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RESUMEN.

Se ha definido al kindling como un incremento en la susceptibilidad a las convulsiones inducidas
por estimulacion eléctrica subumbral repetida. Este fenomeno se ha descrito tanto para el ratén
como para la rata. También se ha descrito el modelo de kindling con PTZ (pentilentetrazol) el
cual se desarrolla en la rata como en el raton.

En el presente trabajo se planteo que tanto la estimulacion con PTZ como eléctrica inducen
modificaciones en ¢l receptor a benzodiazepinas de manera particular para cada modelo.

Se encontrd que la mejor dosis subconvulsiva es la27 mg/Kg. ya que ro mostraba ninglin
evento conductual, con esta dosis se probo el modelo vy se encontré que el kindling con PTZ
induce modificaciones importantes tanto en Bmax como en Kd, también que se presentan cierto
grupo de animales que no desarrollan ninguna convulsién y mostré muy poco cambio en cuanto
a su afinidad respecto al control, por otra parte el grupo de diez dias mostré cambios
significativos respecto al control.

En el analisis del kindling eléctrico, se observo que los cambios en las constantes analizadas se
incrementa conforme avanza el numero de estimulos vy el mayor cambio se da tanto en el
kindling crdnico coma en el agudo.

En conclusidén ambos modelos inducen selectivamente cambios en los receptores a
benzodiazepinas dependiendo del nivel de estimulo, esto es si la estimulacion es eléctrica el
cambio se dard de una manera y si es quimico de otra.



INTRODUCCION

La base fundamental del funcionamiento del sistema nervioso esta determinada por
la comunicacidn que se establece entre las células que lo forman. Esto ha sido el
resultado de los procesos evolutivos que han conferido a las neuronas la posibilidad

de comunicarse entre eilas y con otras células del organismo. (Agranoff 1967).

En el sistema nervioso central (SNC) existe una gran complejidad de funciones en
comparacién con los otros tejidos. Las neuronas establecen redes tridimensionales de
contactos muitiples que se relacionan con los eventos fisiologicos de corto, mediano
y largo plazo. Para llegar a comprender estos procesos es necesario conocer como se
comunican las neuronas, y cuales son los fendmenos quimicos y aspectos

morfoldgicos relacionados con dicha comunicacién. (Eccles, 1964).

Sinapsis.

La teoria de la "docirina neuronal" fue establecida por Santiago Ramén y Cajal
(1911), y provee las bases para el entendimiento de un arreglo neuronal esto es
células individuales mas que sinsicial del tejido neural. La neurona es una célula
altamente especializada, que est constituida por un soma o cuerpo neuronal con una
serie de proyecciones que se ramifican y establecen contacto con otras células. Las
prolongaciones neuronales que son los axénes y las dendritas. Est4 nomenclatura

depende de la direccion en que se transmite la sefial y tiene una estrecha correlacion



morfolbgica a saber, las dendritas son especializaciones que reciben las sefiales, en

tanto que los axones forman la via de salida de informacidn de las neuronas.

El axén de una neurona puede establecer contactos sindpticos con e] axén, soma o
dendritas de otras neuronas (Kandel, 1977). Est4 interaccion se lleva a cabo a través
de la sinapsis, que esta constituida por una serie de especializaciones estructurales de
la terminal axénica y de la membrana de la célula adyacente con la que hace

contacto.

La estructura de estos puntos de contacto tanto en el sistema nervioso periférico
cdmo central, fue visualizada con el advenimiento del microscopio electrénico de
transmision. Con estd nueva tecnologia se describié la interaccién entre las células
nerviosas, y se observé una hendidura siniptica, las vesiculas sinapticas claras, el
material electrodenso cercano a la membrana pre y postsindptica vy a las
mitocondrias (Palade y Palay,1954; Palay, 1956 y 1958). La porcién correspondiente
al axon se considera presindptica ¢ informadora, mientras que la parte que recibe la

informacién se denomina membrana postsinaptica o receptora.

