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INTRODUCCION

1. LA EPILEPSIA

Las divisiones: principales se basan en‘la-localizacion”de las “crisis, si es.



generalizada, si se presenta una ehologn conomda st no_se presenta o se
desconoce: smtonnhca ldlopatlca o crlptogemca La cIasuflc’ cién:

considera’ pragmahca‘ par ! 0 ' !

epilepsia; ad9|11qs, ,s_evle

decisiones acerca del tratan

TABLA 1. ‘C}L»AerICA

4 Efﬁilébsid_dé ausencia 'infantll (plknolepsm)

5. Epllepsm de ausencia. ;uveml

6. Epllepsm mloclomca ;uveml (petlt maI lmpulswo)



7. Epilepsia tlpo gran mal, crisis en. V|g|||a v

8 Olras epllepsns ld ”‘pi'lllCElS generallzadas no; deflmdas arnba

abrupta

arriba

lentas

A. CrlSIS rélacnom ] a‘situacién (Celege heltsanfalle) ;

1; Convulsmnes ebrlles

2. Cr1515 al Iadas o status eplleptlcus alslado




3. Crisis que ocurren solo cuando existe un evento metabélico o
téxico debido a factores como el alcohol, las drogas, la hiperglicemia no-cetonica,

elc.

Modificada de la Comision de¢ Clasificacién y Terminologia de la'ILAE (1989) - =

epilepsia refleja Por otro. lado~ el status eplleptlcus consiste en crisis: recurrentes

sin la recuperamon de la concnencna entr ataques Exlsten tres tlpos conocndos~




el status convulsnvo, causado prmc:palmenle por el retlro abruplo de drogas




neurotransmisores se les ha relacionado con los mecanismos de -iniciacion:y
propagacién de las crisis convulsivas (Faingold y col,, 1992; Geddes'y col.,;1990;
Piredday Gale, 1986). - =~ .. g ik

las crisis

estudios

convulsivos
Otra

OE R S ~ - Acido v pyroncot
- (Acid ,valpronco) S SRR (Par metadlone)"
- (Fenobarbitaly:. " - ) ~

- (,P""?‘donﬂ) o : - (Acetazolamlda)



Epilepsia generalizada tonico-clénica
- Acido valpr0|co ) Epilepsia Miocl6nica
S "Acido Valpréico-
. Clonazepam::

- Fenobarbltal .
- (Primidona)-
Tomada de: Fisher, R: S 1991




Marescaux y col., 1992; Porter y Martin, 1984; Reigel y col., 1986; Swinyard, 1972;
Taylor-Couval y Gloor, 1984).

TABLA 3. MODELOS EXPERIMENTALES DE EPILEPSIA

1. EPILEPSIA PAR

- la

- Gama hldrox1buhrato

Tomada de Fisher, R. S 1991



3. NEUROTRANSMISION GABAERGICA

algunas o
Seiler, 19

y entalmente ‘en 'Ias'




glutamato ’ a~cetoglutarato

NH,
HOOCCH,CH,C=0
HOOCCH,CH,CH Y
COOH
OOH ]
GABA-T CICLO DE
KREBS
| GAD ~
SSADH

HOOCCH,CH,CH,;NH, ‘)k‘ HOOCCH,CH,CHO = — HOOCCHzClizCOOH

GABA Semialdehido . .: . Acidosuccinico
- succinico Y T

Existe cigrta: n artamentalizacidn en el:met bolis delv‘CABA. Existe

un depésito_peq

dcido glutdmi

grande en la es nerviosas, que e

es liberado d

por la glia d
reaccion es 1
es transport
glutaminasa
vez es desc‘a?r:‘ o
experi mentaﬁl‘i:de' qu
GABA, tanto":vm \:'l‘tArr
sintetizado a'ﬂpiarr:‘tllrr‘ e 0

es liberado por estimula

10



TERMINAL -
INHIBIDOR

 GLUTAMINA

‘._,f,;__,f', B -
(RECEPTORL' i Lo o
NEURONA " POSTSINAPTICA -

FIGURA 1. Esquema neuroquimico del funcionamiento de las sinapsis
GABAérgicas. El GABA se sintetiza a partir de la GAD, que puede estar soluble
en el citoplasma de la terminal y alimentar una poza de GABA, que es liberado por
un mecanismo dependiente de Ca?* . Otra poblacién de GAD puede unirse a la
membrana presinaptica, unién que depende de la presencia de Ca** o K*, de esta
manera la liberacién del GABA esta acoplada a su sintesis. El GABA liberado
puede ser recapturado por la terminal o la glia por un transporte activo que
depende de Na* y CI', para ser metabolizado por una reaccién de transaminacion
con wa-cetoglutarato (@-CG) catalizada por la GABA-transaminasa (GABA-T). En
la reaccion se forman semialdehido succinico (SSA) y glutamato, el cual puede en
la glia utilizarse para formar glutamina, precursora del glutamato en la terminal.
Tomado de Tapia, R. 1991,
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31.LA GLUTAMATO DESCARBOXILASA GAD
El cerebro contlene al menos dos formas de Ia enzlma que son produclos

de genes dlferentes (Erlander y: col

1991) la GAD(,7 que presenta 593 amlno

interaccion conA
gen que codlhc
un segundo (
promotores ‘de
P2 se asem j
1992). La GAD,

TABLA 4. CARACTERISTICAS DE LAS:DOS FORMAS DE LA CLUTAMATOF
DESCARBOXILASA (GAD)
GADG65:

¢ Apoenzima

* Regulacié "de ndlente ePLP

* Se encue tr Vo:‘rtraspbrte

a\onal rapldo de losr

. Funcnon P holoenzima
cuando se requiere -

* En cé

hid rof1|1ca—>soluble a, membranas

*La protelna requlere' Ios reSIduos de ammoamdos 24—31 para unirse a la

12



membrana
* La protema se une a nncrovesnculas en celulas beta: del pancreas ya
vesiculas smaptlcas en las neuroms CABAerglcas S g T '
4 Candldato de autoanllgeno en la dmbetes mellltus dependlente de

insulina

GADG67:
* Holoenzima
lndependlente de PLP

. Regulac:on ‘a mvel transcrlpcmnal (mRNA) Estudlos que demuestran

cambios rapldos en“los ‘mveles de mRNA en respuesta a varlas Ies:ones y

mampulac:ones farmacologlcas

e Se localiza en'e cromosoma 2 q‘ 31

alta)
- Funcién

presentan pat

menor (Erlahdé§ yTobm, ‘
y col., 1991b). o :

