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al GABA (SAG) constltuye u mr delo de epllepma focal
mfusmn mtracortlca Nde GABA en el cerebro de ratas y
g b n anterioridad (Braxlowsky et-al,; 1990) y en el laboratorio
observamos que la mfu on cronx'é 1ntracort1cal de GABA con diferentes duraciones (2

horas a 14 dias), produce 'e41 Al ractenzado por espigas electroencefalograficas localizadas

en el drea cortical prevxam

fundxda Con.base en estas observaciones, se propuso
determinar los tiempos mlmmos de adm1mstrac1on del GABA para inducir el SAG a una
concentracién del ammoacxdo de 50 ug/ ploy- a la velocidad:de 3pl/hr, asi como el analisis
histolégico con tincién-de: Nxssl y GFAP (Proteina ‘Acidica -Fibrilar Glial) en los sitios
cerebrales relacionados con la actxvxdad paroxlstlca Se ensayaron tres tiempos de infusién
del aminoécido: 15, 30 y 60 minutos. .

Los resultados obtenidos indican que la infusién intracortical del aminoicido por 30
minutos es suficiente para producir un SAG con caracteristicas similares de latencia de
aparicién que el producido por infusiones mds prolongadas.

Asi mismo, las observaciones histolégicas mostraron que el SAG inducido por
infusiones de 30 y 60 minutos producen efectos locales a nivel cortical (Tincién de Nissl) y a
distancia en los niicleos taldmicos reticular y ventrolateral ipsilaterales, demostrados por :
inmunoreactividad a la proteina GFAP en tales sitios. !

Se concluye que el SAG, por su forma de induccién y sus caracteristicas electroclinicas,
constituye un modelo de plasticidad cerebral cuya fisiopatologia pudiera relacionarse con

procesos caracterizados por hiperexcitabilidad neuronal consecutivos a isquemia o dafio- .-+

cerebral.



~ INTRODUCCION

1. LAS EPILEPSIAS
1.1 - ANTECEDENTES HISTORICOS . ;

En el sistema nervioso central del hombre, los procesos de transmisién 'y de :
regulacion de la informacién ya sea quimica o eléctrica, entre las células nerviosas'.
son muy importantes porque sustentan la funcién normal cerebral y su alteracién
origina desajustes en las capacidades psiquicas y motoras del cerebro (Koslow y
Silver, 1989; Martin, 1991). '

La epilepsia es uno de los padecimientos mds antiguos de la humanidad.
Hipdcrates (400 afios aC) sefialé que la epilepsia “... no es ni mds sagrada, ni mas
divina y tiene la misma naturaleza que las otras enfermedades, el desconocimiento
de ella, hace que se le considere asi y tiene su asiento en el cerebro...” (Sec. Salud,
1990).

El conocimiento moderno de la epilepsia comenzé a desarrollarse en el siglo
pasado, cuando se realizé por vez primera la distincién entre los ataques locales o
parciales y las crisis generalizadas. Hasta ese tiempo los ataques epilépticos se
agrupaban en ataques de epilepsia genuina o bien como ataques sintoméaticos
epileptiformes (Jasper, 1990).

En 1870, John Hughlings Jackson (Jasper, 1990) introdujo el concepto de ataque
focal en la terminologia clinica y propuso que las crisis epilépticas eran debidas a
"descargas excesivas neuronales hipersincrénicas”. Jackson realizé observaciones
que seftalaban a un area local de la sustancia gris del cerebro como origen de dichas
descargas. Tales observaciones lo llevaron a sugerir que las descargas estaban
relacionadas con distintas areas de la corteza y no solamente del tallo cerebral, como
se pensaba en aquel tiempo.

El punto de vista de Jackson acerca del caracter paroxistico o de excitacién
neuronal extrema de la epilepsia fue confirmado posteriormente por el registro
electroencefalografico (EEG) de la actividad cerebral (Jasper, 1990).

En 1929 Hans Berger desarrolld el electroencefalégrafo, un instrumento para
medir y registrar la actividad eléctrica del cerebro y fue el primero en realizar el EEG



del__ cerebro humano (Adnan, 1971; Remond, 1971 ). |
“:técnica‘que 'permite registrar la actividad de con)untos de neuronas a traves de
,'electrodos colocados en el cuero cabelludo o el interior del te)xdo nervmso (Martm
1991). Dichos registros corresponden a las oscilaciones eléctricas extracelulares
provocadas por la actividad postsinaptica de las neuronas que se encuentran
cercanas a los electrodos (Martin, 1991; Oakley y Schafer, 1978).

Uno de los signos caracteristicos de la actividad eléctrica anormal lo constituyen
las espigas electroencefalograficas (Martin, 1991). En un ataque epileptico dichas
espigas se identifican por su frecuencia y amplitud, en relacién a las sefiales
normales registradas en el EEG (Fisher, 1989).

En 1935, Gibbs, Davis y Lennox (Jasper, 1990) realizaron experimentos en los que
observaron que era la forma de la espiga EEG la que determinaba el patrén del
ataque y en cierta medida la patogénesis del mismo, lo que contribuy6 a definir y
clasificar a las crisis epilépticas. De igual forma propusieron que las mismas areas de
la corteza cerebral podrian intervenir en diferentes formas o patrones de disritmia
que producen diversos tipos de ataques.

A finales de la década de 1950, Jasper y Penfield (Bancaud, 1992) desarrollaron
una técnica neuroquirirgica que posibilité la estimulacién eléctrica de lugares
especificos de la corteza cerebral en el humano. El objetivo fue el de producir los
sintomas caracteristicos previos a un ataque generalizado (auras), asi como otros
aspectos de la actividad paroxistica, para facilitar la localizacién exacta del area
afectada.

Actualmente existen identificados diversos tipos de trastornos epilépticos que
por su sintomatologia, etiologia, estructuras cerebrales relacionadas y otros criterios
de diagnéstico y clasificacién se les denomina en conjunto EPILEPSIAS (Brailowsky
et al, 1989).

Las epilepsias pueden presentarse como complicacién de accidentes infecciosos o
tumorales; de alteraciones sistémicas, como el lupus; de desajustes metabélicos,
como la hipocalcemia o la hiponatremia o por toxicidad por farmacos o bien por

sindromes hereditarios (Brailowsky et al, 1989).



1.2’ DEFINICION Y CLASIFICACION

La epilepsia es una afeccién crénica cerebral, de etiologfas diversas, caracterizada
por la repeticion de crisis resultantes de una descarga excesiva de las neuronas
cerebrales independientemente de los sintomas clinicos y paraclinicos
eventualmente asociados (OMS, 1973).

En 1989 la Liga Internacional Contra la Epilepsia publica una clasificacién en la
que se agrupan a las crisis y sindromes epilépticos en dos categorias generales: crisis
parciales y generalizadas (Crill, 1991) (Tabla D).

En los ataques generalizados toman parte varias regiones de ambos hemisferios
cerebrales en forma simultinea y se manifiestan por la pérdida del conocimiento o
conciencia (Dreifuss et al, 1985; Kolb y Tees, 1990; Martin, 1991).

Los ataques parciales o focales se denominan asi porque estdn restringidos
Unicamente al sitio en donde se originaron, sin embargo, pueden extenderse a zonas
adyacentes y desarrollarse en crisis generalizadas (Crill, 1991; Dreifuss et al, 1985;
Kolb y Tees, 1990). De acuerdo al drea en donde se origine el foco epiléptico sus
‘manifestaciones son motoras (mioclonfas) y/o sensoriales (sensaciones visuales,
auditivas, olfativas, gustativas o viscerales) (Bradford, 1986; Fisher, 1989).



" CLASIFICACION INTERNACIONAL DE:LAS-EPILEPSIA

- Parcial
“Simple.
- Motora
..~ Sensitiva
Sensitivo-motora
Autondmica-visceral
Cognitiva
- Compleja (Psicomotora)
Con Y sin aura
Con y sin automatismo

Secundariamente generalizada

Generalizada

Ausencia {petit mal}
Tonico-clénica (grand mal)
Miocldnica

Tonica

Clénica

Atdnica

Sin clasificar

*(Tomado de Fisher, 1989). . .. -~



13. . LA NEOCORTEZA CEREBRAL-

" La epilepsia focal se ha propuesto como una cond1c1on de_ structuras corticales
telencefélicas (Prince y Connors, 1986).- En: dlcha estructura existe una relativa-
uniformidad en su composicién celular y se distinguen dxfe:entes regiones con base
en sus caracteristicas anatémicas (corteza frontal, parietal, temporal y occipital) y
funcionales (corteza visual, auditiva, somatosensitiva y motora) (Kolb y Tees, 1990).