Las sinapsis se clasifican como quimicas o eléctricas dependiendo del tipo de
mecanismo que se utilice para la transferencia de sefiales por lo que la estructura de
estas dos clases de sinapsis es diferente. En las sinapsis eléctricas las sefiales que
viajan a través de la membrana presindptica pasan directamente a la membrana
receptora por conduccidn. En esta sinapsis la distancia entre ambas membranas es de

2 a5 nm. En el caso de las sinapsis quimicas, se requiere una serie de traducciones



de la informacién a diferentes "lenguajes": una sefial eléctrica en la membrana
presindptica es traducida a una sefial quimica, que una vez liberada al espacio
sinéptico, se une con receptores quimicos especificos en la membrana postsinaptica
donde se genera nuevamente una sefial eléctrica (Palay, 1958; Gray, 1959). La
capacidad de las sinapsis quimicas para liberar un mensajero quimico o transmisor y
la presencia de receptores en la membrana postsinaptica proveen de un mecanismo
para la transmision unidireccional de la informacidn en los diferentes circuitos

neuronales. (Agranoff, 1967; Eccles, 1964; Papas y Waxman, 1972).

En la region presinéptica se encuentran todos los elementos para la transferencia de
sefiales eléctricas o de mensajes quimicos. Esta region constituye el botdn sinaptico,
que contiene: mitocondrias, vesiculas sinapticas y un engrosamiento de la membrana
celular que se restringe a la zona de contacto con la membrana postsinaptica, la cual
también se encuentra engrosada. En estds sinapsis, las membranas pre y
postsindptica estan separadas por una distancia aproximada de 30 nm (Eccles, 1964;

Kandel, 1977).



TRANSMISION SINAPTICA.

El origen de la teoria quimica de la transmisién nerviosa se remonta a 1848 cuando
Du Bois Raymond postuld que una sustancia excitadora podria ser la causante de la
contraccion muscular. Posteriormente en 1904, T.R.Elliot descubrié que la
adrenalina mimetizaba la accion de los nervios simpéaticos; ademéas estd sustancia
podia ser secretada por las terminales nerviosas de los nervios simpéticos y actuar
cdmo una sustancia excitadora en la glandula adrenal. Poco después, Otio Loewi
demostré que al perfundir un corazén de rana y estimnlar el nervio vago
eléctricamente, el latido del corazén disminuia o se detenia y que el liquido que
bafiaba a esté érgano, inducia una inhibicidn del latido de otro corazén sin estimular

el nervio vago.

Con estas observaciones se concluyd que en dicha preparacién el estimulo nervioso
inducia la liberacién de una sustancia inhibitoria. Sin embargo, no fue sino hasta los
experimentos de Dale en 1924, cuando se dio el paso decisivo para que la teoria
quimica de la fransmisidén nerviosa se aceptara. Estos experimentos mostraron que
cada vez que se estimulaba el nervio vago se inducia fa liberacién de una sustancia
quimica llamada acetilcolina. De estd manera surgid la teoria de la transmision

nerviosa mediada por sustancias quimicas. ( Kandel, 1978).

Actualmente se considera que la corriente eléctrica viaja a través del axén y alcanza
la terminal sindptica desencadenando una serie de modificaciones quimicas

especificas que conducen a la transferencia de estd informacién por medio de una



sustancia guimica, la cual atraviesa el espacio intersiniptico e interacciona con la

membrana postsinaptica. (Kandel, 1978).

Esta serie de eventos suceden de la siguiente manera: Previamente a la llegada del
estimulo eléctrico a la terminal nerviosa, la membrana sindptica posee un potencial
de reposo originado por la distribucion selectiva de los iones K, Na*. En el reposo,
el K™ se encuentra muy concentrado en el interior de la célula, mientras que el Na™

esta mas concentrado en el exterior.

Una vez que ha llegado el estimulo a la terminal ocurre un cambio en la polaridad
de lIa membrana, que se debe a la modificacion de su permeabilidad de los canales de
Na“, el ion Na' se acumula en el interior de la célula; esto trae cémo consecuencia la
apertura de los canales de K"y la consecuente salida de esté ion, lo que produce una
recuperacion del potencial. El cambio transitorio del potencial activa los canales de
Ca*™ sensibles a voltaje lo cual permite la entrada de estos iones a través de la

membrana presinaptica.

