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ESTUDIO TOPOGRAFICO DEL SINDROME DE
ABSTINENCIA AL GABA (SAG).

RESUMEN

El sindrome de abstinencia al GABA (SAG) se caracteriza por signos
electroclinicos de epilepsia como consecuencia de la interrupcion de acido y-
aminobutirico (GABA). El SAG se observe inicialmente en monos fotosensibles y
posteriormente en ratas y en monos normales, en estructuras corticales y
limbicas, donde se demostrd que la interrupcién de la infusidn intracortical (7
dias) de GABA a una concentracion de 100 pg/pl a un flujo de 1puifh, se asocia a
la presencia de descargas paroxisticas originadas en el é&rea infundida.
Actualmente se ha podido reproducir este status epiléptico con infusiones
semiagudas (2 horas) de 50 y 10 ug/ul de GABA a un flujo de 3ul/h, en estructuras
corticales, teniendo una incidencia del SAG dei 100%.

El objetivo de este trabajo es determinar la susceptibilidad regional de diversas
estructuras cerebrales a desarrollar un SAG.

Sea utilizaron ratas macho cepa Wistar de 230-270 g. al momento de la cirugia.
Se implantaron cénulas-electrodos de acero inoxidable de 0.6 mm de didmetro
externo, electrodos bipolares en las estructuras de interés, dos electrodos
epidurales en corteza occipital y un electrodo de referencia en el seno frontal.
Después de 7 dias de recuperacion se hizo la infusién de GABA (50 o 10 ug/ul,
3ul/h 2h) tomando registro EEG antes y después de |la administracién del farmaco,
hasta la desaparicion del foco epiléptico. En bulbo olfatoric y en cerebelo no
observamos ningin cambio en la actividad electroencefalogréfica, ni durante ni
después de la infusion de GABA,; sdlo en amigdala y en hipocampo CA3 se
observo el SAG. Nuestros resultados indican que no todas las estructuras
cerebrales son susceptibles de desarrollar SAG.



¢ INTRODUCCION
1.- La epilepsia

La epilepsia es una de las enfermedades més antiguas conocidas. Se caracteriza
por una tendencia a presentar crisis recurrentes, las cuales pueden llevar a pérdida de la
conciencia, desérdenes del movimiento y sensacién (visién, oido y gusto), de la funcioén
auténoma, del estado de 4nimo y de la funcién mental (World Health Organization,
1997).

La palabra epilepsia se deriva del griego emAaufavelv (epilamvanein), que
significa tener crisis, tener un ataque. Esta terminologia se deriva de la creencia de que
todas las enfermedades se producen por un ataque de los dioses o un espiritu malo, por
tal se considero a las crisis epilépticas como un ejemplo vivo de enfermedad sagrada o
posesion demoniaca (Dreifuss, 1997).

En el contexto mesoamericano se le considero también como una enfermedad
sagrada, para la cual se describieron diferentes tratamientos dependiendo del momento
en que se presente la crisis:

“Cuando es reciente ¢l mal sagrado sirven las piedrecillas que se hallan en el
buche del halcon, de los pajarillos huactli y del gallo; la raiz de quertzalatzényatl, cuerno
de venado, incienso blanquecino, incienso blanco, cabello de muerto, carne quemada de
topo encerrado en una olla. Todo bien molido en agua caliente. El que tiene este mal
debe beber, hasta vomitar, la anterior mixtura. Y puede ser util, antes de que la beba,
tomar el jugo de un arbusto que se llama tlatlacdtic y cuya raiz ha de ser molida.

Observar el tiempo en que la epilepsia ha de venir, porque entonces, al aparecer
la sefial, el epiléptico pdngase en pie y puncensele los cartilagos y los costados. Untando
una mixtura hecha de hojas de quetzalatzontl y tetzilin, hierba acocoxihuitl, molidos en
agua. Debe comer también cerebro cocido de comadreja y de zorra.

Se le deben dar sahumerios con buen olor de nido de ratones quemados en las
brasas y de incienso blanquecino y de plumas del ave llamada cozcacuahtli.” (Lopez
Austin 1994, Cédice Badiano).

Actualmente se sabe que las crisis epilépticas se producen por una descarga
eléctrica excesiva, subita y usualmente breve, en las neuronas (células del cerebro). Estas

descargas eléctricas pueden ocurrir en diferentes partes del cerebro por tanto las



manifestaciones clinicas de estas crisis dependen del sitio y de la funcion del area
cerebral afectada (World Health Organization, 1997).

La epilepsia es un sintoma de disfuncién cerebral, de carédcter recurrente, que se
caracteriza por la descarga sostenida y anormalmente sincronica de un grupo de neuronas
(Brailowsky et al.,, 1989). Las crisis epilépticas pueden presentarse como una
complicacién de un proceso infeccioso, accidentes traumdticos, de la presencia de
turnores, enfermedades metabolicas, toxicidad por farmacos o sindromes hereditarios.

No existen limites sociales, geograficos o raciales para la incidencia de la
epilepsia, ocurre en ambos sexos y a cualquier edad. Mas del 5% de la poblacién
mundial ha padecido al menos una crisis epiléptica en su vida. Sin embargo, el
diagnéstico de epilepsia se da cuando se han padecido crisis repetidas. La prevalencia
mundial de epilepsia en 1997 (crisis repetidas o con necesidad de tratamiento) fue de 7
por cada 1000 habitantes. Esto es, 40 millones de personas en el mundo padecen
epilepsia (World Heaith Organization, 1997). En cuanto a la incidencia, esta es mayor en
paises en vias de desarrollo con una tasa de crecimiento anual de 100 por cada 100 000
habitantes, en tanto que en paises desarrollados es de 50 por cada 100 000 habitantes
(World Health Organization, 1997).

Clasificaciones de la epilepsia

La clasificacion de la epilepsia se puede basar distintas caracteristicas de la
enfermedad como: la etiologia, la patologia, la edad de inicio, las crisis clinicas, los
hallazgos en el electroencefalograma (EEG) o el prondstico.

Las crisis epilépticas pueden manifestarse desde breves lapsos de pérdida de la
atencion o espasmos musculares hasta convulsiones prolongadas. Las crisis pueden variar
en su frecuencia, de menos de una por afio hasta varias por dia. Las crisis se pueden
clasificar también de acuerdo al sitio del cerebro en el que se generan (véase tabla 1).

La epilepsia parcial: Las crisis parciales se generan de un foco de hiperactividad
neuronal a partir del cual la descarga anormal se propaga hacia estructuras distantes. En
términos temporo-espaciales, podemos dividir a estas crisis al menos tres en etapas
principales: a)inicio, b) propagacion y amplificacién y c¢) final. Cada una de estas fases

incluyen también estados transitorios interrelacionados (Brailowsky et al., 1997).



Una de las manifestaciones electroencefalograficas mds caracteristicas de un foco
epileptogeno activo lo constituye la llamada espiga, o potencial transitorio de duracién
inferior a 70 mseg y considerado como producto de la adicién temporal y espacial de
eventos sindpticos resultantes de la activacién sincrénica de numerosas sinapsis de la
misma neurona o grupos de neuronas (Matsumoto et al., 1969).

Las espigas  epileptiformes  interictales son la  manifestacidn
electroencefalografica de la epilepsia focal (Hughes, 1989) y un signo de hiperactividad
neuronal. A nivel unitario, registros intracelulares muestran la caracteristica reaccién
epileptiforme neuronal, la llamada despolanizacion paroxistica gigante, que es una
despolarizacién lenta, de gran amplitud, asociada con un tren de potenciales de alta

frecuencia (véase fig. 1).

A. DESCARGA INTERICTAL

Nomal Espiga  Nomnal

y EEG
Exgraceluar I 05mv I_
Registro
{ Itracelder L_Jl\—/ I somvi—
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\ Post-hiperpolarizacién
B. DESCARGA ICTAL
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Transiclén entre fases
interictal-ictal

FIG. 1. Esquema de la expresidn electrogréfica de la descarga interictal A) y de la
descarga ictal B) a nivel del EEG (trazo superior), de un registro extracelular y de un
ragistro intracelular. En A se nota la correlacion entre la espiga EEG, el aumento en la
actividad unitaria y la despolarizacién paroxistica gigante, la cual se sigue de una
hiperpolarizacion. En B, se ilustra una crisis ténico-clénica. En el extremo derecho se
incluye un esquema de la actividad normal. (Tomada de Brailowsky et al., 1997).

4



TABLA 1. Clasificacién de las epilepsias

L.- Epilepsia parcial, focal o local.
A) epilepsia parcial simple (sin pérdida de conciencia)
1- sintomas motores (posturas)
2- sintomas somatosensoriales 0 somatoespaciales (alucinaciones
simples, por ejemplo parestesias, fosfenos).
3- sintomas auténomos ( algesias, palidez, transpiracidn,
ruborizacion, piloereccion y dilatacién de la pupila).
4- sintomas psicoldgicos (problemas en las funciones cerebrales
superiores),
a- disfasia (dificultad en la fonacion y en el lenguaje)
b- dismnesia (alteraciones en la memoria)
c- cognitivos (estados de sueflo, problemas para orientarse en el
tiempo).
d- afectivos (miedo, enojo, etc.,).
e- ilusiones
f- alucinaciones (musicales, escénicas)
B) epilepsia parcial compleja
1. Con pérdida de conciencig al inicio.
a- Presenta sintomas similares a los de una epilepsia parcial
simple pero seguida de pérdida de conciencia.
b- Sin respuestas auténomas.
2. Inicio parcial simple seguido de pérdida de conciencia
a- Solo con pérdida de conciencia
b- Con respuestas auténomas.
C) Crisis parcial que progresa a crisis ténico clénica generalizada (CTCG)
1- Crisis parcial simple seguida de CTCG
2- Crisis parcial compleja seguida de CTCG
3- Crisis parcial simple seguida de crisis parcial compleja, seguida de
CTCG.
I1. Epilepsia Generalizada {convulsiva o no convulsiva).
A) Crisis tipo ausencia
1- Ausengcia tipica
a- pérdida de !a conciencia
b- componentes clénicos moderados
¢- componentes atonicos
d- componentes tonicos
€- automatismos
f- respuestas autonomas
2- Ausencia atipica
a- cambios en el tono més pronunciados que en una ausencia
tipica
b- instalacion o interrupcién no abrupta.
B) Crisis mioclénicas (mioclonos con espasmos musculares)
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C) Crisis clénicas
D) Crisis tonicas
E) Crisis ténico-clénicas
F) Crisis atonicas (estéticas).
111. Epilepsias no clasificadas
En este apartado se incluyen todas las crisis que no se pueden clasificar en las
categorias anteriores, se incluyen crisis neonatales, movimiento ritmico de los ojos,
movimientos masticatorios y vértigo.
IV. Adicionaimente
1. Ataques furtivos inesperados y sin ninguna provocacion aparente.
2. Ataques ciclicos a intervalos més o menos regulares (ejemplo, relacionados
con el ciclo menstrual o con los ciclos suefio-vigilia).
3. Ataques provocados por:
a- factores no sensoriales (fatiga, alcohol, emocién, etc.).
b- factores sensoriales.

Modificada de Dreifuss, 1997.

Las espigas interictales son la marca electroencefalografica de la epilepsia focal
(Hughes, 1989) y un signo tipico de la hiperactividad neuronal

En epilepsia generalizada las crisis surgen bilateral y simétricamente, estas
siempre involucran pérdida de conciencia, observandose convulsiones tipicas
denominadas “gran mal”, asi como crisis de ausencia nombradas de “petit mal”
(actualmente estos términos ya no se utilizan).

A partir de la década pasada es posible estudiar directamente la estructura y
funcioén de cerebro humano vivo, con la imagen por resonancia magnética (IMR) es
posible ver la mayoria de las anormalidades en las estructuras cerebrales responsables de
las crisis epilépticas. El uso de la tomografia por emisién de positrones (PET) y la
tomografia computarizada por emisién de un solo fotén (SPECT) pueden ayudar a
estudiar una region epiléptica al ver la disfuncion localizada en el flujo sanguineo, el
metabolismo y procesos quimicos durante y después de la crisis epiléptica (World Health
Organization, 1997).

Estas herramientas son muy importantes en el diagnostico oportuno y adecuado
de las epilepsias, puesto que en el 75% de los casos recién diagnosticados y tratados con
drogas antiepiléticas se obtiene un control completo de las crisis por varios afios y

después de dos o siete afios de tratamiento exitoso el medicamento se puede suspender




en cerca del 70% de los casos sin observar recaidas (World Health Organization, 1997).
Ademads es importante tener un diagnéstico adecuado ya que ciertos fArmacos indicados
en las ausencias, como la etosuximida, son ineficaces o incluso agravantes en otras
formas de epilepsia (epilepsia generalizada o epilepsia parcial), mientras que farmacos
especificos para el tratamiento de crisis focales y convulsivas (carbamazepina, feitoina)
agravan las ausencias (Brailowksy et al., 1997).

Los barbitiricos y las benzodiazepinas potencian la accion del 4cido vy
aminobutirico (GABA), modulando Ia actividad de su receptor especifico. La mayoria de
los agonistas del receptor GABA, son anticonvulsivos potenciales en los modelos de
crisis generalizadas convulsivas (véase tabla 2). A la inversa, los antagonistas del GABA
facilitan la actividad convulsiva. Los farmacos que aumentan {a concentracion endogena
de GABA, ya sea inhibiendo su degradacién o inhibiendo su recaptura, son
anticonvulsivantes, mientras que las drogas que inhiben su sintesis pueden provocar

crisis convulsivas (Brailowsky et al., 1997).

