SCSPIUNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

ANALISIS QUIMICO DE LA LIBERACION DE AMINOACIDOS EN UN
MODELO MURINO DE EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICA FARMACEUTICO BIOLOGICA

PRESENTA

EDNA LIZANDRA ROMERO BUSTOS

MEXICO, D.F. 2013




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: PATRICIA SEVERIANO PEREZ

VOCAL: GUILLERMO CELESTINO CARDOSO SALDANA
SECRETARIO: ROSALINDA GUEVARA GUZMAN

ler. SUPLENTE: VANESSA REBECA MAYA AMPUDIA

2° SUPLENTE: RUTH BUSTAMANTE GARCIA

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE IMEXICO, FACULTAD DE MEDICINA, EDIFICIO A,

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA, LABORATORIO 414.

ASESOR DEL TEMA:

Dra. ROSALINDA GUEVARA GUZMAN

SUSTENTANTE:

EDNA LIZANDRA ROMERO BUSTOS

(2]



DEDICATORIA

A Dios por brindarme las cosas buenas de la vida, y una de ellas es mi familia.

A mi mama Eloisa Bustos Hernandez por ta apoyo, tiempo, fuerzas y dedicacion,
gue me has dado a mis aflos y a lo largo de mis estudios para seguir adelante y
ser mejor persona y profesionista cada dia.

A mi papa Antonio Romero Solano por todos tus esfuerzos y por darme la
oportunidad de seguir estudiando.

A mi hermana Elizabeth Romero Bustos, y a mis hermanos Brandon Isaac Romero
Bustos, Hugo Alberto Romero Bustos y Antonio Romero Bustos por darme su

apoyo, su cardcter, por sus palabras y conocimientos para llegar a donde estoy.

A mis sobrinas Haru y Maya por darme la alegria que so6lo los bebes saben dar en

los momentos justos.

A mis abuelos y abuelas por sus sabias palabras y porque siempre los tengo

presentes.

A TODOS

MUCHAS GRACIAS!!!!
(3]



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Rosalinda Guevara Guzman por darme la oportunidad de realizar mi
servicio social y tesis en el laboratorio del departamento de fisiologia que tiene a
Su cargo, y por brindarme su apoyo y tiempo para finalizar este trabajo.

A cada uno de los miembros del jurado:

Dra. Patricia Severiano Pérez, Dr. Guillermo Celestino Cardoso Saldafia, Dra.
Rosalinda Guevara Guzman, Dra. Vanessa Rebeca Maya Ampudia y a la Profra.
Ruth Bustamante Garcia por su tiempo invertido en la revision del presente

trabajo, y por sus aportaciones para mejorarlo.

A la Q. Adriana Mayoral Mariles y a la Q.A. Maria Elena Jiménez Hernandez por

su apoyo e informacion para el desarrollo del presente trabajo.

A la Universidad Nacional Autbnoma de México y a la Facultad de Quimica por

haberme aceptado, y dejarme ser parte de la maxima casa de estudios.

A CADA UNO DE USTEDES

iMUCHAS GRACIAS!

(4]



INDICE

RESUMEN ...t e et e e et e e e e e e e e e eanans 7
INTRODUGCCION ...ttt ettt 9
1. NEURONA et e e e e e e e e e e s e e e ennans 10
O IS =T 1 13
1.2. TransmisiON SINAPLICA ..........uuuuiiiie e e 14
1.3.Barreras de permeabilidad cerebral ...............ccoooviiiiiiiii 16
2. NEUROTRANSMISORES ... .t 17
2.1 AMINOACIAOS ...cceeieieiiit ettt e e e e e e r e e e e e e e e 20
2.2. Estructura quimica y clasificacion de los aminoacidos..................cccceeeeens 21
2.3. Actividad e importancia biolégica de los aminoacidos............cccceeeeeeeeeennns 24
2.4. .AMINOACIdOS COMO NEUIOtrANSMISOIES. .....coiiiiiiiiieeieeee e e et e e e e e e e 25
2.5. Efecto de los aminoacidos en el sistema nervioso central ........................ 28
3. HISTORIA DE LA EPILEPSIA ... 30
4. GENERALIDADES Y CLASIFICACION DE LA EPILEPSIA .......cccoveveee. 32
4.1.Epilepsia del I6bulo temporal..........c...ueeiiiiiiiiie e 36
4.2.La epilepsia del I6bulo temporal a nivel mundial .............ccccccceeeeiieieininnnn, 39
4.3.La epilepsia en México y tratamiento MEdIiCO............ccceevrvviiiiiiiiiieeeeeeenenn, 41
4.4.La epilepsia y el transtorno del sentido del olfato..............ccoiiiiiiiiinnn, 45
4.5.Modelos experimentales de epilepsia........ccccoooeviiiiiiiiiiiii 47

(5]



B HIPOTESIS .o ettt 50

6. OBJETIVO GENERAL ...t 51
7. OBJETIVO PARTICULAR. ..ottt 51
8. JUSTIFICACION ....ooviiiiiiieeecieeeeeete ettt 51
9. METODOLOGIA ...ttt ettt 52
9.1. Tratamiento de las muestras (bulbo olfatorio, hipocampo y plasma)......... 55
9.2.Condiciones del sistema HPLC ...........ooiiiiiiiiiiiiii e 56
1O.RESULTADOS ..ot e e e e e e e e eanans 57
10.1. Resultados en bulbo olfatorio, hipocampo y plasma ............ccccccvvvenennne 59

10.2. Gréaficas de la concentracion de aminoacidos en bulbo olfatorio,

hipoCamMPO Y PlaSMA..........iiii i e 63
LLDISCUSION ...ttt et e et e e e s e eaeeaenee e 72
12.CONCLUSIONES ......coovoiieciieecteee ettt 75
13.BIBLIOGRAFIA ..o, 76
LA APENDICE ..ottt ettt e et e et e e e e 80

(6]



RESUMEN
Existen estudios sobre la disfuncion olfatoria en personas con epilepsia (Toulose y

Vaschide 1899, Toulose, Santorelli y Marota 1964, Eskenazi 1986) en la cual el
sujeto presenta la incapacidad de identificar olores caracteristicos, como por

ejemplo el alcanfor o la vainilla. (Quintal, 2011).

Se ha demostrado que en el hipocampo durante el status epiléptico (SE) las
concentraciones de los neurotransmisores clasicos se ven afectados,
presentandose un aumento de los neurotransmisores excitatorios, principalmente
del glutamato; asi como también una disminucion de los neurotransmisores
inhibitorios como el acido y-aminobutirico (GABA) y glicina. Por lo tanto los
cambios en las concentraciones de estos aminoacidos en hipocampo (HIP)
también podrian ser observados en bulbo olfatorio (BO), debido a que se
presentan deficiencias olfatorias en personas con epilepsia.

La epilepsia del l6bulo temporal (ELT) es el tipo epilepsia sintomatica que se
presenta con mayor frecuencia a nivel mundial, y afecta principalmente la region
del HIP en el sistema nervioso central (SNC). Durante el SE se presentan
episodios convulsivos, asi como crisis visuales, gustativas y olfatorias. Por lo tanto
la importancia de tener conocimiento del origen epiléptico es poder generar un
diagnéstico preventivo de este padecimiento, aunque actualmente esto no es

posible.

El presente proyecto, tiene como objetivo principal evaluar el perfil de liberacion de
los aminoacidos en hipocampo, bulbo olfatorio y plasma después del status
epiléptico inducido con pilocarpina en un modelo murino, asi como también
comparar los cambios en la concentracién de los aminoécidos excitatorios e
inhibitorios que se presentan en bulbo olfatorio e hipocampo. La metodologia
utilizada fue un modelo murino, en ratas macho de la cepa Wistar con un peso
entre 220-280 g agrupadas de cuatro a cinco ratas por caja, bajo condiciones

ambientales controladas, con agua y comida ad libitum.
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Se sometieron a un periodo de adaptacion de una semana en la cual se les
administré a los grupos de estudio 0.3 ml de una solucion salina via intraperitoneal
(i.p). Después de 24 horas al periodo de adaptacion, y 24 horas antes a la
administracion de pilocarpina, se administraron 3 mEqg/ml de solucion de cloruro
de litio para potenciar el efecto de la pilocarpina en dosis bajas (30mg/Kg). Una
vez obtenidas las muestras de BO, HIP y plasma se realizaba el tratamiento
correspondiente y se guardaban a -70°C, conservando asi sus propiedades

fisiolégicas de cada tejido para su analisis posterior.

El equipo que se utiliz6 para la cuantificacion de los aminoacidos fue un
Cromatografo de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC) de la marca Agilent. El
método de referencia fue el “Rapid, Accurate, Sensitive, and Reproducible HPLC
Analysis of Aminoacid, Aminoacid Analysis Using Zorbax Eclipse-AAA Columns
and the Agilent 1100 HPLC”. En este equipo se establecieron las condiciones de
separaciéon y analisis de los aminoacidos via derivatizacion pre columna en

proteinas e hidrolizados proteicos (Arciniega, 2009).

Los resultados obtenidos mostraron cambios en la concentracion (nM/mg de
Tejido) de los 18 aminoacidos evaluados en HIP y en BO en comparacién con el
grupo control de cada muestra y dentro de los grupos experimentales con SE de

lhora, 2 horas y 4 horas.

En plasma, las concentraciones (uUM) de los aminoacidos como glutamato,
aspartato y glicina, no presentaron el mismo comportamiento que en HIP y BO.
Los resultados de la concentracion de GABA en plasma no fueron
estadisticamente significativos debido a que las areas obtenidas de GABA no se
encontraban dentro del limite de cuantificacion de la curva de calibracion para éste
aminodcido, sin embargo se reporta la concentracién que se obtuvo en el grupo
control y en los grupos experimentales en una de las muestras, en el caso del
grupo 1 (1 hora de SE) la concentracion de GABA no pudo ser determinado.
Tedricamente se conoce que GABA es un aminoacido identificado como
componente Unico del encéfalo sin embargo también actia como mediador de la

inhibicidn presinaptica dentro de la médula espinal.
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INTRODUCCION

En la actualidad la epilepsia se considera un problema de salud publica por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Liga Internacional contra la Epilepsia
(ILAE) y la Oficina Internacional para la Epilepsia debido a que afecta la calidad de
vida de las personas que la padecen, y no se cuenta con un diagndstico
preventivo de la enfermedad. En México se calcula que existen cerca de 10 a 20
millones de personas con epilepsia.

A pesar de los avances en cuanto a la fisiopatologia, diagndstico y tratamiento, no
se puede considerar una enfermedad localizada, sino como un sindrome en donde
las condiciones neuroldgicas son criticas y se caracteriza por la presencia de crisis
epilépticas recurrentes no inducidas, que no se presentan de forma aislada y se
originan por una actividad anormal excesiva de las neuronas (SSA, 1999). El
origen de este padecimiento se puede deber a factores genéticos, ambientales,

bioquimicos y fisiopatolégicos.

El principal factor epileptogénico es debido a las alteraciones en la transmision
qguimica en los receptores, en los canales i6nicos y a la actividad de los
neurotransmisores. Existen neurotransmisores con estructura de aminoacidos
neutros, entre los que se encuentran el GABA, la glicina y la taurina, y con
estructura de aminoacidos acidos, como el acido glutamico, el &cido aspartico y
otras sustancias relacionadas a ellos (Avedafio, 2001). La actividad de estos
aminoacidos son frecuentemente investigados en enfermedades
neurodegenerativas, actividad cerebrovasculares, isquemia cerebral, epilepsia, y

sindromes psiquiétricos, tal como la esquizofrenia y la depresion.

La generacion de una crisis epiléptica conlleva mdultiples factores a nivel de la
membrana neuronal, la principal causa es debido a las alteraciones en la
concentracion de los neurotransmisores, principalmente del acido glutamico o
glutamato y de GABA (Perry and Hansen, 1981; Bradford, 1995; Pena and Tapia,
2000). Su estudio en modelos murino como el modelo de pilocarpina en ratas

puede facilitar el entendimiento de dicho padecimiento.
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1. NEURONA

Las células que constituyen el tejido nervioso son de tres tipos fundamentales:
neuronas, células de la neuroglia y células de la microglia (células de sostén).
Estas Ultimas se denominan genéricamente células gliales, que participan de
manera importante en los mecanismos que regulan la excitabilidad neuronal (las
células microgliales son las responsables de la defensa del sistema nervioso
central), por lo que intervienen de alguna forma en la regulacién de la excitabilidad
cerebral y puede contribuir al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
(Velasco, 1986).

La neurona es la unidad anatébmica de origen y funcional del sistema nervioso; es
una célula altamente especializada para la generacion, recepcién, conduccién y
transmision de impulsos nerviosos. Se clasifican de acuerdo a su funcion
(sensitiva, motora o interneuronal), localizacién, o por el tipo de identidad del

neurotransmisor que sintetizan y descargan (Goodman, 1975).

Las células nerviosas tienen dos propiedades especiales que las distinguen de las
demas células del cuerpo. Primero, pueden conducir sefiales bioléctricas a través
de grandes distancias sin pérdida alguna en la magnitud de la sefial. Segundo
poseen conexiones intercelulares (sinapsis) especificas con otras células

nerviosas y con tejidos inervados como musculos y glandulas (Cooper, 1982).

La actividad neuronal se codifica en general mediante secuencias de potenciales
de accién que se propagan a lo largo de los axones en los circuitos neuronales. La
informacion codificada se transmite de una neurona a otra mediante transmision
singptica. En esta transmisiéon, los potenciales de accion que llegan a una
terminacion presinaptica suelen estimular la liberacion de un neurotransmisor
guimico. Este neurotransmisor puede entonces excitar a la célula postsinaptica
(descargando uno o0 mas potenciales de accion) o inhibir su actividad o
condicionar la accion de otras terminaciones axonales. Las terminaciones
excitadoras suelen terminar mas distalmente en las dendritas que las inhibidoras,

gue con frecuencia terminan en el soma.
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Los estudios clasicos de Ramén y Cajal con tinciones de impregnacion argéntica
demostraron que las neuronas son heterogéneas con respecto a su tamafo y
forma. Un esquema fundamental clasifica a las neuronas por el numero de
procesos citoplasmicos que poseen. El caso mas simple, el pericarion tiene
Unicamente un proceso llamado axdén, como son las fibras sensoriales que
conforman las raices en los ganglios sensitivos (Velasco, 1986). En éste caso el
axon conduce la sefial que fue generada por el receptor sensitivo en la piel o por
modulacién sensorial (audicion, vision, olfato, gusto) con direccidén central a través
de las raices dorsales hacia la médula espinal o hacia la corteza cerebral

encefalica.

Ramificaciones

\/ terminales
\ \ Célula de Schwann
X

/‘(ﬂ !;\ Nt

Dendritas

VYaina de mielina

Cuerpo celular

FIGURA 1. Esquema de una neurona, con sus componentes estructurales principales.

Estructuralmente, las neuronas estan constituidas por un soma que contiene un
nacleo y el nucléolo de la célula (posee un aparato de biosintesis para fabricar los
elementos de la membrana, enzimas sintéticas entre otras sustancias quimicas
necesarias), y dos tipos de prolongaciones: las dendritas y el cilindroeje o axén
(Lozano, 2005). El tamafio es variable, desde células pequefias de 5 a 7 um de
diametro (corteza cerebelosa), hasta células que miden de 100 a 130 um de

diametro (células de Purkinje en el cerebelo, células piramidales y motoneuronas).

Las dendritas son prolongaciones con un patrén de arborizacion que varia en las
diferentes regiones del sistema nervioso. Estas salen del soma que al ramificarse
generalmente por dicotomizacion, se adelgazan con rapidez y poseen formaciones

digitiformes cortas llamadas espinas dendriticas (Velasco, 1986).
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El axdn es una prolongacion de la célula que se encarga de transmitir los impulsos
generados en la célula hacia la neurona siguiente, cada neurona posee un unico
axon y el diametro de éste es uniforme. El axon se origina en el soma en una zona
especializada denominada boton axonal, o de algun tronco dendritico primario.
Puede estar rodeado por una vaina de mielina formada por células del sistema
nervioso central (oligodendroglia), o por células de Schwann en el sistema

nerviosos periférico (neuroglia).