Ya en el interior de la terminal sindptica, los iones Ca™ son los responsables de
disparar los mecanismos de liberacion del transmisor quimico, ya sea directamente
desde pozas citoplasmaticas cémo ocurre con pozas de GABA v de 4cido glutdmico
0 a través de la exocitosis de vesiculas sindpticas que se encuentran en la terminal.
Una vez que la estimulacién ha cesado, la polaridad de la membrana se restablece,
los canales de Ca™ sensibles a voltaje se cierran y el transmisor deja de ser liberado

(Kandel, 1978; Llinas, 1976). Después de liberado e] transmisor, esté atraviesa el



espacio sinaptico e interacciona con un receptor membranal postsinaptico, lo que
origina una alteracién en la permeabilidad idénica de estd membrana, o bien la

generacion de un segundo mensajero (Neher, 1988; Strange,1987)

La terminal sindptica cuenta con la maquinaria bioquimica necesaria para la sintesis
y manejo del transmisor y ademas de que regula la remocion del transmisor una vez
que esté es liberado y ha dejado de actuar (Kandel 1978 McBurney 1987, Parnas vy

Segal 1989).

NEUROTRANSMISORES.

Se han postulado al menos 30 sustancias diferentes como posibles moduladores o
transmisores en el SNC; algunas son de bajo peso molecular, cdmo los aminodcidos
GABA, glicina, el 4cido aspartico, el 4cido glutdmico, y taurina; y otras que son de
alto peso molecular cémo las aminas dopamina, norepinefrina, epinefrina, serotonina
y otras moléculas como la acetilcolina.

También se han postulado como mensajeros quimicos algunos péptidos cémo la
sustancia P, las encefalinas, la neurotensina y la somatostatina que podrian ademas

participar en la regulacion de la liberacion de otros transmisores (Leonard 1984).



CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE NEUROTRANSMISORES.

Desde el descubrimiento de la acetilcolina, se ha intentado adjudicar parametros
para el estudio de los mediadores quimicos involucrados en la comunicacion
neuronal. No fue sino hasta 1966 que R. Werman formalizé los criterios para la
identificacién de sustancias neuroactivas en el sistema nervioso. Actualmente se

aceptan cinco criterios bésicos, Jos cuales se mencionan a continuacion.

A) Presencia de un compuesto.

El candidato a transmisor debe estar presente en la neurona que lo libera y necesita
encontrarse potencialmente accesible para su utilizacion. A partir del concepto de
compartamentalizacion del metabolismo, se ha sugerido la coexistencia de varias
pozas de un mismo metabolito, cada una de estas pozas puede contar con precursores
especificos y enzimas caracteristicas para la sintesis del metabolito.

Mediante el concepto de compartamentalizacion se ha podido explicar la presencia
de aminodcidos con papel de mediadores en la transmision, que pueden localizarse
en una poza especifica accesible para la liberacién, e independiente de la poza

relacionada con el metabolismo intermedio (Cooper y Bloom 1974).



B) Presencia de enzimas para la sintesis del neurotrasmisor.

La neurona que utiliza cierto neurotrasnmisor, debe contar con la maquinaria
enzimética que lo sintetiza. En cuanto a la ubicacion celular de dichas enzimas se
han postulado 2 opciones. Por una parte, se ha sugerido que es necesario la
localizacién sinaptica de las enzimas de sintesis del transmisor. Por otro lado, se
piensa que sélo seria necesario contar con una poza metabdlica sinaptica del
transmisor que esté accesible para la liberacidn, independientemente de que la
sintesis del mediador se realice en el botdn sinaptico o de que éste sea transportado

desde el sitio de sintesis en el soma neuronal a través del axoplasma.

C) Liberacién del transmisor.

Durante la estimulacion de la terminal sinaptica, la sustancia postulada cdémo
transmisor, debers ser detectada en el fluido extracelular de la regién de la sinapsis
activada En la actualidad, se énfatiza que los procesos de secrecién y liberacion de
compuestos en muchos tipos de tejidos glandulares y terminales nerviosas requieren
de Ca™ en el medio externo o de Ca™ en compartimentos intracelulares {Sandoval

1980).

Esta dependencia al Ca™, es un evento crucial en el acoplamiento
estimulo-secrecién que se ha desarrollado cémo una analogia del fendmeno de
acoplamiento estimulo-contraccién en el tejido muscular dependiente de calcio, el

cual requiere de Ca™ .(Douglas, 1968 Penner, 1988).