TABLA 2. Farmacos antiepilépticos

Epilepsia parcial Epilepsia generalizada
Hidantoinas-(fenitoina) Hidantoinas-(fenitoina)
Iminostilbenes (carbapazepina) Iminostitbenes (carbapazepina)
Acidos grasos (4cido valpréico) Acidos grasos (4cido valprolco)
Barbitdricos (fenobarbital) Barbituricos (fenobarbital)
Barbitiiricos (primidona) Barbituricos (primidona)
Benzodizepinas Benzodizepinas

Epllepsia generalizada ténico clénica | Epllepsia tipo ausencia
Hidantoinas-(fenitoina) Succinamida (etosuximida)
Iminostilbenes (carbapazepina) Benzodiazepinas
Acidos grasos (&cido valproico)
Barbituricos (fencbarbital)
Barbituricos (primidona)
Benzodizepinas

Farmacos antiepilépticos mas comunes en el tratamiento de cada tipo de epilepsia.

Entre paréntesis se tienen los agentes secundarios.




2.- Modelos animales de Epilepsias

Existen por lo menos tres razones que justifican la utilizacién de modelos
animales de epilepsia en el laboratorio: a) investigar los mecanismos basicos de la
epilepsia, b) probar potenciales drogas antiepilépticas, y ¢) esclarecer los mecanismos

fundamentales de la integracién neuronal normal y la conducta.

Las condiciones de los modelos animales casi nunca reproducen completamente
la epilepsia humana, sin embargo, esto no niega su importancia (véase tabia 3), ya que
estos pueden ser utiles al estudiar los diferentes tipos de epilepsia.

Dentro de los modelos animales de epilepsia encontramos:

TABLA 3. Modelos experimentales de epilepsia

A. Equivalentes epilépticos
1. Parcial
Disparo de neuronas in vitro (Mg™" bajo, NMDA)
2. Generalizada
Tipo convulsiva: Potenciacidn post tetdnica (PTP)
Tipo ausencia: Estimulacion repetitiva de médula espinal de gato.
B. Modelos de epilepsia inducida agudamente (epilepsia reactiva).
1. Parcial
Estimulacion eléctrica
Convulsiones topicas con blogqueo de la inhibicién (penicilina,
bicuculina, picrotoxina, pentilenetretrazol).
Convulsiones tépicas que aumentan la excitacién (carbacol, 4cido
kainico).
2. Generalizada
a). Tipo convulsiva
Crisis méxima con electrochoque
Crisis médxima con drogas convulsivas sistematicas
(pentilentetrazol, alilglicina, bicuculina, 4cido kainico,
barbitaricos, ouabaina, anticolinesterasas, tiosemicarbazidos).
Crisis con flurotil.
b). Tipo ausencia
Estimulacién eléctrica subcortical
Pentilentetrazol sistematico
Penicilina generalizada en felinos
Opioides administracion intracerebroventricular
Gama hidroxibutirato sistematico
Crisis por abstinencia de CO;
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Hipertermia en animales inmaduros
C. Modelos inducidos crénicamente (desordenes secundarios )
1. Parcial
Lesiones por congelamiento
Rebanada cortical parcialmente aislada
Metales (alumintio, cobalto, dcido tungsteno, cloruro férrico)
Acido kainico
Estimulacién eléctrica focal: Kindling
Sindrome de abstinencia al GABA (SAG)
Toxina tetanica
Anticuerpos gangliosidos anti-GM
2. Generalizada
Lesiones epileptogénicas miltiples bilaterales
Lesiones subcorticales
D. Modelos crénicos determinados genéticamente (desordenes primarios)
Mandriles Papio papio
Ratones audiogénicos
Ratas con predisposicion genética a la epilepsia generalizada (GEPR)
Gerbil con predisposicion a crisis
Otros modelos de ratones mutantes (tambaleantes , bamboleantes)
Perros sabueso con crisis epilépticas
Pollos con crisis epilépticas
Ratas Strasbourg

{Adaptada de Engel, 1992).
Se tienen ademés que en algunos de estos modelos de epilepsia se trabaja con

ciertas regiones cerebrales o estructuras que responden de forma diferencial, segin el
modelo.

3.- Neurotransmision GABA¢rgica

E! GABA es el neurotransmisor inhibidor mds comin en el SNC de los
mamiferos, mientras que la glicina, también inhibidora, es neurotransmisor de una
pequefia poblacion de neuronas en SNC y médula espinal. Estudios autoradiograficos han
mostrado que aproximadamente una de cada tres terminales nerviosas en el SN.C. se
marcan después de ser expuestas a GABA marcado y se presume que son GABAérgicas
por naturaleza. (Iversen e Iversen, 1981).

En la mayoria de las regiones del SNC (corteza cerebral, cerebelo, hipocampo vy

médula espinal) se ha encontrado GABA en interneuronas inhibidoras locales de axén
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Hipertermia en animales inmaduros
C. Modelos inducidos cronicamente (desordenes secundarios )
1. Parcial
Lesiones por congelamiento
Rebanada cortical parcialmente aislada
Metales (aluminio, cobalto, dcido tungsteno, cloruro férrico)
Acido kafnico
Estimulacién eléctrica focal: Kindling
Sindrome de abstinencia al GABA (SAG)
Toxina tetanica
Anticuerpos gangliosidos anti-GM|1
2. Generalizada
Lestones epileptogénicas multiples bilaterales
Lesiones subcorticales
D. Modelos crénicos determinados genéticamente (desordenes primarios)
Mandriles Papio papio
Ratones audiogenicos
Ratas con predisposicién genética a la epilepsia generalizada (GEPR)
Gerbil con predisposicion a crisis
Otros modelos de ratones mutantes (tambaleantes , bamboleantes)
Perros sabueso con crisis epilépticas
Pollos con crisis epilépticas
Ratas Strasbourg

(Adaptada de Engel, 1992).
Se tienen ademds que en algunos de estos modelos de epilepsia se trabaja con
ciertas regiones cerebrales o estructuras que responden de forma diferencial, segin el

modelo.

3.- Neurotransmision GABAérgica

El GABA es el neurotransmisor inhibidor mas comun en el SNC de los
mamiferos, mientras que la glicina, también inhibidora, es neurotransmisor de una
pequefia poblacién de neuronas en SNC y médula espinal. Estudios autoradiograficos han
mostrado que aproximadamente una de cada tres terminales nerviosas en €l S.N.C. se
marcan después de ser expuestas a GABA marcado y se presume que son GABAérgicas
por naturaleza. (Iversen ¢ Iversen, 1981).

En la mayoria de las regiones del SNC (corteza cerebral, cerebelo, hipocampo y

médula espinal) se ha encontrado GABA en interneuronas inhibidoras locales de axén
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corto. Existen solo dos vias neuronales que contienen GABA que involucra proyecciones
de ax6n largo de una region del cerebro a otra: las células de Purkinje de cerebelo y sus

proyecciones al niicleo cerebelar y vestibular, y un sistema de neuronas cuyos cuerpos

celulares estan en cuerpo estriado con axones que proyectan a sustancia negra (Iversen e
Iversen, 1981).

El GABA en el cerebro adulto, se sintetiza a partir de la de la descarboxilasa de
dcido glutamico (L-glutamato-1-carboxilasa, GAD), la cual remueve el grupo a-
carboxilo del glutamato para producir GABA y CO2: La GAD requiere fosfato de
piridoxal (FP) como cofactor y su reaccion es irreversible bajo condiciones fisiologicas.

Existen al menos dos isoformas de la enzima, la GADg; y la GADgs, cuya
secuencia de aminodcidos es idéntica en un 65%, son derivadas de dos genes no alélicos
(Bu et al,, 1992), las isoformas de la GAD difieren en antigenicidad, localizacion
subcelular, expresion regional e interaccién con el fosfato de piridoxal, la GADgs es mas
sensible a la presencia del cofactor exégeno que la GADg; (Bu et al, 1992; Kaufman et
al., 1991).

La transaminacién del GABA se cataliza por la accién de una transaminasa, que
utiliza al a-cetoglutarato (este \iltimo también esta en el ciclo de Krebs), como sustrato,
originando como productos el 4cido glutdmico y el semialdehido succinico. La
transaminasa del GABA (GABA-T) también utiliza al FP como cofactor, pero a
diferencias de la GAD, la apoenzima se encuentra firmemente unida y saturada por el
cofactor. El semialdehido succinico (SSA) formado como consecuencia de la accion de
la transaminasa del GABA se oxida bajo el efecto de la deshidrogenasa del semialdehido
succinico (SSADH), io cual da origen al 4cido succinico; esta via metabélica constituye

un corto circuito en el ciclo de Krebs (véase figura 2), (DeLorey y Olsen, 1994).

Como ya se menciono en las sinapsis inhibidoras GABAérgicas, el GABA es
sintetizado por la descarboxilacion del giutamato catalizado por la GAD. Esta enzima
puede estar soluble en el citoplasma de la terminal y alimentar una poza de GABA, el
GABA se libera mediante el mecanismo dependiente de Ca*™. Sin embargo, otra

poblacién de la GAD puede unirse a la membrana presindptica, uniéon que depende de la
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presencia de cationes como el Ca2* o el K*, de tal modo que la liberacién de GABA
ocurre de manera acoplada a su sintesis. El GABA liberado como producto de cualquiera
de estos dos mecanismos puede ser capturado por la terminal o por las células gliales,
mediante un transporte activo que depende de Nat y de Cl-, y es después metabolizado
mediante una reaccién de transaminacion con a-cetoglutarato catalizada por la GABA-T.
En esta reaccién se forman SSA y glutamato, el GABA en la glia puede utilizarse para
formar glutamina, precursora a su vez de glutamato en la terminal (véase figura 2).
(Tapia, 1991).

TERMINAL
INHIBIDORA

GLUCOSA CLUTAMINA

<+~ plutgmihg 39
PYRUVATO i
GLUTAMATQ
CICLO
[»]23
KREBS +-GAD
L
GABA
QLUTAMATO
c°++
GAD ++
L\/. Co N
GABA e
el [_r..l
RECEPYOR
NEURONA POQOSYSINAPTICA

FIG. 2. Esquema neuroquimico del funcionamiento de las sinapsis GABAgrgicas.
Tomado de Tapia, 1991.
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3.1. Receptores

Existen dos clases principates de receptores para el GABA: los receptores
GABA, los cuales pertenecen a la superfamilia de receptores asociados a canal y los
receptores GABAp los cuales son miembros de la superfamilia de receptores acoplados a
la proteina G. Existe un tercer tipo de receptor Hamado receptor GABA( pero debido a su
amplio parecido al receptor GABA,4 se le ha considerado también como una variante de
este receptor, ademads de presentar una localizacion restringida a la retina (McKernan y
Whiting, 1996). Se sabe que el GABA ejerce su accion principal a través del receptor
GABA, (Iversen e Iversen, 1981).

3.1.1. Receptores GABA ,
El receptor GABA,, es de naturaleza ionotropica, es decir esta intimamente

asociado a un canal iénico, de tipo aniénico que permite el paso de Cl*. Cuando se abre
el canal, entra cloro y la neurona se hiperpolariza. Las drogas que funcionan como
antagonistas del receptor GABA 4, son potentes agentes convulsivantes, tal es el caso de la

picrotoxina (Fritschy y Moheler, 1995).
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FIG. 3. Representacion esquemdtica del receptor de GABA, La estructura se
representa con las subunidades o y y yuxtapuestas para formar el sitio de unién a
benzodiazepinas. La subunidad § tiene se encuentra entre dos subunidades de
identidad desconocida. Hasta el momento el arreglo de las 5 subunidades alrededor del
poro se desconoce. Donde existe evidencia se indico los sitios de unién @ GABA y a sus
sitios moduladores en su respectiva subunidad. Tomada de McKernan y Whiting 1996,
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FIG. 4. Modelo de los sitios de unién a GABA.

a) Estructura y regulacién del receptor GABA,

La estructura del receptor GABA, es pentamérica (véase fig. 3 y 4), El
pentdmetro se forma de la combinacidn diferentes subunidades, estas subunidades
forman una familia basada en la similitud de sus secuencias {30-40%) de homologia.
Hasta el momento se conocen 6 clases de subunidades (a, B, v, 9, € y ©), con por lo
menos 17 isoformas codificadas por diferentes genes (véase fig. 5), pero que guardan
cierta homologia (70-80%) en su secuencia de aminoécidos, con la subunidad que las
nombra. Es decir, se conocen 6 diferentes isoformas de la subunidad «; 3 isoformas de la
subunidad B, se tienen 3 isoformas de la subunidad ¥, 3 isoformas de la subunidad a, una
de la subunidad € y una de la subunidad & (Macdonald y Olsen, 1994, Hevers y Litddens,
1998).

La organizacién de las diferentes subunidades, que forman el receptor GABA,
determina las propiedades fisiolégicas y el perfil farmacolégico del receptor; es decir, si
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el receptor esta compuesto sélo de las subunidades a y B se forma el canal de CI', y la
respuesta al GABA de este receptor es antagonizada por picrotoxina. En presencia de
pentobarbital la respuesta al GABA se potencia, sin embargo, no es sensibie a
benzodiazepinas. Para tener la farmacologia completa del receptor GABA,, es necesaria,
la presencia de una subunidad y, ademaés de las subunidades a y B, es asi que el receptor
tendrd completos sus sitios de unién a diferentes agonista y antagonistas (véase tabla 4)
(Mcdonald et al., 1992). El loreclezol es un compuesto desarrollado para el tratamiento
de la epilepsia, su componente anticonvulsivo modula la funcién del receptor GABA,
facilitando su respuesta inhibitoria via un sitio modutador especifico en la subunidad

B (Ashton et al., 1992; Wingrove et al., 1994).

