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INTRODUCCION

La epilepsia es el padecimiento neurolégico mas comun del hombre y
del que se tienen registros mas antiguos remontandose al afio 1000 A.C.
atribuida a demonios, hechiceria e influencia de los astros; fue hasta el 400
A.C. en que Hipécrates consider6 que tenia una causa hatural aunque
desconocida (3). Se le define como una afeccién crénica de etiologia diversa,
caracterizada por crisis recurrentes y autolimitadas que se deben a una descarga
neuronal excesiva (crisis epiléptica) (2,3,4). El 3% de la poblaciébn mundial es
propensa a sufrir una crisis epiléptica en algin momento de su vida, siendo mayor
la posibilidad en la infancia y la vejez, pero solo el 1% sera diagnosticado con
epilepsia (2,5). Este padecimiento puede ser tanto inducido por distintos eventos
como tener un componente genético, siendo las canalopatias las que se han
identificado en la mayoria de las familias con historial de epilepsia (6,7,8,10,11)

junto con alteraciones en el receptor al acido y-amino butirico, subtipo A (GABA,)

(9).

El glutamato es el aminoécido excitador mas abundante en el sistema
nervioso central (SNC), la respuesta excitadora de este neurotransmisor es
mediada por receptores que se clasifican segun la afinidad que presentan dichos
receptores a sus agonistas en: N-metil-D-aspartato (NMDA), kainato y acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) (5). Se ha observado una
importante participacion de los receptores NMDA en la aparicion y la propagacion
de crisis durante la epilepsia; por ello la especial atencidon a sus antagonistas
buscando compuestos que inhiban o disminuyan la accién del glutamato (24)
como el MK-801 de tipo no-competitivo, el cual tiene actividad anticonvulsivante en
varios modelos animales e incluso lleg6 a pruebas clinicas, sin embargo, debido a
sus efectos adversos fue descartado como opcién terapéutica (23). EI AP-5, de
tipo competitivo, fue uno de los primeros antagonistas a glutamato, selectivo para
receptores a NMDA (24) al ser administrado por via intraperitoneal y topicamente
disminuy6 la concentracion de glutamato y la actividad epileptiforme en varios

modelos de epilepsia (23,53,54).



A la fecha no se ha estudiado el efecto de estos antagonistas en el nucleo
gigantocelular (NGi) sobre las crisis generalizadas producidas por pentilentetrazol
(PTZ). En un trabajo previo de nuestro laboratorio, se demostr6 que estos
antagonistas en el ndcleo reticularis pontis caudalis (PnC), un nucleo rostral al

NGi, suprimi6 las crisis inducidas por PTZ (60).



ANTECEDENTES
Definicion de epilepsiay sus causas

La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE por sus siglas en inglés)
define a la epilepsia como un trastorno cerebral caracterizado predominantemente
por interrupciones recurrentes e impredecibles de la funcién normal del cerebro,
llamadas crisis epilépticas (1). Una crisis epiléptica es un evento con signos y/o
sintomas debidos a actividad anormal, excesiva y sincronica neuronal en el

cerebro (1).

La probabilidad de que una persona llegue a presentar una crisis epiléptica
en su vida es del 3% (2) y el 1% de la poblacion mundial esta diagnosticada (5);
segun datos de la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) hasta el 2001 se
estimaba que habia 50 millones de personas diagnosticadas (4) y, segun datos del
INEGI, hasta el 2006 mas de un millon de Mexicanos estan diagnosticados, sin
embargo, el 70% de ellas logran controlar la enfermedad con farmacos

anticonvulsivantes (FAC) y gran parte de ellos esta en remision (2) (Figural).

GRUPO 1
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GRUPO 2 Nuevos pacientes diagnosticados GRUPO 3
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Crisis
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Figl. Perspectivas de los pacientes diagnosticados con epilepsia. Tomada de cita 2.



La epilepsia puede tener causas adquiridas o genéticas: Respecto a la
primera causa, las infecciones que causen meningitis, meningoencefalitis,
abscesos y cisticercosis, pueden generarla de forma inmediata o retardada.
Problemas vasculares como hemorragias, infarto cerebral, oclusion vascular. Un
traumatismo craneal, segun el tipo y severidad pueden generar epilepsia cuya
latencia puede ser hasta de un afo. Los tumores cerebrales primarios o
secundarios, benignos o malignos causan epilepsia, 6-10% de los adultos
diagnosticados con epilepsia son pacientes con algun tipo de tumor cerebral y son
la principal causa de crisis parciales. Factores metabdlicos como un desbalance de
glucosa, sodio o calcio pueden causar epilepsia. Alcohol, medicamentos
(antidepresivos, penicilinas, antimalaricos y antipsicéticos), drogas e intoxicaciones
provocadas o accidentales puede producir crisis. En los paises desarrollados la
principal causa son problemas vasculares mientras que en los paises en vias de

desarrollo son infecciones bacterianas, virales o parasitarias (3,4).

La mayoria de las epilepsias idiopéaticas (genéticas) son padecimientos
complejos que ocurren frecuentemente entre familiares (6,7) que no exhiben un
patron hereditario Mendeliano; estan involucrados varios genes, lo cual aumenta la
susceptibilidad del paciente a presentar crisis (6,8). Las canalopatias son
alteraciones de los canales de potasio involucrados en las convulsiones
neonatales benignas familiares (6,10), de sodio involucrados en la epilepsia
generalizada con crisis febriles (6,11); precisamente son los canales ionicos
algunos de los sitios de union para los farmacos antiepilépticos; se han identificado
mutaciones en el gen que codifica para la subunidad a7 del receptor de acetilcolina
en la epilepsia benigna Rolandica (6,9) y mutaciones en el gen que codifica para la
subunidad y2 del receptor GABA, también involucrado en la epilepsia generalizada
con crisis febriles y crisis de ausencia (6,12). Los pacientes con Sindrome de
Down pueden presentar epilepsia en edad adulta que tiende a presentarse al
mismo tiempo que la demencia. Cualquier enfermedad con un componente que
cause dafo cerebral puede producir epilepsia como la esclerosis tuberosa y

neurofibromatosis (3).

Como una neurona o grupo de neuronas producen una sobreactividad y

ademas se sincronizan y afectan a las neuronas vecinas es aun un misterio (5). Se



han desarrollado varias teorias que intentan explicar el mecanismo por el cual el
cerebro es propenso a desarrollar descargas neuronales excesivas. Una de las
primeras teorias y la mas simple fue la pérdida del balance entre la excitacion e
inhibicion en el cerebro resultando en la generacion de crisis. En la actualidad se
considera que las alteraciones en las redes corticales que generan oscilaciones de
la actividad eléctrica, son reclutadas y transitan hacia la excitaciéon dando lugar a la
generacion de las crisis epilépticas (1). Se ha observado que las neuronas
piramidales (neuronas principalmente excitadoras) en condiciones normales no
son capaces de excitar a las neuronas vecinas, sin embargo, al analizarse tejido
extraido de focos epilépticos tal excitacion si ocurre, lo que podria explicar el como
se propaga el estimulo, no obstante no ha sido esclarecido el mecanismo por el

cual ocurre este fenébmeno (5).



