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RESUMEN

Aproximadamente el 1% de la poblacion mundial sufre de cpilepsia, de este porcentaje

ap el 25% p crisis epilépti a los fi iepil i de uso

in en Ia api i Isiva, por lo que estos i lables son did ala
intervencion quinirgi Se han lizad ife di p d d experi les de
crisis p con i imi o con di tipos de 6n, b d. :

b que pudi gular el inicio y la prop ion de éstas. A 1 se han estado realizando
estudios que van dirigidos hacia la i ion de los moleculares por medio de los cuales
se producen las crisis y se ha probado que el desbal entre la inhibici y la i6
favoreciéndose esta Gltima, da como ltado l1a sob imulacion de vias que tienen un bajo umbral
p i las i lini y di observadas en animales y en el paciente

ilépti T ién se ha do que los aminoéci itad como ¢l gl y el asp
tienen un papel importante en la génesis de las crisis epilépticas y se estén realizando estudios con
£ que bl do la ision & nivel indptico sobre los del gl
igi El objeti 4 ] de este trabajo es valorar el papel de los

y aspartato en forma mis
antagonistas del receptor N-Metil-D-Asparniato (NMDA) de tipo
Formacion Reticular Pontina (FRP) sobre la iniciacion y propagacion de las crisis epilépticas inducidas

y ivo en la

por la inyecci i sca de il I. Se utili ratas ho de la cepa Wistar con un peso
de 250-300 g, se les implantd una ciénula guia dirigids hacia la FRP, 2 el dos en la
para rogi del ek fal (EEG), sicte dias después de Ia cirugia se formaron 3 grupos con

microinyeccion en la FRP; al primero se le aplico solucion salina al 0.9% (grupo control), al segundo

#cido 2 ino-7-fosfonohep ico (AP-7) 9.0 nMol y al tercero, SR, 10S)-(+)-5-metil-10,11-dihidro-




SH-dibenzo[a,d)cicloheptén-S, 10-imina (MK-801) 6.0 nMol, todas en un volumen de 0.2 ul, se registrd

el EEG y se valord la d 30 mi D és se les i o F il azol (PTZ) auna
dosis de 70 mg/kg. i.p. para provocar la aparicion de crisis toni oni ti (CTCG), se
d d 90 mi Una vez ter da la fase i a

registré el EEG y se valord la

los animales se les inyectd colorante azul de pontamina (0.2 ul) , se perfundieron con formol at 10% y

se les extrajo el cercbro para localizar el sitio de inyeccion. Para los tres grupos sc iat ia s

Ia primer CTCG, exp daenp ios de mii + el error ., et p je de do y de
supresion de las CTCG. E! anilisis estadistico se realizé con un anilisis de varianza de un factor entre

con la prueba de Tukey, una ji cuadrada (X y una t de

el grupo ! y los 2 experi
d Los d\ btenid: que el AP-7 (. i itivo del P NMDA)

difico disti 1al ia (salina = 1.9 = 0.5 min; AP-7= 6.6 * 3.6) ni suprimio las

no
C’I"CG ya que el 100% de los animales las presentd. Con e MK-801 se obtuvo un sumento
estadisticamente significativo en 1a latencia a Ia aparicién de las CTCG respecio al grupo control (salina

1.9 * 0.5 min; MK-801 46.6 * 11.9 min; ANOVA = 7.95; p< 0.0021), en este grupo s encontré que en

S de 12 ani no se p! i jife ion de crisia por lo que se les asignd una latencia de
90 min, que fue el tiempo que durd el io. También se liz6 la ia a Ia aparicion de la primer
CTCG contando sélo a los les que si pr CTCG (sali 1.9 + 0.5 min, MK-801= 156 %
20.68 min; t= -1.88; p< 0.004, este bio es isti igni ivo. T ién se p 6 una

supresion significativa del 42% de las CTCG (X*=97.7, p< 0.001) respecto al grupo control. Estos
datos nos indi que babl Ia FRP e¢3 un sitio bl de los i del P

P

NMDA, y que los i {H tienen un papel importante en el inicio y la propagacién

de las crisis convulsivas.



INTRODUCCION

Dwesade los trabajos de Loewi en 1921, se ha do que las se i tanto entre
si como con loé sitios bl que o ser otra un mu lo o una glandul rjerciend
control sobre estos por medio de i i c inad. neur i Dichos

i se sinteti y al enla i inkptica, son liberados en el
para L [ con sus P especificos los cuales se encuentran
& i onla inkptica di: do asi bi léctri o bi H en la célula
inkptica. Las funci basicas del si nervioso, i Y el p i delai i0
ial y ol l de la L dependen de la rapidez con que visjan las sefiales a través de

circuitos meuronales los cuales estin distribuidos en forma tan precisa que crean mapas topogrificos con

significado  fisiologi La i 36n que fluye a través de estas vias es mediada por los

d e inhibi que prod: “4 en la i is idnica que dura
o680 unos mili dos. Los principak N PR dos en Ia inhibicion o e
neuronal son: el écido y-amino butirico (GABA) que es el principal i inhibid, del
sistema nervioso central (SNC) de mamiferos (Roberts et al, 1976) y el Glutamato (Glu) que es el prin-
cipal ami i do de la excitacion en el SNC de vertebrados (Cotman et al, 1987).



LA EPILEPSIA Y SUS CAUSAS

La Organizacion Mundial de Ia Salud ha definido a la epilepsia como una afeccion cronica de

jologia diversa, i por crisis recurrentes y autolimitadas que se deben a una descarga
(crisis ilépticas) y que se asocian con diversas manifestaciones clinicas y
pearaclinicas. Las crisis, istica principal de la epi in, 3¢ p por al i patologi
on las p iedades de las y en las i indpti entre ellas, también pueden ocurrir
d de la ini i de i i o i que prod alteraciones agudas
ibles de la funcio o por el desarrolio de al i les p. debidas a
do idad genética (MacDonald, 1991).

CLASIFICACION CLINICA DE LAS CRISIS EPILEPTICAS

Las manifestaciones de una crisis pueden depender en parte de Ia edad y estado conductual del

sujeto (privacion de sucfio, alerta, ividad) y Ia | izacio | donde ocurrc 1a anormalidad

eléctrica. Una descarga en el srea puede inducir ¢l imi i b io de un mi o de

Ia cars, la activi 1si en las regi iales causa 3 de hormi y
o las & ipital o parietal p jor g . isusles lineas "

P Tumi; y de col El tipo més comin de crisis en humanos adultos se origina en las

i o l6b Jes (Gloor et al, 1982), éstas crisis son gencralmente precedidas

por auras, maiestar visceral, deia vu, jamai vu, vértigo. Una clasificacion definitiva de las crisis se hara,

4



al p do se iends mejor su p iologia, sin sc han hecho intentos para clasi-

ficarlas (Dreifuss, 1981). Para el clinico, 1a importancia esta en tener una ion con la patologi
dr Osti yconll P ividad a un i P & [+] i ‘2‘ H Para
el i igador, la clasifi sirve como un recordatorio, no para inferir lusi

generales acerca de los maltiples tipos clini de epil is a partir de del imales limitad
(Fisher, 1991b).

Las crisis se clasifican dependiendo de su sitio de inicio en: parcial (focal) o generalizada. Las

inles se divid on Ses -sin pérdi de Is iencia- y " con pérdida o
pecimi dela iencia. A su vez las ik se dividen en (» 4o mal)
que pueden presentarse con una breve fijacion al vacio o con breves H mas ividad
como lidas de pirpad. bmi b (gram mal) con caidas, rigidez y sacudidas,
das con pérdida de iencia y a veces con i i1 ia urinaris. Existiendo ademis otros

ipos de crisis lizadas , miocléni i 16 i vy sin clasifi. (Fisher, 1991b).

EPILEPSIA Y ELECTROENCEFALOGRAFfA

Para lograr un di ico efectivo de epilepsia y a qué tipo =P es io contar
con una hi is clinica i 1ab: da asi como un regi | (EEG),
este Gltimo es un registro de la iacion en el tiempo de las di ias del p eléctrico (voltaje)
entre dos pumos a nivel del cuero cabellud Lai igacion basica ha do que los itajes del




EEG resultan de fa suma de la actividad cléctrica sincronizada de varios grupos necuronales que se

encuentran debajo del ares de regi: del el do (C y Houchin, 1974). A nivel celular se
han hecho regi con del, peri les “in vitro®, con la adicién de

e p disp de iales de accion en grupo y postdescargss. Los registros intracelulares =

que estos disp son por bi p i P iati (CDP), grand

prolongados y de tipo “todo o nads™ en los potenciales de membnn.ilos cuales estén asociados con un
incremento significativo en Ia d ia. Se i por una despolarizacié ina de la
membrana de 20-30 mV, con una durscion de 100 mseg o mis, iniciados por una despolarizacion lenta
de la b (C s y Gutnick, 1984; yB n, 1984; Sperlin, 1988), seguido de Ia
inhibicion (ver fig. 1). Se han ido varios p. i en el EEG de diferentes tipos
de epilepsia, p ¢f. durante una crisis de ausencia en ¢l EEG ap plejos punt. da ritmni con
una frecuencia de 3-4 ciclos por segundo (cps); durante una crisis ténico-clonica hay una
desi i ' guida de Ia sparicion de una ividad ida de 15-25 cps que se continia con ia
aparicion de pol i i isladas y d de la crisis se presenta un aplanamiento de la activi-
dad del EEG. A! periodo en que se p Ia crisis se le conoce como "ictal”, micntras que al idtervalo
entre una crisis y otra se le i i i A este, el EEG puede ser normal sunque se

d l; estas den ser dtiles para la

den p d gAs que no Ia



Fig. 1 En em figura se muestra el registro de la actividad convulsiva con tres
i como el registro del EEG superficial por medio de electrodos
colocados en la nuperﬁcne del cuero ubelludo, la ac!lvudad multiunitaria y unitaria
obtenida con el registro extra e i P con microelectrodos o
micropipetas de vidrio, con éstas dos ulti dologi d registrar los
cambios locales de un grupo reducido o una sola neurona al -phcar un estimulo eléctrico
. o quimico capaz de provocar una crisis epiléptica. También se puede observar que en el
periodo ictal (. do se pr la crisis), existe una correlacion entre la actividad
registrada a nivel superficial con la que se produce a nivel celular; cada que se presenta
ina espiga punta onda en el EEG superficial, también se presentan grupos de disparos
neuronales a nivel extra e intracelular (Ayala et al, 1973)