TABLA 4. Agonistas y antagonistas del receptor GABA

Agonistas selectivos Muscimol, GABA
Agonistas competitivos Bicuculina

Antagonistas no competitivos Picrotoxina, PTZ
Blogqueador del canal Penicilina

Agonistas del receptor a Benzodiazepinas Diazepam, Clonazepam
Agonistas inversos del receptor DMCM, fCCM

Agonista inverso del receptor a Benzodiazepinas Flumazenil

Receptor a Barbitaricos Pentobarbital, Fenobarbital
Receptor a esteroide anestdsico Alfaxalona

BCCM: p-carbolina-metil-p-carbolina-3-carboxitate. DMCM: metil-6,7-dimetoxi-4-efil-carbolina.
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30-40% identidad
de AA

subunidades

FIG. §. Clasificacién de las de subunidades del receptor GABA, basada en la secuencia
de identidad del 30 al 40% entre aminodcidos. Cada subunidad tiene una o seis
variantes que comparten del 70 al 80% de identidad. La subunidad & recientemente
descrita al parecer ensambla con las subunidades o« y B, sin embargo, no hay mucha
informacién al respecto (Tomada de Hevers y Liddens., 1998).

b) Estructura general de las subunidades del receptor GABA ,

Como se puede ver en la figura 6 cada una de las subunidades del receptor
GABA, presentan:
a) una cadena peptidica larga, con el amino terminal y el carboxilo terminal extracelular;
b) 4 dominios transmembranales nombrados (M1-M4); ¢) una asa peptidica larga
intracelular, localizada entre M3 y M4, que representa mas del 20% de la masa total de
una subunidad tipica del receptor GABA, d) dos residuos de cisteina conservados,
separados por 13 residuos, en esta asa larga; €) un sitio de fosforilacion consenso en la
asa citopldsmica larga; f) un sitio consenso para N-glucosilacion en la region amino

terminal (Whiting et al., 1995).
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La subunidad y, presenta una diversidad adicional, expresada como 7,5 (corto) y
Y21, (largo). v es idéntica a y,5 a excepcion de la adicién de un octapéptido, en la asa
intracelular larga, el cual tiene una secuencia de aminodcidos consenso para la

fosforilacion de PKC.
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FIG. 6. Secuencia genérica de |a proteina de la subunidad a1 del receptor GABA, y su
estructura topologica. La terminal amino (NH2) representa et residuo 1; las secuencias
10 y 100 representan posibles sitios en glicolisacion por asparagina; en os residuos 138
y 152 se representa un puente de cisteina conservado en todas fas proteinas de las
subunidades del receptor. La terminal COOH localizada en el residuo 428, se encuentra
al igual que la terminal amino en la region extracelufar. Los aminoacidos localizados en
todos los genes se representan por los puntos blancos, aquellos encontrados en dos o
mas tipos se representan en azul, los idénticos a todas subunidades o se encuentran en
negro y los aminodcidos variables en todas subunidades estan en rojo. El mayor grado
de variabilidad en la familia genética se localiza en el asa citoplasmica localizada entre
M3 y M4. Tomada de MacDonal y Olsen 1994,

Las diferentes subunidades del receptor GABA 4 tienen en comun la caracteristica
de poder ser glucosiladas en los residuos de asparaginas que se encuentran orientados
hacia sus extremos amino terminal (NH2), extracelular. Este contiene 4 regiones
transmembranales y 4 regiones hidrofébicas que cruzan la membrana, que se han

denominado como dominios M1, M2, M3, y M4. El dominio M2 participa en la
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formacién del revestimiento del canal de Cl*. En cada subunidad se han localizado dos
asas que estan orientados hacia el citoplasma.

Fritschy y Moéhler (1995) reportan que para que un receptor GABA, sea
completamente funcional se requiere de la coexpresion de alguna de las isoformas de las
subunidades a, B y v.

Como se puede ver, los receptores GABA, son altamente heterogéneos. Su
heterogeneidad se debe principaimente a la existencia de tantas combinaciones de
subunidades, que como se ha visto presentan una distribucién diferencial en tipos
celulares y en regiones cerebrales, estas caracteristicas se asocian a respuestas

diferenciales ante ligandos tales como agonistas, antagonistas, agonistas inversos a

benzodiazepinas, esteroides, barbituricos, etanol y bloqueadores del canal de Cl-. La

diferente combinacion de subunidades también lleva a una diversidad en las propiedades

del canal de Cl- (tales como subconductancia y diferentes tiempos de apertura), asi como

la interaccion alostérica entre subunidades y la eficacia en la transduccion de la seiial

entre la unidn al ligando y la apertura del canal de Ci-.

¢) Distribucién de las subunidades del receptor GABA ,

Estudios de inmunoreactividad revelan una extraordinaria heterogeneidad en la
distribucion de las subunidades del receptor GABA, como se ve en los cambios bien
marcados en la inmunoreactividad entre una bien definida citoarquitectura y otra; en las
pronunciadas diferencias en la distribucién celular de las subunidades entre varios tipos
de neuronas (véase tablas 5 y 6), esto es, neuronas funcional y farmacologicamente
diferentes se caracterizan por un repertorio de subunidades del receptor GABA, (Fritschy
y Mohler, 1995).
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cerebral por inmunocitoguimica,

Poblacién neuronal Subunidades
localizadas
Cerebelo
-células de Purkinje al/B2,3/42
-células granulares al/B2,3/v2/5
-célutas de Golgi tipo 1l o2/o3/fy2
Corteza cerebral
interneuronas al/B2,3/v2/d
Bulbo olfatorio ol/a2/B2,3/42
-celulas de axén corto o2/a5/5
-células periglomerulares al/a3/B2,3/42
-Células mitrales y empenachadas a2/B2,32
-células granulares o3/B2,3M2
a5/B2,3/y2
Hipocampo
-células piramidales o2/p2,3/42
as/p2,3/2
-interneuronas al/B2,3/v2/8
Amigdala
nicleo amigdalino central o2/a3/B2,3v2/
nucleo basolateral/basomedial o2/a3/B2,3/v2/

Por inmunocitoquimica, (adaptada de Fritschy y Méhler, 1995).

Sin embargo, se sabe poco acerca de la composicion completa de las subunidades
del receptor GABA, nativo expresado en las diferentes regiones cerebrales y los
diferentes tipos celulares ya que los estudios de las combinaciones de subunidades del
receptor GABA, se realizan principalmente en sistemas heteroldégos como son: docitos
de xenopus laevis y cultivos celulares de mamiferos e insectos.

Los resultados de estudios de hibridacién in situ confirman la heterogeneidad del
receptor ya que la expresion de los RNAm de las subunidades varfa en cada regién
cerebral y en cada tipo celular. Algunas regiones expresan gran cantidad de RNAm de
subunidades como es ¢l caso de las células granulares del gire dentando, el cual expresa
toda la variedad de RNAm de subunidades del receptor GABA, a excepcion de la
subunidad a6. Sin embargo, la expresion de los RNAm de las subunidades no garantiza
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su transcripcion a péptido ni tampoco su ensamble en un receptor GABA, maduro. Otra
limitacion de estos estudios es que revelan, por ejemplo que, las células granulares de
cerebelo expresan al, a6, B2, y2, y 8, pero no se puede saber la localizacién exacta de
estas subunidades en cada célula granular, es decir si todas las células expresan todas las
subunidades o si esta distribucién varia en cada célula granular (De Blas, 1996).

Tabla 6. Muestra los RNAm del receptor GABA 4 detectados en diferentes estructuras

cerebrales:
—-— ]

Tipo celular RNAm
Cerebelo
células estreiladas/encanasta al, (a3), B2, y2
células de Purkinje al, P2, 83,72
células granulares al, (ad), a6, (B1), B2, B3, 2, (¥3), 3
Butbo Olfatorio
células mitrales al, (a3), Bl, B2, B3,y2
células empenachadas al, (a2, al), B2, B3, y2
células de axon corto al, B2
células granulares internas a2, (a3), ad, a5, B3, 3, (11, 12, 13)
células periglomerulares (02, o3, ad), B2, B3, (¥1, 12, 713, 8)
Corteza cerebral
capas |-l al, a2, a3, ad, (a5), (B1), B2, B3, (v1),v2,73, 8
capa IV al, a2, a3, ad, (a5), (B1), B2, B3, (1), v2, ¥3, (8)
capas V-Vi al, a2, a3, a4, oS, P1, B2, B3, (v1), ¥2, 73, (8)
Hipocampo
CA1 células piramidales al, a2, (a3), o4, as, B, B2, B3, Y1, ¥2, (¥3, )
CAS células piramidales al, a2, (a3), o4, as, B1, B2, 83, 71, v2, (v3, 8)
Giro Dentado céluias al, a2, a3, ad, as, B1, B2, B3, 71, ¥2, (¥3), &
granulares
Amigdala
nuclec amigdalino central (al), a2, (a3), (0d), B1, B2, B3, v1,v2, (¥3)
nucleo amigdalino medial (al), a2, a3, a4, B1, B2, B3, 1, ¥2
nucleo amigdalino lateral al, 02, a3, ad, (as), B1, B2, B3, (v1), ¥2, (¥3)

Las subunidades entre paréntesis presentaron menor marca.
Adaptada de Laurie et al., 1992; Wisden et al. 1992).

La subunidad € descrita recientemente parece encontrarse coensamblada con las
subunidades o y B sin embargo, aiin no se tiene suficiente informacién de su exacta

localizacién (Hevers y Liiddens, 1998).
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Experimentos recientes utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa
conocida generalmente como PCR y mediciones electrofisiologicas indican que
diferentes combinaciones de subunidades pueden localizarse en una sola célula formando
diferentes receptores GABA,.

De Blas (1996) estudi6 las diferentes combinaciones de subunidades de receptor

GABA, nativo cerebelar, encontrando que muchas de estas combinaciones nativas no

pueden ser reproducidas in vitro.
d) Fosforilacién del receptor GABA

El asa principal que conecta a los dominios M3, y M4 de todas las subunidades
contiene algunos residuos de serinas que pueden ser fosforilados por cinasas de proteinas
(Las cinasas se pueden clasificar de acuerdo al aminoAcido al cual estas enzimas unen
covalentementemente el grupo fosfato: se conocen las cinasas de proteinas de serina,
treonina o tirosina). La mayoria de las fosforilaciones de proteinas ocurre en residuos de
serina (mas del 95%), una pequefla cantidad sobre residuos de treonina (3 al 4%) y muy
poca (menos del 1%) en residuos de tirosina (Nestler y Greengard, 1994).

La fosforilacién neurotransmisores s un mecanismo comun én la regulacién de
la funcién receptores. En esta reaccidn las cinasas de proteinas catalizan la transferencia
de una molécula de fosfato del ATP a residuos de serina, treonina o tirosina de un
receptor, esta transferencia puede modificar la carga y/o conformacién del receptor y
regular su funcion. La fosforilacién de un receptor es reversible por la actividad de
proteinas fosfatasas, puede ocurrir rdpidamente o puede resultar en un cambio
prolongado en la funcién del receptor. Esta modificacién podria jugar un papel
importante en los cambios a corto y largo plazo en la transmision sindptica (Raymon et
al., 1993).

Al igual que las otras familias de receptores asociados a canal, la funcién del
receptor GABA, puede ser modulada por reacciones de fosforilacién. Un analisis de las
secuencias de las subunidades del receptor revela que en la asa peptidica intracelular
larga se localizan sitios consenso para la fosforilacion de proteina cinasa A (PKA), en las
siguientes subunidades: a3, a4, a6, B1, B2, B3, v1, v2, y y3. Por otra parte la proteina

cinasa C (PKC) tiene sitios consenso en todas las subunidades, asi mismo para tirosina
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cinasa existen sitios susceptibles a fosforilacién en las subunidades: y1, y2, vy y3 de
células humanas (Stelzer et al., 1988).

Todas las subunidades y tienen sitios consenso de fosforilacién de cinasas de
tirosina (véase tabla 7). Un péptido sintético que contiene la secuencia de v, Ser343
puede ser fosforilado por la proteina cinasa dependiente de calcio/calmodulina tipo I
(CaM Kl1), asi como por la PKC (Machu et al., 1996).

TABLA 7. Sitios consenso conservado para la fosforilacién del receptor GABA,.

Subunidad Secuencia consenso Cinasa

1 405 RRRA;QLK 412 PKA, CaM Klil, PKG, PKC
B2 406 RRRASQLK 413 PKA, CaM Kl], PKG, PKC
B3 405 RRRSSQLK 312 PKA, CaM KlI, PKG, PKC
vl 369 EDDYGYQC 377 PDGF receptor
v2L./y2S 324 RKP§KDKD 341 PKA, PKC, CaM Kll
y2L/y25 345 IRPRSATI 351 PKA, CaM Kil, PKG
y2L/y25 362 DEEYGYCE 369 PDGF receptor
y2L 348 LLRMFSFK 345 PKA, PKC, CaM K|
3 330 RKPTIRKK 338 PKA, PKC, PKG, CaM KiI
ab KKRISSLT PKA, PKG, CaM Kil

Sitios de fosforilacion consenso conservado en el dominio intracelular de receptores GABA, en
murinos, ratas, bovinos y humanos. Los sitios de fosforilacion serina, treonina o tirosina
supuestos estan subrayados (Leidenheimer, 1996),

e) Cambios en la expresién del receptor GABA,

La expresién de las subunidades del receptor GABA, se puede modificar de
forma selectiva y este puede ser un importante mecanismo que participe en ciertas
afecciones neurolégicas. Después de 6 y 12 horas de la administracién de acido kainico
se presenta en hipocampo un decremento del 25-50% en la expresién del RNAm de las
subunidades a2, a3, oS, B1, B3, y2 y §, y un incremento (50%) en la expresién de
RNAm de las subunidades ¢ a4, B2 (Tsunashima et al., 1997).

