ey
S

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO
POSGRADO EIN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS

0 WO TN § iy

= x?,_ % —

A AN 2,
aal o N7z

EL NUCLEO RETICULARIS PONTIS CAUDALIS
COMO SITIO DE ACCION DE FARMACOS
ANTICONVULSIVANTES EN UN MODELO DE
CRISIS GENERALIZADAS PRODUCIDAS POR
PENTILENTETRAZOL EN LA RATA.

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

DOCTOR EN CIENCIAS
P R E s E N T A :

JOAQUIN MANJARREZ MARMOLEJO

S Sy CENC
DIRECTOR DE TE%@. R. IGNACIO CAMACHO ARROYO
B 2_

MEXICO, D. F.

Coorpinacion TE
S
U

A FAL




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

COORDINACION
4 e Uireciti. Jenerar g e
Jinbd g gifundir en tarmate eln
‘nienidy de i frabo. T

OMmise . WA e A
AL L UL [

FRCha_L 7 e300 ./ Do EX
Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez v 2 “1 m—
Director General de Administracién Escolar, UNAM J —

Presente

. é—zz'mnz'ﬂtié_.

Por medio de la presente me permito informar a usted que en a reunitn ordinaria det Comité Académico del
Posgrado en Ciencias Biolégicas, celebrada el dia 24 de febrero de 2003, se acordd poner a su consideracion
el siguiente jurado para el examen de grado de! Doctorado en Ciencias del alumno(a) Joaquin Manjarrez
Marmolejo, con numero de cuenta 76237078 y nimero de expediente 3991171, con Ia tesis titulada: “El
nuicleo Reticularis Pontis Caudalis como sitic de 16n de far ticonvulsivantes en un modelo
de crisis generalizadas producidas por pentilentetrazol en la rata.”, bajo la direccion del (la) Dr. Ignacio
Camacho Arroyo.

Presidente: Dra. Rosalinda Guevara Guzman
Vocal: Dr. Camilo Rios Castaiieda

Vocal: Dr. Gabriel Roldan Roldan

Vocal: Dr. Marco Antonio Cerbon Cervantes
Secretario: Dr. ignacio Camacho Arroyo
Suplente: Dra. Maria Esther Cruz Beltran
Suplente: Dra. Clorinda Arias Alvarez

Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, D.F., a 28 de febrero de 2003

Dra. Tila Maria Ortiz
Coordinadora del Programa

c.c.p. Expediente del interesado TE S IS C O.N
FALLA DE Q1

e



las  investigaciones de esta tesis se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Fisiologia de {a Formacion Reticular, Unidad de Investigaciones Cerebrales del,
Instituto  Naciona! de Neurologia y Neurocirugia “Manuel - Velasco Suarez”

dependiente de la Secretaria de Salud.

Deseo agradecer al Dr. Raul Alvarado Calvillo por la oportunidad de realizar mi

trabajo en el laboratorio a su digno cargo.




AGRADECIMIENTOS
Quiero agradecer a los integrantes de mi comité tutoral por su apoyo y espera:

Dra. Rosalinda Guevara Guzman
Dra. Maria Esther Cruz Beltran

Dr. ignacio Camacho Arroyo
Y a los integrantes del comité que avala el presente trabajo de tesis:

Dra. Clorinda Arias Alvarez
Dr. Camilo Rios Castafeda
Dr. Gabriel Roldan Roldan

Dr. Marco Antonio Cerbon Cervantes




DEDICATORIA

“..Y lo importante no es como esta el camino, sino que para llegar a la meta
pretendida hay que mantener firme la idea de llegar”. Al fin y al cabo, los
obstaculos que se atraviesan en el camina, se tienen que brincar o rodear, mas
no evitar, si nos tropezamos hay que levantarse y seguir. Y cuando pensemos
que hemos alcanzado la meta nos daremos cuenta de cuan largo es el camino
y que so6lo debemos seguir caminando.

“La adquisicidon del conocimiento cientifico no es riqueza material, por
eso los que nos dedicamos a este negocio no somos ricos. LLos que tenemos
alguan acceso a la cultura somos ricos de espiritu, de conciencia y de esta
manera podemos ayudar al projimo y al hacer lo que nos satisface se nos
permite tener una vida en equilibrio y no morirnos en la completa apatia por no

tener ese lujo que se llama conocimiento”.

Este trabajo de varios afos es dedicado a mis dos grandes orgullos y
satisfacciones DAMARIS E. y JOAQUIN. Quiero que sepan que su padre los

ama y respeta, esto sera por siempre.

A mis padres ENRIQUETA Y JOAQUIN, mencion honorifica y a todas las

personas que existen y forman parte de mi vida.




INDICE

RESUMEN 1
ABSTRACT 2
INTRODUCCION 3
ANTECEDENTES , 4
MODELOS EXPERIMENTALES DE EPILEPSIA 6
FARMACOS ANTIEPILEPTICOS 9
LA FORMACION RETICULAR Y LA EPILEPSIA 18
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ; 22
OBJETIVOS 22
HIPOTESIS 7 23
METODOLOGIA 24
RESULTADOS 27
DISCUSION 42
CONCLUSIONES 49

REFERENCIAS 50
ANEXO: PUBLICACION

Joaquin Manjarrez, Raul Alvarado, Ignacio Camacho-Arroyo. 2001,
“Differential effects of NMDA antagonists microinjections into the nucleus
reticularis pontis caudalis on seizures induced by pentylentetrazol in the

rat”. Epilepsy Research 46:39-44.




RESUMEN:

Durante muchos afos, la Formacion Reticular (FR) del tallo cerebral se ha
reconocido por su capacidad para regular las crisis tonico-clonico generalizadas
(CTCG) producidas por varios meétodos de estimulacion en animales de
experimentacion, uno de los nucleos de esta zona involucrado en este mecanismo
es el nucleo reticularis pontis caudalis (PnC). Sin embargo, hasta la fecha no se
ha estudiado esta estructura como sitio de accion de farmacos antiepilépticos. Por
lo que el objetivo general de este estudio fue evaluar el efecto de la administracion
de antagonistas del receptor a NMDA a Progesterona y a farmacos antiepilépticos
de uso clinico en el PnC de la rata, sobre las crisis provocadas por
pentilentetrazol (PTZ). La microinyeccion en el PnC de ((5R, 10S)-(+)-5-metil-
10,11-dihidro-5H-dibenzo[a,d]cicloheptén-5,10-imina) (MK-801), antagonista no-
competitivo del receptor a NMDA disminuy0 |a incidencia de CTCG, mientras que
el acido 2-amino-7-fosfonoheptanocico (AP-7), antagonista competitivo de este
receptor no modifico las CTCG. La microinyeccion de progesterona (P,) en el PnC
bloqued las CTCG provocadas por PTZ. La microinyeccion de acido valproico
(VAP), inhibio las CTCG de manera dependiente de la dosis. Sin embargo, la
microinyeccion en el PnC de Etosuximida (ETO), Carbamazepina (CBZ) y
Difenilhidantoina (DFH), farmacos antiepilépticos de uso clinico no tuvo efectos
sobre las CTCG. Se concluye que el PnC de la FRP de la rata puede ser un sitio
de accion de algunos farmacos antiepilépticos en el modelo experimental de crisis
por PTZ. Por lo que sugerimos la participacion de los aminoacidos excitadores,
del GABA y de las progestinas en la regulacion de las CTCG a través de su

accion en el PnC.
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ABSTRACT

The brainstem reticular formation has been recognizéd for its capacity to
regulate generalized tonic-clonic seizures (GTCS) induced by i-nany.stimull in
experimental animals. Specific nuclei of the pontine reticular formation, such as
the nucleus reticularis pontis caudalis (PnC) are involved in the regulétion of
GTCS. However, the effects of antiepileptic drugs in PnC upon GTCS induced by
the systemic administration of pentylenetetrazole (PTZ) have not been explored.
The aim of this work was to evaluate the effect of MK-801 a non competitive
NMDA receptor antagonist, AP-7 a competitive NMDA receptor antagonist,
progesterone and clinical anticonvulsants Ethosuximide, Valproic acid,
Carbamazepine and Diphenylhidantoin microinjections into the rat PnC on
seizures induced by PTZ. The unilateral microinjection of MK-801 into the PnC
reduced the incidence of GTCS, whereas AP-7 had no effect on the GTCS.
Progesterone microinjection into PnC protected against the PTZ seizures. The
microinjection of valproic acid induced a dose-related protection against PTZ
seizures. However, Ethosuximide, Carbamazepine and Diphenylhidantoin
microinjection had not effects on GTCS. In conclusion, the rat PnC nucleus is a
target for some antiepileptic drugs in the PTZ seizures model. This results suggest
the participation of excitatory aminoacids, GABA and progestins on GTCS
regulation through their action on PnC nucleus.

13




INTRODUCCION

La epilepsia es un problema de salud ptblica ya que del 1-1.5% de la
poblacion mundial tiene este padecimiento. De este porcentaje, entre el 25-30%
de las personas con epilepsia son refractarios a los medicamentos, esto quiere
decir que este porcentaje tiene una alta probabilidad de requerir cirugia para
extirpar el area epileptogénica, que por lo general es el I6bulo temporal. Por lo
tanto es muy importante que se genere conocimiento nuevo acerca de otras
estrategias para controlar la actividad epiléptica.

En la actualidad se conoce muy poco acerca de los sitios del sistema
nervioso central sobre ios que actian los farmacos de uso comun en el control de
los diferentes tipos de crisis epilépticas. Uno de los aspectos importantes para
abordar este problema es el uso de modelos experimentales con animales en los
cuales se pueden inducir bajo condiciones controladas diferentes tipos de crisis
epilépticas (Fisher, 1989). Los hallazgos encontrados con estos modelos se
pueden extrapolar hacia la busqueda de nuevas técnicas o nuevos tratamientos
para el control de la epilepsia (De Deyn et al., 1992).

La investigacion basica ha demostrado que los farmacos de uso clinico son
efectivos en la supresion de crisis convulsivas en los modelos experimentales de
epilepsia (Loscher y Schmidt, 1988). Se ha propuesto que las crisis generalizadas
son reguladas por estructuras del tallo cerebral, en especial la Formacion
Reticular. En este trabajo se muestran resultados que indican que los farmacos
antiepilépticos Utiles para el tratamiento de las crisis generalizadas pueden tener
efectos diferenciales en una misma estructura importante en la regulacién de las
crisis generalizadas como el nucleo reticularis pontis caudalis




ANTECEDENTES

La Organizacion Mundial de la Salud ha definido a la epilepsia como una
afeccion cronica de etiologia diversa, caracterizada por crisis recurrentes y
autolimitadas que se deben a una descarga neuronal excesiva (crisis epilépticas)
y que se asocian con diversas manifestaciones clinicas y paraclinicas.

La principal terapia para controlar la epilepsia se basa en la administracion
sistémica de farmacos antiepilépticos (FAE). Se sabe que el tratamiento depende
del tipo de crisis que padezca el paciente epiléptico (Dodson, 1998), (Tabla 1).
Aproximadamente del 25-30% de las personas con epilepsia no responden o no
toleran los FAE sistémicos (Deckers et al, 2000).

En las ultimas décadas se han realizado investigaciones que utilizan como
blanco a los diferentes receptores de Ilos neurotransmisores que estan
involucrados en la génesis del proceso epiléptico, principalmente los receptores
excitadores como el glutamato (GLU) o inhibidores como el acido y-amino butirico
(GABA) (Meldrum, 1996; 1998; 1999. Meldrum y Chapman, 1999; Czuczwar y
Patsalos, 2001; Temkin et al, 2001). No obstante, se requieren nuevos meétodos
para tratar a los diferentes tipos de crisis que ocurren en pacientes epilépticos.
Uno de estos consiste en la microinyeccion local de compuestos con actividad
antiepiléptica directamente en el tejido cerebral epiléptico para reducir o suprimir
las crisis (Eder et al, 1997).