Clasificacion clinica de las crisis epilépticas

La clasificacion de las crisis epilépticas varia segun autor o grupo de
investigacion, sin embargo, clinicamente se dividen en crisis parciales o
focales y generalizadas. Las parciales a su vez se dividen en simples y
complejas y las generalizadas en tonico-clénicas, ausencias, aténicas, tonicas,
clénicas (2,4) (Figura 2). Las crisis pueden afectar las funciones motoras,
autondémicas y sensoriales, el estado de conciencia, estado emocional,

memoria, aprendizaje y comportamiento (1).

Crisis de Crisis Crisis T%Z?; Crisis
ausencia Mioclonicas Clénicas o e Atonicas

Crisis generalizadas

Crisis parciales

Crisis parciales
secundariamente
generalizadas

Crisis parciales
simples y complejas

Figura 2. Clasificacion de las crisis epilépticas. Tomada de cita 2.

Las crisis parciales o focales son aquellas que comienzan en un area
especifica y delimitada del cerebro denominado foco epiléptico, si la actividad
epiléptica se esparce rapidamente a las neuronas vecinas puede inducir una

crisis generalizada, a estas se les llaman crisis parciales secundariamente



generalizadas. Las crisis parciales tanto simples como complejas pueden
presentar manifestaciones sensoriales, que algunos autores denominan
psiquicas, estos componentes son auditivos, visuales, olfatorios, gustatorios,
sensaciones vestibulares, y posible distorsion de la percepcion vy
manifestaciones motoras tonicas, clonicas o mioclonias, la diferencia entre
ellas es la alteracion en el estado de conciencia que se presenta en las
complejas, no asi en las simples, dependiendo de la zona donde se encuentre

el foco epiléptico seran las manifestaciones clinicas (1,2,3,4). (Tabla 1).

Localizacion del foco _ )
U Signos y sintomas
epiléptico

Lébulo temporal anterior Masticacién, chasquido de labios.

Lobulo temporal _ . _
_ Comportamiento automatico complejo.
anteromedial

Lébulo Posterior Alucinaciones con imagenes formadas.

Corteza motora ) _
_ ] Contracciones musculares, sobre todo de brazos, sin
suplementaria y l6bulo _ o o
pérdida de conocimiento, crisis nocturnas.
frontal

Corteza sensorial y - : :
’ _ Entumecimiento, hormigueo e incluso dolor.
l6bulo parietal

] o Alucinaciones visuales, puntos de colores y destellos
Lébulo occipital
de luz.

Tabla 1. Signos y sintomas de crisis parciales segun el I6bulo donde tienen lugar. Adaptada
de citas 2y 3.

Las crisis generalizadas a diferencia de las focales involucran ambos
hemisferios del cerebro y difunden por toda la corteza motora. Las dos crisis
sobre las que recae mayor atencion son las crisis de ausencia o petit mal las
cuales constan de una pérdida abrupta de conciencia, el paciente puede

permanecer de pie, con parpadeos rapidos y posible contraccion del rostro,



para diferenciarla de las parciales complejas puede realizarse un
electroencefalograma (EEG). El segundo tipo son las crisis tonico-clonicas
generalizadas (CTCG) o grand mal, el paciente pierde la conciencia y
comienza con una fase tonica, rigidez muscular que conlleva una caida y
puede causar severas lesiones, seguida de una fase clonica, sacudidas
ritmicas; durante la crisis el paciente puede morderse la lengua y sufrir de
incontinencia urinaria y/o fecal, al término y recuperacién de la crisis el

paciente suele presentar confusién, posible agresion y cansancio (2,3).



Epilepsia y electroencefalografia

Para que un paciente sea clinicamente diagnosticado como epiléptico se
procede a un estudio electroencefalografico. Permite confirmar si el paciente
realmente sufre de crisis epilépticas y dado que cada crisis presenta distintos
patrones, también puede usarse para confirmar el tipo de crisis que presenta,
la zona donde comienza y que tan efectivo ha sido el tratamiento (13) (Tabla
2).

Punta Onda aguda

Punta-Onda Onda aguda y lenta

Doble punta-onda Poli espiga-onda
Patron de EEG Sindrome epiléptico/ Etologia
Espigas antero-temporales Epilepsia de lI6bulo temporal mesial
Complejos punta-onda de 3 Hz Crisis de ausencia

Complejos punta-onda mayores de  Epilepsia mioclonica juvenil

4 Hz, poliespigas
Complejos de punta-ondas lentas Sindrome de Lennox-Gestaut
Poliespigas extratemporales Displasia focal cortical

Hipsarritmia Sindrome de West

Tabla 2. Distintos tipos de ondas, complejos de descargas interictales y patrones de EEG

asociados a las crisis epilépticas. Adaptada de citas 2, 13.



El 30% de los pacientes pueden presentar un primer EEG interictal
(entre crisis) normal, sin embargo, al aumentar el nimero de estudios este
porcentaje disminuye; en estos casos puede recurrirse a un estimulo inductor
como privacion del suefio, hiperventilacion o estimulacion fética para inducir la

actividad epiléptica (2,13).

El electroencefalograma (EEG) es un registro de la actividad eléctrica de
la corteza cerebral a través de electrodos colocados en el cuero cabelludo;
mide los cambios eléctricos de potencial de las neuronas corticales en la
superficie del cerebro, dicho cambio es de microvolts. Es muy dificil poder
medir el cambio de una sola neurona por medio de un registro en el cuero
cabelludo del paciente, sin embargo, el potencial generado por la suma de la

actividad de un grupo de neuronas si es detectable (5).

Son tres los tipos de neuronas que se consideran el sustrato de la
actividad eléctrica registrada por el electroencefalégrafo. Las células
piramidales cuyos axones se proyectan desde la corteza cerebral a distintas
zonas del cerebro hasta la médula espinal, son neuronas excitadoras cuyo
principal neurotransmisor es el glutamato y se considera que este tipo de
células son las que proveen la mayor parte del registro EEG. El segundo tipo
son las interneuronas estrelladas cuyos axones se esparcen verticalmente en
el plano de la columna cortical, obtienen sus potenciales de accion desde el
tdlamo y los transmiten a otras interneuronas o a las células piramidales. El
tercer tipo son las células en cesto, son interneuronas inhibitorias cuyos
axones estan enroscados en su soma Yy su principal neurotransmisor es el
acido y-amino butirico (GABA) (5).
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Modelos experimentales de epilepsia

El estudio de la epilepsia ha dependido del uso de modelos animales
dadas las implicaciones éticas, los problemas de reproducibilidad y posibles
efectos causados por la medicacion de los pacientes; ha sido gracias a estos
modelos que se han descubierto varias rutas fisiopatoldégicas que inducen las
crisis epilépticas (14,15,19). Los roedores han sido los animales predilectos
para la investigacion, ya que tienen la ventaja de ser pequefios, de costos
accesibles y disponibles en gran nimero, ademas de que han sido muy bien
caracterizados fisiologicamente (16). Sin embargo, es de notar que estos
modelos tienen limitaciones y en un sélo modelo no es posible simular todas
las condiciones y caracteristicas de las crisis y la informacién recabada por
estos modelos debe de ser, siempre que sea posible, confirmada en tejido
humano (14,16). Estos modelos pueden dividirse en dos grandes grupos
diferenciando aquellas que inducen crisis parciales o generalizadas o bien

como genéticos, electrofisioldgicos, fisicos o quimicos (14,15,19) (Tabla 3).
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Modelos animales de crisis epilépticas

Crisis Parciales Simples

Implantes metalicos corticales (Aluminio, cobalto, zinc)

Crisis Parciales Complejas

Acido Kainico

Kindling

Toxina tetanica

Crisis Ténico-Clénicas Generalizadas

Electrochoque maximo

Pentilentetrazol

Flutotil

Penicilina

GABA

Bicuculina

Crisis Generalizadas de Ausencia

Crisis audiogénicas en raton

Babuinos Papio papio fotosensibles

Tabla 3. Modelos in vivo de epilepsia. Tomada de cita 19.