13



hCADGS5 MASI’CSGFWSFGSEDCSCDSENI’GTAI\AWCQVAQKFTGCIGNKLCALLYCDAEKPAESGG 60
rGADGS o

hCGADG65 QP]’I\AAAI\KAACACDQI\PCSCSI\VDVNYAFLHATDLLPACDGEI\I’TIAFLQDVMNILLQ
rGADG5 T .V P B

hGADG5 YVVI\SFDRSTKVIDFHYPNELLQEYNWELADQI’QNLEEILMHCQTTLKYAIKTCHPRYFN 180

rGADGS

hGADG5 QLSTGLDMVGLAADWLTSTANTNMFTYEIAPVFVLLE TLKKMREIGWPGGSGDGIFS
rGADG65

hGADG5 l’GGAlSNMYAMMIAI\FKMFI’EVI\EKGM AL RLIAFTS
rGADG65

hGAD65 L[KCD EI\CKMH’SD LERRI LEAK
rGADGS Vi

2400

rGADG65

hGADG5
rGADG65

hGADG65
rGADGS

hGAll)367 MASSTPSSSATSS AGADPNTTNLRPT,TYDTWCGVAHGCTRKLGLKICCFLQRTNSLEEK 60
rGADG6?7 .

hGADG7 SR SAFRERQSS NLLSCE SDRDARFRRTETDFSNLFARDLLPAKNCEEQTVQFLLEV 120 -
rGADG? " Q

hgég? VD[LLNYVRKTFDRSTKVLDFHHPHQLLECMECFN LEL.SDHPESLEQI LVDCRDTLKYGV 180
r 7 o

hCAll))67 RTCHI’RFFNQLSTGLDIlGLAGEWL.TST'ANTNMFTYEIAPVFVLMEQITLKKMl\ElVlGWS 240 :
rGAD67 BT

hGADG67
rGADG7

hGADG67
rGADG7

hGADG67
rGAD67

hGAD67
rGAD67

hGADG7
rGAD67

hGAD67
rGADG?

FIGURA 2 Las secuenci

presentan por‘vdeb‘éjo :
D-F.ycol. 1992, ~ 0
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TABLA 5. COMPAPACION lNTER ESPECIE DE LAS SECUENCIAS DE
NUCLEOTIDOSYAMINOACIDOS DE LA GAD ‘ :

"flb‘ENTl'D‘ADDE LA SECUENCIA (nucledtidos/aminodcidos), %
HUMDNA:HUMANA

GAD65HUMANA f:'ar 63/65

GAD67HUMANA, G

GADES RATA" ;

GADG7RATA -

La: comparacmn dc la secuencia’ nucloohdlcn s llmlta a‘lasregiones’codificadas ‘de los

c¢DNAs de Ia GAD (Bu ye col 1992 Erlandery col 1991 Kobayashi'y col.;" 1987; Wyborski ;y'rgolb.’,‘ ‘
1990). o
A) REGULACION DE LA GAD

La'exp

y funcién del



del mecanismo catalitico normal de la GAD, el cual se ve altamente regulado por

concentraciones flSlOlOglCilS de poInmones como el ATP y el fosfato morgamco

permlten Ia”

1993).

Glu + E-PLP. « E(PLP-Glu)' -
ATP = - 1 el
Pi = 4]

FIGURA 3. El meca Tammo ACaion; =AD que incluye 1 eréon?ersién‘

de holo- y / g ‘trlfoshto, Pl,'v

expresion de la GAD 67 ipb »

. 'BA es flsw;oglcﬁl‘nente sngmhcahm (levall y
Martin, 1994). ’ e '

16
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i)
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Or @10 r .<-- tejido completo
‘—~—— sinaptosomas
-15 L L// 1 L
® .0 20 40 60 80 100
o GABA
50 1
e o
-100 L ~.‘ 1‘7‘ S S . ! . ] : i
0. 20 40 60 80 100
' GABA (% Cambio)
FIGURA 4. ;C‘ai" ios en el tejido completo .y sinaptosomal de Iéé nlvelesde ria ‘

GADg; como tina ncion del cambio porcentual en los niveles de -GABA en la ’
terminal nerviosa. Las curvas se obtuvieron de acuerdo a la ecuacién 1 de esta
referencia (Rimy ‘ y Martm D. L., 1994). Recuadro: la sensibilidad de los

cambios de. la G D67 en el nivel del GABA como una. funcién del cambio

“porcentual ‘en Jos: mveles .del: GABA smaptosomal Las curvas fueron calculadas

con la ecuacmn 2 de la referencm

17



B) DISTRIBUCION DE LA GAD
Técnicas. de. mmunoc:toqunmlca con: antlcuerpos que dlstmguen entre las
dos formas de la GAD. (Chang Gottheb 1988 Oertel y col., 1981) Y. de hlbrldaCIon

in sntu lnn demostrado una’

ampha dlsmbucnon de eshs formas de Ia enzlma a

GADg7 (Soghd'monlan, 1992) Re ultados sn ||ares se. obs rvan en" el globof

palido de ratas myectadas en el estado adulto con 6 OHDA y durante el smdrome '

18



epiléptico crénico después de la aplicacién de toxina tetdnica a_ nivel

mlralnpocampal (Na,ler’uhlm y col 1992) E\lsten lrabajos que han demoslrado

aumentar o\dnsmmunr la. actlvndad de las ’neuronas ‘CABAerglcas en el

hipocampo. AI respecto se h1 demostrado que Ios metabolltos reducndos de la

19



progesterona y deoxicorticosterona y sus andlogos smlellcos se unen a sitios

espccnﬁcos dentro del canal hldrofoblco del COIHPIEJO Feceptor GABAA aclua‘ndo ‘

3. 2RECEPTORES ‘ o : R
El efecto electroflsmloglco'del GABA esta dado por su acoplamlento a los

receptores de membrana llos cuale _.se dw:den en dos tlpos CABAA y GABAB
(Bormann, 1988)