La mielina aumenta la velocidad de conduccién de los potenciales de accion,
limitando en parte el flujo de la corriente idnica a las pequefias porciones
amielinicas del axén entre las células adyacentes que lo rodean, los nddulos de
Ranvier, transmitiendo informaciéon en los circuitos neuronales al igual que la
transmision de sustancias quimicas desde o hacia las terminaciones sinapticas
(Velasco, 1986).

Las células no neuronales del sistema nervioso (células de sostén) no participan
de forma directa en la comunicacién a corto plazo de informacion a través del
sistema nervioso, pero ayuda a realizar esta funcion; como captar moléculas de

neurotransmisores o condicionando de forma directa la actividad sinaptica.

Con base en su actividad metabdlica, tanto los astrocitos (células de apoyo
metabdlico), como las células de oligodendroglia (células productoras de mielina),
son de primordial importancia en la regulacién de la excitabilidad neuronal, que
fundamentalmente depende de las condiciones de su composicion y concentracion

de iones de ambos lados de la membrana neuronal.

También se ha demostrado que los astrocitos desempefian un papel importante en
la captura, recambio y metabolismo de algunos neurotransmisores, como el acido

glutdmico y GABA.
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FIGURA 2. Representacion esquematica de los elementos no neuronales del SNC. Un oligodendrocito
aporta la vaina de mielina para los axones. (Williams et al., 1975).

1.1. SINAPSIS

La comunicacion interneuronal se lleva a cabo en zonas especializadas,
denominadas sinapsis, las cuales se encuentran en las terminaciones nerviosas, y

se pueden clasificar por tres criterios (Velasco, 1986):

. Con base en los elementos neuronales que entran en contacto
(axosomaticas, axodendriticas, dendrosomaticas, dendrodendriticas,
axoaxonicas).

. Con base en el mecanismo de transmision del impulso nervioso, las
sinapsis pueden ser de tipo eléctrico o quimico.

lll.  Segun el efecto que el impulso nervioso produzca sobre la membrana

postsinaptica (Excitatoria o Inhibitoria).

Dependiendo del tipo de union utilizada, la forma y sus propiedades, pueden
relacionarse con su contenido de neurotransmisor, casi todos los tipos
neuroquimicos de terminaciones nerviosas, excepto aquellos que liberan
acetilcolina y péptidos, pueden acumular activamente el transmisor que liberan,
asi la célula nerviosa que da lugar al axon se denomina neurona presinaptica y la

célula diana se conoce como célula postsinaptica.
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La célula diana puede ser otra neurona, una célula muscular o una célula
glandular (Lozano, 2005). Se piensa que estos sitios especializados son las zonas
activas para la descarga del transmisor y la reaccion a éste. Esta zona de contacto
especializada esta compuesta por material proteico que rodea las porciones
intracelulares de las membranas pre y postsinapticas, las proteinas
paramembranosas constituyen una zona de adherencia denominada sinaptolema
(Bodian, 1972).

Las sinapsis centrales se distinguen ademas por acumulaciones de microvesiculas
llamadas vesiculas sinapticas, que desempefian funciones especificas de
almacenamiento de los transmisores, el acoplamiento vesicular sobre la
membrana presinaptica, la secrecién dependiente de voltaje y de Ca®, y el ciclo

repetitivo y realmacenamiento del transmisor descargado (Augustine et al., 1999).

1.2. TRANSMISION SINAPTICA

La transmisién sinaptica constituye la funcién primaria del axén en transmitir
informacion codificada en forma de impulsos eléctricos de membrana, es decir por
medio de un potencial de accion o impulso nervioso. Un potencial de accién se
puede definir como el cambio de potencial en la membrana debido a un estimulo
eléctrico que se generan debido a mecanismos de flujo ibnico (permeabilidad de
membrana por iones de sodio, canales dependientes de voltaje). En unos
milisegundos el potencial se invierte de negativo a positivo y regresa al potencial

de reposo.

Un estimulo umbral genera un potencial de accién, que sigue la ley del todo o
nada en un axon, despolarizando la membrana por encima del nivel del umbral,
por tanto el umbral es el voltaje necesario para generar un potencial de accion. El
potencial de accidon se propaga sin atenuarse hasta llegar a la terminacién
nerviosa donde se libera el transmisor que activa a la célula postsinaptica (Cooper,
1982).

[14]
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FIGURA 3. Componentes del potencial de accién en relaciéon del tiempo y el voltaje. PMR: Potencial de
Membrana en Reposo. (Reproducido de Blankenship, 2002).

La transmision sinaptica (sinapsis quimica) es un mecanismo unidireccional en el
gue la informacion fluye desde la célula presinaptica hasta la postsinaptica, hunca
en direccion contraria; cuando aumenta la actividad de la célula postsinaptica, la
sinapsis se denomina potencial postsindptico excitatorio. Al contrario, cuando la
actividad de la neurona presinaptica provoca una disminucion de la actividad de la

célula postsinaptica, la sinapsis se denomina potencial postsinaptico inhibitorio.

En la sinapsis eléctrica, no existe diferenciacion entre estructuras con vesicula
sinaptica (presinapsis) y sin ellas (postsinapsis). La hendidura sinaptica es muy
estrecha (GAP junction o Tight junction), con vias de alta conductancia,
permitiendo que la despolarizacién o hiperpolarizacién de una de las neuronas
provoque el mismo efecto de manera inmediata sobre la otra. La caracteristica
principal de este tipo de sinapsis es que es bidireccional y esta limitada por la
diferencia relativa en resistencia de ambas membranas, en general, la transmisiéon

tiene un sentido preferencial (Cardinali, 2007).

En mamiferos, en general las sinapsis quimicas consisten en la secrecion de una
pequefia cantidad de una sustancia quimica (un neurotransmisor), que es liberado
por la neurona presinaptica al espacio sinaptico. Cuando el transmisor es liberado
de su sitio de almacenamiento (vesiculas sinapticas) por el efecto despolarizante
del potencial de accion presinaptico, los efectos sobre las células postsinapticas
causan potenciales postsinapticos excitatorios o inhibitorios, dependiendo de la
naturaleza de los receptores celulares y si éstos alcanzan el nivel de disparo de la

célula postsinaptica, desarrollaran un potencial de acciébn en la células
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postsinaptica que se propagara a la siguiente sinapsis, y asi sucesivamente sobre

todo en vias multisinapticas.

1.3. BARRERAS DE PERMEABILIDAD CEREBRAL

Aunque las caracteristicas citolégicas Unicas de las neuronas y la glia son
suficientes para establecer las complejas relaciones intercelulares del cerebro, hay
que considerar el transporte de substancias quimicas que pasan del torrente
sanguineo al cerebro; y su transporte depende en base a su tamafio molecular,

valencia, solubilidad y sistemas de acarreo especifico.

En el sistema nervioso central existe una serie de mecanismos fisiologicos
orientados al mantenimiento constante del sistema homeostatico, en el cual
participan caracteristicas fisioldgicas de las diferentes interfaces o barreras

cerebrales, la cual la mas importante es la hematotisular o hematoencefalica.

Algunos de los signos neuropatolégicos que se caracterizan durante las crisis
convulsivas en el sistema limbico, es la apertura de la barrera hematoencefalica,
la activacion de la microglia y astrocitos, seguidos de la neurodegeneraciéon en
hipocampo, amigdala y otras areas del cerebro (Sperk et al., 1983; Du et al., 1993;
Rizzi et al., 2003)

Una vez que una sustancia entra a los espacios perivasculares y extracelulares
del cerebro, es probable que se encuentre pocas barreras que impidan su
migracion entre las célula, quizds por gradiente de concentracibn o por
transportadores, y asi llegar a las neuronas o glia y puedan incorporase responder
a ellas o metabolizarlas. Existe una alta incidencia de un aumento en la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica después de haber sufrido una lesion

cerebral traumatica, sobre todo entre los pacientes que desarrollan epilepsia.

Los resultados de un estudio, publicado en 2011 muestran que el aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica produce cambios en las redes
neuronales, actividad epileptiforme y neurodegeneracion (Tomikins, 2011).
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2. NEUROTRANSMISORES

La comunicacion entre las células neuronales se lleva a cabo mediante
mensajeros quimicos, denominados neurotransmisores. Los neurotransmisores
son sustancias quimicas liberadas por las terminaciones nerviosas presinapticas
con la llegada de un potencial de accion (despolarizacion) a la terminal sinaptica,

la cual origina un incremento de la concentracion interna de calcio (Lozano, 2005).

Estas sustancias pueden encontrarse dentro del grupo de aminoacidos, aminas
bibgenas y neuropéptidos. Otras sustancias que pueden participar en la
transmision sinptica son las purinas, como la adenosina y el ATP (Edwards y
Robertson, 1999; Moreau y Hubber, 1999; Baraldi y col., 200); el 6xido nitrico
(Cork eta al., 1998), y los derivados del acido araquidénico (Mechoulam et al.,
1996; Piomelli et al., 1998). Los primeros trabajos que se tienen acerca de los
neurotransmisores en mamiferos se llevaron a cabo en células nerviosas tefidas

con sustancias de Nissl por Ramon y Cajal (Velasco, 1986).

En 1926 el fisidlogo aleman Otto Loewi demostr6 experimentalmente que una
sustancia liberada en el nervio vago denominada “sustancia del vago” regula la
frecuencia cardiaca; mas tarde se demostr6 que este agente era la acetilcolina
(ACh), que en la actualidad es el neurotransmisor mejor estudiado (Velasco,
1986). En 1966 Werman realiza un intento de unificar los criterios para la
identificacion de los neurotransmisores en el sistema nervioso haciendo notar los
criterios fisiolégicos y farmacoldgicos enriquecidos por la aparicion de nuevas
técnicas de registro mediante microelectrodos.

En la actualidad los criterios de aceptacion para que un neurotransmisor pueda ser

considerado como tal son:

I. La sustancia debe estar presente en el interior de la neurona presinaptica
(ser sintetizada en la neurona, y ser liberada en vesiculas en cantidad
suficiente para poder ejercer su accién definida en el érgano efector).

. La sustancia debe ser liberada en respuesta a la despolarizacion

presinaptica (dependiente de Ca*"), estimulo neural fisiol6gico.
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Una vez liberada en la hendidura sinaptica son rapidamente eliminadas o
degradadas.

[ll.  Deben de existir receptores especificos en la célula postsinaptica.

Las vias bioquimicas por las cuales se sintetizan los neurotransmisores son vias
metabdlicas complejas, algunos de los transmisores (glutamato, glicina, aspartato)
participan en actividades metabdlicas asi como en la sintesis de proteinas por lo
gue su presencia no es evidencia suficiente para poder establecer su actividad
como neurotransmisores; sin embargo la presencia de las enzimas y precursores
guimicos brinda pruebas que establecen su actividad como mensajeros quimicos,
lo cual sugiere que existen zonas especificas de accesible liberacion en las
terminaciones nerviosas independientes a la poza relacionada al metabolito

intermedio. (Pasantes-Morales, 1983).

La fijacion del neurotransmisor a receptores especificos sobre las neuronas
postsinapticas (u otras clases de células) modifica en forma transitoria las
propiedades eléctricas de las células postsinaptica originando la hiperpolarizacion
o0 despolarizacién de la neurona. Si no existen receptores especificos, los
neurotransmisores “no” pueden actuar sobre su blanco. Por lo que la accion que
ejerce un neurotransmisor involucra la activacion o inactivacion de receptores
especificos acoplados a sistemas de membrana, y su efecto excitatorio o
inhibitoria depende de la probabilidad de disparo de la célula postsinaptica
(Pasantes-Morales, 1983). El sistema nervioso emplea dos tipos fundamentales de

neurotransmisores (Venegas, 2004):

1. Neurotransmisores de molécula pequefia: aminas bidgenas (acetilcolina,
norepinefrina, epinefrina, dopamina, serotonina e histamina), vy
aminoacidos. Su sintesis se desarrolla localmente en terminaciones
presinapticas y son transportados de manera activa por vesiculas, y actuan
fundamentalmente sobre los canales ionicos.

2. Péptidos neuroactivos: péptidos opioides, hormonas digestivas, péptidos

hipofisarios y hormonas circulantes.
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Todos las sustancias que no cumplen con los criterios antes sefalados se
denominan: “Neurotransmisores putativos”. Un neurotransmisor se puede clasificar
en base a los mecanismos a través de los cuales ejercen su accion, y podrian
clasificarse de acuerdo con su localizacion en la neurona como: presinapticos,
postsinpticos y extrasinapticos. La union del neurotransmisor a sus receptores
especificos consiste en el cambio de conductancia de la membrana postsingptica

por apertura y cierre de canales especificos a ciertos iones (Cardinali, 1992).

De acuerdo a lo anterior, el mecanismo de accion del neurotransmisor

postsinapticos es por:

I.  Transmisores ionotrépicos: Modifican la conductancia de la membrana de la
célula receptora a iones especificos. (Ejerce una respuesta de corto plazo).
Il.  Transmisores metabotrépicos: Modifican la concentracion de mensajeros
internos neuronales, el tipo de respuesta que ejerce es de largo plazo
debido al incremento de proteinas fosforiladas relacionadas con la

excitabilidad de la neurona.
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FIGURA 4. El mecanismo de accién de los neurotransmisores sobre la postsinapsis se restringe a la
modificacién de la conductancia de la membrana a iones especificos (transmisores lonotrépicos) o al
incremento de la actividad de la adenilciclasa que aumenta los niveles de proteinas fosforiladas (transmisores
Metabotropicos) (Pasantes-Morales, 1983).
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2.1. AMINOACIDOS

Los aminoacidos son una serie de biomoléculas que no solamente participan
activamente en el metabolismo homeostatico como combustible metabdlico en la
generacion de proteinas enzimaticas, proteinas de transporte 0 proteinas
estructurales en el cuerpo humano, sino que también desempefian mudaltiples
funciones en el organismo como su participacion en procesos bioquimicos en el
sistema nervioso central, como son en los procesos excitatorios e inhibitorios

durante el SE.

En el cdodigo genético sb6lo se consideran los 20 aminoécidos proteicos que
regularmente se encuentran en las proteinas. Los aminoacidos tienen diferentes
funciones en el organismo pero ante todo sirven como unidades basicas de los

péptidos y de las proteinas (L-aminoacidos).

UNIDADES BASICAS PARA PRECURSORES DE ]
»  Péptidos »  Oxécidos
»  Proteinas »  Aminas Biégenas |
| »  Fosfolipidos »  Glucosa
»  Nucledtidos |
| » Hemo, Creatina
Carboxilo  H |
% e = H I_ |
Amlnoﬁ [ — — — — —I
NEUROTRANSMISORES MOLECULAS DE
»  Glutamato | H | TRANSPORTE PARA
| >  Aspartato
| » Glicina R

GRUPOS NH; :

FIGURA 5. Funciones de los L—aminoéacidos. Los aminoacidos comunes se conocen como o- aminodacidos,
ya que tienen un grupo amino primario (-NHz) y al grupo acido carboxilico (-COOH). El grupo R diferencia a
los 20 amino&cidos estandares (Koolman, 2004).

Algunos aminoacidos se desempefian como neurotransmisores y otros como

precursores de éstos, o de hormonas (Koolman, 2004).
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Estos aminoacidos se consideran no proteicos y realizan funciones importantes
como neurotransmisores, como por ejemplo GABA y taurina, su sintesis es a partir
de otros aminoacidos o son formados en el metabolismo fisiolégico (Lehninger,
1993).

Ciertos aminoacidos que se encuentran en las proteinas deben ser suministrados
preformados en la dieta y son denominados “aminoacidos esenciales”. Otros
pueden ser sintetizados en los tejidos a partir de intermediarios “amfibdlicos” tal
como ocurre en la glucdlisis y el ciclo de los acidos tricarboxilicos y se denominan

“aminoacidos no esenciales”.

ESENCIALES NO ESENCIALES
Arginina « Alanina
Histidina Asparagina
Isoleucina Aspartato
Leucina Cisteina

Lisina @ Glutamato

Metionina . Glutamina
Fenilalanina Proteinas Glicina
Treonina Hormonas peptldlcas Prolina
Triptéfano Neurotransmisores Serina
Valina Alcaloides toxicos Tirosina

En base a su actividad neurofisiol6gica se han separado a los aminoacidos en dos
clases generales: aminoacidos excitatorios (acido glutamico, acido aspartico, acido
cisteico, y acido homocisteico) que despolarizan las neuronas en el SNC de los
mamiferos, y aminoacidos Inhibitorios (GABA, glicina, taurina y B-alanina), que

hiperpolarizan las neuronas.

