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RESUMEN 

La administración sistémica o intracerebral de la 4-aminopiridina (4-AP) 

induce convulsiones generalizadas en diferentes especies de animales. Aunque el 

mecanismo de su efecto convulsivante no ha sido determinado, se sabe que la 4-AP 

estimula la liberación de neurotransmisores, incluyendo el glutamato, en varias 

preparaciones, tales como: la unión neuromuscular, rebanadas de cerebro y 

sinaptosomas. El bloqueo de los canales de K+ por la 4-AP puede prolongar la 

duración de los potenciales de acción, alargando la fase de despolarización y 

aumentando el influjo de ca++ y la liberación de neurotransmisores. 

Con el fin de estudiar el papel de ciertos aminoácidos en el hipocampo y la 

corteza entorrinal durante el proceso convulsivo inducido por la administración de la 

4-AP, se utilizó un dispositivo que nos permitió realizar la microdiálisis y el registro 

de la actividad eléctrica de manera simultánea en ambas regiones, en ratas en libre 

movimiento. Encontramos que la infusión de la 4-AP en la corteza entorrinal 

aumentó los niveles extracelulares de glutamato y glutamina y en menor proporción 

los de glicina y taurina. Asimismo, la infusión de la 4-AP en el hipocampo aumentó 

aún más los niveles de glutamato y produjó aumentos pequeños en taurina y 

glicina. En ambas regiones infundidas, el pico de concentración extracelular de 

glutamato se observó 15 min después de la administración de la 4-AP. No hubo 

cambios significativos en el hipocampo o en la corteza entorrinal no infundidas en 

las mismas ratas. Los registros electroencefalográficos simultáneos mostraron 

actividad epileptiforme intensa que inició durante la infusión de la 4-AP y se 

mantuvo durante el resto del experimento (1 h), tanto en la corteza entorrinal como el 
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hipocampo. Las descargas se caracterizaron por poli-espigas y complejos espiga

onda que se propagaron de manera casi inmediata a la otra región estudiada. Estos 

hallazgos sugieren que el aumento en la función sináptica glutamatérgica en el 

circuito que conecta ambas regiones está involucrado en las crisis convulsivas 

inducidas por la 4-AP. 
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ABSTRACT 

The systemic or intracerebral administration of 4-aminopyridine (4-AP) 

induces generalized tonic convulsions in different animal species. Although !he 

mechanism of its convulsant action has not been completely clarified, it is known that 

4-AP stimulates the release of neurotransmitters, including glutamate, in severa! 

preparations, such as the neuromuscular junction, brain slices and synaptosomes. 

Blockade of K+ channels by 4-AP can prolong the duration of action potentials, 

which leads to delayed depolarization, increase ca++ influx and thus promete release 

of neurotransmitters. 

In arder to study the role of amino acids in the hippocampus and the 

entorhinal cortex during !he convulsive process induced by 4-AP, we have used a 

device allowing the simultaneous microdialysis and eiectrical recording of both 

regions in awake rats. We found that infusion of 4-AP into the entorhinal cortex 

resulted in a notable increase in extracellular glutamate and glutamine and small 

increases in glycine and taurine levels. Likewise, infusion o! 4-AP into the 

hippocampus resulted in a majar increase in glutamate, as well as slight increases 

in taurine and glycine. In both infused regions the peak concentration o! 

extracellular glutamate was observed 15 min alter 4-AP administration. No 

significan! changes were found in the non-infused hippocampus or entorhinal 

cortex in the same rats. Simultaneous electroencephalographic recordings showed 

intense epileptiform activity starting during 4-AP infusion and lasting for the rest of 

the experiment (1 h), in both the entorhinal cortex and the hippocampus. The 

discharges were charactenzed by polyspikes and spike-wave complexes and 
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propagated almost immediately to the other region studied. These findings suggest 

that increased glutamatergic synaptic function in the circuit that connects both 

regions is invoived in the epileptic seizures induced by 4-AP. 
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ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 

Este trabajo esta dividido en cuatro partes. La primera de ellas corresponde 

a una introducción, donde se destacan los aspectos básicos de la epilepsia, los 

modelos experimentales de epilepsia relacionados con la técnica de microdiálisis y 

los estudios que hasta la fecha se han realizado con la 4-aminopiridina (4-AP), 

incluyendo su efecto convulsivante. En esta sección se anexa el artículo de revisión 

"On the relationship between extracellular glutamate, hyperexcitation and 

neurodegeneration, in vivo" (1999) Tapia, R., Medina-Ceja, L. y Peña, F. 

Neurochemistry lnternational, 34: 23-31, donde se relacionan los efectos excitador y 

neurodegenerativo de la 4-AP, y se describe también el bloqueo de canales de K+ y 

la estimulación de liberación de neurotransmisores por esta droga. En la 

Introducción se presenta asimismo una descripción de la anatomía del circuito 

corteza entorrinal-hipocampo, en donde se destacan los tipos celulares y 

conexiones del circuito y la neuroquímica del mismo. 

la segunda parte corresponde a los Materiales y Métodos, para lo cual se 

anexa el artículo titulado "Cortical catecholamine changes and seizures induced by 

4-aminopyridine in awake rats, studied with a dual microdialysis-electrical recording 

technique" (1999) Morales-Villagrán, A, López-Pérez, S., Medina-Ceja, L. y Tapia R. 

Neuroscience Letters. 275: 133-136, en el cual se describe de manera detallada la 

metodología empleada en este trabajo; se anexa además un diagrama del 

dispositivo utilizado. 

En la tercera parte se presentan los Resultados de este estudio, que estan 

contenidos en la publicación titulada "Action of 4-aminopyridine on extracellular 
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amino acids in hippocampus and entorhinal cortex: A dual microdialysis and 

electroencephalographic study in awake rats" (2000) Medina-Ceja, L., Morales

Viilagrán, A., Tapia, R. Brain Research Bulletin, 53:255-262. La última parte 

contiene una discusión global del trabajo realizado. 
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INTRODUCCIÓN 

La epilepsia es un síndrome de disfunción cerebral, de carácter recurrente, 

que se caracteriza por la descarga sostenida y anormalmente sincrónica de un 

grupo de neuronas cerebrales. Desde el punto de vista de la neurotransmisión 

sináptica, la epilepsia ha sido considerada tanto como un trastorno de la inhibición 

(por deficiencia), como de la excitación (por exceso); la complejidad de la epilepsia 

incluye ambos sistemas. La mayoría del conocimiento acerca de los mecanismos 

del fenómeno epiléptico y de la terapia con fármacos anticonvulsivantes ha sido 

obtenido a través del estudio de modelos de epilepsia experimental (Dichter, 1989); 

cada uno de estos modelos presenta algunas de las manifestaciones de la epilepsia 

humana. 

l. MODELOS DE EPILEPSIA Y MICRODIALISIS 

La técnica de microdiálisis cerebral nos permite medir la concentración 

extracelular de cualquier neurotransmisor y relacionarla con ciertos aspectos 

conductuales del fenómeno epiléptico. En varios modelos de epilepsia experimental 

se han demostrado cambios en los niveles de aminoácidos con la técnica de 

microdiálisis (Cavalheiro y col., 1991; Sayin y col., 1995), y recientemente se ha 

trabajado con la microdiálisis dual para determinar la neuroanatomía funcional de la 

vías nigro-estriatal y estriado-nigral y su relación con la función motora (Morari y 

col., 1996 a,b). Sin embargo, estos últimos estudios no han sido llevados a cabo en 

modelos de epilepsia experimental. 

Por otro lado, existen trabajos en los que se ha intentado combinar la técnica 

de microdiálisis con el registro electroencefalográfico (EEG), para lo cual se han 
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utilizado electrodos adosados o anclados a la sonda de microdiálisis (Sandberg y 

col., 1986; Szerb, 1991; Ludvig y col., 1992). Estas estrategias intensifican el daño 

tisular causado por la cánula en la región de estudio. Trabajos de Obrenovitch y col. 

(1993, i 994, 1995) han permitido disminuir el daño por la implantación de cánulas y 

evaluar de manera adecuada el EEG, a través de un diseño en el cual se incorpora 

un microelectrodo en la sonda de microdiálisis. Estos trabajos han permitido evaluar 

la relación entre la actividad convulsiva (inducida por la administración de 

picrotoxina) y los niveles de glutamato extracelular. Los resultados muestran que 

estas crisis convulsivas no necesariamente se acompañan de un aumento en el 

glutamato extracelular y que la sobreexcitación puede deberse a otro tipo de 

anormalidades, como un aumento en la densidad de receptores a glutamato o por 

esparcimiento de las sinapsis glutamatérgicas (Obrenovitch y col., 1996). Sin 

embargo, hasta el momento no se han realizado experimentos combinando Ja 

técnica de microdiálisis dual y el registro EEG simultáneo, en modelos de epilepsia 

experimental. 

11. MODELO DE CRISIS POR 4-AMINOPIRIDINA (4-AP) 

i. MODELO DE CRISIS CONVULSIVAS 

La 4-aminopiridina (4-AP) es una droga que cuando se administra por vía 

intraperitoneal (i.p.) o intracerebral (i.c.) es capaz de inducir crisis convulsivas en 

diferentes especies de animales (Spyker y col., 1980; Pasantes-Morales y Arzate, 

1981; Tapia y Sitges, 1982; Glover, 1982; Pasantes-Morales y col., 1987; Milhaly y 

col., 1990). El patrón de crisis convulsivas inducido por la administración i.p. de 4-

AP en la rata, es muy similar al que se produce por la administración :.c. de ácido 
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kaínico (Ben-Ari, 1985). Este tipo de crisis se caracterizan por la aparición de un 

período convulsivo largo, con una etapa inicial de hiperexcitación, seguido de 

convulsiones clónicas, tónico-clónicas y muerte. durante una convulsión tónica en 

.~ . ~ . 
algunos casos, mientras que los animales que sobreviven presentan movimientos 

clónicos alternados frecuentemente con contracciones tónicas de mediana 

intensidad (Fragoso-Veloz y col., 1990). De manera similar, la 4-AP ejerce un efecto 

convulsivante cuando se administra i.c., ya sea en el hipocampo (Fragoso-Veloz y 

col., 1990) o en el ventrículo cerebral lateral de la rata (Gandolfo y col., 1989). 

Los estudios in vitro han permitido observar que el efecto de la 4-AP sobre la 

liberación de neurotransmisores es de espectro amplio, es decir, independiente de 

la sustancia mediadora, tipo de sinapsis o especie (Thesleff, 1980). Mediante 

estudios electrofisiológicos se ha demostrado que la 4-AP bloquea la corriente 

transitoria de K+ (IA) y de inactivación lenta (lo), lo cual conduce a una prolongación 

del potencial de acción a través de un retardo en la fase de repolarización 

membrana!, fenómeno que mantiene los canales de ca•• sensibles al voltaje 

abiertos (Rogawski y Barker, 1983), lo que podría explicar la inducción del aumento 

en la·liberación de neurotransmisores. Sin embargo, otras evidencias demuestran 

que la 4-AP aumenta también la corriente de ca++ (Agostan y col., 1983; Gibson y 

Manger, 1988). 

En trabajos realizados por Morales-Villagrán y Tapia (1996) se demostró que 

infusiones de 4-AP a través de cánulas de microdiálisis en el núcleo caudado, 

inducen crisis convulsivas y una liberación notable de glutamato significativamente 

más alta que la de los demás aminoácidos evaluados. Además, las alteraciones 

motoras producidas por la 4-AP se bloquean por antagonistas del receptor N-metil-



12 

D-aspartato (NMDA) (Morales-Villagrán y col., 1996). Sin embargo, hasta el 

momento, no se ha estudiado la liberación de neurotransmisores durante las crisis 

inducidas por 4-AP en relación con algún circuito anatómico de importancia para la 

generación de las crisis convulsivas, como puede ser el hipocampo y sus 

conexiones. 

Trabajos recientes del laboratorio ( Morales-Villagrán y col., 1999) han 

demostrado, con la técnica de microdiálisis dual y registro electroencefalográfico 

simultáneo en ratas despiertas, que la infusión de 4-AP en la corteza motora 

produce convulsiones intensas y crisis electroencefalográficas tanto en la corteza 

motora infundida como en la contralateral en la que solo se administra medio Ringer 

normal. Esta acción convulsivante se acompaña de un incremento extracelular en la 

concentración de dopamina (15 veces), norepinefrina (2.4 veces) y ácido vanil 

mandélico (1.8 veces) en la corteza motora infundida. 

2. BLOQUEO DE CANALES DE POTASIO 

El papel de los canales de K" en el control del potencial de membrana y la 

excitabilidad de las neuronas esta bien establecido (Hille, 1984). Las membranas de 

las neuronas presentan varios subtipos de los canales de K+ que participan de 

varias maneras en las propiedades de conductancia eléctrica de las neuronas 

(Rogawski, 1985). La actividad del canal de K+ participa en el control de la liberación 

del neurotransmisor de las terminales nerviosas determinando el curso temporal de 

la repolarización. El bloqueo de los canales de K+ puede prolongar la duración de 

los potenciales de acción, lo que favorece el retardo en el cierre de los canales de 

Ca'·+. incrementando la entrada de este catión y la liberación del neurotransmisor. 

Exisien varios bloqueadores del canal de K+. como la 4-AP, el tetraetilamonio (TEA) 



13 

y la quinina o toxinas naturales como la dendrotoxina, caribdotoxina y apamina. Se 

ha demostrado que estos bloqueadores incrementan la liberación in vitro en 

rebanadas de cerebro y en sinaptosomas, de la acetilcolina (Ach), el ácido y

aminobutírico (GASA), el glutamato, la noradrenalina y la dopamina (Hu y col., 1991; 

Jin y Fredholm, 1994; Tapia y Sitges, 1982; Tapia y col., 1985). Algunos estudios in 

vitro han demostrado que en particular el efecto de la 4-AP sobre la liberación de 

neurotransmisores es de espectro amplio, independiente de la sustancia 

mediadora, tipo de sinapsis o especie (Thesleff, 1980). 

En otras palabras, se sabe que la 4-AP bloquea los canales de K+ activados 

por voltaje en una gran variedad de células, incluyendo las neuronas, el músculo 

cardíaco, músculo esquelético y liso (Kenyon y Gibbons, 1979; Gillespie y Hunter, 

1975; Hara y col., 1980). La 4-AP actúa en el lado citoplásmico de los canales de K+ 

(Kirsch y Drewe, 1993), pero el mecanismo del bloqueo aún no se ha caracterizado 

completamente. Al respecto algunos estudios han postulado que la 4-AP se une 

preferencialmente al estado abierto de los canales rectificadores de K+ (Kirsch y 

col., 1993). En el trabajo de Russell y col. (1994) han observado que el bloqueo de 

la 4-AP del canal de K+ Kv 1.2 ocurre solo después de la activación de la corriente, 

debido probablemente a que el sitio al cual se une la 4-AP no es accesible cuando 

el canal esta cerrado. En otros estudios se ha obtenido resultados similares en 

canales de K• tipo Kv 2.1 y Kv 3.1 (Kirsch y Drewe, 1993). Trabajos de Bouchard 

y Fedida (1995) han encontrado que la 4-AP suprime la corriente saliente al unirse 

al canal de K+ tipo Kv 1.5 en la superficie interna de la membrana. La unión y la 

disociación de la 4-AP del canal requieren del estado abierto, aunque se puede unir 
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a diferentes sitios de este canal en el estado abierto o cerrado, modulando la 

transición aparente del canal del estado final cerrado al estado abierto. Asimismo, 

se ha encontrado que la 4-AP mueve aproximadamente un 20% el potencial de 

membrana eléctrico para alcanzar su sitio de unión. Por otro lado, la profundidad a 

la cual la 4-AP se une al canal de K+, aumenta cuando la concentración de la 4-AP 

se incrementa (Bouchard y Fedida, 1995). 

La 4-AP atraviesa la membrana en su forma no cargada y se asocia con un 

protón en el citoplasma (Choquet y Korn, 1992; Kirsch y Narahashi, 1983). Los 

canales de K+ sensan el gradiente de voltaje local a través de la membrana y la 

forma activa de la 4-AP (catiónica). Es probable que la 4-AP altere el perfil del 

potencial local cerca de los canales de K•, al unirse a las cargas negativas fijas 

localizadas en la superficie interna de la membrana o en el vestíbulo del poro, ya 

que la 4-AP parece estar cercana a las cargas negativas asociadas con las 

regiones 5'S5 o 3'S6 en la cara interna del poro del canal de K+ (Shieh y Kirsch, 

1994). El sitio de unión de la 4-AP está fuera de la region sensible a voltaje S4, muy 

cercana a la compuerta del canal (Fig. 1) (McCormack y col., 1994; Shieh y Kirsch, 

1994). Por lo anterior puede ser que la 4-AP se asocie a las cargas negativas de la 

cara interna de la membrana plasmática (Bouchard y Fedida, 1995). 

3. LIBERACIÓN DE NEUROTRANSMISORES 

El efecto estimulador de las aminopiridinas sobre la liberación espontánea 

del neurotransmisor depende de la presencia de ca++ extracelular (Tapia y Sitges. 

1982). y se ha sugerido que además del ca++ extracelular. otros depósitos de calcio 

así como otros iones. también participan (Huang y col., 1989; Tapia y Sitges. 1982). 

Las aminopiridinas causan corrientes entrantes de sa··. sin embargo las 
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Fig. 1 Los esquemas A y B representan el mecanismo posible del bloqueo de los 
canales de K+ por la 4-AP. A) La 4-AP atraviesa la membrana plasmática en su forma no 
cargada y una vez en el citoplasma de la célula se asocia con un protón. La forma activa 
de la 4-AP se une a la región cargada negativamente del canal. B) Estructura 
molecular de una de las subunidades del canal de K+ donde se muestra el sitio de unión 
de la 4-AP activada (5'S5 o 3'S6) (Shieh y Kirsch, 1994). 
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concentraciones requeridas para estos efectos (> 1 mM) son mucho más altas que 

las requeridas para inducir actividad convulsiva (Sega! y Barker, 1986; Ahnert-Hilger 

y Habermann, 1981 ). Otros estudios no han observado efecto alguno de la 4-AP 

sobre la captura de ca++ (Agosten y col., 1983; Freedman y col., 1984; Tapia y col., 

i 985) y postulan que la 4-AP facilita el acoplamiento entre el ca++ intracelular y la 

liberación del neurotransmisor en la membrana presináptica, debido a que la droga 

es capaz de inducir la liberación del neurotransmisor sin el estímulo despolarizante. 