Las crisis se clasifican dependiendo de su sitio de inicio en: parciales
{focales) o generalizadas. Las parciales se dividen en simples -sin pérdida de la
conciencia- y complejas con pérdida o entorpecimiento de la conciencia. :Las
generalizadas se dividen en: 1) ausencias que pueden presentarse con una breve
fijacion al vacio o con breves automatismos y actividades motoras como
sacudidas de parpados y 2) toénico-clénicas conrcaldas. rigidez y sacudidas
acomparnadas con pérdida de conciencia y a veces con incontinencia urinaria.
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Tabla 1
Farmacos antiepilépticos efectivos contra crisis parciales y generalizadas °.

Crisis parciales y generalizadas Crisis de Crisis
tonico-clonicas ausencias mioclonicas
Carbamazepina Acetazolamida Acetazolamida
Clobazam Clonazepam Clonazepam
Clorazepato Ethosuximida Felbamato
Clonazepam Trimetadiona* Lamotrigina
Gabapentina Valproato Fenobarbital
Lamotrigina Acido valproico
Vigabatrina

Metsuximida
Oxcarbazepina
Fenobarbital
Fenitoina
Primidona
Tiagabina
Topiramato
Valproato
Vigabatrina
Zonisamida

* La trimetadiona esta contraindicada en mujeres embarazadas ya que es

altamente teratogénica.
* Tomada de Dodson, 1998,

"
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Existen ademas . otros: subtipos de crisis generalizadas, mioclonicas, tdnicas,
clénicas, aténicas y hay algunas'otrés que no han podido ser clasificadas (Fisher,
1991). i

La crisis, caracteristica principal de la epilepsia, se produce por
alteraciones patoldgicas en las propiedades de las neuronas y en las
interacciones sinapticas entre ellas; también pueden ocurrir después de la
administracidon de sustancias quimicas o toxinas que producen alteraciones
agudas reversibles de la funcidn cerebral, o por el desarrollo de alteraciones

estructurales permanentes debidas a trauma, enfermedad o anormalidad geneética »

(Macdonald, 1991).

MODELOS EXPERIMENTALES DE EPILEPSIA

Hasta la fecha, las consideraciones éticas para experimentar con el cerebro
de pacientes epilépticos humanos ha sido la principal restriccion que ha dificultado
profundizar en ei conocimiento de los mecanismos intrinsecos que generan y
difunden las crisis epilépticas en el cerebro humano. Otra de las dificultades para
estudiar los mecanismos del proceso epiléptico es que el inicio de las crisis en
muchas formas de epilepsia generalizada en humanos y en animales de
experimentacion es repentina e impredecible. Una metodologia importante para
superar este problema utiliza modelos animales de crisis epilépticas que puedan
ser iniciadas por un evento experimentalmente controlable. Estos modelos
simulan algunas de las caracteristicas clinicas y conductuales que se presentan
normalmente en la patologia epiléptica de humanos (Engel, 1991).

Los modelos experimentales de epilepsia son necesarios para: 1) estudiar
la patofisiologia de la epilepsia o crisis epilépticas, 2) estudiar los mecanismos de
accidn de los farmacos antiepilépticos utilizados en la clinica, 3) estudiar las
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alteraciones en la eficacia de los farmacos durante el tratamiento crénico, 4)
estudiar los mecanismos de resistencia de las crisis a los farmacos y 5) la
busqueda de nuevos farmacos antiepilépticos (Léscher, 1983). Con base en’'estos
factores y a las variables a estudiar se debe elegir correctamente el tipo de crisis
que se requiere inducir y la utilidad del modelo para contestar cualquiera de las
preguntas anteriores (Fisher, 1989; 1991).

Los modelos experimentales de crisis estan basados en la aplicacion de
sustancias quimicas (penicilina, acido kainico, bicuculina, pentilentetrazol (PTZ),
pilocarpina, etc.), estimulos eléctricos (electrochoque, kindling) y sensoriales
(fotoestimulos, ruido, etc.) directamente al tejido cerebral, por via sistémica y
estimulacion sensorial. Todos estos tipos de estimulacion dan origen a
manifestaciones conductuales y electrofisioldgicas que simulan a las crisis
epilépticas que se observan en seres humanos (Fisher, 1989; 1991; De Deyn et
al, 1992).

Con el fin de evaluar la eficacia de los farmacos con propiedades
antiepilépticas de reciente sintesis y de uso comun en el mercado se utilizan
principalmente dos modelos de crisis convulsivas que son: el electrochoque
maximo (ECH) y la administracion sistémica de PTZ aplicados principalmente a
roedores (Loscher y Schmidt, 1888; Loscher et al, 1991; De Deyn et al, 1992;
Fisher, 1989; 1991); el tipo y severidad de las crisis producidas en estos modelos
estan relacionados con la intensidad de la corriente del estimulo del ECH vy la
dosis y ruta de administracion del PTZ.

PENTILENTETRAZOL

El 6,7,8,9-tetrahidro-5H-tetrazol[1,5-alazepina, también llamado Cardiazol,
Metrazol o pentilentetrazol (PT2), es un derivado del tetrazol con accién
convulsivante utilizado desde la década de 1940 (Richards y Everet, 1944). Se ha
reportado que la trimetadiona es capaz de prevenir las crisis inducidas por PTZ en
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roedores. Por tanto, este modelo se ha utilizado para evaluar en roedores, gatos y
primates, farmacos con propiedades anticonvulsivantes que son potencialmente
atiles contra las crisis de ausencias en humanos. Por ejemplo la etosuximida
(ETO), farmaco utilizado en el tratamiento de las crisis de ausencia en humanos,
previene las crisis provocadas por PTZ; mientras que la difenilhidantoina (DFH),
farmaco utilizado para el tratamiento de crisis generalizadas tonico-clonicas en
humanos, previene ias crisis por ECH pero no las provocadas por PTZ en
animales de experimentacion. Como podemos observar, los farmacos que
previenen las crisis por PTZ son potencialmente Utiles para el tratamiento de las
crisis de ausencias en seres humanos (Loscher y Schmidt, 1988; Loscher et al,
1991; Fisher, 1989; 1991; De Deyn et al, 1992).

A nivel molecular se ha informado que el PTZ se une al sitio de picrotoxina
del complejo receptor GABA, /Benzodiazepina (Ramanjaneyulu y Ticku, 1984). En
neuronas de invertebrados, concentraciones milimolares de PTZ producen
despolarizaciones paroxisticas (Speckman y Caspers, 1973; Fowler y Partridge,
1984) y alteran la conductancia del ion cloruro (Prichard, 1971: Pellmar y Wilson,
1877). En cultivos de neuronas de médula espinal de ratdén se inhibe la
conductancia del ion cloruro (De Deyn y Macdonald, 1989). El PTZ se ha utilizado
como modelo de kindling quimico, es decir a dosis subconvulsivas aplicadas en
periodos de tiempo constantes puede inducir crisis parciales y secundariamente
generalizadas (Pinel, 1977; Grecksch, 1990; Corda et al, 1992; Schiunzel et al,
1992).

€l PTZ se puede administrar por via intravenosa (i.v), subcutanea (s.c) e
intraperitoneal (i.p) a dosis de 50 a 100 mg/kg en ratones o ratas. Sus efectos se
pueden observar desde menos de un minuto después de su administracion y
hasta los 30 minutos posteriores a ella. El tiempo de vida media del PTZ es de
aproximadamente 3.8 horas manteniéndose constante la concentracion
intracerebral hasta 2 horas después de |la primera crisis: 24 horas después de su
administracion las concentraciones cerebrales disminuyen en forma significativa
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(Halonen et al, 1992). La dosis convulsivante 97 - (DC,,) del PTZ, es decir la dosis
a la que convulsionan el 97% de los animales es de 85 mg/kg en ratones y de 70
mg/kg en ratas, administrado por via i.p o s.c. Conductualmente el PTZ a esas
dosis y en un lapso de aproximadamente 2 minutos induce, por orden de
aparicién: a) sacudidas mioclonicas, b) mioclonias de miembros anteriores y
posteriores y c) crisis generalizadas tonico-clénicas con pérdida del equilibrio. En
el EEG durante las crisis se observan espigas punta-onda y poliespigas (Fisher,
1991; Léscher, 1991; De Deyn, 1992). El origen de esta actividad no se conoce
con certeza pero se ha propuesto que se inicia en sitios subcorticales (Velasco et
al, 1975; Mirski y Ferrendelli, 1986; 1987). También se ha demostrado que las
concentraciones extracelulares de GLU, aspartato (ASP), glicina y taurina en el
sistema nervioso central (SNC) aumentan como consecuencia de las crisis
generalizadas provocadas por PTZ (Halonen et al, 1992).

FARMACOS ANTIEPILEPTICOS

A mediados del siglo XIX, se utilizaba el bromuro de potasio en la terapia
anticonvulsivante; posteriormente se utilizé el fenobarbital y en 1938 Merrit vy
Putnam introdujeron el uso de la DFH que protegid a ios animales contra las crisis
por electrochoque maximo. Desde entonces se han probado una gran cantidad de
compuestos y solo algunos han sido aprobados para su uso en la clinica.

Debido a su participacibn en la epileptogénesis en animales de
experimentacion y en tejido de pacientes epilépticos, se han realizado muchas
investigaciones valorando la efectividad de los antagonistas del receptor
glutamateérgico a N-metil-D-aspartato (NMDA) en el control de las crisis epilépticas
(Rogawski, 1992).

Se sabe que las crisis epilépticas pueden aparecer a causa del aumento del
principal neurotransmisor excitador del SNC, e! GLU y de la disminucion del
principal neurotransmisor inhibitorio, el acido gama-amino butirico (GABA) (Gale,
1989; Avoli, 1991; Olsen y Avoli, 1897; Olsen y Delorey, 1999). En este caso el
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bloqueo del receptor at GABA ‘provoca actividad epiléptica como™ se  ha
demostrado en varios queldﬁ animales (Fariello et al, 1991; Meldrum y
Chapman, 1999). o v ;
También se ha reportado que la administracion sistémica de agonlstas de
GABA protege contra“las’ cnsis en varios modelos de epilepsia’ (Gale, 1989
Palmer et al, 1992; Deckers et al, 2000). ¥ )

ETOSUXIMIDA

En seres humanos, la etosuximida (ETO) se utiliza para el control de las
crisis epilépticas de ausencias (Bromfield, 1997). Se ha reportado que
administrada por via sistémica (65-125 mg/kg i.p.), protege contra las crisis por
PTZ (Loscher et al, 1991; Mares, 1998). antagoniza el efecto del PTZ sobre la
actividad epileptiforme inducida en la corteza entorrinal (Stringer, 1996). La
microinyeccion bilateral de 100 nmolas de ETO en la FRP no protege contra las
crisis provocadas por ECH (Peterson, 1996). Existen pocos estudios acerca de los
sitios dentro del SNC en donde actua la ETO, se ha reportado que aplicada en la
sustancia nigra no protege contra las crisis provocadas por kindling (Leite et al,
1990). En la sustancia nigra, produjo un efecto proconvulsivo disminuyendo el
umbral a las crisis (Turski et al, 1990). Hasta la fecha no se ha estudiado su
efecto sobre las crisis por PTZ en el nucleo reticularis pontis caudalis (PnC).

ACIDO VALPROICO

El acido n-propilpentanoico; valproico (VAP), se utiliza ffecuentemente
como la sal sédica, valproato de sodio. Esta molécula se conoce desde 1881, y su
propiedad antiepiléptica se descubridé accidentalmente en Francia en 1961, ya que
se utilizaba como solvente de agentes antiepilépticos. El VAP es particularmente
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atil en las crisis generalizadas miocldnicas y de ausencias, previene las crisis
febriles de la infancia y ayuda a controlar las CTCG. Puede ser Otil en las crisis
simples y parciales complejas. Este tiene la ventaja de ser menos sedante que
otros farmacos antiepilépticos utilizados (Simon y Penry, 1975; Rowan, 1998).

