

al menos B tivos

bioguinicos v F

irmanoldgice LR A o

& ) d
(NMD#&) el wloacide kadrdoo (AR L el DIVEND po el

dcido x— Pl-d=iwosawola progidnico (AMPS) , el

moola oor el acioo L- gl Al

sfonobutirico (L-AF4) v

tor soncibla ol

1o Ly cearbonilico

aminociclopentane (ACFD) ig. 1. Les cuastro prismeros tipoz de

recaptores fxfwlyl ionotr sontiensn

goicos,

erminados o mientr

cnae

especifices para o

Ln Mmezanismm ma

1oavolucra

i

jalal: notrapicn o

mansajeros (Watkins, 1980%; .

Fig. 1. Esquema que muestra los I tipos diferentes de receptores
& ARE, su localizacidn, estructuwra. selectividad idnica y
Farmacologia (Tomado de Lodoe y 1990).
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c. Los receptores tipo no~NMDA.

SOE timo po-NMDY oe

L

N S ST
o @ do LUgET D

ifzrentes: el

ptor aobivado par A, el

modulado poe el phor sensible al ACPD v &l gue  se
activa PO T umien  de  dAcido LY TR R T R R N P e Y ~met il -4~
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Fig. 2. Estructura molecuiar propu
NMDA  (Modificado de Revnol

eg. El receptor NMDA y la epilepsia.
El receptor Ttipo MMDA ha adquirido una importencia
primordial debido a la evidencia gue o invelucra en una amplia

variedad de procesos figioldgicoz. como la transmisidn sindptica
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3 NO NIFEDIPINE
B NIFEDIPINE

WET DOG SHAKES / 5MIN

o 20 40 60 80 100 120
PERIOD (MIN)

F!g 1, Effect of mfedmme (20 mg/kg s.c.) on the occurrence of WDS induced by the administration of 4-AP (2.1 nmol) into the CA1

pal region. Nifedipine was injected 30 min before 4-AP. Values are mean numbers of WDS/S min£S.E. for nine (no

mfedlpmc) and cight (nifedipine) rats, * P <005, ® P < 0.02, © P < 0.0, Y P <0.001, as compared with the corresponding rats not
treated with nifedipine.

Figura 3. Efecte de la Feedi il na le ncis e
SFM inducida por la administ: on e 4= (2.1 nmol)
en la re n €AY hipocampica., (Tomado de  Fragoso-Velo:s
at al.. )

Ademds, diversos parametros ubilirados para cuantificar  1a
actividad convulsiva inducide por la administracidn i.p. de la 4-

AF tambien incramerntaron sionificativamente al pretratar  las

ratas con las DHF (Tabla 1).

o

~Tabla 1. Efecto de laz dihidropiridi sohre  Ia actividad
convillsiva inducida por la administracion i.p. de 4-AF
(5 ma/kg) (Tomado de Fragoso-Velo: et al.. 1990).

TABLE 1
Effect of dihydropyridines on sei induced by the i.p, injection of 4-AP (S mg/kg).
Treatment Dihydropyridine dose Total number of generalized % of rats % of rats dying
(mg/kg) * tonic convulsions (GTC)/ showing GTC during GTC ®
number of rats treated
4-AP - : 103/119= 08¢ 739 126
4-AP + nifedipine 0.1 11/15=0.7 66.1 200
&AP+nifedipine 02§ 26/30 = 0.8 . 70 16.0
4AP+niledipine ] 8/1=11 100 285
4AP +nifedipine 15 16/8m=2 . 100 75.0¢
4-AP +nifedipine 10 22/16 =13 100 . 5624
4 AP +nifedipine 20 14/8=17 100 87.5¢
: 4-AP+nifedipine 50 7/4=17 100 7509
4-AP +nisoldipine 20 10/6=1.6 : 833 83.3¢
4-AP + nitrendipine 20 8/5=1.6 80 60.0 ¢

¢ The dihydropyridines were administered s.c., except the two lower doses, which were injected i.p., 30 min before the administration
of 4-AP, ® The time to death was equally le in the dihydropyridine-treated and the control animals (20-78 min after 4.AP
injection), © First GTC occurred at 328+ 1.6 min after 4-AP injection, ¢ P < 0,005, as compared to 4-AP alone (chi-square test).