D) Inactivacién del compuesto.

Debe existir un sistema efectivo y répido para eliminar o inactivar el transmisor
liberado, una vez que ha efectuado su accién sindptica. Se ha demostrado que
ademis de los mecanismos enziméticos, existen sistemas de recaptura de alta
afinidad para las sustancias neuroactivas presentes en el liquido extracelular. Estos

sistemas se han descrito tanto en neuronas como en células gliales. (Hamberger 1976

E) Identidad de la accidn fisioldgica.

El compuesto propuesto adicionado de manera exégena deberd inducir en la célula
postsinaptica el mismo efecto que el producido por el transmisor natural que es
liberado por ia terminal presindptica en la célula. Es decir, deberd modificar Ja
conductancia ionica de la membrana de manera similar y a través de los mismos

mecanismos que el transmisor enddgeno.

De est4 manera, el criterio de identidad se relaciona con la presencia de receptores
postsindpticos que se han estudiado actualmente desde el punto de vista fisioldgico y

farmacoldgico. (Lindstrom,1978; Bennet, 1978).

El termino de receptor fue propuesto por Lagley en 1878, quien sugirié que la
picotina v el curare deberian combinarse con constituyentes de las células

musculares. Estos constituyentes desconocidos fueron llamados “sustancias



receptivas”, Por lo tanto en ocasiones se utiliza para designar la totalidad de eventos
en donde el reconocimiento de un neurotransmisor altera la funcién celular; y
también se refiere a las proteinas membranales especificas que reconocen y unen a

los neurotransmisores. (Snyder, 1984).

Se han realizado diferentes estudios para entender el funcionamiento de los sitios de
recepeion de los diferentes neurotransmisores; asi como de las diferentes moléculas
denominadas ligandos tanto agonistas cémo antagonistas, que se unen al receptor.
Como resultado de estos estudios, se ha propuesto que debe existir un receptor
altamente especifico para cada ligando, y han sido descritos al menos dos tipos de
receptores: uno que se encuentra predominantemente en la membrana celular, y otro

que se encuentra en el citosol o en la membrana nuclear .(Dietel, 1987).

Los receptores membranales son glico-proteinas anfipéaticas, que se encuentran

insertadas en la bicapa de fosfolipidos de la membrana celular. Estos receptores

consisten de 3 dominios o subestructuras:

1) Un dominio extracelular hidrofilico capaz de unir especificamente a su ligando.

2) Un dominio transmembranal lipofilico que transmite la sefial a través de la

membrana.

3) Un dominio intracelular con actividad enzimatica.

10



Después de la unidn del ligando al receptor, se inician dos procesos diferentes:

a) La traduccién inmediata de la sefial por medio de un sistema de efectores

intracelulares, cémo pudiera ser la apertura de un canal.

b) El procesamiento de la sefial por medio de la produccion de un segundo
mensajero. Los receptores identificados hasta la fecha se han dividido en dos grandes

familias de acuerdo a cémo el receptor estd acoplado a su funcidn.

En una de las familias, el receptor regula directamente la actividad de apertura de un
canal i6nico mediante los diferentes dominios de la macromolécula proteica. A esta
familia pertenecen el receptor nicotinico de la acetilcoling, el de
GABA-benzodiazepina, el de glicina, el de AMPA (kainato-quisqualato) y el
NMDA (N-metil-D-aspartato).

En la otra familia, los receptores estdn acoplados a canales de manera indirecta, en
estd familia se considera a los receptores adrenérgicos o y P, los de serotonina, los
de dopamina y muscarinicos de acetilcolina, asi como los de neuropéptidos y de
rodopsina. En cada uno de los miembros de estd familia, la molécula receptora esta
acoplada a proteinas G, de cuya accién depende la activacidn de diferentes proteinas
efectoras. Tipicamente el efector es una enzima que produce un segundo mensajero;
por ejemplo, el monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), el diacilglicerol, o bien el
inositol trifosfato.

Los segundos mensajeros disparan una cascada bioquimica que involucra una serie

de fosforilaciones; o bien la movilizacion de idnes Ca++ desde almacenes

11



intracelulares, 1o que origina que se lleven acabo cambios en el estado eléctrico de la

célula y por lo tanto modificaciones en la transferencia de sefiales. (Kandel, 1991)

Técnicas para el estudio de receptores.

