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,l Ruumcn. .

Los cfcclos de la mlcromyeccxén de/ a[,cnlcs con proplcdddt.e anuconvulswus en’ Ia

Substancia - Nl;,ra (qN) han sndo cxammados cn cnsns produc:daa por la admlmslracton "

slstumca de convulsnvunlcs, mcluyendo a la blcuculma el pcnulcnelelra/ol (PTL) Iu eslrlcnma

‘yla pllomrpma tamblen se ha obscrvado un_efecto suprcsor de las cnsns cn los modelos dc..

clectrochoque 'y kmdlmg amngdalmo Adcmés, dlversos esludlos con - coxnglucosa mdlcan_

is convulsxvas.

que la SN exhibe un gran lncremenlo en la tasa me(abohca en asocnacnon concr

De este modo numerosos cstudlos mdlcan quc la SN m.ne mﬂucncla mhlbldom sobre Ias crus:s“j -

cpilépticas.

Por otra parte, Ll szepam (DZ) es un compucslo anuepllcpllco bien conocndo cmplcado en c.l

lralamlento de crisis cpllépucas, el cual ejerce sus cfectos anuconvulswos a nlvel dc re cptorcs B

cspccn(‘cos rcfommdo el efecto del dcido gama-aminobutirico (GABA)

Por lo quc cl objetivo del presentc trabajo es determlnar siel DZ cjcrcc sucfecto’a través de lu ;

SN en un modelo de crisis gcncrahzada produclda por PTL

‘. 'scgundo 1,rupo sc: apllco solucnon salma 0.9. %, sc. vuloro como en’cl grupo*anterior. Y un

v 'ku.rcer g,rupo aI cual solamcnlc se le ap vlcé PTZ

(ANOVAY) de'una via

Los resullados fucron ‘alorados mcdmnte cI Ana 15|s dc Varia

: y una prucba Studcnl-Ncwman Keuls 3



 1a latencia

=:Se obscrvaron mcrcmemos csladnstlcnmcnlc su,ml'callvo cnel grupo DZ

a‘la primera sacudlda y.en la lalencm ala prlm :

: prnmm crisis no sc obscrvaron dlfercncms slgm('callvas

(26/26).
La sobrevivencia en el grupo dc DZ fue del 87 5%

12.904% (4), y del 0% en el grupo PTZ.
Los resultados sugieren que el DZ puede ejercer sus cfcctos antiepilépticos a .lraVés dela

SN.



2. Introduccion. T ' Ry L

cs un trastorno o un.'grupo dc traSlornos ci'éniéos. caracterizados por la. -

'La EpilcpSI
. prcsenc:a de crms rccurrcntes, estas ‘crisis- son Ia mamf'cstacton anormal “de”ungrupo de
- ncuron.ls, obscrvandose palroncs conduclualcs caractensucos.‘

Ewslen dll'erenles modclos expcnmemnles quc ascmc_]an los upos de cnsls quc se

prcscnlan en el humano, cl agente proloupo cn la‘clase’ de convulsnvantcs sxstémncos es el ’
: pcnnlcncu.trazol o ‘metrazol (PTZ) el cual produce sacudxdas mloclomcas quc sc 1,cncrallwn
'cnsns lomco clonico generalizadas. ) ST : -
‘ Por otro lado, el diazepam (DZ) es un compuesto usado cn el lratnmlenlo dela epllcpsm ¢
que actiia a nivel de receptores aumentando la accion del acndo gama-ammobulmco (GABA).
Hay evidencias anatémicas y fisiolégicas que indican que las regiones involucradas en
la iniciacion y propagacion de la actividad epiléptica se encuentran en el tallo cerebral, y uno de
los nicleos que parece desempeiiar un papel importante en la propagacion de las descar&,as

epilépticas, es la Substancia Nigra (SN), ya que estudios de lesién muestran una suprcsmn dc :

las crisis en diversos modelos, asi mismo la apllcacnon 1ntrﬂmg,ra| de anllcpllepucos tamblen; :

conficren proteccion en crisis cpllepllcas.

Dado que se conoce que ¢l DZ es un’ compueslo efecllvo en cl ratuml nto dc Ias cnsxs

epilépticas, el presente trabajo pretende co

SN, en un modelo de crisis gcneralizadds




3. An(cccdcntcs. S

3.1 (‘cnc lldadts de I.l Epll(.p

: l)cﬁmcmn.

La th.psna Ls un traslomo ccrcbral crénlco dc variadas CllO|05idS que, esta caractcnzado por
- crisis recurrentes dCbIdO auna dcscarga exceswa de neuronas (crxsxs epllcpucas) asociadas con

‘ varms mamfeslacloncs chmcas y de laboralorlo. (0 M. S chcmnnno de Epllepsta)

Historia. : ) )

‘La palabra "epilepsia” deriva del Gnego y su,mﬁcd apodcrarsc 0 "posesionarse" y sc
ha empleado desde la época de lhpécrules. Aclualmentc ‘se prcr ere el .uso de -las
denominaciones "trastornos o penurbacnoncs paroxismales" ko bien "ataques", segin Millichap
(1965) para evitar los estigmas o connotaciones siniestras que sé:asbéiah'- con clvlérmino
epilepsia. Hipocrates critico las antiguas creencias que consxderaban como cnfermedad sagradu

a csta afeccion, asi como las ideas de que se debla a que los demomos o dloses se posesmnaban

del individuo; opiné que la epilepsia era una cnfemwdad del cerebro, dCbld 18 causas naturales
y que debia ser tratada con drogas y dictas y no por medlo dela magl

Asi como la epilepsia, su tratamiento cmerglé, desd que la historia lo  consigna; 'clérlbu

. hnalomofuncxonales de Ios fcnomcnos pswoalucmu onos emporouncmados en Ia epxlepsm‘» o

- En un pnnclplo. se uuluo el scdanlcvbromuro de pomsno en el lratamxenlo de Ia

cpnlcpsn -'A partir de 1912 cmcharon a ull zarsc los barblturlcos yenun pcrlodo de 25 aﬁos