S
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NMDE v

on 4-AF action.

Ceptor antagonl s

2. Matey and mathods

Ardult male Wi pats (429 kD g oweiabity were used in o all

wperiments,. S4-AF was adminietored l.op. (0 ma/kar or ik (2.1

rmold rrogoso-Yelar st al.. AP0 wo rate dndected i.p. or

LaCuaVa min  before  with the or  norn-NMDA

antagenists  indicated ST When the antaconists were

inijected i.cov. prrior to fhe i.b. administration of 4-aF. both
microiniections  were made during bhe sams vevied of  anesthesia.

Other rats were injected j.h.  with 4-aF

Lonmel ) together with

certain antagome sontrol fm,e indected 1.p. o

ivhe with saline. were included in parallel with the euperimental

groups receiv}nq Lhe receptor ant
2.1 Intrahippocampal and intracerebroventricutar microinjections
For the i.h. and i.c.v.  administrabion of the drugs, rats

were anesthetized with halotha

in oxyoen., immobilized in a Fopd

tak otaxic instirumes and injrctod unijaterally cuire i neg

anesthesia into the OAL re

pion of the hippocampus or the lateral

ventricle., The injection volume Ffor the i.hH. injection was Q.1

uly, and for the i.c.v. irjection @ pl, uwsing a O.5 or a 10 wl




Hamiltorn syringe. mowrted on & manual Kond dndector. The oo

RS o { U]

CLon wWas LoD0 dnda Yoe Lhe hilppocsmous and &8 min for

le. Stereotaxic ived From Payvinos

s CLPBA) and usar

preint . we

Mipno FoO.E. L 1.7 anc V

.9 Far

ste. bl

@ral ve Atalned  Dir

Bilue 15 (1 mo/sml) in order to tion. This

dye ng nid not @ STl Fhies e rved

until fFull recovery or until thev died in convulsion.

-2. Drugs

[t

S-pminopyvridine and Direch bloe 19 weore from  Siama Chemical

Co. (&) ~Z~ (E-Carbouypips zdr, 4y L) o opyl-d-nh honic acid

(CFED, ()

methvl-10, 1 b~difvaro-S-dibenrnla, dloyveloheptens-

Se10-imine hydrogen (ME-BO1) ., {(£) =2—amino-

nhosphonopropionic  acid amino-—4-phosphonobutyric

acid (BF -4y, (k) - ned e acid (AR50 el

7y wers From R

t

(&) ~Z~amino-7-phosphonoheptanoilc acid (AF searach

Ricchemicals Trno. Evnurenic acid and ea—cvano-"-nitroguwinosaline-

dione LOniwE )y were from Toorie  Newsamin, Fetamine was

marchased as Imalogen (Rhone Pleriews).

AF =4, AF-5,

G- was  dissolved in aline.

AF-7 ., PME=-801  and  bkynurenic acid wers  di slven 1o saline and

the pH was adiusted to 7.4, CNEX was dissolved in NaGOH, the final

volume made up with saline and the pH was adiusted to 7.4  with

HC1. The solution of ketamine was prepared by appropriate

dilution in saline of the content of Imalgen solvution.




2.3, Histology

i the

NG DE LR S Lk Lt antmals v Pl dew

decanitation, bihe brain wa ted out o and B0 oum thick coronal

ctions e ot cd nesd in A

<ostat For hictoile al

it

verific

Lion of the site of inde

(hippocampus and  lateral

ventricle)., A1l s [NE R injsctions we - olerd,

T Results

A

.1. Systemic 4-AF

A areviousiy renorted (Fr

mso-Veloz ot al.., 1920y,  the

1afre administration of induced BT in 70-78 % of

the rats (Labl Loand B arilmals showed arly ore
although in some of them 1T oconred twice. #11 Lhe animals that

did not di @l

3 reCove!

crae Al nle

The NMDA antagonis

preverted or  importantly

decreased all the  coanvel

[aXe The

Ve DA et L

competitive antagoni

they do not

wEny injected i.oove,

readily cross the Dlood-brain barvier.  Among them, at a dose

of 0.8 rmol exerted the most powerful protecti

e effect  against

inre 4~AF, since it produced  a comnlete otection against

convulsions and lethality. The ENM phosphonic acid derivatives of
longer carbon aehaing AF-S5 and  AF-7, alen  chowed a clear

protective effect. decr

sing by &5% tie number of GTC and by 57%
the number of amimals convulsing, whereas AF-Z and AP-4  had a

weaker anticonvulsant action (table 1).

