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Resumen

Antecedentes y objetivo: La 4-aminopiridina (4-AP) es un agente convulsivo que in vivo
libera preferentemente glutamato, el neurotransmisor excitador mas importante en el
cerebro. La vinpocetina es un farmaco con potencial antiepiléptico que previamente se
encontré que inhibe el aumento en la concentracién interna de Na* y de Ca?" inducido por
4-AP en terminales nerviosas cerebrales aisladas. En el trabajo experimental del presente
estudio se compard el efecto de la vinpocetina con el de varios de los farmacos
antiepilépticos que comunmente se utilizan en la clinica, sobre la liberacion del
neurotransmisor glutamato inducida por el agente convulsivo 4-AP, en terminales
nerviosas aisladas de hipocampo.

Metodologia: Las terminales nerviosas fueron cargadas con glutamato marcado
radiactivamente ([*H]Glu), colocadas en filtros dentro de camaras multi-perforadas y
perfundidas con medio fisioldgico en presencia o ausencia de: Ca?*, Na®, tetrodotoxina
(TTX), vinpocetina o un farmaco antiepiléptico (carbamazepina, fenitoina, lamotrigina,
oxcarbazepina o topiramato). El medio perfundido fue recolectado en intervalos de 1 min.
A continuacién el medio se sustituyd por uno que contenia ademas 4-AP y se recolectd
durante varios minutos méas. El [*H]Glu liberado se cuantificé usando un contador de
centelleo.

Resultados: La liberacion de [°H]Glu inducida por 4-AP es dependiente de Na*y Ca?",
sensible a TTX y reducida de manera dosis-dependiente por la vinpocetina y los farmacos
antiepilépticos probados. Es importante sefialar que, mientras a una concentracion de
25uM la vinpocetina inhibié completamente la liberacién de [*H]Glu inducida por 4-AP
500uM, los farmacos antiepilépticos carbamazepina, fenitoina, lamotrigina vy
oxcarbazepina redujeron dicha respuesta en 40-50% y el topiramato, Unicamente un 20%
en la dosis mas alta probada de cada farmaco (750uM).

Conclusiones: La reduccién en la liberacion de glutamato, bajo condiciones en donde la
permeabilidad de los canales i6nicos presinapticos involucrados en su liberacion esta
comprometida, puede contribuir de manera importante a la acciéon anticonvulsiva de los
farmacos probados. Por otra parte, considerando que las altas dosis de los farmacos
antiepilépticos requeridas para el control de las convulsiones frecuentemente estan
acompafadas de efectos secundarios adversos, la mayor potencia y eficacia de la
vinpocetina para inhibir la liberacion del principal y mas abundante neurotransmisor
excitador cerebral puede ser ventajosa para el tratamiento de la epilepsia.



CONTENIDO

l. Antecedentes Generales
0 = o1 =7 o ] - USROS 7
[.2. FArmacos antiepileptiCOS ......cvueeiiieiiiiieieie et 9
1 VA oo To Yo = 1 - PP 13
I.4. Estrategias experimentales para el estudio de las convulsiones ............... 16
IR T N o 11 o o] o 1] = WO 19
I G T €111 =T o = o P 22
I. Conceptos
[I.1. Distribuciones ionicas en las células excitables ...................cccoeiiiiinnnnnn, 25
[1.2. La preparacion sinaptoSOmal ...........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e 27
[1.3. Principio del método de deteccion del neurotransmisor liberado ............. 29
I1.4. Utilidad del mecanismo de inactivacion por recaptura ..........ccccceeeeeeeeeenenn. 30

Il Caracterizacion de los efectos de varios farmacos antiepilépticos

sobre la liberacion de glutamato estimulada por 4-aminopiridina en
terminales nerviosas aisladas de hipocampo. Comparacion con el

efecto de la vinpocetina.

1% S a1 d {0 Yo ¥ (oY1 [0 | o NUUTURT TR RPRUPRRRN 32
1 2 /=Y o T (o] [ To |- RPN 34
1.3, RESUIAUOS  ..oneeiiee e e e e 40
HLA. DISCUSION ..o e e, 51

[V . R B I N CIAS ettt e et e et e e 56



Existe una necesidad clinica no cubierta en el tratamiento de la epilepsia, pues
los farmacos antiepilépticos utilizados, a pesar de que controlan las convulsiones,
frecuentemente producen efectos secundarios adversos. Esto se suma a que
aproximadamente un tercio de los pacientes epilépticos son refractarios a los
mismos. Con el proposito de encontrar nuevas opciones, desde hace varios afios
en el laboratorio de la Dra. Maria Sitges se ha investigado a la vinpocetina, un

farmaco neuroprotector que presenta un alto interés como antiepiléptico.

En el trabajo experimental de la presente investigacion se compar6 el efecto de
la vinpocetina con el de varios de los farmacos antiepilépticos que cominmente se
utilizan en la clinica sobre la liberacion del neurotransmisor excitador por
excelencia, glutamato, inducida por el agente convulsivo 4-aminopiridina (4-AP) en

terminales nerviosas aisladas de hipocampo.

La presente tesis esta organizada como sigue. Primero se incluye una seccion
de “Antecedentes generales" en la que se describen algunas caracteristicas de la
epilepsia y se mencionan de manera muy breve a algunos de los farmacos
antiepilépticos utilizados. Le sigue un apartado que describe los efectos de la
vinpocetina, asi como el mecanismo de accion de la 4-AP, particularmente a nivel
de las terminales nerviosas cerebrales aisladas. Al final de esta seccion también
se exponen algunos conceptos que se consideraron relevantes para la mejor
comprension de la metodologia. Enseguida se presenta una introduccion del
trabajo de investigacion propiamente dicho y se describen los resultados

obtenidos, para finalizar con una discusion de los mismos.



. Antecedentes Generales

I.1. Epilepsia

La epilepsia es una alteracion neurolégica multifactorial que se caracteriza por la
aparicion recurrente de crisis epilépticas no provocadas (ILAE, 1993). De acuerdo a la
Organizacién Mundial de la Salud y la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE, 1993),
una crisis epiléptica puede definirse como un episodio de actividad neuronal excesiva y
sincronica de un grupo de neuronas en el cerebro. La manifestacion clinica de este evento
consiste en alteraciones transitorias y sUbitas de la conciencia, motoras, sensoriales,
autonémicas y conductuales, en la mayoria de los casos perceptibles por el paciente o por
un observador. A diferencia de una crisis epileptiforme, que puede ser un sintoma reactivo
de una condicién cerebral aguda (como fiebre o trauma, por ejemplo), una crisis epiléptica

ocurre sin una causa identificada inmediata que la desencadene.

Se calcula que el 10% de la poblacién desarrolla algun tipo de crisis epileptiforme a lo
largo de su vida y que la prevalencia a nivel mundial de la epilepsia es entre 1-2% de la
poblacion (WHO, 2008), aunque en muchos casos este valor es subestimado dado que
existe un gran nimero de personas con epilepsia que son renuentes a dar a conocer su
condicion por las consecuencias psicosociales asociadas a la enfermedad, como
estigmas y prejuicios derivados de la desinformacion (Couldridge et al., 2001). Asimismo,
la epilepsia se presenta de forma asintomatica la mayor parte del tiempo y en muchas
ocasiones la falta de conocimiento de los médicos no especialistas dificulta el diagndstico

de la enfermedad.

Es importante sefialar que la prevalencia de la epilepsia aumenta de forma
considerable en los paises en vias de desarrollo como consecuencia de diversos

aspectos sociales, culturales y econdmicos (revisados por Bharucha y Shorvon, 1997).



Por ejemplo, estos paises muchas veces no cuentan con un sistema de salud adecuado y
accesible para toda la poblacion, ademas de existir un reducido acceso a estrategias
como la neuroimagenologia o el monitoreo de los tratamientos contra la epilepsia que
permiten detectar y tratar el padecimiento con mayor efectividad. Como resultado, una
gran proporcién de personas con epilepsia en los paises en desarrollo no reciben
tratamiento alguno o bien, es inadecuado. En un estudio realizado en México en 1994 se
encontré que la prevalencia de la epilepsia en una muestra de la poblacion adulta fue de
3.7% (Caraveo et al., 1994), lo cual puede representar varios millones de personas con

epilepsia en el pais.

Al estudiar detalladamente el origen de las crisis epilépticas, la region cerebral donde
se ha observado mayor sensibilidad frente al dafio y mayor susceptibilidad a la apariciéon
de convulsiones es la localizada en el I6bulo temporal del cerebro, donde se calcula que
se originan mas del 50% de las crisis epilépticas parciales. Particularmente el origen de
estas crisis se ha localizado en las estructuras que forman el sistema limbico. El sistema
limbico es un centro de formacién y procesamiento de emociones, aprendizaje y memoria.
Esta formado por estructuras que incluyen al hipotadlamo, el talamo anterior, la corteza
cingulada, el hipocampo y la amigdala (Maclean,1952). La alta susceptibilidad que se
presenta en estas estructuras a la aparicién de crisis epilépticas posiblemente se debe a
los bajos umbrales requeridos para activar los potenciales de accién de las membranas
neuronales. En un estudio de Zilberter (2007) se comparé el umbral de activacion del
potencial de accion del hipocampo y de la corteza en células piramidales (las principales
neuronas constituyentes de ambas estructuras) de rebanadas de cerebro y encontré que
las células piramidales de la region cornu ammonis (CA1) del hipocampo tienen un umbral
de activacion del potencial de accion membranal mucho menor que las células

neocorticales L2/3, de 5 a 7 veces menor.



|.2. Farmacos Antiepilépticos

El término “farmaco antiepiléptico” ha sido adoptado a lo largo de la historia aunque
especificamente se trata Unicamente de farmacos con capacidad anti-convulsiva (Porter y

Meldrum, 1997).