En 1944 Rlchard 'y Everell comunicaron que’el analgcswo lrlmctadlona no protci,la

conlra el cleclrochoque, convulsxones mducndas por el p(.nuleneletrazol

g (Pl/)’fquc no cran mterrumpldas por ln DFH Enb 1946 se lanzo al mercudo lu tnmctadlona -

como dro;,a de eleccnén para el trutamlenlo dc las ausencias o pequeﬁo mal ‘con. o'cual e

cstablccxo In dxfercncm de Ius accnones antlconvulswas entre la tnmctadlona 'y 1

; (Maninez dc Muﬁoz, 1983)

'Lgs cnms ;son’

cuales usualmenle pucdcn ser dctcctados en el registro cleclroenccfalograf' o (EEG). Alz,unos s

pacxcmcs ticnen crisis que sélo ocurrcn énel curso de una enfermedad ncuroldgica agudn ‘Olras'

personas ncncn solo una cnsxs en su 'dctcrmmad'l Eslas‘-

crisis no son cpllcpsm.




- Sepun_ su_definicién, el atributo que ‘califica las_crisis epilépticas:es "la descarga ncuronal

cwéésiva" ‘ [';‘slzi:dcscai'ga Se dcbé ala activaci()n snmulténea de un gran nimero de neuronas, que <

’ faclorcs mvolucrados en la cplleptogenesxs.

- Allcmciones dc la funcién sindptica, ya qué ésta consiituye el - proceso cen{rzii' de :
comumcacnén mtcmcuronal y por lo tanto del funcnonamlento del Slslema Ncrvxoso Central'
‘ (SNC). Lsto se pone mds clummenlc de manifiesto cuando se consndera que la acuvxdad de los,

circuitos neutrales dcpcnde del equnllbno cnlrc las smapsns excnadoras y las inhibidoras: si se

Vlncrcmcnta la actividad dc . las pnmeras o dlsmlnuye la de Ias segundas. habra una

) hlpcrcxcnabmdad que es una dc las caractcrlsucus dcﬁmtorlas de lu apancnori de la epxlepsm. >

Es posnble produclr aclmdud cpllcpl ‘a medlante la mhlbxcién de Ia llbcramén de GABA si se :




- lnhibiéiéni de Iu'ixclividadr'dc 'Ia‘d‘cxcéxfb xilaén del'écido ‘miéd'(GA‘D) ﬁdiq'rzrnrn‘ que la

ucuvndad dc la enzima que smleuzu cl GABA mzis que Ia concentmcmn total del aminoadcido,

72 hdrus 'despuée Esto su;_,lere quc las neuronas daﬁadas po




3.2 GABA y Epllcpsm

importante de Vneurolr‘msmlsores

Los ammoac:dos son cuanulatlvamcntc el Brupo m

en Ll ct.rt,bro de mami(cros Los dos transmlsores mhxbldorcs mejor esludmdos son cl GABA y :

neurotransmisién (Haefely 1989a). Aunque neuronas GABAerglcas funcwnnn cnk regloncS’

especificas del cerebro, al parecer todas las vias ncutrales en el cercbro dc S mamlfcros son
inhibidas por GABA (Cooper et al., 1984). : ‘ i

Neuroquimica del GABA.

El GABA es sintetizado a partir del ammoacldo L-glutam'u ' por descurbox:lacnén ch
masa de GABA (GABA l‘)

acido glutamico con fosfato de plrldoxal como cofactor. La tran
lo degrada en écido succinico que entra al y l) La cnznma rcsponsablc de su
degradacion es la lransnmmasa dcl G | ncndo gama vmyl GABA

(GVQG) . Los cfectos annconvulswos del GVG puedcn debcrse al refoxzamlento dc la

transmisién GABAer],lca



2-0xogldldrald glﬁcosa.,
COOH Cl |2 CHZ CH COOH

Aspanalo amlnotransfernsn Aspanato Oxaloacclato

Glutﬂmmo [

COOH CllZ CHZ Cll(NH2) COOH

L-Glutamato e _ )
I-carboxn-l_msa 4 _  : s CQ2
+ Piridoxal fosfato '

. . %
GABA
1 COOH CHZ CH2 CH2 NH2

Aminobu{irato E : : a-Oxoglutarato
aminotransferasa . ‘ i
+ Piridoxal fosfato - L ; Gluiamato

kr Sémvialdeh‘ido sucqfnico
. COOH CH2 CH2 CH2 CHO
Scmmldehido : - : : '
succinico deshldrog,cnasa . :
A
Succmalo

COOll CH2 CH2 COOll

Fig. 1. Sintesis del Acido gama-aminobutirico (GABA).



Numcrosos estidios de’ modclos cxpenmcnlales de cpllcpsm mdlcan una pérdlda de las

(Shin et al., 1980). Todos estos rcsultados, mdlcan que el GABA mte

labla l




dcpolan/,amén, o no cambxar cl potcncnal de membrana. En todos los ¢asos reducc la

excitabilidad neuronal, 1mp|dlendo quc ln membrana alcancc el umbral'dc depolarmacnon

critica para la g ;,cncraclén d(, un potencml dc accxén o bloqucando la propagacnén de. eslc. Lstos

son los cventos que sostienen la accién |nlnb|dora sxnapuca‘ dcl GABA,cn la mcmbrnna '

sinaptica (Haefely, 1989a).

El receptor GABA A se cncuenlra reluclonado con el canal de cloro (Haefely, 1988)

Algunos de estos receptores parecen estar acoplados a smo moduladores En estos sitios,

drogas como las benzodiazepinas y la pxcrotoxma pueden actuar arn modll'c r cl cfecto del

GABA en cl canal de cloro.

GABA B actua

En cuanto al receptor

los smos moduladorcs)

La" funcion vital. de la mhlblcxon GABAerglca [ famlmeme dcmoslrada por

proccdlmnemos que rcduccn su cF cacm, por Jemplo. os cccptorcs a GABA

cxcntacnon. ansicdad, convulsnones, decrcmcnto gcncmhzado dc Ia funcnon GABALI’UC&. y Ia




1a simple medida de producir un foco

: ,iljct‘)bnruiql‘adédggict vidad neuronal cpileptiforme (Haefely,

‘Tabla 1. Caracteristicas de los receptores al GABA.