1.3.1 COMPOSICION CELULAR, NEUROTRANSMISORES Y LAMINACION

NEOCORTICAL.

Anatémicamente, en la neocorteza cerebral se diferencian principalmente dos
tipos de neuronas: las piramidales y las no piramidales (Martin, 1991). Ambos tipos
celulares se organizan en seis capas o ldminas neuronales numeradas
secuencialmente desde la superficie préxima de la piamadre a la sustancia blanca
que subyace a ella. Dicha disposicién es caracteristica de toda la neocorteza, sin
embargo el patrén laminar varia en diferentes regiones (Martin, 1991).

Respecto a los neurotransmisores corticales, se han reportado sistemas de
transmisién mediados por acetilcolina (ACh), el GABA, el glutamato (Glu), y por
neuropéptidos tales como el VIP (Polipéptido Intestinal Vasoactivo), la
somatostatina y la proencefalina, entre otros, como sistemas importantes de
neurotransmisién en las vias nerviosas corticales (Kolb y Tees, 1990; Krnjevic, 1984).

Las neuronas piramidales tienen cuerpo cénico y estdn presentes principalmente
en las laminas III y V de la neocorteza. Sus dendritas estdn cubiertas por numerosas
espinas en las cuales se reciben aferencias de otras células y cruzan diferente niimero
de capas corticales en forma perpendicular. Sus axones descienden a otras dreas del
cerebro, a la medula espinal y a la corteza misma (Kolb y Tees, 1990; Martin, 1991;
Peters, 1987).

La ACh y el Glu son dos neurotransmisores contenidos en las células
piramidales y distribuidos en todas las ldminas de la neocorteza cerebral; sin
embargo, la mayoria de este tipo celular contienen al glutamato como
neurotransmisor, por lo que se les considera neuronas de tipo excitador
principalmente (Kolb y Tees, 1990).



\‘ neuronas

“enzima de sintesis del GABA (decarboxilasa del dcido glutamlco) por lo que Vsi ‘

considera neuronas-inhibitorias. Este tipo de neuronas también contlenen al VIP y ain

la colecistoquinina como neurotransmisores peptidérgicos y a la ACh como
sustancia neurotransmisora (Kolb y Tees, 1990; Kuffler et al, 1984; Martin, 1991;
Peters, 1987).

Las células no piramidales estin distribuidas ampliamente desde la lamina IT a la
VI en la corteza cerebral y poseen dendritas finas y espinosas asi como axones muy
ramificados. Dichas neuronas se clasifican con base en la forma del drbol dendritico
y de los patrones de distribucién axonal que presentan en: neuronas estrelladas,
neuronas multipolares, neuronas en ramillete, células en canasta, en candelero y
bipolares, cuyas dendritas penetran diferentes laminas y alcanzan largas distancias
(Kolb y Tees, 1990; Kuffler et al, 1984; Martin, 1991; Peters, 1987).

1.4 MODELOS EXPERIMENTALES DE EPILEPSIA Y MECANISMOS

ELECTROFISIOLOGICOS RELACIONADOS.

La investigacién de los mecanismos que estan relacionados con el desarrollo de
ataques epilépticos, requiere de modelos experimentales que se asemejen al
trastorno humano y de los que se obtenga informacién acerca de los mecanismos
celulares y moleculares que sustentan la actividad anormal (Bradford, 1986; Dichter
y Ayala, 1987; Fisher, 1989; Rubio-Donnadieu, 1991).

Existe gran variedad de modelos de epilepsia. La Tabla II muestra una de las
clasificaciones de los modelos con base en la categoria de ataque que reproducen:
modelos de epilepsia generalizada y de epilepsia parcial (Fisher, 1989; Purpura et
al, 1972).

De estos dos tipos de modelos de epilepsia, los modelos de actividad
epileptégena localizada son frecuentemente utilizados en la investigacién porque
posibilitan la comparacién directa de las propiedades de membrana y de la funcién

10



TABLA 1I. MODELQS ANIMALES DE EPILEPS!A

) . (Adaptado de Brailowsky, 1990).
A, MODELOS DE ACTIV‘IDAD EPILEPTOGENA GENERALIZADA. :
1.MODELOS GENETICOS: Gallina, ratén (cepa DBA/2,Tottering), ciertas ratas-V

Mandril senegalés Papio papio.
2. CRISIS INDUCIDAS POR ESTIMULACION ELECTRICA: Electrochoque, Kmdlmg

3. MODELOS FARMACOLOGICOS. ’
3.1 AGONISTAS DE LA EXCITACION. Glutamato, Aspartato, Homoc1stemato NMDA
kainato, Pentilentetrazol, fluorotil, etc.

3.2 AGONISTAS DE LA INHIBICION: THIP**, Muscimol, 'y-hldroxxbutn'ato
3.3 ANTAGONISTAS DE LA INHIBICION GABAERGICA: alilglicina, acido
3-mercaptopropiénico, bicuculina, picrotoxina, penicilina, B-carbolinas, ete.
3.4 CONVULSIVANTES METABOLICOS: Metionina sulfoximina, .
dcido-monofluoroacético, deoxiglucosa.

3.5 INHALANTES: fluorotil, tolueno, benzeno.

3.6 CRISIS INDUCIDAS POR PRIVACION: barbltuncos, benzod1
bromuros, etc.

B. MODELOS DE ACTIVIDAD EPILEPTOGENA PARCIAL.
1. Metales convulsivantes: cobalto, tungsteno, fierro, crema de.a'lrum‘;r'pig,: et
2, Congelacién. o :
3. Estimulacién eléctrica focal: kindling.
4. Farmacos aplicados localmente: bicuculina, picrotoxina, penicilina, baclofen, ouabama, estncnma,

kainato, toxina tetdnica, estrégenos conjugados, acetilcarnitina, etc.
5. Sindrome de Abstinencia al GABA (SAG).

C. MODELOS IN VITRO.

1. Tejido epiléptico.

2. Estimulacién eléctrica.

3. Manipulacién del ambiente i6nico: alto potasio, cero magnesio, bajo calcio.

4. Aplicacién de Firmacos: bicuculina, picrotoxina, penicilina, 4-aminopiridina, etc.
5. Sindrome de Abstinencia al GABA (SAG).

*N-metil-D-Aspartato ** 4.5.6.7-tetrahidroisoxazolo(5,4-c] piridin-3-ol

11



" sindptica en condiciones normales-en el mismo  tejido o célula
(Brailowsky et al, 1989; F'"i's‘,'her; 198 P;{Pux_'pura;et al, 1972). -

De entre los modelos mencionados, el modelo en que se utiliza penicilina como
agente epileptégeno es el que ‘mas ha contribuido a responder varias de las
preguntas acerca de las caracteristicas neuronales de las descargas epilépticas (Fisher,
1989). En este modelo se observa, a nivel unitario, que al tiempo de aparicién de una
espiga electroencefalogréfica el potencial de reposo de la membrana neuronal se
depolariza ampliamente. Esta depolarizacién paroxistica gigante (DPG) ha sido
considerada como una marca de la actividad epiléptica y tiene caracteristicas
semejantes a los potenciales postsindpticos excitatorios (PPE), por lo que se le ha
considerado como un PPE gigante (Brailowsky et al, 1989; Dichter y Ayala, 1987;
Fisher, 1989; Martin, 1991).

De manera similar, el andlisis de las respuestas monosinapticas posteriores a la
administracién iontoforética de penicilina en corteza visual y a la estimulacién
luminosa ha mostrado que los DPGs resultantes se encuentran inicialmente en la
lamina IV; de ahi, la actividad excitatoria se propaga a las capas mds superficiales (II
y II) y finalmente, la actividad anormal se propaga a las laminas V y VI (Brailowsky
et al, 1989; Ebersole y Chatt, 1986).

Los signos EEG de las descargas epilépticas se subdividen en dos periodos: el
primero denominado periodo ictal, registrado solamente durante una crisis, se
caracteriza por la presencia de espigas asociadas con un DPG; el segundo
denominado interictal se presenta entre ataques, en él se puede observar una
inhibicion de la depolarizacién sostenida y de la post-hiperpolarizacién de la crisis.
En este periodo la concentracién de Ca2+ extracelular disminuye y los niveles de K+
se elevan, debido probablemente a la salida de K+ y la entrada de Ca2+ en el periodo
ictal (Crill, 1991). Asi mismo, al interior de una crisis generalizada de tipo Gran Mal,
se puede distinguir una fase ténica, una clénica y una de depresién post-critica

(Figura 1).