MODELOS ANIMALES DE EPILEPSIA

Hasta la fecha, las consideraciones €ticas para exp en el de i

opilépticos humanos han sido la principal restriccion que ha dificultado el imi de los
mecanismos intrinsecos del origen y difusion de las crisis  epilépticas en todo el cerebro. Dada la

limitante anterior ha sido io el plec de del i que simul. de las

i 1ini y d 1] que s¢ P! V| en la patol pilépti de

humanos (Engel, 1991). Los del peri de epil ia son ios para: 1) estudiar la
P ia de las epi ias O crisis epilépti 2) ' iar los i de ion de los fi
antiepilépticos utilizados en Ia clinica, 3) para iar las al i en la eficacia de los fir

o o i ond 4) diar los H de i ia de las crisis a los firmacos y 5)

para Ia b d. de £ iepil i (Loscher, 1993). Con el uso de estos modelos se

o di. ! de los i bési de las crisis. La ad d. i del del
que Ia 3 i6n de varios como son: ia 1 ¢ identificacion de los
Jes que prod il ia, por qué y como se inician y difunden las crisis, qué tipos de

patologias dan origen a las crisis, si estas causan dafio al cerebro y el mecanismo de accion de los

asticonvulsivantes. Con base en estos y alas i a diar se debe elegir correctamente

ol tipo de crisis que se requiere inducir y la utilided det delo pars 1 de esas

praguntas (Fisher, 1989; 1991a).

Son pocas las peci i que P crisis en forma espontanea (perTos, ratas,
sin estos no se utilizan frecuentemente en la prueba de firmacos

asticonvulsivantes dado que son pocos los laboratorios en donde se pued irir dichas ies ya

7




que son cepas idadas y sek i d; demis de que las crisis no se pueden inducir

en Iquier tiempo, su fr ia es baja y no se han & do de i las similitudes
patofisiolGgicas entre estos d ylia dici iléptica en (Engel, 1992).

Los modelos experimentales de crisis estuin basados en la aplicacion de 3 -
(penicilina, cido kaini bi li il 1 (PTZ), pil i etc.), il k
(slectrochoque, kindling) y ! [¢ ruido, etc.) di al tejido b por
vis s y imulacid ial (Tabla 1). Todos estos tipos de estimulacion dan origen a mani-
fe 3 les v el i i que simulan s las crisis cpilépticas que se observan en

humanos (Fisher, 1989, 1991a; De Deyn et al, 1992).

Se han propuesto y se utilizan en todo el do princi) dos de crisis
convulsivas para probar la eficacia de los fi con propiedad iepilépticas de reck i
y de uso an en el do: Las prucbas con crisis por electrochoque miximo (ECH) y por

ini on si ica de PTZ aplicad incipal: a roed (Loscher y Smith., 1988; Loscher,

ot a., 1991; De Deyn et al, 1992; Fisher, 1989; 1991a); el tipo y severidad de las crisis obtenidas en

enos delos estin i das con I i idad de Ia corriente de! estimulo del ECH y la dosis y ruta

de administracion del PTZ.




TABLA 1

MODELOS ANIMALES DE CRISIS EPILEPTICAS

Parcial simpie, aguda
- Convulsivantes topicos: Penicilina, Bicuculina, Picrotoxina, etc.
- Estimulacion eléctrica aguda.
-StndmmedeabnmenananABA
- Rebanadas de
m.h'l..cm

Cobalto, Tung Hidroxido de Al

D-nopotcon.ehnm

PPy
-Eptl, o '."f‘l' "
Téunice-ciénica generalinada.
- Genéti driles i ibles, crisis i i en

ratén, ratas, pervos epilépticos.
- Electrochoque.

- Conwvulsi s quimicos: PTZ, Penicilina, Bicuculina,
- Tr +oar: Hipoxia, hipogli

altas bsti ia a drogas.

Parcial eo-'lej-

- Acido Kainico.

Zinc, etc.

- Litio-Pilocarpina. * Tomado de Fisher,

- Cobalto- Hi i 1989.




PENTILENTETRAZOL

El 6,7,8,9 idro-SH. 1.5-a ina (PTZ), bién lamado Cardiazal © M
es un derivado del tetrazol con accion convulsivante utilizado desde ia décads de 1940 (Richards vy
Everet, 1944). Estos que Ia i era caphz de prevenir las crisis inducidas
pos PTZ en ol . Inicial este delo se utilizd como una pruecba para farmacos con
P % ! i H que son i atiles contra las crisis de ausencias en ratones, .
satos y pril yaquels i efectiva en el Y de las crisis de ausencia en humanos,

previene las crisis provocsdas por PTZ pero no las provocadas por ECH; la Difenilhidantoina

! da en el i de crisis g toni 1oni en P

Ins crisis por ECH pero no las de PTZ en animales, por lo que los fimacos que previenen lss crisis de

PTZ son potencialmente utiles para el tratamiento de las crisis de ias en h (1 her y
Smith, 1988; Loschas et al, 1991; Fisher, 1989; 1991a; De Deyn et al, 1992).

A nivel . lar sc ha do que el P‘I‘Znunen.lliliode..' ina de! lej
recoptor GABAA /B di ina j y Ticku, 1984). C i milimol de
PTZ prod Seap 3 isticas (Spech y Caspers, 1973; Fowler y Partridge, 1984) y

altersn la conductancia del ion cloruro (Prichard, 1971; Pellmar y Wilson, 1977) en neuronas de
invertstwados. De Deyn y McDonald en 1989, encontraron que se inhibe la conductancia del ién cloruro
on cultivo de de méd: espinal de raton. También ¢l PTZ ac ha utilizado como modelo de

kindling quimico (Pinel y Cheung, 1977; Grecksch et al, 1990, Corda et al, 1992; Schanzel et al, 1992).
G-p) a

El PTZ se puede ini por via i @i.v), subcutéinea (s.c) ¢ intrap
dosis que van desde S0-100 mg/kg. en ratones o ratas. Sus efectos se pueden cbservar a los 30 minutos

a su admini i su tiempo de vida media es de aproximadamente 3.8 horas




i hasta 2 horas después de la primer crisis, 24

horas d de su ini! ion las 1 brales han disminuido en forma significativa

bios que se prod no se ian ala ividad del PTZ ( et al,

¥ son tan peq que los
1992). La dosis convulsivante 97 (IDCs7) del PTZ , es decir la dosis 8 Ia que convulsionan el 97% de los

animales es de 85 mg/kg. en ratones y de 70 mg/kg. en ratas administrado por via ip © sc.
PR b) mioclonias de

Conductuaimente ¢l PTZ induce por orden de ici a) did
Lo H con pérdida del equilibrio. En

iermb yp i ¥ <) crisis
ol EEG durante Ias crisis se observan espigas punta-onda y poliespigas (Fisher, 1991a; Loscher et al,
1991; De Deyn et al, 1992). El origen de esta actividad no se conoce con certeza pero se ha propuesto
Que se inicie en sitios subcorticales ( Velasco et al, 1975, Mirski y Fertendelli, 1986; 1987). También se
ha do que fos niveles de GLU, ASP, Glicina y Taurina en el sistema nervioso central (SNC)

sumentsn a consecuencia de las crisis g izadas p das por PTZ (¥ et al, 1992).