Esta hipótesis se apoya en el hecho de que el bloqueador de canales de K+ TEA, 

tiene un efecto similar al de la 4-AP sobre las corrientes de K+ y el efecto 

despolarizante en la membrana. no induce los efectos conductuales y bioquímicos 

que se presentan con la administración de la 4-AP (Morales-Villagrán y Tapia, 

1996). En este sentido, Tibbs y col. (1989) propusieron que la 4-AP induce 

potenciales de acción repetitivos que permiten abrir transitoriamente los canales de 

ca++. Algunos estudios han observado la posibilidad de la participación de los 

canales tipo N- en la entrada de ca++ inducida por la 4-AP en sinaptosomas 

(Nayler, 1988; Nowycky y col., 1985; Turner y col., 1993). Asimismo, las diferencias 

en la sensibilidad de los neurotransmisores a la influencia de la 4-AP pudiera ser un 

reflejo de las diferencias en las poblaciones de canales de ca++ presentes en las 

terminales o diferencias en la cinética de entrada de ca++ entre las terminales 

catecolaminérgicas y aminoacidérgicas (Verhage y col., 1991 ). Al mismo tiempo, se 

ha encontrado que el efecto sobre la liberación del glutamato, con tres agentes 

despolarizantE::s (K+ alto, 4-AP y veratrina) presenta variaciones regionales en la 

liberación de glutamato, debido a sus mecanismos diferentes para inducir el efecto 
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despolarizante y al proceso de transporte del glutamato (Patterson y col., 1995). Así, 

la liberación de glutamato y su captura parecen variar grandemente de región en 

región debido a la presencia de estos mecanismos. 

En resumen, las acciones celulares y biofísicas relevantes de la 4-AP 

incluyen los siguientes pasos, en el caso de las preparaciones in vitro: 1) bloqueo de 

las corrientes transitorias de K+ en la membrana post-sináptica soma-dendrita, 

incluyendo la corriente tipo A rápida y la corriente lenta tipo D. Las concentraciones 

de 4-AP epileptogénicas (75µM) probablemente no bloqueen la corriente tipo A 

(Storm, 1988), pero sí las corrientes tipo O; 2) Un incremento en la excitabilidad de 

los axones y las terminales presinápticas causadas por la 4-AP aumenta la 

liberación de neurotransmisores en respuesta a los potenciales de acción 

presinápticos, como en los potenciales de acción espontáneos originados en las 

terminales o en los axones (Fig. 2) (Kocsisy col., 1983; Buckle y Haas, 1982; Flores

Hernandez y col., 1994). 

111. TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO 

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del SNC y se presenta 

en concentraciones altas en las terminales nerviosas, mientras que en el espacio 

extracelular se encuentran niveles bájos (<1 µM) (Fonnum, 1984; Ottersen y Storm

Mathisen, 1984). El transportador de glutamato mantiene Jos niveles extracelulares 

bajos de este aminoácido previniendo la neurotoxicidad mediada por este 

neurotransmisor (Choi, 1992). Tanto las neuronas como las células gliales 

presentan estos sistemas de captura de glutamato, por lo que ambos tipos celulares 
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participan en ia regulación de los niveles extracelulares del neurotransmisor (Arriza 

y col., 1994; Karai y col., 1995; Rothstein y col., 1996). Este transporte de alta 

afinidad depende tanto de Na+ como de K•, pero no requiere del cr (Danbolt, 

1994). 

Se han clonado tres transportadores de glutamato de rata denominados 

GLAST1, GLT-1, y EAAC1, así como a sus homólogos en el humano, EAAT1 

(GLAST1), EAAT2 (GLT1), y EAAT3 (EAAC1) (Arriza y col., 1994; Kanai y Hediger, 

1992; Pines y col., 1992; Storck y col., 1992). Posteriormente se han identificado 

dos miembros nuevos denominados EAAT4 y EAAT5 en cerebelo y retina de 

humano, respectivamente (Fairman y col., 1995; Arriza y col., 1997). Asimismo, la 

clonación molecular ha permitido la identificación de dos transportadores a 

aminoácidos neutrales, el ASCT-1 y -2 (Arriza y col., 1993; Shafqat y col., 1993; 

Utsunomiya-Tate y col., 1996). 

Los transportadores EAAT-1 y -2 se expresan exclusivamente en el cerebro 

(Pines y col., 1992; Storck y col., 1992; Nakayama, y col., 1996), mientras que 

EAAT-3 ,-4 y -5 se expresan tanto en el cerebro como en otros órganos (Kanai y 

Hediger, 1992; Nakayama y col., 1996; Fairman y col., 1995; Arriza y col., 1997). La 

proteína EAAT-1 se presenta abundantemente en la corteza cerebelar (Chaundhry y 

col., 1995; Lehre y col., 1995; Shibata y col., 1996) y la proteína EAAT-2 se 

encuentra en regiones como la corteza cerebral, el hipocampo, el tálamo, el septo,y 

el cerebelo. En estas ~egiones, EAAT-1 y -2 se encuentran primariamente en la 

membrana plasmática de los astrocitos y la glía de Bergman en el cerebelo 

(Chaundhry y col, 1995; Lehre y col., 1995; Schmitt y col., 1996, 1997; Torp y col., 

·,997¡_ 
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Por otra parte, EAAT-3 y -4 se encuentran solo en las neuronas y, en 

particular EAAT-3 se presenta tanto en neuronas glutamatérgicas (por ejemplo, las 

células granulares del giro dentado y las células piramidales en e! hipocampo y la 

corteza cerebral) como GABAérgicas (por ejemplo, las células de purkinje en el 

cerebelo y neuronas espinosas medias del estriado) (Kanai y Hediger, 1992; 

Rothstein y col., 1994; Kanaí y col., 1995; Velaz-Faircloth y col., 1996; Yamada y 

col, 1996; Furuta y col., 1997; Nagaoycol., 1997; Tanaka y col., 1997; Torp y col., 

1997).Por otro lado, el transportador EAAT-5 parece estar restringido a las 

neuronas de retina (Arriza y col., 1997). 

Los transportadores de glutamato perecen jugar un papel triple en regular los 

niveles extracelulares de glutamato en el cerebro: 1) la captura de glutamato para 

disminuir la concentración local extracelular de este aminoácido; 2) la actividad del 

tranportador EAAT4 genera una entrada de Cr que permite una hiperpolarización 

local para prevenir la excitación excesiva por el glutamato extracelular y, 3) la 

acumulación de glutamato en las neuronas (células GABAérgicas de Purkinje) 

producido por los transportadores localizados a nivel neuronal (EAAC1 y EAAT4), 

las provee del sustrato para la síntesis de GASA (Furuta y col., 1997). Por lo 

anterior, los transportadores de glutamato se encuentran estratégicamente 

distribuidos en el cerebro para controlar los niveles extracelulares de este 

neurotransmisor. 

Por otra parte, la actividad funcional de estos transportadores se ve regulada 

por la expresión, la localización y la fosforilación de los mismos (Lorter y col., 1999). 

Varios estudios han demostrado la regulación de los transportadores por cinasas y 

fosfatasas (Casado y col., 1991: Casado y col., 1993), debido a que presentan en 
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su estructura primaria varios sitios consenso a la cinasa dependiente de AMPc y a 

la cinasa C (Kanai y col., 1993; Gegelashvili y col., 1997). 

Se ha demostrado una asociación entre deterioros en ei transporte de 

glutamato y el inicio y la progresión de varias enfermedades degenerativas que 

incluyen la esclerosis amiotrófica lateral (Rothstein y coi., 1995), la enfermedad de 

Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Parkinson (Masliah y 

col., 1996; , Beal y col., 1986; Blandini y col., 1996) y la epilepsia (Miller y col., 

1997). El deterioro de la actividad de los transportadores es un factor determinante 

en la susceptibilidad a las crisis epilépticas en algunos modelos experimentales 

(Watanabe y col., 1999). Además de prevenir la excitotoxicidad bajando los niveles 

extracelulares de glutamato, los transportadores tienen un papel importante en 

modular el curso temporal de la transmisión sináptica (Overstreet y col., 1999), ya 

que el transportador en la membrana post-sináptica puede contribuir a la fase de 

repolarización del potencial post-sináptico excitador (Meldrum y col., 1999). 

Finalmente, en varios modelos de epilepsia experimental se ha demostrado 

cambios en la expresión de los trasportadores de glutarnato; en modelos genéticos 

se ha encontrado una disminución en la expresión del mRNA a GLT-1 en 

hipocampo, corteza cerebral, estriado y colículo inferior (Akbar y col., 1998). En 

modelos de epilepsia adquirida, como el kindling o la administración de KA, se ha 

observado un aumento en la expresión del mRNA a GLT-1 y una disminución en el 

EAAC-1 (Akbar y col., 1997; lngram y col., 2000). asi como una disminución en la 

expresión del mRNA y la proteína de EAAT-3 en hipocampo, respectivamente 

(Simantov y col., 1999). 
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En vista de estos antecedentes en el presente trabajo se anexa un artículo 

de revisión donde se describen en detalle los efectos de la administración de la 4-

AP en el hipocampo a través de cánulas de microdiálisis. Asimismo, se analiza la 

relación entre los efectos de la hiperexcitabilidad neuronal y la neurodegeneración 

inducidos por la 4-AP, con la activación de receptores a aminoácidos excitadores y 

los transportadores de glutamato. 
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1. Introduction 

In recent years there has been an 1ncreasing interest in 
the studies on neurodegeneration. including the physio
logical or program111ed neuronal death and the cell d1s
ruption occurring as a consequence of necrosis. This 
interest has been greatly stimulated by the fact that pre
cipitate and localized neuronal destruction is a central 
event in the course of many acute and chronic disorders 
of the central nervous syste1n (CNS). These disorders 
include stroke (anoxia-ischemia), hypoglycen1ia, cerebral 
traun1a, epilepsy and severa! devastating neuro
degenerative d1seases, such as a1nyotrophic lateral scler
osis, Parkinson 's disease, Alzheiiner's disease and 
Huntington\ d1sease. 

A1nong the cellular 1nechan1sn1s possibly 111volvcd in 
neuronal death in the above 1nentioned disorders, threc 
closely related factors seem to play important roles. ( 1) 
the generation of reactive oxygen species or free radical s. 
(2) the overactivat1on of synaptic excitatory a1nino acid 
(EAA) receptors, and (3) the 1ncrease in cytoplas1nic free 
CaJ+ conccntration. As shown in Fig. I, the l1nks betwecn 
these factors are n1ult1ple andan 1nitial evcnt n1ay lead, 
111 a cascade n1anner, to the generation of further altcr
at1ons. 

One ofthe key evcnts in this chain of reactions result1ng 
in neuronal da1nage 1s an exccss of the excitatory synaptic 
ncurotransn1ission n1cdiated by a1nino acids, n1ainly glu
tan1ate. Pioneer studics 111 the decade of the seventies 
showcd that exposure of nervous t1ssuc to high con
ccntrations of g!ut:.unate and other EAA produced neu
ronal degencrat1on and dcath, and den1onstratcd that 
~uch clfccts ari: rclatcd to thc ability of thcse ncuro
transn11ttcrs to depolan1c the 1nc1nbranc and thcrcforc 

+ Cl)lll' ... pu11d111g :tuthrn F,1x 52.:i-6225607. E-m.ul 1t.ip1,t1<1 

1J1-,1ul.u11.1111 111\ 

to excite neurons (Olney, 1971; Olncy et al., 1971; Roth
man and Olney. 1987). This knowledge lcd to the concept 
of excitotoxicity, or neuronal damage due to over
excitation, whose 1nechanis1ns are presently known in 
so1ne detail due to the advances in the charactenzation 
of the ditferent types of EAA receptors and thcir func
tioning. Two groups of EAA receptors located in neu
ronal 1ne1nbranes have becn 1dentified. A first group of 
receptors, rnainly localized postsynaptically, constitute 
ligand gated ion channels (ionotropic receptors) and 
includes the N-methyl-o-aspartate (NM DA) type and the 
non-NMDA type. The two types are activated by glu
ta1nate and aspartate. but the for111er is activated by 
NM DA whereas the latter includes a subtype recognizing 
kainate acid (KA) and another subtype that 1s activated 
by a-a1nino-3-hydroxy-5-n1ethyl-4-isoxazolcpropionatc 
(AMPA). The second group is that ofn1ctabotropic EAA 
receptors. which are frequently prcscnt in thc prcsynaptic 
n1cn1brane and do not forn1 ion channels but are associ
ated to G proteins and couplcd to the product1on of 
second 1ntracellular 1nessengcrs (Holln1ann and He1ne
mann. 1994; M11lcr, 1994. Michaelis. 1998) 

Resides 1ts hgand sensitivity, the NMDA receptor 
differs fro1n that of non-NMDA receptor:-. in its scn
sitivity to voltage changes, its rcquin::n1cnt for glycinc <JS 

a positive n1odulator and its ionic selcctivity Thc N M DA 
receptor channcl 1s penncablc 1nainly to Na ·1 and Ca 2 1

: 

in contrast, the 11011-NMDA receptor channc[s are volt
agc inscnsitive and norn1ally pcrn1cablc only to Na 1

• 

a!though th1s penneabi!ity 1nay vary dcpcnding on thc 
subunit con1pos1t1on of thc receptor (Holln1ann et al., 
1991: Bcttlcr and Mulle, 1995, Pcllcgrin1-G1an1piclro et 
al, 1997). These di!fcrcnccs detcnninc a con1pli:x 
response to glutainatc of thc postsynapt1c ncuron po~
scssing thc tv.·o typcs of rcccptors. Under re~ung 

cond1t1ons, thc N M DA rcccpl<)I is not rcadlly ~)pcncd by 
thc agonist~. hecausc 1t~ ch.111ni.:l 1s bllK·ki.:d by iv1g ~, 

l1l'l '-\!!~(, •N ". ~ú' !1t111t m.1ttl'.1 ' i'/')ll l !\l'.\1\.'.1 Sc1c1\cc Ltd ·\:l 11~ht-, ic\Cl\<:d 
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However, because ofthe voltage sensitivity ofthis recep
tor, when the membrane is depolarized l\1g2+ is expelled 
out of the channel and the receptor is a ble to respond to 
its ligand. Consequently, when the non-NMDA receptor 
is activated and depolarization occurs dueto the entrance 
of Na+ through its channel, the overactivation of the 
NMDA receptor is facilitated. 

The hyperactivation ofthe NMDA receptor results in 
a massive entrance of Ca2+ (Randall and Thayer, 1992; 
Hartley et al., 1993), which may overcome the intra
cellular Ca2+ buffering mechanisms that, together with 
plasma membrane Ca2+-ATPases and Na+-ca2+ 

exchangers, are responsible for maintaining a sub
micromolar intracellular concentration ofthe cation. The 
resulting accumulation of cytoplasmic Ca2+ eventually 
leads to neuronal death (Mattson, 1994; Siesjo, 1994) due 
to several factors, such as activation of proteases, lipases 
and endonucleases, membrane protein and lipid alter
ations, generation of toxic reactive oxygen species, mito
chondrial damage, disruption of energy metabolism, and 
membrane depolarization. These events potentiate each 
other in a cascade manner to produce membrane damage 
and consequently cell death (Fig. 1 ). 

2, Neurotoxicity of EAA reeeptor agonists 

A great deal ofthe foregoing notions arose from a variety 
of experiments carried out in vivo and in neuronal 

cultures, by means of the adrninistration of glutamate or 
of EAA receptor agonists, such as NMDA and KA 
(Malva et al., 1998). That neurotoxic effects of these 
compounds are dueto their interaction with EAA recep
tors is usually ascertained by testing the blockade or 
prevention oftheir toxicity in the presence of antagonists 
specific for the different receptor subtypes. Among the 
compounds more frequently used are the NMDA recep
tor antagonists ( ± )-3-(2-carboxy-piperazin-4-yl)-propyl
l-phosphonic acid (CPP), ( ± )-2-amino-7-phosphono
heptanoic acid (AP7) and ( + )-5-methyl-10,l l-dihydro-
5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5, 10-imine hydrogen male
a te (MK-801), and the non-NMDA receptor antagonists 
6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX, more 
effective on KA receptor), 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sul
famoyl-benzo(f)quinoxaline (NBQX, more effective on 
AMPA receptor; Sheardown et al., 1990), and sorne 2,3-
benzodiazepines (Vizi et al., 1996, 1997). 

Importan! support for a link between the above 
described mechanisms of excitotoxicity and neuronal 
death in neuropathological disorders derives fro1n the 
foUowing findings: (a) excessive EAA-med1ated neu
rotransmission leads to epileptic activity (Choi, 1988; 
Meldrum, 1991); (b) the cytopathological characteristics 
of the damage observed after the exposure to EAA 
resernble those occurring after brain ischemia (Brown 
and Brierly, 1972; Simon et al., 1984; Van Reempts, 1984) 
or prolonged seizure activity (Evans et al., 1984); (c) 

Reactive oxygen species 1 .... ------------1.+-NOS 

Mitochondrial damage 

yATP 

Protein and lipid 
breakdown 

Membrane destruction 

Cell death 

t 
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~ 
INCREASED EXTRACELLULAR EAA 

Fig. l. Factors in volved m the mechanisms of neuronal death. This scheme describes mainly death by necrosis due to inembrane destruction. NOS 
= n1tric oxide synthase. which may produce reacuve oxygen species by oxidatton of its product, NO. 
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microdialysis studies in vivo have shown that during cer
ebral ischemia (Benveniste et al., 1984; Globus et al., 
1988; Hillered et al., 1989; Butcher et al., 1990; Graham 
et al., 1990; Baker et al., 1991), hypoglycemia (Sandberg 
et al., 1986), and cerebral trauma (Faden et al., 1989), 
the extracellular concentrations of glutamate and aspar
tate are highly increased, reaching levels comparable to 
those which are neurotoxic in cell cultures (Chm et al., 
1987); (d) antagonists of both the NMDA and non
NMDA receptor types protect agamst the neuronal dam
age associated to these neuropathological conditions 
(Gill et al., 1988, 1992; Bullock et al., 1990; Sheardown 
et al., 1990; Swan and Meldrum, 1990). 