La metodologia utilizada por primera vez para el estudio de la unién del ligando al
receptor fue el marcaje de la molécula alfa-bingaro toxina con 2vodo; ests
molécula se une irreversiblemente al receptor para acetilcolina del drgano eléctrico
del pez Torpedo californica.

En el 6rgano eléctrico de esté pez, el 20% de la proteina total son moléculas del
receptor de acetilcolina ; sin embargo, se ha calculado que en el SNC de mamiferos

este receptor no comprende mas de una millonésima del peso total de la proteina.

Actualmente una de las técnicas utilizadas en el estudio de los receptores es la
autoradiografia, l1a cual permite localizar las zonas de mayor densidad de receptores
e inferir la distribucién de la terminales sinapticas, mediante trazadores radiactivos

de alta actividad y de gran especificidad. (Herkenham,1987)

Otra de las técnicas utilizadas para el estudio de receptores es la secuenciacion de los
genes que la codifican; asi como la expresion de la proteina o receptor en una célula
que no tiene esté tipo de receptores, como es el huevo no fecundado de la rana
(Xenopus laevis). En esté modelo se pueden determinar los eventos
electrofisiologicos que se desencadenan después de 1a union de ligandos especificos

a los diferentes receptores. (Neher, 1988)



Sin embargo, la técnica mas utilizada debido a su gran versatilidad, es la formacién
del complejo ligando-receptor, que consiste en el empleo de marcadores radiactivos
y filtracién répida, que aunado a lavados con el amortiguador adecuado, posibilita la
remocion del exceso del marcador de sitios no especificos, lo cual permite que la

unidén del ligando a su receptor se mantenga inalterada. (Snyder, 1984)

Las técnicas antes mencionadas han permitido estudiar las modificaciones de los
receptores que estdn asociadas a diversas enfermedades, cdmo la epilepsia, ya que
permiten cuantificar el niimero de receptores, asi como los cambios en su afinidad

por el ligando.

Los eventos analizados con estds técnicas se han podido determinar debido a que los
receptores pueden ser regulados en respuesta a la exposicién prolongada de una
célula a un ligando especifico, lo cual provoca una disminucién en el numero de
receptores; o bien, la ausencia del ligando induce un aumento en ¢l numero de
receptores. La afinidad también estd sujeta a estos cambios pero en funcion inversa,
ya que por lo general si aumenta el nimero de receptores disminuye la afinidad y

viceversa. (Maharaj, 1992).
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EPILEPSIA.

La epilepsia ha sido uno de los grandes problemas de la humanidad, tanto por su alta
prevalencia e incidencia, como por sus consecuencias meédicas y sociales.
Etimologicamente, la palabra epilepsia se deriva del griego epilambanein, que
significa ser sobrecogido bruscamente. Actualmente la epilepsia se ha definido cdmo
una afeccidn crdnica de etiologia diversa caracterizada por crisis recurrentes que son
debidas a una descarga excesiva de las neuronas cerebrales (crisis epilépticas), y que
se asocian eventualmente con diversas manifes;aciones clinicas.(Rubio, 1989)

Se ha observado que en el foco epiléptico que genera la epilepsia, el nimero de
algunos receptores disminuye probablemente como resultado de un aumento en la
liberacién del transmisor al que unen, en cambio en otros sistemas de transmision se
incrementa (Maharaj 1992).

Debido a que la epilepsia presenta una etiologia muy diversa es que se ha estudiado
desde diferentes puntos de vista, con el fin de valorar su posible origen y prevencién,
y para poder comprender el desarrollo de estd enfermedad se han desarrollado

diferentes modelos experimentales

Modelos Animales de Epilepsia y Crisis Experimentales.

Los modelos animales de epilepsia son necesarios para la investigacion de nuevos
farmacos antiepilépticos. Estos modelos permiten el descubrimiento de las
disfunciones neuronales basicas que se encuentran en la epilepsia humana.

Los modelos de crisis experimentales en animales se han considerado como modelos

véalidos para ciertos tipos de epilepsia, cuando las drogas antiepilépticas que son
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efectivas en los modelos animales también Jo son en las epilepsias humanas para
prevenir las crisis convulsivas. Esto ultimo facilita la sintesis de nuevas drogas

antiepilépticas.