12
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Figura 1. Las descargas interictales se caracterizan por
anormalidades en el EEG de corta duracidn, tales co-
mo espigas de gran amplitud o espigas punta-onda, en
tanto que las descargas ictales son mis variadas, pe
ro generalmente consisten de una anormalidad ritmica
del patrdn de ondas EEG. (Modificado.:de Crill, 1991).
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15 . EL ACIDOY -AMINOBUTIRICO (GAB SHOE e
“‘Durante la epilepsia el balance normal de la-excitacié ‘inhibicidn estd alterado -

) de lo que resulta una condicién en la cual l_ay n: esta favorec1da (Martin,
1991). Uno de los sistemas de traxié’fhlsl aptlca predommante en el
vmantemmxento del equilibrio mer\c1onado, sin.q é esto. quiera decir que no
participa ningtin otro neuromediador u} otros mecanismos, es la transmisién
inhibidora mediada por el GABA (Dichter y Ayala, 1987; Krnjevic, 1991; Tapia, 1991).

El GABA se reconoce actualmente como el neurotransmisor inhibidor
predominante, particularmente en la corteza cerebral (Krnjevic, 1984). En 1957 se
obtuvo la primer sugerencia de que el GABA era un neurotransmisor inhibidor.
Bazemore y colaboradores (Krnjevic, 1984) indentificaron al GABA como la
sustancia endogena o Factor I responsable de la accién inhibidora de los extractos de
tejido nervioso sobre neuronas de langostino. En esta fecha también se realizaron
estudios en los cuales se encontré que la aplicacién directa del GABA ejercia efectos
inhibitorios sobre la actividad eléctrica cerebral y se obtuvo evidencia de que era un
compuesto importante que intervenia en el movimiento iénico en las neuronas
(Houser et al, 1984).

Fue hasta 1966 cuando se obtuvieron pruebas convincentes del caracter
inhibitorio del GABA, al estudiar la placa neuromuscular de crustdceo (Houser et al,
1984; Kuffler et al, 1984). Los experimentos realizados por los grupos de E. Kravitz y
de E. Roberts mostraron que las vias metabdlicas del GABA son similares en
crustdceos y en el cerebro de mamiferos (Kandel, 1991; Kuffler et al, 1984). Ambos
grupos demostraron que los efectos de la aplicacién postsindptica directa del GABA
se comparaba a la inhibicién causada por la estimulacién de los nervios inhibitorios
y se concluyé que el GABA se libera de la terminal presindptica en cantidades
proporcionales al nimero y frecuencia del estimulo que se le aplique y que no es
liberado al estimular nervios excitatorios (Houser et al, 1984; Krnjevic, 1991; Kuffler
et al, 1984).

Las observaciones hechas en preparaciones inmunohistoquimicas en las que se
han utilizado anticuerpos dirigidos contra GAD o GABA ha permitido detallar el
analisis de las células gabaérgicas en la neocorteza y establecer que todas las ldiminas
las contienen. El mayor niimero de neuronas gabaérgicas se encuentran en las

14



151 ' RECEPTORES GABAERGICOS : , s
7+ Las sindpsis inhibitorias pueden operar en dos formas generales: ya sea al reducir
- 1a liberacién de transmisores excitadores a través de accién presinaptica o bien, al
disminuir la excitabilidad de células postsindpticas (Krnjevic, 1991). Ambos tipos de
efectos inhibitorios son regulados por los receptores GABA 5 y GABAg.

Los receptores GABAs y GABApB son proteinas integrales de membrana
asociadas a canales iénicos que difieren principalmente en sus propiedades
electrofisiolégicas, bioquimicas y farmacolégicas (Bowery et al, 1990; Kandel, 1991)
(Tabla III). El receptor GABA, unido a su ligando activa directamente canales de
cloro (Cl-) en tanto que los receptores GABAp activan indirectamente canales de

calcio (Ca2+) y/o potasio (K+) por activacién de proteinas G y tal vez otros
mecanismos intracelulares (Bowery et al, 1990; Simmonds, 1987).

Otra diferencia entre los receptores del GABA es la presencia en el receptor tipo
A de sitios de unién propios para el GABA y la picrotoxina, asi como para
compuestos moduladores como las benzodiazepinas y los barbitdricos. En el sitio de
reconocimiento para el GABA pueden unirse sustancias agonistas tales como el
muscimol, la isoguvacina y el THIP, las cuales activan de manera similar al GABA
la apertura del canal de Cl- asociado al receptor (Bowery et al, 1987; Simmonds, 1987).
En el caso de sustancias antagonistas del GABA, existen dos tipos de compuestos:
“antagonistas competitivos” por el sitio de reconocimiento para el neurotransmisor
(tales como la bicuculina y la penicilina) y “no competitivos” tales como el
pentilentetrazol y la-picrotoxina, la cual posee un sitio de reconocimiento especifico
en el receptor (Bowery et al, 1987; Simmonds, 1987) (Figura 2).
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(Torﬁado de Bowery, 1990).

1) Consecuencias de la
activacion del receptor:
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Respecto a los sitios de reconocimiento para las benzodlazepmas (dxazepam y
lorazepam) y los barbitiiricos (pentobarbital) se conoce que los compuestos que
actdan en estos sitios interacttian alostéricamente con el sitio de unién de GABA, es

" *-decir, dichos moduladores originan un cambio de conformacién en el receptor lo

cual produce modificaciones en la afinidad por el GABA y en la capacidad de
apertura del canal de Cl- asociado. Las benzodiazepinas incrementan la frecuencia de
apertura del canal asociado al receptor, en tanto que la ocupacién del sitic para
barbittiricos prolonga la duracién de apertura del canal de Cl-(Bowery et al, 1987;
Bradford, 1986; Enna, 1983; Matsumoto, 1989; Simmonds, 1987). :

CANALDE 'CLORO

‘GABA

- PICROTOXINA

. BARBITURICOS

Fz,uuxa 2. Representacicn del ::ecepto k
T moduladores asoc:.ados al mismo.

(Tanado _de Olsen, 1991)
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v permmdo ldennflcar varios subtipos de este receptor (Olsen et’al,;:1991). In1c1almente S

se describié que este receptor estaba conformado_por. umcamente dos subumdades
pollpeptxdlcas principales (o0 y B) que formaban una estructura tetramérlca (02,P2) 1a
cual rodeaba al canal de Cl- (Barnard et al, 1987; Mamalaki et al 1987; Schwartz, v
1988). Posteriormente se identificaron otras subunidades (y, 8 y p) y ademas
diferentes subtipos de cada una de ellas (Liiddens y Wisden, 1991). A pesar de esta
diversidad, las subunidades o y B son las necesarias para reconstituir a los canales de
Cl- que se activan con el GABA y por lo tanto, para que los receptores GABA, tengan
una actividad completa (Olsen y Tobin, 1990; Knapp et al, 1990; Lolait y col, 1989;
Puia et al, 1989).

Con base en la amplia diversidad de subunidades identificadas se propuso que
por lo menos 4 o 5 subunidades dan lugar al complejo protéico que constituye al
receptor GABA 4. Las diferentes subunidades tienen en comtin la caracteristica de
que pueden ser glicosiladas en los residuos de asparaginas que se encuentran
orientados hacia sus extremos amino (NHj;) terminal extracelulares, y contiene 4
regiones hidrofébicas que cuzan la membrana y que se han reconocido como los
dominios My, My M3 y My (Fig. 3).

El dominio M; participa en la formacién del revestimiento del canal de Cl- de
este receptor (Barnard et al, 1987; Mohler et al, 1990; Olsen y Tobin, 1990). Por otro
lado, sobre cada subunidad se han localizado dos anillos que estdn orientados hacia
el citoplasma (Barnard et al, 1987; Olsen y Tobin, 1990). El anillo principal que
conecta a los dominios M3 y Mg de la subunidad B contiene algunos residuos de
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of fato ciclico' de’ adenosma (AM
osfomosmdos {(Browni 1990 Leldenhelmer et'al; 1991)" (Flg 3)‘ :

a fosforlladon del recepto GABAx. txende a regular su actividad ya que a traves S

de este proceso los receptores pueden volverse menos sensibles al GABA (Stelzer et - -

~al, 1988; Tehrani et al, 1989). Los subnpos de cada una de las subunidades tienen una
semejanza en sus secuencias de aminoécidos de aproximadamente el 70%, mientras
que entre cada una de las subunidades se ha identificado una homologia del 35 al
40% (Mohler et al, 1990). Ademaés, las variantes de cada una de las subunidades se
pueden combinar con variantes diferentes de las otras subunidades para producir,
tedricamente, cerca de 10 000 subtipos distintos del receptor GABA, (Costa 1992).

Los receptores GABAg no se han logrado caracterizar por completo y hasta ahora
unicamente se han podido purificar parcialmente (Ohmori y Kuriyama, 1990,1991).
Estos receptores son activados selectivamente por el baclofen y susceptibles a agentes
antagonistas como el faclofen y el saclofen (Bowery et al, 1990).