En los modelos animales suprime las crisis fotomioclonicas de babuinos
(Patry y Naquet, 1971). También protege contra las crisis audiogénicas en ratones
(Simler et al, 1973), y las producidas por agentes que inhiben la neurotransmision
GABAérgica como PTZ, Bemegrida, Bicuculina y Estricnina (Frey y L&scher,
1976). Se ha reportado que es efectivo contra las crisis de ECH a dosis no
toxicas. La DEg i.p. contra el ECH es de 169 mg/kg. en raton y en rata 272 mg/kg.
(Shenoy et al, 1982). También protege contra las crisis provocadas por un foco de
cobalto en el hipocampo del gato (van Duijn y Beckman, 19875) y previene el
desarrollo del kindling amigdalino en gatos y ratas (Leviel y Naquet, 1977; Salt et
al, 1980).

Se piensa que los efectos del VAP estan mediados por el aumento de las
concentraciones del GABA (Godin et al, 1969; Simler et al, 1973; 1976; Elazar y
Goldsfeld, 1975) debido a la inhibiciobn de la enzima succinato semialdehido
deshidrogenasa (Macdonald y Bergey, 1979), que cataliza la degradacion del
GABA. Inhibe a la enzima GABA transaminasa, involucrada también en la
degradacion del GABA (Godin et al, 1969; Simler et al, 1973). Se ha reportado
que el VAP bloquea las corrientes de sodio por lo que la inhibicion de los canales
de sodio dependientes de voltaje es al menos uno de los posibles medios por el
cual éste inhibe las crisis (Ragsdale y Avaoli, 1998).
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CARBAMAZEPINA

La S5-carbamil-5H-dibenz(b,f)azepina (Carbamazepina) (CBZ),'se utiliza en

el tratamiento de todas las formas de crisis S|mples parcnales y complejas asi

como en las CTCG. Tiene cierto grado de proteccién contra mloclonias. pero no es‘

atil contra las ausencias (Mattson, 1998).

Se ha reportado con varios modelos experimentales de! epilepsia que la

CBZ protege contra las crisis fotomioclénicas enﬂt")a.bu'inos. ,pel;o" VéOIo a dosis
toxicas (Meldrum et al, 1975), inhibe las crisis pro;/ocadas ‘con estricnina 'y
bicuculina (Theobald y Kunz, 1963; Blum et al, 1973), y aumenté el umbral para el
ECH minimo en ratones (Julien y Hollister, 1975; Blum et al, 1973). La CBZ
previene las crisis focales inducidas en gatos con kindling (Wada et al, 1976);
mientras que no provoca el mismo efecto en ratas con kindling amigdalino, aun en
dosis tan altas que los animales presentaban coma (Wada, 1977). En otro trabajo
se reportd que, en ratas, la CBZ previene las crisis secundariamente
generalizadas (Albright y Bruni, 1984). En monos rhesus la CBZ protege contra

crisis provocadas por focos de alumina en el HPC y la Cx sensorimotora (David y

Grewal, 1976), y contra las crisis inducidas por la estimulacion de lé Cx visual en
gatos (Ito et al, 1977). La CBZ es relativamente inefectiva cbnftré las ‘crisis por PTZ

{Theobald y Kunz, 1963).

Se ha propuesto que el probable mecanismo de accion de la CBZ es

porque se une a los receptores cerebrales de benzodiazepinas, por lo que se
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supone que sus efectos anticonvulsivantes podrfén' estar mediados a través de
mecanismos relacionados con el receptor del GABA, (Marangos et al, 1983;

Skerritt et al, 1983b; De Lorenzo, 1984).

DIFENILHIDANTOINA : :

La 5'5-difenilhida‘ntoina difenilhidantoina (DFH), fue reportada por primera
vez como antlconvulsivame en el modelo de ECH en 1938 (Merrit y Putnam,
1938). En humanos es efectiva para controlar todas las variedades de crisis
parciales, ya sean secundariamente generalizadas o no (Louis, 1968; Majkowski et
al, 1976). Es util para el tratamiento de las crisis generalizadas principaimente
tonico-clénicas a excepcion de las crisis de ausencias (Browne, 1998).

Actuaimente se acepta que la DFH inhibe la difusion de la actividad
epileptdogena desde su sitio de origen pero probablemente no impide la iniciacion
de las descargas epilépticas. En gatos se reporté que a concentraciones
terapéuticas, la DFH incrementd la frecuencia de disparo en un foco epiléptico
inducido por penicilina (Bustamante et al, 1980). Edmonds et al, 1974, mostraron
que la DFH no disminuye las postdescargas que se originan en los focos

epileptogénicos corticales inducidos por penicilina en ratas.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEK |




Se sabe que la DFH se une a receptores especificos cerebrales (Spero,
1982). En el cerebro humano los diferentes sitios pueden contener una o dos
clases de sitios de DFH (Spero, 1985). No se sabe exactamente como actua a.
nivel de receptores para el bloqueo de las crisis. Sin embargo hay una interacciéon )
entre el sitio de union de la DFH y el complejo receptor iondforo de cloruro.”
También se ha observado que la DFH inhibe la unidn del diazepam a recehtorés:‘
de BDZ y de ciertos ligandos a los canales ionicos de Na’. Se ha reportado qué lau‘
DFH produce una caida en las concentraciones intracelulares de "Na‘;; égte,
mecanismo es el mas aceptado mediante el cual la DFH produce sus éféctos
anticonvulsivos. Asimismo, existen estudios en los cuales se establece 'qﬁe
también afecta la accion del Ca®" uniéndose a los canales, disminuyendo la
entrada de éste (Pincus y Lee, 1973). La DFH altera las concentraciones de varios
neurotransmisores como GABA, ACh, 5-HT, NA y DOPA.

Existe la posibilidad de que la DFH ejerza su efecto anticonvulsivo via
eventos mediados por GABA ya que aumenta las concentraciones cerebrales de
este neurotransmisor (Vernadakis y Woodbury, 1960; Saad et al, 1972; Mofi.
1974); reduce la concentracion cerebral de GLU, precursor del GABA; e
incrementa la captura del GABA y su precursor GLU, en sinaptosomas de cerebro

de rata (Weinberger et al, 1976).
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MK-801 y AP-7

El glutamato (GLU), es el principal neurotransmisor excitador en.el SNC;
ademas se ha reconocido que el aumento de la transmision glutamatérgica resulta
en la aparicion de actividad epiléptica tanto en animales como en seres humanos
(Fisher, 1991; Olsen y DelLorey, 1999).

lLos antagonistas del receptor a NMDA son aminoacidos analogos
estructuralmente al GLU y al ASP, en los cuales el grupo amino de la cadena
lateral es sustituido por un grupo "fosfono". Esta cadena de carbono puede ser
lineal con un grupo amino (NH,) en el carbono 2 y un carboxilo (COOH) terminal o
bien pueden estar unidos grupos ciclicos de piperazina (Watkins et al, 1990;
Chapman, 1991); se dividen en competitivos y no-competitivos.

Se ha informado que el acido 2-amino-7-fosfonoheptanoico (AP-7), reduce
y previene las crisis convulsivas inducidas en varios modelos experimentales de
epilepsia. Aplicado intracerebroventricularmente (i.c.v.) previene las crisis
provocadas por PTZ y con estimulacion auditiva en ratones (Croucher, 1982), éste
fue el primer trabajo donde se reportd que los antagonistas competitivos del
receptor NMDA tienen propiedades antiepilépticas.

La aplicacion bilateral de AP-7 en la sustancia negra suprime el
componente tonico de las crisis producidas por ECH en forma dosis-dependiente
(De Sarro et al, 1985). Al inyectar AP-7 de manera unilateral en la corteza
prepiriforme profunda, se reduce la actividad epiléptica provocada por la
microinyeccion de bicuculina, carbacol y acido kainico en el mismo sitio (Piredda y
Gale, 1986). En ratas susceptibles genéticamente a crisis provocadas por
estimulaciéon auditiva, se encontré que con la microinyeccion bilateral de AP-7 en
el coliculo inferior y en la FRP se suprimieron las crisis (Faingold et al, 1992). En
otro trabajo se informé que la administracion sistémica de AP-7 provocd una
reduccion significativa en el disparo de las neuronas del coliculo inferior
sugiriendo que los antagonistas competitivos del receptor a NMDA juegan un
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papel importante en esta estructura respecto a la regulaciéon de las crisis (Féingold
et al, 1993).

El MK-801, ((5R, 1 OS)-(+)-5-metiI-‘i 0,11-dihidro-5H-
dibenzofa,d]cicloheptén-5,10-imina), es uno de los primeros antagonistas no-
competitivos del receptor NMDA descritos, que se podian usar "in vivo”, en
diferentes modelos de epilepsia en donde ha demostrado ser un antiepiléptico
eficaz. Administrado en forma i.p, previene el kindling con PTZ (Corda et al,
1992), y con estimulacion eléctrica lo retarda pero no suprime las postdescargas
(Mintz et al, 1990; Morimoto et al, 1991). En un estudio ontogenético con ratas se
demostré que suprime de manera dosis-dependiente las crisis generalizadas
provocadas por PTZ (Velisek et al, 1991). El MK-801 aplicado via intraperitoneal a
ratas prepuberes 30 minutos antes de administrar acido kainico (AK) redujo las
crisis y ademas disminuyd la susceptibilidad a las mismas provocadas por
Fluorotil, un convulsivante volatil (Stafstrom et al, 1993). Administrado i.p a
cobayos, antes o después del dano provocado por el estatus epiléptico con soman
(agonista colinérgico), el MK-801 previno la aparicidon de crisis y de dafo cerebral
(Sparenborg et al, 1992).

En otro trabajo se mostré que el MK-801, la Ketamina y la Fenciclidina,
otros antagonistas no-competitivos del receptor a NMDA, previenen en forma
dependiente de l|a dosis las crisis conductuales y el dafio de ciertas estructuras
cerebrales provocado por la administracion de AK 12 mg/kg en ratas (Clifford et
al, 1990). Se encontrd que la administracion conjunta de MK-801 con diazepam,
protegio contra el dano por estatus epiléptico provocado con litio y pilocarpina.

A partir de estos ultimos datos se ha propuesto que el MK-801 puede ser
un agente util para el tratamiento del status epiléptico refractario en humanos por
su accion neuroprotectora y su habilidad de potenciar las drogas GABAeérgicas
(Walton y Treiman, 1991). Otros investigadores encontraron que con la
microinyeccion bilateral de 40 nmol de MK-801 en el coliculo inferior y de 1.6-20.0
nmol también bilateral en la FRP las crisis auditivas en ratas susceptibles
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genéticamente a ruido se suprimieron o se redujeron respectivamente, en este
trabajo se enfatiza que los antagonistas de tipo competitivo son anticonvulsivantes
mas potentes que los de tipo no-competitivo  (Faingold, 1992).

La Progesterona y sus metabolitos

Existen muchos reportes que evidencian el papel de los neuroesteroides
sobre la actividad epiléptica producida en diferentes modelos experimentales de
epilepsia. La progesterona (P,) aplicada sistémicamente induce anestesia en
humanos y animales, incrementa el umbral a ECH y protege contra las crisis por
PTZ y suprime el kindling (Backstrom y Rosciszewska, 1998; Mohammad et al,
1998). En gatas ovariectomizadas, las concentraciones plasmaticas de P,,
equivalentes a los del embarazo, disminuyeron la frecuencia de espigas
interictales de focos de penicilina (Landgren et al, 1978). La P, a concentraciones
similares a los de la fase lutea del ciclo menstrual, redujeron significativamente la
frecuencia de espigas interictales en mujeres con epilepsia parcial (Backstrom et
al, 1984).