Para desarrollar un modelo experimental de epilepsia, generalmente se eligen
mamiferos que presentan manifestaciones eléctricas y conductuales similares a las

que ocurren en la epilepsia humana.

Dado que la conducta animal y la humana tienen considerables diferencias, muchas
veces no es posible evaluar satisfactoriamente las manifestaciones conductuales en
los modelos experimentales de epilepsia, sobre todo si hay ausencia de actividad
motora. En estos casos, el criterio principal estd dado por la identificacion de las

manifestaciones eléctricas del sistema nervioso.

Para que un modelo experimental se considere como modelo de epilepsia se requiere
que las alteraciones paroxisticas {0 de méxima intensidad) sean “espontineamente"
recurrentes. En la actualidad, los modelos de epilepsia més estudiados son: el
provocado por la estimulacion eléctrica repetitiva y subumbral (Kindling) v los
inducidos por la aplicacién de crema de alimina o polvo de cobalto en la corteza
cerebral asi como también el Kindling quimico con pentilentetrazol (PTZ).(Fisher,
1991). También, existe una gran variedad de modelos experimentales en los que es
posible inducir, en forma aguda, un nimero variable de crisis convulsivas

apreciables conductuales y/o electrofisioldgicas. .(Solis,1989)
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Varlas especies de animales exhiben epilepsias reflejas las cuales se dan al
presentarse algin estimulo ambiental, por ejemplo luz o sonido a cierta frecuencia;
en el simio Papio Papio, al ser estimulado con luz, pueden ser provocadas crisis
mioclénicas. También en algunas especies de ratones y ratas se pueden desarrollar

crisis convulsivas por estimulaciones auditivas. (Killan, 1966)

Por otra parte se ha observado que algunos estimulos ambientales pueden generar
convulsiones ténico-clénicas y la aparicidn de mioclonias; ademas se han observado

crisis febriles en distintos animales. (Solis, 1986)

Los modelos se pueden clasificar considerando tres criterios principales (en Martinez
de Mufios 1987):

a) Por el procedimiento de induccidn.

b) Por los mecanismos neuronales implicados en su produccion.

C) Por las manifestaciones conductuales.

1. Los modelos experimentales pueden clasificarse cémo inducidas por agentes
fisicos o quimicos. En la primera categoria, los agentes fisicos pueden afectar
receptores sensoriales (c6mo en la epilepsia refleja), o afectar directamente éreas
encefilicas (como en el electrochoque). A su vez, la categoria de los modelos

inducidos por agentes quimicos incluye:

a) los provocados por la aplicacion topica de penicilina o crema de alimina,
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b) por la administracion intraventricular de potasio o ouabaina,

¢)la aplicacion intracisternal de rojo de rutenio,

d) la aplicacion sistémica de PTZ o bicuculina,

e) los inducidos por supresién de barbittiricos, o bien por carencia metabolica de

otros como la piridoxina o el calcio.

2. Al considerar el tipo de mecanismos implicados en la produccién de las crisis, los
modelos generalmente se clasifican en los que son provocados por interferencia o
incremento en la funcién de sinapsis inhibitorias o excitatorias especificas
(bicuculina, estricnina, etc.). Otros mecanismos de produccidn de las crisis pueden
alterar el metabolismo neuronal (hidrazonas del fosfato de piridoxal, alilglicina, etc.)

o bien las que destruyen a las neuronas inhibitorias (crema de alimina, etc.).

(Fisher, 1991} .

3. Finalmente, pueden identificarse los modelos sin manifestaciones motoras o con
ellas. En el primer caso, la validez del modelo estd dada por la caracterizacidn
electroencefalografica de la crisis, mientras que en el segundo, las manifestaciones
pueden incluir crisis paroxisticas de actividad motora, como carrera compulsiva,
actividad tonica, actividad clénica o combinaciones de éstas .(Brailowsky,1988).
También debe considerarse si las manifestaciones motoras son focalizadas,
generalizadas o inicialmente localizadas y secundariamente generalizadas; asi

mismo, si se presentan de una manera cronica o aguda.
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En la actualidad, el estudio controlado y sistematizado de los modelos ha tenido tres

aplicaciones fundamentales:

a) En el ensayo de compuestos anticonvulsivantes que pudieran tener una aplicacion

efectiva en la terapéutica de la epilepsia en humanos.

a} En el estudio de los mecanismos neuronales basicos implicados en la generacion

y autosupresion de las crisis epilépticas, sean o no convulsivantes.

c) En el estudio de los mecanismos neuronales que en condiciones normales se

relacionan con la regulacién de la excitabilidad en el SNC y de la actividad motora.