GABA A GABA B
Agonista comuin GABA GABA
Agonista selectivo Muscimol Baclofen
Antagonista sclectivo Bicuculina (Acido d-Amino-valérico)
Efector Canal de Cl- Canal de Ca*+
Ach
Canni de K+

Modulacion alostérica"Benzodiazepinas”, ?
barbituricos, algunos

convulsivantes.

Tomado de Haefely, W. E. (1989a). Pharmacology of the Benzodlazepme Reccplor Eur. Arch.
Psychiatr. Neurol. Sci. 238:294-301.



Ncurotr.lnsm Sores “de la Substancia Nigr:

l dcl mcscncefalo, exlendlcndosc’ ;

y tofai d¢ 22 000 en la rata

dt.l pumlc a eI dncnccfalo. La SN ¢ ti_én' cuatro tip de c]’:elullas.' ur

(l’mru.r ctal., 1983)

lcbmcmum (Kllpatrlck ct al.. I983)

Rcsultados rccxenlcs mdxcan quc la mtcgndad del: coliculo superior; se:requicre: para prolcgcr‘

comra las CI'ISIS por clectrochoquc max:mo scguxdns dc la aphcaclon ¢ mus mol lntramgral.

spuc’sldal clectrochoque

La’ dcslruccnon de coliculo supcnor no tlene cfcclo sngmfcalwo en'la
maximo pcr se. Sin embarg,o. en cl grupo con lesion de coliculo supcrlor rcspondlcron al

muscimol intranigral no tuvo cfec(o ‘anticonvulsivo en crisis por clectrochoque. Las ratas




"conlrol" |LSIOI"I supcrﬁcml del coh qu superior cspondlcmn al muscnmol mlramgrul con una

supresion marcada dc las cnsns por clcclrochoquc. Eslos rcsulladoe md:can quc ld ublacnén dc,u

coliculo - superior, pero no de I‘I‘COI‘ICZa lla Ios e[‘cclos antlconvulswos dcl muscnmol

mlmmg,ral enel modelo de eleclrochoque maxxmo. En olros cstudlos. sc ha moslrado que el
io, dc GABA en la

muscimol intranigral causa un decrcmenlo su,ml‘ cauvo en la lasa de recan

region terminal de las proycccxoncs mgrotecmles (Mehs y Galc, 1983), ap yando el con plo de

que el aumento en ' la lransm:snon GABAérg,xca en la SN .causa una suprcsxén de las ncuronﬂs :

GABAGérgicas nigrotectales (Galc y Brownmz,, 1986)

léénicds .de

Estudios ncuroanatémicos basados en pcromdnsa ‘de rabano y

dlamo, lcg,menlum y .

autoradiografia confirman la existencia de vias efercntcs al estnado.'

tectum las cuales sc¢ originan en diferentes partes de la SN en la ruln, el gato y el mono. La

cxistencia de vias cferentes de la pars reticulata de SN a talamo_y collculo supenor es lamblen .

apoyado por evidencia cleclrofs:ologlca (Pomer et al., 1983)

Estudios basados en métodos autoradlograf cos anterogrados uphcados separadnmcntc a

varios componentes rcconocndos del cuerpo, estrlado en cl galo. y en cl nuclco subtalamico en cl‘_jf .

gato y en el mono conﬁrman proyccctones del nucleo caudado y puta

‘ palhdales externos ¢ intemnos, yen la parte no dopammerglca de la SN (Na

Adcmus de cncontrarse quc las proyeccnoncs vcntralcs del pallldum, o el pnllxdﬁm _ﬂ -

»dorsal a los nticleos subtalamlcos y la SN ucnen adcmzis proycccm rlas.'ésklx"ucmrds‘

lmphcudus en el circuito del sistema limbico, pamculnnncntc amlgdaln, nﬁclcb’z habéhulai-

- lateral, y al ntcleo mediodorsal del mlamo Con proycccmncs mas escasas a hlpotalamo, al drea
ventral tegmcnlal, y regiones mds caudales dcl _lcgmcntum cerebro medio, mcluyendo la regién’

del nticleo pedunculopontino (Nauta, 1986a).




Fig. 2 Seccion parasagital del cerebro de la rata, mostrando las proyecciones cferentes de. SN.
Abrev: SN. Substancia Nigra; NTT. Area mgrolegmcntal en formncxon retlcular, SC Colxculo
Superlor, I‘hal Niicleo talamico ventromcdlal ;



s du mlcmbros posteriores en la prucba de electrochoquc m
como en crisis por kindling amigdalino (Bonhaus et al., 1986)

Laslcsioncs localizadas dorsal a 2 mm caudal a la SN se enco

'Sc ha obscrvado que hay una rcduccuon slgmf‘callva en la severldad de Ins crlsxs, umbral, e

»mcxdencm en crisis producxdas por drogas convulsnvantes mcluyendo blcucuhna, PTZ,

‘986) La suprcsmn dc las crisis

; ladarola y Gale

cstncnma y pllocnrpma (Casuy Galc, ]981

ha sndo también observada con: myccclones en: la SN_dc agentcs anuconvulswanles en crisis -

fotomloclomcas en babumo Puglo nnpx Meld rum y Hortén, 1978) y electrochoque en ratas

(De Sarro et al 1985 Garant, y Galc, 1985) Estudlos rcahzados por Fariello y Homyklcwm(

' (1979) y Gale (1986) moslraron quc ln mlcromfusnon de bicuculina, cobalto, plcrotoxma y