12



Pentilentetrazol

El pentilentetrazol (PTZ), un derivado del tetrazol, es el agente
convulsivante sistémico por excelencia usado en roedores, gatos y primates.
Administrado por varias vias, dependiendo de la dosis, puede generar desde
mioclonias hasta crisis tonico-clénica generalizadas (CTCG) (15,17,18,19). En
1972, se comenzd su uso para el modelo de kindling quimico en roedores
(15,18).

Se sabe que el PTZ actia a nivel del receptor GABAA e incluso es
considerado como un antagonista selectivo a este receptor que se une al sitio
de union de las benzodiacepinas (15,18,19). Anatdmicamente el sitio donde
inicia y se esparce principalmente la actividad epiléptica es el hipocampo y su
efecto en roedores a los que se les administra de forma crénica produce
cambios anatémicos aumentando el tamafio de los axones, incrementa el
voltaje en los canales de potasio dependientes de voltaje, disminuye el efecto

del GABA e influye en la expresion de los receptores a NMDA (19).

Aun cuando es utilizado para inducir CTCG en animales, es usado como
modelo para probar farmacos con actividad contra crisis de ausencia, como la
etosuccimida, dado que este farmaco fue capaz de bloquear el efecto del PTZ
pero no bloqueo las crisis undicidas por electrochoque méaximo, un modelo

para probar farmacos con actividad contra CTCG (15,17,18,19).

13



Glutamato y epilepsia

El glutamato es el neurotransmisor excitador mas abundante en el SNC.
En 1954 Takashi Hayashi demostré que la aplicacion topica de soluciones de
aminoacidos dicarboxilicos, en particular L-glutamato, en la corteza motora
inducia actividad convulsiva (20,22). En 1970 a pesar de la evidencia de que el
glutamato existia en grandes cantidades en el SNC y de su efecto excitador en
las neuronas no era del todo aceptado que fuera el principal neurotransmisor
excitador, por el dafio que podia causar a las neuronas al haber una
estimulacién sostenida, se acufié el termino “excitotoxicidad”, un proceso
necrético o apoptoético por un exceso de entrada de calcio (23). Este fenbmeno
hizo suponer que algo tan nocivo para las neuronas no podia ser usado en la
sinapsis (20). Fue en 1975 cuando fue descubierto el mecanismo por el cual el
glutamato puede ser extraido del espacio sinaptico hacia los astrocitos y ser
convertido en glutamina, un compuesto sin efecto excitador que puede difundir
pasivamente o por medio de un transportador hacia las neuronas
glutamatérgicas donde vuelve a ser convertido en glutamato vy
compartamentalizado en vesiculas para su posterior liberacion (20,21) (Figura
3).

Actualmente se tiene evidencia de que la liberacion excesiva de
glutamato o la disminucién del umbral de las neuronas al mismo son los
precursores de varios procesos fisiopatoldgicos tales como demencia,
epilepsia, Huntington y Parkinson, a su vez el glutamato se ha encontrado en
grandes concentraciones después de eventos como isquemia y trauma
cerebral por lo que se cree que esta involucrado en excitotoxicidad aguda que
ocurre inmediatamente a dichos eventos para volver a concentraciones

normales después de un corto periodo (23,25).

14
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Figura 3. Sintesis, almacenamiento, liberacién, transporte y metabolismo del glutamato y
GABA. La glutaminasa convierte la glutamina en glutamato, el cual es convertido en GABA
por la GAD en las neuronas GABAergicas. Los neurotransmisores son almacenados en
vesiculas para su posterior liberacion. Una vez liberados pueden ser internalizados hacia las
neuronas o bien hacia los astrocitos para ser reciclados o metabolizados. 2-OG, oxoglutarato;
AAT, aspartato aminotransferasa; Aralar, transportador glutamato-aspartato; Asp, aspartato;
EAAT, transportador de aminoacidos; GABA-T, GABA transaminasa; GAD, acido glutamico
descarboxilasa; GAT, Transportador de GABA; GDH, glutamato deshidrogenasa; SSA,
semialdehido succinico; TCA, ciclo del &cido tricarboxilico; vGAT, transportador vesicular de

GABA; vGlut, transportador vesicular de glutamato. Adaptada de cita 21.

Dado el papel del glutamato como principal neurotransmisor excitador
del SNC se ha aceptado que la sobreestimulacién de la transmision
glutamatérgica y por ende la activacibn de sus receptores pueden ser
relevantes en las manifestaciones clinicas de la epilepsia (26,30). Por ejemplo,
los impulsos glutamatérgicos provenientes de la corteza entorrinal constituyen

la principal fuente de excitacion hacia el hipocampo y por ello una alteracion en
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estos impulsos puede estar involucrada en la patogénesis de las descargas
epilépticas (26,31).
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Subtipos del receptor de glutamato

Los receptores ionotropicos a glutamato son proteinas integrales
membranales compuestos por cuatro subunidades que forman un canal iGnico
central (24,25) . Hay tres subtipos de receptores a glutamato nombrados segun
la afinidad a su agonista: NMDA, AMPA y Kainato (5,24,25) (Figura 4).

\.
HOOC-CH,—C—COOH

NMDA

O HsC

\\
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HO'

c
f H
Acido Kainico
Figura 4. Estructuras de los agonistas a los receptores a glutamato.

Cada una de las subunidades que componen a los receptores cuentan
con cuatro dominios semiautonomos: el dominio amino-terminal extracelular, el
dominio extracelular de uniéon al ligando, el dominio transmembranal y el
dominio carboxilo-terminal intracelular (Figura 5). Los receptores se ensamblan
como tetrameros, cada uno tiene distintas subunidades y pueden o no
ensamblarse los receptores como isémeros o heteromeros. De los receptores
AMPA se conocen cuatro subunidades, GIuAl-GluA4, del NMDA siete
subunidades, GIuN1, GIuN2A-GIuN2D, GIuN3A, GIuN3B, del receptor a
Kainato cinco subunidades, GluK1-GluK5; en el caso de los receptores AMPA

pueden formarse isbmeros o heterdmeros funcionales, en el caso de los
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receptores a Kainato solo GIuK1-GIuK3 pueden formar isémeros o
heteromeros funcionales en tanto que GluK4 y GIuK5 requieren forzosamente
de otras subunidades para formar un receptor funcional, los receptores a
NMDA requieren de dos subunidades GIuN1l, dos GIuN2 (que no
necesariamente deben de ser la misma y la poblacion puede variar segun la
zona del cerebro) o bien una GIuN2 y GIuN3, la caracteristica Unica de este
receptor es un segundo sitio de unién a otro aminoéacido, glicina, dicho sitio de
union se encuentra en la subunidades GIuN1 y GIuN3 en tanto que GIuN2

tiene el sitio de union a glutamato (24).

A Receptor Tetramerico B Subunidad
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Figura 5. A) Modelo del receptor a NMDA basado en su estructura cristalizada, demostrando
su estructura tetramérica formada por cuatro subunidades. B) Las subunidades del receptor a
NMDA cuentan con cuatro dominios semiautbnomos, el dominio extracelular amino terminal
(ATD), el dominio bilobulado de unién a agonista (ABD), el dominio transmembranal (TMD) y
el dominio intracelular caboxilo terminal (CTD). Adaptada de cita 27.