FARMACOS ANTIEPILEPTICOS

ingun fé capaz de prevenir Ia aparicion de las crisis
do mks wplead en Ia api

pero no de prevesis [a aparicion de las crisis (Eadie y

Ia epilepsia fue el b de

Hasta la fecha no se ha
epilépticas, v loa ya i en el
< i N a idad de

Tyrer, 1989). El primes compuesto quimico utilizado para
de - con porfiria, el

se utiliza en el

anti toxico ya causa d itis y psi
derivados), que d ser mas cfecti yPp menor

\/ 3 En 1912 se introdujeron

fos Nturi y sus

icidad y .
qQuimicamente similar a los barbituricos pero que produce un efecto sedante menor. En los ahos
se i sy al do fa como Ia imid, rb i p ias

b i i y més i Ia vi i lamotrigina y la oxcarbamazepina (Gross, 1992;
i i se ha

Poster y ga i, 1992; Meid 1992). La busg de fir iepilép
d inhibid b) el bloq de la

d En 1938 e introdujo la difenilhi un p

basado en la capacidad de éstos pasa: a) la facilitacién de la
tacion si icayc)ia dulacion de los les ioni que son los

s

dind fund. les de

¢ las i igac s¢ han enfocado sobre el ap
b id i (AAE), en especial del glutamato (GLU)

a irabilidad A
del bl de la ividad de los
(Porter y Rogawski, 1992; Roga i, 1992).
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AMINOACIDOS EXCITADORES Y EPILEPSIA

La neur diada por los id itad. (AAE) juega un papel importante
en di P tanto fisiologi como p es un p de Ia p ion a
de la (Collingridge y Bliss, 1987), bien se ha d que el

largo plazo y la for
GLU y el aspartato (ASP) estin involucrados en el proceso epiléptico ya que en rebanadas de tejido
i las de GLU y ASP estan clevadas (Sherwin

ilépti . de p
ct al, 1988), también en pacientes a los cuales se les sometié a cirugia de epilepsia utilizando una
svel

Fal A se

microdialisis intracerebral en combinacion con un registro electr
elevados de GLU, ASP y glicina asociados con el inicio de la actividad convulsiva focal
(Ronneengstrom et al, 1992). La estimulacion prolongada o excesiva de una via excitadora produce

lacid i lucra la liberacion de otros

procesos degenerativos y muerte celular, ad as esta

neurotransmisores (Meldrum y Garthwaite, 1990; Meidrum, 1993; Farooqui y Horrocks, 1991; Ruzicka
y Jhamandas, 1993).

EIGLUTAMATO Y EL ASPARTATO EN EL SNC

El acido glutamico o glutamato (GLU). de 5 carbones y el acido aspastico o aspartato (ASP),
que len los criterios para ser

inoacidos dicarboxili no

con 4 carbones (fig. 2) son
987), son sintetizados a partir de la glucosa y

i d 141 isores (Cotman e lversen, 1
otros precursores en el ciclo de Krebs (fig. 3) y a partir de la gi por la h
di lizados en reb das cer les se ha encontrado que el GLU

(McGeer y McGeer, 1989), en r

] de la ina (Browning, 1992). El GLU es ¢! componente principal de la

se deriva
13




Ny
HOOCCH,CH, -—c'\.ucoou ..o_g.c",_.fr_g-ou
L - glutamato L - Asportato

no-g-cu,- - NHCH,

NMDA

Fig. 2 Aqui se muestran las fén'nulas quumcls del L-GLU y del L-ASP, que se
dos en la neurot ia de los vertebrados. El icido
N-Metil D-upimco (NMDA) se deriva del L-ASP por la metilaciéon de su grupo amino,
lo que le di& una mayor afinidad por su receptor que es el L-GLU.




’ is de ki Y & como ¢l g ion (Fe 1984), i como un fijador del grupo

amino para = i ol de o y s un p! i di del GABA para su sintesis.
Ademis de las ién las células gliales lar GLU por un proceso dependiente
de sodio, y convertirio en glutamina por medio de la i i Asi, la g} ina pucde
ser libermda al - % y ser cap da por las inal i érgi donde es
convertids a GLU por la ghstaminass (Browning, 1992). El GLU se al y s P en las

icull i i (May et al, 1990) y es libesado en forma Ca-dependiente (Nicholls, 1989) hacia

ol sspacio extracelulas.




I
z
7
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Fig. 3 En esta figura se muestra ¢l clclo de Kreb- a partir del cual se forma el
L-GLU y el L-ASP. El L-GLU, neurotr dor de! SNC de mamiferos, se
forma principalmente a partir del gl porla ion de la deshidrog del
#cido Glutamico.




SUBTIPFOS DEL RECEPTOR DE GLU

A principios de Ia década de 1950, se reports que Ia aplicacion local de GLU inducia disparos en
GLU y ASP en la médula

las neuronas corticales de la rata (H; hi, 1952). Py i al i
espinal de gatos se reparté que ef GLU es mis potente que ¢l ASP en algunos sitios y viceversa por jo
GLU-p asi como P ASP-prefe (Curtis y

que se p 16 que hay
Watkins, 1960; McLennan, 1982) es a partir de estos haliazgos que se han sintetizado y estudiado
al GLU (Curtis y Watkins, 1960). Hasts

ligandos especificos para los di btipos de recep
la focha se han rep S subtipos de P de GLU, que se han clasificado como i Pi

(acoplados s un cana! i6nico) o b P dos a la fc ion de v ).
Las tenetrépices s su vez sc han categorizsdo en Jos sij 4 subti; basados en los ligandos con
i 0 ial = ivacion p Ia ap de un grupo de canales idnicos que

Qe >
s¢ tipifican por sus diferentes permesbilidades al Na+, K+ y Cat++ .

8) N-Matil-D-Aspertato (NMDA)

b) Kainato (KA)

<) ino-3-hi i-S-metili 1 (AMPA)

d) L-APe

) Mstsbotrépico

El So ipo, el botrépico, actus a través de un i dependiente de

G, cuya activacion lievs a us i en los niveles i Jul de 1,4,5-trifosfato de inositol y




EL RECEFPTOR N-METIL-D-ASPARTATO (NMDA)

Los receptores NMDA estén distribuidos en todo ¢] SNC y participan en la neurotransmision de
del broyla inal (R

la mayoria, sino es que en todas las
1992), se ha observado que su mayor i ion se en el hj y la ]

(Cotman et al, 1987; Monaghan y Cotman, 1989). El receptor NMDA es una proteina integral de la

membrana que ha sido cl da y izad: H de por lo menos cinco subunidades de

. lecular (Moriyoshi et al, 1991; Nakanishi, 1992), ticnen un poro cation-selectivo que

sirve como via para ¢l paso de iones. Ticnen 5 propiedades importantes: 1) ¢l canal es bloqueado en una

forma dopendiente de voltaje por magnesio (Mg++); 2) permiten ¢l paso del Ca++, Nat+ y K+; 3)
alti) dos de ia; 4) la 30 alos i de NMDA produce

disminucion a corto y largo plazo en Ia scnsibilidad del sistema a8 NMDA y 5) la glicina potencia la

respuesta 8 NMDA (Ascher y Nowak, 1987, Ascher y Joh 1989). T: ién tiene por lo menos

lan su ividad (Fagg y N i 1991); el primero es el de reconocimiento del

cinco sitios que
transmisor al cual se unen varios agonistas como €] GLU y e mismo NMDA, asi como algunos

i El es do por la glicina insensible a Ia estricnina ya que al administrar dosis

L de glicina se i Ia & ia de apertura de canales inducida por NMDA

oh y Ascher, 1987). El es el sitio de union al canal de fenciclidina (PCP), dios con
i Haci das (K H MK-801) no cjercen su accidon

radioligandos muestran que la PCP y
directamente sobre e sitio de
receptor. El cuarto es € sitio modulador de poliaminas (espermina y esp

i del i mis bien sobre ¢l canal idnico asociado al

idina) las cuales p ian la

actividad convulsivante del NMDA.. Y el Gltimo sitio es ¢l de unién al Zinc que reduce la frecuencia de

apertura del canal asociado (fig. 4 ).
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Fig. 4 El receptor NMDA, que sc muy invol do en los pr
que dan como ftado la epilepsia, ha sido disdo principal por la si is de
i pecificos que bloq su actividad y esté formado por al menos dos
bunidades p! ini (R1 y R2). Tiene varios sitiosde r imi del ligando: e}
faci dos se unen y pr ia apertura de un canal de alta

L-GLU y sus i

conductancis que permite la entrada de Ca++ y Na+ en las células blanco. La Glicina
potencia los efectos del GLU y sus agoni: En dici normales el Mg++ bloquea
in actividad del GLU. Los i npetiti (AP-5, AP-7, CPP) actuan sobre el
sitio de union del GLU y los no-competitivos (K i PCP, MK-801) actuan
ocupando un sitio dentro del canal iénico.




El receptor a NMDA es activado por AAE, los agonistas requieren de dos grupos #cidos,

separados por uno (ASP) o dos (GLU) grupos metilo y un grupo amino en el mismo carbono de un
grupo carboxilo (Mayer, 1991), induciendo una entrada de iones Ca++ y Na+ al interior de la célula y

una salids de K+ desde el citopl; hacia el i lular, p do un
despolarizante ya que en la d el ial de reposo, el Mg++ se encucntra
bloqueando el canal del receptor a NMDA (Headley y Grillnes, 1990).
ini por jer via es capaz de producir desp izaci y crisis (Mathis y Hungcrer,
1992; Mares y Velisek, 1992; De Deyn et al, 1992) y que esth i 1] do en el i de Ia
epileptogénesis (Avoli, 1991; Heinemann et al, 1991; De Deyn et al, 1992; Dichter, 1994; McNamara,
ki, 1992). La participacién del receptor a NMDA en las crisis se ha
inducidas con varios firmacos

Se sabe que et NMDA

1992; L by 1993; R

reconocido por: a) Los antagonistas de NMDA las crisis
convulsivantes, kindling y la ivided epileptiforme de tejido extraido de focos epiléptieon de
humanos (Avoli, 1991); b) Tiene un papel clave en varios procesos "plisticos” como el kindling y c) La
ivacion de los P de NMDA resulta en p d i con una hi: logi
similar a la observeda en animales y p con crisis cpilépti (Leh et al, 199)). El receptor &
NMDA ha sido el més ampliamente estudiado ya que se han izad i P y
especificos que dulin su ividad, ad: blog el desarrollo de las crisis provocadas

experimentalmente (Fisher, 1991c; Porter y Rogawski, 1992).