“otros convulsxvuntcs en csta cslructura gcncmlmcnlc no ha logrado producir crisis. Aunque, -



crisis, pero con una dosns mas alta (lOO veces mas quc. en colf'
siel Lfcc.lo esta Iocahzado en la SN (Frye ct al., 1986).
Estos dwcubnmxenlos han cncabczado la Iupélcsxs de ue la “sitio’ de

|mC|ac10n dC CI’ISIS San ‘mas bien como un SIllO lmporlunle [+

‘propagacién d eslus.cﬁsis B
(Gale, 1986) ‘
La cﬁumulaClon clcclrlca de la SN fue cxamlnada en tres}dlfercnlcs especies (yxlos; ‘

ratas y perros), sin obscrvarsc evndencms de acuvndad convulsiva despue dc cs| mulnr estc v

niicleo. Sin embargo, la estimulacién dorsal a la SN enla formﬂcnon rcncular dlsparé'crlsls con

una intensidad relativamente baja en estos estudios (Kreindler et al., 1958 Bcrgergmann el al

1963). Por otra parte, estudios realizados por Morimoto y Goddard (1986) enconlruron que ld

~‘krcccplor dc BL cl cual cs probablemcnle un smo m dul

20




} cvaluadus mcdlame la medlmén de la d acnon de’la’extension- tomca anles y dcspues de la

inyeccion. Se’ encontré que Ia apllcacuén dc fenoburbnal enkla SN produce - conducta

dependleme En contraste, con la

estercotipada 'y suprime  la- extension de manera deSl

aplicacion de fenitoina o carbamazepina en ln SN no se producen efectos anticonvulsivos. El
cfecto anticonvulsivo del fenobarbital puede ser parmalmcnte mediado por ¢l aumento de la -
transmision sinaptica del GABA ylo por respueslas antagomsta a los aminoécidos excitadores.

Trabajos adlcxonalcs han comparado cl efccto de : la aplicacién intranigral de dos.
benzodiazepinas, cl midazolam y ﬂuruepam, en’ crls:s provocados por PTZ, y comparar los
efectos de la inyeccion intranigral de GABA o musc:mol. En contraste al muscimol y GABA,
tanto ¢l flurazepam y midazolam tiencn un efecto claro relacionado con la dosis de inhibicién
de las crisis producidas por el PTZ. Por otra pahe las dosis de muscimol usud;u contra las
crisis producidas por el PTZ fucron efectivas para bloquear los Lomponcnlcs ténicos de las
cnsxs mducndas por bxcucuhna (thmg et al., 1989) ' :

Esludlos recnentcs reahzados por Depaulls et al (1990) han moslrado que .la via

"~;‘GABAérg|ca mgro-cohcular cs cr(llca para el control InhlbldOl"d a SN sobre las crisis

: '_gcnerallzadas no convulsxvas. Los cfectos untlcpllépllcos de la inyeccion lnlramgral bllatcral de

thusmmol (2 ng) fucron revertidos por la lesién elcclrolmca d r. El bloqueo de

:la lmnsmxsxon GABAcryca a este nivel con plcroloxma (40 ng) suprimid SIgmfcatlvamenle las

crusns g,cncralmadas no convulsivas.

Estos datos sugieren que. los efectos untiepilépticos ob's(: ados- p'or‘l potcncxacnon de la

transmision GABAcrglca en ta SN resul(a de una dcsmhxblclén dc los cucrpos cclulares

collcularcs.
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cqllcular en'el Conlrol dcpcns audiogénicas: fue xaminadd.‘

La via GABAéfgxca nigr

cstos resultados qucren quc la via GABAerz,lcu m[,ro collcular no ‘estd mvolucrada en c,l_
control de esta forma de epllcpsm (Depaulis et al.,1990a). : :

Los c(‘ectos de’la administracién intranigral de farmacos anuepllcpucos han sido
estudiados en crisis limbicas provocadas por la administracion de pilocarpina (380 mg/kg |.p.)v :
en roédorcs. El midazolam (DES0 38.5 nmiol), el fenobarbital (DE50 16 nmol) y la trihjetédionzi:
(DES0 30 nmol) protegicron a las ratas contra las crisis, mientras que la diffcr'liklhidamoklna
(mayor a 100 nmol) permaneci6 sin efecto y la etosuximida (DE50 38 nmol) redujo ei umbrﬁl
para las crisis, ya que con dosis subconvulsivantes de pilocarpina (2007 mg/kg i.p.) se
convirtieron en convulsivantes. Teniendo un efecto similar con la administracion sistémica de
estas drogas y por lo tanto sc sugiere que la SN pﬁedc mediar algunas de las acciones de drogas
anticpilépticas (Turski et al., 1990).

La actividad de neuronas de la SN reuculam -ha sido cstudmda por clcc(rodos cn ratas
después de la administracién oral dc benzodlachlnas obscrvando que la’ acuwdad neuronal :

disminuye, sugiriendo que la SN cs de |mponancm cn la expresnon dc cnsxs convulsxvus'_,_

producidas por la |nyccc10n Slstemlca de mcul B- carbolmn-}-carboxllalo. (Rosenberg'et al..,b

: ejcrcxo nccmn anuconvulswn solo en dosns ultas (200 ng)
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lo hizo en dosis bajas (50 ng). Por olra‘parlc cuando es‘adminiélfé‘ ¢l area:tégmcnlill

ventral en dosis de 50, 100 07200"7ng;:7l;1 galamnafallé p“i’lﬂ;i reducir las: manifestacio

crisis por kindling quimico.
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'phcoﬁ (l)lalcpam)

“El. u.rmlno bcnzodmchma (BD/) se ref'ere a la porcnon de* la eslruclura mo cculnr ¢

compucsla por un anillo bcnceno(/\) umdo aun amllo dlazeplna de 7 Llemenlos a pnmr del cual i

se Ih.van a caho dlvcrsas modlﬁcacmnes cslructurales. Vmualmcntc (odos sus cl'cc,tos rcsullan de‘ g

su accion en el SNC si blen cnerlas cslructuras del encéfalo son afecladas en mayor mcdlda quc w

otras (Cordova 1991),

) Las BDZ's son un grupo de compucstos usados en’ dlfcrenles trastomos dcl Smlcma
Nt,rvnoso ya que han moslmdo tener accnones como antlcpllépncos. nnucspasllcos, y drobas'

unlldcprcswas. Por cjemplo: el Dlazepam (DZ) es emplcado en el tratamlcnto del stalus

epilepticus, el nitrazepam es el mas efectivo contra - las crisis mnoclomcus. Ademas,vlas

propicdades anxioliticas de las BDZ's son atribuidas a su parllcnpacnon en Ia modlf‘cncnén del

receptor a GABA (Fonnum, 1987).