El poro de todos los receptores a glutamato esta formado por tres
hélices transmembranales, siendo muy parecidos estructuralmente a los

canales de potasio (24,32,33). Con la diferencia de que no tienen la misma
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secuencia conservada de aminoacidos que los harian selectivos al K*, sin

embargo, estos receptores siguen siendo catién-selectivos, siendo el Ca** el

cation de mayor importancia (24,34).

En el SNC de los mamiferos la mayor parte de la transmision sinaptica

excitadora se lleva acabo por medio de receptores AMPA, ya que son los que

tienen una respuesta mas rapida a la estimulacién glutamatérgica, siendo los

NMDA los que tienen una respuesta mas lenta (24) (Figura 6). Estos dos

receptores siempre se encuentran juntos y forman una unidad sindptica

funcional, los receptores a AMPA son los primeros en responder al estimulo,

sin embargo, son los NMDA los que sostienen la respuesta (24).

A
Ly

$—Kainato

50 ms

10 pA

Figura 6. Contribucién de los subtipos de
receptor a glutamato en la actividad
sinaptica. A) Se muestra la contribucion de
los receptores a AMPA y Kainato en la
actividad sinaptica al ser bloqueados los
receptores a NMDA mediante la aplicacion
de una solucibn 100 pM de AP-5; la
corriente postsinaptica mediada por el
receptor a AMPA es mas rapida que la
mediada por el receptor a Kainato, sin
embargo, la actividad mediada por este
receptor es de mayor duraciéon. B)
Contribucién a la respuesta sinaptica de los
receptores a NMDA y AMPA, la actividad del
receptor a NMDA es mas lenta y el tiempo
de duracion es mucho mayor que el del
receptor a AMPA y Kainato. Tomada de cita
24,

Los receptores a kainato por su parte tienen importancia tanto en los

sitios pre- y postsinapticos, durante la gestacion estos receptores son los mas
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importantes en la transmision sinaptica tdlamo-cortical, sin embargo, en las

primeras semanas posteriores al nacimiento estos receptores son sustituidos

por AMPA, lo cual ayuda a disminuir el tiempo de respuesta entre los circuitos

neuronales (24,35) (Tabla 4). Su rol principal es el de amplificar la integracion

y transmision sinaptica (24,36,37).

Subunidad

Localizacion e importancia

GIuN2A

GIluN2B

Glun2C

Glun2D

Glun3A

GuN3B

Corteza, hipocampo y cerebelo. Sustituyen a la subunidad
GIuN2B en las primeras semanas postnatales, tienen una

respuesta mas rapida a la estimulacion

Corteza, hipocampo y cerebelo, forma parte de los circuitos

neuronales durante la gestacién
Células musgosas y granuladas del cerebelo

Diencéfalo, tallo cerebral y cerebelo. Es mas comdn en las

primeras semanas postnatales.

Tallo cerebral y médula espinal. Se encuentra principalmente
en las primeras semanas postnatales y es primordial para la

sinaptogénesis y en la formacion de la médula espinal.

Tallo cerebral y médula espinal. Se presenta en personas

adultas y participa en la maduracion y plasticidad sinépticas.

Tabla 4. Distribucién de las subunidades del receptor a NMDA
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El receptor a NMDA

El receptor a NMDA (Figura 8) esta involucrado en el desarrollo
neuronal, plasticidad sinaptica, aprendizaje y memoria, pero también en una
gran serie de condiciones patolégicas incluyendo el dolor neuropético,
epilepsia, enfermedades neurodegenerativas Yy trastornos psiquiatricos
(24,27,29).

PCP
o MK-801
Ca’'. Na Ketamina
2 Memantina
Zn Zn?*
= - ifenprodil
2 Eliprodil
” Sitio de union a
e Poliaminas
Acido Kinurenico ~" __D-APS
Sitio de union a GiCINA e € Sitio de unidon a
Extracelular Glutamato

000

Intracelular

Mg

o

Fig 8. Modelo del receptor a NMDA. Se muestran los sitios de unién de agonistas y
antagonistas. Glicina y D-serina se unen en la subunidad GIuN1, mientras que glutamato y
NMDA en la subunidad GluN2. El acido kinurénico es un ligando endégeno para GluN1. Zn**
es un ligando endégeno para los dominios amino terminales de las subunidades GIUN2A y
GIuN2B. En concentraciones nanomolares el zZn** tiene afinidad hacia GIuN2A, a
concentraciones micromolares tiene afinidad hacia GIUN2B. A altas concentraciones el Zn**
puede actuar como un bloqueador del canal i6nico. El ifendropil y sus derivados se unen al
dominio amino terminal de forma selectiva a GIuN2B. D-AP5 es un antagonista al sitio de
uniéon a glutamato en GIuN2. M92+, MK-801, Ketamina, Fenciclidina (PCP) y memantina
actlan como antagonistas no competitivos cuyos sitios de unién se encuentran en el poro.

Tomada de cita 26.
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Nuestro conocimiento sobre este receptor, su papel como mediador de
la neurotransmision excitadora y en la plasticidad sinaptica ha sido gracias a
los agonistas y antagonistas especificos que permitieron diferenciar su
actividad de los receptores a AMPA y Kainato, estas herramientas
farmacoldgicas han ayudado a confirmar la hip6tesis de que este receptor
juega un papel muy importante en una gran serie de padecimientos

neurolégicos como la epilepsia (28).

Los receptores a glutamato son permeables al Ca®", siendo
precisamente la entrada de este cation lo que desencadena otros factores
involucrados en la plasticidad sinaptica, regulacién génica y neuropatologias
(24,25,38-41). Sin embargo, hay una diferencia importante en cuanto a la
permeabilidad a Ca**, los receptores a NMDA son 3-4 veces mas permeables
gue los AMPA y Kainato, y esta permeabilidad se ve afectada de acuerdo al
tipo de subunidad GluN2 que tengan, en el caso de aquellos que tengan una

subunidad GIuN3 la permeabilidad se ve reducida (24).

Todos los receptores a glutamato sufren de una desensibilizacion, la
cual es una reduccion a la respuesta causada por un estimulo sostenido
(Figura 7). Sin embargo, son los receptores a NMDA los que presentan una
desensibilizacibn mas lenta, y estd virtualmente ausente en aquellos
receptores que contienen las subunidades GIUN2C y GIuN2D (24,42). Aunque
este efecto es causado principalmente por la sobreestimulaciéon del glutamato
también se han visto otras rutas tales como la dependiente de glicina, calcio,
zinc, glicina/calcio. Sin embargo, los mecanismos moleculares para estas

formas de desensibilizacién aun no se comprenden del todo (24,43,44).