3.21. GABA A : :
El receptor GABAA es una protem'\‘v heler

ada a un

canal de cloro y p'es nta actlvarsevp duce una

lacmn. Al

hlperpolarlzamon 'que mhlbe la excnabllldad neuronal .es: decir, mduce un

potencial postsmaptlco mh|b|tor|o rapldo (lPSP) 7 Este 'ecepto g es sen5|ble alr

20



GABA y “anilogos estructurales como el muscimol, la isoguvacina y el

4567—-letrah|dr0|soxazol plrldlnol (THIP) (Tlcku 1991) Su efeclo se ve

benzodmzeplnas,- I

Venter, 1986) EI

Kuriyama',y 19
molecular
5 subunidaidé
subunidades a
gran hete;dggn
subunidad{és;p‘r‘g
y col., ]98"7,4"5 hv{

TABLA 6. LAS SUBUNIDAI

al, a2, a3, a4"a5 (16‘
B1, 62, B3, B4, B4
v1,v2S, yZL,yS "
5 ,
pl, p2

B4,0°4, 25, y2L, Se obtlencn por. corrlmlcnto dcl marco. dc Icctura (bp|ICll’lb alternatlvo) Tabla :
tomada del Kurlyama, K: y col,, 1993 ' ' : ‘ '

Cada sub‘unidéy’d pres'eﬁté 4 ‘regi@)‘ne-s'id;e h‘idrofo;bicjdadﬁ,v‘ esto es 4 ddminios

21



transmembranales, de estos el 1l es importante en la formacién del canal iénico.
En el amllo mtracelular entre: los dommlos - IV se. presentan Ios S|t|os de

fosforilacion- -para Ia‘ protelna cinasa dependlenle de cAMP o de fa; rotema cmasa

C; se consndera
expresion de ’és

Estudios inu"v'ii‘t

22



‘Receptor

L Canal
Neurotransmisor. =/ ¢ H

“Funcién [
efector:

lado extracelular

| -

SN ‘lado intracelular

FIGURA 5. Modelo del complejo-receptor GABAA. El receptor esta acoplado a un
canal a CI'compuesto de S subunidades, que incluye los polipéptidos o, B, v,
La composicién estequeométrica exacta de las subunidades se desconoce
hasta el momento. Cada subunidad presenta 4 dominios transmembranales, uno o
mas de los cuales contribuye a !a pared del canal iénico. Tomado de Kandel, E. R.
y col., 1991.
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C) RELACION DEL RECEI’TOR CON DIFERENTES AFECCIONES

‘1992) . Asimism

acoplada a c:
GTP, como

No esta claro s el mismo: recepto nhibe ambos sistemas osi-exiétenvdiferenfés '

tipos de este’ receptor (subclases) que sea _vresponsables de la inhibicién de" estos

sistemas de transduccnon de senales El efecto de la actlvacmn de este receptor es

24 -



la inhibicién de canales de calcio dependlentes de voltaje y un aumento en la

conduclancn al potasm lo cual resul(a en h generac"n de lPSPs Ientos, este :

y col., 199’05 Ant

(Nakayasu: '

postsindpti
Nisenbaumy
causada po

de accion p

(Wallenstein, 1994).

25



3.3. GABA Y EPILEPSIA

En varios modelos de epilepsia experimental, exlste evrdencm de

alteracién gkeﬁgtlca en: la captura de GABA (Janjua y: coI 1991) Trabajos recnentes ;

muestran alteracnones en:la expresmn genenca del receptor GABAA en: algunos

26



modelos de epilepsia; al respecto Friedman, L. K. y col. (Friedman y col., 1994),

encuentran dnsmmunda la e\presmn del mRNA de Ia subumdad a] del receptor,

tomarse b'))o cnerta consklderamon, ya que exlsten_pocas reglones especrflcas en el

cerebro en las cuales el GABA tlene este efecto y soIo el aumento del GABA

27



asociado con las terminales nerviosas y no el -relacionado con aspeclos’

metabdlicos, parece tener lmportancn en el fenédmeno epllepuco.

"

ptlcos dlspombles se

Por otro lado, - la mayorm de los compuestos anti pll

Los estudlos |n|clales sobre este smdrome se llevaron a cabo en los

Papio papio I’otosen5|bles, orlgmarlos del Senegal descritos prlmemmente por

28



Killam y Naquet en 1967 (Killam y col., 1967); estos animales son muy dtiles para

el andlisis de los mecamsmos patoﬁsnologlcos involucrados en la epnlepsna

genemhzada de orlgen cortlcal v para “la evaluacmn ipreclmlca de farm1cos

animales presentaron'mgnos electrochmcos de epllepsm ‘como consecuencia de la~

suspension del tratamlento con el GABAJ

29



4.1 EL SAG EN LA RATA

En: Ios expenmentos reallzados en ratas con kmdhng de amlgdala (un

el:s |stema
1988), al

(comumcacmn personal Brallowsky, S)

30



4.3 PATRONES EEG DEL SAG
La morfologia EEG del SAG se caracleriza por la presencna de 3 pwlroneS' a)

Patrén 1, constituido por esplgas de alta an!\plntud" monofaswas seguldas por una

desaparicidn de Ias pollesplgas y Ias crnsns a51 como de los smtoma chmcos. La

31



actividad paroxistica esta restringida al sitio de infusién con una disminucién de
la amplitud y la frecuencia. Esta fase presenta una duracién de 24 horas a 7-10 -

dias.