3. Is the origin of augmented extracellular glutamate 
important for neurotoxicity? 

Most of the studies on glutamate-induced neurotoxicity 
have been carried out in vitro, largely in neuronal or 
mixed neuronal-glial cultures (Ohno et al., 1997; Rogers 
and Hunter, 1997; Jensen et al., 1998), whereas in vivo 
the excitotoxicity has been observed in sorne brain regions 
mainly after the intracerebral microinjection of EAA 
receptor agonists, such as NMDA, KA, AMPA or d1hy
drokainate (DHK, an inhibitor of glutamate transport 
that seems to have a direct agonist effect on NMDA 
receptors) (Ben-Ari, 1985; Stein-Behrens et al., 1994; 
Massieu and Tapia, 1994, 1997; Massieu et al., 1995; 
Arias et al., 1997). These experimental condit10ns, 
however, do not necessarily refiect the situation occurnng 
under patholog1cal states, in wh1ch, as implied in the 
previous section, neuronal destruction by excitotoxic1ty 
111ust be due primarily toan excess of endogenous extra
cellular EAA capable of overactivating theirpostsynaptic 
receptors. lt is ciear, therefore, that in vivo EAA-induccd 
neurodegeneration can occur only when the extraccllular 
concentration of the a1nino acids increases above a criti
ca! value and/or for a certain period of tin1e. During the 
normal functioning of the glutamatergic synapses this 
does not occur because after the release of glutan1ate 
fron1 the presynaptic tenninal its concentrat1on in the 
synaptic cleft is kept low ( -1 ¡1M), due to its rapid 
clearance by an efficient reuptake carned out by spec1fic 
high affinity transporters (Fagg and Foster, 1983; 
Fonnu1n, 1984; Nicholls and Attwell, [ 990), of which tivc 
types have been c!oned (Danbolt, 1994; Fa1n11an et al., 
1995, Arriza et al., 1997). It is thcrcfore clear that an 
augn1entcd gluta1nate relcase, such as that probably 
occurring in ccrtain typcs of epilepsy, could rcsult in 
hypcn::xcitation but would not ncccssarily induce ncu
rodcgcncrat1on, becausc or thc rap1d rcn1oval or glu
t~11natc froin thc synapt1c cleft On thc othcr hand, onc 
should cxpccl that a dclicicnt rcuptakc \Vould n1orc castly 
rc<>ult 111 cxtraccllu!ar glutan1atc lcvds -;uffic1cnt!y h1~h 
and long la::-tJng tl) bccoinc toxic 'fhls ba~ bt:i..:n pe·~-

tulated to occur during ischemia, since the transporter 
requires extracellular Na+, which is co-transported with 
glutamate, and thus the ischernia-induced energy failure 
might result in d1minished Na+ -K + -ATPase activity and 
therefore in an impairment of the transporter. Addition
ally, glutamate release might occur through the reversal 
of the carrier-mediated Na+ -dependen! uptake (Pu!sinelli 
and Duffy, 1983; Obrenovitch and Urenjak, 1997). In 
fact, as already mentioned, it has been shown that extra
cellular aspartate and glutamate levels increase after 
experimental transient ischemia. 

In the following sections these relationships will be 
discussed, focused on exper1ments in vivo, which should 
reflect more closely than those in vitro the complexities 
of the pathological alterations. Indeed, several important 
factors influencing the possibility of interaction of glu
tamate with its receptors, for example the volume, con
stra1nts and tortuosity of the extracellular space, 
particularly the synaptic cleft (Rusakov and Kullmann, 
1998), may be overlooked by the in vitro experimental 
conditions. These and other problems 1nake 1t difhcult to 
establish a correlation in vivo between alterations in the 
extracellular concentration of EAA and facihtation of 
excitatory synaptic transmission. However, a reasonable 
expectation would be that if increased Jevels of EAA may 
indeed hyperactivate the receptors, when such increase 
occurs an enhanced neuronal excitability should be 
observed, behavioraliy and/or electroence
phalographically, accompanied by or followed by neu
ronal damage of the cerebral region affected. 

What procedures could be appropriate to test this pre
sumption? An obv1ous answer is to design experiments 
aüned at studying whether a stin1ulat1on of EAA release 
or an inhibit1on of 1ts transport results 111 enhanced 
endogenous extracellular EAA and whether this is related 
to neuronal hyperexc1tability and neurodegeneration 
This can be acco1nplished w1th the use of the 1n1c
rodialys1s technique, which has been extensively used to 
tneasure changes 1n the extracellular conccntration of 
an1ino ac1ds 10 vivo under a great vanety of experi1nental 
conditions. However, the ongin and consequences of an 
enhanced EAA conccntrat1011, as detern1ined by this tech
nique, ha ve becn the subject of considerable controversy 
(Herrera-Marshitz et al., 1996; T11nn1ennan and Wcst
ern1ck, 1997). In thc !ight of the above discussion, the 
hcart of th1s controvcrsy !ics not only 111 ascertaining 
what is tht: ccllular origin of tllc basal and the i11creascd 
cxtraccllular EAA (neurona!, synaplic or glial) but a[so 111 

cstablishing that thcy are indccd enhancing thc cxcitatory 
synaptic clficacy. 

3.1 !11/ii!ntton of'g!11tt111uue uproke 

Rccl..'.ntly, scvt:1~t! rcports h~1vc .tp¡x~a1cd stu<lying thc 
t:ll"t:ct or 1nhlhitor-. of El\·\ lr~l!l<;portcr..; ()fl thc CO!l
ci..::n ti .tt llill l)I- e\ t r.ict:ll ul.i r ,11111 nu ~1cid~ 111 \ ivo. Thc 1no..;t 
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used compounds are L-trans-pyrrolidine-2,4-dicar
boxylate (PDC), DHK, and DL-threo-/J-hydroxy-aspar
tate. Microdialysis experiments have shown that in the 
striatum and in the hippocampus the basal levels of glu
tamate and aspartate are notably increased by PDC (Mil
lan et al., 1993; Bloc et al., 1995; Massieu et al., 1995; 
Herrera-Marschitz et al., 1996; Obrenovitch et al., 1996; 
Zuiderwijk et al., 1996; Massieu and Tapia, 1997; Rawls 
and McGinty, 1997; Lada et al., 1998), but only few 
investigations have addressed the correlation between the 
changes observed and electrical activity alterations or 
neurodegeneration. In one of these studies (Qbrenovitch 
et al., 1996), it was found that PDC-induced increases of 
extracellular glutamate to more than 20-fold the basal 
leve! in the hippocampus did not induce elec
trophysiological signs ofhyperexcitability. In two studies 
from our laboratory (Massieu et al., 1995; Massieu and 
Tapia, 1997), we have shown that PDC induced long 
lasting (over 2 h) large increases of extracellular glu
tamate (10-20-fold, reaching concentrations comparable 
to those observed during neuronal damage due to 
ischemia (Globus et al., 1988; Hillered et al., 1989; Baker 
et al., 1991; Wahl et al., 1994)), but no neurodegeneration 
was observed, either in the striatum or in the hippo
campus. In these reports, neuronal damage v..'as assessed 
by histological examination and, in the case of the stri
atum, by biochemical determination of choline ace
tyltransferasc and glutamate dccarboxylase activities, 
markers of cholinergic and GABAergic neurons, respec
tively. The effect of PDC was much higher on glutamate 
and aspartate than on other amino acids, in agreement 
with the described potent and selective action of this 
compound on the glutamate/aspartate transporter 
(Bridgesetal., 1991; Robinsonetal., 1991). Theelevation 
of glutamate by PDC could be due to a combination of 
the blockade of the transporter and a carrier-mediated 
release of the amino acid, since it has been shown that 
PDC can be exchanged with glutamate (Bridges et al., 
1991; lsaacson and Nicoll, 1993; Sarantis et al., 1993). 
The important finding was, however, that in spite of the 
very high levels of extracellular glutamate no neuronal 
damage was observed (Massieu et al., 1995; Massieu and 
Tapia, 1997). 

In contras\ to this lack of effect of PDC, under similar 
experimental conditions the administration of DHK or 
KA through the microdialysis probe produced remark
able neuronal damage in the striatum, observed 7 days 
after treatment. The lesion produced by DHK was par
tially prevented by treatment with the NMDA receptor 
antagonist MK-801 or with the non-NMDA receptor 
antagonist NBQX (Massieu et al., 1995). In addition, the 
microinjecÚon of DHK in the hippocampus produced a 
notable neuronal destruction a few hours after treatment, 
which was, however, restricted to the CAI area and pre
vented by MK-80 l but not by NBQX (Arias et al., 1997). 
Altogether, these experiments with DHK suggest that the 

neurotoxic effect of the latter is dueto a direct activation 
of glutamate receptors and not to the glutamate accumu
lated in the extracellular space. 

Whatever the mechanism of the neurotoxic effect of 
DHK may be, the above results with PDC clearly indicate 
that increased extracellular glutamate in vivo by impair
ment of its transporter is not sufficient by itself to produce 
neuronal hyperexcitation or neuronal damage. One poss
ible explanation for these unexpected findings is that the 
extracellular glutamate accumulated as a consequence of 
PDC action on the transporter does not reach sufficiently 
high concentrations to overactivate glutamate receptors. 
In view that five ditferent glutamate carriers have been 
cloned and they differ in their neuronal or glial local
ization (Kanai and Hediger, 1992; Pines et al., 1992; 
Storck et al., 1992; Kanai et al., 1993; Fairman et al., 
1995; Arriza et al., 1997), another possibility is that the 
transporter affected by PDC might not be the one closely 
involved in the removal of glutamate from synaptic sites. 
However, it has been reported that PDC inhibits glu
tamate transport in both synaptosomes and cultured 
astrocytes (Bridges et al., 1991; Robinson et al., 1991; 
Rauen et al., 1992; Garlin et al., 1995). and that the 
extracellular glutamate enhanced under the effect of PDC 
in vivo seems to be of neuronal origin and may possess 
transynaptic effects in the striatum (Ra\vls and McGinty, 
1997). 

Two other models of glutamate transport deficiencies 
in vivo have been described: knockout ofthe transporters 
by intracerebroventricular chronic ad1ninistration in the 
rat of antisense oligonucleotides specific for the glial 
( G LAST and G L T-1) orneuronal (EAAC l) transporters 
(Rothstein et al., 1996), and the generation of mutant 
mice lacking EAACl (Peghini et al., 1997). In both stud
ies, when EAACI was affected animals showed sorne 
motor and behavioral abnormalities, but no neu
rodegeneration was observed. In contrast, with the anti
sense oligonucleotides against GLAST and GLT-1 
extracellular glutamate was increased and sorne signs of 
neurodegeneration characteristic of excitotoxicity were 
observed in the striatum and the hippocampus ( Rothstein 
et al., 1996). These studies suggest that the glial glutamate 
transport may be more efficient in reducing the level of 
synaptic glutamate. ·in any case, it seems that in the 
absence of other potentiating factors the concentration 
of endogenous glutamate in the synapse must reach very 
high values in arder to produce neurotoxicity (Obreno
vitch et al., 1996; Obrenovitch and Urenjak, 1997), since 
under normal synaptic transmission it may peak at > 1 
mM concentration (Clements et al., 1992; Clements, 
1996). 

The problems in understanding the accessibility of 
endogenous glutamate to the postsynaptic receptors and 
the role of its clearance by uptake in vivo can be illus
trated by cornparing the lack of neurotoxicity described 
in the preceding paragraphs with the results of experi-



R. Tapia et al./Neurochemistry !nternationaL 34 ( 1999) 23-31 27 

rnents in neuronal and glial cultures. In these rnixed 
cultures, exposure to PDC induced an elevation of glu
tamate concentration in the culture medium which, 
d1fferently from the observations in vivo, resulted in neu
ronal damage as assessed rnorphologically, by the release 
of lactic dehydrogenase or by the mitochondrial 
reduction of a tetrazolium salt; this neurodegeneration 
was attenuated by NMDA receptor antagonísts (Blitz
blau et al., 1996; Velasco et al., 1996; Volterra et al., 
1996). Furthermore, under these in vitro conditions the 
PDC-induced accumulation of extracellular glutamate 
resulted also in sustained neuronal depolarízation (Vol
terra et al., 1996). Also in contrast to the rnicrodialysis 
results, under these experiments in vitro DHK did not 
induce neurotoxicity nor produced any increase of extra
cellular glutamate (Velasco et al., 1996). Since DHK does 
not affect glutamate transPort in cultured astrocytes 
(Garlín et al., 1995), these data support the participatíon 
of the glial transporter as the main site of rernoval of 
extracellular glutamate in the mixed cultures. 

The most probable explanation for the discrepancy 
between the lack of neurotoxicity of gluta1nate accumu
lation by uptake 1nhib1t1on 1n vivo and its darnaging effect 
111 the mixed neuronal-glial cultures is that, whereas in 
the fonner condition the access of the extracellular glu
tan1ate to the synaptic receptor sites tnight be lünited, in 
cell cultures the amino ac1d readily diffuses and reaches 
ali available receptor sites. 

3.2. Excessive glutanzate re/ease: experiments ivith 4-ami
nopyrid111e 

The second expenmental approach to increase the extra
cellular levels of glutamate and assess Jts effects on excit
ability and neuronal integrity is by enhancen1ent of 
release. Among the drugs capable of stin1ulating the 
release of neurotransmitters are certa1n K + channel 
blockers, such as 4-aininopyndine ( 4-AP) and son1e 1nen1-
bcn; of the fan1ily of dendrotoxin peptides fron1 the 
venon1 of thc black n1a1nba snake. These con1pounds 
proiong the dc:polarizat1on phase of action potcntials, 
aug1nent the frequency of neuronal firing (Niscnbaun1 et 
al., 1994), and induce the release of neurotrans111itters 111 
severa! in vitro preparat1ons, such as the neuron1uscu!ar 
junctíon (Lundh, 1978; Thesleff, 1980), brain shces (Dole
zal and Tucek, 1983; Hu et al., 1991; Vcrstccg et al .. 1995, 
Schcchtcr, 1997) and synaptoson1cs (Tapi<:1 and S1tgcs, 
1982; Tapia et al., 1985; T1bbs et al .. 1989a.b). lt is 111ter
cst1ng that th1s n::lcas1ng ctfcct of both dcndrotoxins and 
4-AP is :-trictly dcpcndcnt on externa\ Ca2 

r, wh1ch. tog
cthcr w1th othcr ph<1rn1acological and ionic studics in 
brain ~licc~ (Thc:-lelf, 1980: Jones an<l l--Icincn1ann. 1987, 
Pcrrau!l an<l /\voli, 1991), 1nd1catc that thc ncuro
transinittt:rs 1 clcascd by thc:st: drugs ong1n;1.tc rro1n prc
syn.1pl!C ncrvt: cnd1n~:->. 

Both 4-,\P ;11H.l <..h:nd1ull):\1ns .uc <1lsn plH~nt C1l!l\ u!-

sants, that produce intense behavioral signs of hyp
erexcitability and EEG seizures when administered 
intracerebrally. These effects have been observed after 
injection in the rat substantia nigra reticulata, hippo
campus, cerebral ventricles and cerebral cortex (Gan
dolfo et al., 1989; Fragoso-Veloz et al., 1990; Tapia and 
Flores-Hernández, 1990; Bagetta et al., 1992, 1994, 1996; 
Fragoso-Veloz and Tapia, 1992; Morales-Villagrán et al., 
1996). 4-AP produces also mtense seizure activity when 
administered systernically in several mammalian species, 
including man (Schafer et al., 1973; Spyker et al., 1980; 
Fragoso-Veloz et al., 1990; Yamaguchi and Rogawski, 
1992; Cramer et al., 1994). Furthermore, this drug 
induces epileptiform electrical d1scharges in v1tro, in rat 
hippocampal (Perrault and Avoli, 1991; Yonekawa et al., 
1995; Avoli et al., 1996) and cortical (Simscalchi et al., 
1997) slices. 

An increased gluta1natergic transm1ssion in the ep1-
leptogenic action of dendrotoxins and 4-AP has been 
postulated on the basis that EAA receptor antagonists, of 
both the NMDA and the non-NMDA types, are effective 
anticonvulsants against seizures induced by these co1n
pounds in vivo (Gandolfo et al., 1989; Fragoso-Veloz 
and Tapia, 1992; Bagetta et al., 1994, 1996; Cramer et 
al., 1994; Morales-Víllagrán et al., 1996) and, 111 the case 
of 4-AP, also in bra111 slices (Perrault and Avoh, 1991; 
Avoli et al., 1996; Síníscalchi et al., 1997). Further sup
port for the involve1nent of glutan1atergic trans1nission 
in the 4-AP-induced seizures sterns fro1n our recent find
ing that 4-AP stimulates the release of glutan1ate in the 
stnatum and in the h1ppoca1npus in vivo, and that this 
release is correlated with intense behavioral convuls1ve 
activity (F1g. 2; Morales-Vil!agrán and Tapia, 1996). 