Los receptores GABAp al igual que el receptor del GABA tipo A también
contienen sitios de glicosilacidén que se representan en el extremo amino terminal
extracelular, asi como regiones que son fosforiladas por una o mas cinasas citosélicas
(Gasic y Holmann, 1991; Kobilka, 1992). Dado que dicha estructura se conserva en los
diferentes receptores acoplados a proteinas G se puede suponer que esta
conformacién probablemente también prevalece en el receptor GABAp (Garcia-

Ugalde y Brailowsky, 1993).
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% produccmn del GABA en el cerebro y utiliza como cofact fosfato de pmdoxal

(EP) para su funcionamiento. Dicha enzima tambien se locahza, ‘aunque ‘en menor
porporcién, en érganos como el corazén, el higado, las celulas p' del péncreas y el
rifién (Bradford, 1986; Siegel et al, 1989; Tapia, 1991). ;

La sintesis del GABA se lleva a cabo a través de una sola reaccién en la que se
utiliza el glutamato producido por el ciclo de Krebs y en la cual, la GAD remueve el
grupo Y -carboxil del glutamato para producir GABA y CO; (Figura 4a).

En 1985 Denner y Wu (Martin, 1987) reportan que en el cerebro de rata existen
dos formas diferentes de la GAD con base en las observaciones de su desplazamiento
en electroforesis: una de las formas estd presente como apoenzima (enzima
disociada del cofactor) y el segundo tipo de GAD se encuentra como holoenzima
(enzima unida al cofactor) .

Posteriormente, en 1991, Kaufman y colaboradores reportan la existencia de dos
formas de GAD que tienen diferente distribucién neuronal e interacciones con su
cofactor (Kaufman et al, 1991). Uno de los tipos de GAD es un polipéptido de 65 kd
(GADgs) que se presenta en forma saturada y no saturada por el FP en cantidades

equivalentes y se encuentra principalmente en las terminales axénicas. El segundo
tipo de GAD es un polipéptido de 67 kd (GADg;) que corresponde a la holoenzima
independiente del cofactor y se encuentra distribuida ampliamente en la neurona
(Kaufman et al, 1991). En ese mismo afio, Erlander y colaboradores (Martin y
Rimvall, 1993) reportan que las dos formas de GAD son producto de dos genes
diferentes y que difieren en la secuencia de aminoécidos que las constituyen, en su
expresién en diferentes regiones cerebrales y durante el desarrollo.

Ambos tipos de GAD intervienen en un ciclo de interconversién, en el que
toran parte varios compuestos regulatorios probables, entre los que se incluyen al
mismo fosfato de piridoxal y al fésforo inorganico como promotores de la
formacién de la holoenzima (GADg7) y al ATP, GABA, glutamato y aspartato como

compuestos que favorecen la disociacién de la holoenzima (Martin, 1987).
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Figura 4. Vias metabdlicas de sintesis (A) y degradacidn (B) del acido
gamma-aminobutirico (Toemado de Tapia, 1991).
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s ?que se encuentran ambas formas de la enzima o en las que predomma una de’
*",V(Kaufman et al, 1991).

1L5.2.2 CATABOLISMO: LA TRANSAMINASA DEL GABA (GABA-T)

El catabolismo del GABA se efectia por accién de una aminotransferasa’
mitocondrial, la GABA-T, que utiliza al a-cetoglutarato como sustrato para formar
semialdehido succinico y acido glutdmico (Figura 4b). En esta reaccién el
o -cetoglutarato es el aceptor obligado del grupo amino de la transaminacién. Al
igual que la GAD, la aminotransferasa requiere del fosfato de piridoxal como
cofactor y se diferencia de la descarboxilasa en que la transaminasa se encuentra
firmemente unida y saturada por el cofactor (Bradford, 1986; Kuffler et al, 1984;
Siegel et al, 1989).

El semialdehido succinico formado a partir del GABA, es rdpidamente
oxigenado por la deshidrogenasa del semialdehido succinico (SSADH) mitocondrial
a dcido succinico que se integra al ciclo de Krebs (Bradford, 1986; Kuffler et al, 1984;
Siegel et al, 1989).

Las concentraciones normales de GABA en diversas areas cerebrales
generalmente estdn gobernadas por la actividad de la GAD maés que por la actividad
de la transaminasa. La distribucién de ambas enzimas en las neuronas es
homogenea, aunque la GAD estd mds concentrada en las terminales presindpticas
(Roberts, 1987).

El GABA liberado al espacio sindptico es capturado por mecanismos de
transporte de alta afinidad de neuronas y/o células gliales donde experimenta
transaminacién por la GABA-T mitocondrial glial y se forma finalmente
glutamina, por accién de la glutamina sintetasa citopldsmica. La glutamina es
liberada para ingresar a la terminal presindptica donde es convertida a ghitamato
por accién de la enzima citopldsmica glutaminasa (Bradford, 1986; Kuffler et al, 1984;
Siegel et al, 1989). (Figura 5).
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FIGURA 5. Compartimientos metabolicos del GABA en 1a sinapsis
y en las células gliales. (Tomado de Tapia, 1991).

24



ecanismos - de _transporte ‘de- alta afmldad o recaptura
) .C se ha reportado que para el GABA exlsten tranportadores que
. constltuyen una familia de protemas con una dxversxdad molecular considerable
“(Guastella et al, 1990). Asf mismo, se ha reportado que los neurotransportadores del
GABA regulan ademds el cotransporte de Na+ y Cl-y que requieren de la energia
suministrada por gradientes electroquimicos para su funcionamiento (Kanner, 1978;
Kanner, 1992; Kanner y Bendahan, 1990; Keynan y Kanner, 1988).

En el cerebro de rata existen identificados dos tipos de transportadores para el
GABA, cuya diferencia principal es su localizacién neuronal y glial respectivamente:
el transportador tipo GABA, inhibido principalmente por el acido carboxilico
cis-3-aminociclohexano y el transportador tipo GABAp inhibido por la B-alanina.

(Kanner y Bendahan, 1990; Schousboe et al, 1983).
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153  EL SINDROME DE ABSTINENCI

experimental en la cual se aumenta la concentramén del GABA en el espacio
extracelular (Champagnat et al, 1990).

En 1967, Killam y colaboradores (Brailowsky et al, 1987 Champagnat et al, 1990),
reportan un modelo primate de epilepsia: el mandril senegalés Papio papio, en el
cual la estimulacién luminosa intermitente (ELI) con destellos a una frecuencia
vecina a los 25 Hz , induce la aparicién de descargas paroxisticas y mioclonias
bilaterales con inicio en regiones fronto-roldndicas en ambos hemisferios cerebrales
y con extensién eventual a otros territorios .

Con objeto de investigar el papel del GABA a nivel de la corteza
fronto-roldndica, se realizaron experimentos, en mandriles fotosensibles y no
fotosensibles, en los que se elevé la concentracién extracelular del GABA en forma
circunscrita en cuatro regiones diferentes de la corteza cerebral: la corteza occipital, la
corteza motora, el drea premotora y la corteza pre-frontal (Brailowsky et al, 1989).

Los resultados obtenidos mostraron que en animales fotosensibles sélo las
infusiones de GABA en la corteza occipital (visual) y en la corteza motora (area 4)
tuvieron efectos de bloqueo completo del sindrome fotosensible, en tanto que las
infusiones en el 4drea premotora (drea 6), mostraron efectos anticonvulsivos
parciales y las infusiones en el drea prefrontal no tuvieron ningin efecto
antiepiléptico (Brailowsky et al, 1989).

Estos experimentos revelaron la aparicién de focos de actividad paroxistica a
nivel de los sitios de infusién en todos los animales (fotosensibles o no), después de
haber suspendido el tratamiento con el GABA. La fotosensibilidad comenzé a
reaparecer en los animales fotosensibles de 2 a 4 dfas después del fin del tratamiento
con el GABA, de tal manera que coexistian en el mismo animal 2 variedades de
epilepsia completamente independientes: una epilepsia generalizada (la
fotosensible) con una parcial (Brailowsky et al, 1987, 1988; Champagnat et al, 1990;
Silva-Barrat et al, 1988).
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piléptogénica _

. cortxcales estudladas, lo quei E
efectivamente se origina en la'region’infl “circuiteria basica
ca: puede estar presente en

7,1988; hémpagnat et al, 1990;

necesaria para la generacién de:la ' actividad: parc
‘,1

pequefias areas de tejido cortical (Braxlowsky et al-
Silva-Barrat et al, 1988) i . i

Dicho fenémeno de actividad eplleptlca parcml recxblo el'nombre de Sindrome de
Abstinencia al GABA (SAG) ya que corresponde a la definicién dada por Nutt : “la
abstinencia es un estado de funcién alterada debido a la suspensién de un tratamiento
con alguna droga” (Nutt, 1986; Menini et al, 1992).

