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RESUMERN

La administracién sistémica o intracersbral de la 4-aminopiridina (4-AP)
induce convulsiones generalizadas en diferentes especies de animaies. Aunque el
mecanismo de su efecto convulsivante no ha sido determinado, se sabe que la 4-AP
estimula la liberacion de neurotransmisores, incluyendo ei glutamato, en varias
preparaciones, tales como: la unidon neuromuscular, rebanadas de cerebro y
sinaptosomas. E! bloqueo de los canales de K" por la 4-AP puede prolongar ia
duracién de los potenciaies de accion, alargando la fase de despolarizacién y
aumentando el influjo de Ca™ y la liberacién de neurotransmisores.

Con el fin de estudiar el papel de ciertos aminoacidos en el hipocampo y la
corteza entorrinal durante el proceso convulsivo inducide por la administracion de la
4-AP, se utilizé un dispositivo que nos permitié realizar la microdialisis y el registro
de la actividad eléctrica de manera simultanea en ambas regiones, en ratas en libre
movimiento. Encontramos que la infusion de la 4-AP en la corteza entorrinal
aumernté los niveles extracelulares de glutamato y glutamina y en menor proporcién
los de glicina y taurina. Asimismo, [a infusion de la 4-AF en el hipocampo aumenté
aun mas los niveles de glutamato v produjé aumentos pequefos en taurina y
glicina. En ambas regiones infundidas, €l pico de concentracion extracelular de
glutamato se observo 15 min después de la administracién de la 4-AP. No hubo
cambios significativos en el hipocampo o en la corteza entorrinal no infundidas en
las mismas ratas. Los registros electroencefaiograficos simuitaneos mostraron
actividad epileptiforme intensa que inicio durante [a infusion de la 4-AP y se

mantuvo durante el resto del experimento (1h), tanto en la corteza entorrinal como el



hipocampo. Las descargas se caracterizaron por poli-espigas y complejos espiga-
onda que se propagaron de manera casi inmediata a la otra region esiudiada. Estos
hallazgos sugieren que el aumento en la funcidn sinaptica glutamatérgica en el
circuito que conecta ambas regiones estd involucrado en las crisis convulsivas

inducidas por ia 4-AP.



ABSTRACT

The systemic or intracerebral administration of 4-aminopyridine (4-AP)
induces generalized tonic convulsions in different animal species. Although the
mechanism of its convuisant action has not been completely clarified, it is known that
4.AP stimulates the release of neurotransmitters, inciuding giutamate, in several
preparations, such as the neuromuscular junction, brain slices and synaptosomes.
Biockade of K* channels by 4-AP can prolong the duration of action potentials,
which leads to delayed depolarization, increase Ca*" influx and thus promote release
of neurotransmitters.

in order to study the roie of amino acids in the hippocampus and the
entorhinal cortex during the convulsive process induced by 4-AP, we have used a
device allowing the simultanecus microdialysis and eiectrical recording of both
regions in awake rats. We found that infusion of 4-AP into the entorhinal cortex
resulted in a notable increase in extracelluiar giutamate and glutamine and small
increases in glycine and taurine levels. Likewise, infusion of 4-AP into the
hippocampus resulted in a major increase in glutamate, as well as slight increases
in taurine and giycine. In both infused regions the peak concentration of
extracellular glutamate was observed 15 min after 4-AP administration. No
significant changes were found in the non-infused hippocampus or entorhinal
cortex in the same rats. Simultaneous electroencephalographic recordings showed
intense epileptiform activity starting during 4-AP infusion and lasting for the rast of
the experiment (1 h), in both the entorhinal cortex and the hippocampus. The

discharges were characterized by polyspikes and spike-wave complexes and



propagated aimost immediately to the other region studied. These findings suggest
that increased glutamatergic synaptic function in the circuit that connects both

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

Este trabajo esta dividido en cuatro partes. La primera de ellas corresponde
a una introduccidén, donde se destacan los aspectos basicos de la epilepsia, los
modelos experimentales de epilepsia relacionados con la técnica de microdialisis y
los estudios que hasta la fecha se han realizado con la 4-aminopiridina (4-AP),
incluyendo su efecto convulsivante. En esta seccidn se anexa el articulo de revisién
“On the relationship between extracellular glutamate, hyperexcitation and
neurodegeneration, in vivo” {1999) Tapia, R., Medina-Ceja, L. y Pena, F.
Neurochemistry international, 34: 23-31, donde se relacionan los efectos excitador y
neurodegenerativo de la 4-AP, y se describe también el bloqueo de canales de K* y
la estimulacion de liberacion de neurotransmiscres por esta droga. En la
Introduccién se presenta asimismo una descripcién de la anatomia del circuito
corteza entorrinal-hipocampo, en donde se dgstacan los tipos celulares y
conexiones del circuito y la neurogquimica dei mismo.

La segunda parte corresponde a los Materiales y Métodos, para lo cual se
anexa el articulo titulado “Cortical catecholamine changes and seizures induced by
4-aminopyridine in awake rats, studied with a dual microdialysis-electrical recording
technique” {1999) Morales-Villagran, A, Lopez-Perez, S., Medina-Ceja, L. y Tapia R.
Neuroscience Letters, 275: 133-136, en el cual se describe de manera detallada la
metodologia empleada en este trabajo; se anexa ademds un diagrama del
dispositivo utilizado.

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

contenidos en {a publicacion titulada “Action of 4-aminopyridine on extracellular




amino acids in hippocampus and entorhinal cortex: A dual microdialysis and
electroencephalographic study in awake rats” (2000) Medina-Ceja, L., Morales-
Vitlagrédn, A., Tapia, R. Brain Research Bulletin, 53:255-262. La ultima parte

contiene una discusidn glcbal del trabaje realizado.



INTRODUCCION

La epilepsia as un sindrome de disfuncidon cerebrzi, de caracter recurrente,
que se caracteriza por la descarga sostenida y anormalmente sincrénica ds un
grupo de neuronas cerebrales. Desdes el punto de vista de la neurotransmisién
sinéptica, la epiiepsia ha sido considerada tanto como un trastorno de ia inhibicion
{por deficiencia), como de la excitacién (por exceso); la complejidad de ia epilepsia
incluye ambos sistemas. La mayoria del conocimiento acerca de los mecanismos
del fenémeno epiléptico y de la terapia con farmacos anticonvulsivantes ha sido
obtenido a través del estudio de modelos de epilepsia experimental (Dichter, 1989);
cada uno de estos modelos presenta algunas de las manifestaciones de la epilepsia

humana.

I. MODELOS DE EPILEPSIA Y MICRODIALISIS

La técnica de microdialisis cerebral nos permite medir la concentracién
extracelular de cualquier neurotransmisor y relacionarla con ciertos aspectos
conductuales del fendmeno epiléptico. En varios modelos de epilepsia experimental
se han demostrado cambios en los niveles de aminoacidos con la técnica de
microdidlisis (Cavalheiro y col., 1991; Sayin y col., 1985), y recientemente se ha
trabajado con ia microdidlisis duai para determinar la neurcanatomia funcional de la
vias nigro-estriatal y estriado-nigral y su relacion con ia funcién motora (Morari y
col., 1996 a,b). Sin embargo, estos (ltimos estudios no han sido lievados a cabo en
modelos de epilepsia experimental.

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

de microdidlisis con el registro electroencefalografico (EEG), para lo cual se han
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uiitizado electrodos adosados ¢ anciados a la sonda de micredidlisis {Sandberg v
col.,, 1986; Szerb, 1991; Ludvig y col., 1892). Esias estrategias intensifican el dafo
tisular causado por ia canula en la regidn de estudic. Trabajos de Gbrenovitch v col.
(1993, 1994, 1995) han permitido disminuir el dafio por la implantacidn de cénulas y
evailuar de manera adecuada el EEG, a través de un disefio en el cual se incorcora
un microelecirodo en la sonda de microdidlisis. Estos trabajos han permitido evaluar
la relacion entre la actividad convulsiva {inducida por la administraciéon de
picrotoxina) y fos niveles de glutamato extracelular. Los resultados muestran que
estas crisis convuisivas no necesariamentie se acompafan de un aumento en el
giutamato exiracelular y que la sobreexcitacion puede deberse a ofro tipo de
anormalidades, como un aumento en la densidad de receptores a glutamato o por
esparcimiento de las sinapsis glutamatérgicas (Obrenovitch y col., 1898). Sin
embargo, hasta el momentc no se han realizado experimentos combinando ia
tecnica de microdialisis dual y el registro EEG simuitanec, en modelos de epilepsia

experimental.

li. MODELQ DE CRISIS POR 4-AMINOPIRIDINA (4-AFP)

1. MODELO DE CRISIS CONVULSIVAS

La 4-aminopiridina (4-AP) es una droga que cuando se administra por via
intraperitoneal (i.p.) o intracerebral (i.c.) es capaz de inducir crisis convulsivas en
diferentes especies de animales (Spyker y col., 1980; Pasantes-Morales y Arzate,
1981; Tapia y Sitges, 1882; Glover, 1982, Pasantes-Morales y col., 1987; Milhaly y
col., 1990). El patron de crisis convulsivas inducido por la administracién i.p. de 4-

AP en la rata, es muy similar al que se produce por la administracion :.¢. de acido
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kainico (Ben-Ari, 1985). Este tipo de crisis se caracterizan por la aparicién de un
periodo convulsivo 1arge, con una etapa inicial de hiperexcitacion, seguido de
convulsiones clénicas, tonico-cidnicas y muerte durante una convulsién ténica en
algunos casos, miént‘r‘éé que los anirmales que sobreviven presentan movimientos
cldnicos alternados frecuentemente con contracciones ténicas de mediana
intensidad (Fragoso-Veloz y col., 1990). De manera similar, ia 4-AP ejerce un efecto
convulsivante cuando se administra i.c., ya sea en el hipocampo (Fragoso-Veloz y
col,, 1990) o en el ventriculo cerebral lateral de la rata (Gandolfo y col., 1988).

Los estudios in vitro han permitido observar que el efecto de la 4-AP sobre la
liberacién de neurctransmisores es de espectro amplio, es decir, independiente de
la sustancia mediadora, tipo de sinapsis o especie (Thesleif, 1980). Mediante
estudios electrofisioldégicos se ha demostrado que la 4-AP bloquea la corriente
transitoria de K* (1a) y de inactivacidn ienta (Ip), lo cual conduce a una prolongacion
del potencial de accién a través de un retardo en la fase de repolarizacién
membranal, fendmeno que mantiene los canales de Ca*" sensibles al voitaje
abiertos (Rogawski y Barker, 1983), lc gue podria explicar la induccidn del aumento
en la-liberacion de neurotransmisores. Sin embargo, otras evidencias demuestran
que la 4-AP aumenta también la corriente de Ca™ (Agoston y col., 1983; Gibson y
Manger, 1988).

En trabajos realizados por Morales-Villagran y Tapia (1996) se demostrd que
infusiones de 4-AP a través de canulas de microdialisis en el nicleo caudado,
inducen crisis convulsivas y una liberacion notable de glutamato significativamente
mas alta que la de los demas aminoacidos evaluados. Ademads, las alteraciones

motoras preducidas por la 4-AP se bioquean por antagonistas del receptor N-metii-
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D-aspartatc (NMDA) (Morales-Villagran y col.,, 1996). Sin embargo, hasta el
momento, no se ha estudiado la liberacidn de neurotransmisores durante ias crisis
inducidas por 4-AP en relacion con algun circuito anatdémico de importancia para la
generacion de las crisis convuisivas, como puede ser el hipocampo v sus
conexiones.

Trabajos recientes del laboratorio ( Morales-Villagran y col., 1898} han
demostrado, con (a técnica de microdidlisis dual y registro electroencefalograiico
simultaneo en ratas despiertas, gue la infusién de 4-AP en la corteza motora
produce convulsiones intensas y crisis electroencefalograficas tanto en la corieza
motora infundida como en la contralateral en 1a que solo se administra medic Ringer
normal. Esta accidn convulsivante se acompafia de un incrementc extraceiular en la
concentracion de dopamina (15 veces), norepinefrina (2.4 veces) y dcido vanil
mandélico (1.8 veces) en la corteza motora infundida.

2. BLOQUEO DE CANALES DE POTASIO

El papel de los canales de K* en el control del potencial de membrana y la
excitabilidad de las neuronas esta bien establecido (Hille, 1984). Las membranas de
las neuronas presentan varios subtipos de ios canales de K' gue participan de
varias maneras en las propiedades de conductancia eléctrica de las neuronas
(Rogawski, 1985). La actividad del canal de K™ participa en el control de la liberacién
del neurotransmisor de 1as terminales nerviosas determinando el curso temporal de
la repolarizacion. El blogueo de los canales de K™ puede prolongar ta duracién de
los potenciales de accion, lo que favorece el retardo en el cierre de los canales de
Ca™, incrementando la entrada de este catidn y la liberacion del neurotransmisor.

Existen varios bloqueadores del canai de K*, como fa 4-AP, el tetraetilamonic (TEA)
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y la quinina o foxinas naturales como ia dendrotocxina, caribdotoxina y apamina. Se
ha demostrado gue estos bloqueadores incrementan la liberacion in vitro en
rebanadas de cerebro y en sinaptosomas, de la acetiicolina (Ach), el acido y
aminobutirico (GABA), el glutamato, la noradrenalina y ia dopamina (Hu y col.,1991;
Jin y Fredholm, 1994; Tapia y Sitges, 1982; Tapia y ccl., 1885). Aigunos estudios in
vitro han demostrado que en particular el efecto de la 4-AP sobre la liberacidon de
neurotransmisores es de espectro amplio, independiente de la sustancia
mediadora, tipo de sinapsis o especie (Thesleff, 1980).

En otras palabras, se sabe que Ia 4-AP bloquea los canales de K activados
por voltaje en una gran variedad de células, incluyende las neuronas, el muscuio
cardiaco, muisculo esquelético y liso (Kenyon y Gibbons, 1979; Gillespie y Hunter,
1975; Hara y col., 1980). La 4-AP actua en el lado citoplasmico de los canales de K*
(Kirsch y Drewe, 1993}, pero el mecanismo de! bloqueo aun no se ha caracterizado
completamente. Al respecto algunos estudios han postuiado que ia 4-AP se une
preferencialmente al estado abierto de los canales rectificadores de K* (Kirsch y
col., 1993). En el trabajo de Russell y col. (1994) han observado que el bloqueo de
la 4-AP del canal de K* Kv 1.2 ocurre solo después de la activacion de la corriente,
debido probablemente a que el sitio al cual se une la 4-AP no es accesible cuando
el canal esta cerrado. En otros estudios se ha obtenido resultados similares en
canales de K" tipo Kv 2.1y Kv 3.1 (Kirsch y Drewe, 1993). Trabajos de Bouchard
y Fedida (1995) han encontrado que la 4-AP suprime la corriente saliente al unirse
al canal de K" tipo Kv 1.5 en la superficie interna de ia membrana. La unién y la

disociacion de la 4-AP del canal requieren del estado abiertc, aunque se puede unir



14

a diferentes sitiocs de este canal en &l estado abiertc ¢ cerrado, modulando la
transicion aparente del canal del estado final cerrado al estado abierto. Asimismo,
se ha encontrado que la 4-AP mueve aproximadamente un 20% el potencial de
membrana eiéctrico para alcanzar su sitio de unién. Por otro lado, la profundidad a
la cual la 4-AP se une al canal de K*, aumenta cuando la concentracion de la 4-AP
se incrementa (Bouchard y Fedida, 1995).