Las fases de iniciz 0s como’la -

la:inhibicion - ténica’ producida a“suspension’de ‘grandes

cantidades de GA

extincién ‘parecen est

administracion’

capaz de fea:'c':tllv_ai‘ ebl‘.SA,G" (Br

32



L.atencia

{min) . o HDiE?ci?n
. ... ]\hrs
oo | i
180
° 120
7 80
204
N= 8 4] :
Tismpo = s - L
de , —# 3hrs &hrs 12hrs id

infusion

FIGURA 6. Relacxon entre hempo de infusioén mttacortxcal del GABA (mdlcado
en las absisas, en: horas, dnas o semanas) y 1a‘latencia (e)e de la 1zqu1erda, indicada -«
en minutos) y:la: duta(:léyn 6 eje de la’ derech1, ‘indicada en horas) del fenémeno ;
epiléptico. Cada barra:nhdlca la medna :i: error estandar y el numero de ammales '
(N). Tomado de Brallowsky, S. 1991 " .
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PATRON 1 PATRON I1

e e i —w— u
- B 304 L)

' . {'seg
PATRON III o

WWWWW\MW :

L LTS

reglon entre la cinula
ior a: _Bregma Trazo

superior: corteza . fron
GABA fué aplicado . del'l

registro EEG mfenor fue acorlado 12 segundos Tomado de Brariowsky, S.y col

1990a.

34



4.4 CAMBIOS QUE SE PRESENTAN DURANTE EL SAG

CAMBIOS HISTOLOGICOS:

Los cambios hlstologlcos asociados al SAG se caractenzan por: g||05|s ‘

reactiva (lmnunohlstoqulmlca con el anucuerpo ,de, Ia prolemar acndlca f|br1|ar '
glial GFAP)‘ del \fusion y-en ac ] ‘

proyecc10

radioactiva hos ermite observar la acumulamon en el,sntlo de su utlllzacmn

mediante auto .dlografm, en estos e\perm_ ntos se presenta un au» ento de 2 a3

veces en una area de 1- 1 5 mm de dmmetro que abarca todas las capas cortlcales :
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en el sitio de infusion del GABA. También se observa un aumento de3as veces

en algunos nucleos talimicos |p5||atera|es de’ proyeccnon de la zona’ cortlcal

-Jateral

infundida: (nucleos ':osterlor orahs ventr "“postero lateral ce_ntral

dmico “son

Trabajo

partir de re

se presentan durante el SAG son generalmente potencmles de meseta :

dependlentes de Ca2+ que son’ fmahzados por una cornente de K+ altamente

36



sensible al tetraelllamomo (TEA) Los autores proponen que la conductancia de

K+ dependlente de a2+ (g,\ (ca)) parhcnpa en I" fqrmq de las rifagas dependientes

contralatéra !

094), aa

4.5 FARMACOLOGIA DEL SAG

Estudios farmacologlcos prellmmares muestran que en sus fases mlcmles ”

el SAG es resistente a antlconvulswos de uso c“mco como Ia fenltoma, I

barbitaricos, la etosuccnmlda el valproato Ia carbamazepma y ‘el dlazepam, esta"
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altima benzodiazepina y el pentobarbital a dosis anestésicas, no han afectado la

frecuencia de descarga del foco eplleptlco. En eI segundo dia del;SA‘GreXi;st‘en

otras corrlentes de K+ aumenta dramahcamente Ia duramon de las PDSs hasta en

38



un 158% en las células 1B y SB, consnderando la nnporlancm que representan

estas corrlentes durante el SAG

oncogemco. :

elementos gen



extracelular (Morgan 1991) Los 1EGs tlenen um expresmn ba)a en las celulas

normales pero ‘se pueden ‘inducir rapldament a nlvel transcnpc:onal en

minutos ante un estimulo . externo; esta. mducuon es tr1n5|tor|a e mdependlenle

de la smtesrs_ 'de proteln

TABLA 7. GE

FAMILIA FOS
C-FOS*
FRA-1'
FRA-2 . -
FOS-B'

FAMILIA JUN
C-JUN "
JUN-B
JUN-D

OTROS =~ .=~

ZIF/268

NUR/77

C-MYC -

Tomada de Sheng,‘M' y Creehbefg, M. E.,; 1990.. .

51C-FOS -

Dentro de los lEGs, c-fos sell‘nduce por ‘una granﬁyafiédéid de eétftﬁﬁlos

protéicos de c- fos y c-Jun se’ asocmn para formar un heterodlmero (factor de

40



transcripcién AP-1) que se une con alta afinidad a la secuencia de DNA
denominada AP-1.0 a los sitios CRE que son secuencms lmporhntes (smos

promotores) en la regulacnon del e\presmn de’los genes que Ias presontan los -

tallo cerebral despues de Ia myeccnon i. p el v., respectlvamente de una solucnoni

41



hiperténica de cloruro de sodio (Hochslenbach y col.,’ 1993 Mlyata y col., 1994) Se

ha locallzado mmunoreactnwdad ‘ fos y jun en neuronas y astrocnos_de la

42



Acoplamiento Estnmulo-’l‘ranscnpcmn‘ Papel dc los genes fos y l““

CI’I‘OPLASMA? NUCLEO
w1 EERE clos
' ; Activaci6n de los genes IEGs como
'''''''' >y BERcjun c-fos y c-jun

Seial

& .{ segundo
5 \mensajero 0 l
-
= * re
8 AAA
< NN AAL
E Traduccién
b
w .
@] Formacidén de dfmeros
el
:23 Jun Jun Jun jun J"n B Jun CRERI-1
Fra
= AN
7]
=

Unidn con el DNA y regulacjérl
de la expresion de genes blancos

>OCTGACTCA XX >Tx TGACGTCAXS - o
Sitios AP-1 - Sitios CRE™ & .o 7

FIGURA 8. Papel de las proteinas Fos y Jun en: el acoplamnento estnnulo-
transcripcion.  Algunos estimulos extracelulares . (factores . de: : crecxmlento,
neurotransmisores o _agentes que afcctan los canales a calcxo) generan presencm

rapxda transcripcional de c-fos y c-jun, asi- como de‘ff otr
relacionados a éstos. Estas proteinas pueden formar. heterodnmeros’ fos-jun" quej
interactian con la secuencia d¢ DNA AP-1, regulando la transcupcmri de: otros‘f
genes. Miembros de la familia jun también pueden unirse a la secuencxa del DNA S
CRE. Tomada de Morgan, J. L., 1991 ‘ ~
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'5.2. C-FOS Y EPILEPSIA
La"excita"ci(‘)nyrneuronal generada por tas crisis inducidas

e\perlmentalmente provoca una mduccnon raplda de los IEGs, Gue parhmpan en

ELECTROS}HO‘:CK, .