The above d1scussed findings. part1cularly in the case 
of 4-AP, clearly suggest that, dtfferently fron1 the results 
of uptakc inhibition, an increase in thc extracellular glu
tan1ate resu!to.nt fron1 an excessive release 1nay ovcr
activate EAA receptors and thus induce clectncal and 
behavioral hypercxc1tation and seizurcs Consequcntly, 
in accord w1th the prev1ous sections, it was to be cxpected 
that such an incrcase wou\d produce neurodcgcncralion. 
This 111 fact has been shown to occur w1th dcndrotoxins, 
wh1ch induce notable neuronal dcstruct1on \Vhcn adn1in
istcred in the hippocan1pus (Baggcta et al., 1994. 1996). 
S1nce no sin1dar studies ha ve been reported with 4-AP. we 
havc carricd out so1nc cxpcrin1cnts in thc hippoca1npus, 
using n1icrodialysis and s11nultancously n1casunng thc 
rclcase ofan11no ac1ds and thc EEG. As shown 111 F1g. 2, 
whcn wc pcrfuscd 4-AP through a 1nicrod1a!ysis probc in 
th1s rcg1on. wc ohscrvcd a corrc!ation belwccn thc 
incrcase in cxtracc!lular glutanuitc collcctcd via thc saine 
n1icrod1alysis pro be ~t n<l nL:urodegcncrat1on of thc C'A l, 
C !\3 and CA4. hut not CA2, h1ppocan1pa\ subtlcl<ls lt 
n1ust be c1npha::-.i1.cd thal th1s ~clccl1vc ncuron.d <la1nagc 
\V;1s si11H!a1 to that ob.-.;cr\cd .1flL·r thc 1ntrah1ppoc.nnp.d 
in¡cClHl!l nr EA1\ rc'-..Cj)[l)¡ d~n!lt~l'i (Bcn-1\11. ! 905, SlCl!I-
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Fig 2. Effects of microdialysis administrat1on of 4-AP in the anesthet1zed rat hippocan1pus on electrical act1v1ty {top trace), extracellular glutamate 
(m1ddle graph) and histological appearance {bottom m1crograph). After obtainmg basal electrical activ1ty (using the tnicrodmlysis cannula as the 
electrode) and three 12.5 m1n microdialysis fractions (25 Jil each) to determine basal eAtracellular glutamate values (by HPLC and fluorometnc 
detection), 4-AP (35 mM) was perfused through the microdialys1s cannulas dunng 12.5 1nin, dnd three subsequent fractions were collected The 
electrical epileptic d1scharge shown lasted 18 s and occurred at 5 min after 4-AP; it is a representative example of the se1zure discharges produced by 
this 4-AP dose, which occurred w1th a frequency of about one every 1.5 min and persisted unhl the end of the expenment. The peak mcreasc in 
extracellular glutamate (values are means ± SEM for 13 rats) corresponds to the first microdialysis fraction after 4-AP. and coincides w1th thc onset 
of se1zure discharges. Five days after the experiment rats were fixed by transcardial perfus1on and coronal bra1n sect10ns were stained wlth cresyl 
violet. As can be observed 1n the representattve example sho\vn, a notable neuronal loss was observed 111 CAi. CAJ .:md CA4, but CA2 (bctwccn 
arrows) •,•,ras spared. (Scale bar= 200 µm). The electrical seizures and neuronal damage were very similar 111 lhe 13 rats studied. For det.:ú!s on the 
experimental procedures (see Mass1eu et al., 1995, Morales-Villagrán and Tapia, !996; i\1assieu J.nd Tapia. 1997) 

Behrens et al., 1994; Arias et al., 1997). These results 
strongly suggest that the hippocampal neuro
degeneration observed after stimulation of glutamate 
release is related to an enhanced concentration of the 
amino acid at glutamatergic synapses, which could permit 
its interaction with the abundant EAA receptors present 
in the areas lesioned by 4-AP (lnsel et al., 1990; Young 
et al., 1991). 

4. Conclusion 

In conclusion, the present article describes sorne of the 
problems in correlating the increases in extracellular glu
tamate in vivo with excitability alterations and neu
rodegeneration. The origin and mechanisms of glutamate 
accumulation in the extracellular space appear to be 
determinant for the access of the amino acid to its post-
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synaptic receptors and consequently far the induction of 
excitotoxic neuronal damage. Even very high con
centrations of the amino acid do not seem to be sufficient 
to produce neurodegeneration, unless they occur at the 
synaptic space. This clearly differs from the abundant 
data on glutamate-induced excitotoxicity in tissue 
culture, and casts sorne doubts on the generally accepted 
possibility that increased extracellular glutamate by itself, 
when originating from ce!\ destruction or glutamate 
transporter deficiencies, might be responsible for neu
ronal death. 

From the data reviewed in the present article it can be 
concluded that it would be an oversimplification to relate 
the occurrence of neurodegene~atíon only to an aug
mented concentration of endogenous extracellular glu
tamate or other EAA. Although there is no doubt that 
such increase may facilitate neuronal death through the 
mechan1s1ns outlined here, Otber concurrent factors that 
accompany neurological disorders, such as mito
chondrial energy deficits or chron1c hyperexcitability, 
seem to be necessary to induce neurodegeneration. 
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La formación hipocámpica esta compuesta por seis estructuras que son: e! 

giro dentado, el hipocampo propiamente dicho (CAs, CA2 y CA1), el subículo, el 

presubículo y parasubícu!o (a estas tres estructuras se les ha reunido con el término 

de complejo subicular) y, finalmente la corteza entorrinal. La formación hipocámpica 

es una estructura elongada, cuyo eje longitudinal se extiende en forma de C y corre 

rostrodorsalmente del núcleo septal hasta caudoventralmente en el lóbulo temporal 

(Fig. 3). Se presentan cuatro haces de fibras en la formación hipocámpica que 

contienen tanto fibras aferentes como eferentes, estas son: el alveus que se 

origina en las células piramidales del hipocampo y subículo, estas fibras se dirigen 

hacia sitios subcorticales o a la misma formación hipocámpica contralateral; la 

fimbria que se localiza en el extremo lateral del hipocampo, cuando sus fibras salen 

del hipocampo y descienden al procencéfalo, son referidas como las columnas del 

tórnix. Estas fibras se dirigen hacia el núcleo septal y a otras estructuras del 

procencéfaio basal y diencéfalo. Finalmente el haz angular que atraviesa la línea 

media del esplenio del cuerpo calloso y contiene fibras que se originan desde o 

proyectan a el presubículo, parasubículo y la corteza entorrinal (Amara! y Witte>, 

1995). 

1.2 Organización y tipos celulares 

El giro dentado presenta tres capas (Fig. 4,5): la capa molecular, 

relativamente libre de células, la capa granular y la capa polimórfica que en otros 

textos la refieren como hilus o CA:.. La capa molecular esta ocupada 
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Fig. 3 Organización tridimensional de la formación hipocámpica en el cerebro de la rata. A) 
Se muestra la forma en C del hipocampo y su posición en el cerebro de la rata. Las 
columnas del fórnix (f) descienden al polo septal (s) del hipocampo. B) Se muestran 
tres secciones horizontales (A, B, C) a diferentes niveles dorsoventrales de la 
formación hipocámpica, la corteza entorrinal se localiza en los niveles medios y 
ventrales de la formación hipocámpica. Polo temporal (t). 
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principalmente por las dendritas de las células granulares, células en canasta y 

varias células polimórficas, así como por las terminaciones axónicas de varias 

fuentes. Otro tipo celular en canasta se encuentra en la porción profunda de esta 

capa cuyo axón contribuye al plexo en canasta dentro de la capa de las células 

granulares. El otro tipo celular que se localiza en esta capa es la célula axo-axónica 

o "chandelier'' cuyo axón termina en los segmentos iniciales del axón de las células 

granulares y que es GABAérgica, se le considera como el segundo control inhibidor 

de las células granulares. la capa granular tiene como principal tipo celular la 

célula granular que está estrechamente relacionada con otras células granulares y 

es glutamatérgica. En la porción profunda de esta capa se encuentran las células 

en canasta, la mayoría de las cuales son GABAérgicas y muchas son 

inmunoreactivas a la parvalbúmina (proteína que atrapa calcio). Otros tipos 

celulares son multipolares o fusiformes, suplementan con sus axones al plexo en 

canasta en la capa de células granulares. Finalmente, la capa polimórfica cuyo 

tipo celular más común es la célula musgosa de tipo glutamatérgica y cuyas 

dendritas proximales presentan espinas complejas denominadas excrecencias que 

son los sitios de terminación de los axones de las fibras musgosas. Se presentan 

además en esta capa, las células fusiformes y multipolares que dan origen a un 

plexo estrellado y son GABAérgicas (Amara! y col., 1990; Boss y col., 1985; Wesy y 

col., 1988). 

El hipocampo propiamente dicho puede dividirse en tres campos C~. CA2 y 

CA1 (cornu ammonis, CA); la organización laminar es generalmente similar para 

todos los campos a excepción de C~ que presenta una zona acelular justo por 

debajo de la capa de células piramidales y que esta ocupada por los axones de las 
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Fig. 4 Dibujo que muestra Ja pos1c1on de varias regiones, capas y vías de la 
formación hipocámpica de la rata. Haz angular (ha); parasubículo (PaS); 
presubículo (PrS); subículo (S); GDPo, CG, CM, capa polimórfica, capa 
granular y capa molecular del giro dentado (GD), respectivamente; 
estrato oriens (so); estrato piramidal (sp); estrato lucidum (si}; estrato 
radiatum (sr); estrato lacunoso-molecular (sl-m) de CA 1, CA2 y CA3 del 
hipocampo; fimbria (fi}; corteza entorrinal (CE). 
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fibras musgosas originadas en el giro dentado, se le denomina estrato lucidum 

(Fig. 4,5). El resto de los campos presenta la siguiente organización laminar: el 

estrato oriens, capa relativamente libre de células que esta ocupada por el árbol 

dendrítico de las células piramidales; la capa de células piramidales, cuyo 

principal tipo celular es la célula piramidal, además, presenta ias células en canasta 

que forman un plexo en canasta que inerva los cuerpos celulares de las células 

piramidales; el estrato radiatum donde se localizan las conexiones de asociación 

CAs-CAs y las colaterales de Schaffer de CAs a CA1; el estrato lacunoso 

molecular donde las fibras de la vía perforante que vienen de la corteza entorrinal 

terminan, además de otras aferencias de otras regiones como las del núcleo 

reuniens (tálamo). Existe una vasta mayoría de células no piramidales 

inmunoreactivas a GABA las cuales se considera, forman circuitos locales en el 

estrato oriens, estrato radiatum y estrato lacunoso molecular del hipocampo (Seress 

y Ribak, 1984; Amaral y Witter, 1995). 

La corteza entorrinal ventralmente se localiza en la porción más caudal del 

manto cortical. Se extiende ventromedialmente para bordear con el parasubículo, la 

corteza piriforme y el complejo amigdaloide y, dorsolateralmente con el surco rinal. 

La mayor porción de la corteza se localiza en los campos de la formación 

hipocampal. La corteza entorrinal se divide en seis capas (Fig. 4): l. Es la capa 

molecular o plexiforme más superficial, rica en fibras orientadas transversalmente. 

Esta capa contiene neuronas GABAérgicas, células estrelladas y horizontales que 

proyectan al giro dentado e hipocampo, así como neuronas que terminan en las 

dendritas de las células de la capa 11 que proyectan al giro dentado (Caballero-Bleda 

y Witter,. 1993). 11. Contiene células estrelladas de tamaño medio y largo que 
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coniribuyen principalmente a las fibras de la vía perforante que proyectan al giro 

dentado y CAs. También se presentan células piramidales, multipolares y 

horizontales, las cuales contribuyen a las fibras de la vía perforante (Kohler, 1985; 

Kohler, i 986: Lingenhohl y Finch, 1991 ). En esta capa se han encontrado algunas 

colaterales axónicas que se dirigen a la capas profundas de la corteza entorrinal. Se 

ha demostrado la presencia de células axo-axónicas (Martinez y col., 1992). m. 

Contiene células de varios tamaños y formas que le dan un aspecto heterogéneo a 

la capa. El tipo celular más abundante es la célula piramidal que proyecta a los 

campos de CA1 y el subículo, sus colaterales axónicas se dirigen a las capas 111 y l. 

Además se han encontrado células multipolares, estrelladas, fusiformes, 

horizontales y bipolares que parece contribuyen con la vía perforante (Kohler, 1985; 

Kohler, 1986: Lingenhohl y Finch, 1991 ). IV o lamina dissecans se localiza entre la 

capa 111 y V. Cercana al surco rinal, particularmente a nivel caudal de la corteza 

entorrinal. V. Esta capa se ha dividido en dos, la Va que es una banda larga de 

neuronas piramidales cuyas dendritas apicales se dirigen a las capas superficiales (1 

y 11), los axones terminan en capas profundas de la materia blanca, también se 

presentan neuronas pequeñas que se han caracterizado como horizontales" 

estrelladas y multipolares. Rostralmente la capa Vb presenta una pérdida de célu1'as 

piramidales pequeñas y polimórficas, caudalmente esta capa toma una apariencia 

columnar (Kóhler, 1985; Kóhler, 1986: Lingenhohl y Finch, 1991 ). VI. Contiene una 

población heterogénea de células que se han dividido en tres categorías: células 

que influyen a células de la capa Vb o VI. células cuyas colaterales axónicas 

influyen la columna vertical de células en las capas 1-111 y. células cuyos axones se 

di rigen hacia las áreas profundas de la materia blanca, muchas de ellas contribuyen 
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a la proyección que va al giro dentado y el hipocampo. Presenta una organización 

colurnnar en la región más caudal. En general en todas las capas se han 

encontrado interneuronas GABAérgicas aunque son más abundantes en las capas 

superficiales. Algunas de estas neuronas en las capas 11 y 111 proyectan ai giro 

dentado (Germroth y coi.. 1989 a y b). 

En general se ha aceptado que la corteza entorrinal puede dividirse en dos 

regiones, el área entorrinal lateral y el área entorrinal media. El área lateral incluye a 

la dorsolateral, la dorsal y la ventral, mientras que ia media está conformada por la 

caudal y media. 

1.3 Conexiones intrínsecas y extrínsecas 

En e! giro dentado las células granulares envían sus axones a las células 

piramidales de CAJ. las denominadas fibras musgosas, sin embargo, antes de llegar 

a ésta, envían unas colaterales a las células musgosas y en canasta de la capa 

polimóriica (Ribak y Seress, 1983; Ribak y col., 1985; Scharfman y col., 1990). 

Estas fibras son glutamatérgicas aunque algunas también presentan péptidos 

opiáceos como la dinorfina (Storm-Mathisen y Fonnum, 1972; Gal!, 1984). 

Asimismo, las células granulares están inervadas por las células en canasta de la 

capa granular que son GABAérgicas y que constituyen la primera aferencia 

inhibidora (Kosaka y col., 1984). La segunda aferencia inl1ioidora de las céiuias 

granulares la constituyen las células axo-axónicas localizadas en la capa molecular 

(Kosaka, 1983; So~iano y Frotscher, 1989; Han y col.. ~993). Finalmente, un \ercer 

control inhibiaor a las células granulares proviene de neuronas inmunoreactivas a 

GABA y somatostatina localizadas en la capa polimórfica (Halasy y Sor.iogyi. 1993: 

Bakst y col., 1986) (Fig. 6). 
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La capa molecular del giro dentado recibe fibras que se origina 

exclusivamente de las células de la capa polimórfica tanto ipsilateral como 

contralateral, por ío que se les ha denominado proyecciones de asociación

comisurales (Laurberg y Sorensen, 1981 ), estas son terminales excitadoras de tipo 

glutamatérgico que provienen principalmente de las células musgosas de la capa 

polimórfica y se dirigen a las células granulares (Laurberg y Sorensen, 1981; Kishi y 

col., 1980), y a las células en canasta GABAérgicas (Frotscher y Zimmer, 1983; 

Seress y Ribak, 1984). Esta proyección asocíación-cornisural pudiera funcionar 

como una vía excitadora de retroalimentación y como una vía inhibidora de 

retroalimentación disináptica; ya que las células musgosas envían colaterales a las 

células inmunoreactivas a GABA-somatostatina que pudieran dirigir la inhibición a 

las células granulares o la inhibición-excitación a niveles más distantes de1 giro 

dentado (Amaral y Witter, 1995). 

Finalmente, las aferencias y eferencias extrínsecas del giro dentado son: de 

las regiones subcorticales como el núcleo septa! medio y el núcleo de la banda 

diagonal de Broca a la capa polimórfica y en menor proporción a la capa molecular 

del giro dentado (Amara! y Kurz, 1985; Milner y Amara!, 1984). Esta proyección está 

topográficamente organizada y las neuronas son d8 tipo colinérgico (Wainer y col., 

1984, 1985). Algunas células septales envían una proyección de tipo GABAérgico y 

se dirigen preferencialmente a las células no piramidales de tipo GABAérgico 

(Freund y Antal, 1988). Estas últimas células son inrnunoreactivas a 

colecistoquinina, somatostatina, VIP o a proteínas que unen calcio como la 

calretinina, 12 calbindina o la parvalbumina (Gulyas y col., 1990; Acsády y col., 

1993). La proyección hipotalámica mayor a la capa granu1ar del giro dentado 
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proviene de la región supramamilar (Dent y col., 1983). Asimismo, la capa 

polimórfica del giro dentado recibe proyecciones del núcleo pontino del locus 

ceru/eus de tipo noradrenérgico y núcleos del rafe que es serotoninérgico (Moore y 

col., 1978; Conrad y col., 1974). Finalmente, la vía perforante, que se origina en la 

corteza entorinal y que llega a través del subfculo a las células granulares del giro 

dentado. 

En el hipocampo las conexiones intrahipocampales provienen de las células 

piramidales de CAs a los campos CAs, CA2 y CA1 ipsilaterales (proyecciones de 

asociación) y contralateraies (proyecciones comisurales) y subcorticalmente ai 

núcleo septal lateral. Células del campo CAs y CA2 contribuyen con unas colaterales 

que se dirigen a la región polimórfica del giro dentado. (Swanson y col., 1978). Las 

conexiones de CAs y CA2 se les denomina proyecciones de asociación y las de CAs 

a CA1 son las denominadas colaterales de Schaffer que hacen contacto con las 

dendritas apicales de las células piramidales en CA1 en el estrato radiatum como 

en las dendritas basales del estrato oriens (Amara! y Witter, 1995). Se sabe que el 

neurotransmisor excitador de la vía perforante y de las colaterales de Schaffer es el 

glutamato (White y col. 1990). Las conexiones extrínsecas del hipocampo se dirigen 

de CAs al núcleo septal lateral y de este núcleo a CAs, algunas neuronas que 

proyectan a la región septal son GABAérgicas (Tóth y Freund, 1992) y el 

componente GABAérgico de la región septal a CAs termina principalmente en 

interneuronas GABAérgicas (Gulyas y col., 1990). CAs recibe aferencias del locus 

ceruleus y núcleos del rafe que son monoaminérgicos. CA2 por otro lado, recibe una 

inervación de las partes posteriores del hipotálamo, en particular del área 

supramamilar (Haglund y col., 1984) y del núcleo tuberomamilar (Kóhler y col.. 
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1985). Con respecto a CA1 solo un número pequeño de neuronas proyectan a la 

región de CA1 contralateral (Van Groen y Wyss, 1990). Este campo recibe una 

ligera proyección septal, así como noradrenérgica y serotoninérgica {Nyakas y col., 

i 987). La porción distal de este campo recibe proyecciones del complejo 

amigdaloide (Krettek y Price, 1977). Del núcleo reuniens del tálamo al estrato 

lacunoso-molecular de CA1. Asimismo, CA1 proyecta a las mismas regiones 

subcorticales y a un número de regiones corticales como la corteza retroespenial y 

perirrinal (Van Groen y Wyss, 1990)(Fig. 6). 