22



B C
GIuA1 GIuK2 GIuN1/GIluN2

—_— l."’ ——— :/,_f»- S R—————— “‘ﬁ‘ WWW GIUNzA
/ | P

s, GIUNZ2B
/ e st GlU

."I ol '\’ ,rhfﬂ o I ;p‘" H GluN2C
,y;ri‘r.’d,w.‘m« v.rm ety GIUN2D

i

50 ms 50 ms 300 ms

GIuA1 GluK2 GluN2A GIluN2D
v-nl s M e I‘ - o fp [ ,_f,llﬁ 0 W g - I ey Wl et
W Y l‘.ﬁ‘ Wy . I
! 4) 4 pA J 4 pA e o et el 'l;- L J 4 pA
10 ms 10 ms 10 ms

Figura 7. Receptores AMPA (A) y Kainato (B) activados por L-glutamato presentaron una
pronunciada y rapida desensibilizacion que ocurre milisegundos después de la activacién,
resultando en una corriente estable de menos del 5% del pico de respuesta. Los receptores a
NMDA (C) fueron activados por saturacion de L-glutamato y glicina por 1 segundo. El grado y
tiempo de desensibilizacion es dependiente de la subunidad. Aquellos que contienen la
subunidad GIuN2A se desensibilizan rapidamente, GIuN2B es mas lento, mientras que en

GIuN2C y GIuN2D no presentan desensibilizacién. Tomada de cita 24.

Como antes se menciond la liberacién excesiva de glutamato puede
producir un efecto llamado excitotoxicidad, la cual se define como una
exposicion excesiva al neurotransmisor o bien la sobreestimulacion del
receptor desencadenando dafio o muerte neuronal, los receptores a NMDA son
los que se han visto implicados en este efecto, la causa es la entrada excesiva
de calcio, acumulandose y activando procesos que favorecen la formacion de
radicales libres y activando rutas enzimaticas que pueden producir la muerte
celular (29,45). Se han desarrollado varios compuestos para bloquear el
receptor a glutamato o glicina o el canal idnico (23,24). Desafortunadamente,
casi todos los compuestos usados para bloquear al sitio de union del glutamato
o el canal i6nico no han tenido buenos resultados en las pruebas clinicas por
sus efectos adversos como alteracion de la funcidn cardiovascular, pérdida de
la conciencia, alteraciéon del aprendizaje (23,24). Actualmente se tiene
evidencia que la inhibicion de los receptores a NMDA pueden impedir

recuperacion de las neuronas dafiadas pero aun vivas durante un proceso
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isquémico, lo que pone en tela de juicio la hipotesis de que el simple bloqueo
del receptor es suficiente para ayudar a la recuperacion del paciente, por lo

cual se buscan alternativas como inhibir la sobre-activacion de los receptores a

AMPA vy kainato (24,46).
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MK-801

Maleato de (+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo [a,d] cicloheptan-5,10-imina
(MK-801) o Dizolcilpina (Figura 9) es un potente antagonista no-competitivo del
receptor a NMDA el cual entra al canal iénico y bloquea el paso de Ca®" hacia el
interior de la neurona, de hecho es tan potente que incluso puede quedarse dentro
del canal una vez que este se cierra y necesita de una segunda estimulacion que
abra el canal para que se libere el MK-801, siendo esta la causa de sus efectos
adversos (24,26,29,55). Su uniébn es mas fuerte hacia los receptores con
subunidades GIuUN2A y GIuN2B (24,56). Se ha reportado que tiene actividad
anticonvulsivante en varios modelos animales como NMDA, &cido quinolinico,
bicuculina, PTZ, camara hiperbarica de oxigeno y crisis ténico clonicas

generalizadas en ratones E1 (26,57,58,59).
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Figura 9. Estructura quimica del MK-801

Los primeros estudios en humanos fueron prometedores al usarse en
tratamientos combinados con otros antiepilépticos como pentobarbital, valproato y
nicardipina mostrando hasta una reduccién del 50% en las crisis epilépticas; sin
embargo, estos resultados tan alentadores se vieron opacados debido a que el
MK-801, aun en dosis subterapéuticas, en tratamientos prolongados causaba
varios efectos adversos (26), el peor de ellos el coma (29), un efecto adverso
clinicamente inadmisible. Dada su gran afinidad al receptor a NMDA se sigue
utilizando en modelos animales de enfermedades neuroldgicas (29,48,49,50).
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AP-5

En 1981 el acido (R)-2-amino-5-fosfonopentanoico (AP-5) o acido (R)-2-
amino-5-fosfonovalerico (APV) (Figura 10) fue identificado como un antagonista
selectivo del receptor a NMDA lo cual permitié diferenciar la actividad mediada por
NMDA sobre la de los receptores a AMPA y Kainato (20,22,24).

O O
HO-P

OH
OH

NH»

Figura 10. Estructura quimica del AP-5

Se ha demostrado que su administracion tanto sistémica como topica
disminuye las crisis epilépticas. Cuando el AP-5 se administra directamente sobre
focos epilépticos inducidos por cobalto disminuye la hiperactividad electrografica y
bloguea la actividad motora de la crisis, mioclonias, (51,54) mientras que en
rebanadas de hipocampo de ratas kindleadas inhibié los potenciales excitatorios
post-sinapticos (51,52). En ratones E1 la administracién intraventricular de 30
nmoles de AP-5 (51,53) y de 1.8 micromoles intraperitoneal inhibio las crisis
epilépticas y disminuyé la concentracion de glutamato en el cerebro (53). En otro
estudio con ratas kindleadas mediante estimulacién eléctrica de la amigdala se les
administraron 70 nmol de AP-5 en la corteza peririnal que produjeron la inhibicidon
del 80% de la conducta convulsiva (73). En un estudio utilizando rebanadas de
corteza peririnal e hipocampo de rata y una solucién 50 uM de AP-5 en conjunto
con fenitoina y felbamato se logré potenciar el efecto de la fenitoina, no asi del
felbamato, en dicho estudio se buscaba dilucidar si alguno de estos farmacos

tenia efecto sobre los receptores a NMDA demostrandose que el felbamato si
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tiene efecto sobre dichos receptores al no haber un cambio significativo al ser

administrado conjuntamente con el AP-5 (74).

Al realizarse una microinyeccion de AP-5 en la sustancia gris
periacueductal, en un modelo de induccion de dolor mediante agonistas de los
receptores a glutamato, se determind que este antagonista reduce el
comportamiento similar al dolor de forma dosis-dependiente mediante la inhibicién

de los receptores a NMDA en dicha estructura del tallo cerebral (72).
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FORMACION RETICULAR BULBAR Y NUCLEO GIGANTOCELULAR

Anatémicamente la formacién reticular se define como un grupo
indiferenciado de células localizadas en el centro del tallo cerebral, se le divide
en tres zonas: 1) una regibn pequefia en la linea media formada
principalmente por los nucleos de Rafe, 2) un campo tegmental medial grande
con fibras largas ascendentes y descendentes provenientes de nucleos
anteriores 3) un campo tegmental lateral grande, considerado un campo
sensorial debido a las muchas proyecciones sensoriales que recibe ademas de
proyecciones hacia los nucleos craneales motores. Es en el campo tegmental
medial donde se encuentran neuronas de gran tamafo (gigantes) en el bulbo

rostral, los nucleos gigantocelulares (61).

El nacleo gigantocelular (NGi), forma parte de la formacion reticular del tallo
cerebral, se le involucra en los procesos de locomocion de extremidades
superiores e inferiores, en la regulacidon de la presién arterial, movimientos
oculares, del cuello y la postura (62,64,65); en monos Rhesus al ser estimulado
eléctricamente provoca movimientos de orejas, rostro, la parte superior del torso, y
contraccion de los musculos del cuello, la estimulacion de la parte dorsal del
ndcleo induce movimientos rotatorios ipsilaterales de la cabeza (64). Se ha
estudiado principalmente su importancia fisiolégica en procesos cardiovasculares

y regulacion de nocicepcion (62).