BICUCULINA LR C-FOSFOS'B‘KROX-24 V VCaéSyjco’I.,w92k '
' CJUNJUNB]UND L
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AC. KAINICO - C-FOSs Le Gal La Salle, 1988

AC.KAINICO - C-FOs - Popovici y col., 1990
AC. KAINICO - C-FOS,FOSB,KROX-20, KROX-24 Gassy col; 1993b

' CJUNJUNBJUND
KINDLING - CFOS D@gg.ﬁqwky‘;zopmsh |
1987 - o L e | : : :
KINDL[NG C—FOS e g S L e Shm y col 1990
KINDLING c FOSCJUN KROX 24’/‘. e e s.monatoya”

! 1991
KINDLING = L e Clarkycol 1991

(Morgan y c(ii.,' 198

La epile

la epilepsia h

kafnico (KA) a’

misma que etn'ei'm delo anterior: giro dentado, CA],'y CA3. Los autores sug|éren .

45



que en esta area en particular, Ia induccién se debe a la activacion de receptores

AMPA y KA ya que los antagomstas admlmstrados al receplor NMDA no

“

la

(NGF), factor. neurotréfico

eventos del p ogr

crisis repetmvas que ‘pudleran:,co‘ﬁfraréstar"p:co’nt’rlb‘UIr'al_:iefs’t:;’{dblf,;e"pi|'é'pti'co
(KlesshngyGass 1993) [RRRIRE ‘ S Pl ,
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el SAG, la interrupcién de la infusién crénica de GABA (7 dias) genera
focos de achwdad paromstlca con duraciones de 3 a 5 dias (Brallowsky y coI
1989). Trabajos recnentes del Dr: Brallowsky y col.(datos no pubhcados) muestran -

la mduccnon raplda de un SAG ratas que reC|b|eron infusiones relauvamente ,

que. conlleva

' focos:.epilépticos en-este

modelo en partlcular y, eventualmente en su control
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OBJETIVOS

Los objetivos particulares del trabajo son los siguientes:

1. Evaluar sn el SAG modlflca la expresmn de alguna de. las dos formas de

la GAD (GADsso GAD67), examm 'da por. ‘téc '|cas de mmunoc:toqulmlca y

a distribucion espacial de’la expresién

3. Valorar los: efecto »neuroghales‘locales y a dlstancm del SAG, a traves de

la lnmunocuoqulmlca para GFAP y tmcnon de lesl
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MATERIALES Y METODOS

INDUCCION DEL SAG :
Para la‘mduccmn del SAG se tomaron ratas de la cepa Wlstar con un peso

aprO\lmad

estereotaxlca
didmetro a

Bregma co

pasarlos a unz
durante 24 h

salina al~

experlmentales.’ :

coronal en un crlostato

GRUPOS:

Los animales. fuer |V|dldos e' 6 grupos dlferentes V'Ios controles a los

cuales, se les mfundlo solumon' sa ina’ al 0. 9% por 120 mmutos yise les sacrlﬁco a

los SIgulentes tlempo 1) post—mfusmn de la solucnon salma (n:3),7 2) de acuerdo

49+



a la latencia promedio del SAG n=3) y, 3} la latencia del SAG mas 60 minutos

(n=3). b) los expenmentales, que recxbxeron GABA (50 pg/ul) y con nempos de

SACRIFICIO: -
Post—mfusnon . o s
Promedio latencia SAG ¥t E 75‘2 +11.9 mm
800+ 10.07. min.

80/'0 £10, 07 min.

Promedio latencna SAG +60 mm.:h*:

INMUNOCITOQUIMICA: GADs

Para evaluar:|

a

‘GADgs'y GADg7 se utilizé el
método de EsclaPéi;‘M G e )
ANTICUERPOS‘;:

ohclonal K2 descrlto por

anucuerpo generado en cone;o

despues de la myeccnon de GAD57 obtemda‘ en; un s:stema de expresnon :
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bacteriano de un ¢cDNA-GAD felino clonado (Kaufman y col, 1986). Este

antlcuerpo reconoce a Ia GAD67 de rata en Weslern blot (Kaufman y coI 1991)

agntacnon,

anti- rabbl

la recomen

anteriores:

dmmmobencndlna (DAB) aI O 06% y per0\|do de hldrogeno (HZOZ) 0 006% en PBSN ]
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0.075M. Se enjuagan los cortes por 30 mlnulos con PBS y se tratan en una

solucién de tetraondo de osmlo al 0 05% por 30 segundos Posterlormenle se

emuagan los Vcortes por 15 ml_nutos en PBS para monlarlos en lammlllas

cubiertas de gel

atlna, deshldratarlas y cubrlrlas con Permount

CONTROLES:

52



minutos. Se lavan 3 veces con PBS 0.01M (no necesita intensificacién) . Los cortes
se montan en lamlmllas cublertas de gelatina, se deshldratan y se cubren con

Permount

CONTROLES:.

Para valorar la: tecmca ‘se procesaron algunos cortes de la. mlsma ‘manera

pero sin el antlcuerpo pn

fabricante)

nuevamente

El numero “de’ células: nmunoreactlvas fos GAD(,S y GAD67 se.

determiné con la ayuda de un anahzador de lmagenes (MCID) Se cuantlflcaron 5

campos por cada reglon y: por cada rata ‘con:una area de 588 u2 por”campo en un_
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objetivo 20X (Ifmites espaciales de muestreo). Para descartar ruido de fondo se

consnderaron Ios crlterlos de area promedlo de.la ‘célula‘p'or;contar,‘f’ la densndad

células que expresaron c—fo fGAD55 y: GAD67’ de la. _n ytotal dle rz_ltas de cada grupo