La 4-AP atraviesa la membrana en su forma no cargada y se asocia con un
protén en el citoplasma (Choguet y Korn, 1992; Kirsch y Narahashi, 1883). Los
canales de K* sensan el gradiente de voltaje local a través de la membrana y la
forma activa de la 4-AP (catidnica). Es probable que la 4-AP altere el perfil del
potencial local cerca de los canales de K', al unirse a ias cargas negativas fijas
localizadas en la superficie interna de la membrana o en el vestibulo del poro, ya
que la 4-AP parece estar cercana a las cargas negativas asociadas con las
regiones 5'S5 o 3'S6 en la cara interna del poro del canai de K* (Shieh y Kirsch,
1394). E! sitio de union de la 4-AP esta fuera de la region sensible a voltaje 5S4, muy
cercana a la compuerta del canal (Fig. 1) (McCormack y col., 1994; Shieh y Kirsch,
1994). Por lo anterior puede ser que la 4-AP se asocie a las cargas negativas de la
cara interna de la membrana plasmatica {Bouchard y Fedida, 1395).

3. LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES

El efecto estimulador de las aminopiridinas sobre 1a liberacién espontanea
del neurotransmisor depende de la presencia de Ca'™ extracelular (Tapia y Sitges,
1982), y se ha sugerido que ademds del Ca’" extracelular, otros depdsitos de calcio
asi como otros iones, también participan (Huangy col., 1989; Tapia y Sitges, 1882).

Las aminopiridinas causan corrientes entrantes de Ca’™, sin embargo las
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concentraciones requeridas para estos efectos (>1mM) son mucho mas altas que
las requeridas para inducir actividad convulsiva (Segal y Barker, 1986; Ahnert-Hilger
y Habermann, 1981). Otros estudios no han observado efecto alguno de la 4-AP
sobre la captura de Ca™ (Agoston y col., 1983; Freedman y col., 1984; Tapia y col.,
1985) y postulan que ia 4-AP facilita el acoplamiento entre el Ca™ intracelular y Iz
liberacidn del neurotransmisor en la membrana presindptica, debido a que la droga
es capaz de inducir la liberacién del neurctransmisor sin el estimulo despolarizante.
Esta hipétesis se apoya en el hecho de que el blogueador de canales de K' TEA,
tiene un efecto similar al de la 4-AP sobre las corrientes de K' y el efecto
despolarizante en la membrana, no induce los efectos conductuales y bioquimicos
gue se presentan con la administracién de la 4-AP (Morales-Villagran y Tapia,
1996). En este sentido, Tibbs y col. (1989) propusieron que la 4-AP induce
potenciales de accidn repetitivos que permiten abrir transitoriamente los canales de
Ca™. Algunos estudios han observado la posibilidad de la participacidén de los
canales tipo N- en la entrada de Ca™ inducida por la 4-AP en sinaptosomas
(Nayler, 1988; Nowycky y col., 1985; Turnery col., 1993). Asimismo, las diferencias
en la sensibilidad de los neurotransmisores a la influencia de la 4-AP pudiera ser un
reflejo de las diferencias en las poblaciones de canales de Ca** presentes en las
terminales o diferencias en la cinética de entrada de Ca™" entre las terminales
catecolaminérgicas y aminoacidérgicas (Verhage y col., 1991). Al mismo tiempo, se
ha encontrado que el efecto sobre la liberacion del glutamatc, con tres agentes
despolarizantes (K alto, 4-AP y veratrina) presenta variaciones regionales en la

iiberacion de glutamato, debido a sus mecanismos diferentes para inducir e efecto
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despolarizante y al proceso de transporte del glutamato {(Patterson y col., 1985). Asi,
la liberacién de glutamato y su captura parecen variar grandemente de regién en
regicn debido a la presencia de estos mecanismos.

En resumen, las acciones celulares y biofisicas relevantes de la 4-AP
incluyen los siguientes pasos, en el caso de las preparaciones in vitro: 1) bloqueo de
las coffientes transitorias de K* en la membrana post-sindptica soma-dendrita,
incluyendo la corriente tipo A rdpida y la corriente lenta tipo D. Las concentraciones
de 4-AP epileptogénicas (75uM) probablemente no blogueen la corriente tipo A
(Storm, 1888), pero si las corrientes tipo D; 2) Un incremento en la excitabilidad de
los axcnes y las terminales presindpticas causadas por la 4-AP aumenta la
liberacidn de neurotransmisores en respuesta a los potenciales de accidn
presindpticos, como en los potenciales de accién espontaneos originados en las
terminales o en ios axones (Fig. 2) (Kocsisy col., 1983; Buckle y Haas, 1982; Flores-

Hernandez y col., 1994).

Ili. TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO

Et glutamato es el principal neurotransmisor excitador del SNC y se presenta
en concentraciones altas en las terminales nerviosas, mientras que en el espacio
extracelular se encuentran niveles bajos (<1puM) {Fonnum, 1984; Ottersen y Storm-
Mathisen, 1984). El transportador de glutamato mantiene los njveles extracelulares
bajos de este aminoacido previniendo la neurotoxicidad mediada por este
neurctransmisor (Choi, 1282). Tanto las neuronas como las céiulas gliales

presentan estos sistemas de captura de glutamato, por lo que ambos tipos celulares
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paricipan en la reguiacion de los niveles extracelulares del neurotransmisor (Arriza
v col., 1984; Karai y col.,, 1985; Rothstein y ccl., 1996). Este transporie de alta
afinidad depende tantc de Na* como de K, perc no requiere del CI (Danboli,
1984).

Se han clonado ires transportadores de glutamato de rata denominados
GLAST1, GLT-1, y EAAC1, asi como a sus homdiogos en el humano, EAAT1
(GLAST1), EAAT2 (GLT1), y EAAT3 (EAACT) (Arriza y col., 1994, Kanai y Hediger,
1992; Pines y col., 1992; Storck y col., 1992). Posteriormente se han identificado
dos miembros nuevos denominados EAAT4 y EAATS en cerebele y retina de
humano, respectivamente (Fairman y coi., 1995; Arriza y col., 1997). Asimismo, fa
clonacién molecular ha permitido la identificacién de dos transportadores a
aminoacidos neutraies, el ASCT-1y -2 (Arriza y col., 1993; Shafgat y col., 1993;
Utsunomiya-Tate y col., 1996).

Los transportadores EAAT-1 y -2 se expresan exclusivamente en el cerebre
(Pines y col., 1992; Storck y col.,, 1992; Nakayama, y col., 1996}, mientras que
EAAT-3 -4 y -5 se expresan tantoc en el cerebro como en otros ¢rganos (Kanai y
Hediger, 1992; Nakayama y col., 1996; Fairman y col., 1995; Arriza y col., 1997). La
proteina EAAT-1 se presenta abundantemente en la corteza cerebelar (Chaundnry y
col, 1995; Lehre y col., 1995; Shibata y col., 1996) vy la proteina EAAT-2 se
encuentra en regiones como la corteza cerebral, el hipocampo, el tdlamo, el septo.y
el cerecelo. En estas regiones, EAAT-1y -2 se encuentran primariamente en la
membrana plasmatica de los astrocitos y la glia de Bergman en el cerebelo
(Chaundhry y col., 1995; Lehre v col., 1995; Schmitt y col., 1996, 1997; Torp y col.,

1897
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For otra parte, EAAT-3 y -4 se encuentran sclo en ias neuronas y, en
particuiar EAAT-3 se presenta tanto en neuronas glutamatérgicas (por ejemplo, las
celulas granulares del giro dentado y fas células piramidales en el hipocampo vy la
corteza cerebral) como GABAérgicas (por ejemplo, las céiulas de purkinje en el
cerebelo y neuronas espinosas medias del estriado) (Kanai y Hediger, 1992;
Rothstein v col., 1994; Kanai y col., 1995; Velaz-Faircloth y col., 1996; Yamada vy
col, 1996; Furuta y col., 1997; Nagao y col,, 1997; Tanaka y col., 1997; Torp y cof.,,
1997).Por otro lado, el transportador EAAT-5 parece estar restringido a las
neuronas de retina (Arriza y col., 1997).

Los transportadores de glutamato perecen jugar un papel triple en reguiar los
niveles extracelulares de glutamato en ef cerebro: 1} la captura de glutamato para
disminuir ia concentracion local extraceluiar de este aminodcido; 2) la actividad del
tranportador EAAT4 genera una entrada de Cl que permite una hiperpolarizacién
tocal para prevenir la excitacion excesiva por el glutamato extraceiular y, 3) la
acumulacion de giutamato en las neuronas {céiulas GABAérgicas de Purkinje)
producido por los transportadores localizados a nivel neuronal (EAAC1 y EAAT4),
las provee del sustrato para la sintesis de GABA (Furuta y col., 1997). Por lo
anterior, los ftransportadores de glutamato se encueniran estratégicamente
distribuidos en el cerebro para controlar los niveles extracelulares de este
neurotransmisor.

Por otra parte, la actividad funcional de estos transportadores se ve regulada
por ta expresion, la localizacion y la fosforiiacion de los mismos (Lorter y col., 1899).
Varios estudios han demostrado la regulacion de los transportadores por cinasas y

fosfatasas (Casado y col., 1991: Casado y col., 1933}, debido a que presentan en
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su estructura primaria varios sitios consenso a la cinasa dependiente de AMPc y a
la cinasa C (Kanai y col., 1293; Gegelashvili y col., 1997).

Se ha demostradc una asociacion entre deterioros en ej {ransporte de
glutamato vy el inicio y la progresidn de varias enfermedades degenerativas que
incluyen la esclerosis amiotrdfica lateral (Rothstein y coi., 1995), ia enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Huntingten, la enfermedad de Parkinson (Masliah y
col., 1996; , Beal v col., 1986; Blandini y col., 1996) y la epilepsia (Miller y col.,
1987). El detericre de la actividad de los transportadores es un factor determinante
en la susceptibilidad a las crisis epiiépticas en algunos modelos experimentales
(Watanabe y col., 1999). Ademas de prevenir la excitotoxicidad bajando los niveles
extracelulares de glutamato, los transportadores tienen un papel importante en
modular el curso temporal de la transmisidn singptica (Overstreet y col., 1999), ya
que el transportador en la membrana post-sindptica puede contribuir a la fase de
repolarizacién del potencial post-sinaptico excitador (Meldrum y col., 1999).

Finalmente, en varios modelos de epilepsia experimental se ha demostrado
cambios en la expresion de los trasportadores de glutamato; en modeios genéticos
se ha encontrado una disminucidn en la expresion del mRNA a GLT-1 en
hipocampo, corteza cerebral, estriado y coliculo inferior (Akbar y col., 1998). En
modelos de epilepsia adquirida, como el kindling o la administracion de KA, se ha
observado un aumento en la expresién dei mMRNA a GLT-1 y una disminucion en el
EAAC-1 (Akbar y col., 1997; Ingram y col., 2000). asi como una disminucion en a
expresion del mRNA vy la proteina de EAAT-3 en hipocampo, respectivamente

(Simantov y col., 1999).
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En vista de esios antecedentes en el presente trabajo se anexa un anricuic
de revision donde se describen en detalle los efectos de la administracion de (a 4-
AP en el hipocampo a través de cdnulas de microdialisis. Asimismo, se analiza ia
relacion entre los efectos de la hiperexcitabilidad neuronal v ta neurodegeneracidn
inducidos por ia 4-AP, con la activacion de receptores a aminoacidos excitadores y

ios transportadores de glutamato.
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1. Introduction

In recent vears there has been an increasing interest in
the studies on neurodegeneration, including the physio-
logical or programmed neuronal death and the cell dis-
ruption occurring as a consequence of necrosis. This
interest has been greatly stimulated by the fact that pre-
cipitate and localized neuronal destruction is a central
event in ihe course of many acute and chronic disorders
of the central nervous system (CNS). These disorders
include stroke (anoxia-ischemia), hypoglycemia, cerebral
trauma, epilepsy and several devastating neuro-
degenerative diseases, such as amyotrophic lateral scler-
osits, Parkinson’s disease, Alzheimer's disease and
Huntington’s disease.

Among the cellular mechanisms possibly mvolved in
neuronal death in the above mentioned disorders, threc
closely related factors seem to play important roles. (1)
the generation of reactive oxygen species or free radicals.
(2) the overactivation of synaptic excitatory amino acid
(EAA) receptors, and (3) the increase in cytoplasmic free
Ca’* concentration. As shown in Fig. 1. the links between
these factors are multiple and an initial event may lead.
1n a cascade manner, to the generation of further alter-
ations.

One ofthe key events in this chain of reactions resulting
in neuronal damage 1s an excess of the excitatory synaptic
ncurotransmission mediated by amino acids, mainly glu-
lamate, Pioneer studics m the decade of the seventies
showed that exposure of nervous tissue to high con-
centrations of glutamate and other EAA produced neu-
ronal degeneration and death, and demonstrated that
such effeets are related to the ability of these ncuro-
transnutiers (o depolarize the membrane and therefore

*Contesponding author Faxo 52-5:6225607, E-mal ttapuiw
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to excite neurons (Olney, [971; Olney et al., 1971; Roth-
man and Olney, 1987). This knowledge led to the concept
of excitotoxicity, or neuronal damage due fo over-
excitation, whose mechanisms are presently known in
some detail due to the advances in the charactenzation
of the different types of EAA receptors and their func-
tioning. Two groups of EAA receptors located in neu-
ronal membranes have been identified. A first group of
receptors. mainly localized postsynaptically, constitute
ligand gated ion channels (ionotropic receptors) and
includes the N-methyl-p-aspartate (NMDA) type and the
non-NMDA type. The two types are activated by glu-
tamate and aspartate, but the former is activated by
NM DA whereas the latter includes u subtype recognizing
kainate acid (KA) and another subtype that 15 activated
by a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate
(AMPA). The second group is that of metabotropic EAA
receptors. which are frequently present in the presynaptic
membrane and do not form ion channels but are associ-
ated to G proteins and coupled to the production of
second ntracellular messengers (Hollmann and Heine-
mann, 1994; Miller, 1994, Michaelis, 1998)

Besides 1ts ligand sensitivity, the NMDA receptor
differs {rom that of non-NMDA rpeceptors in ils sen-
sitivily to voltage changes., its requirement for glycing as
a positive modulator and its ionic selectivity The NMDA
receptor channel 18 permeable mainly to Na* and Ca*':
in contrast, the non-NMDA receptor chanaels are volt-
age inscnsitive and normally permeable only to Na',
although this permeability may vary depending on the
subunit composition of the receptor (Hollmann et al.,
1991: Bettler and Mulle, 1995, Pellegrini-Grampictro et
al . 1997), These dilferences determine a complex
response to glutamale of the postsynaptic neuron pos-
sessing  the two types of receptors. Under  restng
condittons, the NMDA receptor s not readily opened by
the wgomsts, because 1ls chaunel s blocked by Mga™
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However, because of the voltage sensitivity of this recep-
tor, when the membrane is depolarized Mg>* is expelled
out of the channel and the receptor is abie to respond to
its ligand. Consequently, when the non-NMDA receptor
is activated and depolarization occurs due to the entrance
of Na* through its channel, the overactivation of the
NMDA receptor is facilitated.

The hyperactivation of the NMDA receptor resuits in
a massive entrance of Ca’* (Randall and Thayer, 1992;
Hartley et al., 1993), which may overcome the intra-
cellular Ca** buﬁ'ermg mechanisms that, together with
plasma membrane Ca’t-ATPases and Na™-Ca’"
exchangers, are responsible for maintaining a sub-
micromolar intraceilular concentration of the cation. The
resulting accumulation of cytoplasmic Ca?* eventually
leads to neuronal death (Mattson, 1994; Siesjd, 1994) due
to several factors, such as activation of proteases, lipases
and endonucieases, membrane protein and lipid alter-
ations, generation of toxic reactive oxygen species, mito-
chondrial damage, disruption of energy metabolism, and
membrane depolarization. These events potentiate each
other in a cascade manner to produce membrane damage
and consequently cell death (Fig. 1).