A pesar de los diversos mecanismos de induccién o precipitacién de las crisis y de la
variedad de manifestaciones eléctricas y clinicas, debe haber factores comunes
implicados en los mecanismos basicos en la generacion de todas las crisis. Se ha
propuesto al sistema GABAérgico cémo uno de los posibles controles de la
epilepsia, en vista de que antagonistas del GABA son capaces de provocar crisis
convulsivas que pueden ser controladas por muchos de los farmacos

anticonvulsivantes.

Uno de los modelos experimentales que inducen convulsiones es el modelo del
Kindling (denominado c6mo encendimiento), que usualmente es considerado por sus
caracteristicas farmacolégicas, cdmo un modelo de epilepsia de “grand mal” o de

crisis generalizadas. No obstante que el descubrimiento del Kindling se describio
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hace mas de 20 afios, se desconocen las modificaciones a nivel de neurotransmisidn

quimica que ocurren en su desatrollo y establecimiento.

Con el modelo de Kindling se han observado diferentes alteraciones en distintos
sistemas de neurotransmision, como modificaciones en el sistema de transmision
noradrenérgico, serotoninérgico, GABAérgico, o glutamatérgico; sin embargo no se
ha determinado con exactitud los cambios en estos sistemas. (Biziere y. Chambon,

1987; Gloor,1988; Marescaux et al, 1984). -
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PARTICIPACION DEL GABA EN LA EPILEPSIA

Algunos sistemas de neurotransmisores han sido implicados en los mecanismos que
regulan la aparicion del Kindling. La evidencia més clara sugiere cambios en los
niveles de neurotransmisores, modificacién de la sintesis de los mismos, asi como
alteraciones en la tasa de respuesta a la estimulacién repetida durante el Kindling . (

Kamphuis, F. H Lépez 1990).

El 4cido gama-aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibitorio mas importante
en el SNC de mamiferos, tanto por el numero de sinapsis, como por su relevancia
funcional. El GABA es sintetizado a partir de su precursor, que es el 4cido glutdmico,
por la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) en las neuronas GABAérgicas. Una vez
que las neuronas GABAérgicas han sido estimuladas, el GABA es liberado del boton
sinaptico hacia la superficie de la membrana postsinaptica y es ahi donde interactia con

los receptores gabaérgicos.

Se han descrito hasta la fecha tres tipos de receptores, los cuales han sido denominados
como receptores GABAa, GABAb y GABAc. Estos receptores, ademds se han
caracterizado farmacolégicamente por su afinidad con diferentes agonistas y
antagonistas, y por los sistemas efectores a los cuales estdn acoplados . Desde el punto

de vista fisioldgico y farmacolégico, el receptor GABAa es €l mas importante, ya que
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presenta diferentes sitios alostéricos que son capaces de modular su actividad. (Haefely,

1990).

Por otra parte, se ha descrito que el receptor de GABAa esta formado por un complejo
glicoprotéico heterooligomeérico, el cual actiia como un canal iénico para el Cl- | el sitio
de recepcidn para el propio GABAa ademds del sitio de wnidn para las

benzodiazepinas (BZ).

La distribucién de los receptores a GABAa se ha determinado por autoradiografia con
flunitrazepam [3H] y clonazepam [3H], ambos ligandos marcados en la posicién 7;
estos ligandos se unen irreversiblemente con el receptor de BZ bajo luz U.V. (Richards
¥ Mohler, 1984). Con esta técnica , se ha descrito que la distribucién del receptor de
GABAa se encuentra de la siguiente manera: corteza cerebral (frontal, prefrontal ) >
corteza cerebelar >amigdala >hipocampo >hipotdlamo >nticleo acumbens > putamen >
globus pallidoﬁs > substancia nigra >tegmentum > médula oblongada y cuerpo calloso.