La principal eferencia de la corteza entorrinal a la formación hipocámpica es 

la vía perforante, que se origina en las neuronas de las capas 11 y 111, aunque existe 

un componente menor en las capas profundas de esta estructura. Los principales 

tipos celulares que contribuyen a esta vía son las células estrelladas de la capa 11 y 

las células piramidales de la capa 111. Existe un número menor de células 

GABAérgicas que proyectan a varios campos del hipocampo (Caballero-Bleda y 

Witter, 1993; amaral y Witter, 1995). Esta vía termina principalmente en las células 

granulares y en menor proporción en neuronas inmunoreactivas a parva!búmina

GABA. Existe un componente de esta proyección dirigida a C~ y CA2 (Tamamaki y 

Nojyo, 1993). Los componentes laterales y medios de la vía perforante terminan en 

diferentes posiciones transversales en el campo CA,, esta misma región presenta 

una proyección de regreso a la corteza entorrinal que termina en la capa V de la 

región media de esta estructura (Finch y Babb, 1980, 1981; Swanson y Cowari. 

1977; Van Groen y Wyss, 1990 b). Se describe la presencia de una proyección de 

la corteza entorrinal al subículo, por donde pasan las fibras para llegar a la 

formación hipocampica , específicamente a las células piramidales del subículo 
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(Steward, 1976; Wyss, 1981). Asimismo, el subículo presenta proyecciones a la 

corteza entorrinal, aunque en la rata son estrictamente ipsilaterales (Kóhler, 

1985,Swanson y col., 1978). Se presenta un componente menor de la vía 

perforante a la capa molecular del parasubículo y presubículo (Fig. 6) (Van Groen y 

Wyss, 1990 a, c). 

La corteza entorrinal envía una proyección cruzada a la formación 

hipocámpica contralateral exclusivamente de las células de la capa 111 (Steward y 

Scoville, 1976). Presenta conexiones de asociación y comisurales, es decir, fibras 

intra-entorrinales que se dirigen en una dirección longitudinal y que conectan las 

regiones transversales o medio-laterales de la corteza entorrinal ( Kóhler, 1986, 

1988). 

Las aferencias corticales de la corteza entorrinal provienen 

fundamentalmente de estructuras olfatorias del telencéfalo (bulbo olfatorio, núcleo 

anterior olfatorio y corteza piriforme) y la corteza perirrinal, estas fibras se dirigen a 

las capas superficiales de la corteza entorrinal. La corteza de la región límbica y 

paralírnbica tiene una proyección que llega a las capas profundas de la corteza 

entorrinal (Lopes da Silva, 1990). Se han encontrado proyecciones de las cortezas 

del cíngulo anterior, infralímbica y prelímbica que terminan er ia porción rostral de :a 

corteza entorrinal (White y col.. 1990). Se presenta una proyección de la corteza 

retroesplenial que termina en las porciones más caudales de la región media de la 

corteza entorrinal ( Wyss y Van Groen, 1992). Finalmente, las aferencias 

subcorticales de la corteza entorrinal provienen del compiejo septai medio (Alonso y 

Kóhler, 1984) para terminar en la capa IV y, del complejo amigdaloide para terminar 

en las capas 1, 11 y ill. La principal aferencia talámica proviene del núcleo reuniens y 
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núcleo medio-central para terminar en la capa 1 y 111 (Wouteriood, i 991 ). La corteza 

entorrinal recibe aferencias adicionales de estructuras del hipotálamo y talio 

cerebral, de esta última estructura se encuentra, los núcieos del rafe y el núcleo del 

locus ceruleus que se dirigen a las capas proiundas y a la capa 1 de la corteza 

entorrinal, respectivamente (Kóhler y Steinbusch, 1982; Moore y col., 1978). 

Las eferencias corticales se originan de las capas 11, 111 y Va de la corteza 

entorrinal y se dirigen a las áreas olfatorias, la corteza infralímbica y la corteza 

perirrinal (DeOlmos y col., 1978; Lopes da Silva y coL, 1990). Estudios en la rata 

han demostrado que la corteza entorrinal proyecta a partes limitadas de la corteza 

temporal (Kosel y col., 1982). Las eferencias subcorticales se dirigen a la región 

septal, a la amígdala y a la porción ventral del estriado (Swanson y Cowan, 1977; 

Ottersen, 1982; Turner y col., 1980; Phillipson y Griffiths, 1985). 

2. NEUROQUIMICA DEL CIRCUITO CORTEZA ENTORRINAL-

HIPOCAMPO 

2. 1 Giutamato 

La vía glutamatérgica por excelencia de este circuito esta constituido por el 

llamado circuito trisináptico de la formación hipocámpica, donde la principal 

aferencia glutamatérgica proviene de la corteza entorrinal que hace sinapsis con las 

células granulares del giro dentado (vía perforante). Estas células envían sus 

axones a las dendritas de las células piramidales de CAs (fibras musgosas). Las 

células piramidales de CAs proyectan a la región dendrítica de las células 

piramidales de CA, a través de las colaterales de Schaffer. Finalmente. se presenta 

una proyección de las células piramidales de CA, a el subículo y la corteza 
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entorrinal. donde se cierra el circuito corteza entorrinal-hipocampo (Freund y 

Buzsáki, 1996). 

2.2 Ácido y-aminobutírico 

Datos anatómicos han demostrado que todas las interneuronas de la 

formación hipocámpica son GABAérgicas (Freund y BuzsákL 1996, i997). Estas 

intemeuronas conforman aproximadamente ei 10% del total de la población 

neuronal del hipocampo. Las interneuronas hacen contacto no solo con las células 

principales de esta estructura sino también con otras intemeuronas (Acsády y col., 

1996; Gulyas y col., 1996). Asimismo, se presentan aferencias y eferencias 

GABAérgicas. Las células GABAérgicas del septo inervan a una gran cantidad de 

intemeuronas GABAérgicas hipocámpicas (Freund y Antai, 1988; Gulyas y col., 

1990). Las células blanco de las eferencias GABAérgicas son neuronas 

inmunoreactivas a parvalbGmina-GABA en ei septo medio y el asta vertical de la 

banda diagonal de Broca. (Toth y col., 1993). Estas interneuronas hipocámpicas 

envían también proyecciones comisurales al hipocampo contralateral (Ribak y col., 

1986). A nivel de CA1 se ha demostrado que el 100% de las varicosidades que 

presentan hacen puntos de contacto con las interneuronas, sugiriendo su 

participación en este campo (Umbriaco y col., 1995). 

Las interneuronas pudieran seiectivamente inervar el árbol dendrítico, soma 

o segmento inicial del axón de las células piramidales y mediar de esta manera la 

inhibición dendrítica o perisomática (Freund y Buzsáki, 1996). Las células 

inhibidora;, perisomáticas (las células en canasta y axo-axónicas) controlan 

eficientemente el disparo de las espigas de sodio repetitivas a nivel del soma. 
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mientras que la inhibición dendrítica pudiera regular la electrogénesis mediada por 

calcio y la activación de los receptores a glutamato tipo ligando o dependientes de 

voltaje en las dendritas de las células principales (Freund, 1997). Ambos tipos de 

interneuronas se pueden incluir en las circuitos excitadores recurrentes. Estos dos 

tipos de interneuronas difieren en sus características neuroquímicas como ei 

contenido de proteínas que unen calcio, neuropéptidos y receptores a 

neurotransmisores (Freund y Buzsáki, 1996). En el hipocampo además de los 

componentes básicos de las células principales excitadoras e interneuronas 

inhibidoras que regulan su actividad, se suman las interneuronas que inervan otras 

interneuronas denominadas interneuronas-selectivas (IS). Una de estas 

interneuronas 181 contiene calretinina y tiene contactos a nivel perisomático con 

células inhibidoras. Las tipo 182 que contienen el neuropéptido PIV, inervan las 

interneuronas que hacen contacto con las células piramidales. Las 183 que también 

tienen PIV, forman múltiples contactos con las interneuronas horizontales del 

estrato oriens que se sabe inervan las dendritas más distales de las células 

piramidales, en conjunto con las aferencias entorrinales (Freund y Buzsáki, 1996; 

Gulyas y col., 1996; Acsády y col., 1996). 

2. 3 Acetilcolína 

Las aferencias colinérgicas del septo medio y de la banda diagonal de Broca 

se presentan en todas las capas del hipocampo (Frotscher y Leranth, 1985) tanto en 

células principales como en interneuronas GABAérgicas (Freund y Buzsáki, 1996; 

Leranth y Frotscher, 1987). 
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2.4 Noradrenalina 

La inervación noradrenérgica proviene exclusivamente del locus ceruleus 

(Loy y col., 1980), estas proyecciones son ipsilaterales y se presentan en cada capa 

del hipocampo (Oleskevich y col., 1989). Esta inervación es particularmente densa 

a nivel de la capa polirnórfica, el estrato lucidum de CAs, el estrato lacunoso 

molecular de CA1 (Loy y col., 1980). La mayor concentración de noradrenalina la 

recibe el giro dentado y la menor el campo CA1 (Hortnagl y col., i 991; Hortnagl y 

Hellweg, 1997). Esta proyección esta dirigida a las células piramidales como a ias 

interneuronas GABAérgicas; sin embargo, la noradrenalina participa principalmente 

en interacciones de tipo no sináptico (Milner y Bacon, 1989 a y b; Umbriaco y col., 

1995) 

2.5 Serotonina 

La inervación serotoninérgica proviene de los núcleos del rafe dorsal y medio 

(Conrad y col., 1974). Las de la región dorsal no hacen contactos sinápticos, sin 

embargo, la región media presenta solo un 21% de sinapsis con las dendritas y 

soma de las interneuronas GABAérgicas (Freund y col., 1990; Freund, 1992). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El modelo de crisis inducido por la administración de 4-AP es similar a la 

epilepsia generalizada que se presenta en el humano. La 4-AP no es específico 

para algún sistema de neurotransmisión en particular, ya que el efecto de la 4-AP 

sobre la liberación de neurotransmisores es de espectro amplio. En la epilepsia no 

se puede hablar de algun sistema de neurotransmisión específico, sino de un 

conjunto de éstos que inicie, mantenga y propague el fenómeno paroxístico. Sin 

embargo, de acuerdo a los antecedentes descritos previamente, el g!utamato 

participa de manera importante en las crisis convulsivas inducidas por la 4-AP. 

La técnica de microdiálisis dual y registro EEG simultáneo, que hasta la fecha 

no se ha utilizado en ningún modelo de epilepsia, nos plantea la posibilidad de 

indagar con mayor detalle la participación del glutamato y algunos otros 

aminoácidos sobre los mecanismos posibles de iniciación y propagación de las 

crisis inducidas por la administracion de 4-AP en circuitos anátomicos que sean 

relevantes para el surgimiento del fenómeno paroxístico como el caso del circuito 

corteza entorrinal-hipocampo. ya que se tiene la posibilidad de establecer 

correlación conductual, EEG y bioquímica in vivo, durante el desarrollo de las crisis 

convulsivas. 
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HIPÓTESIS 

Sobre la base de los antecedentes revisados, la hipótesis de trabajo es que 

un exceso en la transmisión glutamatérgica es un factor importante en la iniciación y 

en la propagación de las crisis epilépticas producidas por la administración de la 4-

AP en el circuito corteza entorrinal-hipocampo de ratas en libre movimiento. 
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OBJETIVOS 

De acuerdo a los antecedentes descritos y con el propósito de evaluar el 

papel de algunos neurotransmisores y su relación con el circuito anatómico corteza 

entorrinal-hipocampo en las crisis convulsivas inducidas por la administración de 4-

AP, se plantearon los siguientes objetivos: 

GENERAL: 

Determinar el papel de algunos aminoácidos neurotransmisores en las crisis 

convulsivas inducidas por la administración de 4-AP en el circuito anatómico 

corteza entorrinal-hipocampo. 

PARTICULAR: 

1. Cuantificar los niveles de algunos aminoácidos en las regiones de la 

corteza entorrinal y el hipocampo mediante el uso de la técnica de microdiálisis dual 

y cromatografía de líquidos de alta eficiencia (HPLC), así como, la actividad 

electroencefalográfica (EEG) de manera simultánea a la evaluación bioquímica. 
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MATERIALES Y METODOS 

Como se indicó en la organización de la tesis, los Materiales y Métodos se 

presentan en un artículo ya publicado "Cortical catecholamine changes and 

seizures induced by 4-aminopyridine in awake rats, studied with a dual 

microdialysis-electrical recording technique" (1999) Morales-Villagrán, A., López

Pérez, S., Medina-Ceja, L. y Tapia, R. Neuroscience Letters, 275: 133-136, donde 

se muestra las características técnicas del dispositivo utilizado para el desarrollo 

de este trabajo. A continuación se exponen los detalles del procedimiento. 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (240-2609 de peso) mantenidas 

en condiciones de bioterio, las cuales se anestesiaron con halotano y se sujetaron 

a un aparato estereotáxico con la barra incisora posicionada a -3.3 mm. Se 

colocaron cánulas guía de acero inoxidable (0.5 mm de diámetro interno) a través 

de perforaciones realizadas en el cráneo de la rata para fijarlas de acuerdo a las 

coordenadas estereotáxicas del hipocampo o la corteza entorrinal, y se sujetaron 

con acrílico y tornillos al hueso. Las cánulas de microdiálisis (previamente lavadas 

con agua destilada por 20 min a un flujo de 5 µl/min), se insertaron en las cánulas 

guía y se fijaron con alambre de acero adjunto a las cánu1as guía con acrílico dental 

utilizado también para fijar el conector al cráneo. Las coordenadas estereotáxicas 

para la punta de las cánulas de microdiálisis fueron A -8.0 mm, L -4.6 mm de 

bregma y V 5.4 mm de dura para la corteza entorrinal y A -4.0 mm, L -2.5 mm de 

bregma y V 4.0 mm de dura para el hipocampo (Paxinos y Watson, 1986). La 

localización de las dos cánulas de microdiálisis se verificó después de terminado el 

experimento por examen histológico después de su tinción con violeta de cresilo. 
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Se descartaron aquellos animales que presentaron una localización errónea de las 

cánulas. 

Una vez retirada la anestesia y con las ratas despiertas, se perfundieron las 

cánulas implantadas con un medio Krebs-Ringer con la composición siguiente (en 

mM): NaCI 118, KH2P04 1.25, KCI 4.0, MgS04 1.17, NaHC03 25, CaCl2 2.2, 

glucosa 1 O, pH 7.4. El flujo de la perfusión fue de 2.5 µl/min, para lo cual se 

utilizaron dos microjeringas montadas en una bomba de microinyección de BAS. 

Durante la administración de la 4-AP (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.), 

la concentración de NaCI se redujo para mantener la iso-osmolaridad. Después de 

un periodo de equilibrio de 180 min, se colectaron continuamente fracciones del 

perfusado de 37.5 µ1 /15 min. Después de tres fracciones consecutivas, que se 

utilizaron para determinar los niveles basales de los aminoácidos en las dos 

regiones estudiadas, el medio de la cánula implantada en la corteza entorrinal o el 

hipocampo fue cambiado por el medio experimental, el cual contenía 40 mM de 4-

AP durante una fracción, para posteriormente regresar al medio Ringer normal para 

colectar cuatro fracciones más. El medio de perfusión en la otra región implantada 

no se cambió. 

En la fig. 7 se presenta el diagrama experimental general y un esquema del 

dispositivo utilizado para realizar la técnica de microdiálisis dual y registro 

electroencefalográfico simultáneo. 
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Abstract 

We describe a rotatory electi-ical device that permits the simultaneous microdialysis and electroencephalographic 
(EEG) recording, by means of bipolar electrodes attached to the microdialysis pro be, in two brain regions of awake rats. 
Using this device, we have found that the microdialysis infusion of 4-aminopyridine (4-AP) in the motor cerebral cortex 
produces intense behavioral convulsions and EEG seizures in both the infused and the contralateral cortex. This convul
sant action is accompanied by a remarkable increase of extracellular dopamine (about 15-fold), norepinephrine (2.4-fold) 
and vanillylmandelic acid {1.8-fold) concentration in the infused cortex. Delayed increases of these amines were 
observed also in the contralateral cortex. The results suggest that 4-AP induces the release of catecholamines either 
through a direct effect on nerve endings ar as a consequence of seizures. © 1999 Elsevier Science lreland Ltd. All rights 
reserved. 

Keywords: Cortical catecholamine; Dual microdialysis-electrical; 4-Aminopyridine; Rat 

Besides other neurotransmitters, catecholam1nes seem to 
be involved in the modulation of neuronal excitability in 
severa} brain regions, both in human epilepsy [3,5], and in 
sorne animal models of seizures. Norepinephrine (NE) 
depletion potentiates seizures 1nduced by kainic acid [1], 
and lesion-induced loss of the locus coeruleus noradrenergic 
projections results in increased seizure susceptibilty to 
cobalt topic application [ 19] orto hippocampal kmdling [6]. 

The convulsant action of the K + channel blocker 4~ 
aminopyridine (4-AP) is well known. The micro1njection 
of the drug 1n the rat substantia nigra reticulata [16], the 
CAI region of the hippocarnpus [4], or the cerebral cortex 
and lateral ventr1cle [11], produces electroencephalographic 
(EEG) seizures and intense motor alterations. 4-AP also 
induces the release of ncurotransmitters [17,18J. We have 
shown that 4-AP stin1ulatcs the release of glutatnate in the 
striatum in vivo, and suggested that at least part of thc 
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convulsant effect of the drug is due to an increased gluta
mate-mediated excitatory neurotransmission [10,11]. 