2. Neurotoxicity of EAA receptor agonists

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

[ Reactive oxygen species |

cultures, by means of the administration of glutamate or
of EAA receptor agonisis, such as NMDA and KA
(Malva et al., 1998). That neurotoxic effects of these
compounds are due to their interaction with EAA recep-
tors is usually ascertained by testing the blockade or
prevention of their toxicity in the presence of antagonists
specific for the different receptor subtypes. Among the
compounds more frequently used are the NMDA recep-
tor antagonists { = )-3-(2-carboxy-piperazin-4-yl)-propyl-
1-phosphonic acid (CPP), (% )-2-amino-7-phosphono-
heptaneic acid (AP7) and (+ }-5-methyi-10,11-dihydro-
5H-dibenzo[a,djcyclohepten-3,10-imine hydrogen male-
ate (MK-801), and the non-NMDA receptor antagonists
-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX, more
effective on KA receptor), 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sul-
famoyl-benzo(f)quinoxaline (NBQX, more effective on
AMPA receptor; Sheardown et al., 1990), and some 2,3-
benzodiazepines (Vizi et al., 1996, 1997).

Important support for a link between the above
described mechanisms of excitotoxicity and neuronal
death in neuropathological disorders derives from the
following findings: (a) excessive EAA-mediated neu-
rotransmission Ieads to epileptic activity (Choi, 1988;
Meldrum, 1991); (b} the cytopathological characteristics
of the damage observed after the exposure to EAA
resemble those occurring after brain ischemia {Brown
and Brierly, 1972; Simon et al., 1984; Van Reempts, 1984)
or prolonged seizure activity (Evans et al., 1984); (¢)
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Fig. 1. Factors involved in the mechanisms of neuronal death. This scheme describes mainly death by necrosis due to membrane destruction. NOS
= mutric oxide synthase, which may produce reacuve oxygen species by oxidatien of its product, NO.
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microdialysis studies in vivo have shown that during cer-
ebral ischemia (Benveniste et al., 1984; Globus et al,
1988; Hillered et al., 1989; Butcher et al., 1990; Graham
et al., 1990; Baker et al,, 1991), hypoglycemia (Sandberg
et al., 1986), and cerebral trauma (Faden et al., 1989),
the extracellular concentrations of glutamate and aspar-
tate are highly increased, reaching levels comparable to
those which are neurotoxic in cell cuktures {(Cho et al.,
1987); (d) antagonists of both the NMDA and non-
NMDA receptor types protect againsi the neuronal dam-
age associated to these neuropathological conditions
(Gill et al,, 1988, 1992; Bullock et al., 1999; Sheardown
et al., 1990; Swan and Meldrum, 1990).

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

Most of the studies on glutamate-induced neurotoxicity
have been carried out in vitro, iargely in neuronal or
mixed neuronal-glial cultures (Ohno et al., 1997; Rogers
and Hunter, 1997; Jensen et al., 1998}, whereas in vivo
the excitotoxicity has been observed 1n some brain regions
mainly after the intracerebrai microinjection of EAA
receptor agonists, such as NMDA, KA, AMPA or dihy-
drokainate (DHK, an inhibitor of glutamate transport
that seemns to have a direct agonist effect on NMDA
receptors) (Ben-Ari, 1985; Stein-Behrens et al., 1994;
Massieu and Tapia, 1994, 1997, Massieu et al., 1995;
Arias et al, 1997). These experimental conditions,
however, do not necessarily reflect the situation occurring
under pathological states, in which, as implied in the
previous section, neuronal destruction by excitotoxicity
must be due primarily to an excess of endogenous extra-
cellular EAA capable of overactivating their postsynaptic
receptors. It 1s clear, therefore, that in vivo EAA-induced
neurodegeneration can occur oniy when the extraccllular
concentration of the amino acids increases above a criti-
cal value and/or for a certain period of time. During the
normal functioning of the glutamatergic synapses this
does not occur because after the release of glutamate
from the presynaptic terminal its concentralion in the
synaptic cleft is kept low (~1 uM), due to its rapid
clearance by an efficient reuptake carried out by specific
high affinity transporters (Fagg and Foster, 1983;
Fonnum, 1984; Nicholls and Attwell, 1990), of which tive
types have been cloned (Danbolt, 1994; Fairman ¢t al.,
1995, Arriza et al., 1997). 1t is therefore elear that an
augmented glutamate release, such as that prohably
occurring in certain types of epilepsy, could result in
hyperexcitation but would not necessarily mduee neu-
rodegeneratien, because of the rapid removal of glu-
tamate from the synaptie cleft On the other hand, one
sheuld expect that a deficient reuptake would more casily
result 1 extracellular glutamate fevels sufficiently hugh
and fong lasting to become toxic This has been pos-

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

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

What procedures could be appropriate to test this pre-
sumption? An obvious answer is to design experiments
aimed at studying whether a stimulation of EAA release
or an inhibition of 1ts transport results m enhanced
endogenous extracellular EAA and whether this is related
to neuronal hyperexcitability and neurodegeneration
This can be accomplished with the use of the mic-
rodialysis technique, which has been extensively used to
measure changes n the extracellutar concentration of
amine acids in vivo under a great variety of experimental
conditions. However, the origin and consequences of an
enhanced EAA concentration, as determined by this tech-
nique, have been the subject of considerable controversy
(Herrera-Marshitz et al., 1996; Timmerman and West-
ernick, 1997). In the light of the ahove discussion, the
heart of this controversy lics not only mn ascertaining
what is the ceflular origin of the basal and the increascd
extracellular EAA (neuronal, synaptic or ghal) but also n
estublishing that they are indeed enhancing the excitatory
synaptic cificacy.

YU Ialibien of glutamase uptake
Recently, several reports have appeaed studying the

cifect of mhibitors of EAA transporters on the con-
centration ol extracelular anvno actds movive. The most
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used compounds are L-trans-pyrrolidine-2,4-dicar-
boxylate (PDC), DHK, and Duv-thres-g-hydroxy-aspar-
tate. Microdialysis experiments have shown that in the
striatum and in the hippocampus the basal levels of glu-
tamate and aspartate are notably increased by PDC (Mil-
lan et al,, 1993; Bloc et al., 1995; Massieu et al., 1995;
Herrera-Marschitz et al., 1996; Obrenovitch et at., 1996;
Zuiderwijk et al., 1996; Massicu and Tapia, 1997; Rawls
and McGinty, 1997; Lada et al., 1998), but only few
investigations have addressed the correlation between the
changes observed and electrical activity alterations or
neurodegeneration. In one of these studies (Qbrenovitch
et al., 1996), it was found that PDC-induced increases of
extracellular glutamate to more than 20-fold the basal
level in the hippocampus did not induce elec-
trophysiological signs of hyperexcitability. In two studies
from our laboratory (Massicu et al., 1995; Massieu and
Tapia, 1997), we have shown that PDC induced long
lasting (over 2 h) large increases of extracellular glu-
tamate (10-20-fold, reaching concentrations comparable
to those observed during neuronal damage due to
ischemia (Globus et al., 1988; Hillered et al., 1989; Baker
etal,, 1991; Wahl et al., 1994)), but no neurodegeneration
was observed, either in the siriatum or in the hippo-
campus. In these reports, neuronal damage was assessed
by histological examination and, in the case of the stri-
atum, by biochemical determination of choline ace-
tyltransferasc and glutamate decarboxylase activities,
markers of cholinergic and GABAergic neurons, respec-
tively. The effect of PDC was much higher on glutamate
and aspartate than on other amino acids, in agreement
with the described potent and selective action of this
compound on the glutamate/aspartate transporter
{Bridgesetal., 1991; Robinson et al., 1991). The elevation
of glutamate by PDC could be due to a combination of
the blockade of the transporter and a carrier-mediated
release of the amino acid, since it has been shown that
PDC can be exchanged with glutamate (Bridges et al.,
1991; Isaacson and Nicoll, 1993; Sarantis et al., 1993),
The important finding was, however, that in spite of the
very high levels of extracellular glutamate no neuronal
damage was observed (Massieu et al., 1995; Massieu and
Tapia, 1997).

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

neurotoxic effect of the latter is due to a direct activation
of glutamate receptors and not to the glutamate accumu-
lated in the exiracellular space.

Whatever the mechanism of the neurotoxic effect of
DHK may be, the above results with PDC clearly indicate
that increased extracellular glutamate in vivo by impair-
ment of its transporter is not sufficient by itself to produce
neuronal hyperexcitation or neuronal damage. One poss-
ible explanation for these unexpecied findings is that the
extracellular glutamate accumulated as a consequence of
PDC action on the transporter does not reach sufficiently
high concentrations to overactivate glutamate receptors.
In view that five different glutamate carriers have been
cloned and they differ in their neuronal or ghal local-
ization (Kanat and Hediger, 1992; Pines et al., 1992;
Storck et al., 1992; Kanai et al., 1993; Fairman et al.,
1995; Arriza et al., 1997), another possibility is that the
transporter affected by PDC might not be the one closely
involved in the removal of glutamate from synaptic sites.
However, it has been reported that PDC inhibits glu-
tamaie transpori in both synaptosomes and cultured
astrocytes (Bridges et al., 1951; Robinson et al., 1991;
Rauen et al., 1992; Garlin et al., 1995), and that the
extracellufar glutamate enhanced under the effect of PDC
in vivo seems to be of neuronal origin and may possess
transynaptic effects in the striatum (Rawls and McGinty,
1997).

Two other models of glutamate transport deficiencies
in vivo have been described: knockout of the transporters
by intracerebroventricular chronic administration in the
rat of antisense oligonucleotides specific for the glial
(GLAST and GLT-1) or neuronal {(EAACI) transporters
(Rothstein et al., 1996), and the generation of mutant
mice lacking EAAC1 (Peghini et al., 1997). In both stud-
ies, when EAACI was affected animals showed some
motor and behavioral abnormalities, but no neu-
rodegeneration was observed. [n contrast, with the anti-
sense oligonucleotides against GLAST and GLT-i
extracellular glutamate was increased and some signs of
neurodegeneration characteristic of excitotoxicity were
observed in the striatum and the hippocampus (Rothstein
etal., 1996). These studies suggest that the ghial glutamate
transport may be more efficient in reducing the level of
synaptic glutamate. In any case, it seems that in the
absence of other potentiating factors the concentration
of endogenous glutamate in the synapse must reach very
high values in order to produce neurotoxicity (Obrenc-
vitch et al., 1996; Obrenovitch and Urenjak, 1997), since
under normal synaptic transmission it may peak at > 1
mM. concentration (Clements et al., 1992; Clements,
1996).

The problems in understanding the accessibility of
endogenous glutamate to the postsynaptic receptors and
the role of its clearance by uptake in vivo can be ilius-
trated by comparing the lack of neurotoxicity described
in the preceding paragraphs with the results of experi-
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ments in neuronal and glial cultures. In these mixed
cultures, exposure to PDC induced an elevation of glu-
tamate concentration in the culture medium which,
differently from the observations in vivo, resulted in neu-
ronal damage as assessed morphologically, by the release
of lactic dehydrogenase or by the mitochondrial
reduction of a tetrazolium salt; this neurodegeneration
was attenuated by NMDA receptor antagenists (Blitz-
blau et al., 1996; Velasco et al,, 1996; Volterra et al.,
1996). Furthermore, under these in vitro conditions the
PDC-induced accumulation of extracelluiar glutamate
resulted also in sustained neuronal depolarization (Vol-
terra et al,, 1996). Also in contrast to the microdialysis
results, under these experiments in vitro DHK did not
induce neurotoxicity nor produced any increase of extra-
cellular glutamate (Velasco et al., 1996). Since DHK does
not affect glutamate transport in cultured astrocytes
(Garlin et al., 1995), these data support the participation
of the plial transporter as the main site of removal of
extracellular glutamate in the mixed cultures.

The most probable explanation for the discrepancy
between the lack of neurotoxicity of glutamate accumu-
lation by uptake inhibition 1n vivo and its damaging effect
1n the mixed neuronai-giial cultures is that, whereas in
the former condition the access of the extracellular glu-
tamate to the synaptic receptor sites might be limited, in
cell cultures the amino acid readily diffuses and reaches
all available receptor sites.

3.2, Excessive glutamate release: experiments with 4-ami-
nopyridine

The second experimental approach to increase the extra-
cellular levels of glutamate and assess 1ts effects on excit-
ability and neuronal infegrity 18 by enhancement of
release. Among the drugs capable of stimulating the
release of neurotransmitters are certain K* channel
blockers, such as4-aminopyridine (4-AP)and some mem-
bers of the family of dendrotoxin peptides from the
venom of the black mamba snake. These compounds
prolong the depolarization phase of action potentials,
augment the [requency of neuronal firing (Nisenbaum et
al., 1994), and induce the release of neurotransmitters in
several in vitro preparations, such as the neuromuscular
junction {Lundh, [978; Thesleft, [980), brain shees {Dole-
zal und Tucek, 1983: Hu et al., 1991; Versteeget al., 1993,
Schechter, 1997) and synaptosomes {Tapia and Sitges,
1982: Tapia et al., 1985; Tibbs et al., 1989a.b). It is inter-
esting that thus veleasing effect of both dendrotoxins and
4-AP is strictly dependent on external Ca* ', which, tog-
ether with other pharmacological and iome studies in
brain shices (Thesleft, 1980; Jones and Heinemann, 1987,
Perrault and Avoli, 1991), mdicate that the ncuro-
transmitiers 1eicased by these drugs ongmuate from pre-
synaptie nerve endings,

Both 4-AP and dendiotoains aie also potent comvul-

sants, that produce intense behavioral signs of hyp-
erexcitability and EEG seizures when administered
intracerebrally. These effects have been observed after
injection in the rat substantia nigra reticulata, hippo-
campus, cerebral ventricles and cerebral cortex (Gan-
dolfo et al., 1989; Fragoso-Veloz et al., 1990; Tapia and
Flores-Hernandez, 1990; Bagetta et al., 1992, 1994, 1996;
Fragoso-Veloz and Tapia, 1992; Morales-Villagran et al.,
1996}, 4-AP produces also intense seizure activity when
administered systemically in several mammalian species,
including man (Schafer et al., 1973; Spyker et al., 1980,
Fragoso-Veloz et al., 1990; Yamaguchi and Rogawski,
1992; Cramer et al., 1994). Furthermore, this drug
induces epileptiform electrical discharges n vitro, in rat
hippocampal {(Perrauit and Avoli, 1991; Yonekawa et al.,
1993; Avoli et al., 1996) and cortical (Siniscalchi et al.,
1997} slices.

An increased glutamatergic transmission in the epi-
leptogenic action of dendrotoxins and 4-AP has been
postulated on the basis that EAA receptor antagonists, of
both the NMDA and the non-NMDA types, are effective
anticonvulsants against seizures induced by these com-
pounds in vivo (Gandolfo et al., 1989; Fragoso-Veloz
and Tapia, 1992; Bagetta et al., 1994, 1996; Cramer et
al., 1994; Morales-Villagrén et al., 1996} and, n the case
of 4-AP, also in bramn slices {Perrault and Avoli, 1991;
Avoli et al., 1996; Siniscalchi et al., 1997). Further sup-
port for the involvement of glutamatergic transmission
in the 4-AP-induced seizures siems from our recent find-
ing that 4-AP stimulates the release of glutamate in the
strratum and in the hippocampus in vivo, and that this
release is correlated with intense behavioral convulsive
activity (Fig. 2; Morales-Villagran and Tapia, 1996).