Los metabolitos reducidos de la P, en su posicion S son potentes depresores
del SNC, particularmente los esteroides con una molécula 3a-hidroxi-5-reducida
(Dundee y Wyant, 1974 Figdor et al, 1957; Mok y Krieger, 1991), vy se ha
reportado también que presentan efectos anticonvulsivantes en wvarios modelos
experimentales de epilepsia (Backstrom y Rosciszewska, 1998; Beyenburg et al,
2001). En ratas, la 5a-pregnan-3w-ol, 20-ona (3a, 5a-P) fue alrededor de 8 veces
mas potente, en su accidén anestésica que el metoexital un potente barbiturico
(Norberg et al, 1987). En gatas ovariectomizadas con un foco penicilinico, la 3«,
5u-P es mas potente que el clonazepam para inhibir la actividad epiléptica
(Landgren et al, 1987).

Se ha propuesto que el mecanismo de accion de la P, es a través de su
accion inhibidora directamente sobre los receptores del GABA, ya que se ha
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encontrado que la P, se une aunque con poca afinidad al receptor GABA/BDZ,
pero el 3a,5a-THP (Alopregnanolona) es un activador mucho mas potente del

canal de cloruro asociado al receptor del GABA (Majewska, 1992; Beyenburg et
al, 2001).

LA FORMACION RETICULAR Y LA EPILEPSIA

En los ultimos afios, se han llevado a cabo investigaciones sobre el papel de
las redes neuronales del tallo cerebral (TC) como vias involucradas en la
generalizacion de las crisis epilépticas. Se ha investigado la relevancia de las
acciones de las drogas antiepilépticas sobre las vias del TC por su habilidad para
bloquear el inicio y la propagacion de las crisis. Durante muchos anos se han
realizado evaluaciones de los efectos de la inyeccion sistémica de drogas con
efectos depresores y anticonvulsivantes sobre la Formacion Reticular (FR). Se ha
mostrado que la FR es extremadamente sensible a los efectos de los depresores
del SNC (Syka et al, 1975; Shimoji et al, 1984).

Fromm ha realizado varios experimentos en neuronas del tallo cerebral y la
aplicacion sistémica de anticonvulsivantes (Fromm y Terrence, 1987). Estos
estudios utilizaron las respuestas de las neuronas del TC a los estimulos
aplicados dentro de otros nucleos que afectan la actividad de estas neuronas. Se
observd una correlacion entre el tipo de efecto producido y 1a eficacia clinica de
cada una de las drogas anticonvulsivas evaluadas (Fromm, 1985). Asi, los
farmacos efectivos en el tratamiento de las crisis tonico-clonico generalizadas
(gran mal) y parciales (focales) bloquearon solo las vias que inhiben a las
neuronas del tallo cerebral. Las drogas anticonvulsivantes efectivas en las crisis
tonico-clonicas y de ausencias bloquearon las vias inhibidoras y excitadoras
(Fromm y Terrence, 1987).
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Las formas de epilepsia humana que ejercen los mas profundos efectos
sobre la conducta y la conciencia involucran la rapida generalizacion de la
actividad neuronal anormal en todo el cerebro. Estas crisis empiezan en un foco
de actividad anormal o pueden no tener un foco aparente, empezando
esencialmente en forma simuitanea en casi todo el cerebro. Para explicar el inicio
simultaneo de las crisis generalizadas Penfield y Jasper (1954) propusieron la
teoria centroencefalica, que sugiere que las crisis generalizadas se originan en el
cerebro medio y el tallo cerebral superior, responsables de la integracién de la
funcidn de los hemisferios cerebrales "Sistema integrador centroencefalico”
(Penfield, 1954).

Varias de las redes neuronales del tallo cerebral que se supone juegan
papeles importantes en el inicio y propagacion de las crisis generalizadas incluyen
a la FR. Esta coleccion de nlcleos y tractos de fibras bulbares, pontinos y
mesencefalicos que yacen bilateralmente en el centro del tegmento del TC,
participan de manera fundamental en el control del suefio y la vigilia, el control
autondmico y otras funciones vegetativas (Klemm, 1990). Esta estructura consiste
de nucleos eslabonados entremezclados difusamente con tractos de fibras.

En otra serie de trabajos con los que se ha intentado establecer los sitios
de origen de la actividad epiléptica generalizada se reportdé que con la aplicacion
intravenosa de PTZ en gatos anestesiados y curarizados, la actividad epiléptica se
registra primero en !a FR y posteriormente se difunde hacia la corteza cerebral
(Velasco et al, 1975), las transecciones a nivel mesencefdlico incrementan la
duracion de las crisis inducidas asi como la duracion de la actividad multiunitaria
de la FR, (Velasco et al. 1982). Se ha observado también que la FRM es mas
sensible que la corteza cerebral a la iniciacion de las crisis provocadas
localmente, es decir que el PTZ es mas efectivo en la FRM que en la corteza
cerebral (Velasco et al, 1983).

Las lesiones bilaterales de la FRP y de los pedunculos cerebelosos
aten(an los componentes tonicos provocados por electrochoque maximo y por
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PTZ sin afectar las mioclonias de las crisis inducidas por PTZ 'o, electrochoque
minimos (Browning et al, 1981a y b). Posteriormente, las lesiones del teg'mento
pontino que involucran al pedunculo cerebeloso superior y al PnO, suprimen el
componente ténico de las crisis provocadas por estimulacién auditiva y por
electrochoque, las sacudidas mioclénicas obtenidas con la administracion de 35-
50 mg/kg. de PTZ y por electrochoque minimo no son afectadas por esta misma
lesion de la FRP (Browning, 1985; 1987).

Existen receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y no-NMDA en la FR
Pontina y Bulbar (FRP, FRB) (Petralia et al, 1994; Lai et al, 1995). Se ha
demostrado que el glutamato (GLU) y aspartato (ASP) se encuentran en altas
concentraciones en la FRP (Camacho y Tapia. 1992) y que la microinyeccion de
sustancias con propiedades anticonvulsivantes en la FRP disminuye o bloquea las
crisis epilépticas provocadas por abstinencia de etanol (Riaz y Faingold, 1994);
audiogénicas (Faingold et al, 1992; 1994); ECH (Peterson, 1994; 1996). Un
reporte reciente demostré que las microinyecciones de GLU en la FRP rostral
potencia los efectos convulsivantes del carbacol (agonista colinérgico) y que esta
potenciacidon es disminuida por MK-801 (Elazar y Berchanski, 2000).

Se ha reportado que el PnC tiene un papel importante en la supresion de
las crisis audiogénicas, ya que con la microinyeccion bilateral de AP-7 (12.5 nmol)
y MK-801 (1.6-20.0 nmol) disminuye la severidad de las crisis, siendo mas potente
el AP-7 proponiendo con estos resultados que los antagonistas del receptor a
NMDA de tipo competitivo y no-competitivo en estas estructuras tienen un papel
importante en la regulacion de las crisis audiogénicas (Faingold et al, 1992).

Hay evidencias que sugieren que estos nucleos son importantes en la
regulacion de las crisis tonico-clénico generalizadas (CTCG) provocadas por ECH
o en animales genéticamente susceptibles a crisis audiogénicas (Browning et al,
1985; 1999).




Se ha informado que las crisis audiogénicas en ratas susceptibles
genéticamente a crisis pueden ser reducidas por la microinyeccion de agonistas
de GABA en el PnC (Faingold et al, 1994); en un trabajo con crisis por ECH, los
agonistas de GABA como el muscimol y et baclofén, asi como algunos farmacos
antiepilépticos como la DPH, VAP, Fenobarbital, ETHO y felbamato aplicados en
el PnO no protegieron contra las crisis (Peterson, 1996).




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que se han logrado avances importantes sobre los mecanismos
de accion de las sustancias anticonvulsivantes, hasta la fecha se desconocen los
probables sitos de accion dentro del cerebro sobre los que éstas ejercen el control
de la actividad epiléptica en animales de experimentacion y en seres humanos.

Dada la importancia de la FRP en la epilepsia y particularmente del PnC en
la aparicion de las crisis generalizadas tonico-clonicas, en el presente trabajo se
plantea realizar microinyecciones de farmacos con conocida actividad
anticonvulsivante en el nucleo reticularis pontis caudalis (PnC), para verificar si
éste es un sitio blanco para la regulacion de la actividad epiléptica.

OBJETIVOS

El objetivo principal de esta investigacion fue estudiar si el PnC es un sitio de
accion de los farmacos antiepilépticos.

Los objetivos particulares fueron:

-Determinar si la microinyeccion de: acido 2-amino-7- fosfonoheptanonco (AP-7):
((5R, 108)-(+)-5-metil-10,11-dihidro-5H- d1benzo[a.d]mclohepten-S.10-|m|na) (MK-
801); carbamazepina (CBZ): etosuximida (ETO); acido valpro'icoi “"‘ (VAP);

difenilhidantoina (DFH) y progesterona (P,). en el PnC modlfca ¢ 'a“cti,v’idad

epiléptica inducida por PTZ en la rata.
-Determinar si la microinyeccion de: AP-7, MK-801, CBZ, ETO VAP DFH y P,, en
el PnC afecta la actividad electrografica y conductual proyocada por PTZ en la

rata.
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HIPOTESIS -

Si el PnC es una estructura que regula'la aparicién y propagacién de ias
crisis eplléptlcas entonces la microinyeccion de los férmacos antleplléptlcos en el
PnC reduce las crisis provocadas por PTZ. :
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METODOLOGIA

Se utilizaron ratas Wistar machos de 270-300 g, los animales se
mantuvieron en un ciclo luz-oscuridad de 12:12 (con luz encendida de 7:00 a.m. a
7:00 p.m.) con alimento y agua ad libitum. Se anestesiaron con ketamina-xilazina
(100 y 12 mg/kq. i.p). Fueron colocadas en el aparato estereotaxico (David Kopf) y
con técnicas de asepsia se rasuro la cabeza y se realizé una incision en la parte
medial para descubrir el craneo. Se retiré el tejido conjuntivo para dejar sélo el
hueso y de esta forma tener a la vista el punto de interseccion entre las suturas
sagital y frontoparietal (punto Bregma). Con el uso de la torre estereotaxica, se
marcé el sitio sobre el craneo donde se realizd un trépano, se introdujo la canula
guia de acero inoxidable (calibre 25) dirigida al PnC. Esta canula queddé 4 mm
arriba del PnC. Las coordenadas estereotaxicas utilizadas para la implantacion de
la canula guia fueron 9.8 posterior, 1.0 lateral y 8.5 vertical desde la superficie del
craneo (Paxinos y Watson, 1998) con !a barra de incisivos colocada a 3.5 mm
debajo del cero interaural. En la entrada de la canula guia se coloco un estilete
para prevenir que se bloqueara la entrada. Ademas, se realizaron otros trépanos
sobre el craneo para colocar dos electrodos de acero inoxidable en la corteza
motora, para el registro electrografico y uno mas en el hueso frontal como tierra.
Por ultimo se colocaron dos tornillos de acero inoxidable (Small Parts) en el
craneo. Los electrodos para registro de la actividad electroencefalografica se
soldaron a un conector hembra fabricado en el laboratorio y todo el dispositivo se
fijo con acrilico dental. Al final de la cirugia se aplico antibidtico local sobre la
herida y se suturd la piel. Los animales se dejaron en recuperacion en cajas
individuales de acrilico durante siete dias. Durante los primeros tres dias post-
cirugia a los animales se les administré antibidtico en el agua de beber (Baytril,

Bayer).




Para la fase experimental los animales se colocaron, individualmente, en
cajas de observacion de acrilico transparente de 30 X 30 X 30 cm. Se conectaron
mediante un cable aislado a un poligrafo Grass 78D y se registré su EEG con los
animales despiertos y en libre movimiento durante 15 minutos. Posteriormente los
animales fueron inyectados unilateraimente en el PnC con:

Tratamiento Dosis (nmolas)
PBS, pH 7.4 -

AP-7 9.18 .