" El SAG no se relacioné con la predisposicién epileptogénica de los mandriles debido
a que aparecio en territorios corticales que no participan en la fotosensibilidad, ademas
de que se present6 en animales no fotosensibles. El SAG se reprodujo posteriormente
- en ratas no epilépticas tanto a nivel de la corteza cerebral como del sistema limbico
(Brailowsky et al, 1988, 1989; Le Gal La Salle et al, 1988; Champagnat et al, 1990; Menini
et al, 1992).

Posteriormente, se inicié un estudio en ratas enfocado especificamente a investigar
la relacién entre el tiempo de infusién del GABA y la latencia y la duracién del
fenémeno paroxistico. Para ello se realizaron infusiones intracorticales que iban desde
tres horas hasta dos semanas, con una dosis de GABA de 100 pg/ul, a la velocidad de
lul/hr, y se observé que para aquellas infusiones que duraban entre 6 y 24-horas, la
latencia de aparicién del SAG fue de entre 50 y 60 minutos en promedio, mientras que
la duracién de las espigas epilépticas fue de entre 90 y 170 horas. En 8 animales en los
que se infundié GABA a la misma dosis durante tres horas no se observé ningtin SAG.
En grupos de ratas en los que se administré6 GABA durante 3,5,7 y 14 dias, la latencia de
inicio de la actividad epiléptica fue de entre 10 y 25 minutos, mientras que la duracién
del SAG fue de entre 10 y 40 horas (Gréfica 1). De esta manera, los resultados indicaron
que, bajo las condiciones experimentales mencionadas, era necesario un periodo de
infusibn del GABA mayor de tres horas y cercano a las 6 horas,
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SINDROME DE ABSTINENGIA AL GABA
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Grafica 1. Relacidn entre tiempo de infusidn intracortical del GABA . (absisas en horas,dlas o:semanas
la latencia (eje izquierdo indicando minutos) y la duracién (eje derecho indmando horas)
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“Las mamfestaclones' elect—rograflcas del SAG se han clasificado en tres’ txpos de patrones
(ﬁgura 6): el patrén I, constituido por actividad en forma de esplga-onda tinica de 200 a 700
uV de amplitud y a una frecuencia de 0.5 a 3 espigas por segundo; el patron II, consituido

v por‘elebmentos en forma de espiga-onda seguidos de poliespigas de alta frecuencia. En sus
“fases iniciales, estos dos patrénes pueden acomparfiarse de mioclonias contralaterales al
sitio de infpsién. Por tltimo, el patrén III formado por espigas que se propagaron a las
dreas homdlogas del hemisferio contralateral, en forma de crisis de varios segundos de
duracidn, acompaiiadas de inmobilidad del animal y, ocasionalmente, de las llamadas
“sacudidas de perro mojado” (Brailowsky et al, 1990).

En la mayoria de los casos, el SAG se inicia con el patrén I, el cual predomina durante
el desarrollo del SAG y hasta su término, que se anuncia con la desaparicién de la
actividad electrografica anormal durante la vigilia aunque sus manifestaciones son
observables en la fase de suefio de ondas lentas (Brailowsky et al, 1990).

Por otro lado, en reportes previos se observd, al utilizar la técnica histolégica del violeta
de cresilo, que las infusiones del GABA producen despoblacién neuronal, cercana al foco
epileptogénico y en algunos casos, vacuolas en el neurépilo de la region del nicleo ventral
lateral taldmico ipsilateral al hemisferio epileptogénico (Brailowsky et al, 1988).

Asi mismo, al medir el consumo de glucosa cerebral con objeto de conocer las regiones
corticales y subcorticales que participan en el SAG, Menini y colaboradores (1991),
observaron que las dreas metabdlicamente mas activas eran las cercanas al foco epiléptico
donde todas las laminas corticales se encontraban afectadas. De igual forma, se observé que
algunos niticleos talamicos ipsilaterales al foco epiléptico (posterior oral, ventral posterior
lateral, central lateral, lateral ventral y reticular) se encontraban metabdlicamente mds
activos que cualquier otra regién subcortical del cerebro (Menini et al, 1991).
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Figura 5. Los tres patrones electroencefalogrdficos del SAG en rata.

En estadios lnlcxales, las descargas epileptiformes pueden
tener una expresidn bilateral aunque siempre prodominan en
el sitio de infusidn. CxMI: Corteza Motora Izquierda;

CxMD: Corteza Motora Derecha.- (Tamado de Brailowsky,1990).
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2. OBJETIVO

Interesados en el SAG de induccién rdpida y en explorar la relacidon aparente entre
los tiempos de infusién del GABA y la latencia de aparicién y duracién de la actividad
epiléptica del SAG, se planteé como un objetivo importante para la caracterizacién del
mismo, determinar los tiempos de infusién minimos requeridos para producir un SAG
a una concentracién del amix{oécido de 50 pug/ul y a una velocidad de infusién de
3ul/hr, asi como profundizar en los cambios histolégicos a través de la tincién de Nissl
e inmunohistolégicos de la GFAP (Proteina Acidica Fibrilar Glial) de los sitios cerebrales
relacionados con la actividad paroxistica del SAG producido por los diferentes tiempos
evaluados.

La GFAP es uno de los componentes principales de los filamentos que se encuentran
especificamente en los astrocitos que la expresan en condiciones de activacién debida a
procesos inflamatorios y cicatriciales, por lo que es uno de los marcadores de més uso en
la identificacién de estas células en condiciones normales y patoldgicas (Haber y Perez-
Polo,1987).
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3. METODO GENERAL

3.1 GRUPOS EXPERIMENTALES Y CONTROL

Los grupos experimentales se formaron en funcién del tiempo en qué~se
suspendié la administracién de la solucién del GABA. Inicialmente, las infusiones
se suspendieron a los 60 minutos por ser este el tiempo que corresponde a la mitad
del tiempo anterior (2 horas) en que se observd la generacién del SAG (Brailowsky et
al, 1990). ,

Los grupos control sé forr:r_laronv con sujetos cuyo tratamiento consistié de la
suspensién de infusiones de solucién salina a los mismos tiempos que los grupos
tratados con GABA. 4

3.2 CIRUGIAS

Se utilizaron ratas macho Wistar con un peso inicial en el intervalo de 250 a
300 gramos. La cirugia que se practicé a todos los sujetos, bajo anestesia general con
halotano y montados en un aparato estereotixico, consistié en implantar
bilateralmente cdnulas de infusién de acero inoxidable (10 mm de longitud y 0.5
mm de didmetro interno) en la regién correspondiente a la corteza motora: -2 mm
antero-posterior y 2 mm lateral respecto al punto B formado por las suturas fronto-
parietales del craneo, y a 1.5 mm de profundidad (Paxinos, 1986; Zilles, 1985). Las
cdnulas de infusién tuvieron también la funcién de electrodos de registro de la
actividad eléctrica de la regién de implantacién (Figura 7).

Se sold6 un conector para registro EEG a los tres electrodos (tornillos de acero
inoxidable de 8 mm aproximadamente de longitud) colocados en la superficie del
crdneo y a las cdnulas de infusién. Posteriormente, se procedié a cubrir los electrodos
de registro con acrilico dental y colocar un protector para las cidnulas.

Después de la cirugia, los sujetos se mantuvieron separados en cajas de
acrilico individuales con libre acceso al agua y comida. Siete dias después de
implantados se confirmé la ausencia de anormalidades electrocorticales por medio

de un registro EEG control de 30 minutos.
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~ 3.3 INFUSION
" Ta solucién de GABA se preparo a<1a
salina como vehiculo (NaCl 0.9%) pH 73

de 11 mm de longitud. Cada cénula de i myeccmn se coloco dentro
de infusién implantadas previamente en el cerebro’ de Ios s e‘
GABA se llevé a cabo a una velocidad de 3 ul/hr. e

Todas las soluciones contenian azul directo, (lmg/Sml),

para indicar si la inyeccién intracerebral se habfa realiz

animales en que no se observé la marca de dicho colorante_ ve 1nc1uyeron en el

estudio.

3.3.1 REGISTRO EEG Y TIEMPOS DE INFUSION

Todos los sujetos se habituaron en cubos individuales de madera y acrilico
transparente durante el periodo de tratamiento con GABA y durante los periodos de
registro EEG. Dichos registros se obtuvieron de un poligrafo (filtros = 1-300 Hz) para
evaluar el efecto electrogréfico de la infusién con GABA en corteza cerebral en cada
sujeto después de infundido y diariamente hasta la desaparicién completa de la
actividad paroxistica en los casos en que ésta se presento.