The above discussed findings, particularly in the case
of 4-AP, clearily suggest that, differently from the results
of uptake inhibition, an increase in the extraceilular giu-
tamate resuitant from an excessive release may over-
activate EAA receptors and thus induce clectrnical and
behavioral hyperexcitation and seizurcs Consequently,
in accord with the previous sections, it was to be cxpected
that such an increase would produce neurodegeneration.
This 1n fact has been shown 1o oceur with dendrotoxins,
which induce notable neuronal destruction when admin-
istered in the hippocampus (Baggeta ¢t zl.. 1994, 1996).
Since no similar studies have been reported with 4-AP, we
have carried out some experiments in the hippocampus,
using microdialysis and sunuttancously mcasuning the
release of ammo acids and the EEG. As shown m Fig. 2,
when we perfused 4-AP through a microdialysis probe in
this region, we observed a corretation between the
increase in extracellular glutamate collected via the same
microdialysis probe and neurodegencration of the CAL,
CA3 and CA4, but not CAZ, hippocampal subfickds 1
must be emphasized that this selective neuronal damage
was sinular to that observed afler the intralippocampal
tjection of EAA receptorn agomsts (Ben-Arn, 1985, Stem-



28 R. Tapia er al.{Neurochemistry International 34 (1999) 23-31

BASAL S

{peak)

PR ATl M S T .
Fig 2. Effects of microdialysis administration of 4-AP in the anesthetized rat hippocampus eon electrical activity {top trace), extracellular glutamate
(ruddle graph) and histological appearance {bottom micrograph). After obtaining basal electrical activity {using the microdralysis cannula as the
electrode) and three 12.5 min microdialysis fractions (25 gl each) to determine basal extracellular glutamate values (by HPLC and fluorometric
detection), 4-AP (35 mM) was perfused through the microdralysis cannulas during 12.5 min, and three subsequent fractions were collected The
electrical epileptic discharge shown lasted 18 s and occurred at 5 min after 4-AP; it is 2 representative example of the seizure discharges preduced by
this 4-AP dose, which occurred with a frequency of about cne every 1.5 min and persisted until the end of the expeniment. The peak ncreasc in
extraceliular glutamate (values are means + SEM for 13 rats) corresponds to the first microdialysis fraction after 4-AP, and coineides with the onset
of seizure discharges. Five days after the experiment rats were fixed by transcardia! perfusion and coronat brain sections were stained with cresyl
violet. As can be observed 1n the representative example shown, a notable neurcnal loss was observed in CAl, CA3 and CA4, but CA2 (between
arrows) was spared. (Scale bar = 200 ym). The electrical seizures and neuronal damage were very similar 11 the 13 rats studied. For details on the
experimental procedures {see Massieu et al., 1995, Morales-Villagrin and Tapia, 1996; Massieu and Tapiz. 1997)

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

4. Conclusion

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

From the data reviewed in the present article it can be
concluded that it would be an oversimplification to relate
the occurrence of neurodegeneration only to an aug-
mented concentration of endogenous extracellular glu-
tamate or other EAA. Although there is no doubt that
such increase may facilitate neuronal death through the
mechanisms outlined here, other concurrent factors that
accompany neurclogical disorders, such as mmito-
chondrial energy deficits or chronic hyperexcitability,
seem to be necessary to induce neurodegeneration.
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i1l CIRCUITO CORTEZA ENTORRINAL-HIPCCAMPO
1. ANATOMIA DEL CIRCUITO CORTEZA ENTORRINAL-HIPOCAMPQO
1.1 Caracteristicas generales
La formacion hipocampica esta compuesta por seis estructuras que son: el

giro dentado, el hipocampc propiamente dicho (CAs, CAz y CAy), el subicuio, el
presubiculo y parasubiculo (a estas tres estructuras se les ha reunido con el término
de complejo subicular) y, finaimente ia corteza entorrinal. La formacion hipocampica
es una estructura elongada, cuyo eje iongitudinal se extiende en forma de C y corre
rostrodorsalmente del nucleo septal hasta caudoventralmente en el Idbulo temporal
(Fig. 3). Se presentan cuatro haces de fibras en la formacién hipocampica que
contienen tanto fibras aferentes como sferentes, estas son. el alveus que se
origina en las células piramidales dei hipocampo y subiculo, estas fibras se dirigen
hacia sitios subcorticales o a la misma formacion hipocdmpica contralateral; la
fimbria que se localiza en el extremo lateral del hipocampo, cuandao sus fibras salen
del hipocampo y descienden al procencéfalo, son referidas como las columnas del
fornix. Estas fibras se dirigen hacia el nicleo septal y a otras estructuras del
procencefalo basal y diencéfalo. Finalmente el haz angular que atraviesa la linea
media del esplenio del cuerpo calloso y contiene fibras que se criginan desde ©
proyectan a el presubiculo, parasubiculo y la corteza entorrinal (Amaral y Witter,
1995).
1.2 Organizacion y tipos celulares

El giro dentado presenta tres capas (Fig. 4,5): la capa molecular,
relativamente libre de células, ta capa granular y la capa polimdrtica gue en otros

textos ta refieren como hilus o CA: La capa molecular esta ocupada
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Fig. 3 Organizacion tridimensional de la formacién hipocampica en el cerebro de la rata. A)
Se muestra la forma en C del hipocampo y su posicion en el cerebro de la rata. Las
columnas del fornix (f) descienden al polo septal (s) del hipocampo. B) Se muestran
tres secciones horizontales (A, B, C) a diferentes niveles dorsoventrales de la
formacion hipocampica, fa corteza entorrinal se localiza en {os niveles medios vy
ventrales de la formacion hipocampica. Polo temporal (1).
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principalmente por las dendritas de las células granulares, céiuias en canasta y
varias céluias polimdrficas, asi como por las terminaciones axénicas de varias
fuentes. Otro tipo celular en canasta se encuentra en la porcion profunda de esta
capa cuyo axon contribuye al plexo en canasta dentro de la capa de las células
granulares. El otro tipo celular que se localiza en esta capa es la célula axo-axdnica
o “chandelier” cuyo axén termina en los segmentos iniciales del axén de las céluias
granulares y que es GABAérgica, se le considera come el segundo control inhibidor
de las células granulares. La capa granular tiene como principal tipo celular a
célula granular gue estd estrechamente relacionada con otras ceiulas granulares v
es glutamatérgica. En la porcidn profunda de esta capa se encuentran las células
en canasta, ia mayoria de las cuales son GABAérgicas y muchas son
inmuncreactivas a la parvalbumina {(proteina que atrapa caicio). Otros tipos
celulares son multipolares o fusiformes, suplementan con sus axones ai plexo en
canasta en ia capa de células granuiares. Finalmente, la capa polimérfica cuyo
tipo celular mas comuln es la célula musgosa de tipo glutamatérgica y cuyas
dendritas proximales presentan espinas complejas denominadas excrecencias que
son |os sitios de terminacién de ios axones de las fibras musgosas. Se presentan
ademds en esta capa, las células fusiformes y multipolares que dan origen a un
nlexo estrellado y son GABAérgicas (Amaral y col., 1990; Boss y col., 1985; Wesy y
col., 1988).

El hipecampo propiamente dicho puede dividirse en tres campos CAs. CAz v
CA; {cornu ammonis, CA}; la organizacién laminar es generalmente similar para
todos los carmpos a excepcion de CA; que presenta una zona acelular justo por

debajo de 1a capa de células piramidales y que esta ocupada por los axones de las
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Fig. 4 Dibujo que muestra la posicidn de varias regiones, capas y vias de la
formacion hipocampica de la rata. Haz angular (ha); parasubiculo (PaS);
presubiculo (PrS); subiculo (S); GDPo, CG, CM, capa polimorfica, capa
granular y capa molecular dei giro dentado (GD), respectivamente;
estrato oriens (so); estrato piramidal (sp); estrato lucidum (sl); estrato
radiatum (sr); estrato {acunoso-molecular (sl-m) de CA1, CA2 y CA3 del
hipocampo; fimbria (fi); corteza entorrinal (CE).
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fibras musgosas originadas en el giro dentado, se le denomina estrato lucidum
{Fig. 4,5). El resto de los campos presenta la siguiente organizacion laminar: el
estrato oriens, capa relativamente libre de células que esta ocupada por el arba!
dendritico de las células piramidales; la capa de céiulas piramidales, cuyoc
principal tipo celular es la célula piramidal, ademas, presenta las células en canasta
que forman un plexo en canasta que inerva ios cuerpos ceiulares de las células
piramidales; el estrato radiatum donde se localizan las conexiones de asociacion
CAs-CAs y las colaterales de Schaffer de CA; a CAs; el estrato lacunoso
molecular donde ias fibras de Ia via perforante que vienen de la corteza entorrinal
terminan, ademas de otras aferencias de otras regiones como las del nicleo
reuniens {talamo). Existe una vasta mayoria de céluias no piramidales
inmunoreactivas a GABA Ias cuales se considera, forman circuitos locales en el
estrato oriens, estrato radiatum y estrato tacunoso molecular det hipocampo (Seress
y Ribak, 1984; Amaral y Witter, 1395).

La corteza entorrinal ventralmente se localiza en la porcidn mas caudal de!l
manto cortical. Se extiende ventromedialmente para bordear con el parasubiculo, la
corteza piriforme y el complejo amigdaloide y, dorsolateralmente con el surco rinal.
La mayor porcidn de la corteza se iocaliza en los campos de la formacion
hipocampal. La corteza entorrinal se divide en seis capas (Fig. 4): . Es la capa
malecular o piexiforme mas superficial, rica en fibras orientadas transversalmente.
Esta capa contiene neuronas GABAé&rgicas, celulas estrelladas y horizontales que
proyectan al giro dentado e hipocampo, asi comoe neuronas que terminan en las
dendritas de las células de la capa Il que proyectan al giro dentado (Caballero-Bleda

y Witter,. 1993} il. Contiene células estrelladas de tamafio medic y largo que



24

contribuyen principalmente a las fibras de la via perforante que proyectan al giro
dentadc v CAs. También se presentan células piramidaies, multipclares y
horizontales, las cuales contribuyen a las fibras de la via perfcrante (KSnler, 1985;
Kdhier, 1986: Lingennoh! y Finch, 1981}. En esta capa se han encontrado aigunas
colaterales axdnicas que se dirigen a la capas profundas de ia corteza entorrinal. Se
ha demcsirado la presencia de céiulas axo-axénicas {(Martinez y col., 1932}. (il
Contiene células de varios tamanos y formas gue le dan un aspecto heterogéneo a
la capa. El tipo celular mas abundante es la ceélula piramidal que proyecta a ios
campos de CA, y el subiculo, sus coiaterales axdnicas se dirigen a las capas fliy L.
Ademds se han enconirade células multipolares, estreiladas, fusiformes,
horizontaies y bipolares que parece contribuyen con la via perforante (Kohler, 1985;
Kohier, 1988: Lingenhohl y Finch, 1991). IV o lamina dissecans se localiza entre ia
capa lli y V. Cercana al surco rinal, particularmente a nivel caudal de ia corteza
entorrinal. V. Esta capa se ha dividido en dos, la Va que es una banda larga de
neuronas piramidales cuyas dendritas apicales se dirigen a las capas superficiales {1
y Ii), los axones terminan en capas profundas de la materia blanca, también se
presentan neuronas pequenas que se han caracierizado como horizontales.
estrelladas y multipolares. Rostralmente la capa Vb presenta una perdida de celuias
piramidales pequenas y polimorficas, caudalmente esta capa toma una apariencia
columnar (Kéhier, 1985; Kdhler, 1986: Lingenhohi y Finch, 1991). V1. Contiene una
poblacion heterogenea de céiuias que se han dividide en tres categcrias: céiulas
que influyen a células de la capa Vb o Vi, céluias cuyas colateraies axdnicas
influyen ia coiumna vertical de células en las capas i-1li y. células cuycs axcnes se

dirigen hacta ias areas profundas de la materia blanca. muchas de ellas contribuyen
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a la proyeccion gue va al giro dentado y el hipocampo. Presenta una organizacidn
columnar en la regidon mas caudal. En general en todas las capas se han
enconirado interneuronas GABAé€rgicas aungue son mds abundantes en las ¢apas
superficiales. Algunas de estas neuronas en las capas H y i proyectan ai giro
dentado (Germroth y coi., 1982 a v b).

En general se ha aceptadc gue la corteza entorrina! puede dividirse en dos
regiones, el area entorrinal lateral y el area entorrinal media. Ei érea laterai incluye &
la dorsolateral, ia dorsa! y la ventral, mientras gque ia media estd conformada por la
caudai y media.

1.3 Conexiones intrinsecas y exdrinsecas

En el giro dentado las células granulares envian sus axones a las céiulas
piramidales de CA,. ias denominadas fibras musgosas, sin embargo, antes de llegar
a ésta, envian unas colaterales a las células musgosas y en canasia de la capa
polimériica {Ribak y Seress, 1983; Ribak y col.,, 1985; Scharfman y col., 1290).
Estas fibras son glutamatérgicas aunque algunas también presentan péptidos
opiaceos como ja dinorfina (Storm-Mathisen y Fonnum, 1972; Gall, 1984),
Asimismo, las células granulares estan inervadas por las celulas en canasta de la
capa granuiar que son GABAergicas y que constituyen I[a primera aferencia
inhibidora (Kosaka y col., 1984). La segunda aferencia inhibidora de las céluias
granulares la constituyen las células axc-axonicas localizadas en la capa molecular
(Koszka, 1983; Soriano vy Frotscher, 1989; Han v col., 1393). Finalmente, un tercer
control inhibidor a las células granulares proviene de neuronas inmunoreactivas a
GABA y somatostatina localizadas eri fa capa polimdrfica (Halasy y Somogyi. 1393:

Bakst y col., 198¢) {Fig. 6).
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Fig. 6 Diagrama que muestra las principales conexiones internas de a formacion hipocampica
de fa rata. Muchas de estas vias son unidireccionales (via perforante, fibras musgosas,
colaterales de Schaffer). Se enlistan las principales aferencias y eferencias de regiones
corticales y subcorticales de la formacion hipocampica. CE, corteza entorrinal; GD, giro
dentado; S, subiculo; PrS, presubiculo y PaS, parasubiculo.
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La capa molecuiar del giro dentado recibe fibras que se origina
exclusivamente de las células de la capa polimdriica tanto ipsilateral como
contralateral, por io que se les ha denominado proyecciones deé asoCiacion-
comisurales (Laurberg y Sorensen, 1981), estas son terminales excitadoras de tipo
glutamatérgico que provienen principaimente de las células musgosas de la capa
polimérfica y se dirigen a las células granuiares (Laurberg y Sorensen, 1981; Kishiy
col., 1980), y a las células en canasta GABAérgicas (Frotscher y Zimmer, 1983;
Seress y Ribak, 1984). Esta proyeccion asociacion-comisural pudiera funcionar
como una via excitadora de retroalimentacion y como una via inhibidora de
retroalimentacidn disindptica; ya que las células musgosas envian colaterales a ias
células inmunoreactivas a GABA-somatostatina que pudieran dirigir la inhibicion a
las células granulares o la inhibicién-excitacion a niveles mas distantes dei giro
dentado (Amaral y Witter, 1995).