Since as mentioned above sorne catecholamines seem to 
play an important role in seizure mechanisms, we consid
ered 1t of interest to study whether 4-AP could also modify 
catecholam1ne release. Furthermore, most of the studies in 
vivo attempting to correlate seizure actxvity with neuro
transrnitter release have been carried out in single cerebral 
regions, and little is known on the secondary effects on other 
related zones. We have therefore studied the effects of 4-AP 
on the release of catecholamines in both the cerebral cortex 
infused with the drug and the contralateral cortex, simulta
neously with the EEG recording, in awake rats. For this 
purpose we have used a technique equivalent to that 
described by Ludvig et al. [7], using a newly designed elec
tncal rotatory connection systern coupled to a swivel. 

The devicc consists of a BAS (Bioanalytical Systems, 
West Lafayette, IN) teflon sw1vel for frccly 1noving rats, 
modified in its top p1cce (fixed piece) hy attaching a series 
of livc l-111111 w1de 1netal groovcd rings. A coppcr wire was 
tixcd to cach ring and thcn stock betwccn the ring and the 
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swivel wall, L"'l s'.lcÍ: a way that one ring-wire served as 
ground elect:oC.s z.:r~d t.í.e otb.er four as recording electrodes. 
A tefion cylin.d.er Vi.1i.tl1 fLve sr2 iier metal rings ~as joL.1ed to 
the bottom ~cbi~e ~ru-: o:f t..-:-,.e S'Nivel, and bNo stair.Iless steel 
needles were sol:ierei :o ez..ch rizig, 180º apai'i:; the other end 
of each needle ..-.vas placed under a slight pressure into the 
groove of the corresponding large ring in the fixed piece of 
the swivel. Vlires s:ildered to fue small rings were bunched 
and coupled to t.íte rnultipi:i socketed connector which was 
fixed to the raí: sk-::U. 'fhe tubing connections far the micro
dialysis ·...vas as described in the BAS system for freely 
movirrg rats. 

Concentri(; .L:2icrc0.ialysis cannulas (exposed membrane 2 
mm lengti1i ar.1d 0.32 rr~ diameter) were ma..11ufactured in 
our Iaboratory v.1:tt pieces obtained commercialiy (SmaII 
Parts, Inc., IY.üan1i, H..), and to each probe a braided pair 
ofvamished ccpper \vire (125 µ.m diameter) \Vas cemented 
longitudinally. The v&llish-free tips of the two wires were 
approximately lOJ ;..:..I!l apcrt, a...rid were located close to the 
distal end of t.1.e dialysis membrane to serve as bipolar 
recording electrodes. The proximal ends of the braided 
wires were soidered ~e t.1-e connector cemented on the rat 
skull. 

Adult male ~0/istar rats (240-260 g weight) were used 
throughout, a_'l_d '~'ere hz....-i_dled in accordance with fue 
Rules for Researcl: ~:: }iealLh. Matters (Mexico), with 
approval of t.iie local Anir~1ai Care Committee. Animals 
were anesthetized \.Vith talothane in oxygen and secured 
in a Stoelting stereotaxic frame with the incisor bar posi
tioned at - 3.3 rr.m. Stainiess steel cannula guides (0.5 mm 
intemal diameter) v;,;ere i:iserted into skull hales and cemen
ted just above boí.h motor cortices. Microdialysis probes 

basal 

(previously flushed with distilled water far 30 min at a 
ftow rate of 5 µ1/min), \vere inserted into W.':e cannula guides 
and secured with steel wires attached to t..1e g:ride cani.1ulas 
and irr.i.mersed in the dental acrylic cecieJJ.t :rsed also to fix 
~he electrode connector on the skull. Sterectc.xic coordina.tes 
used for Lhe tip of the microdialysis probes v;rere: A -2 rnm, 
L ±2.5 mm from bregma, a.nd V 2 mm froo d;rra [12]. The 
correct location of the probes was verified. after the experi
ment by gross histological examination. 

.Anesthesia was disconnected and once the animal were 
awak:e the implanted probes were perfused (2.5 ¡Llimin, 
using tv..10 microsyringes mounted on a B .. 4..S microinjection 
pump) with an oxygenated Ringer-Krebs medium of the 
following composition (in mM): NaCi 118, K2P04 1.25, 
KC! 4.0, MgS04 1.17, NaHC03 25, CaC12 2.2, glucose JO 
(pH 7.4). After a 180-min equilibration period, 37.5 µ.! (15 
min) co:r.secutive fractions of the perfu.sate were continu
ously collected. After the first three fractions, which were 
used to determine the basal extracellular levels of catecho
lainines, the medium of the probe in::p:ai"l~ed in the right 
cerebral cortex waS charrged for the ex.perirnental medium 
containing 75 :rnlv1 4-AP (the NaCI cc:ncentration was 
reduced proportionally in order to maintain isoosmolarity), 
using a liquid switch (CMA!lO, Ca..-negie, Sweden). This 
concentration has been previously shovln to induce intense 
behavioral md EEG seizures under simi~GI experimental 
conditions [13]. The 4-AP medium was ii1fused for one 
15-min period, then changed again for the normal medium, 
and five more fractions were collected. The medium of the 
probe in the contralateral cortex was never changed. 

Catecholamine concentration in the dialysis fractions was 
determined by HPLC a.nd electrochemical detection, as 

4-Al' lS min 
w-..... o!)' J ·~•*./#nr,~~~ ~ 

~ ¡¡ ; • Urut~ 

30 min 45 min 

1 

_J 
7SO uV 

60 min 

Fig. 1. Representai:tve exarnpie of the epi!eptiform discharges induced by 4-AP microdia!ys¡s infusíon in the right cerebral cortex. Ea ch 
set of records scio'i.N the basal activity, the activity immediately after infusion of 4-AP, and 15, 30, 45 and 60 min afterw2rds. ln each set, 
the top traces {R) correspond to the infused cortex and the bottom traces {L) to the contralateral cortex. Similar epi!epttform activity was 
observed tn aH the 2n.imals studred {n = 6). 



A. Morales-Villagrán et al./ Neuroscience Letters 275 (1999) 133-136 135 

described [8], using a Waters pump 515, C18 30 X 0.5 cm 
columns, anda BAS amperometric detector LC 4B at 0.85 V 
in 50 nA range. Significan! changes were observed only in 
the case of NE, dopamine (DA) and vanillylmandelic acid 
(VMA). 

The recovery of catecholamines and 4-AP through the 
dialysis membrane was determined in vitro, as previously 
described for amino acids [9], and the values obtained were 
2 ± 0.70% for NE, 4 ± 0.51 % for DA and 5 ± 0.42% for 
VMA (n = 4), whereas for 4-AP the recovery was 11.3% 
[10]. The results were not corrected for these recovery 
values. Statistical analyses were carried out by one-way 
analysis of variance (ANOV A). 

About 10 min after the beginning of 4-AP infusion all the 
animals showed increased locomotor activity and irritabil
ity, fo!lowed by head nodding, chewing and about 30 min 
later intense convulsive behaviOr characterized by bursts of 
forepaw clonic jerks and occasional generalized tonic
clonic convulsions. This behavior was present during all 
the experiment, and thus was necessary to hold the animal 
from the end of 4-AP administration until the experiment 
had finished. 

Similarly to our previous observations [I 1], the motor 
alterations were accompanied by epileptiform EEG 
discharges, which started in !he 4-AP infused cortex 15 ± 
4 min after the beginning of !he infusion period. They were 
characterized by poly-spikes and spike-wave complexes 

· which were of low frequency and amplitude at the begin
ning, reached a maximum at about 45 min, and then began 
to decrease (Fig. !). However, independently of the changes 
with time in amplitude and frequency, at 25-35 min the 
discharges became continuous (status epilepticus) and 
!asted for the rest of the experiment (120 min). A similar 
EEG discharge pattem was observed in the contralateral 
cortex, but the latency to the first discharge was slightly 
longer (22 ± 7 min) (Fig. 1). 

As shown in Fig. 2, extrace!lular levels of NE and DA in 
the 4-AP-infused cortex increased during the infusion 
period and in the subsequent fractions. The maximum 
enhancement of DA was 15-fold and that of NE was only 
2.4-fold. Significant increases in NE and DA were also 
observed in the contralateral cortex but they occurred with 
a delay of 60-75 min (four to five fractions). At these times 
the extracellular concentration of VMA was also enhanced, 
both in the infused (1.8-fold) and in the contralateral cortex, 
where it reached a value 4.5-fold higher than the basal (Fig. 
2). 

The remarkable increase of extracellular DA and the 
co1nparatively modest NE increase occurred immediately 
after 4-AP infusion, which suggests that 4-AP is directly 
stimulating the release of catecholamines, as has been 
described far DA in the striatum [2] and far glutamate in 
the striatum and in the hippocampus [10,13]. An equally 
plausible explanation, however, is that the enhancement of 
extracellular DA levels might be secondary to the glutainatc 
rclcased by 4-AP, s1ncc it has bccn rcccntly rcportcd that in 
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Fig. 2. Changeswith time in extracellular NE, VMA and DA in the 
cerebral cortex infused with 4-AP and in the contralateral cortex, 
in awake rats. Each set of bars corresponds to one 15 min frac· 
tion (37.5 µ.I). The concentration of the amines was similar in the 
flrst three fractions and their val u es were averaged to obtain the 
basal extracellular levels (fraction 3). The values are means :::':: 
SEM for six rats in the infused cortex and forfour animals in the 
contralateral cortex {in two rats these microd1alysis fractions 
were lost). *P < 0.05; ~*P < 0.001, as compared with the basal 
value. 

the prefrontal cortex in vivo the release of DA seems to be 
regulated by the actxvation of gluta1nate receptors [15]. 

The relationship of the sti1nulated releasc of DA with 
seizurcs is not clear. Although the activJ.t1on of Dl-hkc 
reccptors has bcen found to havc proconvulsive action, 
1nost of the data in a varicty of scizure 1nodcls favor 
an anticonvulsant Jction of DA, wh1ch seen1s to be 
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exerted by activation of D2-like catecholamine receptors 
[l,6,14,19]. Since the convulsant action of 4-AP seems 
to be due mainly to an excessive excitatory glutamatergic 
transmission as a result of stimulation of glutamate release 
[4,11,13], it appears that such predominant anticonvulsant 
action of DA was insufficient to counteract the glutamate
induced convulsive activity. The fact that both DA and NE 
showed delayed increases in the contralateral cortex is 
consisten! with this interpretation and suggests that catecho
lamines might be released as a compensatory mechanism 
against seizures, as has been postulated previously [1,14]. 
The possibility that 4-AP diffuses to the contralateral cortex 
is improbable, since its long-term effects after microdialysis 
infusion, such as neuronal degeneration, seem to be 
restricted tq the infused region (13). The enhancement of 
extracellular VMA 30 min after 4-AP infusion, in both the 
infused and the contralateral cortex, suggests an increased 
turnover of NE, p~obably related to its augmented release. 

This work was supported, in part, by CONACYT, 
Mexico, project No. 1690P-M9507. 
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL 
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Fig. 7 Dispositivo utilizado para realizar la técnica de microdiálisis dual y el registro 
electroencefálografico simultáneo. 
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ANALISIS DE LOS AMINOACIDOS POR HPLC CON DETECCION 

FLUORIMETRICA 

El contenido de los aminoácidos de las fracciones fue determinado por HPLC 

después de la derivatización con o-phtaldialdehido, como se describe previamente 

(Salazar y col., 1994). La recuperación de los aminoácidos a través de las 

membranas de diálisis se describió previamente (Massieu y col., 1995) y los valores 

de recuperación obtenidos fueron: 6.0 ± 0.5% para aspartato, 6.2 ± 0.6% para 

glutamato, 3.3 ± 0.4% para glutamina, 7.4 ± 0.7% para glicina, 6.3 ± 0.4% para 

taurina, 6.7 ± 0.6% para alanina y 5.6 ± 0.5% para el GASA (n=9). Se ha descrito 

que para la 4-AP la recuperación fue de 11.3% (Morales-Villagrán y Tapia, 1996). 

Los resultados que se muestran no fueron corregidos para estos valores de 

recuperación. El análisis estadístico fue determinado por ANOVA de una cola y la 

comparación de los grupos por pruebas post hoc. 
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RESULTADOS 

Como se indicó er> ia organización de la tesis, ios resJltados se presentan en 

un artículo ya publicado "Action of 4-aminopyridine on extraceiÍuíar amino acids in 

hippocampus and entorhinal cortex: A duai mícrodialysis and 

electroencephalographic study in awake rats", por Medina-Ceja, L., Mora1es· 

Vi!lagrán, A., Tapia, R. Brain Research Bulletin, 53:255-262, 2000, que se anexa a 

continuación. 
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ABSTRACT: In order to study the role of amino acids in the 
híppocampus and the entorhinal cortex during the convulsive 
process induced by 4-aminopyridine {4-AP), we have used a 
device allowing the simu[taneous microdialysis and the record
ing of the1r electrical activ1ty of both regions in freely moving 
rats. We found that infusion of 4-AP into the entorhinal cortex 
resulted in a large increase in extracellular glutamate and glu
tamine and small increases in glycine and taurine levels. Like
w1se, infus1on of 4-AP into the hippocampus resulted in a major 
increase in glutamate, as well as slight increases in taurine and 
glycine. In both infused regions the peak concentration of ex
tracellular glutamate was observed 15 m1n after 4-AP admin1s
tration. No significant changes were found in the non-1nfused 
hippocampus ar entorh\na\ cortex oi the same rats. S1mu\ta
neous electroencephalographic recordlngs showed intense ep
ileptiform activity starting during 4-AP infusion and Jasting for 
the rest of the expenment {1 h) in both the entorh1na! cortex and 
the hippocampus. The discharges were characterized by poly
spikes and sp1ke-wave complexes that propagated almost im
medmtely to the other region studied. These findings suggest 
that increased glutamatergic synaptic function in the circuit 
that connects both reg1ons is involved in the epileptic seizures 
induced by 4-AP. © 2000 Elsevier Sc1ence lnc. 

KEY WORDS: Glutamate, Entorhinal cortex, M1crod1alys1s, 
4-Am1nopyrid1ne, H1ppocampus, Sei:zures. 

INTRODUCTION 

Thc 1nvolvcn1cnt of vanon:-, ncu1otran"ir11ttcr :.y~tcrn~ in thc initt· 
at1on .ind '>pri.:ad of cpilept1c '>e11urc~ l'> \\Cll documcntcd [16.351 
Sc1zures rnc thought to rc:-.ult from an excitJ.tory d!ld inh1b1tory 
1n1balancc sub~cqucnt to 1ncrc~1:-.etl :;lutaniutcr¡'.!lC cxcitat1on or 
rcduccd y-an11nobutync arid (GABA)cr~tc 1nh1h1t1on (321 Thc 
'>ystcmtc, m11:1vcnl11cub1 or frK,il h1w11 ll1jl'<..t1011s of glutarn.1te 
agon1~h can 1ndu,·c ~c11utt'\ ['1,i?j, <111d in ..,0111c exper1111c11tal 

modeb of cp1lep<:1y the glutamate receptor antagoni'>I'> ~how potent 
ant1convulsant act1vlty [9,17,23.28]. 

Further evidence of an important role of glutamate and GABA 
1n the ep1lept1c phenomenon ~tems from thc mea~urement of their 
extracellular !evels. Decrea::.e::. 1n cxtracellular leve!':I of GABA 
have been found m m1crodialysates of kindlcd r:.J.t amygdala [ !3]. 
Other m1crodialy~1s studies in kindled rats havc rcvealed rncrease!. 
in glutamate concentrat1on in the hippocampu" [20.42]. Morcovcr. 
m v11·0 microdialy~i~ ~tudies 1n thc cerebral cortex of human 
ep1leptic patients have shown elevations in extracellular <t<;partatc. 
glycine, serine, glut<imate and <1\aninc [3.10] 

The convubant acuon of thc K+ ch:.innel blocker 4-<.1minopyr-
1dinc (.'.\.-AP), both in vivo and in bnnn :.\ice:.. 10., wel\ known 
[2.4.6,8,31.34] M1cro1njcct1on of the drug 111 the r..it '>Ub'-tant1a 
n1gn.1 ret1cu!at<.1 (36], in the CA 1 rcgion of the h1ppocampn~ [9JO]. 
and in the cerebral cortex and lateral ven trie le [23 J produce~ 
electrocncephalographic (EEG) ~e1zures and intense motor alier
ation~. 1ncluding c1rcling bchav1or. Jimbic typc :-.e1zures and wct
dog shakes. 

Anothcr cffcct of 4-AP i.:. to induce thc rcle<i"c of both cxcita
tory and inhib1tory neurotransmitters [7,12.38.40] In 'lcveral prep
aration\. 111 i·aro, 1nclud111g bruin ~!ice~. '>ynapto"omc~ and ncuro
nul culture<.,, ~uch ~tin1u!ation 1::- highly dependen! on externa! C<1 2 

[1,11,38.391 in \'/\'O, wc ha\C rccently found that 4-AP stunul<1!e~ 
the rclcu~c ot 'lome amino ac1ds in the ~tnatllm :ind in the hip· 
pocmnpus, particulurly glutJrnatc, and suggc:-.tcd that al lca-;t part 
of thc convul':lant cffcct of the drug i!'> duc 10 an 1ncrea:-.cd gluta
m<ttc-mcdrntcd cxc1tatory ncurotran~1nission [22,30.37] 

Sürne -;md1c~ havc empkyed <1 dual 1nicrodialy:.i'> techniquc to 
invc,trgute thc functional ncuroanatorny of rhc nigro,lnatal dopa
mtncrg1c and rhc stri<Honigral GABAcrg1c pathway'> [24] L1kc
~ i\c, othcr -,1ud1c~ havc n~ed thc intr ,1ccrc'or::1\ in1crod1:1\y~1:, tech
mquc con1hincd w11h dcctrophy\tOlogical rccording d'> a too] for 
corrda\111_;; clectrophy'>1olog1cal ch.ingc:-. w1th extraccllul,•r !cvclc, 
or 11eurotrar1"lll1tter~ r l 8.10.2 t .25. ~(1]. 

t 1\dd1<:::-.> lur L'(Hfl:>[l011(kll<L' 11101 f~IL.lílhl T.1¡i1.1, ]n,lltll!ll (k 1-i,ll)lu¡:Í.i c,·lul.11, U111\.c1~1d.1d N,1cinn.ll -\u!<irmrn:.i de Mcx1co, AP 70.:~~~. 

ll·l'.i:().¡,.kx1cn]) f ML·\1u1 !'.1\ 1 '.11- 'l·(1"l.'.'l(107, 1 m.nl 1~,1p1.1(r~tfhinl 1m.1m 111.\ 
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BASAL 

4-AP ~min 

-

60mir 

FlG. l. Represen;a,i\e elcctrocr,ccphaiogra;:ihic rccoráings before (basal). durin~ (.:i.-aminopyridinc 
[4-AP:) and at thc times irid;cmed after the inft.:-¡_011 of 4-AP in !he cntorhnal c0rtex:. A s1m1lar 
epüeptlfonr. pauem was obscrved in ail thc anima.s st~d!Cd (11 = 5¡ Upper :-ace<> coriex. lowcr 
t<<:ices, hippocar:ipus. 