MK-801 6.12,24

VAP L 03,08, 1.2 pmolas
ETO % 141.5, 283.0

cBz " 38.0

DFH 73.0

P. 35

Todas las microinyecciones se realizaron en un volumen total de 0.2 i
durante un minuto, utilizando una canula de inyeccion de acero inoxidable calibre
32, conectada a una microjeringa Hamilton de 10 ul por un tubo de polietileno. La
canula se dejo en el sitio de microinyeccion durante 3 minutos posteriores a la
inyeccion y se registré el EEG y la conducta de los animales durante 30 minutos.
Enseguida se inyecto el PTZ (SIGMA, 70 mg/kg. i.p), este se disolvio en salina
normal (0.9%) a una concentracién de 50 mg/ml y se administro como un bolo
intraperitoneal. Esta dosis se utilizé con base en estudios previos para provocar
CTCG después de su administracion (Léscher et al, 1991; Fisher, 1989). Se
continud registrando 1a conducta y el EEG durante 90 minutos. En este estudio

realizamos microinyecciones unilaterales, ya que en estudios previos se ha

demostrado que la microinyeccion unilateral de varios compuestos es suficiente
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para la reduccidén o inhibicion de las crisis inducidas en diferentes modelos
animales de epilepsia (Shehab et al, 1995, 1997; Walker et al, 1999).

Al final del experimento, se inyectdé azul de Pontamina (SIGMA, 1.2 pg/0.2
ul) en el mismo sitio de microinyeccion. Se aplico una sobredosis de pentobarbital
soédico y se perfundieron por via intracardiaca con salina y formalina al 3.7%. Se
extrajeron los cerebros y se postfijaron en formalina al 3.7%. Los sitios de
microinyeccion se verificaron en rebanadas coronales de 80 pm,’ tefidas con
violeta de cresilo, con la ayuda de! atlas de Paxinos y Watson (1998). Cada
animal se utilizé una sola vez, y los experimentos fueron hechos de acuerdo a las
Leyes Mexicanas de Proteccion Animal.

Se evalud la respuesta conductual de los animales a la administracion del
PTZ, la latencia a la primer CTCG, la incidencia de CTCG, el porcentaje de
sobrevivencia y tas caracteristicas de las postdescargas en el EEG. Las crisis por
PTZ se caracterizaron por mioclonias faciales seguidas de mioclonias bilaterales
de miembros anteriores y finalmente de CTCG con carreras de huida (wild
running) y extension tonica de miembros posteriores (Fisher, 1989), Los
resultados se analizaron estadisticamente con las pruebas: exacta de Fisher y un
analisis de varianza seguido de la prueba de Tukey. Los valores de probabilidad
fueron calculados con el programa SPSS para Windows version 10.0.
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RESULTADOS

En este estudio el examen histoldgico mostrd que los sitios de microinyeccion
estuvieron localizados entre las coordenadas -9.3 y -10.04 en donde se encuentra
el PnC segln el atlas de Paxinos y Watson (1998) (Figs. 1 y 2). Los sitios que
fueron localizados fuera del PnC ya sea dorsales, ventrales o mas caudales no
tuvieron ninguna influencia sobre los parametros de crisis estudiados. Estos fueron,
el nucleo trapezoide, el nlcleo gigantocelular, el area tegmental dorsomedial y el

nucleo abducens.
Efecto de la microinyeccion de vehiculo

La microinyeccion de vehiculo (PBS o B-ciclodextrina) no provocd alguna
conducta que indicara que esta manipulacién experimental en el PnC provocara
efectos neurotoxicos (giro, ataxia, etc.) ni se presentaron cambios en el registro
electrografico de la corteza. Posterior a la administracion de PTZ (70 mg/kg), el
100% de los animales presenté CTCG (Tabla 2) que se caracterizaron por
mioclonias faciales, de miembros anteriores seguida de carreras de huida,
terminando con la extension tonica de los miembros posteriores. El 37.5% de los
animales murid después de la crisis (Tabla 4). Después de la administraciéon de
PTZ se registraron postdescargas de gran duracion y voltaje seguidas de un

silencio postictal (Fig. 3).
Efecto de la microinyeccion de MK-801

La administracion de. MK-801, . antagonista - no-competitivo del receptor a
NMDA, en el PnC protegio sign'iﬁcaiivéhdente contra las CTCG provocadas por el
PTZ de manera dependien'te'dev la. dosis. Con la dosis de 6 nmolas/0.2 ul el 62.5%
de los animales no presentd CTCG, mientras que con las dosis de 12 y 24
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nmolas/0.2 pl hubo una proteccion del 100% (Tabla 2). Las ratas inyectadas con las
dosis de 12 y 24 nmolas/0.2 ul sélo presentaron mioclonias faciales. Respecto a la
latencia a la primer CTCG, se encontré que en las ratas con la dosis de 6 nmolas de
MK-801 se presentd un retardo significativo en comparacién con el vehiculo (Tabla
3). mientras que con las dosis de 12 y 24 no hubo CTCG. La sobrevivencia de los
animales posterior a la administracidon de PTZ también se aumentd en forma
dependiente de la dosis (Tabla 4).

Respecto a la actividad electrografica registrada en la corteza motora-se
observé que el MK-801 redujo evidentemente los eventos ictales inducidos por PTZ.
Asi, con la microinyeccion de MK-801 se observo una reduccion en la amplitud,
duracién y frecuencia de las postdescargas en comparacion con los animaleé'que
recibieron vehiculo (Fig. 4). ’ RPN RS ;

Efecto de la microinyecciéon de AP-7, ETO, CBZ y DFH

Las microinyecciones de AP-7, ETO, CBZ y DFH en el PnC no protegieron
contra las crisis provocadas por PTZ (Tablas 2-4). Aunque con el AP-7 se observé
un aumento en la latencia a fa primer CTCG con {a dosis de 9 nmolas este cambio
no fue estadisticamente significativo (Tabla 3). El AP-7 en dosis de 9 nmolas indujo
en todas las ratas conducta de giro ipsilateral al sitio de microinyeccion. Esta
conducta se incrementd con la dosis mas alta (18 nmolas/0.2 pl), lo que hizo mas
dificil el registro y manipulacion de los animales. La microinyeccion de ETO, CBZ y
DFH no provoco conducta de giro en ningan animal de los grupos mencionados.

Se observo que después de la microinyeccion de ETO, CBZ y DFH en el PnC
no hubo alteraciones ni en la actividad electrografica de la corteza motora ni en la
conducta de las ratas. Después de la aplicacion del PTZ los animales presentaron
CTCG asociadas a la presencia de postdescargas de gran amplitud, frecuencia y
duracion (Figs. 5-7)




Efecto de la microinyeccion de VAP

Con la microinyecciéon de VAP en el PnC tampoco se presentaron conductas
que evidenciaran neurotoxicidad (giro, ataxia, etc.) aiun a las dosis mas altas (06 y
1.2 ymolas/ 0.2pl).

El VAP produjo un aumento significativo de la proteccion a las CTCG sdélo a
las dosis de 0.6 y 1.2 ymolas (Tabla 2). E! VAP a las dosis de 0.3 y 0.6 ymolas/0.2
pl no produjo cambios significativos respecto a la latencia a la primera CTCG. Sin
embargo con la microinyeccion de 1.2 pmolas se presentd un retardo a la primer
CTCG (Tabla 3), y aumento significativamente la sobrevivencia en las dosis de 0.6
y 1.2 pmolas (Tabla 4). Posterior a ia aplicacion del PTZ se observd la aparicion
de postdescargas de corta duracion y frecuencia asociadas con mioclonias
faciales (olfacién) durante todo el registro, disminuyendo de frecuencia al final
(Fig. 8).

Efecto de la microinyeccién de Progesterona

Se utilizo la microinyeccion de 35 nmolas/0.2ul de P, en el PnC ya que
habiamos utilizado esa dosis en trabajos previos y no produjo efectos secundarios
(giro, ataxia). La P, protegioé al 87.5% de los animales contra las CTCG (Tabla 2),
solo 1 de 8 animales presentd CTCG con una latencia de 60.7 minutos (Tabla 3) y
provocd un aumento significativo de la sobrevivencia en un 100% (Tabia 4).
Posterior a la aplicacion de PTZ se observd la aparicion de postdescargas de
bajo voltaje y corta duracion y frecuencia asociadas con mioclonias faciales
(olfacion) durante todo el registro disminuyendo de frecuencia al final (Fig. 9).
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Tabla 2

Efectos de la microinyeccion de anticonvulsivantes en el nticleo reticularis pontis caudalis
sobre las crisis tonico-clénico generalizadas inducidas por PTZ *

Tratamiento # de animales % de proteccion

con CTCG
Vehiculo (PBS) 8/8 o
AP-7
9 nmol 8/8 (s}
18 nmol 8/8 o
MK-801
6 nmol 3/8 . 62.5°
12 nmol o/8 100.0 ©
24 nmol 0/8 100.0 =
VAP Lo
0.3 umol 7/8 12.5
0.6 umol” 4/8 : ' s00°
1.2 pmol 2/8 . t.75.0¢°
ETO .
141.5 nmol 7/8 12.5
283.0 nmol 7/8 12.5-
cBZ
38.0 nmol 8/8 (o]
DFH
73 nmol 8/8 [0}
P
35 nmol 1/8 87.5¢

* Todos los farmacos se inyectaron en un volumen de 0.2 pl en el PnC de la rata. Los
animales fueron inyectados con PTZ (70 mg/kg. i.p) 30 minutos despueés.

® P< 0.05

¢ P< 0.01 comparado con el vehiculo (Prueba exacta de Fisher).
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Tabla 3

Efectos de las microinyecciones de -anticonvulsivantes -en’ el nacleo  reticularis pontis
caudalis sobre la latencia a la primer crisis tonico-clénico generalizada inducida por PTZ*

Tratamiento - - R Latencia
, R - X “(min.)
Vehiculo (PBS) & L 119205
AP7 il
9 nmol : 6.6+ 3.6
18 nmol. . 2405
MK-801 e '
6 nmol 8.7+3.5°
12 nmol - no CTCG
24 nmol - no CTCG
VAP
0.3 pmol 22+0.2
0.6 pmol 1.6+ 0.3
1.2 ymol 11.7 £ 3.0°
ETO
141.5 nmol 44+ 1.4
283.0 nmol 3.2x1.2
cBz
38.0 nmol 26+1.2
DFH
73 nmol 1.5+ 0.2
Pa
35 nmol 60.7 ©

* Todos los farmacos se inyectaron en un volumen de 0.2 pyl en el PnC de la rata. Los
valores de latencia estan expresados como promedio + EE (n=8).

® P< 0.05 comparado con el vehiculo (Prueba de Tukey).

¢ No se presenta e! dato de E.E porque sélo un animal presentd CTCG.
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Tabla 4

Efecto de las microinyecciones de anticonvulsivantes en  el:.nlcleo reticularis® pontis

caudalis sobre la sobrevivencia de
generalizadas inducidas por PTZ*

Tratamiento

# de animales % de sobrevivencia

sobrevivientes

Vehiculo (PBS)

AP-7
9 nmol
18 nmol

MK-801
6 nmol
12 nmol
24 nmot

VAP
0.3 pmol
0.6 pymol
1.2 pmol

ETO
141.5 nmol 1/8
283.0 nmol

cBZ
38.0 nmo!

DFH
73 nmol

P,
35 nmol

3/8 37.5

2/8 '25.0
a/8 37.5
718 87.5°
8/8 100 ©
8/8 100 ©
8 12.5
4/8 : - 50.0®
718 . -87.5¢
12.5
18 12.5
18 12,5
/8 12.5
8/8 100°

las ratas después de ‘IaS»crisis tonico-clénico

* Todos los farmacos se inyectaron en un volumen de 0.2 pl en el PnC de la rata.