Un farmaco antiepiléptico es, en términos generales, un farmaco que, administrado
durante un periodo prolongado de tiempo, disminuye la incidencia y severidad de las crisis

epilépticas (Macdonald y Meldrum, 1989).

El objetivo final de un farmaco antiepiléptico es modificar las propiedades de disparo
de las neuronas y disminuir su capacidad de sincronizaciébn dentro de arreglos
neuronales. Algunos farmacos también pueden inhibir la propagacion de la actividad
neuronal excesiva hacia regiones diferentes al sitio donde se inicia la crisis epiléptica. La
mayoria de los farmacos antiepilépticos previenen las convulsiones al actuar sobre uno o

mas de los siguientes blancos del sistema nervioso central:

1) Canales i6nicos dependientes de voltaje, involucrados en la generacion de
potenciales de accion y en la liberacion de neurotransmisores.
2) Neurotransmision glutamatérgica excitadora.

3) Neurotransmision GABAergica (acido y-amino butirico) inhibidora.

En la Tabla 1, adaptada de la revision de Rogawski y Loscher (2004), se enlistan los
mecanismos de accion propuestos para controlar las convulsiones de los farmacos

antiepilépticos mas comunmente utilizados en la clinica.



Tabla 1: Farmacos antiepilépticos y sus blancos moleculares

Farmaco Canales de Na' | Canales de Ca’* ng_gf de Rgiig:g;fg de
Canales i6nicos
Carbamazepina INar
Fenitoina InaF , INaP
Oxcarbazepina INaF
Lamotrigina INar HVA
Zonisamida INar Tipo-T
Combinado o poco identificado
Topiramato Inar* , INaP* HVA GABAAR KA / AMPA
Valproato INaF , INaP Tipo-T* 1 Recaptura
Felbamato InarF HVA GABAAR NMDA
Etosuximida INaP* Tipo-T
Gabapenitna HVA 1 Recaptura
Leviracetam HVA GABAAR
Fenobarbital HVA GABAAR AMPA
Sistemas GABA-érgicos
Benzodiazepinas GABAAR
Vigatrabina GABA-TA
Tiagabina GAT-1
“. Aun en discusion, “ly.": Corriente rapida de Na® , “ly.»”: Corriente persistente de Na’,

“GABAAR”:Receptor de GABA tipo A, “GABA-TA”: GABA transaminasa, “GAT-1": Transpostador de
GABA tipo-1.

Sin embargo, aunque los farmacos antiepilépticos disponibles son capaces de
disminuir la intensidad y frecuencia de las convulsiones, cuando menos en el 70 % de los
pacientes epilépticos, no curan ni interfieren con el desarrollo progresivo de la epilepsia, ni
previenen su aparicién. En otras palabras, hasta la fecha ningun farmaco antiepiléptico ha
demostrado ser efectivo para alterar el curso natural de la enfermedad. Aunque se puede
recurrir a la cirugia en aquellos casos severos de epilepsia en los que la region cerebral
donde se inician las crisis es limitada y claramente localizada, el tratamiento fundamental

y mas comun contra la epilepsia sigue siendo el farmacoldgico ya que sélo un reducido
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porcentaje de los pacientes con epilepsia son candidatos a ser intervenidos

quirdrgicamente (Engel et al., 1997).

Por otra parte, los pacientes sometidos a los tratamientos farmacoldgicos actuales
deben tomar su medicacion de forma continua durante muchos afios, incluso de por vida,
y las altas dosis requeridas de dichos farmacos para el control de las convulsiones
generalmente producen efectos secundarios adversos, que incluyen alteraciones de tipo
cognitivo, motor, conductual y auditivo (Vermeulen y Aldenkamp, 1995; Gates, 2000;

Sitges y Nekrassov, 2007), entre muchos otros, que se enlistan en la Tabla 2.

Tabla 2: Efectos secundarios adversos frecuentes de los
farmacos antiepilépticos

Efectos agudos

Mareo

Somnolencia / Insomnio
Irritabilidad

Ataxia

Vértigo

Fatiga

Fiebre

Déficit de atencién
Diplopia

Efectos cronicos

Disquinesias

Dermatitis alérgica

Aumento / pérdida de peso

Anemia aplasica

Disfuncién renal

Disfunciones hepaticas

Osteopenia

Disminucién en capacidades sensoriales
Aumento en el riesgo a padecer algunos
tipos de cancer
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Es por ello que existe la necesidad de disponer de farmacos mas eficaces y
especificos para el control de las convulsiones y que carezcan de efectos secundarios
adversos. Con este propésito, en los dltimos afios se ha intentado encontrar nuevos
compuestos con accion anticonvulsiva. Los farmacos antiepilépticos desarrollados mas
recientemente desafortunadamente también producen efectos secundarios adversos
graves y en su mayoria no son mas que derivados de los farmacos anteriores. Dentro de
los esfuerzos realizados en este sentido, en el laboratorio de la Dra. Maria Sitges se han
investigado a varios niveles de complejidad los efectos de la vinpocetina, un farmaco con
alto potencial anticonvulsivo, y se han comparado con los efectos de los farmacos

antiepilépticos de primera linea.
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1.3. Vinpocetina

La vinpocetina (etil-apovincamina-22-oato) es un compuesto descubierto en la década
de 1960, sintetizado por primera vez en el laboratorio por Lorincz et al. (1976) a partir del
alcaloide vincamina, obtenido de las hojas de la planta Vinca minor. Desde su
introduccion al mercado en 1978 bajo el nombre de Cavinton, la vinpocetina ha sido
utilizada exitosamente en muchos paises para el tratamiento de enfermedades

cerebrovasculares del sistema nervioso central y contra alteraciones de la memoria.

Estructura de la vinpocetina. Vinca minor

La vinpocetina es un farmaco que también ha demostrado producir un efecto
neuroprotector en varios modelos experimentales. Por ejemplo, es capaz de reducir el
dafio neuronal inducido por hipoxia (King, 1987) e isquemia (Sauer et al., 1988), ademas
de inhibir el efecto citotoxico del glutamato en neuronas cerebrocorticales (Miyamoto et

al., 1989).
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En experimentos in vivo la vinpocetina presenta efecto anticonvulsivo e inhibidor de la
actividad cortical epileptiforme inducida por los agentes convulsivos, pentilentetrazol y 4-
aminopiridina (Nekrassov y Sitges, 2004; Sitges y Nekrassov, 2004). Como muestra de
esto, en la Figura 1a, tomada de Sitges y Nekrassov (2004), se ilustra la actividad cortical
epileptiforme inducida por 4-AP antes (before) y a los tiempos indicados después de la
administracion de 4-AP a una dosis de 2 mg/kg en un cobayo pre-inyectado con vehiculo
(de vinpocetina) y en la Figura 1b tomada del mismo estudio se ilustra el efecto de la
vinpocetina sobre la actividad epileptiforme inducida por 4-AP en el mismo animal
después de un tratamiento durante 10 dias con vinpocetina (2 mg/kg). Nétese que cuando
el animal es tratado con vinpocetina la actividad cortical antes y después de la

administracion de 4-AP es practicamente igual.

(a) vehicle (b} vinpocetine
before M“'(.w"a'_wa'u'\,\‘"'f\'.‘,’f.ﬁltf.-‘r‘-|.‘.WW."'-.'.ll‘,'4‘\‘.\J\"‘,"J\\",'Ju'w‘.ff.Fa‘.-'»;,h"_e\’|\4‘i‘r‘.M.'J'J\"\'.i,-'l\‘\,\'fﬁk.r\'\“,’\‘\',‘;f'l "'"‘1'N"yV"‘~"f"i’y'"ﬁ"il"ﬁ*"“vw\‘fﬁ‘-w""-‘n‘ﬁ'\'ﬂ"r"“#\l.ﬂ‘ AN WA e N st
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Figura 1: La vinpocetina inhibe los cambios en la actividad cortical por EEG
inducidos por 4-AP (Tomado de Sitges y Nekrassov, 2004).
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Cabe sefialar que en experimentos in vivo en cobayos, la vinpocetina inhibe las
convulsiones y la actividad cortical epileptiforme inducida por otro agente convulsivo, el
pentilentetrazol, incluso al ser utilizada a dosis menores que los antiepilépticos clasicos
carbamazepina, fenitoina y valproato (Nekrassov y Sitges, 2006; Nekrassov y Sitges,

2008).

La participacion de los canales presinapticos cerebrales de Na* en el mecanismo de
accion de la vinpocetina y de algunos farmacos antiepilépticos esta respaldado por la
sensibilidad a dichos farmacos al aumento en la concentracién interna de Na* inducida
por despolarizacion, en terminales nerviosas cerebrales aisladas (Sitges et al., 2005;
Sitges et al., 2006). Varios estudios han demostrado que a nivel presinaptico cerebral, la
vinpocetina inhibe el aumento en la concentracién interna de los iones Na* y Ca?* inducido
por despolarizacion (Tretter y Adam-Vizi, 1998; Sitges y Nekrassov 1999; Sitges et al.,

2005; Sitges et al. 2006).

Es importante sefialar que en pacientes no se han observado efectos secundarios
adversos graves 0 contraindicaciones de la vinpocetina, al ser utlizada a dosis
terapéuticas (Subhan y Hindmarch, 1985; Balestreri et al., 1987; Kemény et al., 2005), por
lo que en conjunto estas observaciones convierten a la vinpocetina en una opcién
prometedora para el tratamiento farmacolégico de la epilepsia y otras alteraciones

neuroldgicas.
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l.4. Estrategias experimentales para el estudio de las
convulsiones

Con el propésito de estudiar las condiciones existentes durante las crisis epilépticas, la
primera aproximacion de los investigadores fue el desarrollo de diversas metodologias en
animales, tanto electrofisiologicas como farmacoldgicas, para inducir convulsiones y
actividad cerebral epileptiforme que asemejan los eventos que se presentan en pacientes
humanos con diferentes tipos de epilepsia. Loscher (1998) describié los criterios que debe

cumplir un modelo experimental ideal para inducir convulsiones:

1) Desarrollo de convulsiones de forma espontanea y recurrente.