Sin embargo, las modificaciones en la expresién de los RNAm no es irreversible,
ya que después de 7 y 30 dias de la administracién de acido kainico los RNAm de las
subunidades o2, a4, B3 y y2 recobraron sus valores control, mientras que las demas

subunidades que permanecieron modificadas (Tsunashima et al., 1997).
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Estos datos sugieren un cambio répido en la expresion de los RNAm que
codifican para diferentes subunidades del receptor GABA, en ciertas é4reas del
hipocampo seguido por un aumento permanente en los mensajeros que codifican para
diversas subunidades del receptor, indicando un cambio en la inhibicion GABAérgica de
larga duracion

Por otra parte se ha observado que después del tratamiento crénico con diazepan
(3 semanas), se presenta una modificacion en la expresién de los RNAm de las
subunidades del receptor GABA, al igual que con é4cido kainico, siendo esta
modificacién diferencial en cada estructura del SNC. Estos cambios indican que el
receptor presenta una respuesta adaptativa a la exposicién cronica a diazepam y que estos
cambios son reversibles ya que 48 horas después del tratamiento con diazepam los
niveles de los RNAm recuperan sus valores control (Wu et al., 1994).

En otro estudio (Impagnatiello et al., 1996) se administré diazepam en forma oral
por 14 dias, después de los cuales se encontré que Ia corteza motora es la estructura que
presenta mas cambios observandose en la expresién del RNAm de la subunidad al del
42% y de las subunidades ¥2S y y2L del 42% y 20% respectivamente, mientras que la
subunidad a5 presenta un aumento del 30%. En hipocampo solo la subunidad al
present6 una reduccién del 20%, mientras que estructuras como estriado, bulbo olfatorio,
cerebelo o corteza somatosensorial no presentaron cambios significativos, y en las
estructuras que cambio la expresion de los RNAm estos retornaron a sus valores control
después de 72 horas.

Efectos similares se pueden ver en estudios de inmunoreactividad en hipocampo,
después de 2 y 7 dias de la inyeccion de 4cido kainico se encontré un decremento en la
expresion de las subunidades al, a2, a5, 1, B3, y2 y v4 del receptor GABA, en CAl
mientras que CA3 mostr6é un incremento en la expresion de las subunidades a2, a5, B3,

¥2 y 3 (Schwarzer et al., 1997).

3.1.2. Receptores GABAp
El receptor GABAg pertenece a la superfamilia receptores acoplados a proteinas

G, los receptores GABAg activan al menos 4 diferentes mecanismos: inhibicién de la
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adenilato ciclasa, estimulacién de Ia fosfolipasa A (la cual potencia la formacion de
AMPc por otros sistemas receptores, por la via del dcido araquidénico), incrementa la
conductancia de la membrana a K+ (activacion de un canal de K+) e inhibicién de la
conductancia de los canales de Ca’" voltaje dependiente de membrana. Todas estas
respuestas estan mediadas a través del acoplamiento de las proteinas G sensibles a toxina
pertusis (Feldman et al., 1997).

3.2. GABA y epilepsia.

Desde el punto de vista de la transmisién sindptica, la epilepsia ha sido
considerada tanto como un trastorno de la inhibicién (por deficiencia), como de la
excitaciéon (por exceso); sin embargo, la complejidad de la epilepsia incluye ambos
sistemas. En el ambito de los neurotransmisores inhibidores, GABA, tiene un papel
primordial en el fendmeno paroxistico; la disminucién de este aminodcido a nivel de los
receptores o de su sintesis se halla asociada a la presencia de focos epileptogénicos o

convulsiones.

4.- Estructuras cerebrales relacionadas con la epilepsia:

corteza, bulbo olfatorio, cerebelo, amigdala e hipocampo.

Corteza cerebral:

La corteza cerebral en mamiferos es la estructura mas grande del cerebro, es
conocida también como neocorteza que indica es la estructura mas reciente en la escala
evolutiva, esta formada por seis capas celulares que se pueden apreciar en todos los
mamiferos. La capa I no tiene células piramidales o estrelladas y en general casi no
contiene neuronas. La capa IV es la unica que tiene células estrelladas y estas constituyen
€l 75% de las neuronas totales en esta capa. En las capas restantes las células piramidales
constituyen el 70-80% de la poblacién. Las neuronas lisas (smooth) se distribuyen
proporcionaimente de la capa II a la V1 y constifuyen el 20% de las células (Gabbott y
Somogyi, 1986).

En las diferentes capas de la neocorteza el receptor GABA, (sitios de unién a
muscimol H?) presenta un patrén de distribucién muy similar a encontrado en los sitios
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adenilato ciclasa, estimulacién de la fosfolipasa A (la cual potencia la formacién de
AMPc por otros sistemas receptores, por la via del 4cido araquidénico), incrementa la
conductancia de la membrana a K+ (activacion de un canal de K+) e inhibicién de la
conductancia de los canales de Ca’" voltaje dependiente de membrana. Todas estas
respuestas estan mediadas a través del acoplamiento de las proteinas G sensibles a toxina

pertusis (Feldman et al., 1997).
3.2. GABA y epilepsia.

Desde el punto de vista de [a transmisién sindptica, la epilepsia ha sido
considerada tanto como un trastorno de la inhibicién (por deficiencia), como de la
excitacion (por exceso); sin embargo, la complejidad de la epilepsia incluye ambos
sistemas. En el 4mbito de los neurotransmisores inhibidores, GABA, tiene un papel
primordial en el fendmeno paroxistico; la disminucién de este aminoacido a nivel de los
receptores o de su sintesis se halla asociada a la presencia de focos epileptogénicos o

convulsiones.

4.- Estructuras cerebrales relacionadas con la epilepsia:

corteza, bulbo olfatorio, cerebelo, amigdala e hipocampo.

Corteza cerebral:

La corteza cerebral en mamiferos es la estructura mas grande del cerebro, es
conoctda también como neocorteza que indica es la estructura mas reciente en la escala
evolutiva, esta formada por seis capas celulares que se pueden apreciar en todos los
mamiferos. La capa I no tiene células piramidales o estrelladas y en general casi no
contiene neuronas. La capa [V es la inica que tiene células estreliadas y estas constituyen
el 75% de las neuronas totales en esta capa. En las capas restantes las células piramidales
constituyen el 70-80% de la poblacion. Las neuronas lisas (smooth) se distribuyen
proporcionalmente de la capa IT a la VI y constituyen el 20% de las células (Gabbott y
Somogyi, 1986).

En las diferentes capas de la neocorteza el receptor GABA, (sitios de union a
muscimol H*) presenta un patrén de distribucién muy similar a encontrado en los sitios
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de union a L-glutamato, esto es presentan mayor densidad en las capas 11 y 1II. La co-
distribucion de los receptores GABA, y los sitios de unién a L-glutamato es un rasgo
constante encontrado tanto en cerebros humanos como cerebros de rata y esta co-
distribucion podria reflejar un requerimiento funcional basico de las estructuras
distribuidas de forma similar permitiendo asi la excitacién y la inhibicién neuronal
(Zilles y Wree, 1995).

Bulbo Oifatorio:

En la ontogenia de las modalidades sensoriales el sistema olfatorio es uno de los
primeros en aparecer antes que €l visual o el auditivo.

La informacion de las moléculas odoriferas la traducen las neuronas olfatorias
receptoras (ORN), estas neuronas de primer orden se localizan en el epitelio olfatorio
dentro de la cavidad nasal. Los axones de las ORN se extienden al nervio olfatorio para
terminar sindpticamente en el bulbo olfatorio (BO). El BO tiene dos neuronas de salida,
las células mitrales y las células empenachadas, las cuales lievan la informacion olfatoria
a estructuras olfatorias de alto orden y a otros sistemas cerebrales; en estas sinapsis el
principal neurotransmisor liberado es el GABA. El relevo de la nariz a las células
mitrales y empenachadas esta fuertemente regulado por circuiteria intrabulbar local y por
entradas del BO que vienen de otras partes del cerebro. Estructuras olfatorias de alto
orden envian sus blancos & las células mitrales y empenachadas, entre estas estructuras se
encuentran: el nicleo olfatorio anterior, la corteza piriforme, el tubérculo olfatorio, la

corteza entorrinal y algunos nicleos amigdalinos (Shipley et al., 1995).
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FIG: 7. Corte histologico del bulbo olfatorio principal de rata y esquema de la
distribucion celular en las diferentes capas celulares, correspondientes al corte
histologico. CNQ, capa de los nervios olfatorios; CG, capa glomerular, CPE, capa
plexiforme externa; CCM, capa de las células mitrales;, CPi, capa plexiforme interna,
CGr, capa granulosa. no, nervio olfatorio; pg, célula periglomerular, e, célula
empenachada; m, célula mitral y g, célula granulosa.

El BO es una extensién del cerebro anterior recibe todas las entradas de las
neuronas sensoriales olfatorias y envia sus eferencias directamente a la corteza olfatoria.
El bulbo tiene estructuras laminares distintas, conteniendo diferentes tipos celulares. Los
axones del BO se agrupan en racimos, llegan a regiones del neuropilo llamadas
glomérulos y asi entran a la superficie del bulbo. La formacién de glomérulos olfatorios
es uno de los mds claros ejemplos en el cerebro del agrupamiento de elementos
neuronales y sinapsis (Shepherd y Greer, 1990).

Un rasgo notable de las neuronas sensoriales del BO es que continuamente se
estan reemplazando por nuevas células en el epitelio durante toda la vida adulta. La
especificidad de las conexiones sindpticas en los glomérulos se lievan a cabo a pesar del

constante remodelamiento debido al intercambio de terminales sensoriales. Este es uno
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de los pocos ejemplos de la génesis de neuronas que forman conexiones sindpticas en el
sistema nervioso central en mamiferos adultos, sin embargo, las bases moleculares de
esta propiedad permanecen desconocidas (Shepherd y Greer, 1990).

Ademas BO es una estructura en la que se puede inducir epilepsia por medio de
una microinyeccién de acido kainico (Araki et al., 1995), es una de las estructuras que
responden mds rapido en el modelo de kindling, y en ambos modelos la epilepsia
producida es muy similar a la que se genera en hipocampo y amigdala.

Se sabe que las células periglomerulares y granulares, asi como sus dendritas
contiecnen la GAD, enzima que sintetiza GABA. (Ribak et al.,, 1977). Ademas en las
sinapsis dendrodendriticas de las células granulares, mitrales y empenachadas el
neurotransmisor liberado es el GABA (Shepherd y Greer, 1990).

E! BO esta conectado con las estructuras limbicas. El BO proyecta a la corteza
piriforme, la amigdala, el nucleo olfatorio anterior, hipocampo y a la corteza entorrinal.
Estas estructuras componen la red compleja del sistema limbico (Araki et al., 1995).
Amigdala:

El término amigdala se origina de la palabra griega almendra, debido a la su
forma oval. El complejo amigdalino ocupa un lugar importante en el Sistema Nervioso
Central debido a su participacién en la modulaciéon de las funciones endocrinas,
mecanismos efectores viscerales y patrones complejos de conducta integral tales como,
defensa, ingestion, agresion, reproduccion y aprendizaje.

Tradicionalmente la amigdala se ha dividido en los grupos corticomedial y
basolateral. Sin embargo, con base en la citoquimica y la conectividad la amigdala se ha
dividido en amigdala olfatoria, grupo amigdalino medial, grupo amigdalino basolateral y
grupo amigdalino central (De Olmos et al., 1985).

La amigdala olfatoria se caracteriza por tener entradas directas del bulbo olfatorio
y conexiones reciprocas con otras dreas que reciben entradas olfatorias. Ademés de
aferentes del bulbo olfatorio principal, todos los nicleos de la amigdala olfatoria reciben

aferentes de la corteza piriforme, corteza entorrinal, locus coeruleus y nicleo det rafe.
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Todos los nuicleos del grupo amigdalino medial tienen los mayores eferentes, con
proyecciones hacia diversos blancos extra-hipotalamicos, tdlamo medio-dorsal, nicleo
peripeduncular y a blancos en la formacion reticular y tegmental (De Olmos et al., 1985).

El complejo amigdalino basolateral se distingue por tener un gran nimero de
conexiones reciprocas con la corteza asf como con las eferentes del estriado. Todos los
nicleos de este grupo amigdalino reciben aferentes de la corteza piriforme, corteza
insular, y corteza prelimbica. Mientras que solo el niicleo basolateral tiene proyecciones
que regresan a la corteza piriforme, todos los nicleos del grupo amigdalino basolateral
tienen proyecciones que regresan a la corteza insular agranular y a la corteza prelimbica.
Todos los micleos del grupo amigdalino basolateral proyectan a la corteza entorrinal (De
Olmos et al., 1985).

Et grupo amigdalino central esta compuesto principalmente del nicleo
amigdalino central, su extension con la sustancia innominata sublenticular y la divisién
lateral de niicleo de 1a base de la estria terminal. El grupo amigdalino central recibe una
gran variedad de aferentes corticales que nos son reciprocas (De Olmos et al., 1985).

La amigdala y los sitios mas relacionados con esta, responden mas rapido y de
forma mas efectiva al kindling que otras estructuras (Goddard et al., 1969).

Hipocampo:

Su nombre se origina del griego (hippo=caballo, Kampus=mounstro marino) por
su parecido al caballito de mar. El hipocampo es una estructura cilindrica cuyo eje
longitudinal forma un semicirculo alrededor del talamo. El hipocampo puede dividirse en
cuatro regiones llamadas CA1l, CA2, CA3 y CA4 (su nombre deriva del Latin Cornu
Ammon o cuemno de Ammon). Por su parte Cajal lo divide en regién superior y regién
inferior. El giro dentado, el subiculum y la corteza entorrinal integran la formacioén
hipocampal o regién hipocampal. CAl y CA3 constituyen la mayoria del hipocampo,
CA2 es una region pequefia y no se encuentra en algunas especies por lo que es ignorada.
El 4rea entre el giro dentado y el estrato granuloso de CA3 se llama la region hilar,
polimérfica o hilus (Brown y Zador, 1990).
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FIG: 8. Esquema de la distribucién celular en el hipocampo. Los numeros indican las
diferentes capas celulares.