® P< 0.05

¢ P< 0.01 comparado con el vehiculo (Prueba exacta de Fisher).
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Figura 1. Sitios de microinyeccion en el PnC de la rata. En los esquemas se
muestra la localizacion de los sitios de la microinyeccion de anticonvulsivantes en
el PnC de la rata. Los esquemas y coordenadas fueron tomadas del atlas de

Paxinos y Watson (1998). Todos los sitios correspondieron al PnC.
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Figura 2. Cortes coronales del tallo cerebral de la rata tefiidos con la técnica
de Nissl. Se puede observar claramente la Formacion Reticular Pontina. Se
muestra en cada corte el sitio en donde se localizo la microinyeccion dentro del
nicleo reticularis pontis caudalis (PnC) de los compuestos anticonvulsivantes
(flechas). Se puede observar que el sitio de microinyeccién comesponde al PnC,
localizado en la parte medio lateral, ventral al nacieo del sexto par y de las fibras

del séptimo par cerebral.
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Figura 3. Registro de la actividad electrografica de la corteza motora y de la
actividad conductual de la rata en libre movimiento: efecto de la microinyeccion de
Vehiculo (PBS) en el PnC sobre las crisis inducidas por PTZ, a) registro control
previo a la microinyeccion; b) posterior a la microinyecciéon del vehiculo fases en
las que el animal presentd conducta normal sin giro ni signos de neurotoxicidad y
c) aproximadamente 1 minuto después de la administracion de PTZ (70 mg/kg
i.p.) el animal presentdé a la par con el registro electrografico mioclonias de
miembros anteriores y posteriores (carreras de huida) seguidos de d) extension
ténica de los miembros. Calibracion 0.5 mV y 1.0 segundo.
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Figura 4. Registro tipico de la actividad electrografica de la corteza motora de
la rata en libre movimiento antes y después de la administracion de PTZ. A)
Microinyeccion de Vehiculo. B) Microinyeccion de AP-7 (9 nmolas) y C)
Microinyeccion de MK-801 (6 nmolas) 4 minutos después de la administracién de
PTZ. Se obtuvieron registros similares con la microinyeccion de las dosis mayores
de MK-801. Calibracion 0.5 mV y 1.0 segundo.
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Figura 5. Registro tipico de la actividad electrografica de la corteza motora de
la rata en libre movimiento: efecto de la microinyeccion de ETO en el PnC sobre
tas crisis inducidas por PTZ. a) Registro control previo a la microinyeccion; b) 5
minutos despuées de la microinyeccion de ETO (141.5 nmolas), no se presentan
cambios en el EEG: c y d) 4 minutos después de la administracion de PTZ se
presentd la CTCG y las conductas fueron similares a las del grupo control. Se
obtuvieron registros similares con la microinyeccion de las diferentes dosis de

ETO. Calibracion 0.5 mV y 1.0 segundo.
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Figura 6. Registro tipico de la actividad electrografica de la corteza motora de

la rata en libre movimiento: efecto de la microinyeccion de DFH en el PnC sobre
las crisis inducidas por PTZ. a) Registro control previo a la microinyeccion; b) 5
minutos después de la microinyeccion de DFH (73 nmolas), c) 1 minuto después
de la administracion de PTZ se presenté la CTCG, continud en d) . Calibracion

0.5 mVy 1.0 segundo.
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Figura 7. Registro tipico de la aclividad electrografica de la corteza motora de

la rata en libre movimiento: efecto de la microinyeccion de CBZ ‘en el PnC sobre
las crisis inducidas por PTZ. a) Registro control previo a la mucroxnyeccnén b) 5.
minutos después de la microinyeccion de DFH (38 nmolas),:c y d) 1 minuto
después de la administracion de PTZ, aparece la CTCG. Cal/bractén 0.5mvy 1.0

segundo.

39

TESIS CON
FALLA DE Q7




a)

PUY VOIS SGPr SpE PO A~

b) - ST —_ v \ (RN VOSSN N YOI

S WWWWW

R 111 P—

I

Figura 8. Registro de la actividad electrografica de la corteza motora de la rata
en libre movimiento: efecto de la microinyeccion de VAP en el PnC sobre las crisis
inducidas por PTZ. a) Registro control previo a la microinyeccion; b) posterior a la
microinyeccion de VAP (0.6 y 1.2 ymol/0.2pl), ) y d) 10 minutos después de la
administracion de PTZ (70 mg/kg i.p.). Se obtuvieron fegistros similares con la

microinyeccion de las diferentes dosis de VAP. Calibracién 0.5 mV y 1.0 segundo.
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Figura 9. Registro de la actividad electrografica de la corteza motora de la rata

en libre movimiento: efecto de la microinyeccién de P, en.el PnC scbre las cr:s:s

inducidas por PTZ. a) microinyeccion de vehiculo, en este caso fue c_lclodextrma

que igual que el vehiculo de PBS no afecté a las CTCG iyn}duﬁ:idas por P:TZ (b) En

c) se muestra la microinyeccion de P, , y en d) se puede observar la disminucion

del voltaje y frecuencia de las postdescargas inducidavs por PTZ,(_‘/ng/kg Lp.).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos de este estudio mostraron que la microinyeccion
unilateral de MK-801, VAP y P, en el PnC, bloquearon las CTCG inducidas por
PTZ. La microinyeccion unilateral de AP-7, ETO, CBZ y DFH no ejercieron efectos
anticonvulsivantes. Estos resultados apoyan los hallazgos encontrados en trabajos
previos, que involucran a {os receptores a NMDA y GABA con los mecanismos de
regulacion de la actividad convuisiva en la FRP (Faingold, 1992; 1994).

Se ha establecido que las conductas motoras como la fase de huida (wild
running) y extension ténica de miembros posteriores de las crisis generalizadas se
encuentran reguladas por estructuras localizadas en la Formacion Reticular
Pontina y Mesencefalica con diferentes modelos de epilepsia (Browning, 1981;
Velasco et al, 1982; Peterson, 1996; Faingold, 1998).

En este trabajo, las conductas motoras como la fase de huida (wild running)
y extension tonica de miembros posteriores de las crisis generalizadas,
provocadas por PTZ, fueron similares a las inducidas con otros modelos de
epilepsia generalizada (Peterson, 1996; Faingold, 1998). e

Se ha reportado que los aminoacidos excitadores en el PnC participan en la
regulacion de la respuesta de levantamiento acustico (Krase et al, - 1993;
Miserendino y Davis, 1993) y en la presentacion de la extension téonica de
miembros posteriores observada durante las crisis audiogénicas en ratas
(Faingold et al, 1992). En este reporte mostramos que la neurotransmision
excitatoria mediada por el receptor a NMDA en el PnC esta involucrada también
en la generacion de los componentes clonicos de las crisis generalizadas
inducidas por PTZ, que es un modeio muy util para probar drogas contra las crisis
de ausencias en humanos (Loscher y Schmidt, 1988; De Deyn et ai, 1992).

Aunque se ha propuesto que las estructuras caudales del tallo cerebral
estan involucradas solamente en la generacidon de los componentes ténicos de las
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crisis (Browning, 1987; Burnham, 1987; Faingold y Caspary, 1987), nuestros
resultados sugieren que el PnC podria también participar en las manifestaciones
de las mioclonias, ya que ambos componentes electrograficos y conductuales de
las crisis ténico clénico generalizadas inducidas por PTZ, que se han asociado con
estructuras de! cerebro anterior (Gale y Browning, 1988) fueron inhibidos’ por las
microinyecciones de MK-801 en el PnC. Es posible que la circuiteria neuronal'
involucrada en la regulacién de los componentes tonicos y clonicos de las crisis en'
el PnC sean diferentes. )

La posibilidad de que los efectos det AP-7 y del MK-801 en el PnC sean
especificos para esta region es alta ya que las microinyecciones localizadas en el
nucleo tegmental dorsal medial no tuvo efectos sobre las CTCG inducidas por
PTZ.

Nosotros observamos una marcada diferencia entre los efectos del MK-801
y el AP-7 sobre las crisis inducidas por PTZ. El primero presentd propiedades
claramente anticonvulsivantes, mientras que el Ultimo no solo no presentd efectos
anticonvuisivantes, sino que también provocd conducta de giro. Esta marcada
diferencia en los efectos de los antagonistas competitivo (AP-7) y no-competitivo
(MK-801) sobre la actividad cerebral ya ha sido observada. La administracion
sistémica de MK-801 protegio a las ratas contra las crisis inducidas por oxigeno
hiperbarico, mientras que el AP-7 no ejercid ningun efecto sobre estas crisis
{(Chavko et al, 1998). En contraste, se ha reportado que la administracion bilateral
de AP-7 en el coliculo inferior y en el PnC es mas efectiva que el MK-801 sobre la
reduccion de las crisis audiogénicas (Faingold et al, 1992). También se ha
reportado que la administracion sistémica de AP-7 redujo el disparo neuronal del
coliculo inferior, mientras que el MK-801 no tuvo efectos (Faingold et al, 1993).

Aunque se desconocen los mecanismos moleculares involucrados en los
efectos diferenciales del MK-801 y del AP-7 sobre las crisis, estos pueden reflejar
diferencias de ligamiento (binding) entre estos antagonistas en el PnC. También
se ha hipotetizado que las diferencias en el funcionamiento del receptor a NMDA
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pueden reflejar una heterogeneidad de la distribucion del receptor a NMDA en el
PnC (Faingold et al, 1993). También se ha mostrado que los antagonistas no-
competitivos a NMDA incrementan el metabolismo cerebral y el flujo venoso
cerebral (Rousell et al, 1992), mientras que los antagonistas competitivos tienen
efectos opuestos (Clow et al, 1991). Los mecanismos involucrados en la induccién
de la conducta de giro por el AP-7 requieren posterior investigacion.

Se ha propuesto que las estructuras caudales del tallo cerebral como la
Formacion reticular Pontina y Mesencefalica estan involucradas en la generaciéon
de los componentes tonicos y clonicos de las crisis generalizadas (Browning,
1987; Burnham, 1987; Faingold y Caspary, 1987; Elazar y Berchanski, 2000),
nuestros resultados sugieren que la neurotransmision de aminoacidos excitadores
en el PnC podria participar en la aparicion de los componentes tonicos y cldnicos
ya que los componentes electrograficos y conductuales de las crisis inducidas por
PTZ fueron bloqueados por la microinyeccion de MK-801, antagonista no
competitivo del receptor a NMDA. De esta manera, nuestros resultados indican
que el antagonismo de los receptores a NMDA en especial del tipo no-competitivo
es capaz de suprimir las CTCG en este modelo. Estos resultados apoyan a los
reportados previamente (Faingold et al, 1992).