2) Convulsiones con fendmenos clinicos observables similares a los que ocurren en

la epilepsia humana.

3) Desarrollo progresivo de epilepsia con la edad que asemeje a los sindromes

epilépticos generalizados en el ser humano.

4) La ocurrencia de las crisis debe estar asociada con la generacion de actividad

cerebral excesiva en el EEG.

5) Al administrar conjuntamente farmacos antiepilépticos, su farmacocinética debe
ser igual que en el ser humano, lo cual permite el mantenimiento de niveles

efectivos de farmaco durante tratamientos crénicos.

6) Las concentraciones efectivas de farmacos antiepilépticos administrados debe ser

cercana a la requerida para el control de las convulsiones en el ser humano.
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Actualmente no se conoce ningun modelo experimental que cumpla con todas estas
caracteristicas. La mejor opcién es seleccionar algin modelo que retna el mayor nimero
posible de las mismas, eficiente y con resultados reproducibles. Los modelos animales
mas utilizados para inducir convulsiones se enlistan en la siguiente tabla (revisada

detalladamente por Engel,1992):

Tabla 3: Clasificacién de modelos para inducir convulsiones de acuerdo al

tipo de convulsién inducida  (Modificado de Engel, 1992).

Convulsiones parciales
- Estimulacion eléctrica
- Agentes convulsivantes
- Bloqueadores de inhibicion (Ej: Antagonistas de GABA,)

- Incrementadores de la excitacion (Ej: Agonistas de glutamato)

Convulsiones generalizadas

- Tipo convulsivo

- Electroshock maximo (MES)

- Agentes convulsivantes administrados sistémicamente (Ej: Pentilentetrazol,
aminopiridinas, pilocarpina, bicuculina, kainato, ouabaina, aceticolinesterasas, flurotil)
- Crisis de ausencia

- Estimulacién eléctrica subcortical

- Penicilina

- y-hidroxibutirato (GHB)

- Hipertermia
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Ofra estrategia ampliamente utilizada es la técnica de encendido (“kindling”, en inglés),
un modelo in vivo de epilepsia desarrollado por Goddard et al. (1969) que consiste en la
aplicacion repetida de una estimulacién cerebral (eléctrica o quimica) inicialmente sub-
convulsiva, a la cual progresivamente aumenta la sensibilidad del individuo hasta producir

actividad epiléptica y convulsiones de forma espontanea.

Los estudios tanto in vivo como in vitro para desarrollar e investigar los efectos de los
farmacos antiepilépticos han sido realizados en su mayoria con modelos experimentales
capaces de inducir quimicamente convulsiones, es decir, la administracién de agentes
convulsivos como el pentilentetrazol y la 4-aminopiridina. En la presente investigacion, el
modelo experimental utilizado para el estudio de los eventos presinapticos que asemejan

los que ocurren durante las crisis epilépticas, fue el agente convulsivo 4-aminopiridina.
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[.5. 4-Aminopiridina (4-AP)

La actividad epileptiforme que induce la 4-aminopiridina (4-AP), cuya estructura se
muestra en la Figura 2, esta ampliamente documentada. Por ejemplo, en rebanadas de
hipocampo de rata perfundidas con 4-AP este agente induce rdpidamente sincronizacion
de la actividad neuronal (lves y Jefferys, 1990), actividad epileptiforme (Psarropoulou y
Avoli, 1996; Armand et al.,, 1999) y la generaciébn de potenciales postsinapticos
excitadores, asociados con la generacion de potenciales de accién repetitivos (Perreault y
Avoli, 1991). Por otra parte, in vivo la 4-AP induce convulsiones tipo tonico-clonicas, en
ratones inyectados parenteralmente (Yamaguchi y Rogawski, 1992), y un aumento en la

actividad cerebral cortical, observado por EEG en cobayos (Nekrassov y Sitges, 2003).

N

S
NH,

Figura 2: Estructura de la 4-aminopiridina

Anteriormente se demostré que la 4-AP facilita la liberacion de neurotransmisores
tanto excitadores como inhibidores en terminales nerviosas aisladas cerebrales
precargadas con neurotransmisores marcados radiactivamente (Tapia y Sitges, 1982), e

in vivo induce la liberacion de glutamato (Morales-Villagran y Tapia, 1996). Este hallazgo
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se corroboré afios después al observarse un aumento en la liberacién de glutamato
endodgeno en terminales nerviosas aisladas cerebrocorticales mediante el uso de

fluorometria continua (Tibbs et al., 1989).

La accioén de la 4-AP a nivel presinaptico también ha sido ampliamente investigada. A
pesar de que en un principio la determinacién de la concentracion interna de iones en
terminales nerviosas aisladas mediante el uso de is6topos radioactivos (como *Ca?") fue
complicada dada la limitada sensibilidad de esta metodologia (Tapia et al., 1985),
mediante el uso de indicadores fluorescentes selectivos y altamente sensibles fue posible
demostrar que la 4-AP modifica la concentracién interna de los iones Na®, ca® y K,
principales responsables de la despolarizacion membranal frente a un potencial de accion
y de la excitabilidad neuronal. Con el indicador selectivo para Ca*" fura-2 en terminales
nerviosas aisladas cerebrales, fue posible determinar que la 4-AP aumenta la
concentracion interna de Ca** (Tibbs et al., 1989; Heemskerk et al., 1991; Galvan y
Sitges, 2004; Sitges et al., 2005). En la misma preparacion, la 4-AP aumenta la
concentracion interna de Na*y disminuye la concentracién interna de K*, determinado por
cambios en la fluorescencia de los indicadores SBFI y PBFI, selectivos para los iones Na*

y K*, respectivamente (Galvan y Sitges, 2004).

El bloqueo producido por la 4-AP de canales de K', particularmente los canales
sensibles a voltaje de tipo transitorio (Tipo-A) y sostenido, ha sido identificado a partir del
bloqueo de corrientes de K* en estudios electrofisiolégicos en diversos modelos
neuronales (Yeh et al.,, 1976; Gustafsson et al., 1982; Zona et al., 1988). Este evento
podria tener como consecuencia una inhibicion de la actividad de la ATP-asa Na'/K",
encargada de restaurar el gradiente de estos dos iones posterior a la despolarizacion, por

lo cual al disminuir su actividad se esperaria un aumento en la concentracion interna de
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Na® y una disminucion de la concentracion de K* dentro de las terminales nerviosas. La
disminucién en la concentracion interna de K* (estudiada por cambios en la fluorescencia
de PBFI) observada en terminales nerviosas aisladas de estriado (Galvan y Sitges, 2004)

sugiere, por lo tanto, que el bloqueo de canales de K* ocurre en esta preparacion.

Sin embargo, ha sido demostrado que la apertura de los canales de Na“ y Ca*
sensibles a voltaje por la 4-AP es un evento independiente al bloqueo de los canales
presinapticos de K* o a la inhibicién de la actividad de la ATP-asa Na'/K*. En terminales
nerviosas aisladas de estriado, la inhibicion directa de la actividad de la ATP-asa Na'/K*
con ouabaina produce un aumento progresivo de la concentracion interna de Na® que
ademas sblo es ligeramente sensible al bloqueador de canales de Na* sensibles a voltaje,
tetrodotoxina. En contraste, el aumento de la concentracion interna de Na* que induce la
4-AP es repentino y altamente sensible a tetrodotoxina, lo cual sugiere un efecto directo

de la 4-AP sobre los canales de Na* que permite su apertura (Galvan y Sigtes, 2005).

A diferencia de otras estrategias utilizadas in vitro para despolarizar las terminales
nerviosas aisladas, la 4-AP provoca una despolarizacion transitoria de la membrana en
terminales nerviosas aisladas que contrasta con la despolarizacién sostenida inducida por
agentes como la veratridina y una alta concentracion de K* (Tibbs et al., 1989). Por estos
motivos, la 4-aminopiridina representa una mejor aproximacién al estudio de los eventos

presinapticos que ocurren durante las crisis epilépticas.
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[.6. Glutamato

El &cido glutdmico (acido 2-aminopentanodioico) es un aminoacido no esencial que
pertenece al grupo de los aminoacidos acidos. Es una molécula que desempefia multiples
funciones en el cuerpo humano. En condiciones fisiolégicas, ambos grupos carboxilos del
acido glutdmico se encuentran ionizados, por lo que la molécula se presenta

mayoritariamente en su forma glutamato, con una carga neta negativa (Figura 3).
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Figura 3: Glutamato

En el cerebro el glutamato ha sido identificado como el neurotransmisor excitador mas
importante y mas abundante. Inicialmente se demostré por inmunohistoquimica que en la
mayor parte de las estructuras cerebrales se expresan transportadores de glutamato,
localizados especificamente en las membranas plasmatica y vesicular de las neuronas
(revisado por Fonnum, 1984), y que el contenido total de glutamato en el cerebro
completo de rata es mas de tres veces mayor que el de cualquier otro aminoacido
(McGeer y McGeer, 1989). Posteriormente Sitges et al. (2000) determinaron por HPLC la
concentracion endégena de glutamato, aspartato, GABA y dopamina en terminales

nerviosas aisladas de estriado en condiciones de reposo y encontraron que la
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concentracion de glutamato es mas de 2 veces mayor que la de cualquiera de los otros

neurotransmisores cuantificados en dicho estudio.