In "'lCV. ofthc \vcil k'10'WO an<:.tcrr.ical re1at1onsr.1p:, betweer¡ the-
entorhinal ccrtex and the hippocc:rnpu:; (41 ], and of tf:e 1rrrportant 
'leurotransmitter role of gk:tama.te in nippo;::arr.pa! neurcnal c:r
cuit!. [43], in the present ·wcrk we have stud1c(.1 thc effec:s of 4-AP 
simultaneously in both rcg;ons Foí th:<> purpcse, v.'e used. t; de-.·ice 
wh1ch ncnn1t'> d dual m1crod1alvs1s procedure and the concomitant 
record;ng of EEG act;vity in a,;_,aKc rats In both regl::H1s rhe mo!>t 
:10table chani!e observed w:::s a ~c:·,ren.l-fold increase in ex.:racel
iular glutama'te, whicíl correlated wuh \he appca•dnce of :::pileptic 
d1schargcs. 

YIA TERIALS A1'D :>lETrtODS 

We havc designcd a dcv;cc aliowing ~he ~1mulí:anec1Js mic;-o
Jialy:n;, of two n:;g1on5 of ~he braif· Jí!d ~he record1n;; of theiT 

"-electr:cal actrviry ·.,.;itf: c1po!a.:- electrodc:~ Th~ dcvicc co;;.~~~t" of .:t 
BAS (Bioanaiyti:::al Systems, Wc::n Laf¿yette, I!\-, LTSA) Tefior¡ 
~w,· .. ei fvr freely mo·;ir.f; rats. r:1o¿¡fied 1n iL<; top p1c:::c ª" des:::nbed 
in detall elsev • .:here [21~. Briefiy. two conccntnc m1c•odialy,;is 
probe~ (expo'..-ced mcmb:-a:ie 2-mm iength and 0.32-mm diameter, 
obta1ned from BAS, were Dsed Fvr the EEG recording, a p.i1r of 
bra~dcd van:ished ccpper v..rires 'i25-µm d1arnete:-) v;ere attached 
lor.gitüdinally to eacn ::irobe. The; var11sh-f,-ee tip~ o:the t'.No wire~ 
\vere apprcx1mately 100 µm apart. anG ;;.•ere located do!;e to the 
d1stai end of the diaiy:;1s membrane to ,,,er;e as bipJ!X recoíd1ng 
electredes. The proximal ends ef the braided v.ir~!-1 •verc soldered 
te the conne~tor cemented on thc rat ;,kul! 

Adult maie W:sta:- rab ·'.24C-26C g wcigr.:t,~ WC';'': us~d ~l":iolígP

')U:, ;_md \.V'.;:re handied in accordancc witt: thc Rule!> for Rcsc.arch 



------ --

EEG -\:'-:D GLl'T~'.\1ATE CHANGES BY DUAL M!CROD!ALYS!S 259 
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F!G 4. Change~ w1th !une m the exllacellular amino actd lc~cl5 m the hippocampu;, mfused w1th 
4-am1nopyndine (4-AP) and in thc 1p~1J¡ncral cntorhm<ll cortcx Dctmls a;, m 1-1g. 3 Thc cn!01hinal 
concx was pcrfu~cd \.\1th normal rnedlllm dllling ali thc cxpc11mcnt /\1can \alues ::'.:: SEM ror 4 ro.ts 
( + < O 05, " < O 001, l\S compa1cd to thc ha~al valuc) 

scnbed [ 14] and the rccovcry va!ucs ob!arncd wcre 6.0 ::': O 5c¡c 
for aspartatc, 6 2 ::':: O 6'!(, for glu1an1atc, 3 3 ::': O 49'o for glut<1mine, 
7 4 ::': 0.7i:t for glyc1nc, 6.3 :!:: 0.4o/c for taL1nnc, 6 7 ::: O 6% for 
alanmc <101d 5 6 ::': O SC"/c for G;\BA ( = 9) Wc havc 1cportcd 
prcviou:-ly that for 4-i\P thc rccovcry \.V<I\ 11 31/t [22] Thc rcsull'> 
\.VCrc not LOncctcd foi the:.c 1ccovcry valuc:.. Stat1:.t1cal analy,,cs 
\.Vc1c carncd out by onc-\vay analy:.1s of variancc and group 
comparison tco.,ts 

RESULTS 

!\ppro:..irnately l 2 111111 ,1ftc1 thc bcginmng of 4-AP infu:.1on in 

th:: c11torh1nal corte\ or 111 thc h1ppocainpu:., thc .:.in1rnals showcd 
1111.:rc,1..,cd locornoto1 ac!l\'t!y and ovcnc.1ct1vlty \Vhcn rouc11cd. 
This W:J\ followcd by ht:,td nodd·ng, chcwing ~wJ wct-dog :.hakc::. 
Inten~c con\ uhivc bch~1v101 char:1ckn7L'd hv bur~l.., of forcp:.iw 
~lt111ic jc1k" .md occ,1..,1011.il gen:;r~1li1cd 1on1c-clonll' i.:onvlll\1011\ 
w,1\ nb~r'1\cd ~1hnu110 m1n l,1!c1 l'h1~ lwh,1v1or wa" ptC\Clll dnring 
lht' re'>! ol 1hc C\fh.'l11ncnl ~1nd, dué lo 11, 1111en..,1t)', it w.i" nc<.'l'\\:tty 
to f.'.i,l'P t!w ,ll'\1111,il ih11n lhL· cnd o: \ \P .1d1n1;11\lf:\t1011 

Infus1on w1th 4-AP into thc cntorhinal cortcx induced intense EEG 
cpi!cpt1form act1vity, charactcrizcd by high :.imphtudc d1sc:hargc~ of 
abOll( onc mV for both thc cntorh1nal cortcx and thc h1ppocampu::. 
(Fig. 1, Table!). Once ::.tarted, thc d1sch<.1rgc\ \vcrc contmll{)U'> [::.talu~ 
cp1Jcpücu::.) and )asted until the end of expenment Thcy wcrc char -
actcnzcd by poly-~p1kc~ and spikc-wavc complcxc..,, whtch wi.::u.: of 
low frcqucncy and amphtudc m thc fir'>t mm :.md rcachcd a nutximun1 
at 45 mm Thc di::.chargc frcqucncy was '>lnllldr m both 1egion:-; Thc 
~taru.s eptlcpticu-; u~ually appcared 1mmcdide[y. but in two of thc fivc 
1:1t:. ::.tudicd thcrc wu::. a pcriod (10-15 mm) ot 'ihort di~chargc~ of 
.1bout 0.5 rnin of durntion befare the appcarancc of ::,tatu:-i eptlcpticus 
(Fig l l. Infu~ion w11h 4-AP 1nto thc hippoc:.unpu' tnduccd cpilcpti
fonn actl\ 11y :-,1m1lar to th<1t aftc;- cntorhinul cortcx infu::.ion <Jnd 
prop:1gated Cü !he l<!ttcr (Fig 2) The. fn.:qucncy <md mnpl11udc of l/Jc 

d1;,ch:irgc:-i wcrc ~im!l,ir ro tho~c .tftcr ..J.-AP 1nfu~1on in thc cntorh1nal 
cortex (Table l) In 1h1s group thc ;,tatu;, cp1kp11u1~ uppc.ircd 1n1rnc
d1,1tdy 111 .t!J 1~1h ~tud1cd 

Four rat:-, \vcrc rnfuscd rn thc cntorhin.11 coitex \\ ith htf!h K · 
111cd1u111 dt1nn_g !WO l 5-111111 !1<1i.:t1011\, ,\\ dr.:~cnhcd in tvLllL'J I,~]\ .ind 
Mc!llL1J.., In no <..1~c wa~ ,111y bch.1v1n¡:il 01 EECJ :ih11nrn1.111ty 
llb\él "L:d 
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FIG 5. Changcs wllh rime :n lhe ex<race1lular amino ac1d levcls ofthc cntorhinal cortex infu~cd with 
100 mM K + during two frac:ior.s and in rhe ip:-.ilateral hippocampus. Details as m Ftg. 3 The 
hippocampus was perfuscd with normal mediurn dunng all the ex:penment ~1can \alues .::: SE\1 far 
4 rat!. ("' < O 01. ' < 0.05) 

The extraccllular basal leveb of ammo acids were obtaincd 
froin the average of thc fir:it three fract1on') collccted before 4-AP 
or h1gh pota!>:-.ium infu<;ion and are !>hown in the fir!>t set of bars 1n 
Fig!>. 3-5. Ba<;a~ aspartate and GABA concentrc>tions were too low 
to be rehably mea!:iurcd in both the entorhinal cortex and the 
hippocampU!:i. Thc vaiues obtained far the other b.mino acids are 
similar in both regions_ 

Concomitantly with the appearancc ofEEG dischargcs, during 
4-AP infusion in the entorh1nal cortex there wa~ an increa~e in 
extracellular glutamate and glutam1nc levels of about 600o/c and 
35(Pk. respectively (Fig 3), which persii>tcd in the next 15 m1n 
(fraclion 3, Fig. 31 and then returned to thc basal value. Glycinc 
and taurinc leveb also augrnentcd in fraction 3 (!84% and 27690 
of the basal leve l. respectively). ::-..¡-cither a'>partate nor GABA could 
be detected after 4-AP 1nfusion. No signiflcanr amino acid changes 
v.·ere found 10 the h1ppocampus of these rat'i infused with 4-AP in 
the entorhina\ cortex (Fig. 3). 

Infusion of 4-AP m the hippocampus induced a rcmarkuble 
1ncrease in the extracellular glutamarc, higher than that obscrved 1n 
thc infui>ed entorh1na\ cortcx. that ]asted a!i,o for 30 m'.n after thc 
cC.'>'>atJon of 4-AP infusion (F1g 4). Taurinc and glycine showc<l 

also significant, a!beit much smaller increa<;es, whereas glutaminc 
tended to decrease. No ~ignificant changes were found in the 
entorhina! cortcx ofthcsc rats infuscd with 4-AP in the h1ppocam
pu:. (F1g. 4). 

A!> :.hown in F1g 5, infU'>tün of high pota;,sium in the entorh1nal 
cortex 1nduced a marked but trans1ent 1ncrcasc in extracellular 
glutamate, wh1ch retumed to the bai>al values after ju!>t one fraction 
and reached s1gnificantly lower values after 30 mio. A :.ignificant 
but dcluycd increu;,e in taurine levcls was also ob<.>erved, and only 
marginally significant changes wcre obscrved in the other amino 
acids. In thc hippocampu.'. of the same ral'i only a ;,light and 
transi~nt increase in giutamate \Vas detected (fig. 5). 

D!SCUSSION 

The dual microdialysis techniquc u:-icd hcre provides a conve
nient method to study :-,orne biochemical correlat1ons be.tween two 
interconnected regions, such as the htppocampu;, and the enrorh1-
nal cortcx, during 4-AP-induced ep1leptic se1zures. Furthcrmore, 
thc simultaneous EEG recording at the sites of the microdialys1s 
probes permitted to correlatc thc clectrical activity with changcs 1n 
thc extracellular amino u.cids. 

Thc mtcn"c ep1leptiforrr1 act1v1ty induced by 4-AP 1n the hip-
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pocampu~ and thc cntorhinal cortex, characten1ed by high amph
tude and h1gh frcqucncy di<;charges that propagatcd almost imme
drntely to the other region, wcrc '>tmllar to those prcv1ou:-.ly 
rcportcd after 1ntracortical or intraccrcbroventricular admini:-.tn1-
tion of the drug [23] 

Aho s1mtlar to previou~ tindings in the s~natum [22] and 1n the 
h1ppocampu.., [30] p, the fact that 4-AP 1nduced a several-fo!d 
1ncrea:-.e in thc cxtraccllular glutamate lcvel!> in both regions in
tu:-.cd, whtch ""'ª" correlated with the initial hyperexcitability of the 
anima]) and v.·1th the estab]J'.)hmcnt of continuous eptlcptic dis
charge:-.. Thc:-.c ob:-.ervat1on:-. support thc hypothesis that there b a 
causative relation::ihip bct..,.,ccn che lncrea:.ed glutamatc kveh and 
thc irntiat1or. of seizure'i, and indtcatc:-. rhat this correlation occur~ 
also 1n the entorhinal cortcx and in the hippocampus. Such corre
lation 1mpl1c"> that, a~ ment1oned in the Tntroduction, the 1ncreased 
extracellu!ar glutan1atc 1nduced by 4-AP l'i duc to stnnulat1011of1ts 
relea'>e froin presynaptic tcrmmab. a~ has been repcatcdly ::ihO\\'n 

f L3 l.38J9], and thcrefore is able to reach che excitatory 
ainino acids recepto~, which bccome overact1vated. Such mech
an1sm 1:. 'iupported aho by previous find1ngs :.howing thar ~e1zures 
induced by 4-AP, both and in brain slices, are blockcd by 
glutamate receptor antagoni::its [2,4.6,9,23,31]. In addition, wc 
ha\. e shown that thc 4-AP-induced increase of cxrracellular gluta
mate in the h1ppocampus produces also neurodcgcnerat1on [30]. 
v-.hcrcas neither seizures nor neuronal death occur when thc cn
hancement of extracellular glutamate is due te 1nhibition of its 
transport orto K f -induced depolarizarion [14,15,27,30,37]. The 
Jack of convul<>ant actlon of h1gh K' -induced glutamatc 1ncrea.'ie 
was confirmed tn thc prcscnt study. 

We have u~ed here a do:.c of 40 1nM 4-AP 1n thc awake rat. 
Previous cxpcr11nent.'i demonstrated that rn both the striatum [22] 
and thc hippocampu~ [30] at lea.se 20 m'.\1 4-AP 1n thc microdi
alys1s inedium t~ required to induce an increase in extracellular 
glutamarc. After correction far the reported rccovery of 4-AP 
through the dia!ysis membrane (ll.39'c, [22]), this mean.<i that 
approx1rn..1tc!y 55 mnoles of the drug in the [5-min pcriod must 
reach the t1:.':iue in arder to stimulatc glutamate relea:.e. Howcver, 
smaller do':ie~ are capabtc of induc1ng seizure:,, For cxample. bolus 
m1croinject1on of 2-4 mno!es in thc h1ppocampu:. [8.9), or micro
d1aly~1s infu::i1on of 9 8 nmole~ (3.5 rnl\11 dunng 15 1nin) in the 
samc regwn [30] proJucc intense convuhivc acttv1ty. Since with 
thc !attcr do:.c ne increase !n extracc!Jular glutam,1te wa'> ob .. crved 
in thc 15-min 1nKrod1.dys1s fractlons, 1t t~ po:-.s1ble that thc :-.cn~1-
1ivity lin1ir... of thc 1ncthod u~ed to n1ea~ure the amino acid. 
combincd with thc rcb,1t1vcly long fn1ctton collcction time, pre
vcnb thc dctcc:t1on of srnall and tran-,icnt ckvations of cxtraccllu
lar ghnan1atc th.11 rnighr be occurnng. 

lt t'> notcworthy that no '>lgndicanr change:. in cxtraccllular 
o1rnino ac1ds, 1nclud1ng glutarnatc. v..cre ob ... crved in thc non
rnfu~cd rcg,1on (hippoctimpu~ or cntorh1n<1l cortcx) of the animtd.., 
tnfuscd w·11h 4-AP. tn spitc ot thc tact that thc dt::ich<1rge~ rapidly 
propagatct! to thcm Si111Jlarly to thc abo' e Lh~cus~cd cffcct of Jow 
con\ ulsant dO'>C'> of 1+-AP, it sccm"> probable that 1n thc prOJCCt1on 
c11ca thc e11ha1Kc1ncnt of gluta111<1tc rcka~c might be ... 1nall and 
tran~1cnt and thcreforc eou!d not be dctcctcd in thc 15-rnrn frnction 
pcnod Thts wonld not be uncxpcckd, in v1cw of thc wcll known 
r.ipid rcuptakc uf !he arnino ac1d by h1gh aftimty l1<m,.portcr~, 

which wo11ld prcvcn1 1b d1tfu..,ion !hrough thc di~1ly\i'I 111c1nbranc. 
In thc ca:-.c of h1g:h K', abo no '>tg:nitlcanl ch,mgc::. werc ob~crvcd 
1n thc rro1cct1ng arca Hcc.1u:.c 1h1'> trc;1tmcn1 did not produce 
'>L"l/llre:., th1.., n· .. ult w.t,. not '>lllpr1.,rng. 

Tlw 11.·la!1\cly ... 111.ill lllC!L':l~(''> in )!.ty~·1ne :md l<1ur111e 1n tlw 
h1ppnc.1111¡Ht'> .1ftc1 .+·Al' 1nl th1on h.i\ e hr.,cn di:'>t.:I 1bi:d pre\ 11lu ... ly 
[.10] ln ,·(111t1,\'>l. 111 !IK cnto1hi11:1l crnlt'\., l . .\P 1nduct·d .t 1hltd1'k 
l'llh.111cc1:1t·n1 ,,¡ ::;lut.11n111t, ª" lunlt ,1, 11\.11 t>I ;1 lt1!.1111.J!t·, wlwrc.1'> 

che other amino acids. w1th the exception of taunne and glyctne, 
\\-ere not ':ilgnificantly affected These difference:-. between hip
pocampu.., und entorhina! cortcx rn1ght rcflcct '>Orne particular 
metabohc properties of thc lattcr. 