ANTAGONISTAS DEL RECEFPTOR A NMDA Y EPILEPSIA

Los antagonistas del receptor a NMDA  son smi i log det GLU y
el ASP, en los cusles el grupo amino de la cad iateral de carty del inoscido es ituido por
un grupo “fosfono”, esta de carb puede ser  lineal con un grupo amino (NHZ2) en et carbo-

id li de pip

no 2 y un carboxilo (COOH) terminal o bien pueden estar grup
(Watkis 1989; Ch 1991) y se divi en petiti y npetiti

ANTAGONISTAS COMPETITIVOS

de d al

El tdrmino "compatitivo™ se aplica a la capacidad que tienen los
dios de binding (uni6n o jento) en

GLU de su sitic en of receptor, esto se ha observado en
ins, 1989; Mayer, 1991). A este grupo pestenecen: el 2-

das de tejido 1 (O y
ino-S-fosf (AP-3), @ 2-amino-7-fosfc P (AP-7) y el &cido 3-((+)2-carbo-
xipiperazin-4-il)-propil- 1-fosfonico (CPP), se ha informado que estos reducen y previenen las crisis
iei inducidas en varios model 3 exp i les (fig. S). El AP-S y el AP-7 aplicados intracere-
B . G.c.v.)) previ las crisis pr das por PTZ y con estimulscion suditiva en

ratones (Croucher et al, 1982), este fue ¢l primer trabajo donde se reporté que jos amagonisias

i d iepi {1 se 6 que los

del NMDA tienen P
competitivoa tiehen una baja penetracion a través de la barrera hematoencefilica y tienen una msyor
de 0.02, 0.06 y 0.1 umoles de AP-7

POR T La apli




oot "-L—“*'*?ﬁ;“

AP - S AP - 7
GHCHLCIFPOM,
E-
ulwal
n
CPP
an 5 En esta figura se las estr imi de los i
np del NMDA de cadena abierta como el AP-S y el AP-7 o con
cadena cerrada como el CPP, todos estos P son ivos para el
receptor NMDA y han do tener propiedad: i Isi al admini se por
lquier via en di del ex;h-' les de crisis epilépti




igral supri L] P ténico de las crisis producidas por ECH en forma dosis-dependiente
(De Sarro et al, 1985), al inyectar 100 pmol de  AP-7 unilateral en Ia  corneza prepiriforme profunda,

. ia ividad epiléptica p ds por la microii ion de bi ki carbacol y écido

kainico en el mismo sitio (Piredda y Gale, 1986); en el modelo de kindling se encontré que con la

sdministracion i.c.v de 42 ug AP-S, se retarda la aparicion de las crisis generalizadas (Cain, 1989) y que

enila de ratas con kindling p previno la crisis 1 pero
no redujo Ia sayenla kindlead! el bral para producir la p
(Mori y Wada, 1989). En ratas bl i a crisis p; das por estimulacio diti

8 encontrd gque con la microinyeccion bilateral de 0.1 y 1.0 nMol de AP-7y 0.1 y 1.0 nMol de CPP

on ol coliculo i 0f se suprimi las crisis y en la FRP se iny bién en forma bi 1 el AP-7
sblo que & una dosis mayor 12.5 nMol bl d las crisis (Fai 1d et al, 1992). En otro trabajo se
portd que is ini 3On i ica de AP-7 (175 mg/kg. i.p) que tuvo i i .,

provocd una reduccion significativa del disparo de las neuronas del coliculo inferior sugiriendo que jos

i petiti del P NMDA juegan un papel importante en esta estructura respecto a
1a regulacion de las crisis (Faingold et al, 1993).

ANTAGONISTAS NO-COMPETITIVOS

El i i itivo se usa para definir la accién de un farmaco que [;feviene

el efecto de un i en un sitio di al de este, en este caso los antagonistas no-

competitivos actaan sobre el canal ionico asociado al receptor NMDA (Kemp et al, 1987). Se han

encontrado por 1o menos tres diferentes clases de i itivos de NMDA: ei Mg++,



iado al ptor NMDA (Ascher y Nowak, 1987;
idas por NMDA en forma independiente del

que blog en forma voltaje-d di el canal
Lodge et al, 1989), el Zn++ que blog las

voltaje (Lodge y Johnson, 1990); por ultimo, aquellos que se unen al sitio denominado “receptor de
los de estos son, los anestésicos disocistivos como la PCP, la

de la morfina, como el rfan (Trube, 1994; Zhang, 1994) y ¢l

iclidina”™ o PCP,

ketamina, el MK-801 y los
dextrometorfin (Kemp et al, 1987; Fisher, 1991b; Chapman, 1991; Trube, 1994). (fig. 6).

E MK-30)

10S)-(+)-5-matil- 10, 1 1 -dihidro-SH-dibenzo[a d]cicloheptén-S, 10-imnina, también

La (SR,

ida como di Al o MK-801 tiene un PM= 33737 y una formula molecular de
CI6HISN-C4HOO4, es uno de los pri i p del NMDA
deacritos que se podian usar “in vivo", en delos de epil ha & do ser un
P eficaz. Admini en forma i il G.p). p el kindling con PTZ (Corda

et al, 1992), y con taci b ica lo ds pero no il las ck i et al,
ético se d 6 que supri de dosis-

1990; Morimoto et al, 1991). Enun di
depondiente las crisis generalizadas con PTZ en ratas (Velisck et al.
administrando MK-801 i.p. a ratas prepuberes 30 minutos antes de administrar of AK 10 mg/Kg. se

1991) ¥y en otro estudio

observd que las crisis se uj y ademé ismi la ptibilidad a las crisis provocadas por
F il, un i wvolétil (; et al, 1993). Administrsdo 5 mg/kg. i.p & cobayos,
iléptico con P o " N

pravia 0 posteriormente al dafio provocado por el status P

previno la sparicion de crisis y dafio cevebral (Sparenborg et al, 1992). En otro trabajo se mostré que el
MK-801, ia K = y la PCP previ en forma dosis-dependi las crisis jes y el dafio
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NHCH;

a MK - 801
Ketamino
N N’c“’
H
Dextrometorfan Dextrorfan
Fig. 6 Ejempl s de al de los i no-competitivos del receptor

NMDA, siendo el mis potente hasta 1a fecha ¢l MK-801, ¢l bloqueo de la activacion del

receptor NMDA se da porque los antagonistas se sitian dentro del canal iénico

lmpldlendo la entrada de Ca++ y Na+. El MK-801 ademas de prevcmr o reducir las crisis

experi bién posec efe neuroprotectores comio se ha demostrado en
odel experi les de isq: ia y dafio cerebral vascular.




ion de AK 12 mg/kg. en ratas (Clifford et

4

de ciertas P por Ia
al, 1990). Se que la ini i ji de MK-801] con diszepam, protegieron contra e

dafio por status epiléptico provocade con litio y pilocarpina, a partir de estos ultimos datos se ha pro-
puesto que eof MK-801 puede ser un agente itil para el tratamiento del status epiléptico refractario en

humanos por su sccion neuroprotectora y su habilidad de potenciar las drogas GABAérgicas (Wakon y

Treiman, 1991). Otros i igad Que con la microinyeccion bilateral de 40 aMol de

MK-801 en & coliculo inferior yan.&zo.ommwmuumummm-ﬁmﬁ

ratas P - & ruido  se suprimé © se reduj pecti en este trabey

- que los i de tipo petitivo son mis i i que los de tipo
it i ot al, 1992).

y (Faing

FORMACION RETICULAR Y EPILEPSIA

A principios del siglo XIX, i Jack i6 el papel de ia corteza cerebwal on la
iniciaci i ¥ exp de hos tipos de crisis. Estas observaciones se confirmaron con los
icion de activid tsiva con Ia estimulack

trabejos de Ferrier 1873 en los cuales rep. Ia ap:
diad del siglo XX, Penfield y Jasper (1946, 1954)

se origi en el b medio y e tallo cersbral (TC)

. ica de la en A

"

propusieron que las crisis g
i de lai ion de la funcion de los i i “Si gr

cantroencefilico”, a esta proposicion se le llamé la "Teoria Centroencefilica® (Fromm, 1987, Miller y
iologi han sido utiles para apoyar cf papel que juega la

Ferrendelli, 1988). Los di

Formacion Rsticular (FR) en la iniciacion de las crisis lizadas inducidas en
21




ividad de las de la FR a

experimontales gue hacen que se sumente la sensibilidad y Ia

estimulos sensorisles, este efecto puede ser revertido por diversos Isi (Faingold y Riaz,
1992). Vasiando la dosis de i quimicos i dos sistémi o las i idades de la
corriente, se producen signos de actividad convulsiva que van desde faciales (mi de ib

b y mioclonias de miembros anteriores con dosis minimas de

L de vibei y orej
ténica de miembros anteriores y posteriores al aplicar dosis maximas.

insulacion, hasta la
De estas cbeervaciones han i delos de crisis miocloni y los de crisis tonicas, proponiendo
que las del Sor estan i das con la expresion y ion de la idad

2 las miocl faciales y de miembros anteriores ), proponiendo al irea P
que ss localizs en la prepiri yals nigra como nicleos imporiantes en la
v ibn y propagacion de este tipo de crisis (Gale y Browning, 1988; Gale, 1989) y que el sisterna
del TC esth & L con las asi como con las miocl de dol

losivas) vistas en ‘ Los omi dentro del TC bles de la g )
de las crisis tGmicas no estén bicn caracterizados, pero se picnza que la FRP y ia FRM son posibles

i yaque ls 3 36n de ecsas areas p Isi i y las lesi de esas
frees las stenian (Brownming. 1987; Gale y Browning, 1988). Una gran id, de exp
sugieren que las descargas epil i se p y a través de vias subcorticales aun