En las terminales nerviosas el glutamato se encuentra principalmente dentro de
vesiculas (Shigeri et al., 2004). La liberacion de neurotransmisores por exocitosis se inicia
con la llegada de un potencial de accién a las terminales nerviosas. La despolarizacion de
la terminal nerviosa produce una apertura repentina y transitoria de los canales de Na*
sensibles a voltaje, provocando a continuacion, entre otros eventos, la apertura de
canales de Ca*" sensibles a voltaje. Dada la gran diferencia entre las concentraciones de
Ca?" fuera y dentro de la terminal (Ca,>>>Ca,), la apertura de los canales de Ca?
aumenta rapidamente la concentracion interna de Ca** en las terminales nerviosas. Este
evento es identificado por proteinas integrales en las membranas vesiculares, cuyo
resultado es la facilitacion de la fusion de las vesiculas sinapticas (que contienen
glutamato) con la membrana plasmatica, liberando asi el neurotransmisor al espacio
sinaptico. En las terminales nerviosas cerebrales la liberacion de glutamato mediante
exocitosis ha demostrado ser dependiente de ATP y de la presencia de Ca** en el medio

extracelular (Sanchez-Prieto et al., 1987).

En condiciones fisiologicas la funcion de los transportadores neuronales y gliales de
glutamato en la membrana plasmatica es remover a este neurotransmisor del espacio
sinaptico, aunque el transportador funciona cerca de su equilibrio termodindmico. Por esta
razon, una despolarizacion persistente de la membrana presinptica, que puede ocurrir
por el aumento en la concentracién interna de Na®, puede provocar la liberacién del
glutamato directamente desde el citoplasma por reversién de sus transportadores, de
forma independiente al Ca*" y al ATP (Atwell et al., 1993). Esta liberacion de glutamato

no contribuye de manera significativa durante la despolarizacion breve requerida para
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inducir la exocitosis. Sin embargo, algunas patologias como la isquemia o la anoxia,
donde los niveles de ATP descienden lo suficiente para inhibir la liberacidén por exocitosis
y la actividad de la ATPasa Na'/K*, provocan un aumento en la concentracion interna de
Na® y con ello una mayor contribuciéon de la liberacion citoplasmica de glutamato

(Kauppinen et al., 1988; McMahon y Nicholls,1991).

Las evidencias farmacologicas in vivo e in vitro ha relacionado a las terminales
nerviosas liberadoras de glutamato y GABA con la ocurrencia de crisis epilépticas. Por
ejemplo, en rebanadas de hipocampo de animales con epilepsia inducida por la técnica de
encendido se encontr6 un aumento importante de la funcion neuronal excitadora mediada
exclusivamente por la activacion de receptores de glutamato (Kohr et al., 1994). De forma
similar, en el modelo convulsivo de pilocarpina se ha observado una disminucion de la
transmision sinaptica inhibidora mediada por los receptores GABA,. Diversos estudios
como los anteriores han conducido a la hipétesis de que la hiperexcitabilidad que se
presenta en el tejido epiléptico puede ser consecuencia de un aumento en la funciéon de
las terminales nerviosas responsables de la actividad neuronal excitadora (como las
glutamatérgicas), o bien, de una disminucién en la capacidad inhibidora de las terminales

nerviosas mediada por GABA (Gibbs y McNamara., 2006).
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II. CONCEPTOS

[I.1. Distribuciones lénicas en las Células Excitables

Las propiedades bioeléctricas de las neuronas resultan de la existencia de una
diferencia de potencial electroquimico transmembranal. El potencial transmembranal o
potencial de la membrana de una neurona o de alguna de sus partes, incluyendo a las
terminales nerviosas, est4 determinado por las distribuciones y las permeabilidades

relativas a los iones Na* y K* principalmente.

En condiciones de reposo, el citoplasma de la neurona o de la terminal nerviosa
presindptica presenta una elevada concentracion de K™ y una baja concentracion de Na*
comparativamente con el fluido extracelular, en donde el K* no excede el 5% de la
concentracion citoplasmica y el Na* supera alrededor de 10 veces la concentracion
citoplasmica. En la Tabla 4 se indican las concentraciones internas y externas de los

iones principalmente involucrados en el potencial de membrana.

La permeabilidad de la membrana en condiciones de reposo es alta para el K* y baja
para el Na'. En las membranas de las terminales nerviosas aisladas (sinaptosomas) en
reposo hay un exceso de cargas negativas en la parte interna de la membrana y un
exceso de cargas positivas en su parte externa. La membrana del sinaptosoma (como las
de otras membranas excitables) tiene la capacidad de mantener esta separacion de
cargas pues actlia como una barrera semipermeable a la difusiobn de los iones antes
mencionados. Esta separacion de cargas determina el potencial de reposo de la

membrana, el cual es negativo en el interior con respecto al exterior.
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Tabla 4: Concentraciones idnicas aproximadas en ambos lados de

la membrana plasmatica en neuronas

Permeabilidad

Fuera bentro Ftlfé?;?rDcég?ro Eior en reposo
[Na'l,=150 mM | [Na']j=15mM 10:1 62 mV Baja
[Ca®],=2mM | [Ca*]i= 200 nM 10000 : 1 123 mV Baja
[K*]o=5 mM [K*]i= 100 mM 1:20 -80 mv Alta
[CIo= 150 mM [CI]i= 13 mM 11.5:1 - 65 mV Alta

Las neuronas se comunican entre si emitiendo sefiales. Estas sefiales se producen

cuando la distribucién ionica o la permeabilidad relativa a los iones que determinan el

potencial de la membrana en reposo son perturbadas. La diferencia de potencial de una

membrana en reposo puede modificarse en dos sentidos: hiperpolarizandose, cuando el

interior se hace aun mas negativo con respecto al exterior de la membrana, y

despolarizandose, cuando el interior se hace positivo con respecto al exterior.
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II.2. La Preparacion Sinaptosomal

A partir de la capacidad de sellado que presentan las membranas biolégicas que han
sido parcialmente fragmentadas, es posible obtener terminales nerviosas aisladas a partir
de homogenados parciales en sacarosa isotonica de una estructura cerebral o del cerebro
completo (Gray y Whittaker, 1962). Durante el proceso de homogenizacién del cerebro o
de alguna de sus estructuras previamente diseccionada, la membrana de las terminales
nerviosas se rompe en las zonas de mayor adelgazamiento y menor resistencia. Esto
permite que las terminales nerviosas se separen de su axon y conserven en su interior
sus organelos, al igual que la maquinaria bioquimica necesaria para la sintesis,

almacenamiento y liberacion de los neurotransmisores (Bradford et al., 1975).

Debido a la fluidez de las membranas celulares y a su capacidad de mantener su
continuidad, los fragmentos separados de la membrana de la terminal nerviosa se sellan
rapidamente para formar una estructura continua de forma regular, el sinaptosoma o
terminal nerviosa aislada. La continuidad de la membrana en los sinaptosomas ha sido
evidenciada en preparaciones sinaptosomales vistas al microscopio electrénico (Bradford

et al., 1975; Gray y Wittaker, 1962).

Existen evidencias morfol6gicas y bioguimicas que demuestran que los sinaptosomas
recién formados conservan propiedades semejantes a las encontradas en las terminales
nerviosas intactas (Bradford et al., 1975). Se ha demostrado extensamente la presencia
de un potencial de membrana en los sinaptosomas, gracias al cual éstos son capaces de
responder a estimulos eléctricos, como potenciales sinapticos, generando potenciales de

accion (Richards y Mcllwain, 1967). Los sinaptosomas regulan la entrada y salida de Ca**
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a través de su membrana y mantienen un nivel de Ca®* citosolico en el reposo similar al
encontrado en las células intactas (Nachshen, 1985). Ademas, en los sinaptosomas se
observa una estrecha relacion entre la liberacion de neurotransmisores y la entrada de

Ca*" durante la despolarizacion rapida (Drapeau y Blaustein, 1983).

Bradford (1969) demostr6 que los sinaptosomas mantenidos a 37°C y en presencia de
sustratos adecuados pueden respirar con un consumo constante de O, durante varias
horas después de su aislamiento. Por otra parte, Nachsen y Drapeau (1988) demostraron
que la membrana plasmatica de los sinaptosomas conserva sus caracteristicas de
sensibilidad osmoética y que éstos tienen una gran capacidad amortiguadora para regular

el pH citosdlico.

En conclusién, puede decirse que la preparacion sinaptosomal permite analizar los
aspectos quimicos del componente presinaptico del proceso de la neurotransmision y que
las terminales nerviosas cerebrales aisladas representan un buen modelo para el estudio
de la actividad presinaptica cerebral al preservar muchas caracteristicas de las terminales
nerviosas intactas como la maquinaria para la captura, almacenamiento y liberacion de
neurotransmisores y su estrecha relacion con el flujo de iones dentro y fuera de la

terminal.
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11.3. Principio del método de deteccion del neurotransmisor liberado

Fisiol6gicamente los neurotransmisores que se liberan desde la neurona presinaptica,
una vez que llevaron la sefial a la célula receptora 0 neurona postsinaptica, son
rapidamente eliminados de la hendidura sindptica, para permitir que el potencial de
membrana regrese a su nivel de reposo y quede en disposicion de recibir otra sefial.
Existen 3 mecanismos identificados que operan para eliminar a los neurotransmisores de

la hendidura sinaptica:

1) Recaptura del neurotransmisor liberado.

2) Difusion del neurotransmisor al espacio extracelular.

3) Degradaciéon enziméatica del neurotransmisor liberado.