(media y error estandar)
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL

RATAS WISTAR MACHO

(250G)
Voo
EXPERIMENTALES
INDUCCION SAG
)
- SACRIFICIO

d
POST- INFUSION
APARICION ACFIV[DAD EP]LEPT]CA
60 MIN. POST SAG

.
PROCESAMIENTO

o
_ CFAP.
- cros
GADE5
'GADs7

3l
CONTROLES
CLORURO DE SODIO 0. 9/,

o

~ POST-INFUSION-
"LATENCIA SAG

LATENCIA SAG + 60 MIN

TlNClON NISSL :
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RESULTADOS

1 REGISTRO ELECT ROENCEFALOGRAFICO (EEG) DEL SAG

(]987), Shehab y col‘ ’1992) Y Jensen y‘.col (1993) (Jensen y col . 3 Morgan y‘ g
., 1987; Shelnb y col 1992) '
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Los grupos controles a los que se les eliminé el anticuerpo primario o
secundario del procesamlento normal de los tejldos no presentaron marca

alguna o IR- C fos

B) GRUPOS TRATA DOS

La e)presmn:de'la protema c-fos se ve claramente aumentada en Ia corteza}

a mfusnon de GABA y

motora de los grupos experiment

ales 4 y‘5 (1! termlhb de I:

experimeh‘té\‘lrés» (4 g
(ver flguras 11 ]2

la expresién de c-fos segun las evaluacnones wsuales de los cortes
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CONTROLES : EXPERIMENTALES

RWMVN{WMM*WMVHVWMWM&N W“FN!W‘MVW«WNW*\‘MW'!‘p%YW?M\WW

M Mwwfww mewwhw\]\w MWMW”“MWW«NWWI "

rost LINF U‘%I().\ I)[ ‘:Ol SAL INA o . ; I’OSI -INF U&IO‘\J Dl C\U;\

., ».*-4.-N.-r~w,-,,IJ‘AJ..\hWv-wl-sM#-M\ui%j';@M\ﬂwﬁ(\w

~,~-aw~.n~w’»fQ¢i;“n“r,wf-;*m rmhhmd.rv—»«,mw .lqh.«w'.- -—l/\-J

LATENCIANSAG .
(80 min post-de wuli(\mn)

INICIO ACTIVIDAD EPILEPTICA -
(h()mln pmt duumumn) R

RN St Mwww\,wwv\bwjvw\»w NI\/W*\/""VWM‘\NV‘W\‘WW\M’M"WM

sesmsopnesstesangeonres A BAMBIBL

LATERCI \ SAG bt \m\L ros ot MINUTOS POST-SAC I 500 (v

200 av

Cods

FIGURA 9. Reglstros EEGs representatlvos obtemdos de ratas que presentaron el
Sindrome de Abstmencm al GABA (SAG) Los reglstros comprenden la reglén”




RO

i

o i

cnica Inmunocituquimica a c-fos, Eapresion de la proteina e-fon en ratas
recibieron por viaip. solucisn saling al 0.9% (controles) y PTZ (05my,/ Ky, experimentales). En este moc
erisis tonico donicas se puado apr un aumento de cétulas IR-c-10s5 en la regiones der A la corts
cingulo parasagital, 1) la corteza piriforme, €) el hipocunpo v, 1) la amigdala, con vespecto a los controles.
Tos resullados confirman los trabajos previos de Morgan y col., 1987; Shehab y col, 1992y, Jensen y col., 1943,
Barra Je calibracion=250 .

FIGURA 10. Cantroles dela’I'¢




TABLA NO. 10. NUMERO DE CELULAS INMUNOREACTIVAS A LA
PROTEINA C- F'C‘)S (X ES) - EN LA CORTEZA MOTORA Y- CORTEZA
PIRIFORME DE LOS DIFERENTES GRUPOS CONTROL.ES Y EXPERIMENTALES

1. CORTEZA MOTORA

GRUPOS CONTROLES: N N
POST-INFUSION 40.85+3.42
LATENCIA SAG 2860310
LAT. SAG + 60 MINUTOS 5,'117.90#1;61

GRUPOS EXPERIMENTALES
POST-INFUSION | 65

33484385

2. CORTEZAPIRIFORME -
GRUPOS CONTROLES

POST- INFUSION

LATENCIA: SAG '

- 40216
2109232 -
;‘,‘26‘;66:#2.08 )

g 30_35i293
71’92i654*,_;,
1820%211

POST-INF,;SIO ‘
INICIO ACTIVIDADEPILEP’FICA
60 MINUTOS POST-SAG
T
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Q CORRELACION EEG

No se encontro una clara correlacuon entre la acuvndad EEG y. la expresion

de c-fos en los grupos cor

SAG (lmc:o de )a actlwdad epllepuca y 60 mmutos

corteza motora (grupo
hemisferios (grupo inicio de

EEG de los grupos, tamp

3. EXPRESION DE LAS GADs:
A) GADg7

Los cortes pav’r‘asavgltales de cerebelo de una rata normal sin: tratamlento a

los que se proceséff)a"ra -verificacion:de’la tecmca, muestran una gran snmhtud S

(Esclapez y col, 1994) (ver ia f.gura14)'



IEXPRESION DE C-FOS N CORTEZA MOTORA

* @ Control post-infusion
80 I @ Exp. post-infusién
@ Control lat. SAG

70 -
60 -
50

40

30

Células IR-Fos

20+

101

T %P<0.01

EXPRESION DE C-FOS EN CORTEZA PIRIFORME

80~

70

60~

Células IR-Fos

0
*P<0.01

FIGURA 11. Las graficas muestran un aumento en el numero de celulas IR-fos
en los grupos experimentales: post-infusiéon de GABA y al 1n1c1o de a; actividad
epiléptica en la corteza motora y este altimo también en la corteza ‘piriforme, con
respecto a sus controles de acuerdo a la prueba de Tukey.