Otra de las caracteristicas lmponantes de las BD7‘s ‘es .que ‘son” metabohzudas

ampliamente por diferentes sistemas enzimaticos mlcrosomalcs, fommndose mclabolnos activos

que se biotransforman mas lentamente que el compuesto ongmal lo que resul(a cn una duracnon :

de accion mads prolongada sin relacién alguna con su vxda medm de clmunacmn. Por ejemplo el

DZ se transforma por N-dimetilacion, en nordmzepam y por 3| hldroxnlacmn ¥ N- dlmetllacnon se’

convierte en oxazepam, lo cual se traduce cn una acc _n mds prolongadade este. compucstok

(Mamncz de Muiioz, 1983).

La quimlca de Ias BDL’s fuc descrita‘en dclnl : por Archer.y Stembach (1968).:El DZ (7-'

GABAcrg,lca, b) prcsmaphcamcnlc aum

BT




Z) [ [3H]musc1mol suuere que losk

sitios de unién dc bcnzodmchmas estan locallzadas en l. subumdad a, mxentras que los sitios de
_unién del muscimol o GABA pueden’ estur locahzados en la subunidad b (Siegel et al 1983
Casalott et al ., 1986; Deng et al., 1986) (Vltorlca, J. ct al., I990 Hacfcly, l989b) Evndcncms

farmacoldgicas sugieren que dlfcrcnles lorcs .a-.BDZ pucdcn medlar los cfcclos'

anticonvulsivos y los efectos sedantes de estas drogas (Robcrtson 1983) Eslc hccho cs posxblcf

ya que las BDZ's pueden ser desarrolladas selecuvamenlc :

ra’de canﬂles |émco ] de Cl- cn membranas de

células nerviosas. ‘Adcfn;ls.h ) faclllla la umon dc BDZ (Tunnicliffe et al

1979).
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o »Famgold et al

LI DZ |nh|be la acuwdad mllocondrlal dc la ;transaminasa

aumento cn los’ nlvclcs de GABA cerebral (Osl

26

cl! GABA c‘ausandofu:n
1977) o
anonlraron que el DZ inhibia Ia caplacnon dc GABA en smaplosomas ‘obtenidos delvcuchro de "’

1984) El soponc dlreclo para este conccpto ha sndo _proporcnonado por" k



: ,’ k;r(rpqllnlar y Wilson, 1977a), pani‘cVilbina (Pcllmar y :Wils_fm;

‘I‘)74). bicuculina- y picroloxina '(Yarow'sk’yy y Carpcnler

reducido por drogas convulsnvantes por-un mecamsmo no e acnon os efectos cn: los

‘neurotransmisores (Faingold y Cnspary, 1987)
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3,0 l’cnhlcncturalol (Mctralol)

‘El*:uso “de modelos cxpenmentales dc crisis convulsnvus Eencrallmdas ha sido
ampliamente usado tanto para’ la evaluacion dc farmacos con posnbh.s proplcdadcs
dnlnconvulswames' asf como para: pcrmlur eI esludlo dc los mecamsmos “de iniciacién de la
crisis bajo control experimental, en contraste a Ia sntuactén con cnsns csponléneas Por eJcmplo
la administracion sistémica de’ convulsnvantcs talcs como la blcuculma. plcrotoxma. y:la

estricnina han sido amphamenle usados. SR

Sin embargo, las crisis cxpenmentales mas comunmenlc empleadas en Ia |nvestlgac10n .

para nucvas drogas anllepllcpncas son las Cl‘lSlS mducndas por elcclrochoque y penuleneletrazol'

(PTZ).

EI'PTZ es un agenlc nmphameme usado en lu seleccuSn, 1demlrcac|on, cuanuﬁcaclén yv

'cvaluac:on de drogas anuconvulsxvames (Lewekc et al 1990, »Léschgr ctal; 1990 Lﬁscher ct

L, 1991) : v
" EI'PTZ (6,7.8 9-Telrnhydro-5H letrazolo k[l S-a]uepme). es ‘un compueslo cnslalmo dc )

P. M 132 2, el cual se disuclve facxlmentc en agua, dcspues de su ndmmlstmclén se dlslrlbuyc
rapldamcnu, en ¢l SNC, llevando acabo sus cfectos El PTZ es un dcnvado del tetrazol con
acciones convulsivantes en diversas especics como en el ratén, la rata. ¢l gato y en primates,
cuando es administrado por via parenteral. Inicialmente produce sacudidas mioclénicas, -las
cuales pueden mantenerse, y pueden llegar a generalizarse en crisis ténico-clénicas.

Los EEGs muestran espigas-onda y poliespigas después de la administracion de éste

compuesto (Flshcr. I989) -La inyeccion de PTZ puede producir descargas epllepuformcs enel

: EEG corucal y movnmlcntos convulsivos caraclerisucos en gatos |mactos asf como en ammales ‘

L con seccnon dc tallo cercbml y medula cspmal (Maglsms et al., 1988)




conductancia al potasio (Lewcke et al 19‘)0

corticales. En
mesencéfalica
mesencéfalica

indicativos de

erslu y l‘crrcndclh (]986 1987) ,Recnememenle han mostrado el

(Magistris et al., 1988)

en esludlos en ratdn y recientemente adaptndo por Pollack y Shcn (l985) en ra(us.,La pﬁx'cba
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umbml al PTZ ¢s prcdlcuva de dro;,as quc son cfecuvns para ¢l control de crisis bcnerallzudas

dl.' upo pequeiio mal (Shen et al.; 1990) La admmlst

presencia de crisis cl6nicas es cerca dc 50 mg,/kg y pnra crisis lémco clomcas cs de 90 ml,/k[,

l.a administracién subcutianea dc PTZ resulla en cnsns clémcas en el 97% dc Ios nmmalcs-

probados (DC97) con una dosis de 85 mg/kg en mtén y 70 m(,/k;= en rata

£l PTZ fue adoptado como una prueba de selcccnon para antnconvulswantes, en pane :

por el descubrimicnto de’ la droz,d anti-ausencia, etosuximida, la cual no allero'el umbral !

convulsivo al clcctrochoque midximo. En contraste, algunas drogas Lfccuvaks_comra‘ crisis por

clectrochoque maximo, tal como la fenitoina y carbamazepina, no son cfectivos contra las crisis

por PTZ. (Fisher, 1989).