La diferencia es que en este experimento se realizaron microinyecciones
unilaterales siendo estas suficientes para inhibir las CTCG de forma dependiente
de la dosis. Ademas, se ha establecido que el sitio de origen de las CTCG es la
FRM (Ishimoto et al, 2000; Hashizume et al, 2000), mientras que nuestros
resultados sugieren que esta actividad se podria originar en estructuras del tallo
cerebral mas caudales ya que con la microinyeccion de sustancias con actividad
anticonvulsiva en el PnC de la FRP pudimos suprimir la generacién de las CTCG
en comparacién con los animales tratados con vehiculo. Estos resultados apoyan
a los reportados previamente (Faingold y Riaz, 1994) en los que reportan que las
neuronas de la FRP aumentan su nivel de disparo previamente a la aparicién de
las crisis audiogénicas lo que indica que esta estructura es importante para la
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propagacion de las crisis audiogénicas; de la misma manera nuestros resultados
apoyan y extienden los reportados anteriormente indicando que el PnC puede ser
un sitio especifico para la regulacién de las CTCG. Nuestros datos apoyan estos
hallazgos y ademas aumentan el conocimiento sobre los blancos terapéuticos mas
sensibles a los agentes antiepilépticos (Faingold y Randall, 1995; Faingold, 1998).
Nuestros resultados mostraron que ademas de suprimirse la actividad
convulsiva conductualmente, la actividad electrografica puede ser reducida ya que
la microinyeccion unilateral de MK-801, P, y VAP en el PnC redujo
significativamente la duracién y voltaje de las postdescargas inducidas por PTZ.
Peterson (1996) mostré que las microinyecciones bilaterales de VAP en el
PnO no bloquearon las crisis inducidas por electrochoque, nuestros hallazgos
muestran que la microinyeccion unilateral de MK-801, P,y VAP en el PnC, que es
la continuacion caudal del PnO bloqued las CTCG lo que nos podria sugerir que
esta estructura puede ser un sitio blanco especifico de estos farmacos y que es
suficiente para suprimir las CTCG en nuestros estudios. También nos sugiere que
el mecanismo de accion podria ser a través del receptor de GABA ya que se ha
reportado que el VAP aumenta los niveles de este neurotransmisor. De acuerdo
con los resultados obtenidos en este trabajo podemos deducir que el incremento
de los niveles endogenos de GABA en el PnC previnieron la excitacion producida
por el PTZ. Sin embargo. existe otro mecanismo probable ya que este bloquea los
canales de Na* dependientes de voltaje (Ragsdale y Avoli, 1998; Avoli et al, 2001)
y como hemos mencionado anteriormente, también la neurotransmision del
receptor a NMDA juega un papel importante en la supresion de las crisis por PTZ.

" Los resultados obtenidos con la microinyeccion de P, en el PnC muestran
que también este nucleo es un sitio de accion de la P, para la regulacién de la
actividad epiléptica inducida por PTZ. La dosis utilizada se eligi® de acuerdo a
trabajos previos. Se ha reportado que la P, tiene efectos anticonvuisivantes pero
se desconoce hasta la fecha su sitio de accion dentro de!l SNC; ademas también
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se. ha demostrado que los productos del metabolismo de la P, como . la
alopregnanolona tienen actividad anticonvulsivante por su unién al receptor de
GABA con una potencia mucho mayor que la P, .

La metodologia utilizada en este trabajo nos permitid demostrar que no
todos los farmacos antiepilépticos ejercen su actividad anticonvulsivante a través,
del PnC, sino que existe la posibilidad que los farmacos que no protegieron contra
las crisis por PTZ en el PnC tengan su sitio de accién en otras estructuras dentro
del SNC.

Ademas, también se apoya y aumenta el conocimiento con el cual se
demuestra que ila aplicacion unilateral de anticonvulsivantes es suficiente para
controlar la aparicion de la actividad epiléptica inducida en varios modelos
experimentales de crisis epilépticas, como ya se ha reportado previamente.

Es importante mencionar que la investigacidon basica con modelos
experimentales es un arma muy valiosa para el estudio de los mecanismos por
medio de los cuales se puede regular la actividad epiléptica. Este tipo de
investigaciones no son posibles en la investigacion con seres humanos pero se ha
mostrado que de los resultados generados en la investigacion basica se derivan
las posibles estrategias para abordar los problemas médicos como la epilepsia.

La mayoria de las investigaciones reportan que se reduce o suprime la
actividad convulsiva producida por diferentes modelos de epilepsia pero se ha
establecido que la mejor manera de demostrar la proteccién contra las crisis es
contando con un registro de la actividad electrografica cerebral que indique cuales
fueron los cambios de la actividad convulsiva provocados por la manipulacion
experimental. En este reporte se dan evidencias conductuales y electrograficas
que se correlacionan con la inhibicion de la actividad epiléptica producida bor PTZ.

Se ha reportado que las CTCG se pueden bloquear con DFH via sistémica
pero no se sabe en donde es su sitio de accion dentro del SNC, en este trabajo la
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microinyeccion de DFH en el PnC no tuvo efectos sobre las crisis por PTZ por io
que podemos deducir que esta estructura no es un sitio blanco para su efecto
anticonvulsivante. R

Se ha demostrado que la ETO administrada por via sistémiéa es ‘aliamente
especifica contra las crisis por PTZ (L&scher y Schmidt, 1988; De Deyn et al,
1992), en este trabajo encontramos que la microinyeccion de ETO (aun cdn las
dosis utilizadas en este experimento que son mas altas que Ias‘vu‘ti‘lizadas[en
reportes previos (Peterson, 1994)), en el PnC no modificod las crisis por'»fo que
podemos suponer que éste no es un sitio de accidén de la ETO para.regular la
aparicion de la actividad convulsiva en este modelo.

Se ha reportado que la CBZ y la DFH administrados por via sistémica no
afectan las crisis por PTZ, sin embargo no existen evidencias de su posible
actividad anticonvulsiva al ser aplicadas topicamente en el PnC, en este trabajo
encontramos que administrados en el PnC estos farmacos no tuvieron efecto
anticonvulsivante, estos resultados no descartan la posibilidad de que pudieran
ejercer su actividad anticonvulsiva en sitios diferentes del SNC, por lo que se
requieren futuras investigaciones en las que se puedan mapear diferentes
estructuras involucradas en la regulacion de la actividad epiléptica sobre las que
actuen estos farmacos.

Los hallazgos de este trabajo apoyan la posibilidad de que la administracion
de farmacos con propiedades anticonvulsivantes pueda realizarse por medio de
microinyeccion localizada para poder determinar sitios altamente especificos y
selectivos en términos de su funcidn sobre receptores en una region cerebrai
blanco y de la posibilidad de bloqgquear la actividad convulsiva inducida con otros
modelos experimentales de epilepsia. R

A pesar de que se ha reportado que la DFH sistémica redujo- el disparo
neuronal de las células de la FRP a la par de la inhibicion de -las crisis
audiogénicas (N'Gouemo y Faingold, 2000), si corrobor‘arhos‘; los sitios de registro
esta actividad se registro en el nucleo gigantocelular que corresponde a la FRB
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por lo que los resultados mostrados aqui sugieren qué se debe explorar otros
sitios dentro de la FR para mapear los efectos diferenciales'de cada uno de los
farmacos utilizados sobre las CTCG. ' '




CONCLUSIONES

Con base en nuestros resultados podemos concluir que lé neurotransmisiéon
excitatoria e inhibitoria en el PnC juegan un papel importante en la regulacion de la
actividad epiléptica inducida por PTZ. Derivado de lo anterior podemos sugerir que
el PnC es uno de los sitios blanco para algunos férmabbs antiepilépticos.

Nuestros datos indican que en et PnC de la rata, los antagonistas no-
competitivos del receptor a NMDA como el MK-801, bloquean la generacion de los
componentes tonicos y cldnicos de las crisis generalizadas inducidas por PTZ.

La progesterona en el PnC bloqued la generacidn de las crisis inducidas por
PTZ, este efecto puede ocurrir por medio de su metabolito reducido que actua
sobre los receptores del GABA,.

El VAP en el PnC bloquedt las CTCG inducidas por PTZ en forma
dependiente de la dosis. Por lo que se debe investigar si este efecto es por el
aumento de las concentraciones de GABA o el bloqueo de los canales de sodio en
el PnC.

La ETO en el PnC no modificé las CTCG provocadas por PTZ, por lo que
podemos suponer que el PnC no es un sitio blanco a través del cual la ETO ejerce
su efecto antiepiléptico. E .

Los farmacos antiepilépticos que protegieron contra las CTCG también
provocaron una reduccion o inhibicion de la actividad conductual y electrografica

inducida por el PTZ.
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Abstract

1t has been shown that NM DA antagonists block the tanic but not the clonic component of scizures when they are
injected in the oral region of the rat pontine reticular formation (PRF). The participation ol‘ the caudal PR

cffects of NMDA Jnl.lgonlsls upon the tonic and the clonic co of scizures ind

pcnlylcnclclmzol (PTZ) is unknown. The aim of the present s(udy wns to cv.nlu'uc the effects of unilateral
micr jections of itive and itive NMDA t ic acid (AP-7)
and di ilpi (MEK-801). respectively, into the 1 i is pontis dalis of the rat PR¥ upon scizures

induced by PTZ (70 mg/kg i.p.). MK-801 induced a dnu:~rc|nlcd decrease both in the incidence of gencratized
tonic- clonic scizures (GTCS) and in the presence of spikes in the EEG. MK-801 also increased GTCS latency. On
the contrary, AP-7 did not have effects on GTCS. Interestingly, it induced ipsilateral circling behavior. These results
suggest that in the caudal region of the rat PRF only noncompetitive NMDA antagonists should block the
generation of tonic and clonic components of generalized scizures. € 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Kevwards: Ponune reticular formation; NM DA antagomists; MK-KDL AP-7: Peatylenctetrazol

1. Introduction the gencration and maintenance of epileptic states
(Browning. 1987: Faingold. 1987). Electrolytic

Several reports have Jdemonstriated that  the and mechanicul ICSiOF‘s nr,”“: on.ll PR[. specifi-
pontine reticular formation (PRIF) participates in cally the nucleus reticularis pontis oralis (PnO).

suppress the tonic hindlimb extension induced by

audiogenic seizures or nuiximal electroshock with-

responding  authbor Present addiess. Pacullad  de out alfecting the clonic component of seizures
Qu - Cdad Universtatia. Coyoacan 0351 Mevco, 1 | induced by pentylenctetrazol (PTZ) or minimad
Moeswo Fel s S25.622MMK: fax 4 S25.61620160 clectroshock (13 ing et al. 1985: Browninge
Lemad abdeess ageari servidorunamms (1 Camicho- clectroshock (Browning et al.. S Browning.

Arrozod 1987: Applegate et al., 1991).
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Glutamate and aspartate, which are clearly in-
volved in cpilepsy (Croucher et al., 1982; Avoli
and Olivier, 1987), arc highly concentrated in the
rat PRF (Camacho-Arroyo and Tapia, 1992).
Their effects are mediated by several receptor
subtypes but in fact the N-Mecthyl-D-Aspartate
(NMDA) receptor has been the most studied of
them. NMDA receptors have been located in the
PRF (Wenzel et i 1996; Daggett et al.,, 1998)
and their participation in scizures has been clearly
documented (Mintz et al.. 1990; Faingold et al.,
1993; Chapman, [998).

It has been reported that the administration of
both the competitive NMDA antagonist 2-amino-
7-phosphonoheptanoic acid (AP-7) and the non-
competitive antagonist dizocilpine (MK-801) into
the PnO inhibited the tonic hindlimb extension
induced by muximal celectroshock  (Peterson,
1995). The administration of MK-80! and the
competitive  NMIDA  antagonist  3-(( & )-2-car-
boxypiperazin-d-yl)-propyl-1-phosphonic acid
(CPP) into the PPnO also blocked audiogenic
wres  during ethanol  withdrawal (Riaz and
Faingold, 1994). Microinfusions of D-cycloserine,
a partial agonist of the strychnine-inscnsitive
glycine site of NMIDA receptor, into the PrnO also
blocked the tonic component of scizures induced
by maximal clectroshock (Peterson, 1994). A re-
cent report shows that microinjections of glu!
mate into the oral PRE potentiate the convulsive
¢fTects of carbachol. and that this potentiation is
diminished by MK-801 (Elazar and Berchanski.
2000).