Ia activided epiléptica se origi enla b: el hecho de que las lesiones de Ia FRM y

la FRP L las i en los animal peri proporci un dici
an favor de la ides de que las estructuras subcorticales juegan un pape! imp en ia prop i6on de
las i i (Fi 1987).
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ANATOMIA DE LA FORMACION RETICULAR

El tallo cerebral (TC) es una region relativamente pequefia entre la médula espinal v e
4 los pr sensoriales y motores. Esta forraada principalmente por tres

desde una vista ventral, estas son el cerebro medio o mesencéfalo, el pueme

g que se apreci
y o bulbo, estas i fibras ial ati i les y asi como los
micleos de los nervios craneales. Embebidas entre los tractos y los nicleos del TC estin las células
dela Fi 3on Reti (FR) denad; en disti grupos funci ! con basec en sus
3 y la bi ica de sus . La FR esta compuesta de neuronas que

estdn fuers de los grupos nucleares del TC, €sts representa la extension rostral del centro interneuronal
ipal de las neuronas de la FR es que distribuyen sus axones

de la medul i La
ampliamente en direccion rostral y caudal desde el TC (Role, 1991).
3 se p ba que la FR del TC era una region if h & sin
b = i H H indi que la FR esté formada por varios ndicloos
rfologi i con fe b & Las fibras ascendentes de la FR,
particularmente las del TC superior, se distribuyen fi hacia iadas con el
! /visual, et [( de L incerta) y nucleos “no especificos™ det
thlamo. Las fibras de la FR bulbar p hacia regi de Ia la espinal como el cuerno dorsal,
1a cot i di y limina 9; estas proyecci: se han relacionado con has funci
juyendo la ch ! Ia atonia del REM, Ia respiraci y Ia regulaci di 1!
fe i de

Apatémicamente la FR se define como un grupo

(Vertas, 1990).
del TC. Empleande ia tincibn de Nissl, las secciomes del TC dan s
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impresién de un grupe de células en forma de red gue 8o ¢
separades. Actusimente se Ic esth do de di iar por pos con base en su morfologia,
- i Es ible ver ién la

y P de la FR desde ¢l punto de vista

lado que vias bien d idas estan disp en todo el TC de

£il ético se ha p
vertebrados inferiores. Asi en su evolucion, €l TC dedic haber tenido una apariencia de reticulo, con
dos por disti grupos de fibras.

omradas difusas de fibsas y al grupos P
La FR se divide en 3 zonas: 8) una region pequelia en la linea media formada principalmente por

los micleos de Rafe, b) un campo tegmental medial grande (CTM), h id a los grupos de
i fe ya que muchas de las fibras largas ascendentes y

ich J como regi
se origir principal aqui. y c) un P ] isteral gr (CTL). Este

altimo se i un np ial o ptivo debido a que recibe muchas proyecciones sensoriales
dari ok tiene P i ipsil les hacia los nucl por

lo que también se considera una region motora. Al CTL se le conoce también como la FR
"parvocelular” porque esta ft do por h, élul. q! que rod: a los nucl les V
yVIL EICTMes i més " por la p ia de grand: las en el bulbo
ial ( nock icularis gi fularis). Los nucl de Rafe sc encuentran en forma

continua deade la parte caudal del bulbo hasta la parte rostral del cerebro medio. El bulbo y el puente
las del CTM y del CTL predominando este Gltimo en Ia

caudal tienen id i, de
parte csudsl del bulbo. En Ia parnte rostral del puente y en el cerebro medio, el CTL se hace mis pequefio
fheil en el di lo rostral ni en las

y predomina el CTM. Estos P no se
i de 1a FR (Van der Kooy, 1987).

y

P

2e



PROYECCIONES HACIA LOS NUCLEOS CRANEALES MOTORES

La porcion lateral del CTL envia proyecci cortas ipsil hacia los nuicl
b Las principales proy i de Ia region medial del CTL son bil hacia los na
En et CTM tiene escasas proyecciones hacia los nicleos craneales
en io, da origen ( a los nucl de Rafe iales) a pr i lasgss,
‘ y & bil de la FR ( et al, 1977).

VIAS DESCENDENTES DE LA FR DEL TC

Las viss descendentes de la FR hacia Ia zons i dia y los nuck de la dul
espinal sc originan en ¢l CTM y el Rafe. En el bulbo caudal, las células con proy 1 d d
e en los mick de la coli dorsal, las porci 1 del miicleo del tracto solitario y

los micleos retroambiguos. En € bulbo rostral, uno de los grupos ncuronales mias numerosos que dan

igen a las vias d d estén les al CTM (nucleo gigantocelularis) y en el Rafe de la lines
media (Rafe En el un y muy grupo de con pr i

d d e dorsal en Ia parte media del CTL, estos grupos estan en arecas definidas como

ucleo pontis 1, locus s, sub y nucleo de Kolliker-Fuse. En el cerebro medio el

$e0 rojo bién tiene p 3 i asi como el coliculo superior, el nucleo

intersticial de Cajal, y el nicleo de Edinger En et di ¢falo, las células que proyectan hacia la

inal se locali en e hip lateral y i ical (Kuypers, 1981). Algunos autores han

dividido las vias del TC en tres grupos : A) El pri P por el CTM, con

proy - bil y . les hacia la zona intermedia que a su vez proyecta hacia las
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los de los mi P Se cree que este grupo

motoneuronas que inervan el tronco y los

la el i de la p erecta, integra los movimientos corporales y de los miembros,

dina los imi de todos los miembros. B) El segundo grupo en su mayoria se origina en ef
nicleo rojo, a nivel fali envia p i hacia {a zona intermedia medular y controla la
idad de idad 1} especificas distales. C) El tercero y Gltimo grupo se origina
principalmente en el locus coeruleus y en el Rafe, tiene \} 1 izados que inervan las
motoneuronas espinales y de la zona i dia a di ivel 1 . Este grupo recibe
has de sus desde regi limbi del di éfalo que, al parecer, controlan el tono general

de las motoneuronas. Se ha sugerido que los grupos A y C son los mas importantes en lo que respecta a

ya que de algun modo, las

1a bi da de sub en la FR invol dos con las

serel pe de la ividad de estos dos grupos de vias de control motor

FORMACION RETICULAR PONTINA

La Formacion Re(icul-r_ Pontina (FRP), estia principal, por 2 nucl el pontis
caudalis (RPC) y el pomtis oralis (RPO). El RPC bordea rostr al nacleo gi; lular (NGC) y
se i ap imad. desde la salida del nervio facial a nivel del polo rostral del nucico motor
del trigémino. El RPC sc ha subdividido en una divisi o pars fB-medial y una a-ventrolateral mas

pequefia, éstas células son las mas grandes de la FR del TC ya que algunas miden de 100-125 um de

dia . El RPO, b T al RPC y se extiende desde el polo rostral del nicleo motor del

trigémino a nivel del coliculo superior. Las células gigantes del RPO, como las del RPC, estan dispersas
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ampliamente en todo el ponti volviénd un area de relativamente pocas células

ada con otras i reticulares. El RPO se divide en dos mitades relativamente iguales, una
medial y otra lateral (Newman, 1985).

Se han encontrado y propuesto varias estructuras subcorticales como reguladoras de la actividad

epiléptica provocada con diferentes modelos de crisis, sin encontrarse hasta la fecha un sustrato

neuroanatémico encargado de Ia regula

i6n de la actividad convulsiva (Miller y Ferrendelli, 1988). Ya sc

ha reportado que el cerebro anterior, las vias limbicas y la corteza prepiriforme estin involucrados en la

produccion de ciertas formas de actividad Isi loni que en la rata estan mas asociadas con las

y de miemb iores (Piredda et al, 1985; Gale y Browning, 1988). Se ha

descrito que tanto 1a sustancia nigra (SN) como cl irea tempestas (AT) se encuentran involucradas en

el inicio y propagacion de las crisis miocloni /! d d como el kindling. bicuculina y

acido kainico (Gale, 1989, Loscher, 1993). La lesion electrolitica o la inyeccion bilateral en la SN con

muscimol (agonista GABAérgico) y Gama-vinil-GABA (que inhibe irreversil la i que
degrada al GABA, produciendc por lo tanto un en su acion) , pr ieron a los
animales contra las crisis pr das por bi lina (ladarola y Gale, 1982). También se repond que et

kindling incrementa la sensibilidad de los sistemas del tallo cerebral involucrados en ta expresion de las
crisis provocadas por Electrochoque, pero que la lesién de las estructuras del tallo cerebral no influyen

en la expresion del kindling suponiendo con esto que las estructuras encargadas de la generacion de las

crisis mi i son

P de las que generan las crisis tonicas (Applegate et al, 1991).

p a las estr RS Mas

del cerebro como la FRM y ta FRP estimulando estas se

pueden inducir crisis convulsivas principalmente de tipo ténico y registrando la actividad

grifica cortical d las crisis no se muestran las espigas de alta amplitud tipicas sino

que se exhibe un patrén de baja li iado con el aler i (Bumham, 1987). Se han
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reportado varios trabajos en donde se registra ia respucsta de Ia actividad unitaria de las células de la