Finalmente, las aferencias y eferencias extrinsecas del giro dentado son: de
las regiones subcorticales como el nicleo septal medio y el nicleo de la banda
diagonal de Broca a la capa pelimérfica y en menor proporcion a la capa molecular
del giro dentado (Amaral y Kurz, 1985; Milner y Amaral, 1984). Esta proyeccion esta
topograficamente organizada y las neuronas son de tipo colinérgico (Wainer y col.,
1984, 1985). Algunas células septales envian una proyeccion de tipo GABAergico y
se dirigen preferenciaimente a las celulas no piramidales de tipo GABAérgico
(Freund y Antal, 1988). Estas d(ltimas células son inmunoreactivas a
colecistoguinina, somatostatina, VIP o a proteinas que unen calcio como la
calretinina, la calbindina o la parvalbumina (Gulyas y col., 1990; Acsady y col,,

1993). La proyeccion hipotalamica mayor a la capa granular def girc dentadc
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proviene de la regidn supramamilar {Dent y col, 1983). Asimismo, ia capa
polimdrfica del giro dentado recibe proyecciones del nuclec pontino dei focus
ceruleus de tipo noradrenérgico y nucleos del rafe que es serotoninérgico (Moore y
col., 1978; Conrad y col., 1974). Finalmante, 1a via perforante, que se origina en la
corteza entorinal y que liega a través del subiculo a las células granulares de! giro
dentado.

En el hipocampo las conexiones intrahipocampales provienen de !as células
piramidales de CA; a ios campos CAs, CAz y CA; ipsilaterales (proyeccicnes de
asociaciéon) y contralateraies {proyecciones comisuraies} y subcoriicalmente ai
ndcleo septal lateral. Células de!l campo CAs y CA: contribuyen con unas colaterales
que se dirigen a ia regién polimdrfica del giro dentado. (Swanson y col., 1978). Las
conexiones de CAs y CA: se les denomina proyecciones de asociacién y las de CAa
a CA. son las denominadas colaterales de Schaffer que hacen contacto con las
dendritas apicales de las células piramidales en CA+ en el estrato radiatum como
en las dendritas basales del estrato oriens (Amaral y Witter, 1995). Se sabe que el
neurotransmisor excitador de la via perforante y de las colaterales de Schaffer es el
glutamato (White y col. 1990). Las conexiones extrinsecas del hipocampo se dirigen
de CAs al nucleo septal lateral y de este nucleo a CAs, algunas neuronas gque
proyectan a la region septal son GABAérgicas (Téth y Freund, 1992) y el
componente GABAZrgico de la region septal a CA; termina principalmente en
interneuronas GABAérgicas (Gulyas y col., 1990). CAs recibe aferencias del locus
ceruleus y nucleos del rafe que son monoaminérgicos. CAz por otro lado, recibe una
inervacion de las partes posteriores del hipotdlamo, en particular del area

supramamilar (Haglund y col., 1984 y de! nticleo tuberomamilar (Kohler y col..
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1885}. Con respecto a CA¢ solo un numero pequeio de neuronas proysctan a la
region de CA, contralateral {Van Groen vy Wyss, 1880). Este campo recibe una
ligera proyeccion septal, asi como noradrenérgica y serctoninérgica {Nyakas y col.,
1987). La porcidon distal de este campo recibe proyecciones del complejo
amigdaloide (Krettek y Price, 1977). Del nucleo reuniens del talamc al esiraio
lacunoso-molecular de CAi. Asimismo, CA, proyecta a las mismas regicnes
subcorticales y a un nimero de regiones corticales como la corteza retroespenial y
perirrinal (Van Groen y Wyss, 1990)(Fig. 6).

La principal eferencia de la corteza entorrinal a ia formacién hipocampica es
la via perforante, que se origina en las neuronas de las capas il y {ll, aungue existe
ur componente menor en ias capas profundas de esta estructura. Los principales
tipos celulares que contribuyen a esta via son las células estrelladas de ta cagpaliy
las células piramidales de la capa IH. Existe un numero menor de células
GABAérgicas que proyectan a varios campos del hipocampo (Caballero-Bleda y
Witter, 1993; amaral y Witter, 1995). Esta via termina principaimente en las células
granulares y en menor proporcién en neuronas inmunoreactivas a parvalbumina-
GABA. Existe un componente de esta proyeccion dirigida a CAs y CA; (Tamamaki y
Nojvo, 1993). Los componentes laterales y medios de la via perforante terminan en
diferentes posiciones transversales en el campo CA,, esta misma region presenta
una proyeccion de regreso a la corteza entorrinal que termina en la capa V de la
region media de esta estructura (Finch y Babb, 1980, 1981; Swanson y Cowan,
1977; Van Groen y Wyss, 1990 b). Se describe la presencia de una proyeccion de
ja corteza entorrinal al subiculo, por donde pasan las fibras para llegar a la

formacién hipocampica , especificamente a las céluias piramidales dei subiculo




(Steward, 1978; Wyss, 1381). Asimismo, el subiculo presenta proyecciones a la
corieza entoirinal, aungque en la rata son estrictamente ipsilateraies (Kdhler,
1985, Swanson y col., 1978). Se presenta un componente mencr de la via
perforante a la capa molecular dei parasubiculo y presubicuio (Fig. 8) (Van Groen y
Wyss, 1890 a, ¢).

La corteza entorrinal envia una proyeccion cruzada a la formacicn
hipocdmpica contralateral exciusivamente de las células de la capa lif (Steward y
Scoville, 1976). Presenta conexiones de asociacion y comisurales, es decir, fibras
intra-entorrinales que se dirigen en una direccidn longitudinal y que conectan ias
regiones transversales ¢ medio-laterales de la corteza entorrinail { Kéhier, 1988,
1988),

Las aferencias corticales de la corteza entorrinal  provienen
fundamentalmente de estructuras olfatorias dei telencéfalo (bulbo olfatorio, nlcieo
anterior olfatorio y corteza piriforme) y ia corteza peritrinal, estas fibras se dirigen a
las capas superficiales de la corteza entorrinal. La corteza de la regidn limbica y
paralimbica tiene una proyeccion que llega a las capas profundas de la conteza
entorrinal (Lopes da Silva, 1990). Se han encontrado proyecciones de ias cortezas
del cingulo anterior, infralimbica y prelimbica que terminan en ia porcion rostral de ia
corteza entorrinal (White y col.. 1980). Se presenta una proyeccion de la corteza
retroesplenial que termina en las porciones mas caudales de la regién media de la
corteza entorrinai ( Wyss y Van Groen, 1992). Finaimente, ias aferencias
subcorticales de la corteza entorrinai provienen del compiejo septal medio (Alonsoy
K&hter, 1984) para terminar en fa capa 1V vy, del compiejo amigdaloide para terminar

en las capas |, Il y ill. La principa! aferencia talamica proviene de! nlcleo reuniensy
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ndcleo medio-ceniral para terminar en la capa i v il (Wouteriood, 1981). La corteza
entorrinal recibe aferencias adicionales de estructuras de! hipotdlamo y tailo
cerebral, de esta ultima estructura se encuentra, los niicieos del rafe y el nucieo del
locus ceruleus que se dirigen a las capas profundas y a la capa i de la corteza
entorrinal, respectivamenie (Kéhler y Steinbusch, 1982; Moore y col., 1978).

Las eferencias corticales se originan de las capas Hi, il y Va de la corteza
entorrinal y se dirigen a las dreas olfatorias, la corteza infralimbica y la corteza
perirrinal (DeOlmos y col., 1978; Lopes da Silva y col., 1980). Estudios en la rata
han demostrado que la corteza entorrinal proyecta a paries limitadas de la corteza
temporal (Kosel y col., 1982). Las eferencias subcorticales se dirigen a la regién
septal, a la amigdala y a ia porcion ventral del estriado (Swanson y Cowan, 1877;

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

2. NEUROQUIMICA DEL CIRCUITC CORTEZA ENTORRINAL-

HIPOCAMPO
2.1 Giutamato

Lavia glutamatérgica por excelencia de este circuito esta constituido por el
flamado circuito trisindptico de la formacion hipocdmpica, donde la principal
aferencia glutamatergica proviene de la corteza entorrinal que hace sinapsis con las
células granulares del giro dentado (via perforante). Estas células envian sus
axones a las dendritas de ias células piramidales de CA; {fibras musgosas). Las
celulas piramidales de CA; proyectan a la regidn dendritica de las células
piramidales de CA; a través de las coiaterales de Schaffer. Finalmente. se presenta

una proveccion de las células piramidales de CA: 2 el subiculo y la cortezs
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entorrinal, donde se cierra el circuito corieza entorrinai-hipocampo (Freund vy
Buzsaki, 1898).
2.2 Acido y -aminobutirico

Datos anatémicos han demosirado que todas las interneuronas de la
formacién hipocdmpica son GABAérgicas (Freund y Buzsaki, 1998, 1997). Estas
interneuronas conforman aproximadamente el 10% dei ictal de la pobiacion
neuronal del hipocampo. Las interneuronas hacen contacto nc solc con las céiulas
principaies de esta estrlctura sino también con otras interneuronas (Acsady v col.,
1996; Gulyas y col, 1996). Asimismo, se presentan aferencias y eferencias
GABAérgicas. Las células GABAérgicas del septo inervan a una gran cantidad de
interneuronas GABAérgicas hipocampicas (Freund y Antai, 1988; Gulyas y col,,
1990). Las células blanco de las eferencias GABAérgicas son neuronas
inmunoreactivas a parvalbumina-GABA en el septo medio y ei asta vertical de fa
banda diagonai de Broca. (Téth y col., 1893). Estas interneuronas hipocampicas
anvian también proyecciones comisurales al hipocampo contralateral (Ribak y col.,
1985). A nivel de CAy se ha demostrado que el 100% de las varicosidades que
presentan hacen puntos de contacto con las interneuronas, sugiriendo su
participacion en este campo (Umbriaco y col., 1995).

Las interneuronas pudieran seiectivamente inervar el arboi dendritico, soma
0 segmento iniciai del axon de las celulas piramidales y mediar de esta manerfa la
inhibicion dendritica o perisomatica (Freund y Buzsaki, 1996). Las células
inhibidoras perisomaticas (las células en canasta y axoc-axoénicas) controlan

eficientemente el disparc de las espigas de sodic repetitivas a nive! del soma.
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mieniras que la inhibicidon dendritica pudiera reguiar la electrogénesis mediada por
calcio vy la activacion de los receptores a giutamato tipo ligando o dependientes de
voltaje en las dendritas de ias céiulas principales (Freund, 1997). Ambos tipos de
interneuronas se pueden incluir en las circuitos excitadores recurrentes. Estos dos
tipos de interneuronas difieren en sus caracteristicas neurogquimicas como gi
contenido de proteinas gue unen calcio, neuropéptidos y receptores a
neurotransmiscres (Freund y Buzsaki, 1996). En el hipocampc ademas de lcs
compenentes bdsicos de las células principales excitadoras e interneuronas
inhibidoras que regulan su actividad, se suman ias interneurcnas que inervan otras
interneuronas denominadas interneuronas-selectivas (I1S). Una de estas
interneuronas 181 contiene calretinina y tiene contactos a nivel perisomatico con
céiuias inhibidoras. Las tipo IS2 que contienen &l neuropéptido PiV, inervan las
interneuronas que hacen contacto con las células piramidales. Las [S3 que también
tienen PIV, forman miltiples contactos con las interneuronas horizontaies del
estrato oriens que se sabe inervan ias dendritas mas distales de las celulas
piramidales, en conjunto con las aferencias entorrinales (Freund y Buzsaki, 1996;
Gulyas y col., 1896, Acsady y col., 1996).

2.3 Acetilcolina

Las aferencias colinérgicas del septo medio y de la banda diagonai de Broca
se presentan en todas las capas del hipocampo (Frotscher y Leranth, 1985) tanto en
células principales como en interneuronas GABAérgicas (Freund y Buzsaki, 1996;

Lerantn y Frotscher, 1987).
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2.4 Noradrenalina

La inervacién noradrenérgica proviene exclusivamente del locus ceruleus
(Loy y col., 1980}, estas proyecciones son ipsilaterales y se presentan en cada capa
del hipocampo (Oleskevich y col., 1989). Esta insrvacién es particularmente densa
a nivel de ia capa polimdrfica, el estrato lucidum de CAg, el estrato lacunoso
molecular de CA¢ (Loy vy col., 1880). La mayor concentracion de noradrenaiina la
recibe el giro dentado y fa menor el campo CA; (Hortnagl y col.,, 1991; Hortnagi v
Heliweg, 1997). Esta proysccidn esta dirigida a las células piramidales como a las
interneuronas GABAérgicas; sin embargo, 1a noradrenalina participa principalmente
en interacciones de tipo no sinaptico (Milner y Bacon, 1989 a y b; Umbriaco y col.,
1995)

2.5 Serotonina

La inervacidn serotoninérgica proviene de los nucleos del rafe dorsal y medic
(Conrad y col., 1974). Las de la region dorsal no hacen contactos sinapticos, sin
embargo, la regidon media presenta soio un 21% de sinapsis con las dendritas y

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

El modeio de crisis inducido por ta administracidn de 4-AP es similar a la
epilepsia generalizada que se presenta en el humano. La 4-AP no es especifico
para algun sistema de neurotransmisién en particular, ya que el efecto de la 4-AP
sobre Ia liberacidn de neurotransmisores es de espectro amplio. En la epiiepsia no
se puede hablar de algun sistema de neurotransmisidn especifico, sino de un
conjunto de éstos que inicie, mantenga y propague el fenémeno paroxistico. Sin
embargo, de acuerdo a los antecedentes descritos previamente, el glutamato
participa de manera imponante en las crisis convulsivas inducidas por la 4-AP.

La técnica de microdidlisis dual y registro EEG simultaneo, que hasta la fecha
no se ha utilizado en ningin modelo de epilepsia, nos plantea la posibilidad de
indagar con mayor detalie la participacion del glutamato y algunos otros
aminoacidos sobre los mecanismos posibles de iniciacion y propagacion de las
crisis inducidas por la administracion de 4-AP en circuitos anatomicos que sean
relevantes para el surgimiento del fenémeno paroxistico como el caso del circuito
corteza entorrinal-hipocampo, ya que se tiene la posibilidad de estabiecer
correlacion conductual, EEG y bioquimica in vivo, durante el desarrollo de ias crisis

convulsivas.
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HIPOTESIS

Sobre la base de los antecedentes revisados, la hipdtesis de trabajo es que
un exceso en la transmision glutamatérgica es un factor importante en la iniciacion y
en fa propagacion de las crisis epilépticas producidas por la administracion de la 4-

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

De acuerdo a los antecedentes descritos y con el propdsito de evaluar el
papel de algunos neurotransmisores y su relacidn con el circuito anatdmico corteza
entorrinal-hipocampo en ias crisis convuisivas inducidas por {a administracidn de 4-

AP, se plantearon los siguientes objetivos:

GENERAL:

Determinar el papel de algunos aminodcidos neurotransmisores en las crisis
convuisivas inducidas por la administracion de 4-AP &n el circuito anatomico

corteza entorrinal-hipocampo.

PARTICULAR:

i. Cuantificar los niveles de algunos amincdacidos en las regiones de la
corteza entorrinal y el hipocampo mediante el uso de la técnica de microdialisis dual
y cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC), asi como, la actividad

electroencefalografica (EEG) de manera simultdnea a la evaluaciéon bioguimica.
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MATERIALES Y METODOS

Como se indico en la organizacion de la tesis, los Materiales y Métodos se
presentan en un articulo ya publicado “Cortical catechoiamine changes and
seizures induced by d4-aminopyridine in awake rats, studied with a dual
microdialysis-electrical recording technigue” (1999) Morales-Villagran, A., Lopez-
Pérez, S., Medina-Ceja, L. y Tapia, R. Neuroscience Letters, 275: 133-136, donde
se muestra las caracteristicas técnicas del dispositivo utilizado para el desarrollo
de este trabajo. A continuacién se exponen los detalles dei procedimiento.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (240-260g de peso) mantenidasf
en condiciones de bioterio, las cuales se anestesiaron con halotano y se sujetaron
a un aparato estereotaxico con la barra incisora posicionada a -3.3 mm. Se
colocarcn canulas guia de acero inoxidable (0.5 mm de diametro interno) a través
de perforaciones realizadas en el craneo de la rata para fijarlas de acuerdo a las
coordenadas estereotéxicas del hipocampo o la corteza entorrinal, y se sujetaron
con acrilico y tornillos al hueso. Las canulas de microdidiisis (previamente lavadas
con agua destilada por 20 min a un flujo de 5 pl/min), se insertaron en las canulas
gufa y se fijaron con alambre de acero adjunto a las canuias guia con acrilico dental
utilizado también para fijar el conector al craneo. Las coordenadas estereotaxicas
para la punta de las canulas de microdialisis fueron A -8.0 mm, L -4.6 mm de
bregma y V 5.4 mm de dura para la corteza entorrinal y A -4.0 mm, L -2.5 mm de
bregma y V 4.0 mm de dura para el hipocampo (Paxinos y Watson, 13986). La
localizacion de las dos canuias de microdidlisis se veritico después de terminado el

experimento por examen histologicc después de su tincion con violeta de cresilo.
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Se descantaron aguelios animales que presentaron una localizacién errénea de las
canulas.