2.2. ESTRUCTURA QUIMICA Y CLASIFICACION DE LOS AMINOACIDOS

Las células producen una gran variedad de macromoléculas las cuales sirven
como componentes estructurales, como reservorios de la informacién genética
caracteristica de una especie, y como hormonas, los dos casos principales de este
tipo de macromoléculas son las proteinas y los acidos nucleicos cuya unidad

monomeérica son los nucleétidos.
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A pesar de que muchas de las proteinas poseen otras moléculas a parte de los
aminoacidos, la estructura tridimensional y muchas de las propiedades bioldgicas
de las proteinas estan determinadas en gran parte a la cantidad de aminoacidos
presentes, con el orden en que estan dispuestos en cadena de polipéptidos, y a la

relacion espacial de un aminoécido y otro (Harper, 1971).

Los aminoacidos pueden clasificarse en base a la estructura quimica de su
cadena lateral (la cual le constituye a los aminoacidos gran variedad quimica) y
por su polaridad; a excepcion de la glicina, cada aminoacido tiene por lo menos un

atomo de carbono asimétrico por lo que son dpticamente activos.

Estos compuestos organicos poseen dos grupos funcionales débilmente &cidos:
un grupo amino (-R-NHs+) y un grupo carboxilo (-R-CO2H). En la mayor parte de
los aminoé&cidos naturales, el grupo amino se encuentra en posicion o, pero puede
estar en posicion B (B-alanina, acido B-aminoisobutirico) o y (&cido y-aminobutico).
Todos los aminoacidos que constituyen a las proteinas (aminoacidos
proteindgenos) tienen una configuracion L en el carbono a (Seyhan, 2004). El
método mas comun y util de clasificar a los 20 aminoacidos “estandares” es por la
polaridad de sus cadenas laterales (Grupo R). De acuerdo a este esquema de

clasificacion, hay tres tipos principales de aminoacidos (Voet, 2004):

1. Con grupo R apolares.
Nueve aminodacidos se conocen como poseedores de cadenas laterales no
polares: metionina, glicina, alanina, prolina, valina, leucina, isoleucina,
triptéfano y fenilalanina.

2. Con grupo R polares no cargados.
Seis aminoacidos se clasifican normalmente en este grupo: serina, cisteina,
glutamina, tirosina, asparagina y treonina.

3. Con grupo R polares cargados.
Cinco aminoacidos tienen cadenas laterales cargadas, los aminoacidos
basicos tienen carga positiva a valores fisiolégicos de pH, y los aminoacidos
acidos tienen carga positiva a pH superior a 3. Estos aminoacidos son la
lisina, arginina, histidina, acido aspartico y acido glutamico
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2.3. ACITIVIDAD E IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LOS AMINOACIDOS

Los a-aminoacidos y sus derivados participan en una gran diversidad de funciones
celulares como son: la transmision nerviosa, la biosintesis de porfirinas, purinas,
pirimidinas y urea, precursores de moléculas de sefializacion intracelular (Oxido
Nitrico), precursores en la sintesis de otros aminoacidos. Los aminoacidos son
necesarios para incorporarlos a las proteinas de la sangre y de los tejidos.
Ademas muchos de los aminoacidos son utilizados en la formacion de
polipéptidos, hormonas y enzimas. Los péptidos llevan a cabo funciones
regulatorias importantes a lo largo de todo el organismo: en el sistema
neuroendocrino como hormonas (o0 precursores de hormonas), factores que

liberan hormonas, toxinas, neuromoduladores o neurotransmisores.

El cuerpo humano contiene una extensa variedad de proteinas y cerca del 50%
del peso seco corporal se compone de ellas. Muchas de las propiedades
biolégicas de las proteinas se determinan en gran parte por la clase de
aminoacidos presentes, aunque se encuentren estructuralmente constituidas por
otras moléculas. ElI metabolismo humano sélo puede sintetizar 10 de los 20
aminoacidos presentes en las proteinas, por lo que nutricionalmente deben

consumirse en la dieta en cantidades adecuadas.

Una dieta deficiente o excesiva en aminoacidos produciria enfermedades
metabdlicas, que podrian producir dafios irreversibles a nivel cerebral
principalmente y/o mortalidad a edades tempranas. Esto a su vez también debido
a las deficiencias genéticas en algunas de las enzimas de biosintesis o de
degradacion. Este tipo de regulacién dada por la disponibilidad de nutrientes
precursores de neurotransmisores es relevante tanto en el caso de aminas
biégenas como de los neuropéptidos o aminoacidos neurotransmisores, y se
denomina “regulacién extrinseca de la liberacion de neurotransmisor” (Cardinal,
1992).
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La mayoria de los aminoacidos no esenciales participan activamente a nivel del
sistema nervioso central o directamente en el cerebro, como neurotransmisores 0
precursores de éstos por vias metabdlicas simples. La tirosina da lugar a la familia
de las catecolaminas (dopamina, noradrenalina y adrenalina), y su diferencia se
relaciona a la enfermedad de Parkinson debido a una baja concentracién de
dopamina. Una sobreproduccién de dopamina se relaciona con enfermedades

psiquicas como la esquizofrenia o con autismo (Cooper, 1982).

Una deficiencia en el &cido y-aminobutirico (GABA), un neurotransmisor inhibitorio,
se relaciona con los ataques epilépticos, y se sintetiza a partir de una
descarboxilacion del glutamato. Tres de los aminoacidos aroméaticos esenciales
(fenilalanina, triptéfano, e histidina) se asocian a errores congeénitos del
metabolismo que produce retraso mental, y todos producen aminas neuroactivas
(Patifio, 2008).

2.4. AMINOACIDOS COMO NEUROTRANSMISORES

El cerebro es un érgano que transmite y almacena informacion, por lo que las
rutas bioquimicas que llevan a cabo se interrelacionan en conjunto. Dentro del
ciclo de Krebs se generan los substratos que dan origen a los aminoacidos que
participan como neurotransmisores (aminodacidos no esenciales), por lo que

muchos de los aminoacidos derivan del a-cetoglutarato y del oxalacetato.

Los primeros transmisores considerados para funciones centrales fueron la
acetilcolina (ACh) y la noradrenalina (NE). En los afios 60°se investigaron como
transmisores potenciales del sistema nervioso central a la serotonina, adrenalina y
dopamina (Velasco, 1986). Actualmente se reconocen a cuatro aminoacidos como
neurotransmisores, los cuales son: &cido glutamico, acido aspartico, GABA y

glicina.
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El glutamato es una fuente de energia en la fosforilacibn acoplada y participa
activamente como un aminoacido para la sintesis de proteinas, es precursor del
acido y-aminobutirico (GABA) y es el principal neurotransmisor excitatorio
denominado como “excitatorio universal”’. Su sintesis es a partir del a-cetoglutarato
o de la glutamina. En el cerebro se encuentra en dos depdésitos celulares: en las
células gliales y en las neuronales, siendo las células gliales depoésitos de
almacenamiento y regulaciéon de la concentracion de este aminoacido, y por

consiguiente también de GABA.

La glutamina es el amino&cido precursor del acido glutamico, sin embargo no se
forma en las terminales nerviosas; su sintesis es principalmente de naturaleza glial
(astrocitos), por lo que existe una interaccion metabdlica entre la neurona y la
célula glial, para el mantenimiento de las pozas del acido glutamico y aspartico

relacionadas con la neurotransmision.

El acido aspartico tiene una actividad central excitadora en presencia de acetil
CoA formando en el cerebro la N-acetilaspartato, este compuesto después del
acido glutdmico es el derivado o el aminoacido con mayor concentracion en el

cerebro.

GABA es el neurotransmisor inhibitorio presinaptico por excelencia del SNC aun
cuando puede inducir una respuesta hiperpolarizante como despolarizante, lo cual
se puede deber a un cambio en el receptor de GABA mediado por la conduccién
del i6n cloruro. GABA se forma a partir de la descarboxilacion enzimatica del
glutamato, mediada por la enzima glutamato descarboxilasa (GAD), y que utiliza
como coenzima el fosfato de piridoxal, el cual es si no el Unico, si el mas

importante mecanismo regulador de la actividad de la GAD.
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FIGURA 7. Esquema de la sinapsis GABAérgica en vertebrados.

Las concentraciones del acido glutamico no es un factor limitante en la sintesis de
GABA, sino que hay vias metabdlicas exclusivas para la sintesis del acido
glutamico, el cual se emplea como sustrato (Cooper, 1982). Su accion esta
mediada por receptores ionotrépicos GABA (canales dependientes de ligando) y
metabotropicos GABAg (acoplados a proteinas G). El GABA se modifica en
diversos estados animicos y bajo el empleo de distintos farmacos. Este efecto
hiperpolarizante es dependiente del influjo de CI', por lo que se considera que el
receptor de GABA se encuentra acoplado a un canal de cloruro, acoplados a su

vez a los sitios de union de las benzodiazepinas (Patifio, 2008).

La glicina es un aminoacido que se encuentra presente en todos los tejidos, pero
la funcién inhibitoria de esta substancia se limita a la médula espinal, el tallo del
cerebro bajo, y quizas también a la retina. En el tejido nervioso los niveles de
glicina pueden mantenerse por medio de un flujo neto de la sangre o por su
sintesis a partir de glucosa; serina o glioxalato por la accién de la transaminasa
con el glutamato. La Taurina es un aminoacido sencillo con un alto grado de
estabilidad quimica, peso molecular bajo y con reactividad metabdlica muy baja.
Se encuentra en concentraciones relativamente altas en una gran diversidad de
tejidos incluyendo el cerebro en los mamiferos y puede actuar como transmisor o

neuromodulador en el sistema nervioso central.
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2.5. EFECTOS DE LOS AMINOACIDOS EN EL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL

Los aminoacidos que actian en el SNC como neurotransmisores se diferencian de
los demas neurotransmisores como la serotonina, catecolaminas y acetilcolina en
dos aspectos principales. Primero, su accién se limita al SNC, por lo que, al
carecer de efectos periféricos, puede esperarse que su toxicidad sea baja.
Segundo, su concentracion como neurotransmisor es mas elevada (Avedafio,
2001).

El efecto de los aminoacidos sobre la mayor parte de las neuronas del sistema
nervioso central esta relacionado con diferentes tipos de receptores membranales.
En 1950 Roberts y Awapara descubrieron la existencia de GABA en el cerebro. El
interés por éste aminoacido se origind inicialmente por el hecho de que en
vertebrados se encuentra en concentraciones exclusivas en el cerebro y solo en
cantidades muy pequefias se han podido demostrar en otros 6rganos (Pasantes-
Morales, 1983; Velasco, 1986).

La modificacién de los niveles de GABA observada en los procesos convulsivos
podria estar asociada a una disminucion de la GAD (glutamato descarboxilasa), un
incremento en los mecanismos de liberacion, una disminucion en la actividad o un
aumento en su degradacién, sin embargo las evidencias experimentales sefialan
que el factor determinante en la disminucibn de GABA que acompafia a los
procesos convulsivos es la disminucién de la actividad de la DAG (Meldrum, 1975
y Tapia, 1980).

El catabolismo de GABA se encuentra en las mitocondrias y esta estrechamente
vinculado con el Ciclo de Krebs. Los patrones fundamentales de la depresion
propagada sobre la actividad neuronal tiene importantes implicaciones clinicas, ya
gue parece que se traducen en dos diferentes patrones temporales que se
caracterizan en déficits neurolégicos: en la cognicion del paciente, la percepcion

y/o comportamiento.
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El patrén de la depresion por lo tanto determina los sintomas clinicos, pero no
determina si las neuronas sobreviven o muren. Se supone que la cuenta regresiva
a la muerte neuronal es iniciada por el proceso de despolarizacion-propagacion y
sus efectos téxicos, incluyendo aumento de calcio intracelular, la despolarizacion
mitocondrial y la liberacion masiva de aminoéacidos excitatorios (Somjen, 2001;
Dreier, 2011).

La glicina actia como aminoacido inhibidor, se encuentra estrechamente
relacionada con el metabolismo intermedio, y es considerado un aminoacido
glucogénico. Una de las funciones especiales de la glicina se encuentra en la
sintesis del residuo de porfirina de la hemoglobina (grupo Hemo) y se ha ubicado
mas en el sistema nervioso periférico, y a nivel de la médula espinal,
encontrandose en poca concentracion en el sistema nervioso (Harper, 1971). Un
déficit de glicina o bloqueo de sus receptores (receptores tipo canales de CI,
formado por cinco unidades proteicas variables) produce convulsiones, por tanto

sus agonistas son potencialmente utiles como anticonvulsivos (Avedafio, 2001).

En conjunto los tres aminoacidos arométicos esenciales: fenilalanina, triptéfano e
histidina, estan asociados con errores congénitos del metabolismo que producen

retraso mental y todos producen aminas neuroactivas. (Cooper, 1982).

Actualmente se considera que la mayor parte de las neuronas excitadoras en el
SNC de vertebrados utilizan a los aminoacidos como neurotransmisores (acido
glutamico, acido aspartico). El &cido glutamico se encuentra implicado en la
comunicacién de la mayor parte de las sinapsis excitadoras del encéfalo, por lo
gque un aumento en su actividad puede ser la causa de procesos
neurodegenerativos, sin embargo sus agonistas podrian ser Gtiles en problemas
de aprendizaje y memoria. Estudios realizados en cortes de hipocampo y corteza
cerebral han demostrado que existe una evidente compartamentalizacion de estos
aminoacidos (acido glutamico y acido aspartico) en las neuronas; es decir, hay
pozas especificas relacionadas con su funciébn de transmisores y pozas que

interactdan activamente con las del metabolismo intermedio (Velasco 1986).
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La accion del aspartato es muy similar a la del glutamato, pero en la mayoria de

los casos es menos potente.

Las células gliales, en especial la astroglia, desempefian un papel muy importante
para regular los multiples componentes del espacio intracelular, particularmente en
el flujo de iones y aminoacidos precursores de neurotransmisores, ya que la via de
sintesis de glutamina es fundamentalmente de naturaleza glial (astrocitos); por lo
que se presenta una estrecha interaccion metabdlica entre la neurona y la célula
glial para el mantenimiento de las pozas del acidos glutamico y acido aspartico

relacionadas con la neurotransmision.

Los mecanismos por los cuales se eliminan los neurotransmisores varian, pero
siempre implica la difusion combinada con la recaptacion en las terminaciones
nerviosas o0 las células gliales circundantes, la degradacion por enzimas

especificas o, en algunos casos, una combinacién de éstas.

3. HISTORIA DE LA EPILEPSIA

Las primeras referencias historicas que se encuentran sobre la epilepsia,
provienen de Egipto (3000 a. C), y de Mesopotamia (1700 a.C). De acuerdo al
historiador Dipgen los egipcios de las escuelas de la Heliopolis, Menfis y Tebas,

tenian conocimiento de la enfermedad y la consideraban en un rango de divina.

En 1760 a.C el rey Hamurabi de Babilonia en uno de los articulos del Codigo
Hamurabi considera la epilepsia como la” Enfermedad de Bennu”. Hipocrates
(460-375 a.C.) fue el primero en considerar que la epilepsia tenia su origen en el
cerebro. La epilepsia se considera como una de las afecciones mas antigluas,
Galeno 175 AC, observd caracteristicas idiopaticas y sintoméaticas de las crisis
epilépticas; en la cual un individuo perdia sus sentidos en forma imprevista, dando
asi su significado etimologico a epilepsia que proviene del griego eminoia :
sorpresa, o epilambaneim que significa “ser sobrecogido bruscamente”, y que

durante el siglo XVI fue confirmada por Ambrosio Paré.
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En México, Martin de la Cruz (médico azteca del siglo XVI), en el cédigo Badiano
(1552), realiza algunas referencia sobre el tratamiento de la epilepsia. Sin
embargo, es hasta el siglo XIX, en 1802, cuando Heberden describe las
caracteristicas clinicas que se presentan de manera diferente en un nifio y en un
adulto. Para 1815 Jean Etienne Dominique Esquirol acufio los términos gran mal y
pequefio (petit) mal (SSA, 1999).