Thc rcsult~ of thc prc~cnt work ~uggc'>t an 1rnportant role ot 
glutamate in the initiation of se1zures. 111 both the h1ppocampus and 
the entorhina! cortex, but an involvement of the amino ac1d in the 
propagation of epilept1c di~charges to the corre<;pond1ng project1on 
area coutd not be demonstrated with the technique u:,,ed A more 
definihve conclusion should emerge from the use of more :-en:-itive 
glutamate dctcctton proccdurc::i, v.hich 5hould pcrm1t to mea..,urc 
change.<i 1n the amino acid concentrat1on occurnng in shorter time 
pcnods 
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DISCUSIÓN 

l. Ventajas de la técnica utilizada 

En el presente trabajo se determinaron los efectos de la administración de 

la 4-AP a través de cánulas de microdiálisis en el circuito corteza entorrinaí

hipocampo, sobre la concentración extracelular de ciertos aminoácidos y su 

posible relación en la iniciación y propagación de las crisis epileptiformes. Para 

este propósito se utilizó la técnica de microdiálisis dual y registro EEG simultáneo 

en ratas en libre movimiento, que hasta la fecha no se ha utilizado en ningún 

modelo de epilepsia, ya que nos plantea la posibilidad de establecer la correlación 

conductual con el EEG y con la bioquímica in vivo, durante el desarrollo de las 

crisis convulsivas. Asimismo, la técnica nos ofrece la posibilidad de establecer la 

relación bioquímica y del EEG en áreas del cerebro que están conectadas, como es 

el caso de la corteza entorrinal y el hipocampo, lo cual permite apreciar no solo el 

inicio sino la propagación de las crisis en un circuito de relevancia en la generación 

del fenómeno paroxístico. A pesar de que ha habido intentos por realizar 

microdiálisis y registro EEG simultáneo, los dispositivos que adosaban o anclaban 

electrodos a ias cánulas generaban daño tisuíar (Sandberg y col., 1986; Szerb, 

1991; Ludvig y col .. 1992). Obrenovitch y col. (i 993) han mejorado la técnica, 

utilizando un dispositivo que evita el daño, pero sólo se ha empleado en animales 

anestesiados y con una sola cánula de microdiálisis. La técnica que se empleó en 

este trabajo nos proporciona la ventaja de evaluar de manera simultánea los 

parámetros señalados en dos regiones del cerebro relacionadas sin los problemas 

dei daño tisu!ar. y además en animales en libre mov1m1emo. Es10 ha quedado ya ae 
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manifiesto en el trabajo publicado que aquí se incluye en Ja sección de Materiales y 

Métodos (Morales-Viliagrán y col., 1999). 

11. Efectos en las regiones infundidas con 4-AP 

Los resultados del presente estudio mostraron que ia 4-AP indujo actividad 

epileptifome intensa en el hipocampo y la corteza entorrinal. Esta actividad se 

caracterizó por la presencia de descargas de frecuencia y amplitud alta que se 

propagaron casi de inmediato a la otra región, como las previamente publicadas con 

la administración de la 4-AP a nivel intracortical o intracerebroventricular (Morales

Villagrán y col., 1996). Asimismo, la 4-AP indujo un aumento en la concentración 

extracelular de glutamato en las regiones infundidas con 4-AP: la corteza entorrinal 

y el hipocampo. Este aumento del glutamato se correlacionó con el inicio de la 

hiperexcitabilidad conductual y eléctrica observada en las ratas. Estos resultados 

apoyan la hipótesis de la relación causal entre los niveles altos de glutamato y las 

cris:s en ambas regiones infundidas, y sugiere que el glutamato liberado de la 

terminal sináptica es capaz de alcanzar los receptores de glutamato y generar el 

fenómeno paroxístico, hecho que se apoya en los trabajos previos realizados en el 

laboratorio (Fragoso-Veloz y col., 1990; Morales-Villagrán y col., 1996). En este 

trabajo se utilizó una dosis de 40 mM de 4-AP, durante 15 min, que equivale a una 

cantidad total aproximada de 11 O nmoles, tomando en cuenta la recuperación de la 

droga a través de la membrana de diálisis (~10%), que llegan al espacio 

extracelular. Esta concentración es suficiente para inducir un aumento en la 

concentración extracelular de glutamato y la generación de las crisis convulsivas, 
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como se ha demostrado en los experimentos de ínyección de la 4-AP (Fragoso

Veioz y col., 1990: Moraies-Villagrán y col., 1996). 

A. Papel de los receptores de glutamato. La evaluación del perfil de 

aminoácidos por HPLC durante las crisis inducidas por la administración de 4-AP a 

través de la cánula de microdiálisis en ratas anestesiadas, ha mostrado que ei 

glutamato alcanza la concentración extracelular más alta en comparación con íos 

otros aminoácidos. Asimismo, las alteraciones motoras producidas por la 4-AP se 

bloquean por antagonistas del receptor a glutamato tipo NMDA (Morales-Villagrán y 

col., 1996). Este aumento en la concentración extracelular de glutamato debido a 

una liberación excesiva, pudiera sobreactivar a los receptores de glutamato e 

inducir los fenómenos de hiperexcitabilidad (eléctrica y conductual) y crisis. Trabajos 

recientes de Peña y Tapia (1999) han demostrado una correlación entre este 

aumento de la concentración extracelular de glutamato, las descargas convulsivas y 

la neurodegeneración producida a nivel de las regiones CA 1 y CA3 del hipocampo 

de ratas a las que se administró la 4-AP a través de cánulas de microdiálisis. Así, 

se ha establecido que la neurodegeneración producida por la 4-AP se relaciona con 

un aumento directo de la concentración del glutamato en las sinapsis 

glutamatérgicas, lo que le permite la interacción con receptores del aminoácido 

presentes en el área infundida (Tapia y col., 1999). A este respecto. se ha 

encontrado que en las neuronas piramidales de CA 1 poseen receptores 

postsinápticos tipo NMDA (Liu y col., 1994), mientras que en CA3 predominan los 

receptores post-sinápticos tipo KA (Vignes y Collingridge, 1997; Castillo y col., 

1997). Ambos tipos de receptores están relacionados con la epilepsia (Meldrum y 

col .. 1999), por lo que es posible postular que su sobreactivac1ón en CA 1 y CA3 
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está reiacionado con la generación de las crisis convulsivas inducidas por la 4-AP. 

Esta hipótesis se ha confirmado en un trabajo muy reciente del laboratorio. en 

donde se ha demostrado que la administración de antagonistas al recepmr de 

glutamato tipo NMDA, como el MK-801 y el CPP, o no-NMDA, como el NBQX, 

reducen la intensidad y duración de las crisis y protegen contra la degeneración 

producida en las células piramidales de CAi y CA3 del hipocampo (Peña y Tapia, 

2000). Asimismo, se ha demostrado que el bloqueador a los canales de Na+ 

sensibles a voltaje tetrodotoxina (TIX) previene todos los efectos de la 4-AP en el 

hipocampo: el aumento en la concentración extracelular de glutamato, las 

descargas EEG y la neurodegeneración de CA 1 y CA3. Estos resultados indican 

claramente el origen neuronal de la liberación de glutamato por la 4-AP, lo cual se 

apoya además en el hallazgo de que el bloqueador del canal de ca++ tipo N, ro

conotoxina, disminuye la liberación de glutamato y protege contra la degeneración 

(Peña y Tapia, 2000). Estos datos, en conjunto, permiten concluir que el aumento 

en la concentración extracelular de glutamato inducido por la 4-AP ocurre en las 

sinapsis glutamatérgicas de las células piramidales de CA 1 y CA3 del hipocampo y 

que como consecuencia se sobreactivan los receptores tipo NMDA y no-NMDA que 

se encuentran en estas células, produciendo así las crisis convulsivas. 

Estudios autoradiográlicos han demostrado la presencia de receptores de 

glutamato tipo NMDA en la capa molecular del giro dentado y en el estrato oriens y 

estrato radiatum de las regiones de CA3 y CA1 del hipocampo Asimismo, se nan 

encontrado en estas mismas regiones, receptores tipo no-NMDA como el AMPA 

Por su parte el receptor de glutamato tipo KA se ha localizado en el esuato tucidum 



45 

de ia región de CA3 dei hipocampo, aunque se presentan en menor propor::;ión en 

la capa molecular y polimórtica del giro dentado (Young y col., 199.i, !nsel y coi., 

1990). Por oiro lado, se ha demostrado que las neuronas de las capas IV y V de ia 

corteza entorrinal median sus respuestas sinápticas por receptores de glutamato 

tipo AMPA y NMDA (Jones, 1987; Jones y Lamber!, 1990). Asimismo, las ne1.1ronas 

estrelladas de la capa 11, que contribuyen mayoritariamente a la vía perforante que 

proyecta al giro dentado, median su respuesta sináptica a través de receptores de 

glutamato tipo NMDA y no-NMDA, como AMPA y KA (Jones, 1990, Jones y 

Lamber\, 1990). En estas capas también se ha demostrado que la actividad 

epilepiiforme inducida al disminuir la concentración de Mg2
• depende de !a 

activación de estos receptores tipo NMDA y no-NMDA (Jones, í987; Jones y 

Heinemann, i 988). A este respecto se ha encontrado que los receptores de 

glutamato tipo no-NMDA son los primariamente involucrados en la iniciación de las 

descargas, mientras que íos receptores Jipo NMDA están más relacionados con el 

aumento y duración de las crisis (Jones y Heinemann, 1991 ). Nuevamente es!os 

datos apoyan la conclusión de que la sobreactivación de los receptores ionotrópicos 

de glutamato lipo NMDA y no-NMDA es fundamental en el mecanismo de la acción 

epileptogénica de ia 4-,°'P en el hipocampo y en la corteza entorrinal infundidos, 

como consecuencia de la liberación de glu!amato. Como ya se mencionó, la 

neurodegeneración producida por la 4-AP en el hipocampo parece deberse también 

a la sobreactivación de los receptores tipo l'l!MDA. Aunque no se ho. esludiado 1a 

degeneración producida por la 4-AP en la corteza entomnal, es probable que les 

neuronas de sus capas IV y V se encuentren daf\adas. de acuerdo cor, ios 

a:itecedentes señaladcs. 
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Por otro lado, existen varios trabajos que demuestran la presencia de 

diterentes subtipos de autoreceptores de g1utamato en !a formación hipocámpica, 

que regulan de manera diferente la liberación de glutamato, de acuerdo a la región 

del hipocampo que se trate (CA 1, CA3); en el caso de las fibras musgosas 

(glutamatérgicas) que provienen de las células granulares del giro dentado y que se 

dirigen hacia las células piramidales de CA3, se ha encontrado receptores tipo 

AMPA/KA en la región presináptica, cuya activación regula positivamente la 

liberación del glutamato en CA3 (Gannon y Terrian, 1991; Terrian y col., 1991; 

Malva y col., 1996, 1998). En cambio, en las colaterales de Schaffer, los receptores 

tipo KA presinápticos modulan negativamente la liberación del glutamato (Zhou y 

col., 1995) . Por otra parte, los receptores de glutamato metabotrópicos también 

parecen tener un papel importante en controlar la liberación del glutamato en el 

hipocampo. Se han encontrado receptores metabotrópicos presinápticos (mGluR4a. 

mGluR7a. mGluR7b, mGluR8) en las terminales glutamatérgicas que hacen 

contactos con las interneuronas, las cuales regulan negativamente la liberación de 

glutamato (Shigemoto y col., 1997; Scanziani y col., 1997). Asimismo, se ha 

observado que el glutamato disminuye ta liberación del GABA, vía receptores 

presinápticos tipo KA localizados en las interneuronas GABAérgicas (Rodríguez

Moreno y col., 1997; Cunha y col., 1997). El glutamato también aumenta la 

liberación del GABA vía receptores tipo NMDA localizados en las interneuronas 

(Harris y Miller, 1989; Getting y col., 1996). Finalmente, en estas células 

GABAérgicas se ha observado la presencia de receptores metabotróp1cos que 

regulan de manera diferente la liberación del GABA: los mGluR1/mGluR5 

localizados en la zona somatodendrít1ca tienen un electo positivo, mientras que los 
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receptores mGluR2/mGluR3 localizados en las dendritas tienen el efecto opuesto 

(Poncer y col., 1995). En virtud de estos datos, no podemos descartar la 

participación de los receptores metabotrópicos en este modelo de inducción de 

crisis por 4-AP, a pesar de que no se ha evaluado este aspecto. 

B. Papel de los transportadores de glutamato. El aumento de los niveles 

extracelulares de glutamato en la zona de infusión por la 4-AP, encontrado en este 

trabajo, puede modificar la expresión de los transportadores, ya que se ha visto 

previamente que en algunos modelos de epilepsia, como el kindling o la aplicación 

de KA, se ve disminuida la expresión del transcrito a los transportadores GL T-1, 

EAAC-1 y EAAT-3 en el hipocampo (Akbar y col., 1998; lngram y coi., 2000; 

Simantov y col., 1999). Sin embargo, en otros trabajos se ha encontrado aumentos 

en la expresión de los transportadores de glutamato GL T-1 y GLAST, este último en 

células no-neuronaies del hipocampo (CA3 y capa polimórfica del giro dentado), 

cambios debidos probablemente a un aumento en los niveles extracelulares de 

glutamato durante las crisis (Akbar y col., 1997; Nonaka y col., 1998), lo que pudiera 

representar un mecanismo de defensa transitorio para reducir las concentraciones 

extracelulares de glutamato en la región hiperexcitada (lngram y col., 2000). A este 

respecto, el trabajo de Duan y col. (1999) ha demostrado en cultivos de astrocitos, 

que el glutamato produce un aumento rápido en la captura de glutamato que se 

asocia con un incremento en la expresión de GLAST. En otro trabajo, se ha 

observado una disminución y posteriormente un aumento en la expresión del mRNA 

y la proteína de EAAT3 en el hipocampo de animales tratados con KA. Los autores 

concluyen que esta regulación diferencial de los transportadores pudiera tener un 

papel significativo en controlar el nivel de excitabilidad en el hipocampo (Simantov y 
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col., 1999). De acuerdo con lo anterior, es posible que en nuestro modelo, en la 

región infundida con la 4-AP, el aumento en la concentración extracelular de 

glutamato durante y después de 15 min posteriores a la administración de la droga 

sea suficiente para aumentar la expresión de estos transportadores de glutamato y 

evitar de esta manera la hiperexcitabilidad generada por el glutamato. Sin embargo 

de ocurrir este mecanismo, es evidente que no sería suficiente para evitar las crisis. 

111. Efectos en las regiones no infundidas con 4-AP 

Por otro lado, no se observaron cambios significativos en los niveles 

extracelulares de glutamato en las regiones de proyección no infundidas con 4-AP 

de los mismos animales, a pesar de que las descargas se propagaron de manera 

casi inmediata a estas regione~;. Esto se debe probablemente a que en el área de 

proyección los cambios fueron muy transitorios, ya que el sistema de captura del 

glutamato, realizado por los transportadores de afinidad alta, no está alterado por la 

aplicación de la 4-AP. Es posible que por esta razón los cambios no pudieron ser 

detectados en las fracciones de 15 min, porque la sensibilidad de la técnica de 

HPLC utilizada es insuficiente para observar cambios muy pequeños. Al respecto, 

no podemos descartar la posibilidad del hecho de que la neurotransmisión 

glutamatérgica no esté primariamente involucrada en la propagación de las 

descargas y que algún otro mecanismo no relacionado con la sobreactivación de 

los receptores de glutamato pudiera participar en la propagación y mantenimiento 

de las crisis en las regiones de proyección estudiadas. Entre éstos, se sabe que las 

vías de asociación y comisurales, GABAérgicas y glutamatérgicas, 

respectivamente, de la formación hipocámpica, presentan receptores muscarínicos 

al neurotransmisor acetilcolina (Ach), tipo m2 y m4 , mientras que las células 
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granulares dei giro dentado expresan receptores post-sinápticos tipo m1 y m3 

(Rouse y Levey, 1997). Eslos receptores están relacionados con el sistema de 

neurotransmisión colinérgica, la cual influye en ia liberación de neurotransmisores 

como ei glutamato y el GABA en el nipocampo. Por ejemplo los receptores m2 

parece que estan primariamente involucrados en el control de la liberación dei 

glutamato a través de un mecanismo de retroalimentación negativo. y en general, la 

ACh inhibe la liberación del glutamato (Marchi y col., 1989). Asimismo, se ha 

encontrado que las interneuronas GABAérgicas de la formación hipocámpica 

presentan diferentes subtipos de receptores de ACh nicotínicos, se ha sugerido que 

la activación de las interneuronas GABAérgicas mediada por estos receptores 

produce un efecto inhibidor sobre las células piramidales que son glutamatérgicas 

(Alkondon y col., 1997). Por lo anterior, es posible correlacionar un deterioro del 

sistema colinérgico, que controla la liberación de gfutamato en condiciones 

normales, con el desarrollo y establecimiento de la epilepsia (Vizi y Kiss. 1998). Con 

los antecedentes señalados. es posible que el sistema colinérgico este participando 

de manera importante en el establecimiento de las crisis, además del sistema 

glutamatérgico evaluado en el presente estudio. 

Los resuitados también mostraron aumentos pequeños en los niveles 

extracelulares de glicina, taurina, alanina. glutamina y GABA. que previamente 

habían sido reportados (Peña y Tapia, 1999). En ta corteza entorrinal la 4-AP 

indujo un aumento considerable de la glutamina, semejante ai glutamato, mientras 

que los otros aminoácidos, con excepción de la taurina, no tuvieron un aumento 

significativo. Aunque no podemos ofrecer una explicación clara de estos hallazgos. 



se 

estas dilerencias entre el hipocampo y la corteza entorrinal pudieran ref!ejac 

distintas propiedades metabólicas. 

En resumen, en el presente trabajo se demostró la participación del 

giutamato en la iniciación de las crisis, tanto en la corteza entorrinal como el 

hipocampo infundidos con 4-AP. Con la técnica utilizada no se pudo demostrar ia 

participación del glutamato en la propagación de las descargas epilépticas a SI..! 

correspondiente área de proyección. Sin embargo, se considera que con un sistema 

de detección de aminoácidos más sensible, sería posible medir cambios en la 

concentración extracelular de aminoácidos en periodos de tiempo más cortos, y que 

bajo estas condiciones sí se encontraran cambios transitorios en la concentración 

de glutama!o extracelular. 
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