Una vez retirada la anestesia y con las ratas despiertas, se perfundieron las
canulas impiantadas con un medio Krebs-Ringer con ia composicion siguiente (en
mM): NaCl 118, KHzPO4 1.25, KCI 4.0, MgS04 1.17, NaHCO3 25, CaCl; 2.2,
glucosa 10, pH 7.4. E! flujo de la perfusion fue de 2.5 pl/min, para lo cual se
utilizaron dos microjeringas montadas en una bomba de microinyeccién de BAS.
Durante la administracion de.ia 4-AP (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A),
la concentracion de NaCl se redujo para mantener la iso-osmolaridad. Después de
un periodo de equilibrio de 180 min, se colectaron continuamente fracciones del
perfusado de 37.5 pl /15 min. Después de tres fracciones consecutivas, que se
utilizaron para determinar los niveles basales de los aminoacidos en las dos
regiones estudiadas, el medio de la canula implantada en la corteza entorrinal o el
hipocampo fue cambiado por el medio experimental, el cual contenia 40 mM de 4-
AP durante una fraccion, para posteriormente regresar al medio Ringer normal para
colectar cuatro fracciones mas. E! medio de perfusién en ia otra regién implantada
no se cambid.

En la fig. 7 se presenta el diagrama experimenta! general y un esguema del
dispositivo utilizado para realizar la técnica de microdidlisis dual y registro

electroencefalografico simultaneo.
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Abstract

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

reserved.

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

Besides other neurotransmitters, catecholamines seem to
be involved in the modulation of neuronal excitability in
several brain regions, both in human epilepsy [3,5], and in
some animal models of seizures. Norepinephrine (NE)
depletion potentiates seizures mduced by kainic acid {1},
and lesion-induced loss of the locus coeruleus noradrenergic
projections results in increased seizure Ssusceptibilty to
cobalt topic application [19] or to hippocampal kindling [6].

The convulsant action of the K* channel blocker 4-
aminopyridine (4-AP) 15 well known. The microinjection
of the drug in the rat substantia nigra reticulata {16], the
CAl region of the hippocampus [4], or the cerebral cortex
and lateral ventnicle [11], produces electroencephalographic
(EEG} seizures and mtense motor alterations. 4-AP also
induces the release of neurotransmitters [17,18]. We have
shown that 4-AP stimulates the release of ghutamate in the
striatum in vivo, and suggested that at least part of the

* Corresponding author. Tel.: +52-5-622.5642; fax +52-5-622-
5607.
E-mail address napia®@ifisiol unam.mx {R. Tapia)

convulsant effect of the drug is due to an increased gluta-
mate-mediated excitatory neurotransmission {10,11].

Since as mentioned above some catecholamines seem to
play an important role in seizure mechanisms, we consid-
ered 1t of interest to study whether 4-AP could also modify
catecholamine release. Furthermore, most of the studies in
vivo atlempting to cormrelate seizure activity with neuro-
transmitter release have been carried out in single cerebral
regions, and little 15 known on the secondary effects on other
related zones. We have therefore studied the effects of 4-AP
on the release of catecholamines in both the cerebral cortex
infused with the drug and the contralateral cortex, simulta-
neously with the EEG recording, in awake rats. For this
purpose we have used a technique equivalent o that
described by Ludvig et al. [7], using a newly designed elec-
trical rotatory connection system coupled to a swivel.

The device comnsists of a BAS (Bioanalytical Systems,
West Lafayetie, IN) teflon swivel for freely moving rats,
modified in its iop picce (fixed piece) hy attaching a serics
of five T-mm wide metal grooved rings. A copper wire was
fixed to each ring and then stuck between the ring and the

0304-3940/99/3 - see tront matter & 1999 Elsevier Science lteiand Ltd Al nghits reserved
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ground electzocs end e oti:er four as recording electrodes.
A teflon cyiinder with fve sragiler metal rings was joined to
the bottom mebile pars of e swivel, and two stainless steel
needles were soidered o ezch ring, 180° apart; the other end
of each needis was placed under a slight pressure into the
groove of the corresponding large ring in the fixed piece of
the swivel. Wires soldered to the small rings were bunched
and coupled to the muitipia socketed connector which was
fixed to the rat skell. The tbing connections for the micro-
dialysis was as described in the BAS system for freely
moving rais.

Conceatric microaialysis cannaizs (exposed membrane 2
mm length and 3.32 mm diameter) were manufactured in
our laboratory with pleces obtained commercially (Small
Parts, Inc., Miami, FL), and to each probe a braided pair
of varnished copper wire (125 i diameter) was cemented
longitudinaliy. The vamish-free tips of the two wires were
approximateiy 10J im apert, and were located close to the
distal end of the diaiysis membrene to serve as bipolar
recording clectredes. The proximal ends of the braided
wires were scidered to the connector cemented on the rat
skull.

Adult male Vistar rats {240-260 g weight) were used
throughout, and were handled in accordance with the
Rules for Resezrch in Healih Matters (Mexico), with
approval of the local Animal Care Committes. Animals
were anesthetized with halothane in oxygen and secured
in a Stoeliing stercotaxic frame with the incisor bar posi-
tioned at — 3.3 mm. Stajnisss steel cannula guides (0.5 mm
internal diameter were inseited into skull holes and cemen-
ted just zbove Both motor cortices. Microdialysis probes

swivel wail, in such 2 way that one ring-wire served as

(previousty flushed with distilled water for 30 min at a
flow rate of 3 wl/min), were inserted into ite cannulz guides
and secured with steel wires attached to the gnide cannulas
and immersed in the dental acrylic cement used also to fix
the electrode connector on the skull. Siersctexic coordinates
used for the tip of the microdizlysis probes were: A —2 mm,
L +2.5 mm from bregma, and V 2 mm from dura [12]. The
correct location of the probes was verified after the experi-
ment by gross histological examination.

Anesthesia was disconnected and once ihe animal were
awake the implanted probes were perfused (2.5 pl/min,
using two microsyringes mounted on a BAS microinjection
pump) with an oxygenated Ringer—Krebs medium of the
following composition (in mM): NaCl 118, K,P0O, 1.25,
KC1 4.0, MgS0, 1.17, NaHCO, 25, Call, 2.2, glucose 10
{pH 7.4). After 2 180-min equilibratioa period, 37.5 pl (15
min) consecutive fractions of the perfusaie were continu-
ously collected. After the first three fractions, which were
used to determine the basal extracellular ievels of catecho-
lzmnines, the medium of the probe impianied in the right
cerebral cortex was changed for the experimental medium
containing 75 mM 4-AP (the NaCl concentration was
reauced proportionally in order to maintzin isoosmolarity),
using a liquid switch (CMAI110, Camegie, Sweden). This
concentration has been previously shown to induce intense
behavioral and EEG seizures under simiier experimental
conditions {13]. The 4-AP medium was infused for one
15-min period, then changed agzin for the normal mediom,
and five more fractions were collected. The medium of the
probe in the contralateral cortex was never changed.

Catecholamine concentration in the dialysis fraciions was
determined by HPLC and clectrochemical detection, as

Sasal 4- AP 15 min
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Fig. 1. Representative exampie of the epileptiform discharges induced by 4-AP microdialysis infusion in the right cerebral cortex. Each
set of records snow tha basal activity, the activity immediately after infusion of 4-AP, and 15, 30, 45 and 60 min afterwerds. in each set,
the top traces (R} correspond to the infused cortex and the bottom traces (L) to the contralateral cortex. Similar epileptiform activity was

observed in aif the animais studied {n = 6).
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described [8], using a Waters pump 515, C18 30 X 0.5 cm
columns, and a BAS amperometric detector LC 4B at 0.85 V
in 50 nA range. Significant changes were observed only in
the case of NE, dopamine (DA) and vanillylmandelic acid
(VMA).

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

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

Similarly to our previous observations [11], the motor
alterations were accompanied by epileptiform EEG
discharges, which started in the 4-AP infused cortex 15 %
4 min after the beginning of the infusion period. They were
characterized by poly-spikes and spike-wave complexes

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

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

The remarkable increase of extraceilular DA and the
comparatively modest NE increase occurred immediately
after 4-AP infusion, which suggesis that 4-AP is directly
stimulating the release of catecholamines, as has been
described for DA in the striatum {2] and for glutamate in
the striatum and in the hippocampus {10,13]. An equally
plausible explanation, however, is that the enhancement of
extracellular DA levels might be secondary to the glutamate
released by 4-AP, since it has been recently reported that in
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Fig. 2. Changes with time in extracellular NE, VMA and DA in the
cerebral cortex infused with 4-AP and in the contralateral cortex,
in awake rats. Each set of bars corresponds to one 15 min frac-
tion {37.5 wl). The concentration of the amines was similar in the
first three fractions and their values were averaged to obtain the
basal extraceilular levels (fraction 3). The values are means =
SEM for six rats in the infused cortex and for four animals in the
contralateral cortex {in two rats these microdialysis fractions
were lost). *P < 0.05; **P < 0.001, as compared with the basal
value.

the prefrontal cortex in vivo the release of DA seems to be
regulated by the activation of glutamate receptors [15].
The relationship of the stimulated releasc of DA with
seizurcs is not clear. Although the activation of Dl-like
reccptors has been found to have proconvulsive action,
most of the data in a varicty of seizure models favor
an anticonvulsant action of DA, which seems 0 be
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exerted by activation of D2-like catecholamine receptors
[1,6,14,19]. Since the convulsant action of 4-AP seems
to be due mainly to an excessive excitatory glutamaiergic
transmission as a result of stimnlation of glutamate release
[4,11,13], it appears that such predominant anticonvulsant
action of DA was insufficient to counteract the glutamate-
induced convulsive activity. The fact that both DA and NE
showed delayed increases in the contralateral cortex is
consistent with this interpretation and suggests ihat catecho-
lamines might be released as a compensatory mechanism
against seizures, as has been postulated previously [1.14].
The possibility that 4-AP diffuses to the contralateral cortex
is improbable, since its long-term effects after microdialysis
infusion, such as neuronal degeneration, seem fo be
restricted to the infused region (13). The enbancement of
extracellular VMA 30 min after 4-AP infusion, in both the
infused and the contralateral cortex, suggests an increased
turnover of NE, probably related to its angmented release.

This work was supported, in part, by CONACYT,
Mexico, project No. 1650P-M9507.
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL

Ratas Wistar
{240 a 260 g)

Microdialisis dual y registro
EEG simultaneo

Grupo: Grupo:
Corteza entorrinal: 4-AP Corteza entorrinal: Krebs-Ringer
Hipccampo: Krebs-Ringer Hipocampo: 4-AP

3 fracciones (37.5 V15min): niveles basales de los amincacidos l

1 fraccion : 4-AP (40 mM)
4 fracciones: Krebs-Ringer

Determinacion de aminoacidos
‘ por HPLC
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Fig. 7 Dispositivo utilizado para realizar la técnica de microdidlisis dual y el registro
electroencefalografico simultaneo.
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ANALISIE DE LOS AMINOACIDGS POR HPLC CON  DETECCION
FLUCRIMETRICA

E! contenidoe de los aminodcidos de las fracciones fue determinado por HFLC
después de la derivatizacion con o-phtaidialdehido, como se describe previamenie
(Salazar y col.,, 1924). La recuperacion de ios aminodcidos a traves de las
membranas de didlisis se describié previamente (Massieu y col., 1985} y los valores
de recuperacién obtenidos fueron: 8.0 + 0.5% para aspartato, 8.2 + 0.6% para
giutamato, 3.3 £ 0.4% para glutamina, 7.4 £ 0.7% para glicina, 6.3 + 0.4% para
taurina, 8.7 + 0.6% para alanina y 5.6 + 0.5% para el GABA (n=9). Se ha descrito
que para la 4-AP ia recuperacién fue de 11.3% (Morales-Viliagran y Tapia, 19396).
Los resultados gue se muestran no fueron corregidos para estos valores de
recuperacién. El andlisis estadistico fue determinade por ANOVA de una cola y la

comparacion de los grupos por pruebas post hoc.
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RESULTADGS
Como se indicd en ia organizacidn de ia tesis, 10s resuliades se presentan on
un articulo ya publicade "Action of 4-aminopyridine on extraceilular amino acids in
hippocampus  and  entorhinal cortexx A dual  microdialysis  and
electroencephalographic study in awake rats”, por Medina-Ceja, L., Moraies-
Vitlagran, A., Tapia, B. Brain Research Bulietin, 53:255-262, 2000, que se anaxa a

continuacion.
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ABSTRACT: in order to study the role of amino acids in the
hippocampus and the entorhinal cortex during the convuisive
process induced by 4-aminopyridine {4-AP), we have used a
device allowing the simultaneous microdialysis and the record-
ing of therr electrical activity of both regions in freely moving
rats, We found that infusion of 4-AP into the entorhinal cortex
resulted in a large increase in extracellular glutamate and glu-
tamine and small increases in glycine and taurine levels. Like-
wise, infusion of 4-AP into the hippocampus resulted in a major
increase in glutamate, as well as slight increases in taurine and
glycine. In both infused regions the peak ¢oncentration of ex-
tracellular glutamate was observed 15 min after 4-AP adminis-
tration. No significant changes were found in the non-infused
hippocampus or entorhinal cortex of the same rats. Simulta-
neous electroencephalographic recordings showed intense ep-
ileptiform activity starting during 4-AP infusion and lasting for
the rest of the experiment (1 h} in both the entorhinai cortex and
the hippocampus. The discharges were characierized by poly-
spikes and spike-wave complexes that propagated almost im-
mediately to the other region studied. These findings suggest
that increased glutamatergic synaptic function in the circuit
that connects both regrons is involved in the epileptic seizures
induced by 4-AP. © 2000 Elsevier Science Inc.

KEY WORDS: Giutamate, Entorhinal ¢ortex, Microchalysis,
4-Arminopyridine, Hippocampus, Seizures.

INTRODUCTION

The involvement of various neuretransmitier systems in the inity-
ation and spread of eprlepuic seures w well documented [16,35]
Seizures are thought to result from an eacttatory and hibitory
imbualance subscguent 1o nercised glutamuterme excitatnon or
reduced pamwnobutyrie acid (GABA)eraw intiitton [32] The
systenne, muaventticular or focal tian mjections of glutamate
agonists can anduce sersotes [537] and mosome eapernental

models of epilepsy the glutamate receptor antagonists show potent
anticonvulsant activity [9.17,23.28].