En 1827 Bravais describi6 las crisis que actualmente se denominan parciales de
efectos motores, y Hughlings Jackson durante el mismo siglo XIX describié estas
crisis y fue el primero en proporcionar una base conceptual a lo que es el
sindrome epiléptico, iniciando los conceptos de “descarga neuronal excesiva”, y
describi6 meticulosamente la llamada epilepsia Jacksoniana (sindrome de
convulsiones focales, precedida frecuentemente de un aura de temblor y a veces
de paresias residuales). En 1874 Jackson clasifica a la epilepsia en crisis
generalizadas y parciales; sin embargo es hasta 1964-1969 cuando la ILAE (Liga

Internacional Contra la Epilepsia) pone en marcha esta clasificacion.

En septiembre de 1981 se aprueba una nueva clasificacion de crisis epilépticas,
en base a su expresion clinica y electroencefalica. En 1989 la estructura de la
clasificacion se basa en dos criterios fundamentales: el topogréfico y el etiolégico
(crisis y sindromes epilépticos) (Bustos, 2009; Quintero, 2009; Eslava, 2009;
Narifio, 2009).

En 2001 la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) propone una nueva
clasificacion de la epilepsia en cinco ejes que reflejan los hallazgos que se
conocen a esta fecha. En 2010 la comisién presentd su nueva propuesta de
clasificacion tanto de crisis epilépticas como de los sindromes epilépticos,
existiendo una evolucion al establecer una clasificacion y terminologia
estandarizada, pretendiendo armonizar un vocabulario universal, asi como su

taxonomia (Gomez-Alonso, 2011; Bellas-Lamas, 2011).
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4. GENERALIDADES Y CLASIFICACION DE LA EPILEPSIA

La epilepsia engloba un grupo heterogéneo de enfermedades que se asocia con
alteraciones neuroldgicas y sistémicas. Las manifestaciones clinicas reflejan la
funcién de la corteza cerebral afectada, por lo que se presentan alteraciones de la
conciencia, memoria, lenguaje, manifestaciones sensoriales y motoras
principalmente. Se presenta en todas las edades, es mas frecuente en personas
menores de 20 afios y mayores de 60 afios, sin embrago en la mayoria de los
casos se presenta durante la adolescencia, teniendo menor prevalencia en el

adulto joven, adultos y ancianos (SSA, 1999).

La mayoria de las personas que presentan epilepsia (del 55 a 89% de los casos),
se debe a causas desconocidas, por lo que se denomina epilepsia idiopatica. La
epilepsia Criptogénica (Criptogénica significa "que tiene origen oculto") se aplica
cuando no se tiene un criterio o caracteristicas fisiopatolégicas y electroencefalica
que pueda clasificar a la epilepsia como sintomatica, idiopatica, etc. La
caracteristica clinica mas importante de la epilepsia es la variabilidad de las
manifestaciones segun el sitio de descarga, al igual que lo impredecible de su
presentacion y reaparicion, con periodos asintomaticos que pueden durar minutos,

dias, meses o afos.

Los mecanismos precisos que intervienen en la produccion de la descarga
neuronal se deben a factores descritos anteriormente, pero que en resumen se

mencionan a continuacién (Cooper, 1982; Velasco, 1986):

a) Alteraciones en los potenciales de membrana neuronal (gradientes de
concentracion ionica: Ca2+, Na+, K+).

b) Alteracidbn en la transmision sinaptica (liberacion de neurotransmisores
excitatorios o inhibitorios sobre la membrana de la célula postsinaptica).

c) Alteracion de la actividad de los centros neuronales inhibitorios.

d) Alteracion generalizada de la excitabilidad neuronal (mecanismos
bioguimicos o bioeléctricos, como la fiebre, sobre hidratacion, alcalosis,

entre otras).
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e) Alteracion del umbral epiléptico encefalico (trastornos fisicos, estimulos
aferentes, crisis epilépticas sin causa demostrable con o sin transtorno

encefalico previo).

Finalmente la definicidn y clasificacion de epilepsia aceptada por la ILAE y la OMS
establece que, para que una crisis epiléptica sea considera como epilepsia, esta
tiene que ser recurrente y espontaneas. La OMS en el afio 2009 establece que la
epilepsia es una enfermedad cerebral cronica, caracterizada por ataques
recurrentes debidas a descargas eléctricas excesivas, subitas, de grupos de

células cerebrales, localizadas en diferentes partes del cerebro.

Los datos estadisticos que se tiene al afio 2009 por la OMS, son 50 millones de
personas con Epilepsia y que de estas el 90% de los pacientes se encuentran en
paises en vias de desarrollo, debido a que existe un mayor riesgo de sufrir
afecciones que puedan producir dafio cerebral permanente. El tipo mas frecuente
de epilepsia es la idiopatica (causa desconocida), que se presenta de en 6 de
cada 10 casos. Por tanto existen causas conocidas y desconocidas que el
paciente epiléptico presente, por lo que la ILAE desde 1969 al afio 2010 presenta
una clasificacion extensa (Bustos, 2009; Quintero, 2009; Eslava, 2009; Narifio,
2009).

La alteracién de la conciencia es la incapacidad para responder normalmente a
estimulos externos. El término status epiléptico implica que una crisis epiléptica
persiste por periodos prolongados o se repite lo suficiente para producir un estado
epiléptico fijo y duradero, y se valora como las crisis epilépticas que se prolongan
por mas de 5 minutos o que suceden sin recuperacion de la conciencia o del
estado neurolégico previo. De acuerdo a la comision, se considera crisis parciales
o focales a la crisis que se origina en un punto, dentro de redes bilateralmente
distribuidas, y se difunde rapidamente sin necesidad de abarcar toda la corteza
cerebral.
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En la actualidad se distingue una crisis epileptiforme de una crisis epiléptica; en la

primera puede ser simplemente un sintoma reactivo a un problema cerebral agudo

(fiebre, trauma craneal, etc.), y la segunda es una crisis recurrente, no provocada.

TABLA 1. Clasificacion de Crisis Epilépticas (Liga Internacional Contra la

I. Crisis parciales

Il.  Crisis
generalizadas

IIl.Crisis epilépticas no
clasificadas

Epilepsia/1981-Tipos de Crisis)

Son aquellas en las que el primer evento clinico y electroencefalico
sefiala una activacién de un grupo neuronal en uno o ambos hemisferios.
Se clasifican de acuerdo a si se altera la conciencia en:

a) Crisis Parcial Simple (no se altera la conciencia)

b) Crisis Parcial Compleja (se altera la conciencia)

c) Crisis parciales que evolucionan a convulsiones Ténico-Clonicas
Generalizadas (CTG)

Convulsivas 0 no convulsivas, y son aquellas en las que la primera
manifestacién sefiala inclusion de ambos hemisferios (manifestaciones
motoras son bilaterales).

a) Crisis de Ausencias
b) Ausencia que progresa a convulsiones Tonico-Clonica
generalizada.

Son aquellas crisis que no se pueden clasificar debido a falta de datos y
cuyas caracteristicas no se encuentran dentro de las clasificaciones
anteriores, como son algunas crisis neonatales, movimientos aculares
ritmicos y masticatorios.

TABLA 2. Clasificacion de Crisis Epilépticas (Liga Internacional Contra la

I. Crisis parciales

II. Crisis
generalizada

lll. Crisis epilépticas
NO determinadas

Epilepsia/1989- Sindromes Epilépticos)

a. Parcial Sintomatica.( Cuando la Epilepsia es secundaria a un
transtorno identificable)

b. Sintomatica Temporal.(Localizacion por l6bulos, Lébulo
Temporal)

c. Sintomatica Frontal.

d. Criptogénica. (Pacientes con retraso en el desarrollo psicomotor,
con problema estructural cuya etiologia no es identificada.

a. Epilepsia Ausencia Juvenil

b. Epilepsia mioclénica Juvenil

c. Sindrome Lennox Gastaut

a. No Determinadas.
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Los factores primordiales que dan lugar a una nueva clasificacién, se deben a los

avances tecnoldgicos, el progreso del conocimiento y el desarrollo de nuevos

farmacos antiepilépticos a lo largo de dos décadas. En el Congreso Mundial de

Buenos Aires en el afio 2001, se aprueba un esquema que provee las bases para

una descripcion estandarizada de pacientes con Epilepsia, y consta de 5 ejes.

TABLA 3. Clasificaciéon de Crisis Epilépticas (ILAE / 2001)

Descripcién de
semiologia Ictal

CRISIS

Crisis generalizadas

Crisis focales

No clasificable

SINDROMES
Sindromes
generalizados

Sindromes parciales
Sindromes NO

determinados
ETIOLOGIA

EJE 1

e Sin referencia a etiologia, anatomia o mecanismo, puede ser
breve o detallada clinica o de investigacion.

EJE 2

e Ausencias Tipicas
e Atlnicas.
e Mioclonica

e F simple sintomas sensitivos especificos.
e F simples signos motores Clénicos.
e Secundarias generalizadas.

e Crisis no existente en eje 2.
e Semiologia desconocida.
EJE 3
Sindrome Lennox Gastaut.
Epilepsia ausencia juvenil.
Epilepsia mioclénica juvenil.
Parcial sintomética o probable/sintomética.
Esclerosis Mesial Temporal.
Epilepsia limbica otra etiologia.

e No definidos

EJE 4
Anomalias Corticales del desarrollo.
Tumores.
Anomalias cromosémicas.
Encefalopatias no progresivas
Infeccién postnatal
Otros factores postnatales.
No identificados.

EJE S

Opcional del desarrollo, su causa se especifica por la condicién de Epilepsia
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La clasificacion del 2010 no contempla la divisién de las epilepsias en focales y
generalizadas por considerarlas inadecuadas, al igual que elimina los tres subtipos

etiol0gicos vigentes sustituyéndolos en:

a) Epilepsias genéticas. (Se relaciona con el sindrome de Dravet con
alteraciones del gen SCN1A).

b) Epilepsias de causa estructural/ metabdlica. (Cuando hay evidencia definida
y se asocia a un incremento sustancial de sufrir una epilepsia).

c) Epilepsias de causa desconocida. (Aquellas en las que se ignora la

etiologia, y se cita como ejemplo la epilepsia rolandica benigna, etc.).

El transtorno de la funcion cerebral, al igual que la alteracion de la conciencia se
puede deber a factores como la epilepsia, a el flujo sanguineo (funcional y/o
patoldgico), lesiones del encéfalo, alteraciones psicogénicas, etc..., sin embargo el
resultado de una descarga epiléptica depende del area del encéfalo en que se
origine y de su grado de diseminacion en el mismo; se considera una frecuencia

relativa de 38% de epilepsia generalizada y un 62% de epilepsia parcial.

4.1 EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL

La epilepsia del I6bulo temporal (ELT) representa el tipo de crisis mas frecuente
dentro de las epilepsias de origen focal. Corresponde a un sindrome epiléptico
dentro del cual se incluyen crisis originadas en estructuras mesio-basales
(hipocampo, amigdala, corteza entorrinal) o en neocorteza temporal lateral, siendo
las mas frecuentes las originadas en las zonas temporales mediales. De todas
estas estructuras probablemente la mas importante fisiopatologicamente es el

hipocampo.
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La mayoria de las crisis con algun trastorno de la funcién psiquica pueden ser
identificadas con la ELT, la causa que comprenden a este tipo de crisis se debe a
gue es particularmente vulnerable a lesiones, y por tanto a la produccion de focos
epilépticos (lobus temporalis en latin; en el I6bulo temporal se encuentra la region
del hipocampo, el cual desempeiia un papel fundamental en la memoria de largo

plazo). Algunas de las causas son (Sutherland, 1982):

e Herniacion del Hipocampo, puede ocurrir durante el nacimiento o como
resultado de un edema cerebral en el lactante. La herniacion impide la
circulaciébn sanguinea del I6bulo temporal, con lesién andxica y gliosis
(esclerosis del Cuerpo de Ammon, esclerosis medial del Lébulo Temporal).

e Anoxia e Hipoglucemia.

e Lesiones craneales.

¢ Infecciones, del oido medio y de la mastoides.

e Infartos, neoplasias, malformaciones vasculares, que cuando se relaciona a
la superficie medial del I6bulo temporal, se produce una mayor potencia

epileptogénica que las lesiones que ocurren en otra parte cerebral.

La ELT y en general, pueden dar origen a una gran variedad de sintomas que se
pueden presentan al inicio del status epiléptico, y que pueden variar de una
persona a otra, este tipo de crisis son de semiologia sensitivo-sensorial e involucra
a la crisis visual, crisis auditiva, crisis olfatoria y crisis gustativa. Este tipo de crisis
traducen el desarrollo de la descarga epiléptica en los sectores destinados a la
recepcion de los mensajes sensoriales, y conllevan a trastornos en algunos de los

sentidos.
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La sensacion epigastrica es una alucinacién somatica y es de los sintomas mas
comunes, que comienza en el epigastrio y asciende hacia el térax y la garganta,
mientras que las alucinaciones pueden afectar la percepcion del olfato, del gusto,
la vista y la postura. Los trastornos afectivos también se presentan debido a que
se incluye al sistema limbico en la superficie interna de l6bulo temporal, y estos
trastornos incluyen episodios de ansiedad, depresion, o sentimientos paranoides.

Por otra parte, se ha establecido que la pérdida neuronal afecta tanto a neuronas
excitadoras como inhibidoras. Es decir, las multiples patologias y la escasa
relacion directa entre lesion y epileptogenicidad hace extremadamente dificil
enunciar una hipétesis unificadora que expligue el sustrato patologico de la
epileptogenicidad (Ben-Ari, 2010).

En modelos experimentales se ha observado una pérdida neuronal después de la
induccion de ataques epilépticos provocados quimicamente con sustancias tales
como la bicuculina, acido kainico y pilocarpina o mediante la estimulacion
electrofisiolégica repetida en amigdala, el BO e HIP, llegando a generar dafios

permanentes en el 6rgano diana.

Los dos modelos mas usados para estudiar la ELT en animales de laboratorio son
el kindling y el modelo de estado epiléptico. Aunque ambos inducen un estado
epiléptico crénico, el proceso de epileptogénesis difiere sustancialmente, asi como
diferentes aspectos fisiopatologicos. El fenomeno de kindling, descubierto por
Goddard en los afios sesenta, consiste en la estimulacion repetida y periddica de
estructuras del sistema limbico (tipicamente de la amigdala, la corteza o el
hipocampo), que dan lugar a la aparicion de crisis epilépticas secundariamente

generalizadas.

Se reconoce el kindling como un modelo progresivo de ELT en el cual no existe
necesariamente dafio morfolégico, este modelo se usa en la evaluacion de
farmacos antiepilépticos, pues se ha demostrado que los compuestos que son
efectivos en el tratamiento de la ELT en el hombre, inhiben las crisis inducidas por

kindling.
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En el modelo de estado epiléptico se utilizan diferentes agentes convulsionantes
(inyeccion sistémica o intracerebral), como el acido kainico y la pilocarpina, para
inducir una fase aguda de estado epiléptico caracterizado por crisis tonicoclénicas
de origen limbico que no ceden. Una vez superada esta fase que debe
interrumpirse farmacolégicamente, los animales desarrollan un periodo libre de
crisis denominada “fase latente”, seguida de la emergencia brusca de crisis

recurrentes espontaneas “fase cronica” semanas mas tarde (Velasco, 1986).

En contraste con el kindling, las alteraciones anatomicas presentes en el
hipocampo de las ratas sometidas al modelo de estado epiléptico resultan
similares a las descritas en el humano, por lo que éste constituye el modelo mas
aceptado de ELT, no obstante, es importante reconocer las diferencias de cada
modelo con el caso humano y utilizarlos de manera complementaria para

comprender los diferentes aspectos fisiopatologicos.

4.2 LA EPILEPSIA A NIVEL MUNDIAL

La epilepsia es una de las enfermedades mas antiguas, y que actualmente se
conoce sus efectos neuroquimicos en el cerebro, sin embargo no existe
tratamiento farmacoldgico que actie puntualmente sobre el foco epiléptico, y
diagndstico preciso que determine la causa de la epilepsia. Este padecimiento
afecta a 50 millones de personas en todo el mundo (Sander, 2003). De acuerdo
con estudios epidemioldgicos, aproximadamente el 70 a 80 por ciento de los
pacientes epilépticos logran responder positivamente al tratamiento, en el que se
logra tener ausencia parcial o total de la enfermedad de epilepsia; pero todavia
hay pacientes que no responden a los tratamientos que actualmente se

encuentran disponibles (Cooper, 1982).