A excepcion de la acetilcolina, que cesa su accién al ser degradada por una
acetilcolinesterasa especifica, los demas neurotransmisores (dopamina, noradrenalina,
adrenalina, serotonina, glutamato, aspartato, GABA, glicina, taurina) cesan
mayoritariamente su accion al ser recapturados por las terminales nerviosas que lo
liberaron o por células gliales cercanas. Para estos neurotransmisores ha sido
demostrada la existencia de sistemas de captura de alta afinidad dependientes de Na* y

temperatura.
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Il.4. Utilidad del mecanismo de inactivacién por recaptura

Desde hace varios afios, este mecanismo de inactivacién ha sido aprovechado por los
neuroquimicos para estudiar la liberacion de los neurotransmisores ya que es posible
incorporar un neurotransmisor marcado radioactivamente en la preparacion elegida
(sinaptosomas, rebanadas de tejido) para después dar seguimiento a su liberacién bajo

distintas condiciones experimentales.

Como los sitios de captura de alta afinidad estan localizados en las membranas de las
terminales nerviosas que normalmente sintetizan, almacenan y liberan a un determinado
neurotransmisor, al someter a una preparacion heterogénea de sinaptosomas de
hipocampo a dicho neurotransmisor marcado radioactivamente se favorece su captura por
las terminales nerviosas que normalmente lo liberan. Con base en estas consideraciones,
los efectos de varios farmacos antiepilépticos sobre la liberacion de glutamato fueron
estudiados en terminales nerviosas aisladas de hipocampo de rata, siguiendo el método

de deteccion del neurotransmisor radioactivo.
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I1. CARACTERIZACION DE LOS EFECTOS DE VARIOS

FARMACOS ANTIEPILEPTICOS SOBRE LA LIBERACION DE
GLUTAMATO ESTIMULADA POR 4-AMINOPIRIDINA EN TERMINALES
NERVIOSAS AISLADAS DE HIPOCAMPO. COMPARACION CON EL

EFECTO DE LA VINPOCETINA.
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[11.1. Introduccion

Existe una necesidad clinica no cubierta en el tratamiento de la epilepsia, pues los
farmacos antiepilépticos utilizados, a pesar de que controlan las convulsiones,
frecuentemente producen efectos secundarios adversos. Ademas, aproximadamente un
tercio de los pacientes epilépticos son refractarios a los mismos. Con el propésito de
encontrar nuevas opciones, desde hace varios afios en el laboratorio de la Dra. Maria
Sitges se ha investigado a la vinpocetina, un farmaco con potencial antiepiléptico que en
experimentos in vivo en cobayo inhibe las convulsiones y la actividad cerebral
epileptiforme inducidas por los agentes convulsivos, pentilentetrazol y 4-AP, a dosis
menores que los farmacos antiepilépticos clasicos: carbamazepina, fenitoina y valproato

(Nekrassov y Sitges, 2006; Nekrassov y Sitges, 2008).

Como se mencion6 anteriormente, la 4-AP es un agente convulsivo ampliamente
utilizado que induce actividad epileptiforme tanto en rebanadas de hipocampo in vitro
como en el animal in vivo (lves y Jefferys, 1990; Perreault y Avoli, 1991; Yamaguchi y
Rogawski, 1992; Psarropoulou y Avoli, 1996; Armand et al., 1999; Nekrassov y Sitges,
2003). La accion de la 4-AP a nivel presinaptico también ha sido largamente investigada.
En terminales nerviosas aisladas cerebrales, la 4-AP aumenta la concentracion interna de
Ca®" (determinado por cambios en la fluorescencia de fura-2; Tibbs et al., 1989;
Heemskerk et al., 1991; Galvan y Sitges, 2004; Sitges et al., 2005), la concentracion
interna de Na' (determinado por los cambios en la fluorescencia de SBFI) y también
disminuye la concentracion interna de K* (determinado por los cambios en la fluorescencia

de PBFI; Galvan y Sitges, 2004).
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La participacion de los canales presinapticos cerebrales de Na* en el mecanismo de
accion de la vinpocetina y de algunos anticonvulsivos esta respaldada por la sensibilidad
a dichos farmacos del aumento en la concentracion interna de Na* inducida por 4-AP, en

terminales nerviosas cerebrales aisladas (Ambrésio et al., 2001; Sitges et al., 2005).

Por otro lado, en estudios previos del laboratorio de la Dra. Sitges en terminales nerviosas
aisladas de hipocampo se investigé: (1) la sensibilidad de la liberacién de glutamato
inducida por despolarizacién con veratridina en ausencia de Ca®* externo, para determinar
la accion selectiva de varios farmacos anticonvulsivos sobre los canales pre-singpticos de
Na" (Sitges et al. 2007a); asi como (2) la sensibilidad de la liberacién de glutamato
inducida por despolarizacion con K* alto en ausencia de Na" externo , para determinar la
accion selectiva de los farmacos anticonvulsivos sobre los canales pre-sinapticos de Ca?*
(Sitges et al. 2007b). La exposicion de las terminales nerviosas a la 4-AP, sin embargo, es
de esperarse que mimetice mejor los cambios que suceden en el tejido epiléptico, ya que
la 4-AP simultdneamente aumenta la permeabilidad de los canales pre-sinapticos de Ca?*
de manera dependiente de los canales pre-sindpticos de Na“ y disminuye la
permeabilidad de los canales pre-sinapticos de K* en terminales nerviosas cerebrales

aisladas (Galvan y Sitges, 2004).

Considerando que la epilepsia experimental puede ser inducida al aumentar la
neurotransmision cerebral excitadora, que el glutamato es el neurotransmisor excitador
mas importante en el cerebro y la especial susceptibilidad del hipocampo a las crisis
epilépticas, en el presente trabajo se investigdb el efecto de varios farmacos
anticonvulsivos de la primera y segunda generaciones, asi como el de la vinpocetina,

sobre la liberacion de glutamato inducida con el agente convulsivo 4-AP.
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l1l.2. Metodologia

Los hipocampos de cuatro ratas macho de la cepa Wistar (230-280g) fueron
diseccionados e inmediatamente colocados dentro de una solucion isotonica de sacarosa
0.32mM (1/10: Pesolvol.) a baja temperatura y homogenizados (6 golpes a 2000rpm,

0.15mm de espacio pistilo-vaso).

Las terminales nerviosas aisladas fueron obtenidas mediante una ligera maodificacion
del método descrito por H4jos (1975), para lo cual las suspensiones resultantes de la
homogenizacion de los hipocampos fueron centrifugadas a 1100xg por 10 min y los
sobrenadantes obtenidos fueron centrifugados nuevamente por 20 min a 8300xg.
Posteriormente la preparaciéon fue sometida a una mayor purificacibn mediante un
gradiente de sacarosapara lo cual la pastilla resultante de la centrifugacion anterior se
resuspendié en sacarosa 0.32mM y fue adicionada cuidadosamente en un tubo con
sacarosa 0.8M. El tubo con el gradiente de sacarosa fue centrifugado durante 25 min a
6609xg, durante los cuales las terminales nerviosas aisladas migran hacia la fraccion
inferior del gradiente. Esta fraccién inferior fue recuperada y centrifugada de nuevo por
20min a 13173xg Yy la pastilla obtenida fue resuspendida en medio fisiolégico. Con este
procedimiento se puede obtener una preparacion con gran cantidad de terminales
nerviosas aisladas y una menor cantidad de otros cuerpos celulares (somas, axones,

células gliales) en la misma (Figura 4).

La composicién del medio fisiolégico Krebs-Ringer-HEPES (KRH) utilizado para
resuspender las terminales nerviosas aisladas fue la siguiente (en mM): NaCl 127,
KH,PO, 1.18, KCI 3.73, CaCl, 1.8, MgSO, 1.18, HEPES 20, Glucosa 11.2; pH=7.4,

oxigenado durante 10 min con O,:CO, (95:5, vol/val).
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Para dar seguimiento a la respuesta liberadora de glutamato, las terminales nerviosas
aisladas de hipocampo fueron cargadas con el neurotransmisor marcado radiactivamente
para estudiar su liberacion frente a cada condicién experimental (Sitges y Reyes, 1995;
Sitges y Galindo, 2005). Cerca de 1.6 mg de terminales nerviosas aisladas fueron
resuspendidos en KRH (200ug Prot./mL) e incubados con [*H]Glu a la concentracién
adecuada (1.4uCi, 1.4uM) para favorecer su captura a través de los sistemas de remocion
de alta afinidad ubicados en las membranas de las terminales nerviosas, durante 25 min a
37°C. Al terminar la incubacion, varias alicuotas (1mL) de terminales nerviosas aisladas
precargadas con [°H]Glu fueron colocadas en filtros de nitrocelulosa Milipore (0.65um),

dentro de varias camaras multi-perforadas en paralelo (Figura 5).

Después de lavar la radiactividad no incorporada en la preparacién con una rapida
perfusién de KRH con un flujo rapido (1.3mL/min) durante 8 minutos, el neurotransmisor
que se libera es solo aquel que fue captado por la preparacion. La tasa de flujo fue
ajustada a 0.5mL/min y el medio perfundido, recolectado en intervalos de 1 min en viales.
La dependencia de la liberacién de [PH]Glu a los iones Na* y Ca*" fue estudiada en
experimentos donde las terminales nerviosas fueron prefundidas en todo momento con
medio KRH donde el Na* fue sustituido por una cantidad equimolar de N-metil glucamina
para el caso de los experimentos de dependencia de Na*, o en ausencia de Ca* y
adicionando el quelante de Ca®* EGTA (100uM) para los experimentos de dependencia de
Ca”". Los resultados fueron comparados con un control de medio KRH completo. Para las
condiciones experimentales, el KRH contenia ademas tetrodotoxina (TTX),
carbamazepina, fenitoina, oxcarbazepina, lamotrigina, topiramato o0 vinpocetina, en las
concentraciones indicadas en las Figuras 8 a 11. Las terminales nerviosas de hipocampo,
bajo las condiciones mencionadas, fueron despolarizadas con 4-AP en las

concentraciones indicadas en cada figura.
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Figura 5: Determinacion del [PH]Glu liberado .