Las infusiones de GABA sujetas a evaluacién estuvieron determinadas por la
mitad del tiempo anterior que fue suficiente para la aparicién del fenémeno
paroxistico. El primer tiempo evaluado fue de 60 minutos de infusién.En los casos
del tiempo en que se produjo un SAG, se procedi6 a la evaluacién de la suspensién
del tratamiento con GABA a la mitad del tdltimo tiempo empleado y asi
sucesivamente hasta encontrar el tiempo en el cual no hubiera evidencias EEG y/o
conductuales del SAG.

a3




Figura 6. Sitios de J.mplani;
y sistema .de registro EEG:

t2° en movimiento. (Abrev.: Ref..Referencia: CxD: corteza Hanisfer:.o Derecho;- ~
OxI: Corteza Hemisferio Izquierdo)



3 4 HISTOLOGIA

En el momento en que los suje tos no mostraron act1v1dad eplleptnca alguna se

esperaron 10 dias para comenzar el stu“ ] hxstologlco de los cerebros. Transcurrido dicho
tiempo, los animales fueron anestesxados y'después perfundidos por via cardiaca con ayuda
de una bomba peristéltica, prixﬁero con. 250 ml de solucién salina y posteriormente con
solucién fijadora PLP (solucién de amortiguador de fosfatos de sodio 0.1 M pH=7.3, lisina,
metaperiodato de sodio y paraformaldehido). Los cerebros de obtuvieron por decapitacion
del animal y cada cerebro fué entonces sometido a un periodo de post-fijacién de 24 horas en
el fijador de perfusién.

Posteriormente, se mantuvo el tejido en amortiguador de fosfatos de sodio 0.1IM pH
7.3, con concentraciones crecientes de sacarosa (10, 20 y 30 %) por 24 horas en cada solucién.
A continuacidn se realizd el corte del cerebro por congelacion en un criéstato, cada corte con
un grosor de 40 um. Las observaciones de los cerebros que evidenciaban lesiones debajo de la
lamina V cortical que no corresponden a las dreas de interes no se incluyeron en el estudio.

Los cortes fueron colectados en dos series independientes. Una serie de cada cerebro se
procesé por medio de la tincién de Nissl y en la restante se sigui6 1 protocolo para la técnica
inmunohistoquimica de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) (Hsu et al, 1981), la cual se
utiliza para revelar sitios de proliferacién de astrocitos que fagocitan restos de neuronas
lesionadas (Coyle y Schwarcz, 1983).
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4. RESULTADOS

4.1 TIEMPOS DE INFUSION

Los datos obtenidos se resumen en la Tabla IV. Los resultados permitieron formar dos
grupos de animales con SAG producido por la suspensién de la infusién del GABA (50
ug/ul) a dos diferentes tiempos a la velocidad de 3 pl/hora: grupo 1 (n=13) constituido por
sujetos infundidos por 60 minutos; grupo 2 (n=12) constituido por sujetos tratados con
GABA por 30 minutos, y un tercer grupo (n=8) formado por animales que no presentaron el
SAG después de la suspensién de la administracién del aminoacido por 15 minutos.

En los controles de cada grupo, no se observd en ningin caso la aparicién de la
actividad paroxistica caracteristica del SAG.

La proporcién de animales con SAG del grupo 1 fué del 84.61% (11 de 13) y para el
grupo 2 fue de 58.33% (7 de 12).

Respecto a los efectos conductuales (mioclonias del miembro contralateral posterior o
contracciones ocasionales en algin sitio del cuerpo) no se observé ningtn tipo de
manifestacién o modificacién conductual en los sujetos que presentaron actividad

epiléptica.

La prueba de X2 que se aplicé para conocer la similitud entre los tres grupos en
términos de proporcién de sujetos con SAG, revelé que los grupos 1 y 2 son similares, en
tanto que existen diferencias significativas entre los grupos que presentaron actividad
epiléptica y el tercer grupo (Tabla V). El andlisis de normalidad efectuado entre los grupos 1y
2 no revel6 una distribucién normal de los sujetos con SAG.

36



TABLA lV Resultados de la susp
: (50 19/ p1; 3 p1/hr) en corteza

res diferentes’ -
tiempos: 15, 30 y 60 mmqtp__s sl

LATENCIA (minutos) - - DURACION (Dfas) .~
GRUPG | BSUJETOS — T ——— 7
CON SAG | Promedio | Desviacion | Error | Varianza | promegio| PeS¥iacion | Error
Estandar | Estandar | - 77| Estandar | Estandar
Lo
60 min.| 84.61% 115.8
n=13 e
| 2
30min - 5g 3355
| n=t2
| s
© 1S min. _
[ n=8
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2 ) <

A) X" paralos tres grupos experimentales
2 . i .

X“exp.= 14.780 (2 grados de libertad);

B) X2 para los grupos 1y 2
2
exp_ 1.399 (1 grado de hnertad)

(9] X2 paralos grupos 1y 3

,,X,Z

exp.= 14.215 (1 grado de libertad) ; n (x exp

D) X2 para los grupos 2y 3

, ST
2
Wexp.= 8.061 (1 grado deTizertad); P (X gyp » ¥’
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42 EVOLUCION TEMPORAL DEL SAG Y OBSERVACIONES
EEG.

Respecto a los tiempos de apariciéon del SAG y su duracién, el intervalo de latencia
de la actividad paroxistica del grupo 1 fue de 93 a 163 minutos y su duracién de 1 a 11 dias,
en tanto que el intervalo de latencia del grupo 2 fué de 60 a 155 minutos con una duracién
de 1a15dias.

En los registros EEG de los animales con SAG de los grupos 1 y 2 se observaron los
tres tipos de patrones que se han caracterizado para el SAG a otros tiempos de infusién.

En todos los casos el patrén I fue con el que se inicié el SAG (100% de los sujetos) el
cual fue predominante en todo el transcurso de su actividad (ver figuras 8 y 9: recuadros
de latencia).

El patr6n II solamente se presentd en 3 casos del grupo 1 (23% de los sujetos; ver
figura 8: recuadro SAG + 1 hora) y en 4 casos del grupo 2 (33 % de los sujetos; ver figura 9:
recuadro SAG + 2 horas), en el cual en un sujeto predominé este patrén.

El patrén III fue el patrén de descarga que se presenté en cinco casos del grupo 1 (38
% de los sujetos; figura no mostrada) y en tres casos del grupo 2 (25 % de los sujetos; ver
figura 9: recuadro SAG + 30 minutos). Dicho patrén solamente se presenté en las
primeras horas de manifestacién de la actividad epiléptica a excepcién de un sujeto del
grupo 1 en el que se manifesté hasta el segundo dia de actividad del SAG.
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Figura 8 . Registros EEG que ejemplifican los patrones caracteristicos del
SAG y la propagacidn al hemisferio contralateral de la actividad paroxis—
tica producida por la suspensidn de la infusidn unilateral del GABA por 60
minitos..en la corteza motora. Trazos superiores: Corteza Motora Izquierda
(CxMI); Trazos inferiores: Corteza Motora Derecha (CxMD). Barras de cali-

bracidn:

1 2'__‘3_1 4_'

—— .

s 1 A'___i B: l '200 v

e 1 see




CxM

—
RS FMH NTIR WO Sy

PRE - SAG *

SAG (LATENCIA =103 min) *

memmmw%

AAAAMA A

. A
oA | | s
SAG + 30 min + 2 HRS
NNITTRTITSNNTION I IO TS NORP (YR A
Euaaanaaaneiasianall I RO NIV X
+ 2 DIAS o + 7 DIAS o
TR ,*;.‘;,:1,: WOEY P S WMWWMM

VUG PRI EROw—

+ 10 DIAS **

+ 12 DIAS **

Figura 9. Registros EEG que ejemplifican los patrones caracteristicos del
SAG y la propagacidn al hemisferio contralateral de la actividad paroxis
tica producida por la suspensidn de la infusidn unilateral del GABA por
30 minutos en la corteza motora. Trazos. superiores: Corteza Motora izquier
da. (GXMI); Trazos inferiores': Corteza Motora Derecha (CxMD). Barras de ca

L\ihracifps

*_l, ‘*_*‘__l v




ujetos. en'.cayaia uno de los
del SAG en’ el hemisferio
: vmfundldo y: desaparecxo gradualmente (dos dlas maxlmo en el grupo 1 y tres dias
max1mo en el grupo 2).

‘ Las graficas 2A y 2B muestran los valores promedio entre los grupos 1y 2
~respecto a los tiempos de latencia y duracién de la manifestacion EEG del SAG.