Las crisis originadas en el I6bulo temporal son de particular importancia, ya que
comprenden la tercera parte de todas las epilepsias, y el contenido psiquico de las

crisis las hacen en especial susceptibles a un diagnéstico equivocado.
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En algunos paises europeos el 0.5% de la poblacion sufre epilepsia, en México
segun datos proporcionados por el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia

de la secretaria de salud en los afios 90°s se presentaba en el 1% de la poblacion.

En un estudio realizado en el afio de 1983 por Garcia-Pedroza et al, se obtuvo
como resultado que la diferencia en la tasa de prevalencia de epilepsia en el
continente americano (E.U, México, Chile, entre otros), se puede deber a las
diferencias étnicas de las poblaciones estudiadas, o probablemente a factores
ambientales, como la cisticercosis cerebral, condiciones de atencién del parto y al

cuidado del recién nacido entre otras (SSA, 1999).
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FIGURA 9. Manifestaciones de la Epilepsia de tipo Parcial (Cooper, 1982).

En general la tasa de mortalidad por epilepsia es baja, la OMS considera que se
debe de valorar si la causa de muerte en realidad corresponde a un grupo de
patologias que producen algun tipo de convulsiones o status epiléptico, o son
crisis recurrentes que lleva a la persona que lo padece a la muerte. En algunos
lugares de latinoamérica y paises subdesarrollados se considera a la

neurocisticercosis como causa principal de epilepsia (SSA, 1999).
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4.3 LA EPILEPSIA EN MEXICO Y TRATAMIENTO MEDICO.

La Secretaria de Salud en México en el afio de 1988 clasifica a la epilepsia desde
el punto de vista epidemiologico como una afeccion etioloégica diversa,
caracterizada por crisis recurrentes (no provocadas), debidas a descargas
excesivas en zonas especificas en el cerebro asociadas a manifestaciones
clinicas. En un estudio realizado en México a nivel escolar basico se encontré que
existen mas casos de padecimiento de epilepsia en mujeres que en hombres
(Rubio Donnadieu et al 1991). Dentro de los factores mas importantes causantes
de epilepsia en la adolescencia en mujeres se debe a los cambios enddcrinos que
suceden en la pubertad, la menstruacion y el embarazo. En México existen

organizaciones gubernamentales encargadas de la atencién de la Epilepsia como:

e Capitulo Mexicano de la Liga Internacional Contra la Epilepsia (CAMELICE)
e EIl Plan de Accién Contra la Epilepsia (PACE), creado en 1984 y que cuenta
con un Programa Prioritario de Epilepsia (PPE).

e Centros de Atencion Integral de la Epilepsia (CAIE).

El PPE cuenta con los lineamientos y normas para el diagndstico, estudio,
tratamiento y rehabilitacién de las personas que padecen epilepsia. En el 2005 se
lleva a cabo el Consenso Nacional sobre Nuevos Tratamientos en el manejo de
epilepsia, en el cual se considera la definicion de epilepsia como “Una afeccién
cerebral caracterizada por una predisposicion duradera o permanente que genera
crisis  epilépticas, con consecuencias neurobiologicas, cognoscitivas o

psicosociales (GlaxoSmithKline, 2005).

El término “crisis epiléptica” se considera como la aparicion transitoria de sintomas
y signos secundarios a la actividad anormal excesiva o sincréonica neuronal del
cerebro (SSA, 1999). Se estima que en México de 11 a 20 personas por cada
1,000 habitantes padecen epilepsia, por lo que se tiene que aproximadamente dos
millones de mexicanos padecen esta enfermedad, en donde casi el 80% de los
pacientes presentaron su primera crisis epiléptica antes de la adolescencia (SSA,
1999).
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El tratamiento médico de la epilepsia, incluyendo el preventivo, esta orientado a
reducir los factores que favorecen las crisis epilépticas, el fArmaco se escoge en

base a diferentes criterios, entre los que destacan (GlaxoSmithKline, 2005):

e Diagndstico preciso de las crisis 0 sindrome epiléptico.
e Mecanismo de accion.
e Eficacia, tolerancia, efectos secundarios (idiosincraticos).

e Costos y facilidad de administracion.

Los Medicamentos antiepilépticos (MAE), se clasifican en dos grupos: los
tradicionales que llevan mas de 40 afios de ser empleados en la clinica
(fenobarbital, diacepam, carbamacepina, fenitoina, entre otros) y los de nueva
generacion que son aquellos farmacos que se han desarrollado en los dltimos 10

afos (gabapentina, oxacarbacepina, lamotrignina, entre otros).

Al igual que por su mecanismo de accion los MAE se pueden clasificar en tres

grupos principales:

1) Farmacos que favorecen los mecanismo inhibitorios, como los compuestos
del sistema GABAEérgico: los inhibidores de GABA transaminasa, los que
aumentan la recaptura de GABA en la sinapsis, que actian sobre los
receptores de GABA, permitiendo la apertura de canal de cloro incitando la

hiperpolarizacion neuronal, por lo que induce la inhibicién.

2) Farmacos que tienen efecto sobre los receptores relacionados con
glutamato, particularmente el NMDA (N-metil-D-aspartato), que actian

bloqueando los mecanismos excitatorios.
3) Los farmacos que estabilizan los canales ionicos, como los bloqueadores

de canales de calcio y de sodio (como por ejemplo la fenitoina,

oxacarbacepina, lamotrignina).
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TABLA 4. Principales medicamentos antiepilépticos, indicacion clinica y efectos

secundarios

; 5 H
FENITOINA Reacciones cutaneas, N 9
mareos, nistagmus. Y
MH
O
Parcial simple —
CARBAMAZEPINA
(mecanismo de accion Reacciones cutaneas, N
Parcial canales de Na") somnolencia, mareo )\
) @) NH,
compleja
plel 0O

OXCARBAZEPINA Reacciones
Parcial simple (mecanismo de accién cutaneas,
canales de Na") somnolencia N

° A

_ O NH-
compleja
H;C
con VALPROATO @®) S ’
L (mecanismo de accién Irritacion gastrica OH
generalizacion canales Na®)
HiC
secundaria o
H
|
O.\\ Nj
Hipersomnia, mareo,
PRIMIDONA P CaHs NH
[l

hiperactividad (nifios).

[43]



TABLA 4.1 Principales medicamentos antiepilépticos, indicacién clinica y efectos

secundarios

Indicacion clinica

(crisis)

Farmacos

Efectos secundarios

Molécula

Parcial simple

Parcial

compleja

Parcial simple
0
compleja
con
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LAMOTRIGNINA N=N
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) NH
- CH; CH ¢
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NH; 0
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(025 subunidad voltaje _ HaN
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TOPIRAMATO VAR i
. - oW o]
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€,
N
O""’ffo
HO
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=5
Q =
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LEVETIRACETAM _ CH4CHz ,,, |
somnolencia "-.,C
~
H”  “CONH,

[44]




TABLA 4.2 Principales medicamentos antiepilépticos, indicacion clinica y efectos

secundarios
Indicacion clinica . Efectos .
- Farmacos . Molécula
(crisis) secundarios
. O
Generalizada no N
; 0]
. Somnolencia,
convulsiva o ETOSUCCIMIDA o
irritacion gastrica
ausencia @ CH3

Generalizada,
CLONAZEPAN

(mecanismo de accion

convulsivay no

convulsiva o Somnolencia
conductancia al

ausencia ch

Mioclénica ®

44 LA EPILEPSIAY EL TRASTORNO DEL SENTIDO DEL OLFATO

Los 6rganos sensoriales estdn conformados de células que poseen receptores
especializados en captar estimulos externos y convertirlos en una sefial eléctrica
gue se transmite por las vias especificas al SNC (Ley de Muller, de las energias
especificas). La transformacion de una sefial: quimica, mecanica o térmica, en una
sefial eléctrica ocurre en el receptor sensorial, el cual directa o a través de
segundos mensajeros favorece la apertura de un canal iénico para despolarizar o

hiperpolarizar la membrana de la célula postsinaptica.

En el caso del sistema olfatorio, el estimulo generalmente de naturaleza quimica,
se une al receptor, localizado en la membrana de los cilios de la célula sensorial, y
activa a una proteina de la familia de las proteinas G (G, proteina G especifica
del epitelio olfatorio) para favorecer la apertura de canales i6nicos y la
despolarizacion consecuente de la membrana del receptor, la transduccién
guimica ocurre en neuronas especializadas que forman parte del epitelio olfatorio

en células granulares y célula mitral (Tercel et al, 2005).
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Se genera asi un potencial generador o de receptor, que si alcanza el nivel de
disparo del nervio olfatorio, se propagard la sefial hasta alcanzar la corteza
olfatoria (Tercel et al, 2005)

En el sistema olfatorio existen cientos de receptores que captan miles de olores
diferentes, debido a que cada aroma posee una afinidad diferente por un conjunto
de receptores que dan su identidad especifica con gran precision. Durante la
aparicion de crisis epilépticas parciales se presentan las crisis con semiologia
sensitiva sensorial que traducen el desarrollo de la descarga epiléptica en sectores
destinados a la recepcion de los mensajes sensoriales, es decir, que pueden

existir variedades de experiencias sensoriales.

El foco epiléptico puede resultar de condiciones patologicas diferentes (traumas,
lesiones vasculares, neoplasias, infecciones, cuerpos extrafios y atrofia del
cerebro) o debido a causas metabdlicas y nutricionales como son la hipoglucemia,

desequilibrio de electrolitos y deficiencia de vitaminas como la Bg.

Las crisis olfatorias se hallan constituidas por sensaciones sin objeto denominadas
parosmia. Parosmia es una confusién de olores que indica presencia de lesion del
I6bulo temporal, y produce psicosis e histeria en donde el sujeto se halla
generalmente en la imposibilidad de identificar los olores, aunque habitualmente le
atribuye un caracter desagradable durante la presencia de un episodio epiléptico.
Las alucinaciones olfatorias son la percepcién de olores sin que exista estimulo
externo oloroso, indica lesion del HIP (I6bulo temporal), crisis parciales o focales
de origen epiléptico (crisis uncinadas). Estas crisis resultan de la descarga de la
extremidad anterosuperior del uncus, estas afecciones nasales causan
disminucién o pérdida del olfato, que puede ser bilateral (mas frecuente) o

unilateral.

Las lesiones intracraneales casi nunca producen alteraciones olfativas al menos
que las cintillas olfatorias estén afectadas y genere la lesidbn una anosmia

unilateral (afeccion de las fosas nasales).
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45 MODELOS EXPERIMENTALES DE EPILEPSIA

Existe una limitacién natural del estudio de la epilepsia en humanos debido a que
son técnicas invasivas 0 ensayos farmacolégicos que alteran la estabilidad del
individuo, por lo que se ha creado la necesidad de buscar modelos experimentales

gue semejan la epilepsia humana.

Este tipo de estudios poseen aplicaciones fundamentales como son (Guillemain et
al, 2012):

e Estudio de mecanismos neuronales, que se relacionan con la regularizacion
de la excitabilidad del sistema nervioso central y regulacion de la actividad
motora.

e Mecanismos neuronales basicos en la generacién y/o autosupresion de las
crisis epilépticas, sean o0 no convulsivas.

e Estudios clinicos de farmacos anticonvulsivantes.

Los criterios a considerar en los modelos experimentales son: induccion de la
epilepsia, mecanismos neuronales implicados en su produccién y sus
manifestaciones conductuales, por lo que un modelo experimental se considera
como modelo de epilepsia verdadera cuando las alteraciones paroxisticas son
espontdneamente recurrentes. La induccion de epilepsia o de las crisis
epileptiformes, se realiza por agentes fisicos o quimicos. Los primeros pueden
afectar los receptores sensoriales, o dafar directamente las areas encefélicas
como en el electrochoque. Los agentes quimicos empleados pueden ser:
aplicacion topica, administracion intravenosa o sistémica, 0 por supresion de un

agente quimico o carencia metabdlica de otros.

Entre los diferentes modelos de epilepsia que se conocen, el que se realiza con
mayor frecuencia es el de la ELT, debido a que la ELT en el ser humano es el tipo
mas comun de epilepsia. Los modelos animales de esta enfermedad se cree que
son algunos de los mejores modelos para ayudar a entender el problema de la
epileptogénesis y las alteraciones neuronales que tienen lugar en el cerebro

después de las convulsiones.
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El modelo mas conocido y utilizado es el fendbmeno de kindling, descubierto por
Goddard en los afios sesenta. Este modelo consiste en la estimulacion repetida y
periodica de estructuras del sistema limbico (tipicamente de la amigdala, la
corteza o el hipocampo), que da lugar a la aparicion de crisis epilépticas
secundariamente generalizadas en ratas. Este modelo presenta alteraciones
anatomicas en el hipocampo similar a las descritas en el ser humano, por lo que
se consideraria el modelo mayormente aceptado en el estudio de la ELT, en el
cual no existe necesariamente dafio morfologico, y se emplea principalmente en la

evaluacion de farmacos antiepilépticos (Venegas et al, 2004).

El modelo murino actualmente contribuye a comprender la patogénesis de la
epilepsia, debido a que proporciona informacion fiable sobre la fisiopatologia y
desarrollo sintomatico durante el status epiléptico, debido a que es una
representacion simplificada de una enfermedad (Loscher, 1997). En el modelo de
estado epiléptico se utilizan diferentes agentes convulsionantes como el acido
kainico y la pilocarpina que inducen diferentes fases del estado epiléptico. La
primera fase es aguda y el estado epiléptico es caracterizado por crisis
tonicocldénicas de origen limbico que no ceden. En la segunda fase se interrumpe
farmacol6gicamente el agente convulsivante y se desarrolla un periodo libre de
crisis considerada como “fase latente”, seguido de crisis recurrentes espontaneas,

dando lugar a la fase crénica.

Modelos matematicos

Cortes de Cerebro de animales normales
Induccion de Crisis Epilépticas en animales
Crisis crénicas en animales normales
Modelos genéticos

Modelos transgénico

Cortes de cerebro de animales epilépticos
Cortes de cerebro de pacientes

Otros

Sin opinién

FIGURA10. Tipos de Modelos. Estudio informativo realizado a 36 expertos clinicos de Epilepsia que
responden al tipo de modelo que proporciona la informacién mas fiable y relevante acerca de la fisiopatologia
de la epilepsia. El 75% de los expertos considera como mejor modelo a los animales con convulsiones
cronicas, el 67% a modelos genéticos y el 56% tejido cerebral humano. (Guillemain, 2012).
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La administracién sistémica de este tipo sustancias convulsivantes es un
procedimiento empleado en los estudios experimentales de la epilepsia, el cual
consiste en administrar el agente convulsivante por via intraperitoneal, intravenosa
0 subcutaneo, permitiendo su distribucion homogénea a nivel cerebral (Pastor et
al, 2006).

La pilocarpina es un alcaloide colinomimético natural de accion directa proveniente
del arbusto Pilocarpus jaborandi. Tiene como funcion ser un agonista de los

receptores colinérgicos: muscarinicos y nicotinicos.

HyC H,
D /

FIGURA 11 Formula quimica de la Pilocarpina CASRN: 92-13-7

El cloruro de pilocarpina, es una droga parasimpaticomimética, que se caracteriza
por estimular las fibras colinérgicas postganglionares y actia en el mismo punto
que la acetilcolina; por lo que estimulan los musculos y glandulas inervadas por el
sistema nervioso parasimpaticomimético (Casarett and Doull, 2001; Avedafio,
2004).