(1) Las terminales nerviosas aisladas (sinaptosomas) previamente obtenidas de hipocampo de rata fueron
resuspendidas en medio f|5|olog|co Krebs-Ringer-HEPES (KRH) y colocadas en un matraz al cual se le
adiciondé una alicuota de [ H]Glu y se incubé a 37°C por 25min, durante los cuales el [ H]Glu ingresé a los
sinaptosomas mediante transportadores en la membrana de las terminales.

(2) Los sinaptosomas cargados con [SH]GIu fueron colocados en filtros dentro de camaras multiperforadas
conectadas a una bomba de perfusién, que permite la recoleccién del medio perfundido en viales para la
posterior cuantificacion de la radiactividad liberada en un contador de centelleo.

Después de perfundir algunos minutos con medio KRH para retirar el [3H]Glu gue no se incorpord a las
termmales el medio perfundido fue recolectado en fracciones cada minuto para determinar la liberacion basal
de [ H]Glu. Enseguida, el medio de perfusiéon fue rapidamente sustituido por uno que contenia ademas 4-AP.
Las fracciones recolectadas a contlnuaC|on permitieron determinar la liberacion de [ H]Glu inducida por 4-AP.
Los valores se expresan en % de£ H]Glu liberado, de acuerdo al valor obtenido en cada fraccion con respecto
al [ H]Glu total en las terminales (["H]GIlu de todas las fracciones recolectadas + [ H]Glu en los filtros al final del
experimento).

(3) Las muiltiples camaras de la bomba de perfusion permiten probar simultaneamente varias condiciones
experimentales. En cada camara el medio KRH de perfusién contenenia un farmaco antiepiléptico, vinpocetina
o la condicion requerida en cada caso, indicada en la seccién de Resultados.

I Condicién

experimental I

> [*H]Glu
Liberado
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Después de algunos minutos de recoleccibn que sirvieron para determinar la
liberacion basal de [*H]Glu, el medio de perfusién fue rapidamente sustituido por medio
KRH con 4-AP y se sigui6 recolectando durante varios minutos mas. Al terminar el tiempo
de perfusion, a cada fraccion recolectada se le adicionaron 5mL de Tritosol (Fricke, 1975).
La radiactividad liberada en cada fraccion recolectada y la remanente en los filtros (que
contenian a las terminales nerviosas) fue cuantificada usando un contador de centelleo

Beckman LS 6500.

Los resultados obtenidos fueron expresados como el porcentaje de [*H]Glu liberado
cada minuto con respecto al total de [*H]Glu capturado por las terminales. La radiactividad
total equivale a la radiactividad liberada durante todos los minutos de perfusion en dicha
camara (después del periodo de lavado) mas la radiactividad que permanecio en el filtro al

final del experimento.

Estadistica

Los resultados obtenidos del porcentaje de [*H]Glu liberado en cada condicién
experimental fueron comparados con un control en paralelo utilizando la prueba T de
Student (apareada). A partir de P<0.05 se considerd estadisticamente significativa la
diferencia entre la liberaciéon de [*H]Glu en el medio perfundido inducida por 4-AP en la
ausencia o presencia de Ca?*, Na', TTX o un farmaco anticonvulsivo particular. Sin
embargo, en las diferencias estadisticamente significativas encontradas, el valor de P fue
mucho menor a 0.05. Las diferencias estadisticas en la liberacién de [*H]Glu inducida por

4-AP entre una condicion experimental especifica y su control se indican en cada Figura.
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Fuente de materiales

Los farmacos usados en los experimentos fueron adquiridos de las siguientes
compafias: La vinpocetina (acido eburnamenina-14-carboxilico-etil éster) fue obtenida de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) o de Psicofarma S.A. de C.V. (México). El
topiramato, la lamotrigina, la TTX y la 4-AP, de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). La
carbamazepina fue obtenida de ICN Biomedicals Inc. (Ohio) o de Psicofarma S.A. de C.V.
(México). La oxcarbazepina y la fenitoina (5,5, difenildantoinuro de sodio), de Psicofarma
S.A. de C.V. (México). El &cido L-[3,4-*H]glutamico (actividad especifica = 51 Ci mmol™)
fue adquirido de Pekin Elmer, Life Sciences Inc. (Boston, MA). Todos los demas reactivos

fueron de grado analitico.

39



111.3. Resultados

La liberacion de [*H]Glu inducida por 4-AP depende de la presencia de

Ca?" externo

La Figura 6A muestra que cuando las alicuotas de terminales nerviosas purificadas
de hipocampo de rata fueron perfundidas con medio KRH con 1mM de Ca* la 4-AP, en
las concentraciones crecientes probadas (dentro de un rango de 30-1000 uM), aumentoé
progresivamente la liberacién basal de [*H]Glu. La respuesta maxima bajo estas
condiciones fue alcanzada con 300uM de 4-AP. Cuando las alicuotas de las terminales
nerviosas aisladas fueron perfundidas con medio KRH sin Ca?*, la liberacién de [°*H]Glu

inducida por 4-AP 500uM disminuyé notablemente (Figura 6B).

En las gréficas de la parte inferior de la Figura 6 se comparan las respuestas netas de
la 4-AP en ausencia y presencia de Ca*" en el medio. La respuesta neta se define como el
[*H]Glu liberado por la 4-AP durante 3 minutos (min 6 a 8 en las gréaficas superiores)
menos la respectiva liberacién basal, estimada mediante la extrapolacién de los puntos
antes de la adicién de la 4-AP usando la cinética de la basal control (linea punteada) de
cada experimento particular. La Figura 6C muestra las respuestas netas obtenidas con
concentraciones crecientes de 4-AP en ausencia y presencia de Ca®" en el medio. La

Figura 6D muestra las mismas respuestas netas en una representacion semi-logaritmica.
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Figura 6: Efecto de concentraciones crecientes de 4-AP sobre el aumento en la
liberacion de [*H]Glu en presencia y ausencia de Ca** externo, en terminales
nerviosas aisladas de hipocampo.

Las terminales nerviosas, precargadas con [3H]Glu, fueron perfundidas con medio KRH con (A) o
sin (B) Ca*". Al medio sin Ca** se le adicioné el quelante de Ca®* EGTA (100 uM). Donde se indica
(flecha), el medio de perfusiéon correspondiente también contenia 4-AP a las siguientes
concentraciones: 1000uM (o), 300uM (o), 100uM (V) o 30uM (A).

(C) Respuesta neta a la 4-AP (es decir, sobre la basal) en ausencia (circulos grises) y en
presencia de ca” (circulos rojos) en el medio de E)erfusi()n. La linea punteada en las Figuras (A) y
(B) muestran la cinética de la liberacion basal de ["H]Glu en ausencia de 4-AP.

(D) Representacion semi-logaritmica de la respuesta neta a la 4-AP. Los resultados en C y D son

el promedio (z error estdndar) del nimero de experimentos indicado entre paréntesis sobre cada
punto, en preparaciones independientes.
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La liberacion de [*H]Glu inducida por 4-AP depende de la presencia de

Na" externo

El aumento en la liberacién de [*H]Glu inducida por 4-AP se redujo notablemente al
prefundir la preparacién con medio KRH sin Na‘, en experimentos en paralelo. En la
Figura 7a se muestra un experimento representativo que ilustra el aumento inducido en la
liberacion de [°H]Glu en ausencia y presencia de Na* externo. El promedio de las basales
obtenidas por perfusién con medio KRH con y sin Na* se muestra en esta Figura como

una linea punteada.

Las barras en la Figura 7b muestran la respuesta neta a la 4-AP en ausencia y
presencia de Na* externo. Para calcular estas respuestas netas, las respectivas basales
(es decir, en ausencia o presencia de Na" externo) fueron restadas de sus respectivas
respuestas con 4-AP. En estos y en el resto de experimentos, la 4-AP fue usada a una

concentracion de 500uM.
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Figura 7. Liberaciéon de [*H]Glu inducida por 4-AP en ausencia y presencia de Na'
externo.

(a) Las terminales nerviosas aisladas de hipocampo, precargadas con [3H]Glu, fueron perfundidas
con medio KRH con (circulos rojos) o sin Na* (circulos amarillos). Donde se indica (flecha), el
medio correspondiente también contenia 4-AP. La liberacion basal en esta y el resto de las Figuras
es graficada como una linea punteada.

(b) Repuesta neta a la 4-AP en presencia (barra roja) o ausencia de Na* (barra amarilla) en el
medio de perfusion. La diferencia estadistica entre la liberacién de [°H]Glu inducida por 4-AP en
ausencia y presencia de Na* esta indicada sobre la barra amarilla. Los resultados son el promedio
(x error estandar) de los valores obtenidos en 5 experimentos, en preparaciones independientes.
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La liberacién de [*H]Glu inducida por 4-AP es sensible a tetrodotoxina

La Figura 8 muestra que la liberacién de [°H]Glu, dependiente de Na* y Ca** externos,
fue también reducida notablemente (59 + 4%) por el bloqueo de canales de Na* sensibles
a voltaje con tetrodotoxina (TTX), usado a una concentracién de 1uM. Un experimento
representativo que ilustra el aumento en la liberacion de [*H]Glu por la 4-AP en la
ausencia y presencia de TTX se muestra en la Figura 8a. En esta serie de experimentos,
la respuesta neta de la 4-AP durante 3 min bajo las condiciones control fue de 3.6 + 4%
de la radiactividad total y en presencia de TTX ésta se redujo a 1.44 = 0.04 % de la

radiactividad total (Figura 8b).
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— T T ! CTR TTX
2 4 6 8 min

Figura 8: Efecto de la tetrodotoxina (TTX) sobre la liberacién de [°H]Glu inducida por
despolarizacion con 4-AP.