30

d‘. PT7 en ralon pam laA4



:  1989)

4. l‘roblcmu

Los ustudxos mas anu[,uos de’la pamupacnon dz,l Tallo Ccrebral en la cpllcpsm sc

conct.nlran enla IF onnaclon Rr.tlcular (FR),'y en los ultlmos aﬁos Ia Subslan la Nu,ra (SN) ha

anlcrlor se: han

llegado ha ser de gran - interds. Las cslrucluras del dlcncefalo y"' crcbr

relacionado en forma lmporlanle en Ia red ncuronal que mlcrvxene en Ins cnsts. de acuerdo con’

vias del Tallo Cercbral, y una arca adyacenle a la corlcza preplnforme que a sxdo llamada"’

"Arca Tcmpt.slas" (Gale, 1986)

En los altimos aﬁos, las |nvcsugac10ncs han renovado el pnpel de Ias redes euronnles, .

del Tallo Cerebral como una vna'que su’Ve para la gencralizacion de cnsns epxlepucas. La .

relevancia de la acclon de drogas anueplléptlcns en estas vias ha sido- mvestngada por su

habilidad para bloqueur la mlcmcmn y propagacnén de las crisis (Famg,old 1985)

Trabajos adlcmnales han compamdo los efectos de I aphcﬂcmn mtmmgral de. farmacos e

antlcpllcpllcos e dlfer

él., 1989 ng etal, 1987 Shen cl al, 1990; Zhang cl nl
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5. Objetivos.

1) Valorar el efecto de la microinyeccion de Diazepam en la Substancia Nigra sobre las

crisis provocadas por la administracion de metrazol.

2) Valorar cl cfcélo«c_:’le la ablicﬁcién' inlmce?ebrql de Diarcharvn'sobrc la actividad

epiléptica proyocada por el PTZ..

32



" 6. Mclodolngl.l

Sc utilizaron (n=‘108) ‘ratones machos de la cepa NIH de 25 a 30 L, Loa Lualcs f‘ucron

: valorados por la prucba del rotorod.

Para las microinyecciones se construyeron cdnulas con a;,UJas dc 1nsul|na callbrc 27 con una.

longitud de 5 mm. Estas canulas se conectaron a una mlCl’O_]Crln[,ﬂ Hamlllon de 10 pl por mcd|o~

de una tubo de polietileno. Se administré diazepam (DZ) a una d05|s de Ip[,/() 2 ul

Los ratones seleccionados se dividieron en tres grupos. Al primer grupo ( 6) se lcs myccto 0 2

ul de DZ bilateralmente, 30 minutos después sc valoraron’ mcdlame lu prucba del rotorod\
Posteriormente se les inyectd pentilenetetrazol (PTZ), y sc les observé duranlc 30 mmu(os
midiendo los siguicntes pardmetros: latencia a la primera sacudlda latencm a Ia cnsns témca

duracion de la crisis léniéa, latencia a la extensién ténica, duracion de la cxlcnsmn témca

lalencla a la muerte Y. porcentaje de sobrevivencia. Al segundo grupo (n— 31) se lcs mycclo« :

solucnén salma al 0. 9%‘ 0. 2 pl bllntcralmentc en la SN, procediendo de la mlsma forma que para

el L,rupo an(crlor Y-un tercer grupo (n— 26) a los cuales solamente se les myccté PTZ subcutanco

mldlen o Ios param S ntes mencnonados

mantanr el cqunllbno en la barra por lo menos un mmulo en cada uno: de los. lrcs mlcnlos (Krall i

ct al 1978). Cuando los. ammales camn, estos cﬁn pueslos en el cnlmdro uproxnmndamentc 5»
scgundos después de haber perdido’ conlacto con la superficie de la barra. Se cuunllﬁco el niimero
de caidas durante 3 minutos y proveyd la medida dé la ejecucidn motora.

Antes de los experimentos, los animales fueron entrenados caminando en la barra durante una

sesion de cinco minutos a 6 rpm, la cual es la velocidad usada cn los experimentos. Todos los
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n la barra por cinco

de la administracion del farmaco Ios ammalcs presentaron una actividad motora curaclenzada por
clonus de las extremidades anterlorcs y dc la mand(bulu, seg |do p’ movxmlentos clémcos
asincronicos generalizados. Esta fase preccdc Bencralmcnte a una convulsmn lomca en la que Ios_
movimientos de las extremidades consxsten en ﬂexlén scgulda de cxtens:én (Goodman y Gilman,
1989).

6.3 Histologia.

L.a localizacion de los sitios de microinyeccion fue verificada hlsloléglcamcnle para lo cuul Ios

%

animales fueron decapitados, se les extrajo ¢l cerebro, fijandolo en: fonnaldehfdo -"

posteriormente cortindolo en un microtomo de con{,clactén que uullza C02 Los cortcs con, un

grosor de 100-120 pm, fueron montados en un. ponuobjctos por mcd
solucion al 1 % dc gelatina y secados a tcmpcratura ambleme

6.4 Anilisis de resultados.

Todos los resultados fueron analmados dc acucrdo con el smo dc m Los datos—'vj,

obtenidos fueron analizados mcdmnte las mgunentes prucbas estadlstlcas‘ nn{l i vananza de

una via (ANOVA), una prucba de compamcnén muluplc de Studcnt Newman Keuls (SNK), y la'

prucba exacta de Fisher. La pmeba dc “défi cnl ncurologxco fue evnluada medlanlc Ia prucba‘

estadistica "t" de Studcnt (Sokal y Rohlf 1979, Zar, l974)

]
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- Ln cl prcscnlc cxpcnmenlo Ios cfcclos dc ‘la mlcromyeccxon |nlrnnu,rn| de dlacham (DL) en