La prueba de U de Mann-Whitney que se aplicé a los pardmetros de latencia y
duracién del SAG para comparar grado de similitud entre los grupos 1 y 2 mostré
que ambos grupos no presentan diferencias significativas (Tabla VI). Al respecto y
con base en la observacién de las diferencias en términos absolutos de la duracién de
la actividad epiléptica del SAG en ambos grupos, se estudié un grupo adicional
infundido por 60 minutos (n=4). Dicho grupo tuvo un promedio en duracién del
SAG semejante al promedio de duracién del grupo 1 inicial, lo que indica que el
SAG producido por supresién de infusiones de 60 minutos del GABA tiene una
duracién menor que el SAG producido a otros tiempos de administracion del
aminodacido.

4.3 OBSERVACIONES HISTOLOGICAS

El anélisis histoldgico con tincién de Nissl de los cerebros de los animales del
grupo 1 y el grupo 2 mostré lesiones producidas por el implante de las cdnulas de
infusién (Figura 10). La comparacién cualitativa de tales lesiones mostré semejanzas
en todos los casos: siempre comprendié la corteza somatomotora y las laminas
superficiales y medias I a V.

El andlisis de inmunoreactividad a la GFAP revelé cambios glidticos
alrededor de las lesiones corticales en ambos grupos, asi como la aparicién de gliosis
reactiva en los nicleos taldmicos reticular y ventrolateral correspondientes el
hemisferio de infusién en todos los cerebros de los grupos 1 y 2 analizados con esta
técnica (Figura 11). :
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En los arumales control se observo la apancxon de gha reactiva a la GFAP en .

las regxones corncales relacwnadas con ‘el ‘sitio de implante de las canulas de
‘mfusmn ngun txpo de cambio gliético se observé en la region taldmica de los
cerebros de los animales que recibieron solucién salina o en aquellos que no °
‘presentaron actividad paroxistica.
N Los astrocitos reactivos revelados por la GFAP y observados a nivel talamico
‘en el tejido cerebral de los animales que forman los grupos 1 y 2, presentaron
diferencias cualitativas en términos de intensidad de la tincién: el grupo 1 mostré
mayor inmunoreactividad que el grupo 2 en el cual se observaron con menor
claridad las zonas inmunoreactivas (Figuras 12 y 13).
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, vTebvla‘ V'I.A Resultadaos de la prueba U de Manh-;Whitneg aplicada a las
: : grupos 1y 2 infundides por 60 min. 4y 30 min. respectiva-
mente que desarrolliaron un SAG.

A) LATENCIA

Grupos 142 - Vi

'B) DURACION
7 Gruposrl 92

P ‘( / Uéxp/ b
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Figura 10. Observacidn histoldgica que muestra los sitios
de implante de las cdnulas de infusién (flechas) y el
hemisferio derecho infundido (Tincidn de Nissl; aumen
to  2x).




Figura 11. Apariencia de astrocitos en una seccidn de cerebro de::
‘un ‘sujeto ‘que recibid 60 minutos de infusidn de GABA en el hemis
ferio derecho. Notar la tincidn de la GFAP de astrocitos (flechas)
cercanos al sitio de implante de la cdnula de infusidn en corteza

cerebral y en las dreas de proyeccidn tal@mica relacionadas
(Aumento 2x) .
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Figura 13. Reconstruccién de secciones de. cere
bro de rata correspondientes a sujetos in-~ e
fundidos con GABA por 30 minutods. Observar
la extensién aproximada de la lesién produ
cida por el implante de las cdnulas de in- -
fusidn asi como de las ireas de proyeccién
taldmicas relacionadas :Ndcleos reticular-
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5. DISCUSION

5.1 RESUMEN DE RESULTADOS.

1) Son suficientes 30 minutos de infusién continua de GABA’(SO ug/ul) a} e
razén de 3 ul/hr para generar el SAG, mientras que 15 mmutos de o
insuficientes para producir este efecto. '

:obtenidos con

2) Este SAG presenta latencias y duraciones comparables a
infusiones de GABA mas prolongadas. G

3) Dicho SAG de induccién rapida produce efectos locales a nivel cortical y a
distancia en los nicleos taldmicos reticular y ventrolateral ipsilaterales, demostrados
por inmunoreactividad a la proteina GFAP en tales sitios.

52 TIEMPO MINIMO DE INFUSION Y EVOLUCION TEMPORAL DEL
SAG.

El SAG constituye un modelo de epilepsia focal inducido por la infusién
intracortical del GABA en el cerebro de ratas y monos (Brailowsky et al, 1990).
Champagnat y cols. (1990) observan que los efectos de la infusién prolongada del
GABA en corteza cerebral origina la produccién de ataques epilépticos focales y que
dichos efectos pueden ser extrapolados a los efectos de propagacién de la liberacién
anormal de GABA a través de la corteza cerebral.

Las observaciones electrograficas realizadas en el presente trabajo muestran
que el tiempo minimo de infusién para producir un SAG se encuentra entre 15 y 30
minutos de administracién intracortical de GABA (50 pg/ul) a una velocidad de 3
pl/hr y que la administracién del aminoédcido por periodos breves de tiempo,
cercanos a los 30 minutos, son suficientes para generar actividad epiléptica en corteza
cerebral.
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cho. Estadisticamente:los

A s ‘de mfusmn)
El porqué de este comportamlento respecto a la duracién del SAG es d1f1c11 de

expllcar Al ‘respecto, podria pensarse que tal modificacién funcional es una
wconsecuencxa del desequxhbrlo de los niveles normales del neurotransmisor en el
_sitio infundido y que las diferencias que se ‘observan en duracién del SAG producido

"""Tpor dlstmtos tiempos de infusién del GABA sean un reflejo de los fenémenos
. plastxcos que pueden ocurrir en el cerebro bajo ciertas condiciones.

: : En el caso del SAG y refiriéndonos especificamente a la variable duracién, el
. ‘grupo “discordante” es el infundido con GABA por 60 minutos. La duracién del
fenémeno paroxistico de dicho grupo fue comparable al SAG producido por
infusiones de 2 horas, a la velocidad y concentracién utilizadas en este trabajo, e
incluso mayores de 1 dia (ver introduccién), mientras que la duracién del SAG del
grupo 2 (infundido por 30 minutos) es similar a la observada previamente en grupos
con SAG producido por tratamientos de menos de 24 horas en condiciones
diferentes de velocidad y concentracién del aminoécido. Se hubiera esperado que la
duracién del SAG del primer grupo (60 minutos) fuera comparable o intermedio
entre los grupos de 120 y 30 minutos .

Al respecto, se podria conjeturar sobre la expresion de un factor local de
inhibicién que se manifestara alrededor de 60 minutos después del inicio de la
infusién con el GABA pero que se inactivara por la presencia continua del
aminodcido por tiempos mis largos. Esta hipdtesis podria someterse a prueba
determinando el tipo de proteinas que se expresan a estos tiempos de infusién.
Llama la atencién, sin embargo, que independientemente de su duracién, todos los
SAG inducidos eran cualitativamente similares.
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* del SAG eincluso se mamfesto al segundo dia de la acnwdad paroxxs

De lo anterior es claro que existen diferencias en la evOlﬁciéh}lﬁempqlxﬁal ‘del L '
SAG que es producido por infusiones prolongadas y cortas del: GABA., Tales.: .-

diferencias se manifiestan por una parte, en su duracién y por. otra, -en ‘sus
manifestaciones EEG respecto a los patrones caracteristicos del SAG. ==

5.3 OBSERVACIONES HISTOLOGICAS

Los resultados del andlisis histolégico con tincién de Niss! de los grupos 1y 2
mostraron lesiones producidas por el implante de las cdnulas a nivel cortical
exclusivamente. No se observd otro tipo de modificacion histolégica en ninguna
otra regién cerebral.

Lo anterior confirma junto con los registros EEG correspondientes en cada
grupo, que la suspensién de infusiones intracorticales del GABA producen actividad
epiléptica y que tales lesiones no intervienen en la epileptogénesis observada.

En trabajos anteriores se ha reportado que en ratas, las infusiones crénicas
locales del GABA en corteza somatomotora tienen efectos locales y extendidos en la
corteza ipsilateral al sitio de infusién, donde el metabolismo de la glucosa disminuye
al tiempo de la administracién del aminodcido y aumenta durante el SAG, asi como
efectos a distancia a nivel del talamo ipsilateral al foco epiléptico cortical, donde el
nivel de consumo de glucosa mas elevado y la presencia de gliosis visible con la
técnica de la GFAP se localiza en los nticleos del grupo ventromedial taldmicos
(Brailowsky et al, 1988; Menini et al, 1991).