Las principales acciones de la pilocarpina se centran en:

e Aparato digestivo: Provoca un aumento del tono y las contracciones de las
fibras lisas del eséfago, estbmago, e intestino, aumentando el peristaltismo
y las secreciones de todas las glandulas digestivas

e Vias urinarias: Aumenta el tono del uréter y del musculo detrusor de la
vejiga, por lo cual produce miccion sin aumentar la diuresis.

e Aparato respiratorio: produce contraccion de los bronquiolos por accion
sobre las fibras lisas.

e Sistema circulatorio: aumento de la irrigacion sanguinea.

e Piel.
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El mecanismo principal de la pilocarpina, es la accién directa sobre las células
efectoras autbnomas, produciendo efectos de: inhibicién cardiaca, vasodilataciéon
periférica, contraccion de la pupila, aumento de la salivacion y secrecion glandular,
contracciones y accion peristaltica de los tractos gastrointestinal y urinario
(Avedariio, 2004).

Su administracion puede combinarse con litio, 0 ser administrado solo, cuando se
administra sistémicamente, la pilocarpina tiene una vida media de entre 1 y 2
horas (sin embargo aun no se conoce claramente sus mecanismos de
eliminacién), y produce cambios electroencefalicos que se pueden dividir en tres
periodos (Calvalheiro 1995, Arida et al. 1999):

1. Periodos cortos, con desarrollo progresivo del SE en el sistema limbico.
2. Periodo de latencia con normalizacion progresiva del EEG y periodos
variables de 4 a 44 dias.

3. Periodo cronico, con convulsiones recurrentes espontaneas.

Se cree que la inactivacion metabdlica de la pilocarpina ocurre en las sinapsis
neuronales y en el plasma. Tanto la pilocarpina como sus productos de

degradacion se excretan en la orina.

5. HIPOTESIS

Los cambios en las concentraciones de los neurotransmisores excitatorios e
inhibitorios (aspartato, glutamato, glicina y GABA) observados en el hipocampo
durante el status epiléptico también podrian ser observados en el bulbo olfatorio

debido a que en pacientes con epilepsia se presenta déficit olfatorio.
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6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el perfil de liberacion de los aminoacidos en dos estructuras del sistema
nervioso central: hipocampo y bulbo olfatorio, después del Status Epiléptico

inducido con pilocarpina, en un modelo murino.

7. OBEJTIVOS PARTICULARES
1. Evaluar los cambios en la concentracion de los aminoacidos excitatorios e
inhibitorios en hipocampo, bulbo olfatorio y plasma.
2. Evaluar los cambios en la concentracion de los amino&cidos esenciales y
no esenciales en hipocampo, bulbo olfatorio y plasma.
3. Comparar los cambios de concentracién de los aminoacidos que actian

como neurotransmisores a nivel del sistema nervioso central.

8. JUSTIFICACION

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud aproximadamente 0.8% de la
poblacién mundial presenta epilepsia (50 millones de personas). Existen diferentes
estudios que sugieren que las alteraciones en la concentracion de aminoacidos en
hipocampo y plasma se pueden asociar con la presencia de diferentes trastornos
neurolégicos como la epilepsia. Se ha observado que las personas con este
padecimiento presentan déficit olfatorio, por lo que se podria observar cambios en
las concentraciones de aminoécidos en bulbo olfatorio como se ha observado en

hipocampo y plasma.

El presente trabajo experimental tiene como objetivo evaluar los cambios en la
concentracion de los aminoacidos excitatorios e inhibitorios asi como de los
aminoacidos esenciales y no esenciales en hipocampo, bulbo olfatorio y plasma; y
comparar el cambio de la concentracion de los aminoacidos en funcion del status

epiléptico a nivel del sistema nervioso central.
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9. METODOLOGIA

Se empleé el modelo murino de ELT con ratas macho de la cepa Wistar
induciendo el SE con pilocarpina, la cual se administré por via i.p, para determinar
el efecto que se presenta sobre la concentracion de 18 aminoacidos que se

enlistan en la tabla 5.

TABLA 5. Aminoacidos analizados en el modelo murino de ELT.

Aminoacidos Aminoacidos NO
esenciales esenciales
Histidina L-Aspartato
L-Treonina L-Glutamato
L-Arginina L-Asparagina
L-Valina L-Serina
L-Metionina L-Glutamina
L-Triptéfano Glicina
L-Fenilalanina L-Citrulina*
L-Isoleucina GABA*
L-Leucina L-Tirosina

*Amino&cido No proteico

En esta tabla se puede observar que los aminoacidos de mayor interés (glutamato,

aspartato, glicina y GABA) son aminoacidos no esenciales.

El modelo murino empleado para la induccién del status epiléptico en fase aguda
en ratas macho de la cepa Wistar fue el de cloruro de litio-pilocarpina. En este
modelo las ratas son pretratadas con cloruro de litio en dosis de 3mEqg/ Kg
administrado por via i.p 24 horas antes de administrar pilocarpina (30 mg/Kg), este
pretratamiento potencia el efecto de la pilocarpina en dosis bajas. Generalmente
las dosis de éste agente quimico son de 300-400 mg/Kg, lo cual es considerada

una dosis alta.
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Se definieron los grupos de estudio de acuerdo al siguiente esquema:

GRUPO SOLUCIONES INYECTADAS (viai.p.)
Control Solucién salina + Cloruro de Litio (3mEq LiCl/kg)
Grupo 1

(1 hora posterior al SE) Solucién salina + Cloruro de Litio (3mEq LiCl/kg) + Pilocarpina (30mg/Kg)

Grupo 2

(2 hora posterior al SE) Solucion salina + Cloruro de Litio (3mEq LiCl/kg) + Pilocarpina (30mg/Kg)

Grupo 3

(4 hora posterior al SE) Solucion salina + Cloruro de Litio (3mEq LiCl/kg) + Pilocarpina (30mg/Kg)

En este modelo experimental en fase aguda de ELT se verificaron los cambios

conductuales generados por el agente convulsivante litio-pilocarpina:

¢ 5-10 minutos: Piloereccion, erguimiento de las orejas, temblor, salivacion y
diuresis.

e 15-20 minutos: Movimientos de cabeza, guifio, salivacion, sacudidas de
perro mojado, clonus de miembros anteriores, posicion de canguro y
pérdida de la postura corporal (crisis limbicas).

e > 20 minutos: status epiléptico (crisis limbicas repetidas).

En el diagrama 1 se presenta el esquema de trabajo que se siguié para obtener
las muestras de hipocampo, bulbo olfatorio y plasma en el grupo control y los
grupos 1, 2 y 3; a los cuales se les realizé su respectivo tratamiento de muestras
para analizarlas posteriormente en el equipo HPLC.
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Diagrama 1

_[ PERIODO DE ADAPATACION ]_

En el bioterio se colocaron en cajas grupos
de 4 a 5 ratas macho de la cepa Wistar bajo
condiciones ambientales controladas con
agua y comida ad libitum, por una semana.

En este periodo de 5 dias se les administré
solucioén salina (0.3ml) via i.p.

[ INDUCCION DEL SE ]

7

\

Se inyecté al sexto dia solucion de cloruro de litio 3mEqg/Kg
(peso de cada rata fue de aproximadamente 2509).

GRUPO GRUPO 1
CONTROL GRUPO 2
GRUPO 3

Al séptimo dia se inyect6
via i.p.

30 mg/Kg de Pilocarpina

ﬁ Se sacrificaron las ratas por dislocacicm

cervical.
2. Se extrajo por puncidon cardiaca u
volumen de sangre de aproximadamente

ml (se colectaron en tubos vacutainer K2

EDTA).

3. Se obtuvo en el menor tiempo posible el

HIP y BO. (se colocaron individualmente e

\ tubos eppendorf, se pesaron, y se adiciorp

solucién Krebs Ringer pH=3.0).

n
3

n
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9.1.
Y PLASMA)

( N\
Las muestras de cada
tejido se homogenizaron
el mismo dia en que se
obtuvieron.

)

Las muestras que no se

Diagrama 2

BULBO OLFATORIO E HIPOCAMPO

HOMOGENIZADO

Una vez obtenido el hip y bo, cada uno se
coloco en un tubo eppendorf de 1.5 ml*, se
pesaban y se adicionaba 1ml de sol. Krebs
Ringer (pH=3.0) y se homogenizaba.

analizaban el mismo dia
se guardaban a -70°C

hasta su andlisis.
\. J

El homogenizado se centrifugo
a 14000 rpm por 10 minutos
para obtener el sobrenadante.

\_

Se tomaron 200yl del sobrenadante y
se adicionaron 200ul de Acetonitrilo
frio para precipitar las proteinas.

TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS (BULBO OLFATORIO, HIPOCAMPO

PLASMA

Las muestras de sangre
colocadas en tubos
vacutainer K2 EDTA, se
refrigeraban para mantener

\.

las muestras sin coagularse. y

’
Se centrifugaba el tubo a
14000 rpm por 7 minutos

para obtener el plasma.
\

\

S

Se agité la muestra en vortex y se
centrifugd a 14,000rpm por 7

minutos. Y,
|

(i

\ acidificado.

El sobrenadante se filtr6 a través de\
una de membrana de 0.45um GHP de
la marca PALL.

Se realizé una dilucién 1/20 tomando
10 pl del filtrado y afiadiendo 190 pl
de la solucion Krebs Ringer

J

Esta muestra diluida se agit6 en vortex y se
tomaron 20yl que se depositaron en tubo
denominado inserto que se coloca dentro del
vial para HPLC.

Deteccion de aminoéacidos en hip, bo vy
plasma por HPLC con derivatizacion pre-
columna con o-ftaldehido (OPA), detector
de fluorescencia.

*Se realizaba previamente la tara a los tubos eppendorf para obtener el peso directo del bo e hip.
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9.2. CONDICIONES DEL SISTEMA DE HPLC

El procedimiento para el analisis de aminoécidos por el sistema HPLC via
derivatizacion, se realiz6 bajo las condiciones y método establecido en el
laboratorio de Andlisis Sensorial del Departamento de Fisiologia de la Facultad de
Medicina bajo el cargo de la Doctora Rosalinda Guevara Guzman (Arciniega,
2009; Henderson, 2000).

El equipo HPLC que fue utilizado es de la marca Agilent, modelo 1100 (Agilent
Technologies), con detector de fluorescencia. La columna utilizada fue de la marca
Agilent Zorbax Eclipse C18 AAA con dimensiones de (150 x 3.0) mm x 3.5um de
fase reversa (fase movil A es polar, y la fase movil B es no polar); la temperatura
de trabajo de la columna es de 40°C. El flujo utilizado fue de 1.0mL/min y la

aceleracion de la bomba fue de 100.0 mL/min?.

Para la generacion del gradiente se emplearon dos fases, la fase acuosa
compuesta de fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,), ajustada con acido fosférico
(HsPO,4) a pH de 7.8, y la fase organica compuesta de acetonitrilo: metanol: agua

en una proporcion (40:45:10).

Los aminoacidos fueron detectados por la reaccion del grupo amino primario de
los aminoacidos con el OPA en medio acuoso con pH alcalino y en presencia de
un agente reductor que es el 2-mercapto-etanol. Se programé el detector de
fluorescencia para excitar a una longitud de onda de 340nm y medir la energia

emitida por los compuestos fluorescentes a 450nm.

/CH . B — IIQ
+ HS—CH,~CH,—OH + H\-CH-coo- b g A BEC
™ H 2-mercaptoetanol Aminoacido
ﬁ% Aducto fluorescente
o
O-ftalaldehido

(OPA)

FIGURA 10. Reaccién de derivatizacion pre-columna de aminodcidos con o-ftalaldehido (OPA). Los
aminoacidos reaccionan con el reactivo OPA en presencia de un reductor fuerte (2-mercaptoetanol) y
condiciones alcalinas (pH 9 -11) para originar derivados isoindélicos fluoréforos.
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Los componentes que conforman el sistema HPCL con detector de fluorescencia

se encuentran en el siguiente esquema:

Columna HPLC

Detector

Injector

Automuestreador Cromatograma

\\//
Programa de Andlisis:
Muestras Agilent data Analysis

Solventes
(Depésito de
fase moévil Ay B)

Sistema de regulacion del
flujo de solventes

FIGURA 11. Operacion sistematica del equipo HPLC. La fase movil tipica empleada para las columnas C-18
son Agua-Acetonitrilo. En la secuencia de inyeccién se incluian: 3 blancos, estandar inicial, intermedio y final,
y un control interno.

Para la cuantificacion de las concentraciones de los aminoacidos, se realizo la
interpolacién de los resultados obtenidos (areas de los picos de cada aminoéacido)
en los cromatogramas en una curva de calibracién (método del estandar externo).
Se verificd que el intervalo de cuantificacién de cada aminoacido en la curva de

calibracién se obtuviera un coeficiente de correlacién de aproximadamente 0.999.

10. RESULTADOS

Las ratas Wistar utilizadas para éste estudio presentaron los efectos
convulsivantes de la administracion de cloruro de litio-pilocarpina en un tiempo
aproximado a 20 minutos después de su administracion. En esta fase aguda los
cambios conductuales presentados de manera general en las ratas fueron:
piloereccion, salivacion, posicion de canguro y sacudidas de cuerpo (denominadas

sacudidas de perro mojado).
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El analisis estadistico fue llevado a cabo mediante el programa estadistico SPSS
15.0 para Windows. Se realizaron dos pruebas estadisticas a los datos obtenidos,
para verificar que siguieran una distribucion normal se realizdé la prueba de
Kolmogorov-Smirnov (p<0.05), y la prueba de Levene para evaluar homogeneidad
de varianzas (p<0.05). En ambos casos los resultados presentaron un valor
aproximadamente mayor o igual a 0.05 por lo que nuestros resultados siguen una

distribucion normal y se pueden realizar pruebas estadisticas paramétricas.

De acuerdo a lo anterior se realizé un analisis estadistico ANOVA (post Hoc
Tukey) de un factor debido a que solo se evalud el cambio de la concentracion de
cada aminoacido con respecto al tiempo, y asi poder verificar si existe diferencia

significativa de cada grupo (1,2,3) con respecto al grupo control y entre los grupos.

Se realizdé la prueba de t de student para comparar el valor de la media
poblacional de la concentracién obtenida de los aminoacidos aspartato, glutamato,
glicina y GABA en BO e HIP con un nivel de confianza del 95% de los grupos de
estudio y asi determinar estadisticamente si los valores obtenidos en la
concentracion de éstos aminoacidos son iguales, es decir, si presentan el mismo
comportamiento HIP y BO en cuanto al aumento o disminucion en la
concentracion de cada uno de los aminoacidos antes mencionados en el modelo
de ELT.

Por lo que se plantearon dos hipétesis:

Ho. El valor de las medias son iguales, es decir si las concentraciones en
hipocampo-bulbo olfatorio en funcion del SE de los aminoacidos glutamato,

aspartato, glicina y GABA son iguales (grupo control, grupol, 2 y3).

H;. El valor de las medias son diferentes, es decir si las concentraciones en
hipocampo-bulbo olfatorio en funcion del SE de los aminoacidos glutamato,
aspartato, glicina y GABA NO son iguales (grupo control, grupol, 2 y3). Bajo este
planteamiento de hipétesis se encontrd que estadisticamente en el grupo 1(1 hora
de SE) el aminoacido glutamato presenta el mismo cambio de concentracion en

hipocampo y en el bulbo olfatorio.
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En el cromatograma 1 se muestra la representacion tipica de la sefal que se
obtiene en un analisis de aminoacidos por HPLC con detector de fluorescencia. En
€l se observa que al tiempo de retencion (TR) de 9.618 minutos no se separan la
L-alanina y L-taurina (se encuentran sobrelapados), por lo que éstos aminoacidos
no se pueden considerar en el analisis. También se observan los TR que presenta
cada uno de los 18 aminoé&cidos evaluados y la sefial de luminiscencia (Lu) que
emite cada uno, estas areas son las que se interpolan en la curva de calibracion

para obtener los resultados experimentales.

Lu

4.602 - L-Glutamina

2.702 - L-Glutamato
L-lsolueucina

3936 - L-Serina

5.502 - Glicina
22.544 - L-Leucina

18.056 - L-Valina

L-Treonina
9618 - L-Alanina + L-Taurina

3.652 - L-Asparagina

18.523 - L-Metionina
20.988 - L-Fenilalanina
21.331 -

20.420 - L-Triptofano

1.482 - L-Aspartato
5.026 - Histidina
\ 6.917 - L-Citrulina
8.083 - L-Arginina
14.508 - L-Tirosina
14.846

5.901 -

10.714 - GABA

1 Tiempo de retencion (minutos) )
| 4

CROMATOGRAMA 1. Cromatograma de un estandar inicial inyectado durante la secuencia de inyeccion
en un analisis de rutina.