FRM y la FRB a la estimulacion cléctrica en ratas, gatos y i con ion de la

médula espinal ¥y en libre movimiento, al aplicar un o el i un G inado de

i grupos de p iales p inapti i ios y al aplicarles dosis subconvulsivas

de fismacos convulsivantes como PTZ, Picrotoxina, Estricnina, etc. en forma sistémica se sumenta la
de las de cstas con la misma laci y a) apli un far

&m i cstas son id. giriendo que estas

inhibidor de las crisis como diazep

estructuras juegan un pepel imp

y Caspari, 1987). En otra seric de trabajos con los que se ha intentado establecer los sitios de origen de

Ia ividad - izada se reportd que con la aplicacion intravenosa de PTZ en gatos
i i i en la FR y posteriormente sec

CH—Y i vidad enilé
se regi: PF

iados y la G

en la iniciscion y iacion de las crisis generalizadas (Faingold

1975), las i a mnivel filico

difunde hacis la corteza cerebral (Velasco et al,

incrementan la duraciin de las crisis inducidas asi como la di ion de la ividad Miunitaria de la

do PTZ local en Ia FRM, ésta cs

FR, (Velasco et al, 1982), también se ha observado que i
de las crisis (Velasco et al, 1983).

més e que la a la inici
Las lesiones bilserales de Ia FRP y de los 1 bel: ios
Oni pr dos por el h i y por PTZ sin afectar las mioclonias de las crisis
inducidas por PTZ o ek hoq i @ ing ct al, 1981). F las tesi del
i que i L al di bel i y e RPO, suprimieron cl
das por il i6n auditiva y por electrochoque, las

componewnte tonico de las crisis p
i6n de 35-50 mg/kg. de PTZ y por electrochoque

SOChoni ° con la
no K e das por csts misma lesion de la FRP (Browning et al, 198S; Browning, 1987).
En un trabaj i se ha P do que la i il de 50 nMol de D—cicloserina
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(agonists del receptor de glicina insensible a estricnina), en el RPO suprimid la extension tonica de

miembros posteriores en un 80% de los ani diad: giriend ién que la D-cicl

actua s través del sitio del receptor de glicina insensible a estricnina para inhibir las crisis tonicas

(L) 1994). También se ha rep: do el papel importante que tiene el RPC en 1a supresion de las

crisis experimentales ya que con la microinyeccion bilateral de AP-7 (12.5 nMol) y MK-801 a una

concemtracion de 1.6-20.0 nMol disminuyeron la severidad de Ias crisis, siendo mas potente el AP-7

propaniendo con estos ttados que los agoni del ptor NMDA de tipo competitivo y no-
ivo en estax tienen un papel imp enla lacion de las crisis audiogénicas

(Faingold et al, 1992).
Los ttados del experi lizado en este 1ji en fal ia y supresion de

1as crisis), muestran que los micleos de la FRP, por medio de 10s receptores de tipo NMDA regulan la
mparicion y difusion de las crisis, ademés pueden ser un sitio blanco de los antagonistas del receptor
NMDA de tipo no-competitivo.
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OBJETIVOS

Este trabajo tisns como objstivos:

8) Valorar si ol AP-7, aplicado en la FRP de la rsta, presenta un efecto antiepiléptico en las

b) Valorar si el MK-801 splicado en la FRP de la rata tienc efocto antiepiléptico sobre las crisis
provocadss por PTZ.

€) Determinar los sitios probables en Ia FRP, relaci dos con la lacion de las crisis

como ibles sitios de accion de los antagonisias del receptor a NMDA.




- METODOLOGIA

TECNICA DE IMPLANTACION

Se utilizaron ratas macho de Ia ceps wistar con un peso de 250-300 g. Se anestesisron con
pamobarbital sbdico (. den de N

a una dosis de 65 mg/kg. Se colocaron en o
apersto sstereothxico (David Kopf Inat.), i iend:

tos lapi en el d: ditivo y fij
al estersothxico por medio de tornillos de tal forma que la cabeza de Ia rata esté centrada, lo cual
permits que no haya imi les y quede s inmévil, se col los di
incisi on un dor. Se¢ rasurd el pelo de la cabeza y se aplico isodine (Ultradi
Probamex) para tensr limpio el po, se ico una incision a lo largo del crineo, se separd ol tejido
conectivo, se sujeld y separd la piel para dejar bi el po. Se 1 ép con fresas
de acero ( i G ) parala col ion de 2 torillos de acero inoxidable (Small Parts Inc,

cat: MX-080-2F) 1 para Ia introduccion de una canula guia calibre 21  de acero inoxidable (Becton
Dicki de N PN

hacia Ia FRP con las siguientes coordenadas AP: -9.8
mm & pertir de bregma, L: 1.0, V: 8.5 (atlas de Paxinos, 1982), ¢ésta queda 4.0 mm artriba de csta

También se hic otras  trép.

dos a cada lado de la sutura paricto-frontal donde se

colocaron electrodos de acero i en la

pera el registro del EEG y uno del
mismo material como referencia en la parte més ior del los el se sold. a un
conector hembea de tres polos y estos junto con la canula guia se fijaron al crineo con  acrilico dental

(Orthodent, Disntes Acrilicos Mexi Se les i % i

i (Cl Merck-Meéxi

sobre 1a herida y se cervs La piel con sutura de nylon de 4 ceros (IDx 4-0, C id de Meéxi
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FASE EXPERIMENTAL

i6 una en cajas

los animales se dej: en P

i y agua ad libitum. Antes de la microinyeccion del farmaco se

de acrilico 5P con
lizd un regi: l del EEG normal con el animal deapierto y en libre movimiento mediante un
conector macho de tres polos que es la interfase entre ¢ animal y el sistema de registro que fue un
poligrafo Grass modelo 78D (Grass I Inc). Después se lizd la microi ion del AP-7
(9.0 nMol/0.2 ub), y MK-801 (6.0 nMol/0.2 ul) (R h Bi

que fue solucion salina 0.9% amortiguada pH 7.4 (0.2 ul) ( Laboratorios PISA). El sistema de
crod 36 do de la sigui isti® de una aguja dental calibre 27

b de la punta de la cénula guia 4.0 mm, se auna yjering:
de potlietil ible (0.01 pulgadas de

PP . 1) y del vehi

Dicki: que
Hamikkon de 10 ul (Hamikon Co.) por medio de un tubo
diémetro intemo, 0.03 pulg. de dikmetro externo) que

se illens con el vehiculo; se tomaron

aproximadamente 5.0 ul ya sea de AP-7, MK-801 o del lo y se iny 6 pri una rata con
salina y 10 minutos después la otra con AP-7 o MK-801, se regi: Ia ividad e lografi
i d Al término de este tiempo se les i

durante 30 minutos observindase los
PTZ (Sigina Chemical Company) a una dosis de 70 mg/kg.

il e 90 mi Una vez i Ia fase exp

i.p. y se registro el EEG, y la conducta

los sc i con

1] (azul de i Sigma Co.) en

pentobarbital sédico y se Jes realizd una i de
0.2 ul en ¢l mismo sitio de inyeccion. Por ultimo se les practicod una perfusion i
ida del paso de solucién de formaldehido al 10%

con

salina y heparina (8 ina 1000, Proqui )
fi cortes de 120 um en un microtomo de congelacién

(1.T. Baker), se ] y se

pars la corroboracion ded sitio de microinyeccion.
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Para evaluar los resultados se realizé 1a valoracion de ta latencia a la primer crisis generalizada

tonico-clénica (CTCG) y los p jes tanto de como el de supresion de las CTCG. Los datos
idos se i con las prueh disti de ji (X3), un anilisis de varianza de un
factor emtre el grupo iy los dos i / con la prueba de Tukey y una t de Student
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RESULTADOS

VALORACIKON CONDUCTUAL:

En todos los snimales, tanio del grupo control como los experimentales se observd si se

b o p i a la microiny b H del vehiculo, AP-7 y MK-
801 en un volumen de 0.2 ul..
En ¢ grupo control a los que se les ini: ion salina i da no se p
L. " " . a Ia microiny
Los animales a los que se les aplicé AP-7 p una d de giro ipsil al sitio
d los 30 mi [ i y con la inyeccion de PTZ este efecto se potencit,
tando ad la CTCG con giro de barril.
El grupo con microinyeccion de MK-801 no presentd la conducta de giro observada en el de
AP-7 ni la conducta de giro de barril después de la microinyecci
Se fos resultados obtenidos con la microi i6n unil de: 1 (salina) n~8;
AP-7 n~8 y MK-80] n=12 en la FRP en los tres di grupos de animal Cada rata recibié solo

une microinyeccion de cada flumaco en los tres grupos.