In contrast to the notable e ef the NMDA  antagoniste,

the i.c.v. administration of relatively high dos of the broad-
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P oares o plateau valuwe of 20-25 WBDHE/S min at 2%-

S1LVE L w.  CEan

min  and  decrs

Ly Liirsattor unl il commletely

disap ared at about T h

in frtration of d-a, tie
nrior feav, doministre of (i mmed) &
vemnarlable orotective  sction againet the boehavioral o

ivh. 4-AF . mince bhe freanenoy o oof WDH was netably reduced

-

times, parbicularly  at  the peak S wmdnd . wheh @ rear ly

complets blockade of @ (ENEReTY reech (Flo. LAY,

The i.c.ov. dindectbion of AF-F 000 nmoil Lled in e npkabhle

Lo stio. oy ower 1 of DR (Fig.

sas the  ahort obhein derivative ¢

LEY winer

-5 oabt the same  dose

exerted a clear but consideraibly wes

protect ive eff (Fige

icy. The i.c.v.e  adininistsal ChOX

ion of The non-bMDE antagoni

(0,5 nmol? Failed to probtect against the action of 1.k 4-03F

since the fregquency curve of WDE was I to that af thie

convulsant alone (fFig. ).

In view of the potent anteqonist action of i.c.v.e OCF

was of interest to study whether ohne injegction of this drug  into

the hippocampus, Logether with

protection. As  shown  in Fig. under  this  experimental

conditions OFF was ine ive, i wspite of the fact that the

dose was  igher than that injected 1.c.v. Faradorically, an
increase  1n the ocurrence of WDS was observed between 40 and 60
mir, althouwgh this peotertiation did not reach statistical

significance.
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It parallel with the results of the svabenidc injo

AL e prior G Admeindsioetion ol (0,20 ma/k

potent  prot fort &

This

artion was s that of i.c.v. CFF. except that 1t was

immedia

Bt manid iy at 1O min &

from anesthesia (Fig. 4).

RBesides WnE, t e 1. 0. injection  of 4-8F  oroc S0ME
symptomns  chare of  limbic~tvpe Lz s A%
sniffFing, me SINN - CHOIENN L I o rearing and Forepaw

tremor (Fr W IEROY, e svmnboms were also

present. although

when tha NMDE antaponis We e

administerad.

4. Discussion

The HMNMDA receptor antagonists ased in this work showed &

notable nrotechive

the hekhavior motor

alterations oroduced by both the i.o. and the 1.h. administration

of  4-AF. In agreement with i ocomparatively high notency as

NMDA  receptar  antagonis

= CFF and ME-801 showed  the mo

remarkable orotective action  under the gy

merimental

conditions w action  wa

so nrovided by  phosphonic
derivatives of the EAA, with relative potencies in accord with
the lenghlt of their carbon chain, which correlates with  their
efficacy in blocking NMDA-evoled responses (Watkins and Olverman,
1987).

It i interesting that the dose of ME-~801 which nearly

il

prevented the motor effects of 4-AF was in the low range of its
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cgotive anticonvad

s against tne 1.

inol inic scid (Ye

al., 1289 and aaonir

NHDA, pentvienctetrazole. hicurulline and aucdiogonic

s lnures

Chmicdt et

antke et

Figbwer o

nired for antagonizing

T e

B0 L MeiMama

ala,

Dur  observations clearly ndicate that the bivati

NMDA receptors plave

important role in bhe mechaniem of 4-AF-

induced hyoerexcitetion. wihereas non-NMDS receptors do not
to be involved wince and bviur It ig
therefore plausible that the administration of 4-0F, faida

and 1.h.. results i 2 stimulation of the re!

from nerve terminals. as o b has

21 shown in

synaptosomes {(Tapla and
]

et al.. 1989 and in

siices (Dolezel and Tucek. LEEEY,

and that the exc

gl

o alutama hyneractivates the NMDA

receptors,  with the conseguent convualo

Y

ivitv., In fact. it

)

has been repeatedly shown that NMDA is & cotent  cenvulsant and
that NMDA  recentor antagonists are good anticonvulsants in a

variety of experimental modsls of epi

(see Dingpledine et
al.y L9290, for a reviewd.