Further evidence of an important role of glutamate and GABA
i1 the epileptic phenamenon stems from the measurement of their
extracellular levels. Decreases in cxtracellular levels of GABA
have been found i microdialysates of kindled rat amygdala [13].
Gther microdiatysis studies :n kindled rats have reveaied increases
In glutamate concentration n the hippocampus [20,42). Morcover.
tn wive microdialysis studies in the cerebral cortex of human
epileptic patients have shown elevations in extracelbular aspartate.
glycine, serine, glutamate and alaninc (3,10]

The convulsant action of the K™ channel blocker 4-aminopyr-
wine {4-AP), both in vive and in brawn shees. s well known
[2.4.6,3,31.34] Mrcromjection of the drag n the rat substantia
mgry retrculata {38], in the CA1 region of the uppocampus {9,301,
and in the cerebral cortex and Jateral ventricle [23] produces
clectroencephalographic (EEG) seizures and intense motor alter-
ations, mcluding cireling behavior. limbic type seizures and wet-
dog shakes.

Another cffect of 4-AP is to induce the release of both excita-
tory and inhibitory neurotransmiters {7,12,38,40] Tn several prep-
arations u1 vifro, including brain slices, synaptosomces and neuro-
nal cuitures, such stimulation is highly dependeni on exiernal Ca?
[L11,38.39] fn vive, we hanc recently found that 4-AP stimulates
the release ot some amino acids 1 the stnatum and 1n the hip-
pocampus, particularly glutamate, and suggested that at least part
of the convulsant effect of the drug is due to an mmcrcased gluta-
mate-mediated excitatary neurotransmission {22,30,37]

Some studies have empleyed a daal microdialysis technigque 1o
investigate the functional neurounatorny of the nigrostriatal dopa-
mmergic and the striatonigral GABAergic pathways [24] Like-
wisg, other studies have nsed the intracerebral nucrodinlysis teche-
mque combined with clectrophysiological recording as « toel for
correlating clectrophysiologies] changes with extracellular Tevels
of nevrotransnutters [18,19.21.25.26].

* Addiess lor correspondence Prer Ricardo Tapia, Insitate de faseeopie Celula, Umversidad Nacional Autdnoma de Mexico, AP 70-057,
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FIG. 1. Represeniadve eicciroerncephalographic recordings before (basal), during (2-aminopyriding
[4-AFPY and at the times indicared after the Intuei0n of 4-AP 1o the entorbinal cortex. A similar
epilepiiforms patiern was obscrved i all the anima.s siudied (1 = 5} Usper t-aces ecorizx. lower

traces, hippocarpus.

In view of the well kncwn anatemical relattonshaps betwesq the

i

entorhinal cortex and the hippocampus [41], and of the imporiant
Aeurdiransmitter role of giutamate in nippscampal neurcoal cir-
cuits [43], in the present work we have studice the effects of 4-AF
simultaneousty in boih regions For this purpese, we used z device
which permins 4 dual microdialysis procedure and the concomitant
recording of EEG activity in awake rats In Dotk regions the most
notable change observed was a severad-fold increase in eXirace!-
lular glutamaie, which correlaied with the appearance of spiieptic
discharges.

MATERIALS AND METAODS

We have designed o device aliowing ihe simulianecus micre-
diatysts of two regions of the brair and the recording of their

-~—electr:cal acuvity with pipolar electrodes The deviee comstats of 4

BAS (Bicanalyticel Systems, West Lateyette, IN, USA) Teflon
swivel for freely moving rats. modified 10 its top preze as descrnbed
in deta:]l elsewhere [211. Briefiv. two concentric microdialysis
proves {exposed membrane 2-mm tength and (.32-mm diameter,
obtained from BAS, were used For the EEG recordiag, 2 par of
braided varmished copper wires (125-um diameter) were attached
iongrtudinally 1o 2acr orobe, The vartsh-free tips of the two wires
were apprexmmately 190 am spart. ang were located close 10 the
distal end of the dialvsis nembrane to serve as bipaar racording
eleciredes. The proximai ends ef the braided wires were soldered
tc the connector cemented on the rat skull

Aduk maje Wistar rats (240260 g weignt) wers used through-
out, und were handled in accordance with the Ruics for Rescarch
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FIG 4, Changes with iune i the exuacellular amine acwd levels i the hippocampus infused with
d-ammnopyridine (4-AP) and In the ipsiateral entorhinal cortex Details as in Fig. 3 The entarhinal
cortex was perfused with normal mediwm dwing all the expeniment Mean values = SEM [or 4 rats

(+ <003 *

seribed [14] and the recovery values oblained were 6.0 = 0 5%
for aspartate, 6 2 = 0 6% for glutamate, 3 3 = 0 4% for glutemine,
74 * 0.7% for glycine, 6.3 & 0.4% for wwunne, 67 = 0 6% for
alanine and 56 = 0 5% for GABA { = &) We have 1eported
previously that for 4-AP the recovery was 11 3% [22] The results
were not conected for these 1ccovery values. Statsstical analyses
were carnied out by one-way analyss of variance and group
COMPpattson < tests

RESULTS

Approammately 12 i after the begimmng of 4-AP infusion in
the entorhimal cortes or i the hippocampus, the animals showced
mereased locomotor acuvety sand overreactivity when touched,
This was followed by head nedd:ng, chewing and wet-dog shakes
Intense comvulsive behavior chatactenzed hy bursts of forepaw
clonic jetks and occasional genaralized tome-clome convulsions
was obsenved about 30 nim Lter This bhebuvior was present durnng
the rest of the experanent and, due 1o s intensity, 1 was necessuy
w ziasp the annoal from the emd of AR adiumstration

< 0 001, as compaied to the basal value)

Infusion with 4-AP into the entorhinal cortex induced intense EEG
cpilephiform activity, churacterized by tugh amplitude discharges of
abour enc mV for both the entorhinal cortex and the hippocumpus
(Fig. 1, Table 1), Once started, the discharges were continuous (status
epilepticus) and lasted until the end of experiment They were chin-
acterized by poly-sptkes and spikc-wave complexes, which were of
low frequency and amphitude 1n the first mun and reached a maximum
al 45 min The discharge frequency was simular in both tegions The
statas epulepticus usualtly appeared immediztely. but in two of the five
tats studied there was a pedod {10-15 min} of short discharges of
aboui 0.5 min of duration before the appearance of status epilepticus
(Fig 11 Infusion with 4-AP into the hippocampus (nduced epilepti-
form actaty similar o that after entorhingl corex infusion and
propagated to the latter (Fig 23 The frequency and amplitude of the
discharges were similar to those after 4-AP infusion in the entorhimal
corex {Table 1) Tn thus group the status epiiepticus appeared imme-
diately m o} 1ats studied

Four rats were mfused 1y the entorhinal costex with gh K-
medium durning two 15-nun tractions, as described in Matenads and
Methods  In ne case was any bebhavinal ot EEG abnormuanty

observed
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FIG 5. Changes with time in the exiracellular amine acud levels of the entorhinal cortex infused with
100 mM K™ during two fraciions and in the ipsilateral hippocampus. Details as m Frg. 3 The
nippocampus was perfused with normal medium: dunng all the experimen; Mean values = SEM for

dras (™ <001, " < 0.03)

The extracellular basal levels of ammo acids were obtained
from the average of the first three fractuons collected before 4-AP
or hugh potassium infusion and arc shewn in the first sct of bars 1n
Figs. 3-3. Basa: aspartate and GABA concentrations were too low
o be relrably measured in both the entorhinal cortex and the
hippocampus. The values obtained for the other amino acids are
similar in both regions.

Concomitantly with the appearsnce of EEG discharges, during
4-AP infusion in the entorhinal coriex there wus an increase in
extracellular glutamate and glutamine levels of about 600% and
350%. respectively {Fig 3), which persisted m the rext 15 mmm
(fraction 3, Fig. 3, und then returned to the basal value. Glveinc
and taurine Jevels also angmented in fraction 3 (184% and 276%
of the basal level, respectively). Neither aspartate nor GABA could
be detected after 4-AP nfusion. No significant amino acid changes
were found 1n the hippocampus of these rats infused with 4-AP in
the entorhinal cortex (Fig. 3).

Infusion of 4-AP in the hippocampus induced a rcmarkuble
increase in the extracellular glutamate, higher than ihat ebscrved in
the infused entorinnal cortex, that lasted alvo for 30 min after the
cessation of 4-AP infusion (Fig 4). Taurine and giycine showed

also significant, albeit much smaller increases, whereas glutamine
tended to decrease, No significant changes were found in the
entorhinal cortex of these rats infused with 4-AP in the hippocam-
pus (Frg. 4).

As shown in Ftg 3, infusion of high potassium in the entorhunal
cortex 1nduced a marked but transient increasc in extraceflular
glutamate, wiuch returned to the basal values after just one fraction
and reached significantly lower values after 30 min. A significant
but delayed increase in taurine levels was also observed, and only
marginally significant changes were observed in the other amino
acids. In the hippocampus of the same rats only a sfrght and
{ransient increase in gintamate was detected (Fig, 5).

SCUSSION

The dual microdialysis technigue used here provides a conve-
nient method to study some biochemical correlanons between two
interconnected regions, such as the hippocampus and the entorh:-
nal cortex, during 4-AP-induced epileptic seizures. Furthermare,
the simulianeous EEG recording at the sites of the microdialysis
probes permitied to correlate the clectrical activity with changes in
the extraceilular amino acids.

The niense epileptiform activity induced by 4-AP m the hip-
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pocampus and the entorhinal cortex, characterized by high amph-
tude and tmigh frequeney discharges that propagated almost imme-
diately to the other region, were sumlar to those previously
reported after ntracortical or intracercbroventricolar administra-
tion of the drug (23]

Also eimilar 1o previous findings in the stnatum [22] and in the
hippocampus [30] is the fact that 4-AP induced a several-foid
mcrease in the extracellular glutamate levels 1n both regions in-
tused, which was correlated with the initial hyperexcitability of the
ammals and with the estabhishment of continuous epileptic dis-
charges. These observations support the hypothesis that there &s a
causative relationship between the increased glutamate fevels and
the imtiation of seizures, and indicates that this correlation accurs
also in the entorhinal cortex and in the hippocampus. Such corre-
lation 1mphics that, as mentioned 1n the Introduction, the increased
extracelular glutamate induced by 4-AP 15 due to stunulation of 1ts
release from presynaptic terminals, as has been repeatedly shown

f1.31.38,39], and therefore 15 able to reach the excitatory
amino acids receptors, which bccome overactivated. Such mech-
amsm 1s supporied also by previous findings showing that seizures
induced by 4-AP, both and 1n brain slices, are blocked by
glutamate receptor antagonists [2,4.6,9,23,31]. In addition, we
have shown that the 4-AP-induced increase of extracellular ghuta-
mate in the hippocampus produces also neurodegeneranion {30],
whercas nerther seizures nor neuronal death occur when the ¢n-
hancement of extracellular glutamate is due tc mnhibition of its
transport or 1o K '-induced depolarization {14,15,27,30,37]. The
lack of convulsant action of high K ' -induced glutamate increase
was confirmed n the present study.

We have used here a dosc of 40 mM 4-AP in the awake rat.
Previous expernments demonsirated that 1 both the striatum [22]
and the hippocampus {30] at least 20 mM 4-AP in the microdi-
alysis medivm s required to induce an increase in extracellular
glutamate, After correction for the reported rccovery of 4-AP
through the dialvsis membrane (11.3%, [22]), this means that
approximately 55 nmoles of the drug m the [5-min period must
reach the tissue in order to stimulate glutamate release. However,
smaller doses are capable of inducing seizures For exampie, bolus
microinjection of 2--4 nmoles in the hippocampus [8.91, or micro-
dialysts infusion of 9 § nmoles (3.5 mM durning 15 min} in the
same region [30] produee intense convulsive acuvity. Since with
the latter dose ne increase in extraccellular giutamate was observed
in the L5-mun mucrochalysts fractions, it 15 possible that the senst-
tivity hmirs of the methed used to measure the amino acid,
combined with the relatively long fraction collection time, pre-
vents the detection of small and transient elevations of extraccllu-
lar glutamate that might be oceurning.

It v noteworthy that no significant changes in extracellular
amino acuds, ncluding glutamate. were observed in the non-
infused region (hippocampus or entortinal cortex) of the animais
infused with 4-AP. 10 spite of the fact that the duischarges rapidly
propagated to them Stmutarly to the abos e discussed effect of low
comvulsant doses of 4-AP, it scems probuble that in the projection
arca the enhancoment of glutamate release might be small and
transient and therefore could not be deteeted i the [5-min fraction
persod This would not be unexpected, in vicw of the well known
rapid reuptake of the amino acid by high affinity tansporters,
which would prevent its ditfusion through the dialysis membrane.
In the cuse of lugh K'', also no significant changes were observed
i the projecting arca Because this treatment did not produce
serzures, this result was not siprismg,

The relatvely small neteases in glveme and taunine i the
lppocamipus aficy 4-AT imlusion huve heen desenbed previously
L3I T contiast, e the entorhunal cottes, T AP induced a notable
enhaneerwnt of adutannne, s el as that of ghitamate, whereas

261

the other amino acids, with the exception of taunne and glyeine,
were not sigmificantly affected These differences between hip-
pocampus und entorhunal cortex might reflect some particolar
metabohe properties of the latter,

The results of the present work suggest an important role of

glutamate in the initiation of seizures. 1 both the hippocampus and
the entorlunal cortex. but an involvement of the amino acid in the
propagation of ¢pileptic discharges 10 the corresponding projection
urea could not be demonstrated with the technique used A more
definitive conclusion should emerge from the use of more sensitive
glutamate detection procedures, which should permit to measure
changes 1n the amino acid concentration occurring n shorter time
perods
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DISCUSION

i. Veniajas de ia técnica utilizada

En el presente irabajo se determinaron los efecics de ta administracién de
la 4-AP a través de cénulas de microdidlisis en el circuito corteza entorrinai-
hipccampo, sobre la concentracidon exiracelular de ciertos aminodcidos y su
posible relacidn en la iniciacién y propagacion de las crisis epiieptiformes. Para
este propdsito se utilizd 1a técnica de microdidlisis dual vy registro EEG simulidneo
en ratas en libre movimiento, que hasta la fecha no se ha utilizado en ningun
modelo de epilepsia, ya que nos plantea la posibilidad de establecer la correlacion
conductual con ef EEG y con la bioguimica in vivo, durante el desarrolio de las
crisis convuisivas. Asimismo, la técnica nos ofrece la posibilidad de establecer la
relacion biogquimica y del EEG en areas del cerebro que estan conectadas, como es
el caso de la corteza entorrinal y &l hipocampo, lo cual permite apreciar no solo el
inicio sino la propagacion de las crisis en un circuito de relevancia en la generacion
del fendmeno paroxistico. A pesar de que ha habido intentos por realizar
microdialisis y registro EEG simultaneo, los dispositivos que adosaban o anclaban
electrodos a ias cénulas generaban dafo tisular (Sandberg y col., 1888, Szerb,
1991; Ludvig y col., 1992). Obrenovitch y col. (1993) han mejorado la técnica,
utiizando un dispositivo que evita el dano, pero sélo se ha empieado en animaies
anestesiados y con una sola canula de microdidlisis. La técnica que se emplec en
este wrabajo nos proporciona la veniaja de evaluar de manera simulianea los
parametros sefalados en dos regiones del cerebro reiacionadas sin los problemas

dei daic tiswar, y ademas en animales en libre movimieno. £sic ha quedadce va ce
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manifiesto en el frabajo publicadc que aqui s incluye en ia seccién de Maieriales v
Métodos (Morales-Viilagran y col., 1993).

ff. Efectos en las regiones infundidas con 4-AP

Los resultados del presente estudic mostraron que ia 4-AP indujc actividad
epileptifome intensa en el hipocampo y la corteza entorrinal. Esta actividad se
caracterizé por la presencia de descargas de frecuencia y amplitud alta que se
propagaron casi de inmediato a la otra regidn, como las previamente pubiicadas con
la administracién de la 4-AP a nivel intracortical o intracerebroventricular (Morales-
Villagran y col., 1996). Asimismo, la 4-AP indujo un aumento en la cencentracion
extracelular de glutamato en ias regiones infundidas con 4-AP: la corteza entorrinal
y el hipocampo. Este aumento del glutamato se correlacioné con el inicio de la
hiperexcitabilidad conductual y eléctrica observada en las ratas. Estos resultados
apoyan la hipétesis de la relacion causal entre los niveles altos de glutamate y ias
crisis en ambas regiones infundidas, y sugiere que el glutamato liberado de la
terminal sinaptica es capaz de alcanzar los receptores de glutamato y generar el
fendmenc paroxistico, hecho que se apoya en los trabajos previos realizados en el
iaboratorio (Fragoso-Veloz y col., 1990; Morales-Villagran y col., 1996). En este
trabajo se utilizd una dosis de 40 mM de 4-AP, durante 15 min, que equivale a una
cantidad tota! aproximada de 110 nmoles, tomando en cuenta la recuperacion de la
droga a través de la membrana de didlisis (=10%), que llegan al espacio
extracelular. Esta concentracion es suficiente para inducir un aumenic en la

concentracion extracelular de glutamato y la generacion de las crisis convuisivas,
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como se ha demcstrado en los experimentcs de inyeccion de la 4-AP (Fragoso-
Weioz y col., 1990: Morales-Villagran y col., 1996).