GRUPO | : MECROINY ECCION DE SALINA

A este grupo que se id como 1 se le aplico uni una microi ion de 0.2
ul de ducion salina i da con fosfi pH 7.4 en la FRP. Se observé que todos los animales
pressntaron CTCG con una l ia pr dio de 1.9 mi (fig. 7M.
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Fig. 7 En esta figura se muestran ejemplos de la actividad convulsiva registrada
en la Cx motora de las raus de los diferentes grupos a las que se les realizd una

1 de:

lo que fue solucion salina amortiguada, AP-7 y al

llll\-l(- il

ultimo Nll( 80! en la FRP. En la parte superior de cada mampulucnén (salina, AP-7, MK-

801) se presenta el registro de la actividad EEGrifica normal previa a la aplicacién de
plicacion de PTZ

t rior a la

PTZ, y en la parte inferior, la actividad convul

(70 mg/Kg i.p.). Como se puede observar, en los grupos de salina y AP-7, posterior a la
administracion del P‘]‘Z se presenté actividad convulsiva de gran amplitud y duracion

da cond:
presentaron ni crisis

con CTCG y en el grupo de MK-801, 5 de 12 animales no
! v en el EEG so6lo se observd la presencia de

actividad parecida a grupos de ondas lentas sin que estas se asociaran con cambios en la

cond: de los




GRUPO 1l : MICROINYECCION DE AP-7

En lo que se refiere al grupo en el que se aplicd Ia microinyeccion unilateral de AP-7 (9.0 nMol
/0.2 ul) en la FRP, 7 de 8 ratas presentaron primero giro de cabeza y después de cuerpo ipsi y
L al sitio de i ion, en el regi: del EEG no sc ap bi Con la iny ion de
PTZ y al mismo tiempo en que se p 6 la CTCG ap una p ga en el EEG de duracion
amplia (fig. 7). Respecto a las crisis, los que
min a la CTCG ( ver Tabla IT) y un retardo a Ia sparicion de ls primer CTCG del 412 % ( ver Tabia
U ignil ivo con al grupo !. Cond:

se observo una latencia de 6.6

IV), este bio no fue di
se observ que el 100% de los animales presentaron CTCG, es decir, presentaron  mioclonias de
dida del equilibrio y csida. Los sitios de microinyeccion

P . y po con p
estuvieron entre las coordenadas AP= -9.8B y -10.8 respecto a bregma, donde se localiza el nicleo

reticularis pontis caudalis segun el atlas de Paxinos y Watson (fig . 8 ).
GRUPO Il : MICROINYECCION DE MK-801
Con refacion al grupo en el que se aplico la microinyeccién unilateral de MK-801 (6.0 nMol) en

la FRP no se obmrvo la conducta de giro como sucedio en € grupo de AP-7, ni la alteracién del registro

electroencefalogrifico. En este grupo se i ignificati =<
0.0021) on Ila latencia a Ia primer CTCG con respecto al grupo control ya que ésta aparecié a los 46.6

jes no p

minutos ( ver Tabla ). En eate grupo se encontré que el 42% de los

3as



SITIOS DE MICROINYECCION DE AP-7 EN
LA FRP DE LA RATA

@ convulsionaron.

O tSs la lat ia.

Fig. 8 En ecste esquema se muestra una serie de cortes coronales de la FRP de 1a
rata segun el atlas de Paxinos, donde se sefiala la distribucién de los sitios de
microinyeccion umla!cral de AP-7. Las coord: das AP lad: son a partir del
punto de refe B Los circulos Ilenos los smos donde se presenté
un aumento en la latcncm a la crisis pero este bio no fue vo. Como se
puede apreciar la mayoria de los sitios de inyeccién estén I lizados del nuck




CTCG™ , este bio es disti ignificativo (p<0.001) (ver tabla V). Con respecto al EEG,

no se observaron i sp de Ia aplicacion del MK-801, al inyectar ¢ PTZ el 58%% de las ratas
P dad Isiva tanto en el EEG como d: V sin b. en las ratas que
no convulsionaron se observé una disminucion en Ia ion de ia postd en los
ch (ver fig 7). Se realizé6 un anilisis estadistico del grupo de animales que si

P alal ia & la ler CTCG comparindolo con el grupo control al que se fe

aplict ol vehiculo y se sncontrd que de todas hubo un disti ignificativo (p<

0.004) s la aparicion de las crisis (Tabls 111)
Los sitios de la microinyeccion de MK-801 en los cuales hubo supresion de las crisis se

localizaron dentro del drea del micieo icularis pontis dalis en las d das AP=- 93 y -10.3
del stiss de Paxinos y Watson y en un snimal ef sitio de Ia microi ion se I lizo en Ia parte dorsal
del icularis pontis is, ventral al trayecto del séptimo par (ver fig 9).
“Pu-dmmmelmpodemomyeméndemx ,alos-mmnluqueno
en ol tiempo que durd e (90 = lIa i de PTZ), se les

asign® une iatencia de 90 min a la ler CTCG.
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SITIOS DE MICROINYECCION DE MK-801 EN
LA FRPDE LA RATA

© convulasionaron.
@ aumentd la latencia.
@ no-convulsionaron.

Fig. 9 En este esquema s¢ muestra una serie de cortes coronales de la FRP de la rata

segun cl atlas de Paxi donde se la la distribucion de los sitios de microinyecciéon
unilateral de MK-801. Las d d AP lad son a partir del punto de
{rcul i los s:uos en donde et MK-BOI no tuvo

referencia Bregma. Los

efecto protector sobre las crisis, 10s que ti lineas d > en
la latencia & Ia crisis y los llenos muestran los sitios donde el MK-BOI mhxtms las crisis
provocadas con PTZ. Como se puede npmclur la mayona de los sitios de inyeccién

estén localizados dentro del nick p




TABLA 11

Lateucia promedia a la ler CTCG (min)

n x+EE DS ANOVA
Salina L 1.9+ 0S8 1.45 -
AP-7 [ ] 66+ 3.6 10.18 N.S
| MK-801 12 466x11.9 @12 7.95 °»
** p<0.0021
En esta tabla se el tiempo pr io expresado en mi gue d; los animasles en
P Ia pei CTCG p con ia admini ion de PTZ (70 mg/kg i.p). Se pucde cbservar
que en el grupo con microinyeccion de AP-7 (9.0 nMolay 0.2 ul.).no hubo cambio estadisticamente
ignifh onlal is con resp al al cual se le iny lucién salina amortigusds a
PH 7.4 que fue el vehiculo en e que se di g los fi los ani; dos con MK-801
(6.0 nMolas’ 0.2 ut), p un disti igni ivoenia inala icio

de la primeras CTCG (p< 0.0021) en relacion con el grupo coatrol y AP-7.
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TABL A I

Latencia premedio s la ler CTCG de loe animales

que si coavelsisanarea (mia).
FEE DS t
Saline n~8 1.9+ 0.5 1.48 -
MK-801 =7 15.6x78 20.68 -1.88 *
* p<0.004

En esta tabla se que ain do se liza ef %0 en la L ia ala ler CTCG en los
imales que =i Iai este bio sl es disti ignificasi (p< 0.004), esto quiecre
decir Que los anis P crisis éstas se vieron retrasadas respecto al grupo en el que se

as



TABLAIWV

Porcestaje de retarde de las CTCG

n tiempo (min) | % de recardo
[] 1.6 -
e
AP-7 [ ] 6.6 412.5
MK-801 12 46.6 29125
En ena tabla se qQue ap hay un aln de las crisis
provocadas por PTZ con la inyeccion unilateral de AP-7 en ia FRP, este bio no fue i
de MK-B01 en la misma este es h

significativo, sin g0 con Ia apli

més acentuado (2912.5%) respecto al grupo control.

9




TABLA V

Parcsataje de supresiba de CTCG
n c/CTCG vCTCG total x2
Sakina s 100 0.0 100 -
AP-7 ] 100 0.0 100 NS
MK-801 12 58 42.0 100 97.67*
* p<0.001
Esta tabla ol p aje de p i6n con la i i i de AP-7y MK-801
an la FRP de las ratas, todos los animales que ibi AP-7 p CTCG y al grupo quese le
aplict MK-801 p una p ion del 42% disti igni iva, esto quiere decir que S
de 12 ienales no pr CTCG al apli PTZ.




DPISCUSION

Los d. bteni con las microi i de MK-801 y AP-7 en la FRP, muestran que
los anagonistas del receptor NMDA de tipo no-competitivo (MK-801) tienen un efecto protector

contra las crisis provocadas con PTZ, no asi los de tipo competitivo (como el AP-7). La distribucién

i de los de GLU en Ia FRP no es muy clars, pero se ha reportado en estudios de
liberacion en rebanadas de Ia FRP de Is rats que ¢} GLU se encuentra en niveles més altos que Ia Glicina
y ol GABA (Camacho-Arroyo, 1992), por lo tanto la ision gl ica en la FRP puede jugar
un papsl imp en la itacion de al, vias que pasan por la FRP. Mzmloswm

iti y q del receptor NMDA, han tener propiedad

i en varios del i de il ia (L 1991); los amagonistas
competitivos previenen las crisis provocadas con PTZ y con estimulacio diti [(e her et al,

1982), e kindling con PTZ (Corda et al, 1992), retardan el kindling con estimulacion etéctrica, (Cain,

1989); en estos d. a dife ia de los , sec aplica el AP-7 en forma sistémica, por lo
que es dificil saber qué Y émico es afe do. Parala ) i ion de nacl specifi

en la lacion de 1a ividad epiléptica se han blecid d como la microinyeccion

ica en dife acl para poder definir cuales de estos sitios tienen la

idad de imi op iar tas crisis. Se estan reali d dios con i del

receptor NMDA que tienen propiedad i isi para saber qué papel jucgan en los diferentes

i en ion a Ia aparicion o presion de  las  crisis provocadas

peri t Sc ha rep do que el AP-7 (100 pmolas) en la Cx prepiriforme reduce las crisis

Loni: P das con la microiny ion de bi H rbacol y dcido en ese mi sitio

(Piredda, 1986), con la p i licada en la Cx prepiriforme profunda se pr crisis, si se realiza
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una microinyeccion de 20 pmol de AP-7 en esta misma estructura las crisis son prevenidas (De Sarro,
ténico en las crisis por Electrochoque