El NGi recibe estimulos de varias zonas del cerebro, del coliculo superior,
nacleo arcuato y nucleo raphe obscurus (63). Las neuronas reticulares bulbares
reciben aferencias cutaneas, corticales y tectales, estas se organizan
somatotopicamente y de ellas surgen las fibras descendentes del tracto
reticuloespinal vetrolateral ipsilateral que se extiende hasta la medula espinal
lumbar. Se determiné que las neuronas reticulares bulbares como componentes
del sistema descendente medial, junto con el vestibulo-espinal, el tecto-espinal y
el intersticio-espinal controlan a las neuronas motoras de la musculatura axial y los
musculos de las extremidades proximales (69,70). En un estudio, utilizando
rebanadas in vitro de tallo cerebral de un cerebro aislado de roedor con amarillo

de lucifer y registros intracelulares se identificaron electrofisiolégicamente dos
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tipos de neuronas gigantocelulares: el primer tipo se caracteriza por una
hiperpolarizacion persistente y una descarga regular espontanea; el segundo tipo
por una hiperpolarizacion bifasica con un componente rapido y uno retardado que
usualmente presentan descargas espontaneas irregulares (69,71). Las neuronas
presentan caracteristicas Unicas en sus membranas como un bajo potencial
transmembranal, altas resistencias de entrada de la membrana y altos potenciales
de despolarizacion transmembranal (62). A la fecha no se ha estudiado su posible

participacion en el inicio y la propagacion de las crisis epilépticas.
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OBJETIVOS

Valorar el efecto del AP-5, aplicado en el NGi de la rata, sobre las crisis
provocadas por PTZ.
Estudiar el efecto del MK-801, aplicado en el NGi de la rata, sobre las crisis
provocadas por PTZ.
Determinar si los antagonistas del receptor a NMDA en el NGi estan relacionados

con la regulacién de las crisis epilépticas.
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PARTE EXPERIMENTAL

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso 250-270 g, 8 por
cada grupo. Se anestesiaron con Ketamina (PiSA Agropecuaria, S.A. de C.V.
México) (80 mg/Kg) y Xilazina (PiSA Agropecuaria, S.A. de C.V. México) (10
mg/Kg) i.p. Se colocaron en un aparato estereotaxico (Stoelting, Co. EUA). Se
practicé una incisién a lo largo del craneo, separando la piel y tejido conectivo para
dejar descubierta la zona. Se colocaron dos tornillos de acero inoxidable, una
canula guia calibre 25 de acero inoxidable dirigida estereotaxicamente hacia el
NGi con las siguientes coordenadas AP: -10.8 mm a partir de Bregma, L: 0.8mm,
V: 94mm (Paxinos y Watson, 1998). Se colocaron 3 electrodos de acero
inoxidable, los dos primeros para el registro EEG de la corteza motora y el tercero
como referencia. Los electrodos se soldaron a un conector hembra de tres polos y
estos juntos con la canula guia se fijaron al craneo con acrilico dental (Arias, SA.
México). Se mantuvieron a los animales en jaulas de acrilico por siete dias para su

recuperacién con agua y alimento ad libitum.

Se realiz6 un registro del EEG normal con el animal despierto y en libre
movimiento mediante un conector macho de tres polos con un poligrafo Grass
modelo 78D. Después, con una canula calibre 32 unida con un tubo de polietileno
a una microjeringa de 10 pL, se realizé la microinyeccién del vehiculo al grupo
control (solucion salina 0.9% amortiguada pH 7.4), AP-5 (10, 20 nmol) o MK-801
(6, 12 nmol) todas en un volumen de 0.2 puL. Se registrd la actividad
electroencefalogréafica y conductual durante 30 minutos. Al término de este tiempo
se les inyectdé PTZ a una dosis de 70 mg/kg i.p. y se registro el EEG, y la conducta
epiléptica durante 90 minutos. Una vez terminada la fase experimental los
animales fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital sédico (Pet’s
Pharma de México S.A. de C.V. México) y se les realiz6 una microinyeccion de 0.2
uL de azul de metileno. Por dltimo se les practic6 una perfusion cardiaca con
solucion salina y heparina seguida del paso de solucién de formaldehido al 3.7%,
se extrajo el cerebro y realizaron cortes de 80 micras en un microtomo de

congelacion para la corroboracion del sitio de microinyeccion.
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Se valoro la latencia a la primera crisis generalizada ténico-clénica (CTCG)
y los porcentajes de retardo y de supresion de las CTCG. Los datos obtenidos se
analizaron estadisticamente con la prueba exacta de Fisher y t de Student entre el
grupo control y los experimentales. Se tomaron como significativos los datos cuya

P fue menor a 0.05.

Todos los animales utilizados fueron tratados de acuerdo a las normas
establecidas por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio y a las especificaciones de Ila NOM-062-ZO0-1999, de
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio.

32



RESULTADOS
Valoraciéon Conductual

El grupo control, al que solo se le administr6 solucién salina
amortiguada (PBS), no presentdé cambios de conducta posterior a la
microinyeccion. Posterior a la administracion de PTZ, todos los animales
presentaron CTCG y murieron. El tiempo de latencia promedio a la primer
CTCG fue de 2.70+£1.04 minutos.

Grupos AP-5: Se les administré AP-5 (10 y 20 nmol) y presentaron giro
contralateral durante los 30 minutos posteriores a la microinyeccion. Tras la
administracion del PTZ. El grupo al que se le administr6 10 nmol: 5 de los 8
animales (62.5%) no presentaron CTCG (Tabla 5), 2 de los animales que si
presentaron CTCG murieron (25%) (Tabla 6). El tiempo de latencia promedio a
la primer CTCG fue de 60.46+14.43 minutos (Tabla 7), estos resultados son
significativos con respecto al grupo control (P<0.05). Con 20 nmol, ademas de
presentar el giro contralateral, 25% de los animales presentaron giro de barril.
Tras la administracion del PTZ, 6 de los 8 animales (75%) no presentaron
CTCG (Tabla 5) y los dos animales que si presentaron CTCG murieron (Tabla
6). El tiempo de latencia promedio fue de 68.97+13.77 minutos (Tabla 7), estos
resultados son significativos con respecto al grupo control (P<0.05).
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TABLA 5

Porcentaje de proteccion de CTCG

Tratamiento # Animales con % Proteccién P
CTCG

Vehiculo 8/8 0 -

AP-5

10 nmol 3/8 62.5 0.0310*

20 nmol 2/8 75 0.0097*

Efecto del AP-5 microinyectado en el NGi sobre las CTCG inducidas por PTZ. Todos los
compuestos fueron microinyectados en un volumen de 0.2 pL en el NGi de la rata.

*p<0.05 comparada con el grupo control (Prueba exacta de Fisher).

TABLA 6

Porcentaje de sobrevivencia a la CTCG

Tratamiento # Animales que % Sobrevivencia P

sobrevivieron

Vehiculo 0/8 0 -
AP-5

10 nmol 6/8 75 0.0097*
20 nmol 6/8 75 0.0097*

Efecto del AP-5 microinyectado en el NGi sobre la sobrevivencia a las CTCG inducidas por
PTZ. Todos los compuestos fueron microinyectados en un volumen de 0.2 uL en el NGi de la
rata.

*p<0.05 comparada con el grupo control (Prueba exacta de Fisher).