A. Fapel de los recepiores de giutamalo. La evaluacién del perfil de
aminoéacidos por HPLC durante las crisis inducidas por la administracion de 4-AP a
través de la canula de microdidlisis en raias anestesiadas, ha mostrads que !
glutamato alcanza la concentracion extracelular més alta en comparacion con i0s
ptros aminoacidos. Asimismo, ias alieraciones moloras producidas por a 4-AP se
bloguean por antagonistas del receptor a glutamato tipo NMDA (Morales-Viitagran y
col., 1996). Este aumento en la concentracidén extracelular de glutamato debido a
una liberacion excesiva, pudiera sobreactivar a los receptores de glutamato e
inducir los fenédmenos de hiperexcitabilidad (eléctrica y conductual) y crisis. Trabajos
recientes de Pefia y Tapia (1999) han demostrado una correlacion entre este
aumento de la conceniracion extraceluiar de glutamato, las descargas convulsivas y
la neurodegeneracion producida a nivel de las regiones CA1 y CAS del hipocampo
de ratas a las que se administré la 4-AP a través de canulas de microdiglisis. Asi,
se ha establecido que la neurodegeneracion producida por la 4-AP se relaciona con
un aumento directo de la concentracion dei glutamato en las sinapsis
giutamatérgicas, lo que le permite la interaccion con receptores del aminoacido
presentes en el drea infundida (Tapia y col., 1999). A este respecto, se ha
encontrado que en las neuronas piramidales de CA1 poseen receptores
postsinapticos tipo NMDA (Liu y col., 1894), mientras que en CA3 precdominan los
receptores post-sinapticos tipo KA (Vignes y Collingridge, 1997; Castillo y coi.,
1997). Ambos tipos ce receptores estan relacionados con la epitepsia (Meidrum y

col., 1989), por 1o gue es posible postular que su sobreactivacion en CA1 y CA3
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esia relacionado con la generacidn de ias crisis convulsivas inducidas por ia 4-AF,
Esta hipdiesis se ha confirmado en un trabajo muy reciente del laboratcrio, en
donde se ha demostradc gue ia administracidn de antagonistas al recepior Je
glutamato tipo NMDA, come el MK-801 y el CPP, o no-NMDA, como el NBOX,
reducen la intensidad y duracidn de las crisis v protegen contra la degeneracison
producida en ias células piramidales de CA1 y CA3 del hipocampo (Pefia v Tapia,
2000). Asimismo, se ha demostrado que el blogqusador a los canales de Na~
sensibles a voltaje tetrodotoxina (TTX) previene todos los efectos de la 4-AP en el
hipocampo: el aumento en la concentracién extracelular de glutamato, las
descargas EEG vy la neurodegensracion de CA1 y CA3. Estos resuitados indican
ciaramente el crigen neurcnal de la liberacion de glutamato por la 4-AP, lo cual se
apoya ademds en el hailazgo de que el bloqueador del canal de Ca™ tipo N,
conoctoxina, disminuye la liberacidn de glutamato y protege contra la degeneracidn
(Pefa vy Tapia, 20C0). Estos datos, en conjunto, permiten concluir que i aumento
en la concentracion extracelular de glutamato inducido por la 4-AP ocurre en ias
sinapsis glutamatiérgicas de las céluias piramidales de CA1 y CA3 del hipocampo y
que como consecuencia se sobreactivan los receptores tipo NMDA y no-NMDA que
se encuentran en estas células, produciendo asi las crisis convulsivas.

Estudios autoradiograficos han demostrado la presencia de receptores de
glutamato tipo NMDA en Ia capa molecular del giro dentado y en el estrato oriens y
estrato radiatum de las regiones de CA3 y CA1 del hipocampo Asimismo, se har
encontrado en estas mismas regiones, receptores tipo no-NMDA como el AMPA

Por su parte el receptor de glutamato tipo KA se ha localizado en el estrate lucidum
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de ia regidn de TAS del hipocampo, aungue $e presentian en Menoar proporsion an
la capa molecular y polimdriica del giro dentado {Young v col., 1881, insel v ool
1990;. Por oirg lado, se ha demostrado que ias neuronas de las cagas iV y WV de ia
corteza entorrinal median sus respuestas sindpticas por receptores de glutamato
tipo AMPA y NMDA (Jones, 1987; Jones y Lambert, 1990). Asimismg, las neurcnas
estrelladas de la capa i, que contricuyen mayoritariamente a la via perforanie que
proyecia al giro dentado, median su respuesta sindptica a través de recepiores de
giutamato tipo NMDA y no-NMDA, como AMPA v KA (Jones, 19280, Jones vy
Lambert, 1280). En esias capas también se ha demostrado gue la actividad
epiieptiforme inducida al disminuir la concentracidn de Mgz““ depande de ia
activacién de estos receptores tipc NMDA y no-NMDA (Jones, 1987; Jones v
Heinemann, 1988). A este respecto s& ha encontradoc que ios recepiores de
glutamato tipo no-NMDA son los primariamentie involucrados en la iniciacion de las
descargas, mientras que ios recepiorss tipo NMDA estan mas relacionados con &l
aumento y duracién de ias crisis {Jones y Heinemann, 1961). Nuevamente estos
datos apoyan ia conclusion de que la sobreactivacion de ios receplores ionotropicos
de glutamato tipo NMDA y no-NMDA es fundamental en el mecanismo de la accion

epileptogenica de fa 4-AP en 8! hipocampo y en la coricza entorrinal infundides,

—~

como consecuencia de la liberacidon de glutamato. Como ya se menciono, la

neurodegeneracion producida por la 4-AP en el hipocampo parece deberse tampien
a la sobreactivacién de los receptores tipe NMDA. Aunque no se hs estudiado ia
degeneracion producida por la 4-AP en la corteza entornnal, es probable que ias
neuronas de sus capas iV v V se encusniren dafadas, de acuerds con oS

antecedentss sefaladcs.
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Por otro lado, existen varios trabajos gue demuestiran la presencia de
diferenies subtipos de autoreceptores de giutamatc ert 'a formacién hipocampica,
que reguian de manera aiferente la liberacion de giutarmato, de acuerdo a la regidn
de! hipocampo que se trate (CA1, CA3); en el caso de las fibras musgosas
{glutamatérgicas) que provienen de las ¢élulas granulares del giro dentado y que s2
dirigen hacia las células piramidaies de CA3, se ha encontrado receptores tipo
AMPA/KA en la regidn presindptica, cuya activacion reguia positivamenie la
liberacién del glutamato en CA3 (Gannon y Terrian, 1981; Terrian y col., 1981;
Maliva y col., 1938, 1988). En cambig, en las colaterales de Schaffer, ics receptores
tipo KA presinapticos moduian negativamente la liberacién del glutamato (Zhou y
ceol., 1985) . Por otra parte, los receptores ds glutamato metabotrépicos también
parecen tener un papei importante en controlar la fiberacién del giutamato en &l
hipocampo. Se han encontrado receptores metaboirdpicos presinapticos (mGiuR4a,
mGluR7a, mGiuR7b, mGIluR8) en las terminales glutamatérgicas que hacen
contactos con las interneuronas, fas cuales regulan negativamente la liberacién de
glutamato (Shigemoto y col., 1997; Scanziani y col., 1997). Asimismo, se ha
observado que el glutamato disminuye la liberacidn det GABA, via receptores
presinapticos tipo KA localizados en las interneuronas GABAérgicas (Rodriguez-
Moreno y col., 1997; Cunha y col., 1997). El glutamato también aumenta la
liberacicn del GABA via receptores tipo NMDA localizados en las interneuronas
(Harris y Miller, 1889; Getting y col, 1996). Finalmente, en estas células
GABAérgicas se ha observado la presencia de receptores metabotropicos gque
reguian de manera diferente {a liberacion del GABA: los mGluR1/mGIuR5

focalizados en la zona somatedendritica tienen un efecto positivo, mientras que los
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receptores mGIUR2/mGIuR3 localizados en las dendritas tienen el efecio opuesto
{(Poncer y col., 1995). En virtud de estos datos, no podemos descartar la
participacion de los receptores metabotropicos en este modeio de induccidn de
crisis por 4-AP, a pesar de que no se ha evaluado este aspecto.

8. Papel de los transportadores de glutamato. Ei aumento de los niveles
extracelulares de glutamato en la zona de infusién por la 4-AP, encontrado en este
trabajo, puede modificar 1a expresion de los transportadores, ya que se ha visto
previamente que en algunos modelos de epilepsia, como el kindling o la aplicacion
de KA, se ve disminuida la expresién del transcrito a los transportadores GLT-1,
EAAC-1 y EAAT-3 en el hipocampo (Akbar y col.,, 1928; Ingram y coi., 2000;
Simantov y col., 1999). Sin embargo, en otros trabajos se ha encontrado aumentos
en la expresion de los transportadores de glutamato GLT-1 y GLAST, esie Ultimo en
células no-neuronaies del hipocampo (CA3 y capa polimdrfica del giro dentado),
cambios debidos probablemente a un aumento en los niveles extraceiulares de
giutamato durante las crisis (Akbar y col., 1997; Nonaka y col., 1998), lo que pudiera
representar un mecanismo de defensa transitorio para reducir las concentraciones
extracelulares de glutamato en la region hiperexcitada (Ingram y col., 2000). A este
respecto, el trabajo de Duan y col. (1999) ha demostrado en cultivos de astrocitos,
que el glutamato produce un aumento rapido en la captura de glutamato que se
asocia con un incremento en la expresion de GLAST. En otro trabajo, se ha
observado una disminucion y posteriormente un aumento en la expresion del mRNA
y la proteina de EAAT3 en el hipocampe de animales tratados con KA. Los autores
concluyen que esta regulacion diferencial de los transportadores pudiera tener un

papel significativo en controlar el nivel de excitabilidad en el hipocampo (Simantovy
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col., 1899). De acuerdo con lo anterior, es posible que en nuestro modelo, en la
regién infundida con la 4-AP, el aumento en la concentracidn extracelular de
giutamato durante y después de 15 min posteriores a la administracién de la droga
sea suficiente para aumentar la expresion de estos transportadores de glutamato y
evitar de esta manera ia hiperexcitabilidad generada por el glutamato. Sin embargo
de ocurrir este mecanismo, es evidente que no seria suficiente para evitar las crisis.

. Efectos en las regiones no infundidas con 4-AP

Por otro lado, no se observaron cambios significativos en 10s niveles
extracelulares de glutamato en las regiones de proyecciéon no infundidas con 4-AP
de los mismos animales, a pesar de que las descargas se propagaron de manera
casi inmediata a estas regiones. Esto se debe probablemente a que en el drea de
proyeccion los cambios fueron muy transitorios, ya que el sistema de captura del
glutamato, realizado por los transportadores de afinidad alta, no esta alterado por la
aplicacion de la 4-AP. Es posible que por esta razén los cambios no pudieron ser
detectados en ias fracciones de 15 min, porque la sensibilidad de la técnica de
HPLC utilizada es insuficiente para observar cambios muy pequenos. Al respecto,
no podemos descartar la posibilidad del hechc de que ta neurotransmision
glutamatérgica no esté primariamente involucrada en la propagacion de las
descargas y que algtin otro mecanismo no refacionado con la sobreactivacién de
los receptores de giutamato pudiera participar en la propagacion y mantenimiento
de las crisis en las regiones de proyeccion estudiadas. Entre éstos, se sabe que las
vias de asociacion y comisurales, GABAérgicas y glutamatérgicas,
respectivamente, de la formacion hipocampica, presentan receptores muscarinicos

al neurotransmisor acetilcolina {Ach), tipo m2 y m4 , mientras que las células



45

granulares dei giro dentado expresan receptores post-sinapticos tipo m1 vy m3
{Rouse y Levey, 1897). Esios recepiores estan relacionados con ¢l sistema de
neurctransmision colinérgica, ia cual influye en ia liberacién de neurotransmisores
como el glutamato y el GABA en ei hipocampo. Por ejemplo los receptores m2
parece que estan primariamente involucrados en el control de la liberacion del
giutamato a través de un mecanismo de retroalimentacién negativo, y en general, ia
ACh inhibe la liberacion del glutamato (Marchi y col., 1989}). Asimismo, se ha
encontrado que las interneuronas GABAérgicas de la formacién hipocdmpica
presentan diferentes subtipos de receptores de ACh nicotinicos, se ha sugsrido gue
la activacidn de las interneuronas GABAérgicas mediada por estos recepiores
nroduce un efecto inhibidor sobre las células piramidales que son glutamatérgicas
{Alkondon vy col., 1997). Por lo anterior, es posible correlacionar un deterioro dei
sistema colinérgico, que controla fa liberacion de giutamato en condiciones
normaies, con el desarrollo y establecimiento de la epilepsia (Viziy Kiss, 1988). Con
los antecedentes senalados, as posible que el sistema colinérgico este participando
de manera importanie en el establecimiento de las crisis, ademas del sistema
glutamatérgico evaluado en el presente estudio.

Los resuitados también mostraron aumentos peguenos en 108 niveles
extracelulares de glicina, taurina, alaning, glutamina y GABA, que previamente
habian sido reporitados (Pefia y Tapia, 1999). En la corteza entorrinal la 4-AP
indujo un aumento considerable de la glutamina, semejante al glutamato, mientras
que ios otros aminodcidos, con excepcion de la taurina, no tuvieron un aumento

significativo. Aunque no podemos ofrecer una explicacion clara de estos hallazgos.
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asias diferencias enire ei hipocampo vy la corieza entorrinal  pudieran refieisr
distintas progiedades metabdlicas.

En resumen, en el presente trabajo se demosird la paricipacion del
giutamato en la iniciacién de las crisis, tanto en la corteza entorrinal como el
hipocampo infundides con 4-AP. Con la técnica utilizada no se pudo demostrar ia
panicipacion del glutamato en la propagacién de las descargas epilépiicas 5 su
correspondiente drea de proyeccion. Sin embarge, se considera que con un sistema
de deteccidén de amincacidos mas sensibie, seria posible medir cambios en ia
concentracion extracelular de aminodcidos en periodos de tiempo mas coitos, y gue
bajo estas condiciones si se ancontraran cambios transitorios en la concentracion

de glutamatc extracelular.
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