62



RINEN

)

At ¢
SRt Sy

FIGURA 12, Expresion de la proteina c-fos a nivel de la Carteza Motora, Iin la figura se observa un auinento
en la expresion de c-fos, vnlus grupos tratados con infusiones de GABA (S0pg/pl) ¥ samtficados: A al termino
defainfusion de CABA (0 minutos) y, B) al inicio de la actividad epiléptica (75.2 + 11.9 minutos)  con respecto
alos controles que solo recibieron solucinn salina al 0.9% y se sacificaron a los mismos tiempos, C 1l grapo
sacrificado 60 minutos post-SAG no muestra diferencias con respecto a su grupo contral (80.0 £ 10,07 minutos).
Barra de calibracion. - 250 jun.
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PERIMENTALE

e
EX

.,,%‘ %"

> AR Lk
A
il

AV 5]
S
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FIGURA 13, Fapresian de la proteina o-fos a nivel de fa Corleza Piriforme.  En esta reguon se obaerva un
aumento en o expresion de c-tos solo en el grupo axperimental sacrificado al inicio de fa actividad epiléptica
(B) con respecto a su control. En los grupos sacrificados post-infusion de GABA y salina (A) asf coma a los o0
minutos post SAG y dv acuerdo a la latencia del SAG + 00 minutos (€) no se presentaron diferencias, Harra de
calibracion=25




No se presentan cambios (no hay diferencias significativas) en la expresién'
de la proteina CAD(,L’. en Ios grupos controles'y experlmenlales en Ias reglones de

la amigdala'y | Ia c0‘ eza n : la tabla 12 y: Ias flg 17y 18)

TABLA 11. CELUL S INMUNOREACTIVAS ) LA GAD 67 EN LA AMICDALA

‘DE R RATA CONTROLES Y

. murae

LAT. SAG + 60 MINUTOS - :533.26 ;_52.'4'5
GRUPOS EXPERIMENTALES; S

INICIO ACTIVIDAD EPILEPTICA 32,69+ 4. 55' '

60 MINUTOS POST-SAG 25144235

2. CORTEZA MOTORA
GRUPOS CONTROLES: = .
LATENCIA SAG 29814225
LAT. SAG + 60 MINUTOS 3515+ 2.
GRUPOS. EXPERIMENT‘ LES
INICIO ACTIVIDAD EPILEPTIC
60 MINUTOS POST-SAC

2481+2.19%

*P<0.05
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e

1 et Loy

b

g

FIGURA 14. Controles de la Técnica Inmunocitoquimica para las GADs. En la figura se observa cortes
parasagitales de cerebelo a los que se procesd para la verificacion de la téenica, de acuerdo al método de
Isclapez y col., 1994. &) Aqui se puede apreciar claramente los somas y dendritas proximales de las células de
Purkinje de la corteza cerebelosa con el anticuerpo a la GADG67 (K2). B) Con ¢l anticuerpo para la GAD 65
(GAD-6) se observan los somas no tan definidos de las eélulas de Purkinje asi como las terminales de alrededor
de cstos somas. Barra de calibracién=250pum.




EXPRESION DE GAD67 LN
CORTEZA MOTORA

@ Control lat. SAG

& - Exp. inicio actividad epiléptica
@ Control lat. SAG + 60 min.
O Exp..60 min. post-SAG

S * Sl s

=} T

<

A

=

8

3

8

-4
*P<0.05
EXPRESION DE GAD67 EN -
AMIGDALA

™~

é 1

g

=

8

=

3

no existen diferencias significativas

FIGURA 15. En esta figura se observa una dlsmmucmn en el
numero de células IR-GAD67 sélo_en la corteza motora del grupo

sacrificado 60 min. post-SAG con respecto al control segun 1a
prueba de Tukey.
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B

4

FIGURA 16. Expresian de I proteina GADG7. In la region de b corteza motora (A,B,C y D) se observa una
ligera disminucion en las células IR-GALIO7 en ¢l grupa sacrificado 60 minutos post-SAG con respecto al
control {C,D). Los grupos sacrificados al inicio de la actividad epiléptica y de acuerdo a la latencia de aparicidn
del SAG no presentaron cambios significativos (A, B, En L region de la amfgdala (E,1,G y H) no seobservaron
diferencias en estos mismos grupos, Barra de calibraadn=250 pm.

)




TABLA 12. CELULAS INMUNOREACTIVAS ‘A LA GAD, 65 (X: + ES), EN LA
AMIGDALA Y- LA CORTEZA MOTORA DE LOS GRUPOS CONTROLES Y-
EXPERIMENTALES

1. AMIGDALA
GRUPOS CONTROLES
LATENCIA SAG. =~ 0 - ,,:22:4:217
LAT. SAG + 60 MINUTOS oy 17, 06:0:1 55~ :

GRUP_OS XPERIMENTALES: s
INICIO ACTIVI EPlLEP’I‘lCA 17764220
60 MINUTOS OST-SAC L 1263+146

2, CORTEZA M OTORA
GRUPOS CONTROLES: | e
LATENCIA SAG . 3150418
LAT. SAG + 60 MINUTOS =~~~ '_2'2;'65"12;.84[
GRUPOS EXPERIMENTALES: o
INICIO ACTIVIDAD EPILEI’TICA '20 164352
60 MINUTOS POST SAG L f. %, 45 £2.17.

4. EXPRESION DE GFAP

Los resultados

cianulas (corteza lﬁbtq
experimentales; ‘cjb_
algunos casosi‘ t 3
hipocampo. En ) otra regl N se observan €a mblos en Ia expresnon de esta

proteina (ver la flgura ]9)
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EXPRESION D GAD65 EN CORTEZA MOTORA

@ Control Iat. SAG

e Exp.-inicio actividad cpllcpuca
o] Comrol lat SAC + 60 mm

a L\p 60 min; posl—SA(‘ ;

T

CélulasIR-GAD65

no existen diferencias significativas

EXPRESION DE GAD6S EN
AMIGDALA - -

v
[=]
!

H
(=]
I

w
(=]
|

CélulasiR-GAD65
N
=)
|

10-

0-_
no existen diferencias significativas

FIGURA 17. En las graficas se observa -que no ex1sten dlferencxas
significativas ‘en la" expresmn ‘de la GAD65;-’ ‘en- los grupos
experimentales y controles, segun la prueba de Tukey
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FIGURA 19. Expresion de 1o proteina GFAP Ln da fagura se abserva que et todos los grupes controles
expermentales se presenta IR-CEAR en i corteza de ambos hesustesies, donde han sido colocadas as canulas
de intusian v eon un hgero aumento cn la 2o de rdieaon del GABAL A grupos sacriticados postantaniin de
salinay G AL B) sacriticados de acuerdo a L latencia del SAG eimaa de la actividad epaléptica (7521 119
nunatos), racificados de acuerdo o Lo Latencia det SACG s 60 mimuion v post-5AG. Barra de calibracion -500
P,




piseusion

EXPRESION DE C—FOS EN EL AG

Los resultados de’

ste.: estudlor muestran que exlste un aumento

de que la expresno‘ 4de Ios -gene ~inmediatos’ temprano 0 lEGs como c-fos

pudieran hcnlltar la conductwndad smaptlca Ia cual probablemente partlmpe en ]a



formacion del fenémeno de plaslicidad anormal (formacién de nuevos contactos

sindpticos, c1rcuntos .0 redes neuronales con una flsmlogla anormal) y la

epileptogénesis.