It is noteworthy that the NMDA  antagonists lested were

capable of preventing the generaliz

tonic phase of convulsion

induced by i.p. 4=

but their e

on  the preconvulsive

symptoms described under Resuits was weak. @ similar partial
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the i.h. indection of OFF @t o ot only was

tively hiab oo

ineffective. bubt even potentiat SRV E R R ST

A0 min

“h

(Fig. )

o activation  of  NMRLY receptors

resulting  in seizures or D WDS zito dif+rerent  from

with this. we have

the CAl aresa of the HippOCamDLs. I agre

previously  shown chat the sprtleobogenic o I = B R A T R

propagates to othor brsan reolons, including the corte:s, the

Porapnbee R e acogoey

amygdala  and  the do

sl Al 1520 .
Furthermorea, it has  been reported that in hippocampal slices

AR5,  AFP-7 and CRFoaugment che eoileptivarm buesting elicited in

Al or

P ors by inatoe or oguisouals Coliingridge et

al.. 198%: BdMeuman eb al.. by eloschkrical stimalation in

the presence of pilorotoxin (Dingledine et al.. &

In conclusian., the present study shows that MDA recopltors

are involved in the motor hyperexcitability induced by both tha

iep. and the i.h. admini ation of 4-AF, stronagly sugogesths

e

that. although different newrctransmit

participate in the

Final expression of the motor behavior. ag it dls the case fFor
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TARLE 1

EFtent ot the 1. 0.va pretreatment wabt MMBA anmd non-pMDA

antagonists on seizuwres induced by the 1.p. injection of 4-AF

3 omg/kg) .

Antagonist Total rumbor of noof ra % oof rats

dose (nmol) GTCR mumber 04 whowing BT cdead in BTO

at el

Mo antagonist
Competitive NMDA antagonists
AF-3 (1O T = Qud =3 0
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AR5 (10) 208 = 003 14
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AR-7 (1) /6 = O,

(1o LG == 0,

ey
4]
~
~
&
i

CEP (.4 LEA19 = 0

(0.8 0/5% = O s O

Non-NMDA antagonists
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(6E) Fr3 =1 OO0 F

o
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CNOX (0.3
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FIGURE LEBEMDS
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Lol Values oot m Cora ooeF WDRESD mar it o 10
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ponding o

boaf the 1.o.wv. aret

bment with CMOY (005 rmol) on

the ooourrernce oor W roduced by the doh. microindection of 4-AF

(2.1 nmeall . Valuas  are an reambar oF MDESE pin ok 5,05, Fog

fmontrol)  oand P (CNENG b Qs the
carresponding controls.
Fig. Z. Effect of the i.bh. microlnjeccion of CFF Z nmol),

together with 4-aF (Z.1 nmol) .  on the ocourrance of WDE. Values

are mearn number of WDE/5 min & S.E. For 9 o {control) and &  (CFRF)

rats. % as compared with the corresponding controls.

Fig. 4. I

Firect of the i.p. pr mert with ME=EOL (0.0 mey /gl
on the ecccurrence of WDS induced by the i.h. microinjection of 4-
AF (2.1 nmoll. Values are mean number of WDSAS min 4 S.E. for 9

(controly and 11 (ME-801) rats. %

comparsd with the

corresponding controls.
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1. Efecto protector de los antaadonistas de NMDA
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pEnsrarion s

algunos dependisntes v obros indesendisent e roconbores MDA

ATl

1 hecho de oue i de los roceptores  no-NMDA

havan carsocido dooey gar amctros coneulel vos

de acuerdo con la participacion ogus tienen wstos e

en la genaraciin @pilc Forme @n nuchos de los

modelos gexperinenta de  epil mencionados (=34 la
Introduccidn.
2. Efecto de 1a 4--AF sobre las corrientes de calcio

postsindpticas.