“crisis provocudas por la |nyccc16n de PTZ (s c.) fueron exammndos AS| mismo sc rcallzaron

“mlcromyeccmncs con solucmn salina con el objeto de conocer SI los efectos eran debldos a ln"
lesnén provocnda por el volumen y/o el traumatismo (mtroduccxon de la cianula). Dcspues de los. .
prenmenlos los animales fueron decapitados y los cortes hlsloléycos fucron rc..nhzados dcspues
de permanecer los cerebros en una solucién de formnldehfdo al 4 % duramc una semana, y se =

dclcrmmé la localizacién de los sitios de mlcromyeccnén (F{, 3)

Tambwn sc rcahzaron microinyecciones mtraccrebrales’en la sngunentes egloncs o,»

“nacleos del cerebro y no- se obtuvo’ proteccnon contra as“ convulsiones nduc:das por

100 % dc monalldad (1,rupo PTZ) Tabla 2) Despuds:de:la aplicacién"del'cohvulsiva‘nle‘ldsi

anlmales prcscntaron pxloerecc n, s abduccnon clonus dc e

nncmbros anlcrlorcs scguldos de:lacri convulswa z,encralluda la cual es gcncralmcnu.u

precedlda por. la cxlenSIon de miembros posteriores n la que se prcsenta una ﬂexlén cgunda dc

la extension. La crisis convulsiva generalizada’

dcﬁmo como Ia perdlda dc contacto dc las -

extremidades con la supcrfcnc (sal(os Y vucllus del nnlmal)

35



Figura 3. Cortes coronales del cercbro que muestran los sitios de microinyeccién



Figura 3. Cortes coronales del cerebro que muestran los sitios de microinyeccién (continuacion).
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inducida’por el PTZ

: dl[‘crencms eslad[stlcamentc significativas después de’ apllcarse una ANOVA de una via (l"—l 9 9 : S

p<0, 05)

Fn cuanto ala aparlcnén dc la pnmera crisis (LPC), sc obscrvé qué cn el grupo PTA s¢

: presento a los l I 1. 153 +6.877 sega dlferencxa del grupo DZ en cI cual fue d, 402 562 :!: 54 380 ‘

: sc(, su apancxon y por ultimo el grupo salina'a los 194 0 :k I] 464kseg lum
7 dlfcrcncnus estadisticamente su,ml'callvas después de su anallsxs, con una p£ 0. 05

Por otra parte, el ANOVA no. reveld dlfcrencnas estadisucamenle sngmﬁcatlvns emrc'

5rupos en cuanto a la duracion de la pnmera cnsns S
. La tabla 2 muestra que en el grupo DZ no se presemé la extension ténica de miembros

posteriores, mientras que en el grupo PTZ la lalcncm, fug: ‘de 270.807 + 24.825 sep, y en el grupo

salina de 237.4 % 18.743 seg. El porcentaje de animales que presentaron la extension léhica cn el -

grupo DZ fue del 6.25 % (1/16), en el grupo salina fue del 90.32 % (28/31), y en ¢l grupo PT7 el

100 % (26/26) dc los animales presentaron la extensién tonica (Prucha exacta dc I‘lshcr, p—. .

0.0012). La duracién de la extension tonica para el grupo PTZ fue de 16.307 +:2.368". scg y;dc s

14.0 £ 0.641 scg en el grupo salina.

La latencia a la muerte en ¢l grupo PTZ fue de 300 153 :k 25 466 scg y ‘en el'g po salma -

de 269.291 = 21.987 seg. La sobrevivencia en el grupo DZ fuc del 87 5%

salina fue del 12.904 % (4/31), y del 0 % (26/26) cn cl grupo TZ rucba xactu dc l‘lsher, p— b

0.0010).

n prcsemandose




Tabla 2. Efecto del DZ (1pg/0.2ul/lado) en SN en crisis convulsivas inducidas por PTZ (85 mg/kg) en el ratén.*

“n TTO. LPS . LpC DPC %EXT ~  %SOB
2% PTZ 80423+ 2873 " 11LIS3% 6877 163460331 10000 - 0
16 Dz 171500+12865 - 402 > 0190255 1.754 - 625 8750 .

U osAL 282052338 9032 12904

de animales. (F=19.9; p< 0.05).




o 72 chclo dc ‘I.l cucién .motora (prucha del

rolo rod)

Para conocer el efcclo que pudlese prcscntar la apllcauén dcl DZ mlrdccrebr'il sobre la ¢jecucion
7,' molora después de la admlmstracxon del farmaco se procedlé a colocar a los animales sobre el
“rotorod y se cuantifico el namero de caidas. Obtemendosc los su,ulcnlcs resultados, el grupo DZ
) p;rcscmé un promedio de 4.09 + 1.486 (media * c.c.m.) de caidas, mikcntbrﬁkquuc en el grupo salina
fue de 6.047 + 1.281. Despuds de su analisis estadistico (prucba "t de S!udcm). 1o se observaron

diferencias estadisticamente diferentes entre las medias de los dos grupos, (Tabla 3).

Tabla 3. Efccto de la microinyeccion sobre la ejecucion motora en el raton (prucba del rotorod)*.

TTO numero de caidas
Dz 4.09 + 1.486
salina 6.047 + 1.281

* Los valores observados son la media + c.c.m. p= 0.35.

En el grupo DZ hubo scis animales que no mantuvieron ¢l equilibrio sobre la barra gimlori‘a.
mientras que para ¢l grupo salina los animales que no mantuvieron ¢l equilibrio fueron ocho.