In contrast to the number of evidences about
the role of NMIDA receptors in oral PRF in
refation 1o epilepsy. the participstion of NMDA
receptors an the caudal PRE, specitically the nu-
cleus reticuliris pontis candalis (I'MC) in the gen-
erapon and mamtenance of scizures has only been
studicd in a genctic model of audiogenic seizures
that produce onic hindlimb extension (Faingold
et al. 1992) In that report the administration ot
MK-801 mito the PnC attenuated  audiogenic
seizures The inm of this study was to eviduate the
eflfects of unilateral mrcromjections of competitive
and non-compe ¢ NMIDA antagonisis, AP-7
nd MK -RULL respectively., into the rat PnC apon
tnduced by 1>

tomie clome seizures

946 (2001) 39-94
2. Methods

Adult male Wistar rats (270-300 g) maintained
under a 12:12 b light:dark cycle, lights on from
07:00 to 19:00. with food and water available ad
libitum were used. Electrodes and cannula were
surgically implanted in all rats under sodium pen-
tobarbital (65 mg/kg i.p.) anesthesia. Stainless-
steel electrodes were implanted in the motor
cortex for clectroencephalographic (EEG) record-
ing. Besides, a stainless-stect guide cannula (25-
gauge) was unilaterally implanted into the 'nC 4
mm above the injection site (A1%:-9.8, 1.:1.0, V:8.5)
(Paxinos and Watson, 1998). A stylet placed
in the guide cannula to prevent clogging when not
in use. Anchor screws were set in the skull, and
the mbly was secured with dental ccment.
Afier surgery the animals were allowed a week to
recover in their home! Be.

In order to observe behavior animals were
placed in plexiglas arena (30 x 30 =< 30 cm) the
day of the experiment. Awake tree-moving rats
were connected by a flexible insulated cable to a
Gry TRD polypraph and o control G record-
ing was carried out for 15 min. Then, rats (eight
per group) were unilaterally injected with MK-801
(RBI, 6 24 nmol), AP7 (RBL, 9 andI8 nmol) or
vehicle (PBS. pH 7.4) in a total volume of 0.2 ul
during | min using an injection needle (32-gauge)
inserted into the guide cannula connected through
a polycethylene tube to a0 § pl Hamilton syringe.
Cannula was maintained in the injection site for 3
more minutes after the injection. hmmediately af-
ter cach injection (st 08:00 h), G and anima
behavior were recorded. and 30 min later animalis
were ingected wath PTZ (Sigma. 70 myg/kg i.po).
The recording continued for 120 min. Although
bilateral nnctompections of NMIDA  antagonists
have been used 1 nany studies. we performed
untlateral micromgections into the PNC sinee at
the beginnming of our study we abtained  very
stmular results between unilateral and  bilate
mircrompections of MK-%01 (6 mmol). Besides, sev
eral reports have indicated  that unilideral nue-
croinjections ol several drugs into the brainstem
are clfectne an the attenuation or anhibinon of
tonic components af serzures induced by different
procedutes (Shelb er all 19950 19970 Walker et
al. 199y
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At the end of ithe recording. pontamine blue 'Il_'il"bkl fMIKR01 and A7 microinjocti into the PaC
(blgn:m) (142_ |!g/():2 ;nl) wias {njcclc(l in ordcr. to (‘;T"é;_’i:du“d by l‘:r'l‘_z_ microinjections into the PnC on
localize the injection site. Animals were then ip.
injected with an overdose of sodium pentobarbital “Treatment » of animals with % of protection
and transcardially perfused with saline and 3.7 GTCS
forma ns were removed and postfixed in
3.7% formalin. The injection sites were verified in Vehicle (PRS) B/ °
60 pm coronal slices stained with cresyl violet by AP-7
using the atlas of Paxinos and Watson (1998). 9 nmol 8/8 o
Each animal was only used once, and the experi- 18 nmol 8/8 o
ments were performed under the guidelines of the MK-801 N
Mexican Law of Animal Protection. ‘I’z":"l‘_"::ﬂ 8;’; lg;-;;s

chuvioral response of the animals to PTZ 24 nmol o8 100°

administration, latency to the first generalized
tonic- clonic seizures (GTCS),  incidenc of = All drugs were microinjected in a volume of 0.2 pl into the
GTCS, survival percentage. and postdischarges rut PaC. Animals were injected with PTZ (70 mg/kg ip.) 30
characteristics in the 1 were evaluated. PTZ i e
scizures were L_-huruclx:rucd by facial twitches u'nd CP<0.0) as compared with vehicle (Fisher's exact probabai-
bll.\lcr 1 forelimb myoclonus, and GTCS with ity test).

running and  tonic  hindlimb  extension
(Fisher, 1989). Fisher's exact probability test as amplitude and frequency of postdischarpes were
well as analysis of variance followed by Tukey's lower in the animals microinjected with MK-801
test were used for statistical evaluation. Probabil- than in those microinjected with vehicle (Fig. 1),
ity vitlues were calculated by using the Prism 2.01 Rats survival was also increased by MK-801 mi-

progriim (Graph Pad. CA). croinjections into the PnC (Table 3).
In contrast, AP-7 (9 and 18 nmol/0.2 pl) mi-
croinjections into the PnC did not exert a protec-
3. Results tive role agitinst GTCS induced by PTZ (Tables
1-3). Although the latency to the first GTCS was
All animals treated with vehicle and 30 min higher in the animals treated with AP-7 in com-
later with PTZ presented GTCS. MK-801 mi- parison to that observed in the rats treated with
croinjections into the PnC induced a dose-related
decrease in GTCS induced by PTZ. Only 37.5% of Table 2
the rats injected with MK-801 (6 nmol/0.2 pl) Effects of MK-R0) and AP-7 microimections mto the PnC on
presented GTCS. and no rats with MK-801 (12 the Lateney 1o the hirst GTCS induced by PIZ*
and 24 nmod/0.2 ul) had GTCS (Table 1), Ani-

Trestment Lateney tirmn)

mals injected with 12 and 24 nmol of MK-80! . B -

only presented facial and forelunb myoctonus. Vetucle (PRS) 19405
The lency o the first GTCS an the aninls AP

ijected with the Jowest dase of MK-801 (0 nmot 9 amel 66236
0.2 ply was higher than that observed in the I8 ok 23405
animals veated with velncle (Vable 2). Electro- MK CROT

praphic recordings rom the motor cortex showed 6 nmot 4 ¥ s"

that MK-801 markedly reduced il events in- 12 et ne GIOS

duced by PTZ (Fig 1) Thus. fewer spikes were 4 nmol ne GTOS
observed in rals micromjected with MK-801 com-

X AT drges were aneromiected s iy
pared to those observed o annmals microinjected rat B'0C. Latency values A
with vehicle atter PTUZ micromection. D uation, addidd miippared wish

Y ———
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Fig. 1. EEG recording of the effect of NMDA antagonists
microinjections into the PnC on GTCS induced by I'TZ. The
motor cortex was recarded befare and after the administration
of PTZ (70 mg/kg i-p.) in rats previously (30 min) injected
with: (A) 0.2 pt of vehicle (PBS): (B) AP-7 {9 nmol); and (C)
MK-80] (6 nmal) into the PnC.

vehicle, this difference was not statistically signifi-
cant (Table 2). Interestingly, AP-7 immediatecly
induced ipsilateral circling behavior in relation to
the injection site in all studied rats. This behavior
lasted all the recording time. Circling bechavior
wis increased with the highest dose (18 nmol/0.2
uh) of AP-7. The increase in circling behavior
made very difficult both the recording and the
handling of the animals. All animals injected with
this dose of AP-7 presented GTCS (Table ).
Ncither circling behavior nor ataxia were ob-

Table 3
Effects of MK-KO1 and A7 microingections into the 'nC on
ts survival after GTCS induced by PTZ*

Treamment # of surviving

ammal

% of survival

Vehicle (I‘IISI IR A7 s

AT

4 nmal 2K 250
18 nmol IR ars
MK -ROI

6 nmol 7K R7.5"
12 nmol LE o
24 nmot KR 1000

ul into the

= Al drugs were mucroinjected in
il PnC

rreous

* £ e 001 as compared with vehicle (Fisher™s exact probabil.
1y test)

vnlumc of u

J. Manjarres et al. / Epilepsy Research 46 (2001} 3934

-10.3

-10.8

Fig. 2. Location of M K-R0I unilateral microinjection sites in
the rat PnC. Schemes and enordinates were taken from the
Atlas of Paxinos and Watson (1998). (O) vehicle: (@) 6, (W)
12, and (#) 24 amo1/0.2 pl of MK.801. Two injection sites
were located in each marked site. All sites corresponded to the
PaC.

served after vehicle or MK-801 microinjections
during the recording period.

All microinjections of NMDA antagonists in-
cluded in our study werc localized in the PnC
(Fig. 2) (Paxinos and Watson, 1998). MK-801
microinjections (#7 = 6) that missed the PnC (lo-
cated in the dorsal medial tegmental nucleus) had
no effects on PTZ seizures.

4. Discussion

Our results demonstrate that the unilateral mi-
croinjection of MK-801, a non-competitive
NMDA antagonist, into the PnC reduces in o
dosc-related manner GTCS induced by PTZ. In-
terestingly, a4 competitive NMDA antagonist, AP-
7. did not exert anticonvulsant cffects.

It has been reported thitt excitutory aminoacids
in the PnC participate in the regulation of acous-
tic startle response (Kruse et al. 1993 Mis-
crendino and Davis, 1993) and in the presentation
of tonic hindlimb extension observed during au-
diogenic seizures in rats (Faingotd et al., 1992). In
report we show that excitatory neurotrans-
on medisted by NMDA receprors in PaC s
also involved i the generation of clonic compa-
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nents of gencralized scizures induced by PTZ,
which is a very useful model for testing drugs
against generalized absence seizures in humans
(Léscher and Schmidt, 1988; De Deyn et al.,
1992).

Although it has been proposed that caudal
structures of the brainstem are only involved in
the generation of tonic components of scizures
(Browning, 1987; Burnham, 1987, Faingold and
Caspary, 1987), our results suggest that PnC
should also participate in the manifestation of the
clonic ones since both the behavioral and the
clectrographic  components  of  tonic—clonic
scizures induced by PTZ, which have been associ-
ated to forebrain structures (Gale and Browning,
1988), were inhibited by MK-801 microinjections
into the PanC. It possible that the neural cir-
cuitry involved in the regulation of tonic and
clonic components of scizures at PnC level are
different.

The possibility that the effects of AP-7 and
MK-801 in PnC are specific to this region is high
since microinjections located in the dorsal medial
tegmental nucleus had no effects on GTCS in-
duced by PT

We found marked diflference between MK-
801 and AP-7 effects upon seizures induced by
PTZ. The former presented clear anticonvulsant
propertics, whereas the latter not only lacked
nticonvulsant effects but also induced circling.
This marked ditTerence in the effects of competi-
tive (A7) and non-competitive (MK-801)
NMIDA antagonists on brain excitability has yet
been observed. The systemic administration  of”
MK-ROI1 protected rats against scizures induced
by hyperbaric oxygen, whercas AP-7 did not exert
any elfect on these seizures (Chavko et al., 1998),
I contrastoat has been reported that the bitateral
admunstration of AP-7 in the anterior colhiculus
and in P s more effective than that of MK-801
n reducing audiogenic seizures mgold et al.
1992y 1t has also been reported that the systemmc
admunistration ol A1%-7 reduced the inferor col-
heutus neuronal finmg, whereas that of NK-St1
had no effects (Faingold et al.. t993),

Although the molecu mechanisms involved
i the differential etlects of MK-801 and AI*-7 on
setzures are unknown. they may reflect binding

differences between these antagonists in PnC. 1t
has also been hypothesized that differences in
NMDA receptor function may reflect an hetero-
geneity of NMDA receptor distribution in PnC
(FFaingold ct al., 1993). It has also been shown
that non-competitive NMDA antagonists increasc
cerebral metabolism and cerebral blood flow
(Rousscll et al., 1992), whereas competitive antag-
onists have the opposite cffects (Clow et al.,
1991). The mechanisms involved in the induction
of circling behavior by AP-7 require further
research,

In conclusion, our data indicate that non-com-
petitive NMDA antagonists such as MK-801 in
the rat PnC block the gencration of tonic and
clonic components of genceralized scizures induced
by PTZ.
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