TABLA 13. COMPARACION DE LA EXPRESION DE C FOS EN DIFERENTES'

MODELOS DE EPILEPSIA EXPERIMENTAL

MODELO: TIEMPO

IR-PICO
Bicuculina 2h9r¢js
Bicuculina . - 4horas
Crisis ‘ :
Audiogénicas = —  (Simler y col, 1994).
Crisis
Audiogénicas S ‘
“kindleadas” — e Protema * (Simler y Acolk.,‘19'9'4)
Electroshock .- L ; ’
maximo Zho‘ras' Amlgdala Prqtgekl’né (Shehab y col.,-1992)
KA 67h0ras x;-endorigndrl mRNA (Kaml:ﬂka Y. cul
1994) - S

7 Cx sensorlal Gk
Metrazol 30vminutos“ Extractos nucleares de B ;Vm’RNA ‘(Séﬁné}ibcr@; ycol,,
Metrazol 90m|nutos Glro dentado Cx plrlforme Protema (Morganycol 1987)
Cx del cmgulo T S S e

NMDA 30m|nutos Ce‘rebelo,(l.c.v.) S rPr'btefnh (DSVVQ’y‘.kTVd"ftjélljaf1994)\
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C\ cerebral (| v) : Protema

Pilocarpina  2horas ::. Protema (Baruney col,, 1993)
(crisis focales) : L
Pllocarpma 2horas \ ' Bgrp}icyvcol.,'1993) :

(crisis general lzadas)

al- mRNA (Murashlma y

Ratén E1 ~ 30minutos
et col‘ 1994)

Glro ventado, ,CA1 Cx parle

arcador funcional:de la

Se ha- sugerldo que c-fo Juega un’pape como. m

donde se Ileva a cabo esta mquléh,'pa“ra»desaparecer por completo 60 mmutos
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después del inicio del SAG. En la corteza piriforme la expresion sélo se presenta

durante el inicio de la acllwdad ep1|ept|ca lo que mdlcarm una expresnon

estas dreas realmente teng que ver. con la generacnon y propagacnon de Ia :
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actividad en el SAG. Ademds, en este trabajo también se correlaciond la

expres:on de o fos con respecto a Ia acuvndad paroxrshca y su propagacnon, asi

porque despues “de |a lhterrupmon‘de la mfusnon del GABA se presenta un

77



aumento en la expresion de la proteina a c-fos, ya que uno de los mecanismos de

induccion de los IECs es mediado por un aumento en las concentracnones de .Ca

2+ mtracelular través' de los canales’ de calcio’ senSIbIes a volta;e y,. ademas

expresmn de genes secundano “que’ parhcnpen en Ia creamon -,Jde un,medlo

adecuado para generar el smdro me.
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fowa

SE IV it BipE
Sokini Ut ¥ BIsLOTE

EXPRESION DE LAS GADsEN EL SAG:
Los resultados del presente (rabajo muestran que la expresién de la GADg7

dlsmmuye en cor za motora‘de ratas que presentaron un SAG y se

acrlflcadé ciads
el SAG, aunque Ic e ‘AT b i ééﬁﬁés
de la infu 2 R

sugieren q
GAD por‘

(Rimvall y Martl

sensible a Io

La expreswn de la GAD65 no se.vi6 modlflcadalen']os grupos controles y -
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experimentales de las ratas sacrificadas de acuerdo a la latencia del SAG o inicio

de la achwdad epllepuca (31 50 + 4 18- y 22 66 j: 284 celulas mmunoreactlvas,

Tobin, 1991)’

ademds de-

col., 1992), n no se descarta Ia probabllldad de que otros factores ademas del patron

80



de disparo pudieran influir en los niveles intraneuronales del MRNA-.CADyy,

ya que puede no haber una simple relacién entre los niveles del mRNA="CADg7

g1



muestran la vulnerabilidad diferencial de la gran heterogeneidad de las

neuronas GA BAerglcas.

probablemente ‘sean relev

antes para el mantemmlento del ‘mismo, -

82



EXPRESION DE GFAPEN EL SAG

La protema GFAP:ha sudo uno de “los antlgenos mas amplmmente

83



de GFAP a los 2 o 3 dias en los astrocitos reactivos localizados alrededor dé las
areas danadas (Schmidt-Kastner y col.,, 1991) En el modelo,decnsns por;

electroshock también se ha demostrado una “up reguhtlon en-la xpresnon de|;

la expresién tanto del mRNA cdmo “de’la proteina: aVGFAP en el glro dentado del[f

84




hipocampo (Torre y col., 1993). Este aumento en la produccién de GFAP por los
astrocitos parece ser un evento temprano que precede a cualquier degeneracion
neuronal (Hansen y col., ]991 Kelley y Slew1rd 1993) Por.otra parte se. ha

mencionado: que"‘los astrocntos hberan faclores lroflcos;(lammma flbron'ectma),’
’ S pre euro presan




“iltima proteina se vea afectada después.de que queda bien establecido el-SAG, es
decir, después de un tiempo determinado, ya que en este irabajo fas ratas fueron

sacrificadas hasta. 60 minutos despues'del SAG, si -encontra c'mblos enla

cntoesquelelo para eV

celular.
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(CONCLUSIONES.

1. Los resultados muestran que la prresmn de c-fos se presenta al fmal de

hlpocampo |p5|lateral tamblen se presenta IR GFAP sm la presencm de Ia

expresién de c-fos.
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