(a) Las terminales nerviosas aisladas de hipocampo fueron perfundidas con medio KRH en la
ausencia (circulos rojos) o presencia de 1uM de TTX (circulos amarillos). Donde se indica (flecha),
el medio de perfusiéon también contenia 500uM de 4-AP.

(b) Respuesta neta a la 4-AP en ausencia (barra roja) o presencia de 1uM de TTX (barra amarilla).
La diferencia estadistica entre la liberaciéon de [SH]GIu inducida por 4-AP en ausencia y presencia
de TTX esta indicada sobre la barra amarilla. Los resultados son el promedio (+ error estandar) de
los valores obtenidos en 5 experimentos, en preparaciones independientes.
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Sensibilidad de la liberaciéon de [°H]Glu inducida por 4-AP frente a

algunos farmacos antiepilépticos de la segunda generacion

La lamotrigina, la oxcarbazepina y el topiramato pertenecen al grupo de los farmacos
antiepilépticos de segunda generacion. Por primera vez se probaron los efectos de estos
farmacos, utilizados a una concentracién de 250uM, sobre la liberacion de [*H]Glu que

induce 500uM de 4-AP.

La Figura 9a muestra un experimento representativo de la inhibicion causada por
250uM de lamotrigina sobre el incremento en la liberacién de [*H]Glu inducida por 4-AP.
Las barras en la Figura 9b muestran que la liberacién neta de [*H]Glu inducida por 4-AP
durante 3 min (3.35 + 0.36% de la radiactividad total) se redujo en 40 + 5% por accion de
la lamotrigina. En presencia de 250uM de oxcarbazepina fue observada una inhibiciéon
similar del aumento en la liberaciéon de [*H]Glu inducida por 4-AP 500uM. La Figura 9c
muestra un experimento representativo de la inhibicion causada por este farmaco
antiepiléptico. Las barras en la Figura 9d muestran que la liberacion neta de [*H]Glu
inducida por 4-AP (3.62 + 0.29 % de la radiactividad total) se redujo 38 + 3% en presencia
de oxcarbazepina. Las Figuras 9e y 9f muestran que, a una concentracion de 250uM, el
antiepiléptico topiramato no fue capaz de reducir la liberacién de [*H]Glu inducida por

500uM de 4-AP.
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Figura 9: Efecto de varios farmacos antiepilépticos de segunda generacién sobre la
liberacion de [*H]Glu inducida por 4-AP.

Izquierda: Las terminales nerviosas aisladas de hipocampo fueron perfundidas con medio KRH en
ausencia (circulos rojos) o en presencia de 250uM (circulos amarillos) de alguno de los siguientes
anticonvulsivos: lamotrigina (LTG), oxcarbazepina (OxCBZ) o topiramato (Top). Donde se indica
(flecha), el medio de perfusion también contenia 500uM de 4-AP.

Derecha: Respuesta neta a la 4-AP en ausencia (barras rojas) o en presencia de 250uM del
anticonvulsivo indicado (barras amarillas). La diferencia estadistica entre la liberacién de [°H]Glu
inducida por 4-AP en ausencia y presencia del anticonvulsivo indicado se encuentra sobre la barra
amarilla. Los resultados son el promedio (+ error estandar) de los valores obtenidos en 6 (para
lamotrigina), 5 (para oxcarbazepina) o 3 (para topiramato) experimentos, en preparaciones
independientes.
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La liberacion de [*H]Glu inducida por 4-AP es altamente sensible a la

vinpocetina

La Figura 10 muestra que la vinpocetina, utilizada a una concentracion 10 veces
menor que los farmacos antiepilépticos mencionados anteriormente, inhibid
completamente la liberacion del neurotransmisor excitador inducida por 500uM de 4-AP.
Un experimento representativo, que ilustra el efecto de 25uM de vinpocetina sobre la
liberacion de [*H]Glu inducida por 4-AP, se muestra en la Figura 10a. Las barras en la
Figura 10b muestran que la liberacion neta de [°H]Glu inducida por 4-AP durante 3 min
(3.21 + 0.56 % de la radiactividad total) se previno por completo en presencia de 25uM de

vinpocetina.
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Figura 10: Efecto de la vinpocetina (VPC) sobre el aumento en liberacion de [*H]Glu
inducida por 4-AP.

(@) Las terminales nerviosas aisladas de hipocampo fueron perfundidas con medio KRH en
ausencia (circulos rojos) o en presencia de 25uM de vinpocetina (circulos amarillos). Donde se
indica (flecha), el medio de perfusion también contenia 500uM de 4-AP.

(b) Respuesta neta a la 4-AP en ausencia (barra roja) o en presencia de 25uM de vinpocetina
(barra amarilla). La diferencia estadistica entre la liberacion de [3H]Glu inducida por 4-AP en
ausencia y presencia de vinpocetina se encuentra sobre la barra amarilla. Los resultados son el
promedio (+ error estandar) de los valores obtenidos en 4 experimentos, en preparaciones
independientes.
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Efectos de dosis-respuesta de la vinpocetina y de varios farmacos
antiepilépticos de la primera y segunda generacion sobre la liberacion de

[*H]Glu inducida por 4-AP en terminales nerviosas aisladas de hipocampo

El efecto de la vinpocetina sobre la liberacion de [°*H]Glu inducida por el agente
convulsivo 4-AP también fue probado a dos concentraciones menores (2.5y 7.5 uM) y el
efecto de la lamotrigina, la oxcarbazepina y el topiramato, a una concentracibn menor
(75uM) y una mayor (750uM) que la estudiada inicialmente (250uM). Adicionalmente,
también fueron investigados los efectos de la carbamazepina y la fenitoina, dos de los
farmacos antiepilépticos de primera generacibn mas comunes, en un rango de

concentracién de 75 a 750uM sobre la liberacién de [*H]Glu inducida por 4-AP 500uM.

Se encontr6 que al igual que la oxcarbazepina y la lamotrigina, estos farmacos de la
primera generacion también fueron capaces de reducir la respuesta producida por la 4-
AP, empleados en el mismo rango de concentraciones. No se incluyen ejemplos de las
respuestas desarrolladas de la carbamazepina y la fenitoina frente a la 4-AP en una
concentracion especifica, pero en la Figura 11 se compara la inhibicién de la respuesta
neta de la 4-AP 500uM producida por la carbamazepina y la fenitoina, en un rango de
concentracion de 75-750 uM, con respecto a la inhibicion de la respuesta neta de la 4-AP
causada por la lamotrigina, la oxcarbazepina, el topiramato y la vinpocetina a las

concentraciones probadas.
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En esta Figura resulta evidente la mayor potencia de la vinpocetina en comparacion
con los otros farmacos antiepilépticos. Mientras la vinpocetina, utlizada a una
concentracién de 25uM, impidié completamente la liberacién de [*H]Glu inducida por 4-AP
(Figura 11f), la lamotrigina, la oxcarbazepina, la carbamazepina y la fenitoina inicamente
inhibieron la liberacién de [°H]Glu inducida por 4-AP en un 25-30 % a una concentracion 3
veces mayor (75uM) y cerca del 50% en las dos concentraciones mas altas probadas
(Figuras 11a, 11b, 11d y 11e, respectivamente). El topiramato redujo en 24 = 6.2% la
liberacion de [*H]Glu inducida por 4-AP sélo a la concentracion mas alta probada (Figura
11c). Los valores de la respuesta neta de la 4-AP por efecto de cada farmaco se resumen

en la Tabla 5.

CONCENTRACION

Farmaco 75 UM 250 uM 750 uM
Carbamazepina 7123 50 +4.0 40 £10.4
Fenitoina 75+4.1 65 +8.1 50+3.2
Topiramato 110 +94 10154 76 6.2
Oxcarbazepina 77 £17.4 63 3.1 52 +85
Lamotrigina 70+1.11 61+5.0 52 +94

Farmaco 2.5 uM 7.5 uM 25 uM
Vinpocetina 61 +9.9 35+108 -3.9+55

Tabla 5: Efecto de varios farmacos anticonvulsivos sobre la liberacion de [*H]Glu
inducida por 4-AP 500uM.

Porcentaje de [3H]Glu liberado en cada condicion con respecto al control sin farmaco (100%).

Los valores son el promedio ( £ error estdndar) de n = 3 experimentos en cada condicion.
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Figura 11: Comparacion de la potencia de los farmacos anticonvulsivos probados para inhibir la liberacion de [*H]Glu

inducida por 4-AP en sinaptosomas de hipocampo.

Liberacion de [*H]Glu inducida por 500uM de 4-AP en ausencia (OuM) o en presencia de concentraciones crecientes de: (a) lamotrigina (LTG), (b) oxcarbazepina
(OxCBZ), (c) topiramato (Top), (d) carbamazepina (CBZ), (e) fenitoina (PHT) y (f) vinpocetina (VPC). La “Respuesta en %’ se refiere a la respuesta neta ([*H]Glu
liberado durante 3 minutos menos su respectiva basal) en presencia del anticonvulsivo a una concentracion especifica, expresado con respecto al control (es
decir, considerando como 100% a la respuesta neta a la 4-AP sin farmaco, obtenida en paralelo). Los resultados son el promedio (+ error estandar) de los

valores obtenidos en el nimero de experimentos indicados entre paréntesis sobre cada punto, en preparaciones independientes.
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[11.4. Discusion

Los canales ionicos neuronales en el cerebro se encuentran entre los blancos mas
importantes de varios farmacos antiepilépticos, particularmente aquellos canales
presinapticos que controlan la liberacion de neurotransmisores. Por esta razén, para
estudiar de manera selectiva los efectos de los farmacos antiepilépticos sobre los canales
presinapticos de Na" y Ca*, durante los Gltimos afios en el laboratorio se han utilizado
estrategias despolarizantes como la veratridina, que permite la entrada de Na* a través de
la activacion de los canales presinapticos cerebrales de Na® incluso en la ausencia de
Ca?" externo; o una alta concentracion de K, gue incrementa la concentracién interna de
Ca?* por la activacion de los canales presinapticos cerebrales de Ca®** en ausencia de Na*
externo (Sitges y Galindo, 2005; Sitges et al., 2007a, Sitges et al., 2007b). Sin embargo, la
despolarizacién que induce la 4-AP reproduce de manera mas cercana la excitacion de
las terminales nerviosas cerebrales que puede ocurrir durante las crisis epilépticas porque
ademéas de aumentar la permeabilidad de los canales de Na* y Ca*, la 4-AP también
bloguea la permeabilidad de los canales de K* en terminales presinépticas cerebrales
(Galvan y Sitges, 2004). En el presente estudio investigamos por primera vez las
dependencias i6nicas y los efectos de varios farmacos antiepilépticos sobre la liberacion
de glutamato inducida por este agente convulsivo en terminales nerviosas aisladas de

hipocampo precargadas con el neurotransmisor marcado radiactivamente.