TABLA 7

Latencia promedio a la 1ler CTCG

Tratamiento Latencia ala ler CTCG t
(min)
X + E.E.
Vehiculo 2.70+£1.04 -
AP-5
10 nmol 60.46 + 14.43 -3.422*
20 nmol 68.97 + 13.77 -3.361*

Efecto del AP-5 microinyectado en el NGi sobre la latencia a la primer CTCG inducida por
PTZ. Todos los compuestos fueron microinyectados en un volumen de 0.2 pL en el NGi de la
rata.

*p<0.05 comparada con el grupo control (t de Student).



La microinyeccion de MK-801 provoco sedacion durante los 30 minutos
posteriores a la microinyeccion, a diferencia de los grupos administrados con
AP-5 no presentaron giro contralateral, ni giro de barril. En el grupo al que se
le microinyectaron 6 nmol, después de la administracion del PTZ: 5 de los 8
animales (62.5%) no presentaron CTCG (Tabla 8), los 3 animales que si
presentaron CTCG murieron (Tabla 9). El tiempo de latencia promedio a la
primer CTCG fue de 57.82+15.70 minutos (Tabla 10), solo los resultados de
protecciéon contra las CTCG y de sobrevivencia fueron significativos (P<0.05).
En el grupo al que se le microinyectaron 12 nmol, después de la administracién
del PTZ: 6 de los 8 animales (75%) no presentaron CTCG (Tabla 8), los dos
animales que si presentaron CTCG murieron (Tabla 9). El tiempo de latencia
promedio a la primer CTCG fue de 69.64+13.33 minutos (Tabla 10), estos

resultados son significativos con respecto al grupo control (P<0.05).

TABLA 8

Porcentaje de proteccién de CTCG

Tratamiento # Animales con % Proteccién P
CTCG

Vehiculo 8/8 0 -

MK-801

6 nmol 3/8 62.5 0.0310*

12 nmol 2/8 75 0.0097*

Efecto del MK-801 microinyectado en el NGi sobre las CTCG inducidas por PTZ. Todos los

compuestos fueron microinyectados en un volumen de 0.2 pL en el NGi de la rata.

*p<0.05 comparada con el grupo control (Prueba exacta de Fisher).
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TABLA 9

Porcentaje de sobrevivencia a la CTCG

Tratamiento # Animales que % Sobrevivencia P
sobrevivieron

Vehiculo 0/8 0 -

MK-801

6 nmol 5/8 62.5 0.0310*

12 nmol 6/8 75 0.0097*

Efecto del MK-801 microinyectado en el NGi sobre la sobrevivencia a las CTCG inducidas por

PTZ. Todos los compuestos fueron microinyectados en un volumen de 0.2 pL en el NGi de la

rata.

*p<0.05 comparada con el grupo control (Prueba exacta de Fisher).

TABLA 10

Latencia promedio a la 1ler CTCG

Tratamiento

Latencia ala ler CTCG

(min)
X+ E.E.
Vehiculo 2.70£1.04 -
MK-801
6 nmol 57.82 £ 15.70 -2.373
12 nmol 69.64 + 13.33 -3.547*

Efecto del MK-801 microinyectado en el NGi sobre la latencia a la primer CTCG inducida por

PTZ. Todos los compuestos fueron microinyectados en un volumen de 0.2 pL en el NGi de la

rata.

*p<0.05 comparada con el grupo control (t de Student).
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La microinyeccion de 10 nmol de AP-5 en los nudcleos dorsal
paragigantocelular (DPGi), nucleo intermedio reticular (IRt), nucleos
adyacentes al NGi, produjeron también giro contralateral ademas de inhibir las
CTCG (Figura 11).

La microinyeccién de 12 nmol de MK-801 en el nlcleo lateral
paragigantocelular (LPGi), ademas de producir sedacion, inhibié las CTCG
(Figura 12).
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Figura 11. Esquema de los sitios de microinyeccién de AP-5 en el nlcleo gigantocelular de la
rata segln el atlas de Paxinos y Watson. Los circulos azules muestran los sitios donde hubo
inhibicion de las CTCG, los circulos negros donde no hubo inhibicién. Los circulos café

microinyecciones fuera del NGi donde también hubo inhibicién a las CTCG.
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Figura 12. Esquema de los sitios de microinyeccién de MK-801 en el nucleo gigantocelular de
la rata segun el atlas de Paxinos y Watson. Los circulos azules muestran los sitios donde
hubo inhibicién de las CTCG, los circulos negros donde no hubo inhibicién. El circulo café una
microinyeccion fuera del NGi donde también hubo inhibicién a las CTCG. A Diferencia de los

sitios de microinyeccion de AP-5 estos no estuvieron tan dispersos a lo largo del nucleo.
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Valoracién electroencefalogréafica

En el grupo control se realiz6 una microinyeccion unilateral de 0.2 uL de
solucion salina amortiguada (PBS). Al inicio del registro los animales se
encontraban alerta, en libre movimiento, después de la administracién del
vehiculo, no hay cambio en el registro electroencefalografico. Tras la
administracion del PTZ se presentdé una actividad electroencefalografica de
gran amplitud, aproximadamente 2 mV, frecuencia y duracion asociada
conductualmente con CTCG con extensiéon de miembros anteriores vy

posteriores (Figura 13).

En los grupos administrados con AP-5, los animales se encontraban
alertas y en libre movimiento, tras la microinyeccion de 0.2uL de AP-5 no se
aprecié cambio alguno en el registro, ni durante el giro contralateral o de barril.
Al administrarse el PTZ se observdé una activad de gran amplitud,
aproximadamente 1.25 mV, y duracién, sin embargo, es menor a la del grupo
de PBS (Figura 14).

En los grupos administrados con MK-801, los animales se encontraban
alertas y en libre movimiento, tras la microinyeccion de 0.2uL de MK-801 no se
aprecio cambio alguno en el registro, ni al observarse el efecto de sedacion.
Con la administracién del PTZ se observaron postdescargas pequefias de baja
amplitud, aproximadamente 1.5 mV, y corta duracidén, aproximadamente dos
segundos, asociadas a mioclonias faciales y mioclonias de miembros

anteriores (Figuralb).
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Figura 13. Ejemplo de la actividad electroencefalografica registrada en la
corteza motora de las ratas del grupo control.
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Figura 14. Ejemplo del registro de actividad electroencefalogréafica del grupo al
gue se le administré AP-5.
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Figura 15. Ejemplo del registro de actividad electroencefalogréafica del grupo al

gue se le administré6 MK-801.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos mostraron que el AP-5 y el MK-801,
antagonistas competitivo y no competitivo del receptor a NMDA,
microinyectados en el NGi, protegieron contra las crisis provocadas por PTZ.
Un resultado consistente con la administracion sistémica de dichos
antagonistas asi como su administracion topica en otros modelos de epilepsia,
como focos epilépticos inducidos por cobalto (51,54) y administracion
intraventricular en ratones E1. Sin embargo, en nuestro trabajo se utilizaron
cantidades mucho menores a las reportadas en otros modelos, por
administracion i.p. se reportan desde 1.8 pumol de AP-5 (53), y en otros
sustratos neuroanatomicos como son la amigdala e hipocampo donde se
administraron 70 nmol de AP-5 (51,52,73). Mientras que en nuestro estudio se
utilizaron unicamente 10 y 20 nmol de dicho compuesto. En el caso del MK-
801 los resultados con 6 nmol no fueron significativos en aumentar el tiempo
de latencia a la CTCG mientras que los de 12 nmol si lo fueron, lo cual sugiere
un efecto dependiente de la dosis. Sin embargo, aun cuando la administracion
de 6 nmol de MK-801 no aument6 de forma significativa la latencia a las
CTCG, si aumenté el porcentaje de animales que sobrevivieron y disminuy6 el
numero de animales que presentaron las CTCG de forma significativa por lo
gue convendria realizar un tercer grupo con una cantidad mayor del

compuesto para determinar si efectivamente es dependiente de la dosis.