10.1. RESULTADOS EN BULBO OLFATORIO, HIPOCAMPO Y PLASMA

En la tabla 6, 7 y 8 se muestran los resultados obtenidos (después del SE) de la
concentracion de aminoacidos en las muestras de HIP, BO y plasma: grupo
control, grupo 1(1 h SE), 2 (2 h SE) y 3 (4 h SE). Los datos se expresan como el
valor de la media * error estandar de la media (SEM), p<0.05 y p<0.01 considera

estadisticamente el nivel de significancia (nivel de confianza del 95% y 99%).

En la tabla 6 se observa que los aminoacidos esenciales (a excepcién del
triptofano), presentaron una disminucion en su concentracion después de los
primeros 60 minutos de SE, a las 2 y 4 horas aumentaron su concentracion sin
llegar a la concentracion inicial del grupo control.
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La concentracion mas baja de los aminoacidos encontrada en hipocampo fue la
del triptéfano, la cual aumento en los grupos con SE. A diferencia de los
aminoacidos esenciales, los aminoacidos no esenciales como el aspartato,
asparagina, serina, glicina y citrulina, en el grupo 3 presentaron un aumento en su
concentracion mayor a la del grupo control, mientras que la concentracion de los
aminoacidos: glutamato, glutamina y GABA aumenté significativamente en funcion

del tiempo de SE.

TABLA 6 Concentracion de aminoacidos en homogenizado de Hipocampo
(Media + SEM)

Concentracion de Aminoacidos en Hipocampo [nM/mg tejido]

Aminoacidos CONTROL GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
n=5 n=6 n=5 n=7
Aminoacidos esenciales

Histidina 1.19+0.07 0.12 £ 0.01== 0.19 +£ 0.01== 0.26 + 0.00s= &
L-Treonina 1.21 +0.06 0.50 + 0.04=- 0.96 + 0.13 e 0.90 + 0.01= &
L-Arginina 1.02 + 0.09 0.27 £ 0.02 == 0.36 + 0.02== 0.51+0.01= & &
L-Valina 0.52+0.03 0.22 £ 0.01== 0.28 £ 0.01== 0.39+0.01== % 0 ¢
L-Metionina 0.36 £ 0.01 0.14 +£ 0.01== 0.20 £ 0.02:=» 0.24 + 0.00== & %
L-Tript6fano 0.05 +0.01 0.05 + 0.00 0.07 + 0.00=e 0.08 + 0.00s= &%
L-Fenilalanina 0.58 + 0.03 0.16 + 0.01== 0.26 + 0.00== e 0.30 +£ 0.00== &
L-Isoleucina 0.16 + 0.01 0.10 £ 0.01== 0.14 £ 0.01. 0.19+ 0.0l oo
L-Leucina 0.99 + 0.05 0.24 +£ 0.02== 0.37 £ 0.01== e 0.48 £ 0.01== % o

Aminoéacidos NO esenciales

L-Aspartato 1.97 +0.08 1.58+0.12- 2.27 £ 0.07ee 2.85+0.05= 2 o0
L-Glutamato 7.24 +0.61 7.80 + 0.97 9.92 + 0.34- > 11.00== &
L-Asparagina 1.43+£0.07 1.07 £ 0.08== 1.55 £ 0.06ee 1.58 £ 0.03%
L-Serina 1.33+0.06 0.93 + 0.07== 1.32 £ 0.04ee 1.76 £ 0.02:= & o
L-Glutamina 2.15+0.10 4.59 + 0.38== 6.54 + 0.20== oo 6.49 + 0.13== &
Glicina 1.29+0.06 0.88 + 0.06== 1.17 £ 0.08e 159+ 0.02:= % ¢ ¢
L-Citrulina® 0.11+£0.01 0.05 + 0.00== 0.14 £ 0.02e0 0.11 + 0.00%
GABA® 1.57 £ 0.06 2.54 + 0.19s== 3.65 + 0.09s= oo 4.26+0.09%= % 00
L-Tirosina 0.44 +0.01 0.17 + 0.01== 0.24 + 0.00%= oo 0.29 £ 0.01== & o

=Indica que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una
p<0.05; = para una p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una
p<0.05; ¢ para una p<0.01; «Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 3 con una
p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una

p<0.05; ¢ para una p<0.01. @ Aminoacido no proteico.
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En la tabla 7 se observa que a diferencia del hipocampo la mayoria de los
aminoacidos presentan una tendencia ascendente en su concentracién conforme
al tiempo de SE, a excepcion de los aminoacidos esenciales como arginina, valina,
fenilalanina, isoleucina, leucina, y los aminoacidos no esenciales como aspartato,
glutamato (neurotransmisores excitatorios) y serina los cuales presentan una
ligera disminucién en su concentracion en el grupo 2 y que aumenta en el grupo 3.
Sin embargo en ninguno de los casos la concentracion es menor a la

concentracion obtenida en el grupo control.

TABLA 7 Concentracion de aminoacidos en homogenizado de Bulbo
olfatorio (Media + SEM)

Concentracion de Aminoacidos en Bulbo olfatorio [nM/mg tejido]

Aminoacidos CONIROL GRU_PO 1 GRU_PO 2 GRU_PO 3
n=7 n=5 n=5 n=5
Aminoacidos esenciales
Histidina 0.11+0.01 0.13+0.02 0.14+0.02 0.21 £ 0.02== & »
L-Treonina 0.03 +£0.00 0.30 £ 0.03== 0.53 + 0.01== oo 0.72+0.03== %% ¢ ¢
L-Arginina 0.13+0.00 0.26 + 0.04== 0.23+0.01- 0.35+0.02== % ¢ ¢
L-Valina 0.05 + 0.00 0.20 + 0.02s== 0.19 £ 0.01== 0.24 + 0.01==
L-Metionina 0.09 + 0.00 0.16 + 0.02== 0.17 £ 0.01== 0.19 + 0.01-=-
L-Tript6fano <0.120 0.46 + 0.08s= 0.55 + 0.02s== 0.51 + 0.03==
L-Fenilalanina 0.13+0.01 0.28 £ 0.03== 0.21 + 0.01- 0.27 £ 0.01=-
L-Isoleucina 0.05+0.01 0.12 + 0.01a= 0.08 = 0.00-~ 0.12 £ 0.01== o
L-Leucina 0.35+0.01 0.60 + 0.06=- 0.30 + 0.01ee 0.41+0.02%
Aminoacidos NO esenciales
L-Aspartato 0.98 £ 0.04 2.39 + 0.29s== 2.25 1 0.08== 3.44+0.20= % 0 ¢
L-Glutamato 3.90+0.13 13.22 + 1.44=- 7.62 + 0.69= oo 12.43£0.96== ¢ ¢
L-Asparagina 0.62 +0.02 0.10 + 0.01== 1.37 + 0.13s= e 1.39+0.08== &
L-Serina 0.20 +£0.01 0.61 + 0.06== 0.60 + 0.03== 0.95+ 0.07== % ¢ ¢
L-Glutamina 1.93+0.08 4.22 +0.27== 5.71 + 0.20== oo 761104700
Glicina 0.55+0.01 0.60 + 0.04 0.66 + 0.06 0.92 +0.08s= &
L-Citrulina® 0.01 +0.00 0.05+ 0.01== 0.08 £ 0.01==» 0.17+ 0.01== % ¢ ¢
GABA® 3.86+0.19 5.69 + 0.49s= 6.39 + 0.27== 6.79 £ 048s=
L-Tirosina 0.07 £ 0.00 0.20 + 0.02== 0.18 £ 0.01== 0.23+0.01==»

=Indica que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una
p<0.05; = para una p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 2 con una
p<0.05; e para una p<0.01; «Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 3 con una
p<0.05; « para una p<0.01; eIndica que existe diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una

p<0.05; ¢ para una p<0.01. @ Aminoacido no proteico.
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En la tabla 8 se observa que la concentracion de GABA en plasma en el grupo 2 y

3 se obtuvo un dato Unico y por tanto no presenta error estandar, esto debido a

gue los valores de las areas en plasma son menores a las areas que se obtienen

en BO e HIP. También se observa que todos los aminoacidos presentan una

disminucion en su concentracion en el grupo 1 o en el grupo 2 (excepto GABA) y

que a diferencia del hipocampo y bulbo olfatorio la mayoria de éstos aumentan su

concentracion por arriba del grupo control en el grupo 3, como por ejemplo el

aspartato, glutamato, glutamina y glicina.

TABLA 8 Concentracién de aminoacidos en Plasma (Media + SEM)

Concentracion de Aminoacidos en Plasma [uM]

Aminoacidos CONIROL GRU_PO 1 GRU_PO 2 GRU_PO 3
n=5 n=5 n=5 n=8
Aminoéacidos esenciales
Histidina 52.13 +6.39 36.37+1.79 42,58 +1.41 64.33 £ 4.80% ¢
L-Treonina 141.55+6.43 133.22+2.75 117.48 + 6.00- 145.21 +3.27+¢ ¢
L-Arginina 126.42 +8.40 73.60 £ 6.11== 66.48 £ 5.53== 80.62 + 5.59=
L-Valina 112.25+12.81 | 105.91+2.05 106.61 + 10.35 111.90 + 7.00
L-Metionina 76.23 + 9.66 49.60 + 4.25¢== 40.66 + 1.27== 52.94 + 2.04=
L-Triptofano 80.86 + 9.36 87.82+5.84 73.98 £ 3.80 81.87 £+ 5.65
L-Fenilalanina 68.71+7.20 53.03+1.42 55.32 +2.25 72.31+5.00%
L-Isoleucina 81.13+11.26 55.54 + 0.89 48.23 + 2.69= 67.95+6.18
L-Leucina 137.91 +5.95 125.07 + 0.67 116.45 + 12.00 134.58 + 3.13
Aminoacidos NO esenciales
L-Aspartato 13.51 +2.58 8.12 +3.43 5.63 + 1.67 15.38 + 2.28
L-Glutamato 107.40+11.82 | 117.18+ 14.24 96.25 + 15.25 140.57 £ 6.71
L-Asparagina 53.69 + 5.42 33.43+1.87= 35.89 +4.41« 44.33 + 3.27
L-Serina 146.19+6.54 | 116.79 +5.92- 130.70+8.11 145.12 + 4,424
L-Glutamina 160.04 + 2.49 154.11 £ 0.30 155.58 + 2.35 161.48 + 1.28
Glicina 151.61+1.00 | 148.29 £ 0.27== 149.56 + 0.25 152.37 + 0.45% % ¢ ¢
L-Citrulina® 54.00 £ 5.23 33.50 £ 2.01-- 44,10+ 1.45 4455+ 1.874
GABA® <0.007 ND 0.67== 0.93= ¢ ¢
L-Tirosina 68.49 + 11.35 60.58 + 3.18 44.80 + 2.58 66.11 + 8.89

=Indica que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una
p<0.05; = para una p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 2 con una
p<0.05; e para una p<0.01; «Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una
p<0.05; « para una p<0.01; eIndica que existe diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una

p<0.05; ¢ para una p<0.01. @ Aminoéacido no proteico.
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10.2. GRAFICAS DE LA CONCENTRACION DE AMINOACIDOS EN BULBO
OLFATORIO, HIPOCAMPO Y PLASMA

En las siguientes graficas se muestran los cambios en la concentracion de los
aminoécidos considerados excitatorios e inhibitorios en BO, HIP y plasma en el
modelo de ELT (grupo control, grupo 1, grupo 2 y grupo 3) después del SE. La
concentracion de GABA en plasma no se gréafica debido a que en el grupo 1 no se

obtuvieron datos cuantitativos y en el grupo 2 y 3 se obtuvo un dato Unico en cada

grupo.

En la gréfica 1 se observa que en condiciones normales (grupo control) la
concentracion de aspartato es mayor en el HIP que en el BO; ambos tejidos
presentan cambios en la concentracion de aspartato en condiciones de SE,
presentandose en el grupo 3 el mayor aumento en la concentracidon de éste

aminoacido excitatorio en BO e HIP.

4.00 L-As partato ® bulbo olfatorio B hipocampo
LU Y K X 4
3.50
3.00 - "k ¢4
)
B 250
2
2 2.00
3
E 150
=
£ 1.00
0.50
0.00 -
CONTROL GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
{1 h SE) (2 h SE) (4h SE)

GRAFICA 1. Respuesta de la concentracion del aminoAcido aspartato después del SE en BO e HIP (Media +SEM),
=Indica que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; «Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; &« para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. * Indica que existe diferencia
significativa entre el grupo control BO y el grupo control HIP con una p<0.05. h: horas.
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En grafica 2 se observa que en plasma se presenta el mismo comportamiento que
en HIP en el grupo 1, y BO en el grupo 2, en cuanto a una disminuciéon en la
concentracion de aspartato; mientras que a las 4 horas después del SE la

concentracion de aspartato aumenta y es mayor al grupo control.

L-ASpartatO .p|ggma
20.00 -
18.00 - hok ¢
16.00
14.00 +
12.00
€ 10.00 -
8.00 -
6.00
4.00 -
2.00
0.00 -
CONTROL GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
(1 h SE) (2 h SE) (4 h SE)

GRAFICA 2. Respuesta de la concentracion del aminoacido aspartato después del SE en plasma (Media £SEM). =Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; «Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. h: horas.

En la gréfica 3 se observa que la concentracién de glutamato es mayor en el HIP
que en el BO en el grupo control. De acuerdo a la grafica se observa que el efecto
de éste aminoacido es mayor en BO que en HIP en los primeros 60 minutos con
SE, mientras que en hipocampo el aumento de la concentracion de glutamato es
constante. De acuerdo al andlisis estadistico t de student al comparar las
concentraciones del grupo 1 en BO e HIP, encontramos con un nivel de confianza
del 95% que las concentraciones son iguales, es decir, se presentan el mismo
comportamiento de cambio de concentracion de glutamato después de 1 hora con
SE.
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L-Glutamato ® bulbo olfatorio B hipocampo
16.00 -+

14.00 - -ee

e

oM

o o

(=] [=]
.

8.00 -

6.00 -

nM /mg de Tejido

4.00 -

2.00 -

0.00 - CONTROL GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

{1 h SE) (2 h SE) (4h SE)

GRAFICA 3. Respuesta de la concentracion del aminoacido glutamato después del SE en BO e HIP (Media +SEM).
=Indica que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; «Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. * Indica que existe diferencia
significativa entre el grupo control BO y el grupo control HIP con una p<0.05. h: horas.

En la grafica 4 se muestra que en plasma se presentan cambios en la
concentracion de glutamato semejante al que presenta el BO, a excepciéon de que

en el grupo 1 no se presenta el maximo aumento de su concentracion.

L-Glutamato .p|agma
160.00
¢

140.00 +
120.00 +
100.00 -
€ 8000 -
60.00 -
40.00 -
20.00 -
0.00 -

CONTROL GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

(1 h SE) (2 h SE) (4 h SE)

GRAFICA 4. Respuesta de la concentracion del aminoécido glutamato después del SE en plasma (Media £SEM). =Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; «Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. h: horas.

En la grafica 5 se muestra el efecto del SE sobre la concentracion de la glicina

(neurotransmisor inhibitorio).
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Se observa que la concentraciéon de éste aminocido es mayor en todos los
grupos en HIP aun cuando se presenta una disminucion en la concentracion de
glicina en el grupo 1, y aumenta significativamente en el grupo 3. En BO se
observa que la concentracion de glicina aumenta constantemente. Al igual que en
los aminoacidos aspartato y glutamato (neurotransmisores excitatorios) la glicina

en el grupo 3 presenta su maxima concentracion.

Glicina ® bulbo olfatorio ® hipocampo
1.80 -
s 46
1.60 -
1.40 -
1.20
1.00 - kst

0.80 -

nM /mg de Tejido

0.60 -
0.40
0.20 -

0.00 -

CONTROL GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
{1 h SE) (2 h SE) (4 h SE)

GRAFICA 5. Respuesta de la concentracion del aminoacido glicina después del SE en BO e HIP (Media +SEM). =Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; &Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. * Indica que existe diferencia
significativa entre el grupo control BO y el grupo control HIP con una p<0.05. h: horas.