En concordancia con estudios previos del laboratorio realizados en terminales
nerviosas cerebrales aisladas precargadas con fura-2 y SBFI, que demostraron que la
despolarizacion con 4-AP aumenta simultaneamente las concentraciones internas de Na*
y Ca” (Galvan y Sitges, 2004), en este estudio se encontr6 que la liberacion de [*H]Glu
inducida por 4-AP depende de la presencia de ambos iones en el medio externo, como se

ilustra en las Figuras 6 y 7. Esta doble dependencia i6nica de la liberacién de [*H]Glu en
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las terminales nerviosas cerebrales aisladas, en donde las aproximaciones
electrofisioldgicas son complicadas dado su reducido tamario ( < 0.3 ym), contrasta con la
liberacion de [*H]Glu que induce la veratridina o una alta concentracién de K*, que son
independientes del Ca** externo y del Na* externo, respectivamente (Sitges y Galindo,
2005; Sitges et al., 2007a, Sitges et al., 2007b). Por otra parte, el aumento en la liberaciéon
de [*H]Glu inducida por 4-AP también se acompafia de una disminucién en la
permeabilidad de los canales de K*, con una consecuente inhibicién de la actividad de la
ATPasa Na'/K" en la membrana presinaptica que dificulta la terminacion del potencial de
accion. En conjunto, lo anterior sugiere que la liberacion de glutamato por respuesta a la
4-AP reproduce de manera mas cercana la liberacion de este neurotransmisor que ocurre

en el tejido epiléptico.

Anteriormente se demostré que el aumento en la concentracion interna de Ca*
inducido por 4-AP depende de la entrada de Na® via canales de Na’ sensibles a TTX
(Tibbs et al., 1989; Heemskerk et al., 1991; Galvan y Sitges, 2004; Sitges et al., 2005). De
forma correspondiente, la liberacion de [*H]Glu inducida por 4-AP fue sensible a TTX
(Figura 8). Considerando que la fraccion de la liberacibn de neurotransmisores
dependiente de Ca®" evocada por despolarizacion se libera por exocitosis, la fraccion
sensible a TTX de la liberacién de [*H]Glu inducida por 4-AP, que también depende de
Ca®*, se espera que se libere desde la poza vesicular mediante exocitosis, como se
muestra en parte izquierda de la Figura 12. Sin embargo la TTX, a una concentracion que
inhibe completamente el aumento de Ca* inducido por la activacion directa de los canales
presinapticos de Na* (Sitges y Galindo, 2005), sélo inhibié parcialmente la liberacion de
[*H]Glu inducida por 4-AP (Figura 8). Por lo tanto, esta fraccion de la liberacion de [°H]Glu
insensible a TTX inducida por 4-AP posiblemente es liberada desde el citoplasma por

reversion del transportador de glutamato, como se ilustra en la parte derecha de la Figura
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12. La 4-AP, ademas de aumentar la concentracién interna de Na' y Cca** de forma
sensible a TTX, también induce la acumulacion de Na" de forma insensible a TTX dentro

de las terminales nerviosas, acompafiada de una disminucién de la concentracion

intracelular de K* como resultado de la inhibicién de la ATPasa Na'/K* encargada de

restaurar la concentracién interna de este ion (Galvan y Sitges, 2004).

Glu = [PH]Glu

Hippocampus
glutamatergic
nerve ending

Figura 12: Representacion de los canales presinapticos cuya permeabilidad se compromete

por accion de la 4-AP.

El aumento en la permeabilidad de los canales de calcio sensibles a voltaje (VSCC), de los canales
de sodio sensible a voltaje (VSSC) y la disminucién en la permeabilidad de los canales de K™ (IA)
causados por el agente convulsivo 4-AP inducen la liberacion simultanea de glutamato desde las

pozas vesicular y citoplasmica.
El bloqueo de los canales de Na* y ca” gue producen los farmacos antiepilépticos carbamazepina,
lamotrigina y oxcarbazepina, al igual que la vinpocetina, inhiben la exocitosis de glutamato, la cual

también es Ca®* dependiente y sensible a TTX.
El aumento en la corriente 1A (por efecto de la vinpocetina) puede prevenir la acumulacion de Na®,

consecuente del bloqueo de canales de K* por la 4-AP, y la resultante liberacion de glutamato por
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Al igual que la TTX, el efecto inhibidor maximo de la lamotrigina, oxcarbazepina,
carbamazepina y fenitoina sobre la liberacion de [°*H]Glu inducida por 4-AP, que
aparentemente fue alcanzado con la mayor concentracion probada (750uM), no fue mayor
del 60% (Figura 11), en contraste con la vinpocetina que causé una completa inhibicion de
esta respuesta liberadora de [°H]Glu inducida por 4-AP. Una posible explicacién de la
mayor eficacia de la vinpocetina para inhibir la liberacién de glutamato inducida por 4-AP
en terminales nerviosas de hipocampo puede ser que, ademas de su accién sobre los
canales de Na" y Ca?, la vinpocetina contrarresta el bloqueo de la corriente IA producido
por la 4-AP, dado que en neuronas de molusco la vinpocetina (30uM), pero no otros
farmacos antiepilépticos, aumenta la corriente inactivante rapida de K* (I1A), sensible a 4-
AP (Bukanova et al., 2002). La apertura de los canales presinapticos de K* como
mecanismo molecular para el desarrollo de nuevos farmacos antiepilépticos es
ampliamente reconocida (Wickenden, 2002; Meldrum y Rogawski, 2007) pero sélo hasta
afos recientes se han comenzado a investigar fArmacos anticonvulsivos que actien sobre
dicho blanco molecular (Czuczwar, 2010). Adicionalmente, considerando que la
vinpocetina es un inhibidor selectivo de la fosfodiesterasa tipo 1 (Hagiwara,1984), es
posible que por este medio la vinpocetina pueda regular simultaneamente la actividad de
algunos canales ibnicos presinapticos. Por otra parte, nuestro hallazgo de que el
topiramato, a la dosis mas alta probada, Gnicamente provocé una ligera inhibicion en la
liberacion de [*H]Glu inducida por 4-AP concuerda con estudios previos en neuronas
donde las corrientes de Na* fueron reducidas solo parcialmente por topiramato usado a

altas dosis (Zona et al., 1997; Mc Lean et al., 2000).

La mayor potencia de la vinpocetina observada con respecto a los farmacos
antiepilépticos probados para inhibir la liberacion de [°*H]Glu inducida por 4-AP (Figura 16)
posiblemente es extensiva a su accion anticonvulsiva in vivo. Por ejemplo, en el cobayo in

vivo, la vinpocetina inhibe las convulsiones y la actividad cortical epileptiforme inducida
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por 4-AP al ser utilizada a una concentracion diez veces menor con respecto al farmaco
antiepiléptico clasico, carbamazepina (Nekrassov y Sitges, 2008). Anteriormente fue
demostrado que la 4-AP aumenta particularmente la liberacion de glutamato in vivo
(Morales-Villagran y Tapia, 1996) y tomando en cuenta que el glutamato es, por mucho, el
neurotransmisor excitador mas abundante en terminales nerviosas aisladas (Sitges et al.,
2000), la reduccidn en la liberacién de este neurotransmisor por efecto de los farmacos
probados bajo condiciones en donde la permeabilidad de los canales iénicos involucrados
en su liberacion esta comprometida (como puede ser la accion de la 4-AP), puede

contribuir de manera importante a sus acciones anticonvulsivas.

Por ultimo, considerando que las altas dosis de los farmacos antiepilépticos requeridas
para el control de las convulsiones en pacientes epilépticos frecuentemente estan
acompafadas de efectos secundarios adversos y que la vinpocetina es bien tolerada y sin
contraindicaciones en humanos (Hindmarch et al., 1991), la mayor potencia y eficacia de
la vinpocetina para inhibir la liberacién de glutamato en condiciones de actividad neuronal
exacerbada, como ocurre durante una crisis epiléptica, puede ser ventajosa para el
tratamiento de la epilepsia. Es importante mencionar que una investigacion en curso en
pacientes epilépticos refractarios a los farmacos antiepilépticos clasicos, el tratamiento
con vinpocetina ha sido efectivo para el control de las crisis epilépticas (resultados no
publicados). Adicionalmente, la vinpocetina a bajas dosis ha demostrado mejorar la
memoria (Subhan y Hindmarch, 1985; Bhatti y Hindmarch, 1987), en contraste con las
altas dosis de los farmacos antiepilépticos requeridas para el control de las convulsiones,
que por lo general producen alteraciones en la memoria y cognicion (Prevey et al., 1998;
Gates, 2000; Kwan y Brodie, 2001; Brunbech y Sabers, 2002; Schmidt, 2002) entre otros
efectos secundarios adversos, como la pérdida de la capacidad auditiva, que también es

prevenida por la vinpocetina (Sitges y Nekrassov, 2007).
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