Los antagonistas a NMDA no-competitivos y competitivos administrados
de forma sistémica han demostrado tener propiedades anticonvulsivantes en
varios modelos de epilepsia como NMDA, acido quinolinico, bicuculina, camara
hiperbarica, ratones E1, kindling eléctrico, ya sea inhibiendo o retardando las
crisis convulsivas, sin embargo, en dichos estudios no es posible determinar el
sustrato neuroanatomico involucrado (26,51,52,57,58,59,73). Nuestro estudio
localizé un nucleo especifico en la regulacion de la actividad epiléptica
mediante la microinyeccion estereotéxica, una técnica que permite definir
cuales nucleos tienen la capacidad de suprimir, retardar o potenciar las crisis.

Hoy en dia se tienen estudios del rol de los receptores a NMDA en la
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propagaciéon de las crisis convulsivas en distintos sustratos neuroanatomicos,
pero no una caracterizacion de cada nucleo que compone a dichos sustratos,
en un trabajo anterior de nuestro laboratorio se logré caracterizar parte de la
formacién reticular pontina determindndose que era la transmision
glutamatérgica en los nucleos pontis caudalis y pontis oralis la que participaba
en la propagacién de las crisis convulsivas en un modelo de PTZ (60).

La distribucion de los receptores a NMDA en la formaciéon reticular
bulbar no ha sido muy estudiada, sin embargo, estos resultados apoyan que la
transmision glutamatérgica en el NGi juega un papel importante en la
propagacion de las CTCG en este modelo, se conoce que dicho nucleo esta
involucrado en procesos de movimientos de orejas, rostro, la parte superior del
torso, contraccion de los musculos del cuello, locomocion de extremidades
superiores e inferiores, en la regulacion de la presion arterial, movimientos
oculares y la postura (62,64,65), al ser un nucleo que participa en la actividad
motora es de esperarse que esté involucrado en la parte conductual de la
actividad epiléptica, mioclonias faciales y de miembros anteriores y posteriores, si
en dicho nucleo es la transmisién glutamatérgica (excitadora) o GABAergica
(inhibitoria) la que participa ahora podemos asegurar que la glutamatérgica tiene
un papel importante y actualmente nos encontramos realizando microinyecciones
de potencializadores del GABA como el acido valproico y poder determinar si es
solo el glutamato el involucrado en la actividad epiléptica o también el GABA

participa en este nucleo.

Conductualmente se observaron dos efectos completamente distintos
posteriores a la microinyeccion de AP-5 y MK-801, en tanto que tras la
administracion de AP-5 todas las ratas presentaron giro contralateral con
respecto a la microinyeccion, siendo en el grupo de 20 nmol en el cual el giro
contralateral fue mayor, ademas 25% de los animales presentaron giro de
barril también contralateral, las ratas administradas con MK-801 presentaron
un efecto de sedacién. Respecto a las antagonistas no-competitivos la
sedacion es un efecto secundario de su administracién, por ejemplo la
ketamina, un preanestésico, tiene una débil interaccién del tipo no-competitivo

como antagonista del receptor a NMDA y se considera que es esta débil
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interacciéon lo que la provee de su efecto sedante (26-29). Dado que el NGi
estd involucrado en el control del movimiento de las extremidades tanto
anteriores como posteriores (62.64,65) la microinyeccién unilateral de AP-5
inhibe de forma parcial la actividad motora de una porcién del cuerpo, esto
podria explicar la razén del giro contralateral con respecto al sitio de
microinyeccion, dicho giro aumenté al administrarse el PTZ, el cual al disminuir
la inhibicion producida por el GABA (15,18,19), potencio la accién excitadora
del glutamato rompiendo el equilibrio entre inhibicion y excitacion causando

gue la actividad motora aumentara y con ello se incrementara el giro en este

grupo.

Asi como hay diferencias conductuales entre los grupos administrados
con AP-5 o MK-801 también en el registro EEG hay diferencias importantes;
las ratas administradas con AP-5 presentaron una actividad eléctrica de gran
amplitud y duracion, las ratas administradas con MK-801 presentaron durante
la duracion del experimento actividad eléctrica de menor amplitud y duracion,
pequefias postdescargas asociadas a mioclonias de miembros anteriores. Se
sabe que el MK-801 tiene una fuerte afinidad hacia el canal i6bnico del receptor
y que incluso promueve el cierre del mismo (24,26,29,55), dicho efecto puede
ser el responsable de que la actividad eléctrica disminuyera en estas ratas en
tanto que el AP-5 al tener que competir con el glutamato no produce una
inhibicion igual de potente por lo cual la actividad eléctrica es mayor, sin
embargo esta actividad es aun menor comparada a la del grupo control.

Se sabe que los antagonistas no-competitivos a NMDA son mas
potentes que los del tipo competitivo (24), sin embargo, en el presente trabajo
vemos que la microinyeccion en este nucleo el AP-5 es mas potente al haber
aumentado tanto el tiempo de latencia a CTCG de forma significativa, como el
porcentaje de sobrevivencia, siendo igual en la administracion de 10 y 20 nmol
en tanto que el grupo de MK-801 al que se le administr6 12 nmol tuvo un
mayor porcentaje de supervivencia que el de 6 nmol, ademas de que dicho
grupo no aumento la latencia a CTCG de forma significativa.
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Al realizarse microinyecciones de AP-5 en los nucleos dorsal
paragigantocelular (DPGi), nucleo intermedio reticular (IRt) y MK-801 en el
nacleo lateral paragigantocelular (LPGi), ndcleos adyacentes al NGi, se
observo la misma conducta, giro con AP-5 y sedacién con MK-801, lo cual
sugiere que estos nucleos estan estrechamente relacionados en la transmision
glutamatérgica, en estudios que se han hecho sobre el nucleo
paragigantocelular se ha visto que comparte conexiones con varios de los
nacleos que el NGi (63), pudiendo ser estas conexiones lo que provoque la
inhibicion o retardo de las CTCG. Una segunda posibilidad es la difusién del
volumen microinyectado desde estos nucleos adyacentes hasta el NGi, se ha
reportado que microinyecciones de 0.2 pL pueden difundir hasta 0.5 mm del
sitio de microinyeccion (75), en futuros trabajos se analizaran estos ndcleos y

asi mapear toda esta zona de la formacion reticular.
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que:

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir

La microinyeccion de MK-801 en el NGi ejercid un efecto protector
estadisticamente significativo, sobre las crisis inducidas por PTZ
respecto al grupo control.

El AP-5, al ser microinyectado en el NGi present6 un efecto protector,
estadisticamente significativo, sobre las crisis inducidas por PTZ.

La transmision glutamatergica, especificamente la relacionada con los
receptores a NMDA, en el NGi, tiene un papel importante en la
propagacion de las CTCG, ya que la administracién de un antagonista
no competitivo, MK-801, y la de uno del tipo competitivo, AP-5,
redujeron de manera significativa tanto la actividad conductual como

electroencefalografica en el modelo de PTZ.
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