Algunas de las principales vias del hipocampo son: 1a via perforante, originada en
la corteza entorrinal; las fibras musgosas que conectan a las células granulares del giro
dentado con las células piramidales de CA3; las colaterales de Shaffer, donde los axones
de las células piramidales de CA3 hacen sinapsis con las células piramidales de CAl; las
conexiones comisurales. Las conexiones excitatorias recurrentes entre las células
piramidales de CA3 y de CAl; Circuito inhibitorio, las células inhibitortas excitadas por
células piramidales colaterales locales o por fibras aferentes o ambas (Traub y Miles,
1991), (Véase fig. 8).

El GABA es el principal neurotrasmisor liberado por interneuronas inhibidoras en
el soma y dendritas de las células piramidales y granulares. La accién del GABA depende
de la clase de receptor postsinaptico con el que interactue (Janigro y Shwartzkroin,
1988).

El hipocampo se asocia cominmente a la epilepsia del l6bulo temporal, es
ademds en esta estructura y en la amigdala donde se ha estudiado ampliamente el
kindling.

Cerebelo:
El cerebelo es una regién distinta del cerebro, su nombre deriva del diminutivo de

la palabra cerebrum. Para los primeros anatomistas el cerebelo era otro cerebro pequefio.
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El cerebelo ha tenido una enorme elaboracion a través de la evolucién, mas que
cualquier otra region del SN.C. incluido el cerebro. El cerebelo ha conservado su
estructura neuronal inicial casi invariable a través de la evolucion en vertebrados, esto es
lo que cambio fue su tamafio no sus interacciones (Llinas y Walton, 1990),

La corteza cerebelar esta constituida de 4 tipos neuronales principalmente: células
granulares, células de Purkinje y dos tipos de interneuronas inhibidoras, las células de
Golgi y las células estrelladas/células de canasta. La corteza recibe tres aferentes
cerebelares adicionales: las fibras musgosas, las fibras trepadoras, que son excitadoras; y
las aferentes colinergicas y monoaminergicas difusamente organizadas (Voogd y
Glicktein, 1998).
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FIG: 9. Esquema de la distribucidén celular en cerebelo, muestra dos vistas: un corte
transversal y un sagital. mol. capa molecular, PC: capa de las celulas de Purkinje; gr:
células gromerutares. Ft: fibras trepadoras.

Las células granulares son pequefias, estas neuronas glutamatergicas son las mas

numerosas en cerebelo y el cerebro en total. Las células de Purkinje son grandes
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neuronas GABAérgicas, las cuales son la tnica salida de la corteza cerebelar, sus axones
mielinizados hacen contacto con neuronas del nicleo cerebelar y ciertos niicleos del
cerebro anterior. Las células de Golgi permiten la comunicacién retrograda (feed-
backward) inhibicion a las células granulares (Véase fig. 9). La colocalizacion de GABA
y glicina y las diferencias en su localizacién, morfologia y sus caracteristicas
neuroquimicas distingue las céiulas de Golgi de las células estrelladas/células de canasta,
las cuales son Gnicamente interneuronas GABAérgicas localizadas en la capa molecular,
por lo que esta capa permite la inhibicion de las células de Purkinje {(Voogd y Glicktein,
1998).

5.- El sindrome de abstinencia al GABA (SAG)
5.1, Introduccién al SAG

El sindrome de abstinencia al GABA (SAG), es un modelo de actividad epiléptica
focal el cual se caracteriza por signos electroclinicos de epilepsia como consecuencia de
la suspension de la infusién intracerebral de GABA en animales que han recibido el
aminoacido de forma crénica. Este fené6meno se observé inicialmente en mandriles papio
papio que son genéticamente fotosensibles y posteriormente en ratas epilépticas, donde
se mostrd que la interrupcidn de la infusién intracortical crénica (7 dias) de GABA, se
asocia a un estado de hiperexcitabilidad cerebral caracterizado por la presencia de
descargas paroxisticas originadas en el area infundida. (Brailowsky et al., 1987; 1988;
1991; Fukuda et al., 1987).

Se ha podido inducir el SAG, después de infusiones unilaterales de GABA, a
nivel de la corteza cerebral en ratas in vivo (Brailowsky 1987; 1988; 1991), e hipocampo
in vitro (Garcia Ugalde et al, 1992). También se ha podido producir SAG en estructuras
del sistema limbico (amigdala € hipocampo). Sin embargo, el SAG que se produjo en
estas estructuras {infusiones de GABA de 100ug/ul con un flujo de pl/h) no duré mds de
10 horas, ademéds la actividad paroxistica se limitd al 4rea de infusién sin propagarse
contralateralmente o a otras estructuras(Le Gal La Salle et al., 1988).
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neuronas GABAérgicas, las cuales son la Unica salida de la corteza cerebelar, sus axones
mielinizados hacen contacto con neuronas del nicleo cerebelar y ciertos nucleos del
cerebro anterior. Las células de Golgi permiten la comunicacién retrégrada (feed-
backward) inhibicion a las células granulares (Véase fig. 9). La colocalizacién de GABA
y glicina y las diferencias en su localizacién, morfologia y sus caracteristicas
neuroquimicas distingue las células de Golgi de las células estrelladas/células de canasta,
las cuales son Unicamente interneuronas GABAérgicas localizadas en la capa molecular,
por lo que esta capa permite la inhibicion de las células de Purkinje (Voogd y Glicktein,
1998).

5.- El sindrome de abstinencia al GABA (SAG)
5.1. Introduccién al SAG

E! sindrome de abstinencia al GABA (SAG), es un modelo de actividad epiléptica
focal el cual se caracteriza por signos electroclinicos de epilepsia como consecuencia de
la suspensiéon de la infusidn intracerebral de GABA en animales que han recibido el
aminoécido de forma crénica. Este fenoémeno se observé inicialmente en mandriles papio
papio que son genéticamente fotosensibles y posteriormente en ratas epilépticas, donde
se mostrd que Ia interrupcion de la infusién intracortical cronica (7 dias) de GABA, se
asocia a un estado de hiperexcitabilidad cerebral caracterizado por la presencia de
descargas paroxisticas originadas en el drea infundida. (Brailowsky et al, 1987, 1988;
1991; Fukuda et al., 1987).

Se ha podido inducir el SAG, después de infusiones unilaterales de GABA, a
nivel de la corteza cerebral en ratas in vivo (Brailowsky 1987; 1988; 1991), e hipocampo
in vitro (Garcia Ugalde et al, 1992). También se ha podido producir SAG en estructuras
del sistema limbico (amigdala e hipocampo). Sin embargo, el SAG que se produjo en
estas estructuras (infusiones de GABA de 100ug/u! con un flujo de pi/h) no duré mds de
10 horas, ademas la actividad paroxistica se limit6 al 4rea de infusién sin propagarse
contralateralmente o a otras estructuras(Le Gal La Salle et al., 1988).
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5.2. Patrones EEG del SAG

Durante el SAG, se observan tres tipos de patrones electroencefalograficos(véase
fig. 6): el patrén I, constituido por actividades en forma de espiga onda tnica, de 200 a
700 uV de amplitud. El patrén tipo II, conformado por elementos en forma de espigas
onda seguidos de poliespigas de alta frecuencia. El patrén III formado por trenes de
espigas que se propagan a las dreas homologas del hemisferio contralateral. En la
mayoria de los casos, el SAG se inicia con el patrén I, el cual predomina también a partir
del segundo dia y hasta el final de las descargas paroxisticas. Los patrones Il y III se
observan en general entre la primera y la cuarta hora de iniciado el SAG y son raros
después de 12 horas (Véase fig. 10). El final del SAG, que puede durar varios dias, se
anuncia por la desaparicién de la actividad eléctrica anormal durante la vigilia y el suefio
de movimientos oculares rapidos, y su presencia se cuantifica solamente durante el suefio

de ondas lentas (Brailowsky, 1991; 1992).
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FIG. 10. Patrones electroencefalogréficos (EEG) del SAG en corteza somatomotora de
rata. En cada trazo superior se tiene el registro de la corteza izquierda y cada trazo
inferior el registro de la corteza derecha. El GABA se infundio en la corteza izquierda. El
registro EEG inferior se acorto 12 segundos. Tomado de Brailowsky et al., 1990.

5.3 Latencia y duracién del SAG.

En diversos estudios se ha comprobado la aparicién del SAG, después de
infusiones unilaterales de GABA, a nivel de la corteza cerebral y del sistema limbico en
rata. El SAG limbico, tanto a nivel del hipocampo como de la amigdala, es menos
duradero que el cortical. En ambas estructuras éste nunca persiste por mas de 12 horas
(con infusiones de GABA de varios dias y a concentraciones de 100pg/pl), sin embargo,
el sistema limbico muestra una susceptibilidad extrema a los efectos de la estimulacién
gléctrica (Kindling), (Goddard et al, 1969). Estos hallazgos muestran que la
susceptibilidad a la epileptogénesis varia de acuerdo a la estructura cerebral asi como al

estimulo desencadenante, es decir al modelo de epilepsia; (Brailowsky, 1991).
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Por otra parte la latencia y duracion del SAG, muestran una relacién inversa al
tiempo de infusién de GABA en corteza cerebral, por ejemplo con infusiones cortas (6
horas) se producen SAGs de mayor duracién y latencias mayores. En animales que
recibieron GABA por 6, 12 y 24 horas las descargas epilépticas duraron de entre 90 y 170
horas, mientras que las latencias para la aparicién del SAG fueron de entre 50 y 60
minutos en promedio. Sin embargo, las ratas tratadas con GABA por més de un dia (3, 5,
7 y 14 dias) mostraron latencias de 10 y 25 minutos y las descargas epilépticas no
duraron mas de 80 horas (Brailowsky et al., 1988; 1991). (Véase fig. 11).
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FIG. 11. Relacion entre el tiempo de infusién intracortical de GABA (indicado en las
abscisas) y la latencia (eje de la izquierda) y la duracién (eje de la derecha) del SAG.
Cada barra indica {a media error estdndar y el nimero de animales. Tomado de
Brailowsky, 1981,

5.4. Alteraciones histologicas, metabdlicas, electro-clinicas

y farmacol6gicas que se presentan durante el SAG.

Histolbgicas

El analisis histologico del SAG muestra cambios locales, tanto & nivel del sitio de
infusién como en aquellas estructuras que reciben proyecciones de la zona cortical
infundida. A nivel local se encontré una despoblacién neurono-glial en las dreas més
proximas a la cénula de infusién. En las zonas més lejanas se aprecia una zona de gliosis

(solo en casos de actividad paroxistica duradera), visible con la tincién de Niss! (violeta
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de cresilo) y més claramente con la inmunocitoquimica (anticuerpos anti-GFAP)
(Brailowsky, 1991).

Se presenta ademas pérdidas de tejido a nivel de las dreas en las que se implanto
las cénulas-electrodo de infusion. Hasta la fecha no se ha encontrado una correlacién
entre el tamafio de la lesion y la latencia o duracion del SAG; ademds se sabe que no
todas las lesiones cerebrales pueden inducir un fendmeno epiléptico; infusiones de
taurina o glicina producen los mismos efectos histolégicos a nivel del sitio de infusion,
sin embargo, no se presentan sintomas de abstinencia (Brailowsky, 1991).

Metabélicas

En el modelo del SAG con infusiones cronicas (5 dias), se han observado
cambios en el metabolismo energético a través de la utilizacién de 2-desoxiglucosa (2-
DG) radioactiva dicha técnica permite observar la acumulacion de glucosa en el sitio de
mayor actividad metabélica;, en estos experimentos se presenta un aumento de 2 a 3
veces en un érea de 1-1.5 mm de didmetro que abarca todas las capas corticales en el
sitio de infusion de GABA. También se observa un aumento de 3 a 5 veces en algunos
nicleos tdlamicos ipsilaterales de proyeccion de la corteza motora (niicleos posterior
oralis, ventro-lateral, central-lateral ventro-lateral y reticular). Sin embargo, algunos
autores sefialan que los cambios observados a nivel talamico pueden ser secundarios a la
actividad epileptogénica (Menini et al.,, 1991)

Electrofisiolfgicas

Estudios electrofisiolégicos ex-vivo (en rebanadas de corteza cerebral de ratas
con SAG) reportan que la estimulacién eléctrica de la sustancia blanca situada en el
mismo plano columnar del sitio de registro indujo, en todas las células analizadas,
despolarizaciones paroxisticas acompafiadas de trenes de potenciales de accion de alta
frecuencia. Estas actividades son las llamadas deflexiones despolarizantes paroxisticas
(PDS) consideradas como una caracteristica de células epilépticas. Sin embargo, si la
intensidad de estimulacion eléctrica era menor, se obtenfan potenciales post-sinapticos
excitadores (PPSE) de gran amplitud (Silva-Barrat et al., 1989; 1992).

En estas rebanadas se encontré una poblacion de neuronas que presentaban,
ademés de los PDS inducidos sindpticamente, trenes de potenciales de accion de alta
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frecuencia provocados por la inyeccién intracelular de corriente. Estas células con
capacidades intrinsecas para la generacion de PDS se diferenciaron de aquellas células
en las que los PDS sélo se pueden producirse por estimulacién sinéptica en que: a)
presentan potenciales dependientes del voltaje (PPSE que aumentan por la
hiperpolarizacién y disminuyen por despolarizacién), b) presentan PDS calcio-
dependientes (la sustitucidn del calcio del medio por cobalto produjo la desaparicion de
los trenes de potenciales de accioén de alta frecuencia inducidos por corriente para dar
pasoc a potenciales Gnicos) y ¢) tienen una mayor tolerancia a los efectos
hiperpolarizantes de la isoguvacina (agonista del receptor GABA,) aplicada al bafio en el
gue se mantuvo a las rebanas.