1993), aplicado en Ia S, ia Nigra sc ime el p
(De Sarvo, 1985); se protegen las crisis p das por bi lina, dcido kainico y carbacol al iny
AP-7 en el hrca tempestas (Gale, 1989); do en la is i i d la crisis d! 1
yenla igdala kindlead. el ala d ga (Mori, 1989). En ratas genéticamente
ibles a crisis sudiogéni el AP-7 y un ansdlogo més potente, €l CPP en el coliculo inferior (C1) y
en ia FRP bloguean las crisis al someter a las ratas & i6 ditiva, en este trabajo se
que ol AP-7 no tiene la misma p i Isi icado en difi i ya
queeonel CI sei 0.1 nMol bil y se i /] las crisis auditi yenla
FRP se nocesitaron 12.5 nMol bi para ob el mi ltado (Faingold et al, 1992).
Estos datos nos dan evidencias de que los i itivos del NMDA al unirse al
#itio del receptor NMIDA ya sea por via si ica o por il ion localizada en estructuras cercbrales
pecifi i ta actividad Isiva.
Los tad dos en bajo con la micsoil ion de AP-7 en la FRP indican

que este antagonista no ejerce un efecto antiepiléptico en las crisis provocadas por PTZ, estos datos no

con los rep dos por Faingold ct al (1992) donde se suprimen las crisis audiogénicas,
quizh este efocto se deba 8 que €3 un modelo de crisis diferente y que la via de estimulacién también es
il H en el CI de 0.1 a 1.0 nMol

diferente ya que en el mi; bajo de Faing;

de AP-7 suprime las crisis, es importante mencionsr que con 0.1 aMol suprimié totalmente las crisis y

con 1.0 nMol fue menor la reduccién de las crisis, la dosis de AP-7 en la FRP para suprimir las crisis
ién de 250 veces comparada con

ificaba un enla

asuditivas fue de 25 nMol que si;
ia aplicada en i CI.
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de NMIDA no ejercen

En bajo se que tal vez los
control sobre estos niicleos de la FRP, ya que con la dosis utilizada (9.0 nMol) que cae dentro del rango

de la crisis con PTZ, ademas con

de los P
d de giro de cabeza y cuerpo ipsi y contralateral
que no nos permitia

utilizado por Faingold, no se suprime
O que se p

esta dosis se

y al administrar ¢l PTZ este efecto se potenciaba apareciendo un giro de barril

tener un registro adecuado de la actividad en el EEG, este efecto no se reporta en los trabajos con ratas
de la de AP-7 estos

susceptibles a las crisis suditivas y se esperaba que con el
efectos se potenciaran, lo que no nos permitiria tener un registro adecuado del EEG

MK-301
Estudios previos reportan que ¢! MK-801 tiene p. dad: iepiléptil cuando se aplica por
ier via de i6n en V] idos a di delos experimentales de crisis
il i Asi, licado en forma i peri t (i.p). p! el kindling con PTZ (Corda et al,
i las demis este retardo se

1992), y con estimulacion eléctrica lo retarda pero no
observé al sdministrar e} MK-80] a dosis de 1-2 mg/kg que produce severa ataxia y sedacion (Mintz,

1990; Morimoto et al, 1991), con Ia administracion de 1-10 mg/kg se reportd que suprime de manera
dosis-dependiente Ias crisis gencralizadas con PTZ en ratas adultas sin afectar las crisis minimas que se
definen como la presencia de sacudidas de cabeza y miembros anteriores (Velisek et al, 1991), en ratas
prepuberes se inyecté MK-801 de 0.2-1.0 mg/kg previamente al AK 10 mg/kg, y se encontré que no se
altera el status epiléptico pero se redujo la susceptibilidad a las crisis provocadas por Fluorotil. un

convulsivante volatil (Stafstrom, 1993), administrado 5 mp/kg i.p a cobayos, previa o posteriormente
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al dafo provocado por el status ptico con soman (i i [ ia aparicién de

crisis y dafio cersbral (Sparenborg, 1992). En otro trabajo se mostrd que el MK-801, Ia Ketamina y la
PCP previenen en forma dosis-respuesta las crisis conductuales provocadas por AK 12 mg/kg, asi
como ol daho de &l iril y 1a region CA1l del hipocampo, pero no al area

P

CA3 ni of septum lateral en ratas (Clifford, 1990). La administracion de MK-801 mis diazepam,
protegieron contra e dafio por status epiléptico provocado con litio y pilocarpina, a partir de estos
Gltimos datos se ha propuesto que el MK-801 puede ser un agente Gtil para ¢l tratamiento del status

i i i o on M por su accién neuroprotectora y su habilidad de potenciar las drogas
GABAdrgicas (Walton, 1991). En todas estas investigaciones ¢l MK-801 ini do por via sistémi
ha do temer éedad iepilépti d sc sabe que los agoni: P

Iab h falica més fici que los i por lo que sc necesita una -

dosis menos para proteger contra las crisis. Velisek, a partir de su observacion en la que el MK-801 i.p

suprime las crisis generalizadas pero no afecta las mioclonias de cab y miemb i apoya la
teoria de la ici i6n de di i en la ion y difusién de los
diferontes tipos de crisis H prop por ing (Velisek, 1991; Browning, 1987). En

sstos trabajos se demuestra que el MK-801 es capaz de retardar e inhibir las crisis epilépticas

provocadas en varios de los modelos experimentales por lo que los prop quec el p
iléptico es mediado por la activacion del de GLU y especifi por el a NMDA.
En otras lineas de i igacion se han i icroiny i de este farmaco en diferentes regiones
L con el objetivo de qué neur Smi son mas susceptibles a ia
regulacion de las crisis por medio del receptor a NMDA. La microinyeccion de MK-801 (10 pmolas)
on la Cx prepitiforme profunda redujo las crisis d les y clectr ficas p das con
- i i en el mismo sitio (De Sarro, 1993), en este trabajo se muestra que los
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receptores NMDA en esa region del cerebro anterior como la Cx prepiriforme juegan un papel

importante en la génesis de las crisis provocadas en ese sitio. Con el
bi de MK-801 ( desde 0.02 hasta 40 nMol) en e} CI se

delo de crisis audi i en

ratas, al Y
reporté que sélo a 40 nMol se supri

las crisis, que el AP-7 las suprimio a una dosis de

0.1- 1.0 amolas lo que contradice los reportes previos en donde se establece que ¢l MK-801 es mis

poternts que el AP-7, splicado sistémicamente. Cuando se inyecta ¢l MK-801 en |a FRP a las dosis que
i6n de tipo dosi: sin que se supriman

no fueron efectivas en el CI se una p
totalments las crisis por lo que se supone que el MK-801 no parece ej

su accion

en este modelo, en la via auditiva sino que parece ejercerio en estructuras diferentes como 1a FRP, esto
leza de los recep de NMDA en Ia FRP y el CI (Faingold et al,

ser debido ala

1992).‘ Los fsad. que
Faingold (1992) y De Sasro (1993) que muestran que el MK-801 aplicado en « cerebro protege contra

btuvi en experimento dan con los dos por

las crisis p d. ¥ La dife con el trabajo de Fai €3 que en nuestro
caso utilizamos una dosis menor (6.0 nMolas) y la microinyeccién fue unil. en o el

que utilizamos con PTZ ( que se encuentra dentro de las prucbas preclinicas que son utilizadas en todo
o do en la prueba de ia de fi i i se ob una 1 upresion de

las crisis en el 42% de los animales y un retardo a la aparicion de la primer CTCG del 2912.5 % lo que
NMDA en !a FRP jucgan un papel importante en la aparicion y

nos hace que los
difusion de las crisis provocadas por PTZ.

En cuanmo a la teoria de Gale y Browning (1988), en cusnto a que
d: como las mioclonias y la fase

iffe isl los disti tipos de

que
tonica de las crisis en este trabajo se encontré que e MK-801 suprimid todos los componentes

conductuates de las crisis generalizadas ys que 8i, como establecen estos autores, Ia parte csudal del
4s



tallo onth da de Ia lacion de los

mir 1as miock de miemb i asi como Ila extension tonica, y que observariamos las

. inles y ds miemb N " se esti & -

anteriores, o0 Que Ao a8 cbesrvé en nuestso trabejo. Lo que se desprende de este bajo es que los
antagonisias del receptor 8 NMDA de tipo no-competitivo en la FRP especi en el m RPC
tionen un papel i onla icibmy la ion de la actividad ai izad:




CONCLUSIONES

btenidos en este trabajo pod fuir que:

De alos

a) El AP-7 aplicado en la FRP, no ¢j contra las crisis por PTZ, ya que

iG un efecto p

i ignificati enla a la aparicion de Ia primer crisis

fno .
con resp al P e presion de las mi;
6 un en la | in als

b) Con la microinyeccion de MK-803 en la FRP se
aparicion de la primer crisis, comparsdo contra el grupo control y el de AP-7, este cambio €3 osta-

disticarmente significativo.

<) El MK-80] en Is FRP produjo un p je de del 2912.5 % con respecto al grupo
control.

d) Ademis del do ala icion de las crisis, con Ia aplicacion del MK-801 en la FRP se
encontré que el 42% de los no i crisis el tiempo de registro que fue
de 90 mi este N0 @3 i

e) Con estos resultados también se puede luir que los NMDA y especifi

en la icién como en la

! iti en la FRP jucgan un papel imp

los
difusién de las crisis epilépiicas provocadas por ef PTZ,
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