En la gréfica 6 se observa que los aumentos en la concentracion de glicina en
plasma (grupo 2 y 3) no son estadisticamente significativos con el grupo control

(p<0.05, p<0.01); graficamente se presenta el mismo cambio de concentracién de

glicina en HIP.

[66]



G“Cina .p|asma
154.00 -
153.00 LXK X J
152.00 -
151.00 -
£ 150.00 |
149.00 | .
148.00 -
147.00 -
146.00 -
CONTROL GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
(1 h SE) (2 h SE) (4h SE)

GRAFICA 6. Respuesta de la concentracion del aminoacido glicina después del SE en plasma (Media +SEM). =Indica
gue existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; &Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. h: horas.

En la grafica 7 se muestra la concentracion de GABA (principal neurotransmisor
inhibitorio) en BO e HIP, en ambos tejidos se observa que la concentracion de
GABA aumenta significativamente en funcién del tiempo de SE a diferencia de la
concentracion de los aminodcidos excitatorios y glicina. GABA se encuentra en
mayor concentracibon en BO que en HIP por lo que el aumento de su
concentracion es mayor en los grupos de estudio (control, grupo 1, grupo 2 y

grupo 3).
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GRAFICA 7. Respuesta de la concentracion del aminoacido GABA después del SE en BO e HIP (Media £SEM). =Indica
gue existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 é 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; &Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. * Indica que existe diferencia
significativa entre el grupo control BO y el grupo control HIP con una p<0.05. h: horas.

La arginina es un aminoacido esencial y no tiene funciones como neurotransmisor,
sin embargo su metabolismo genera la formacion de radicales libres relacionados
con el estrés oxidativo (produce 6xido nitrico y citrulina mediante la accion de la
enzima Oxido nitrico sintasa) que genera procesos neurodegenerativos. Se
esperaria experimentalmente que al aumentar la concentracion de arginina
aumentara la concentracion de citrulina, este caso sOlo se presenta en nuestros
resultados en BO, debido a que la concentracion de arginina en BO no tuvo una
disminucién por debajo de la concentracion del grupo control (gréfica 8). En el
caso de HIP y plasma se observa que al disminuir la concentracion de arginina
disminuye la concentracion de citrulina, y después de 4 horas con SE la
concentracion de ambos aminoacidos no llegan a recuperar la concentracion

inicial del grupo control.

En la gréafica ocho se observa que la concentraciéon de arginina en BO (grupo
control) es aproximadamente 80% menor que en HIP, y después de los primeros
60 minutos de SE las concentraciones en ambos tejidos se igualan

aproximadamente.

[68]



L-Arginina ® bulbo olfatorio B hipocampo
1.20 -
*
1.00 -
o
=
‘o0 0.80
it
v
<
@ 0.60 - - s
S
E 0.40 - "
0.20 -
0.00 -
CONTROL GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
{1 h SE) (2 h SE) (4h SE)

GRAFICA 8. Respuesta de la concentracion del aminoacido arginina después del SE en BO e HIP (Media +SEM). ).
=Indica que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; «Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. * Indica que existe diferencia
significativa entre el grupo control BO y el grupo control HIP con una p<0.05. h: horas.

La concentracion de citrulina en condiciones normales es mayor en HIP que en
BO. En BO se observa que la concentracion de citrulina aumenta

considerablemente en funcién del tiempo de SE.
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GRAFICA 9. Respuesta de la concentracion del aminoécido citrulina después del SE en BO e HIP (Media +SEM). ).
=Indica que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; «Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. * Indica que existe diferencia
significativa entre el grupo control BO y el grupo control HIP con una p<0.05. h: horas.
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En la gréfica 9 se observa que en plasma la concentracion de arginina disminuye
significativamente después del SE (al igual que citrulina, grafica 11), sin tendencia

a recuperar la concentracion de arginina en su estado basal (grupo control).
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GRAFICA 10. Respuesta de la concentracion del aminoécido arginina después del SE en plasma (Media £SEM). =Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; «Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. h: horas.
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GRAFICA 11. Respuesta de la concentracién del aminoacido citrulina después del SE en plasma (Media £SEM). *Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica gque existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; &Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. h: horas.

La glutamina es un aminoacido no esencial y es el precursor para la sintesis de
glutamato por desaminacién de la glutamina mediante la enzima glutaminasa.
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En la grafica 9 observamos que en BO e HIP la concentracién de glutamina

aumenta significativamente en funcién del SE, estadisticamente (t de student

p<0.05) la concentracion de glutamina en BO e HIP son iguales en el grupo

control.
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GRAFICA 12. Respuesta de la concentracion del aminoacido glutamina después del SE en BO e HIP (Media +SEM).
=Indica que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; «Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. * Indica que existe diferencia
significativa entre el grupo control BO y el grupo control HIP con una p<0.05. h: horas.
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GRAFICA 13. Respuesta de la concentracién del aminoacido glutamina después del SE plasma (Media +SEM). =Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo en estudio (1, 2 6 3) con el grupo control con una p<0.05; = para una
p<0.01; e Indica que existe diferencia significativa entre el grupo 1y el grupo 2 con una p<0.05; e para una p<0.01; «Indica
que existe diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 3 con una p<0.05; & para una p<0.01; eIndica que existe
diferencia significativa entre el grupo 2 y el grupo 3 con una p<0.05; ¢ para una p<0.01. * Indica que existe diferencia
significativa entre el grupo control BO y el grupo control HIP con una p<0.05. h: horas.
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11. DISCUSION

El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar los cambios que se presentan
en la concentracion de los aminoacidos que participan como neurotransmisores
clasicos, asi como también de los aminoacidos esenciales y no esenciales que
actian como metabolitos para la formacion de éstos, 0 que actdan activamente en
el organismo, y asi poder comparar el efecto que tiene el SE sobre las
concentraciones de los aminoéacidos (o viceversa) a nivel del SNC (HIP, BO) y
SNP (plasma).

En la Hipotesis inicial se plante6 que el cambio en la concentracion de los
aminoacidos con funciébn de neurotransmisores excitatorios e inhibitorios en
hipocampo, también podria ser observados en el bulbo olfatorio debido a que en

personas con epilepsia se presenta un déficit olfatorio.

De acuerdo a la bibliografia consultada se tienen estudios que comprueban que en
modelos de epilepsia, la concentracion de los aminoacidos excitatorios aumenta,
mientras que la concentracion de los aminoacidos inhibitorios disminuye su
concentracion en hipocampo (Ben-Ari, 2010; Velasco, 1986; Fuentes, 1998). Los
resultados muestran que en bulbo olfatorio e hipocampo si se presentan cambios
significativos (ANOVA/Post Hoc Tuckey, p<0.05, p<0.01) en la concentracién de

los 18 aminoé&cidos evaluados en los grupos experimentales con SE (tablas 6 y 7).

En los datos obtenidos se encontr6 que en hipocampo todos los aminoacidos
cuantificados a excepcidbn de GABA vy triptofano se encontraban en mayor
concentracion que en bulbo olfatorio (grupo control); en el bulbo olfatorio los
aminoacidos excitatorios (aspartato y glutamato) presentaron una disminucién en
su concentracion después de las 2 horas con SE, sin embargo no fue menor a la

concentracion del grupo control.

En hipocampo la concentracion de aspartato disminuyé después de los primero 60
minutos con SE por debajo del grupo control significativamente, y el glutamato

aumento constantemente.
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En plasma se presentaron los mismos cambios en las variaciones de
concentracion que en hipocampo de los aminoacidos aspartato y glutamato
(graficas 1, 2, 3,4y 5).

La tendencia de la concentracion de GABA en el bulbo olfatorio es semejante a la
gue se presenta en el hipocampo, el aumento de la concentracion de glicina en
funcion del SE es igual que GABA en bulbo olfatorio; aunque en hipocampo se
presenta una disminucion en la concentracion de glicina después de la primera
hora con SE su concentracibn aumenta después de 4 horas con SE, y en plasma
se presenta las mismas variaciones de concentracion de glicina. . En el caso de
GABA en plasma los resultados mostraron un aumento de su concentracion del
grupo 2 y 3 (grupo 1 no determinado), sin embargo al ser datos Unicos en cada
grupo no pueden considerarse como un resultado representativo que considere el

comportamiento real de la concentracién GABA al status epiléptico.

Los resultados anteriores muestran que no so6lo se presenta un aumento en la
concentracion de los aminoacidos excitatorios, sino que también aumenta la

concentracion de glicina y GABA después de 4 horas con SE.

Al comparar estadisticamente igualdad de concentraciones de los aminoacidos
excitatorios e inhibitorios en bulbo olfatorio e hipocampo por medio de un analisis
estadistico t de student con un nivel de confianza del 95% encontramos que la
concentracion del glutamato después de 1 hora con SE es igual en hip y bo. Esto
es significativo ya que al ser el hipocampo nuestra referencia en cuanto al
comportamiento de los neurotransmisores clasicos, se encontrd que en el bulbo
olfatorio el cambio de concentracion del glutamato fue mayor después de la 1 hora
con SE que en hipocampo y no se encuentran reportes en la literatura de que en
bulbo olfatorio se presenten cambios en la concentracion de glutamato, aspartato,
glicina o GABA.

Se presentaron cambios en la concentracion en los aminoacidos esenciales en
bulbo olfatorio, hipocampo y plasma, el mas representativo es la arginina debido a

gue su metabolismo por accién de la enzima 6xido nitrico sintasa se produce
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citrulina y Oxido nitrico, la acumulacién de o6xido nitrico produce formacion de
radicales libres que generan estrés oxidativo y éste proceso se encuentra
hipotéticamente relacionado con patologias neurodegenerativas debido a que se
presenta un desequilibrio entre la formacién de radicales libres y los procesos
antioxidantes, provocando dafio celular por alteracion de la permeabilidad de
membrana, por lo al ser la ELT una enfermedad neurodegenerativa estos
procesos metabodlicos se pueden ver involucrados. En hipocampo y plasma la
concentracion de arginina y citrulina disminuyd significativamente en los grupos
con SE y no recuperé la concentracion inicial en estado basal, mientras que en
bulbo olfatorio la concentracion de ambos aminoacidos en los grupos
experimentales aumentd significativamente, de acuerdo a estos resultados se
podria intuir que en bulbo olfatorio se presentan procesos de estrés oxidativo que
podrian alterar el sistema olfatorio en las personas con epilepsia, pero al no medir
indirectamente la formacion de 6xido nitrico mediante la cuantificacion de nitritos y
nitratos no podemos decir que nuestros datos sean concluyentes y demuestren

gue se deban a un proceso de stress oxidativo.

Los aminoacidos aromaticos esenciales fenilalanina, triptéfano e histidina se
asocian a errores congénitos en el metabolismo que producen retraso mental y
producen aminas neuroactivas, al enfocarnos en el grupo 3 con 4 horas con SE
observamos que la concentracion de estos aminoacidos en hipocampo presentan
una disminuciébn y en plasma aumentan su concentracion (aungue no es
significativo) en comparacién con su estado basal, mientras que en bulbo olfatorio

la concentracion de éstos aminoécidos aumenta significativamente.

El proceso metabdlico involucrado en la formacion de precursores para la sintesis
de glutamato y aspartato es el Ciclo de Krebs, del cual se desprende el a-
cetoglutarato (precursor del glutamato por accion de la enzima glutamato
deshidrogenasa) y oxalacetato (precursor del aspartato por accion de la enzima
transaminasa) y estos procesos se llevan a cabo en cualquier célula del

organismos.
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Esta via de sintesis para los principales neurotransmisores excitatorios no es la
Unica, ya que también se encuentran como precursores los amino&cidos glutamina
(accion de la enzima glutaminasa) y asparagina (por accion de la enzima
asparaginasa), para la formacion de glutamato y aspartato. La glutamina en bulbo
olfatorio e hipocampo aumenté significativamente conforme aumentaba el tiempo
con SE, mientras que la asparagina en bulbo olfatorio siguié este comportamiento,
en hipocampo el aumento no fue significativo (p<0.05, p<0.01). En plasma la
glutamina aumento su concentracion pero la asparagina se mantuvo por debajo de

la concentracion del grupo control.

El aminoacido glutamato es el precursor para la sintesis de la mayoria de los
aminoacidos y es el Unico precursor para la sintesis de GABA a partir de la
descarboxilacion de glutamato mediada por la enzima GAD en las terminaciones
presinapticas, nuestros resultados muestran que tanto en hipocampo como en
bulbo olfatorio la concentracion de GABA aumentaba significativamente con
respecto a la concentracion de glutamato, y el mayor aumento de GABA se
presentdé en bulbo olfatorio, el cual desde el grupo control presentd una mayor

concentracion.

La tirosina es precursor para la sintesis de 3 neurotransmisores dopamina,
noradrenalina y adrenalina (en cada paso de la sintesis se emplea una enzima
distinta) y este aminoacido solo presenté un aumento en su concentracion en

bulbo olfatorio.

12. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que existen cambios significativos (P<0.05,
P<0.01) en las concentraciones de los neurotransmisores excitatorios aspartato y
glutamato, e inhibitorios como GABA y glicina durante el status epiléptico en el

hipocampo y en el bulbo olfatorio principalmente.
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Los cambios sensoriales como las auras olfativas que se presentan en personas
con epilepsia se pueden relacionar a las altas concentraciones de los aminoacidos
glutamato y aspartato, asi como también de GABA, gque se presentan durante el
status epiléptico, sin embargo para obtener resultados concluyentes se tendria
que realizar un modelo de epilepsia donde las crisis epilépticas sean

espontaneamente recurrentes y la actividad olfatoria sea evaluada.

Se obtuvo experimentalmente en el perfil de liberacion de los 18 aminoacidos
evaluados después de 4 horas con SE que no solo existe un aumento de la
concentracion aminoacidos excitatorios, sino que también aumentan las

concentraciones de los aminoacidos inhibitorios en hipocampo y bulbo olfatorio.

Una disfuncién de los sistemas involucrados en la neurotransmision (GABAérgico
o Glutamatérgico) se encuentran implicados en la generacién de la epilepsia y de

las crisis epilépticas.

El aumento en la concentracion del Glutamato y/o disminucion de GABA en la
sinapsis, al igual que un aumento de la concentracion de aminoacidos precursores
de neurotransmisores puede estar asociado con la generacion patologica de la

epilepsia.

En bulbo olfatorio, hipocampo y plasma se presentan cambios en la concentracion
de los aminoacidos esenciales y no esenciales, siendo mas parecidos estos

cambios en hipocampo y plasma.
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14. APENDICE

Definicién del Estado epiléptico (GlaxoSmithKline, 2005).

Se define Estado Epiléptico:

e Una crisis epiléptica con duracién > de 10 minutos.
Méas de 1 crisis epiléptica en un periodo < de 10 minutos sin
recuperacion entre el periodo intercrisis.

¢ Existen criterios de estado epiléptico? :— @

(A. Iniciar medidas de apoyo cardiorrespiratorio y general:

v
v
v
v
v

Tener via aérea permeable.
Monitorizacién electrocardiografica y de signos vitales.

Permeabilizar 2 vias venosas con soluciones glucosiladas.

Tomar muestras sanguineas.

En caso de antecedentes de recibir farmacos antiepilépticos,

determinar niveles séricos.

B. En caso de Estado Epiléptico convulsivo Generalizado, iniciar
v Aplicar Diazepam 10 mg .V en bolo de infusién continua a dosis

v' Simultdneamente Fenitonia a 18-20 mg/k 1.V a 50 mg/min sin

tratamiento:
de 0.1 a 0.5 mg/K/h.

exceder dosis total de 500mg en solucion fisiolégica

~\
o Descartar otras patologias

e Evaluacion del neurélogo o neuropediatra
para descartar:

» Estado Epiléptico Parcial motor.

» Estado Epiléptico parcial no motor.

J

—

¢ Existe control del estado epiléptico? .

Su seguimiento

> Establecer tratamiento de mantenimiento.
» Enviar a Neurologia o Neuropediatria para

Dar 2da. Dosis de Fenitonia a 18-20
mg/k/h con intervalo de 30 minutos

: ¢ Existe control del estado epiléptico? .

Sl
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|

e Bajo asistencia ventilatoria aplicar anestesia general
con propofol 1 a 3 mg/k en infusion durante 5 minutos.

e Ademas infusién continua de 2 a 10 mg/K/h.

e Trasladar a una unidad de Cuidados intensivos.
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