La tolerancia que se encuentra en las células que estuvieron expuestas
cronicamente al GABA puede deberse a una desensibilizacién de los receptores
producida por la exposicion prolongada al aminoidcido, aunque no se sabe si la
desensibilizacion se debe a una disminucion en el nimero de receptores o en su afinidad
por el GABA, o por un aumento en los mecanismos de recaptura. Sin embargo, no se
descarta la posibilidad de que el calcio pueda afectar de forma directa al receptor 0 a
través del estado de fosforilacién del propio receptor GABA, (Silva-Barrat et al., 1989;
1992). Trabajos recientes de este grupo (Silva-Barrat y Champagnat, 1995), en rebanadas
de corteza, han demostrado que las rifagas que se presentan durante el SAG son
generalmente potenciales de meseta dependientes de Ca?* que son finalizados por una
corriente de K+ altamente sensible al tetraetilamonio (TEA). Los autores proponen que la
conductancia de K* dependiente de Ca2*(gK" [Ca?") participa en la génesis de las
rafagas dependientes de Ca2* durante el SAG.

Neuroquimicas

Experimentos en los en los_que se midieron los niveles totales de GABA y la
actividad de la enzima responsabie de la sintesis del GABA, la glutamato descarboxilasa
(GAD) revelan que los niveles de GABA aumentan de 3-6 veces después de la infusién
del GABA vy antes de la presencia de las descargas del fendmeno epiléptico. Durante las
descargas epilépticas, los niveles de GABA regresan gradualmente a los valores
normales, mientras que la actividad de la GAD, con perfodos de infusién de 2, 6, y 24
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horas disminuy6 progresivamente: 28, 37 y 48%, respectivamente. Estas disminucion se
observé en la corteza infundida y no en la contralateral. La actividad de la GAD
permanece disminuida durante el fendémeno epiléptico y regresa a niveles del control una
vez desaparecida la actividad paroxistica del SAG (Salazar et al., 1994).

Otro dato que apoya la disminucién de la GAD en el SAG es que la actividad de
la GAD es similar en presencia o en ausencia del cofactor fosfato de piridoxal (PLP).
Esto sugiere que la disminucién en la actividad de la GAD observada después de la
infusién del GABA en la corteza motora, se debe a una disminucién en la sintesis de la
enzima, ya que la concentracion de GABA intracelular es un factor de regulacién de la
sintesis de la GAD in vitro (Rimvall y Martin, 1992). Estos autores demostraron que el
aumento de GABA intracelular por la administracién prolongada (més de 5 horas) de y-
vinil-GABA un inhibidor de la transaminasa de GABA o por agregar GABA al medio de
cultivo, se produce un decremento en la actividad de la GAD del 60-70%. Asimismo, la
correlacién temporal entre el regreso de los niveles de GABA a los valores normales, la
persistencia de la actividad de la GAD disminuida y la presencia de las crisis
electroencefalogréfica, sugiere la disminucion en la sintesis de GABA como un factor
que participe en el sindrome epiléptico (Salazar et al., 1994).

Farmacolégicas

El SAG es un sindrome de carencia o abstinencia semejante al que se observa
después de suspender bruscamente la administraciéon prolongada de sustancias como los
barbitiricos, las benzodiazepinas o e} alcohol, todas estas sustancias se caracterizan por
facilitar la transmision GABAérgica.

Estudios preliminares demuestran que en sus fases iniciales el SAG es
extraordinariamente resistente a los anticonvulsivos de uso clinico comin como son:
fenitoina, barbitiiricos, etosuccimida, valproato, carbazapina y el diazepam, incluso esta
benzodiazepina y el pentobarbital a dosis anestésicas y estando el animal completamente
sedado no afectan la frecuencia de descarga del foco de descarga cortical. Asi el SAG es
un modelo de epilepsia intratable en sus fases iniciales en el que se pueden ensayar
nuevos farmacos anticonvulsivos (Salazar, et al., 1994). Sin embargo, en el segundo dia
del SAG se tienen efectos anticonvulsivos con la administracién de antagonistas del
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receptor NMDA (ketamina, APH y MK-801) o benzodiazepinas como clonazepam. La
hidroxi-etil-propionamida (HEPP) disminuye transitoriamente la frecuencia de descarga
del foco epiléptico sélo en la primera hora después de la latencia del SAG (Tapia, et al,
1979); por otro lado, la reinfusién local de GABA inhibe el sindrome epiléptico.
(Brailowsky et al., 1990).

5.5. El SAG y el receptor GABA,

Se sabe que el SAG es un fenémeno asociado al receptor GABA,. Silva-Barrat y
colaboradores (1989) describen que la tolerancia o inhibicidn de los receptores GABA,,
tiene un papel predominante en el SAG.

Mis adelante (Brailowsky y Montiel, 1991) reportaron que la isoguvacina,
agonista del receptor GABA,, induce un fendémeno similar al SAG, este proceso
epileptogénico es comparable tanto en latencia, duracién y morfologia. Sin embargo, los
efectos conductuales y electroencefalograficos después de la infusién intracortical de
isoguvacina son mas pronunciadas que aquellos producidos por el GABA.

Se comprobdé ademds que no hay intervencién del receptor GABAg en la
fisiopatologia del SAG. Tanto el faclofen como el CGP-35348 antagonistas del receptor
GABAg no muestran ningin efecto conductual ni electroencefalografico en el SAG.
Ademis la microinyeccién intracortical de baclofen, agonista especifico del receptor
GABAg induce por si mismo un proceso epiléptico que puede ser inhibido por faclofen y
CGP 35348 (Brailowsky et al, 1995).

Otra evidencia sefiala que la participacion del receptor GABA, esta dada por la
modulacion positiva de la alopregnanolona neuroesteroide que favorece la accion del

receptor GABA, potenciando ¢l SAG, disminuyendo la latencia y aumentando la
duracién de la actividad paroxistica (Calixto et al., 1995).
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e ¢« PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las caracteristicas electroencefalogréficas y conductuales de ciertos tipos de epilepsia
dependen de las estructuras implicadas en su generacién. Resulta entonces, de gran
interés observar si existe alguna diferencia estructural en la susceptibilidad de diversas

regiones del cerebro de desarrollar un SAG.

e ¢ ¢ HIPOTESIS

La susceptibilidad para desarroilar SAG varfa dependiendo de la estructura
cerebral, probablemente debido a diferencias en la distribucion de neuronas

GABAérgicas.

e oo e OBJETIVOS

1. Evaluar la susceptibilidad para desarrollar SAG en las siguientes estructuras
cerebrales: bulbo olfatorio, cerebelo, amigdala e hipocampo (CA3)

2. En caso de que se presente el SAG en las estructuras sefialadas determinar la

latencia y duracién.

3. En caso de que se presente el SAG observar la respuesta conductual. -
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METODO

Sujetos:

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar UNAM de 230-280 g. al momento de
la cirugia, se mantuvieron en forma individual en cajas de acrilico, con alimento y agua
ad libitum, con un ciclo de luz/oscuridad 12/12.

Cirugla:

Bajo anestesia de halotano/carbogéno (95% O, 5% CO?), inicialmente con una
concentracién de %35, que se redujo gradualmente y se mantuvo durante la cirugia al 2%;
se implantaron canulas-electrodos de acero inoxidable de 0.6 mm de didmetro externo,
ademés de electrodos bipolares en las estructuras de interés, dos eléctrodos epidurales en
corteza occipital y un electrodo de referencia en el seno frontal, se fijé el compiejo de
registro al crineo con acrilico dental. La implantacién se realizé siguiendo las
coordenadas del atlas de Paxinos y Watson {1996): para bulbe olfatorio a partir de
bregma: anteroposterior (AP) +7.5, lateral (L) -1.5, ventral (V) +3; para amigdala
(niicleo amigdalino central): AP -2.8, L 4.5, V -8; para hipocampo (CA3): AP-3,L 4.5, V
-8, para cerebelo, partiendo de lambda: AP -3, L -2.5, V -2.6. Al término de la cirugia se
aplicé penicilina benzatinica (dosis profilactica).

TABLA 8. Grupos de trabajo

GRUPOS EXPERIMENTALES GRUPOS CONTROL
Bulbo olfatorio. GABA 50ul/pi Buibo olfatorio: vehiculo
Cerebelo: GABA 50ui/ul Cerebelo; vehiculo
Amigdala: GABA 10pi/ut Amigdala: vehiculo
Hipocampo (CA3). GABA 10ul/ul Hipocampo (CA3): vehiculo

Procedimiento:

Después de 7 dias de recuperacidén postoperatoria se realizd una fase de
habituaciéon, la cual consistié en una sesién de 20 minutos dentro de la camara de

registro. 24 horas después se tomo un registro EEG control durante media hora en un
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Poligrafo Grass (Mod 79), posteriormente se inicio la infusién de GABA (Véase tabla 8),
100mM, 6yl en total (50 o 10 pg/pl, 3pl/h durante 2 horas), o vehiculo del GABA (salina
al 0.9%), ambas soluciones fueron tefiidas con azu! verdadero (para detectar el drea que
se infundié), se procedié a infundir por medio de una bomba peristaltica (Syringe
infusion pump 22, Harvars Apparatus) al término de la infusién se continud el registro
EEG durante 120 minutos, en los casos en que se presentd el SAG (actividad EEG
paroxistica), el registro se¢ mantuvo hasta por 2 horas mds a partir de la aparicion del
SAG, y en los dias siguientes el registro EEG se llevo a cabo durante 30 minutos cada dia
hasta la desaparicién del foco epiléptico. Se analizé la evolucion electrofisioldgica y los
patrones EEG predominantes.

Sacrificio:

Después de 10 dias de haber concluido las manifestaciones electrofisiolégicas del
SAG se procedi6 al sacrificio de los animales, por sobredosis de anestesia intraperitoneal
(Pentobarbital sédico 200 mg/Kg.). El tejido cerebral se preparé para su andlisis
histolégico y se extrajo previa perfusién intracardiaca de sotucion salina 0.9% (100 ml
/100 gr de peso corporal), seguida de paraformaldehido, al 4% (en buffer fosfato de sodio
0.1M), y se mantuvo por 48 horas en paraformaldehido al 4% en buffer de fosfato de
sodio 0.1 M, posteriormente se¢ mantuvo en sacarosa (disuelto en buffer de fosfatos de
sodio 0.1 M, PH 7.2) durante 24 horas al 20% y por 48 horas en sacarosa al 30%.
Histologia e Inmunocitogquimica:

Finalmente fueron seccionados en un criostato (Jung Frigocut 2800 E) en
rebanadas de 30 micras a las cuales se les realizd tincién de Nissl; para teflir el reticulo
endoplasmico que se encuentra dentro del soma permitiendo asi diferenciar cuerpos
neurales y determinar la extension de la lesion, a continuacion se montaron los tejidos en
laminillas de vidrio gelatinizadas las cuales fueron, posteriormente, analizadas al

MiCroscopio.
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL.

RATA

IMPLANTACION DE CANULAS Y ELECTRODOS
]

RECUPERACION POSTOPERATORIA
1

EEG CONTROL

[ INFUSION |

EEG SEGUIMIENTO
i

SACRIFICIO

A

HISTOLOGIA
INMUNOCITOQUIMICA

FIG: 12. Procedimiento experimental.

Andlisis estadistico
Para el anlisis de los datos se realizd un andlisis de varianza (prueba t para
muestras no relacionas) que permitié determinar si habfa diferencias entre las latencias y

duraciones de los grupos que presentaron SAG.
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e Resultados

1.- Registro electroencefalografico del SAG.
mme La infusion de GABA, 50 pg/pl. durante dos horas tanto en cerebelo como en
bulbo olfatorio, no indujo ningiin cambio conductual o electroencefalogrifico (Véase

figuras 13 y 14).

TABLA 9. Relacién de ratas que presentaron SAG.

ESTRUCTURA INFUSION % ocurrencia | INFUSION
GABA de SAG SALINA 0.9 %
BULBO 9 RATAS 0% 5 RATAS
OLFATORIO
CEREBELO 6 RATAS 0% 6 RATAS
AMIGDALA 9 RATAS 100% 4 RATAS
HIPOCAMPO 8 RATAS 100% 3 RATAS

Sin embargo, la infusion de GABA, 10 pg/pl a un flujo de 3 pl/h, durante dos
horas en hipocampo (CA3), induce la aparicién de un SAG en el 100% de las ratas
infundidas (véase fig. 15) presentando latencias de aparicion entre 9 y 18 minutos (véase
fig. 17), la duracién del SAG vari6 entre 8 y 34 dias (véase tabia I y IT). En todas estas
ratas se observo, salivacion, sacudidas de perro mojado y mioclonus en la mandibula
(caracteristicas de crisis limbicas) y crisis tonico-clénicas generalizadas durante el primer
dia del SAG siendo rara el segundo dia del SAG.
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CEREBELO
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EEG POST INFUSION + 1 DIA

FIG: 13. Muestra un registro EEG representativo en cerebelo antes (registro control) y
en diferentes tiempos después de la interrupcidn de la infusién de GABA. En el trazo

superior se registro corteza cerebelar izquierda y en el trazo inferior corteza cerebalar
derecha.



BULBO OLFATORIO

EEG CONTROL EEG POST INFUSION +30 MIN.
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EEG POST INFUSION +60 MIN. EEG POST INFUSION +90 MIN.
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EEG POST INFUSION +1 DIA.
FIG: 14 Muestra el registro EEG en bulbo offatorio antes y después de la interrupcion

de la infusién de GABA. En el trazo superior se registre bulbe offatorio principal izquierdo y en el
trazo inferior bulbo olifatoric principal derecho.