Lo que sugicre que la administracion del fiarmaco no produce déficit m(vxlorv ni _scdacién,
manifestandose por no encontrarse diferencias con ¢l grupo de solucién saiina. El Cuul fue
discflado para conocer si los efectos eran debido a la lesion provocnda por el volumcn y/o el

traumatismo (lntroduccmn dc la’ canula)
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8. Discusién.’

l I smo [ sntlos ‘en cI cercbro en cl cual loq antlconvulswanlcs d(. uso clinico actiian

supnmu.ndo las crisis no es conocxdo Dlversos prerlmentos suslenlun la conclusion de que la

SN es uno de los multiples sitios en ¢l cual la admlmstracwn de farmacos anuepllepllcos ejercen

su accion anticonvulsivante. Estos efectos anuconvulsxvos pueden ser parcnalmenle mediados por

el aumento de la transmision sindptica de GABA ylo antagonlzando las respueslas a aminoacidos

excitadores, ambos pueden producir los efectos conductuale‘ obscrvados Aunque se plensa que

el principal sistema de neurotransmisioén alterado, pero es el sxstema GABAérblco.

ya que la aplicacion sistémica y iontoforética de bicuculina eslrlcmna, y PTL tamblen como

varios agentes con propiedades convulsxvames ncl]uanu do la accién del GABA ghcma y B

acetilcolina (Faingold, 1987).

L.a SN ha sido nmplmmcme esludmda y . se’conoce que sc'cncuentra fucnemente‘ N
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) por c;cmplo

. pxlocarpma (200 mg/kg |p) se. convmleron en‘convulswantes. Esto mdlca quc aunque la' SNK :

mcdfa la accién de drogas anuepllépllcas prevmlendo las crisis por pllocarpma, d fc nles rcdes_
ncuronalcs pueden estar involucradas en la expresién de la accién anuconvulswame en‘otros-

modelos de crisis convulsivas. Estos hallazgos demostraron que la SN puede no scr el umco smo .

del cerebro involucrado en el control ‘de la epileptégenesis. Sin embargo evndencms dc modelos‘

dc crisis apoyan la hipétesis de que la SN es importante para la cxprc5|én dc convulsxones c.

indican que algunos aspectos de la cpllcplogcnc51s estin su_|etos al conlrol por la: SN (Tuqul el S

1., 1990).

Zhynng et al (I989) k(’:ompararon el cféclofde

la ‘Apn‘c"acién

. como otras rcgloncs dcl cercbro, reve lan cloncs dc: -

kmdllng, quimico mduc:do en ratas por la administracion dc. plcrotoxma (Mazamll etal.;
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Por lo que rcspccla a nuc.stros rcsultados podemos observar quc la apllcuclon dc DL "",
cste’ smo confiere c:erla protecm(m contra las crisis producidas - por el PTL en Ios su,rulemesr
pardametros evaluados: lalencna a ln prlmera sacudida (LPS), ya que s¢ observo quu, u1 In LPS se
retardd su aparncxon en un 50% con respecto al grupo salina, en la latencm a la pnmcra Cl‘ISIS
bunerahmda (LI’C) se obtuvo una prolecmén significativa cn el grupo DZ con rcspccto al ;,rupo
PTZ. ’ :

CEn cuanlo a la duracnén de la prlmera crisis lémco-clomca Eencrahl,ada se cncontro quc-

el grupo DZ presenté un Ilgero aumento aunquc no estadlsticamente sngm(' cauvo

Uno dc los cnlenos mds comtnmente usados como proteccnén dc un farmaco’
anllepllt.pllco es la ausencia de extension ténica de mlembros poslcnorcs (Kmll et al., 1978) Env'

" nuestros resultados podemos observar que en el grupo DZ hay una protcccxon del 93, 75% ya quc;

solamcnlc un animal presentd la extensidn ténlca, ‘en:el grupo PTZ todos los anlmales"

prescnlaron la extensién tonica. Y en el grupo salina. solamente tres. ammales no prcscmaron la

c‘dcnsmn, es decir ¢l 90.32% presentaron la extension lémca.

Sc conoce que la administracidn sistémica de farmncos antxcpxlepllcos, talcs como las

bunzodlmcpmas y los barbitaricos, producen sedacnén ! omnolcncm en dosxs que mhlbcn las

convulsiones. También se ha obscrvado que la t;pll acnén téplca de cstos fannacos ‘es

dependicnte de la dosis ya que las dOSlS que mhlben las cnsus gencralmcntc producen scdacnon

Otros estudios han mostrado que la,udmmls'trvacnén sistémica - de drogas anticonvulsivantes
revierten efectivamente las convulsioncs‘ induéidus' en’la Formacién Reticular (FR) en dosis que

no produccn sedacion (Brownmg, 1987) Por esta razén se proccdlé a evaluar esle pammctro'

mcdmnu. la prueba ‘del rotorod La cual es la prucba mas comunmcnle emplcada para

det crmmacnon y cuanuﬁcacmn d 1 "déﬁc t 'curb lé],lco mmlmo" dlse'i d' :

5( I978) kNucstros rcsultudos dcspues de aplicarse:la prueba “t? de’ Studen
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Un aspecto . importantc ¢s ¢l hecho que difc;érﬁlé”_j g}u‘pc):s ,.Vd»e inVcslignciéh reporten
diferentes datos experimentales sobre el niismo compL"xcksvtov‘.cn. dosis coniparz'lblcs en los mismés
modeclos y especies esto sugiere fuertemente que hay fac_tores‘ ‘lécnicos,v bioldgicos, y/o factores
farmacolégicos asi como modelos, especies y n’{las dé aydmiriistrac}ién los cuales afectan los datos
experimentales obtenidos por procedimientos a’p’aren'lemeynte estandarizados. Hay varios reportes
en la literatura que abordan factores, como especie, ccph, sexo, edad, temperatura, dieta, ritmos

enddgenos y exogenos en el laboratorio para la evaluacidn de las drogas antiepilépticas (L6scher

ct al., 1990).
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9. Conclusiones. - -

. (l)' Las bbiﬁ/ulsioncs inducidas por la ﬁdn{inistruciénfsc. de PTZ:(dosis 85

m[,/kg) I'ucron prcvemdas por Ia apllcucnén |nl mgral bllalcral dc dmzepam, en los

~SI[,UIcnlCS pnmmclros. Ia latcncm a la prlmcra sac' dxda usf como a Ia lalcncm ala

,prlmcra crisis lémco clémca gencrahzad

" andlisis csladf:uco. y es obscrvndo por quc los nmmnles mamuvtcron cl equlhbrlo sobrc

la barra.
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