Aungue 1a ent

acia de calcio gonerada por  los AR oowere

del canal

principalmente a tvy iimico acoplado &l receptor del

NMRA. me ha demostrado gue ol estimular sste receptor se  gsneran

corrientes  de calcio a&ltern

cuyva anmplitud se rec

iones inorgdnicos manganesn) como oo bloogues

orgdnicos (verapamil v D-600) (Dinoledine. 198

Y. Ademds, la

nitrendipina potencia 1 convulsion

producidas por N-metil-Dl-

aspartato (Delin et al.. 1988). Estos datos indicanm que la

&4



accion despolarizante MMUA tta on Ia apertura de los CCEY

Va COME Ee MENTLONEa &0 £ apartado il it |y,

corrientes alternas son important euplicar el efecto

potenciador de lao DHEL

N todos los e Ta 40 son e licalbil a btraves de
urn e v wer lo tanto. wor la liberecidn  de

transmisoras. A3 mm capar

aquie iMLLE: AN e

e provocar  hiperescitacion newoenal o frave cdez wrn meGani amo

entes

difgrente. Do ha demo A oue la A= incrementa las corr

de calocio a niv postsindotice e dendritas de Las newronas

piramidales Cdoynens LRsman, 19iE7) . en las dezrdr it

Apica ]

de2 newronas pivaemnidales de CHL (les =t al.,

el

dendritas de

cuvin Ydohansen W

1784) . en dendritas

e Furkinie oz ave Llinas v

Hess, 1978) v en aspinagl de ratdn (Bod

Rarker, 19893).

For 1o anterior es vFactible pe aue la 4--AF,

efecto estimalante de la  liber

ion  de glutamato. actua
sobre  los CCSVY postsinapticos para  inducic un infludic del!  didn
gue contribuiria de manera importante a la generacidn de un foco

epileptogénico.

3. Efecto potenciador de las dihidropiridinas.

De los resultados obtenidos previamente (Fragosc-Veloz et
alu, 1990 concluwimos gue las  dihidropiridinaes potencian  la
actividad convulsiva provoacada por la administreacion i.p. &  1.h.

de la 4-OF,
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afinidad a 1; Loaimo

DL st paped nan cong

ido v ono

et 19860 .

esta muy claro Surmionali

de  tal maners  divers

aue: o participan

en mecanismo cie

isores (Doura Y

Takahashi, 1984 Forn

Pl oy

Hirmimg et al., 1988 Obaid et  «l.. 1928% MHartin v Magi

Far obtra parte. en diversos tipos neuronales, localizados  a

nivel postsindptico, tambien existen CCBY csensibles a las DHF
(Docherty v Brown, L198&: Bolaor et al.., 1987

1987)  que podrian ter

i ler v Hrown.

importancia Fundamental en i reEgulacion

da la excitabilidad newronal v e pensar oue 28 a8 2 este

nivel en donde las DHF pueden tener un efecto importante despues

de SHuU aciminist

216N

SOMmvagLan

experimentales han demostrado oue 1

DHF  calcio-antagonistas

tienen un efecto como "agonistas

. For  ejemplo  en

repanadas te coritera de rata. ia dipina por si misma provoca

s e o oy e . . - - Y
un influje de Ca al interior mewoenal (Riveroz v Orrego. 1986)
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introducir

a la nobepo o de la

convalgiva por

DHF  en

Lo modedo. oty EXRERATY Fan grcontrado  resultado

similares. For ejemplo. la nitrendipina incrementa la  actividad

convulsiva inducida en ratas por la administracion de Nemetil-~-Dl-

aspartatno (Dolin et al.. L¥86) v de  loz  doidos  kainico y

quinolinico (Ve

et oal.. 19@8).  De 0w resultadeos  se

concluye  gue DHF tlensn un efecto potenciador de  las
convulsiones proveocades por sobreestisulacidn directa del sistema

de AAE.

4. Modelo propuesto.

L hipdtesi

gque se propone para tratar  de  dintegrar los
resultados obtenidos oen el articuleo enviado a publicacidn. parte
de esta tesis, v el articulo pubiicado anterioermente por nosotros

(Fragoso~-Veloz etal.. 18%0) e

la siguiente (Fig. H
La administracidn i.p. e i.h. de  la  4-AF  induce la

liberacidén masiva de AARE gue interactuan con sus  receptores.
Ademas. la  4-AF probablements facilita la entrada de Ca=> 4
traviée de canales sensibles a voltaje tipo L. Ambos  efectos

resultan en la despolarizacidn newronal, gque a su ver activa

corrientes de calcio a traveées de los OCBY. Estos cambice serian

o
~
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