Tanto los animales infundidos con GABA en cerebelo como los animales
infundidos con GABA en bulbo olfatorio no presentan ningin cambio
electroencefalografico como lo muestran las dos figuras anteriores.
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HIPOCAMPO
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FIG: 15. Muestra un registro EEG representativo de hipocampo (CA3) antes y
después de la interrupcion de la infusién de GABA en hipocampo izquierdo. Se registra
ademas en corteza cerebral izquierda, (Cx I), corteza cerebral derecha (Cx D),
hipocampo izquierdo (Hipo 1) e hipocampo derecho (Hipo D) donde se puede ver la
propagacion de la respuesta. Ei inicio del SAG (latencia) fue al minuto 22 después de
la interrupcién de GABA con una crisis limbica de 167 segundos de duracién, aqui se
presenta fragmentada, el fin del SAG fue el dia 14 post infusion.

En cuanto al registro EEG las ocho ratas presentaron patrén tipo 1, asi como un

patrdn similar a crisis limbica, (véase fig. 15), ademas de propagacion de la actividad

paroxistica a corteza cerebral y a hipocampo contralateral, sin embargo no presentaron

patrén tipo II que si se encuentra en corteza somatomotora y es la estructura en donde

principalmente se ha estudiado al SAG.
En el grupo de amigdala infusién de GABA, 10 pg/pl. se indujo el SAG en el

100% de las ratas infundidas presentando latencias que van de 9 a 22 minutos y con una
duracion del SAG de 3 a 11 dias (vese tabla I y II); todas las ratas presentaron salivacién,
sacudidas de perro mojado y mioclonus en la mandibula (caracteristicas de crisis

limbicas) durante el primer dia del SAG, pero a diferencia de las ratas infundidas en

hipocampo ninguna de estas presento crisis tonico-clonicas generalizadas.
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En el registro EEG las 9 ratas presentaron patrén tipo I, patrén similar a crisis limbicas,
ademds de propagacion de la actividad paroxistica a corteza cerebral y a la amigdala
contralateral (véase fig. 16).

El SAG, tanto en amigdala como en hipocampo se caracterizé por presentar
salivaciones, sacudidas de perro mojado y mioclonus en la mandibula, asociadas a las
crisis limbica, ademés de que la actividad paroxistica no se limité al drea de infusién sino

que se propagé contralateralmente asi como a corteza frontal

AMIGDALA
CX1  lypagrvrompfrarrismipitverve Auva
CxD "yl

SAG + 60 MIN.

WAL et preimiannbatilln, AR ek
AN oo s NIt

L uare o T O - -
SAG + 2 DIAS FIN DE SAG
_l 2080 uv
1s

FIG: 16. Muestra un registro representativo de EEG en amigdala antes y después de la
interrupcién de la infusidn de GABA en amigdala derecha (Ami D) Se registra ademéas
en corteza cerebral izquierda (Cx 1), corteza cerebral derecha (Cx D), y amigdala
izquierda (Ami !). El inicio del SAG fue al minuto 14, al minuto 60 post interrupcidn de
la infusion se tiene una crisis fimbica, el fin del SAG es 3 post infusién.
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2.- Latencia y duracion.

La latencia de aparicion del SAG en amigdala y en hipocampo es muy similar
(=14 min.) a diferencia de la corteza somatomotora, la cual es mucho mayor comparada
con amigdala (P = 0.0089), y comparada con hipocampo (P = 0.017), lo cual nos indica
que tanto amigdala como hipocampo son mas reactivas al modelo del SAG.

En cuanto a la duracion del SAG vemos que tanto amigdala como corteza
somatomotora se¢ comportan de forma muy similar, no asi el hipocampo comparado con
ambas estructuras (P = 0.0168 y P = 0.0037 respectivamente), que duro en promedio 17
dias. (Véase fig. 17 y tabla II).

tatencia Duracion
(min) (dias)
L

w0 F 14

w | 1%
0 | 4 20

0 70
o0 \x\\\k\ R,

Corteza

FIG: 17. Relacion entre la estructura cerebral que presenta SAG y la latencia (eje de la
izquierda, indicada en minutos y la duracion (eje de la derecha, indicada en dias).
Cada barra indica la media error y estandar. La latencia en corteza comparada con
hipocampo tiene una *p = 0.0089 y comparada con hipocampo *p= 0.017; en cuanto a
la duracién del SAG el hipocampo comparando con corteza se tiene una *p = 0.0037 y
comparandolo con amigdala *p= 0.0168).
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TABLA 10. Latencia y duracién del SAG.

ESTRUCTURA LATENCIA DURACION
min. dias
Corteza 35.21£ 5.03 311061
Hipocampo 14+ 1.22 16.62 £ 3.25
Amigdala 1344 £ 2 6+1.14

Con estos resultados podemos concluir que la amigdala y el hipocampo son méas

sensibles que la corteza somatomotora a la epileptogénesis por SAG.

La corteza somatomotora es la estructura cerebral donde mas se ha estudiado el
SAG y donde se han caracterizado 3 patrones EEG, (patrén tipo I, Il y III), asociados al
SAG, sin embargo, el patron tipo Il y el patrén tipo III no se presentan en el SAG de
hipocampo o de amigdala. En estas dos estructuras limbicas el EEG del SAG se
caracterizé por presentar patron tipo 1 'y patrén crisis limbica. El patron tipo 1 se presenta

durante todo el SAG, sin embargo, el patrén crisis limbica se presenta solamente el

primer dia del SAG y es raro en el segundo dia.

El patron I tanto en hipocampo como en amigdala es muy similar y no presenta

diferencias significativas en la frecuencia de espigas por minuto durante las primeras tres

horas de aparicion del SAG (véase fig. 18).
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FiG: 18. Muestra la distribucién del patrén | desde la latencia del SAG hasta el minuto
165 después de la aparicion del SAG en amigdala e hipocampo.

Un patrén similar a crisis limbica se presenta de forma similar tanto en amigdala
como en hipocampo, esta crisis limbica va acompafiada de sacudidas de perro mojado,
salivaciones, mioclonus de la mandibula, asi como crisis tonico-clonico generalizada. Sin
embargo, en el minuto 90 después de iniciado el SAG el hipocampo presenia mayor
hiperexcitabilidad comparado con la amigdala siendo esta diferencia significativa.

Estas crisis limbicas presentan una actividad periddica, donde cada periodo dura
entre 40 y 50 minutos cada uno y !a mayor excitabilidad se presenta a los 25 minutos

aproximadamente de cada periodo (véase fig. 15, 16y 19).
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FIG: 19. Muestra el tiempo total de actividad de crisis limbica por cada 10 minutos,
durante 140 minutos desde el inicio del SAG. En el minuto 80 hipocampo es mas
activo comparado con la amigdala con una diferencia significativa de p = 0.0308.

Tanto en amigdala como en hipocampo se presentaron sacudidas de perro mojado
asociadas a la actividad paroxistica, sin mostrar diferencias significativas en la

frecuencia de eventos por estructura {véase fig. 20).
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FIG: 20. Muestra la frecuencia de sacudidas de perro mojado en dos estructuras
subcorticales durante el SAG, no encontrando diferencias significativas.

Grupos control:

Grupo control de hipocampo: tres ratas se infundieron con el vehiculo del GABA
(salina 0.9%), a igual flujo y tiempo, no observindose cambios conductuales ni
electroencefalograficos.

Grupo control amigdala: en cuatro ratas se infundié salina 0.9% con semejante
flujo y tiempo, no teniéndose cambios en el EEG, sin embargo al poner la cédnula de
infusién dos de las ratas presentaron sacudidas de perro mojado por 3 minutos
aproximadamente, sin encontrarse mas cambios durante la infusién, ni un dia después de

la interrupcion de la infusion.

3.- Tincién de Nissl

El analisis histolégico de los tejidos del cerebro de los animales tratados en este
estudio con tincién de Niss! (violeta de cresilo), determiné la zona de lesion.

Se encontro en ¢l contorno del drea infundida con GABA un mayor dafio

neuronal que en los cerebros de animales tratados con vehiculo, El sitio de infusién
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muestra tejido necrotico y hemorragico debido a la penetracién de la canula (Véase

figuras 21-26)

FIG: 21. Histologia con tincion de Nissl que muestra el sitio de infusidn de GABA en la

amigdala (barra de calibracion igual a 1.5 cm).
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FIG: 22. Histologia control con tincién de Nissl que muestra el sitio de infusion de

vehiculo en la amigdala (barra de calibracién igual 2 1.5 cm).
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FIG : 23. Histologia con tincioén de Nissl gue muestra el sitio de infusién de GABA en Bulbo
Olfatorio en BO izquierdo (barra de calibracion igual a 1.5 cm).
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FIG : 24. . Histologia con tincién de Nissl que muestra el sitio de infusion de GABA en

corteza cerebelar izquierda (barra de calibracién iguat a 1.5 cm).
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FIG : 25. . Histologia con tincién de Nissl que muestra el sitio de infusién de GABA en el

hipocampo (barra de calibracion igual a 1.5 cm)

57



FIG : 26. Histologia con tincién de Nissl que muestra el sitio de infusién de vehiculo en el

hipocampa (barra de calibracién igual a 1.5 cm).

Nuestros resultados indican que no todas las estructuras cerebrales son

susceptibles de desarrollar SAG.
Estos resultados sugieren que el SAG podria depender de una subpoblacion de

receptores GABA,, con una localizacién diferencial a nivel del sistema nervioso central.
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ee DISCUSION

E!l sindrome de abstinencia al GABA es un modelo experimental de epilepsia

parcial inducido por la interrupcion de la infusién de GABA en estructuras cerebrales.

En este trabajo se demostré que no todas las estructuras cerebrales son
susceptibles de desarrollar SAG. El cerebelo, que se caracteriza por ser una estructura
resistente a la hiperexcitabilidad, no lo presentd después de la infusion de GABA. Asi
mismo, el bulbo olfatorio que es una estructura que presenta epilepsia en respuesta a la
estimulacién por kainico o inducida por medio del modelo de! Kindling en el modelo del
SAG no desarroll6 epilepsia.

Sin embargo, en dos estructuras limbicas: la amigdala y el hipocampo, se genera
hiperexcitabilidad por medio del SAG, aun a latencias menores a las encontradas en
corteza somatomotora, que es la estructura en donde se ha estudiado principalmente el
modelo del SAG. Ademas, a diferencia de la hiperexcitabilidad encontrada en corteza
somatomotora, el SAG en estructuras limbicas se encuentra siempre asociado
manifestaciones conductuales tales como salivacion, sacudidas de perro mojado y
mioclonus de la mandibula.

En el SAG de la amigdala y el hipocampo sélo se presentaron dos patrones
electroencefalograficos: el patrén I (que también se presenta en corteza somatomotora) y
el patron crisis limbica. Los patrones I1 y III presentes en SAG de corteza somatomotora
no se manifestaron en el drea limbica.

La latencia y duracion del SAG en amigdala e hipocampo (CA3) varia
dependiendo de la concentracion, velocidad y tiempo de infusion de GABA. En un
estudio realizado por Le Gal La Salle y colaboradores (1988) se realizaron infusiones de
GABA (7 dias) a una concentracién de 100 pg/ul a un flujo de 1 pl/h obteniendo como
resultado que el SAG dura menos de 10 horas en ambas estructuras, con una latencia de
36 * 10.4 minutos para hipocampo, mientras que para amigdala es de 51.6 + 18.7
minutos. Sin embargo, si se aumenta la velocidad de infusion 3 ul/h, y se disminuye el

tiempo de infusién a 2 horas, ademés de reducir la concentracién de GABA de 100 pg/ul
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a 10 pg/p! la latencia del SAG disminuye y la duracion del proceso epiléptico aumenta,
teniendo que en hipocampo una duracion en promedio de 17 dias, con una la latencia de
14 + 1.2 minutos. En amigdala, la duracion de la hiperexcitabilidad fue en promedio de 3
dias y presentd una latencia de 13.4 £ 2.

La variacion en la latencia de aparicion del SAG en estas dos estructuras no ¢s
estadisticamente significativa. Sin embargo, se presenta una variabilidad entre individuos
similar a la que se presenta en otros modelos de epilepsia como el Kindling o el de 4cido
kainico (Yokoyama et al., 1992; Mclntyre et al., 1999; Barcia et al., 1999; Maed et al.,
1999).

Los resuitados de este trabajo concuerdan con los obtenidos por Brailowsky y
colaboradores (1988) donde la latencia y la duracion del SAG en corteza somatomotora
muestran una relacién inversa; esto es, a tiempos cortos de infusion la latencia es menor
y la duracién del fenémeno epiléptico se incrementa.

Al igual que el SAG, el kindling es un modelo de epilepsia, este término, fue
usado por Goddard y colaboradores (1969), para indicar el desarrollo progresivo de
manifestaciones epileptiformes tanto conductuales como EEG en respuesta a una
aplicacion repetida de pequeiias estimulaciones tetdnicas eléctricas (Kammphuis y Lopes
da Silva, 1990).

Los resultados de Goddard indican que la estimulacion eléctrica repetitiva causa
un cambio permanente en la excitabilidad cerebral, aunque no todas las regiones del
cerebro responden igual a la estimulacién. Existen regiones en que la sensibilidad al
estimulo es, tan variada que los ensayos pueden ir de 15 hasta 77 para producir una
respuesta epiléptica. La regidn que responde mejor es la amigdala, que necesita sélo 15
ensayos. El sistema limbico-olfatorio es la siguiente 4rea més sensible, donde el bulbo
olfatorio necesita 44 ensayos.