Los resultados del andlisis histolélogico obtenidos con la GFAP de los grupos 1
y 2 mostraron el mismo tipo y localizacién de la inmunoreactividad glial que las
reportadas con anterioridad, lo que confirma, con esta técnica, que existen
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1mportantes en la aparlmon de gha reactlva ‘a mvel talamlco produmda por la
: act1v1dad epiléptica que se induce por infusiones del GABA de diferente duracién.

5.4 CONCENTRACION DE GABA Y VELOCIDAD DE INFUSION
PARA GENERAR EL SAG.

Respecto a la velocidad de infusién y la concentracién de GABA utilizados en
el presente trabajo, es importante resaltar que se realizaron infusiones a una
velocidad mayor y a una concentracién del aminoidcido menor que en trabajos
reportados con anterioridad.

Con dichas modificaciones se generé' actividad epiléptica semejante a la
producida en otros estudios del SAG, en condiciones experimentales diferentes, lo
que indica que el tiempo, la velocidad y la concentracién son variables
experimentales importantes que favorecen en condiciones especificas la
sobreexcitacién neuronal caracteristica del SAG.

Es interesante observar que con la concentracién del GABA de 100 pg/pl
administrado a la velocidad de 1 pl/hr durante 3 horas (ver introduccién), no se
produce ningin tipo de manifestacion epiléptica, lo que pudiera indicar que dichas
condiciones de tratamiento no fueron suficientes para activar los mecanismos
responsables de la epileptogénesis del SAG.

En el presente trabajo pudiera ocurrir algo semejante. El limite de tiempo para
generar el fenémeno de abstinencia esta cercano a los 30 minutos de infusién a la
velocidad de 3 pul/hr y a 50 pg/pl. Tal vez si la velocidad de infusién se incrementara
fuera posible inducir las condiciones de abstinencia requeridas para que se genere el
SAG a tiempos de infusién y/o concentraciones mas bajas que las utilizadas aqui.
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Respecto a las modxﬁcacxones en'la concentracion del GABA qulzado para ,

producxr el SAG, con anterioridad se realizaron observaciones de la desaparlcxon de e
la achvxdad epileptiforme del SAG al reiniciar la infusién del GABA ¢on las mxsmas

cond}cxones de induccién en los animales que presentaban el SAG, y por otro‘lado,
en experimentos en rebanadas cerebrales de animales con actividad epiléptica in vivo-
se observé que los receptores GABA, eran tolerantes a la isoguvacina (agonista
GABAérgico) lo que apoyaba la idea de una disminucién en la eficacia del receptbr
como factor importante en la generacién del SAG. Dichos resultados podrian indicar
que aunque existiera desensibilizacién, los receptores restantes siguen siendo
suceptibles al agonista, o bien, que las concentraciones usadas que inducen el SAG
son supramaximas.

Otra explicacién que se ha propuesto para la pérdida de la inhibicién en el
SAG es la internalizacién de receptores GABAérgicos. Garcia-Ugalde y cols. (1992)
reportan que es posible la induccién del SAG en rebanadas de hipocampo y que en
dicha preparacién se produce la pérdida de la inhibicién en las células piramidales de
la regién CA; y el aumento de la amplitud de la espiga poblacional registrada en
dichas células, después de la estimulacién de las fibras comisurales colaterales de
Schaffer.

El mecanismo probable que se sugiere para explicar tales observaciones es la
disminucién en el nimero o afinidad de los receptores al GABA semejante a la
internalizacién de receptores que se observa en cultivo neuronal después de la
aplicacién continua de GABA en el medio (Maloteaux et al, 1987; Tehrani y Barnes,
1988).
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"l) La suspensién de infusiones de GABA en corteza somafofnotora por.

periodos cercanos a los 30 minutos a razén de 3 pl/hr y a la concentracxon de 50
Mg/l generan actividad electrogrifica epileptiforme. o
2) La actividad epiléptica generada por la suspensxon de “infus

intracorticales del GABA por 60 y 30 minutos produc.n los mlsmos
que el SAG generado por infusiones de tiempos mayores. T =

3) La suspensién de infusiones intracorticales breves del GABA generan'_
actividad EEG epileptiforme de larga duracién.

4) La epileptogénesis generada por la suspensién de mfusmnes del GABA i
intracorticales de 60 y 30 minutos producen despoblacién neuronoglial revelada por v
la GFAP en las dreas mas préximas a las cdnulas de infusién y la aparicién del
mismo tipo de actividad glial en zonas taldmicas ipsilaterales (nicleos reticular y
ventrolateral), que la actividad epiléptica generada por tiempos mayores de infusion.

5) Las manifestaciones EEG anormales producidas por la suspensién de
infusiones intracorticales del GABA de diferente duracion reflejan cambios plasticos
interesantes que pueden ocurrir en el cerebro bajo condiciones de isquemia o de
trauma.

En casi todos los modelos animales de epilepsia existe evidencia directa o
indirecta de anormalidades en la neurotransmisién mediada por el GABA (Horton,
1991). En el SAG, como modelo de epilepsia focal, es clara la intervencién del
neurotransmisor como factor epileptogénico, por lo cual es un modelo que brinda la
oportunidad de estudio a distintos niveles de los mecanismos relacionados con las
anormalidades en la capacidad inhibitoria del sistema nervioso en tal condicién.

Respecto a las observaciones histolégicas realizadas con la técnica de [14C] 2-
deoxi-D-glucosa y GFAP ya discutidas, se piensa que las modificaciones a nivel
taldmico se deben a la liberacién de aminoacidos excitadores a partir de terminales
cortico-taldmicas (Brailowsky, 1991). En otros modelos de epilepsia cortical focal se
han descrito lesiones a nivel taldmico (Collins y Olney, 1982) semejante a las
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amblos

neurodegeneratlvos por medio de’ antagomstas del receptor. al NMDA (N menl-D-

aspartato), tales como la Ketamina y el MK-801 (Chfford et al, 1989). G
Si los cambios glidticos que encontramos en el SAG se producen por efecto de' .

observadas en el SAG y se conocen efectos protectores de tales’

la liberacion de aminoacidos excitadores como se propone, seria posible verificar la
intervencion de dichas terminales en la actividad paroxistica del SAG en édreas de
proyeccién cortico-taldmica al evaluar, en este modelo, la aplicacién de antagonistas
como los mencionados.

Por otro lado, con objeto de conocer la manera en que el GABA participa en la
actividad epileptégena del SAG, es importante conocer la naturaleza y condiciones
fisiopatolégicas de las areas relacionadas con el desajuste. Hay que recordar que el
aumento en la concentracién extracelular del GABA podna mduc1r camblos
plasticos a tres niveles: RN

1) del receptor, al producir una dlsmmuqo en. el niimero d hre; ptores»o
cambios en su-afinidad por el GABA}: =

" 2)en la sintesis del ammoacxdo, al 1nduc1r na

GAD 0 bién, /

' 3) al generar un aumento de la- actxvxdad catabohca dela GABA-’I‘ en el c1clo
metabdlico del neurotransmisor. :

Al respecto, dos lineas de investigacion serian las de medir las condiciones
fisiolégicas que predominan en el foco epiléptico y dreas de proyeccién relacionadas
en términos por un lado, de la funcién de los receptores y por otro, de la actividad
princ¢ipalmente de la GAD.

Al tomar en cuenta los descubrimientos recientes de multiples tipos de
subunidades del receptor GABA 5 y de la probable regionalizacién de combinaciones
de subunidades especificas (Twyman y Macdonald, 1991) es importante conocer la
cantidad y modificaciones que presenta tal tipo de receptor en las condiciones de
sobreexcitacién caracteristica del SAG. Para tal efecto, deberdn disefiarse
experimentos de cuantificacién de la unién al receptor GABAérgico a nivel del foco
epiléptico como en otras dreas relacionadas.
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- Como ya se ha menciondado,’ un'd‘déiicl)s mecanismos relacionados con la
: fisiopatologiabdel ‘SAG'y en general cdn las modificaciones en el sistema GABAérgico
en el cerebro epileptogénico, es la alteracién en la actividad enzimatica de la GAD.
- Feldblum y colaboradores (1990) realizaron experimentos en los cuales observaron
incremento en la produccién de RNAm de la GAD en hipocampo, corteza parietal y
tdlamo del cerebro de ratas con epilepsia de l6bulo temporal. Al respecto, seria
importante realizar experimentos para conocer los niveles de la actividad de la GAD
en el SAG, tanto para cuantificar los niveles de RNAm de dicha enzima (como por
ejemplo, por la técnica denominada Northern blot) en ratas que presénten un 5AG
" inducido por diferentes tiempos de infusién, como para conocer la actividad
enziméatica de dicha enzima en diferentes estados de la epileptogénesis de la

actividad paroxistica en el modelo.
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