Las porciones mas caudales del sistema extrapiramidal, incluido el nicleo rojo,
sustancia negra y cerebelo, no responden al kindling. Los resultados en tdlamo no son

concluyentes, aunque en la mayoria de los nucleos los resultados fueron negativos, pero
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en los nicleos ventral anterior y anteroventral se togrd una respuesta epiléptica (Goddard
etal,, 1969).

Los resultados de este trabajo muestran que, analogo a lo que se observa en el
kindling, el SAG produce una respuesta epiléptica diferencial en cada estructura cerebral,
por ejemplo: la amigdala y el hipocampo son muy susceptibles de generar epilepsia por
ambos modelos; sin embargo, el bulbo olfatorio, estructura que facilmente desarrolla
kindling, y que también desarrolla hiperexcitabilidad a la estimulacién por 4cido kainico,
no genera un foco epiléptico después de la interrupcién de la infusiéon de GABA. Una
respuesta posible a este fendmeno la dan la gran diversidad de receptores GABA, y las
conexiones particulares que ahi existen. La combinacion de subunidades que forman el
receptor, presenta una distribucion diferencial por grupos celulares y regiones cerebrales.

La combinacién de subunidades mas comunes que forman un receptor est4 bien
localizada. McKernan y Whiting (1996) reportan la distribucién de los principales
subtipos de receptor GABA, en el cerebro de rata, encontrando que las subunidades a;,
3., y2 presentan una abundancia relativa en el cerebro de rata (43%) y se encuentran
localizadas en interneuronas del hipocampo, en corteza cerebral y en células de Purkinje.
Las subunidades «;, B2, 12 representan el 18% y se encuentran en motoneuronas de la
médula espinal y células piramidales de hipocampo. Las subunidades as, Bn, 12, v;
presentan una abundancia del 17% y se encuentran en neuronas colinérgicas y
monoaminérgicas regulando la liberacién de acetilcolina y monoaminas. Las subunidades
o, PBn, v, tienen una abundancia relativa del 8% y estan presentes en células gliales,
nicleos del sistema limbico y en el pincreas, mientras que la combinacion as, B3, Y2/ya
representan el 4% y se localizan principalmente en células piramidales del hipocampo.
Las subunidades oy, 8, Y2 y o, B, & se localizan en células granulares del cerebelo y
representan el 2%, las subunidades; oy, B, & presentan una abundancia del 3% y se
localizan en el tlamo y en el giro dentado hipocampal (McKernan y Whiting, 1996).

La sustitucion de un solo aminoécido en ¢l asa citosolica de la subunidad a6, del
receptor GABA, cambia la farmacologia del receptor, la construccién de quimeras de la
subunidad o] y a6, esto es la sustitucién de una arginina 100 por una histinina 100 de la

subunidad a6 confiere sensibilidad a diazepam al receptor compuesto por
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abquimera,2,y2, se puede ademas conferir insensibilidad al diazepam a los receptores
compuestos por la subunidad a1 quimera, al reemplazar la histidina 101 por una arginina
(Wieland et al., 1992).

Sin embargo, el arreglo que presentan las subunidades del receptor GABA4 no es
estatico, después de un evento epiléptico el arreglo y la expresién de tas subunidades
cambia, por ejemplo, en ratas epilépticas después de una inyeccién aguda de édcido
kainico y la inducci6n de epilepsia coCo consecuencia, la expresién de RNAm de 13
subunidades del receptor GABA, en hipocampo cambia mostrando un decremento del 25
al 50% en la expresién de los RNAm de las subunidades, oy, o3, as, P, B3, 12 ¥ &,
acompafiado de un incremento del 50% en la expresion de los mensajeros de o, a4 y Ba,
después de 6 y 12 horas (Tsunashima et al., 1997).

Aungue 7 y 30 dias después de la inyeccion de acido kainico se encontr6 que los
RNAm de las subunidades o, oy, B3 ¥ 72 recobraron sus valores de expresién control;
mientras que o5 y & permanecen reducidos en un 14 y 40% respectivamente por debajo
de sus valores control. Por otra parte los RNA que codifican para las subunidades a., a;,
B y B, se incrementan significativamente entre el 20 y 50% de su valor control. Estos
eventos sugieren un cambio rapido pero reversible en la expresion de algunos RNAm que
traducen para diferentes subunidades del receptor GABA 4 (Tsunashima et al., 1997).

En un estudio de tolerancia a diazepam (un modulador alostérico del receptor
GABA,) un cambio en la expresion de diferentes subunidades del receptor GABA,, se
asocio con la tolerancia a diazepam. Se observ6 un decremento del 37% en la expresién
de la subunidad ol en las capas III - IV de la corteza motora, acompafiado de un
incremento en la expresion de la subumdad a5 (150%), va1, Y25 ¥ Bas (48%), asi como un
incremento en la subunidad o en todas las capas celulares (Pesold et al., 1997).

En la corteza somatosensorial, las ratas que presentaron tolerancia a diazepam
mostraron un incremento de 221% en la expresion de las subunidad o5 en todas las capas
celulares, ademas de un incremento del 35% en la expresién de la subunidad o3 en las
capas celulares V-VI. Un andlisis de Western blot indica que los cambios inducidos por
la tolerancia a diazepam se reflejan en los cambios en la expresién de las subunidades
(Pesold et al., 1997).
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Por otro lado a ratas tratadas con imidazenil (un modulador alostérico parcial del
receptor GABA,) con dosis equivalentes al diazepam, no producen tolerancia a sus
propiedades anticonvulsivas y durante este evento tampoco muestran cambios
significativos en la expresién de las subunidades o, o2, 03, &s, Y21, Y25 Y Ban del receptor
estudiadas por inmunocitoquimica (Pesold et al., 1997).

El RNAm de la subunidad B1, localizado ampliamente en €l hipocampo presenta
cambios en su expresion en ratas tratadas con una inyeccién intraperitoneal pentobarbital
durante 9 dias (dosis: 30 mg/kg los dias 1 al 3; 60 mg/kg, los dias 4 al 6 y 90 mg/kg los
dias 7 al 9), donde los niveles de RNAm aumentaron 7 veces €l valor control dos horas
después de aplicar la Gltima dosis, mientras que, el mimero maximo de sitios de unién a
muscimol (Bmax) no presenté cambios significativos. Sin embargo, la abstinencia a
pentobarbital 24 horas y siete dias después de la ultima dosis, la Bmax en hipocampo
descendio entre el 24 y 46% respectivamente de su valor control a la union a muscimol y
la expresion de RNAm de B1 en CAl y CA2 regreso a sus valores control. En este
estudio Yin y Lee (1998) demuestran que el tratamiento con pentobarbital no altera
significativamente la afinidad del radioligando al receptor en hipocampo, ni en la
expresion de RNAm de Bl en CA3 y CA4.

En algunos estudios, la funcién det receptor GABA, se encuentra aumentada en
respuesta al alcohol, mientras que en otros estudios esta respuesta no se puede
comprobar, por lo anterior Parsian y Cloninger (1997), postulan que existe un receptor
GABA, sensible al etanol y otro resistente, que podrian diferir en la composicion del sus
subunidades, sin embargo esta hipdtesis no se ha comprobado.

Los cambios en la eficacia sinaptica son esenciales para el desarrollo del
aprendizaje, la memoria asi como en los estados patolégicos de la excitabilidad neuronal,
como la epilepsia del 16bulo temporal. En las sinapsis existe una probabilidad alta de
apertura de los receptores postsinapticos a los cuales se unen los neurotransmisores
liberados en cantidades discretas (cuantos). Una de las formas mas efectivas de aumentar
la respuesta postsinaptica es incrementar el nimero de receptores. Para comprobar esto,
Nusser y colaboradores (1998) realizaron un andlisis cuantal de las cormrientes

postsindpticas inhibitorias evocadas y una inmunocitoquimica para localizar los
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receptores sinapticos GABA, en las células granulares del hipocampo de ratas a las que
previamente se les produjo un kindling. Se encontré que las amplitudes mayores
(incremento de! 66%) de las corrientes sindpticas elementales (tamaiio cuantal) después
del kindling producen un aumento directo del 75% en el nimero de receptores GABA,
en las sinapsis inhibidoras tanto en soma como en segmentos iniciales del axén. La
densidad del receptor aumentd entre 34 y 40% y el 4rea de unidn sindptica se expandio
31%. Los botones presinapticos se alargaron lo que se podia relacionar con un
decremento del 39% en el promedio de nimero de paquetes (contenido cuantal) de
neurotransmisor liberado. Estos resultados apoyan la insercion de un nuevo receptor
GABA, y el correspondiente incremento en la respuesta postsinaptica aumentando la
eficacia de las sinapsis inhibidoras (Nusser et al., 1998).

La hiperexcitabilidad producida por la abstinencia a GABA se puede detener
solamente por la reinfusién de GABA (Brailowsky et al.,1988), sugiriendo con esto que
algunos receptores GABA, permanecen funcionales o reaparecen después de presentar
regulacion negativa.

Existe evidencia de que la presencia continua de concentraciones de GABA
elevadas podrian producir una regulacién negativa {down-regulation), del receptor
GABA, en neuronas (Calvin y Barnes, 1994; Tehrani y Barnes, 1988).

Por otra parte, Calixto y colaboradores (1999), demostraron que en rebanadas de
cerebro de rata expuestas a GABA, también se induce hiperexcitabilidad por la
abstinencia al GABA, en estas rebanadas la unién especifica a muscimol se reduce
durante el SAG y se recupera después de la abstinencia al GABA. Esto sugiere que el
nimero de receptores GABA, no explica la hiperexcitabilidad inducida por la
abstinencia al GABA. Sin embargo, como ¢l nimero de receptores GABA, primero se
reduce, y después se recupera. Podria ser que los receptores medidos después de la
abstinencia no sean los mismos que estaban presentes en el momento de la exposicion a
GABA, esto es, es posible que después de la regulacién negativa la combinacién de
subunidades que forman !a estructura pentamérica del receptor GABA,, cambien y por lo

tanto cambie también la farmacologia de estos receptores. Si esto sucede en vivo seria el



mecanismo que mantiene la hiperexcitabilidad por varios dias en ratas infundidas con
GABA.

Una posible via por la cual se podria estudiar la contribucién individual de cada
una de las subunidades del receptor GABA,, in vivo, en la funcién general del complejo-
receptor, asi como su efecto en la facilitacion o inhibicién de la epileptogénesis, es la
infusion intracerebral de oligonucleédtidos antisentido especificos para cada subunidad
del receptor GABAA. De esta forma, se impide la traduccién del RNAm para una
subunidad especifica del receptor GABA,, al utilizar un oligonucledtido cuya secuencia
especifica es capaz de aparecarse al RNAm de interés. Al estar apareados el
oligonucledtido antisentido y el RNAm, éste dltimo no puede ser reconocido por el
nibosoma, Lo que evita la expresion de subunidades especificas. Como se conoce la
secuencia de un gran nimero de subunidades, al infundir ologonucieétidos antisentido se
podria analizar si en las estructuras susceptibles de desarrollar SAG cambia la expresidn
y por lo tanto la combinaciéon de subunidades del receptor, o bien, si diferentes
combinaciones permiten la formacién de receptores funcionales que eventualmente

faciliten o no, la hiperexcitabilidad en diferentes estructuras.
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ese CONCLUSIONES

1.- No todas las estructuras cerebrales son susceptibles de desarrollar SAG

2.- La interrupcién de la infusién de GABA en:

a) El bulbo olfatorio de rata no genera hiperexcitabilidad. Debido posiblemente a que sus
neuronas estan en constante recambio durante toda la vida de la rata y por lo tanto que
las nuevas conexiones sindpticas que se forman no se ven afectadas por la infusion de
GABA.

b) El cerebelo de rata no genera hiperexcitabilidad. Una de las caracteristicas principales
de esta estructura que la hace diferente de las demas, es la presencia de la subunidad a6
del receptor GABA,.

¢) La amigala de rata genera hiperexcitabilidad en el area infundida.

d) El hipocampo (CA3) de rata genera hiperexcitabilidad en el area infundida.
Comiunmente el hipocampo se asocia a la epilepsia del 16bulo temporal, y al igual que la
amigdala son las dos estructuras mas estudiadas por el modelo del kindling debido a su

gran hiperexcitabilidad.

3.- En este modelo, el hipocampo y la amigdala son mas sensibles que la corteza

somatomotora a la epileptogénesis.

4.- Cuando se infunde GABA (10 pg/ul durante 2 horas), tanto en amigdala asi como en
hipocampo, se tiene una latencia del SAG menor, comparada con la obtenida en corteza

somatomotora.

5.- Cuando se infunde GABA (10 ug/ul durante 2 horas), en amigdala ¢ hipocampo se
produce un SAG mas duradero que el que se produce en corteza somatomotora, con
infusiones de GABA semejantes. Posiblemente debido a que en estas dos estructuras e}

reclutamiento de neuronas que responden a la infusion de SAG es mayor, y en estas



células la conformacion de subunidades del receptor GABA, cambia, asi como su

farmacologia después de la infusion de GABA.

6.- Esta hiperexcitabilidad producida en la amigdala y el hipocampo se propaga a

estructuras lejanas durante las primeras horas del SAG.

7.- La actividad paroxistica observada en los registros EEG de SAG en amigdala ¢
hipocampo tiene diferentes patrones electroencefalograficos que los observados en

corteza somatomotora.

8.- La actividad paroxistica genera una despoblacion neuronoglial observada con la

tincion de GFAP, en las 4reas cercanas al sitio de infusién.
9.- El SAG es un modelo que destaca el pape! preponderante que tiene el sistema

GABAérgico en la generacion de la epilepsia, asi como la importancia de los

mecanismos inhibidores en los fenbmenos paroxisticos.
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