(Richards, 1984).

Los receptores GABAD, tinicamente han sido descritos en el sistema nervioso central y
periférico de mamiferos; se han caracterizado farmacolégicamente por su capacidad de
unién con baclofen(-) son insensibles a la bicuculina, a las BZ y a los barbitiiricos.

(Hill, 1981)
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Se ha postulado que el receptor de GABAbD puede regular Ia actividad de los canales de
Ca™ y K7; por otra parte, se ha propuesto que ademds puede regular la actividad de
adenilato ciclasa a través de la interaccién de protetnas G. También se ha descrito que
en tanto que los receptores GABAa son predominantemente postsinapticos, los

receptores GABAD pueden ser pre o postsinapticos. (Andrade, 1986).

Se ha sugerido Ja posible existencia de una tercera clase de receptores de GABA que se
ha encontrado en membranas de hipocampo. Este tipo de receptor denominado

GABALC, es insensible tanto al baclofen como a la bicuculina. (Stephenson, 1988).

Por medio de técnicas de biologia molecular, ha sido posible deducir la secuencia de
aminodcidos de los polipéptidos que forman subunidades de los receptores

GABAérgicos.

Mediante esta técnica ha sido posible demostrar que el receptor de GABAa presenta de
10 a 20% de similitud con los receptores nicotinicos y con los receptores de glicina
sensibles a estricnina. Cada polipéptido esta representado por una familia de genes, que
presentan una semejanza entre el 60-80% en su secuencia de aminodcidos. Las
regiones de secuencias de aminoacidos conservadas y variables, sugieren dominios

estructurales dentro de cada polipéptido. (Olsen, 1990).

La farmacologia del receptor al GABAa es extremadamente rica y presenta al menos 3

sitios posibles de interaccidn alostérica, en las cuales se unen diferentes ligandos. El
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primer sitio, que es la parte de recepcion para el GABA, puede ser activada por
muscimol y es inhibida competitivamente por bicuculina. Otro sitio de unidn es para

BZ y el otro es para barbitiricos.

Las BZ son drogas que potencian la funcién del receptor de GABAa, incrementando la
afinidad por el neurotransmisor GABA vy facilitando la frecuencia de apertura del canal

de CI'sin alterar su conductancia.(Study ,1981).

El otro sitio de interaccién se localiza dentro del canal de CI ¥ €s ocupado por algunos
compuestos convulsivantes como la picrotoxina, el metrazol, sus derivados, v el
t-butilbiciclo-fosforotionato (TBPS). Otro grupo de compuestos que se une al canal de
CI” son los barbittiricos; su actividad anticonvulsiva, sedante y ansiolitica se debe a la
potenciacion del receptor de GABAa, asi como también por la activacién directa del

canal de Cl-.

Los barbitaricos s¢ unen al sitio de unién de TBPS, desplazdndolo con diferentes
potencias, que en orden decreciente son: pentobarbital> metobarbital> hexobarbital, sin
embargo el fenobarbital no presenta ninglin efecto sobre el sitio del canal de Ci-.

(Eldefrawi, 1987).
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RECEPTORES A BENZODIAZEPINAS

Las benzodiazepinas (BZ) han sido consideradas como potentes anticonvulsivos en una
gran variedad de modelos animales de epilepsia. En humanos se han utilizado en el
tratamiento de la ansiedad, insomnio, y en ocasiones en el control de la espasticidad.

{Richards and Mohler 1984)

Las BZ son particularmente efectivas contra crisis epilépticas inducidas por PTZ,
también han mostrado su efectividad contra otras sustancias convulsivas como son la
picrotoxina y el fluorotil. Las BZ se han probado tanto en modelos de crisis focales
inducidos por aplicacién de alimina o estricnina, como también en las epilepsias
reflejas que ocurren en los simios fotosensibles y en los ratones audiogénicos, ademds
han probado su efectividad en las crisis convulsivas durante el Kindling y en las crisis
de ausencia que ocurren en la cepa de ratones mutantes .(Swindyard, 1983; Martinez de

Mufioz, 1986).

La capacidad de las BZ para potenciar la neurotransmision GABAérgica fue
descubierta durante los afios 70's por Haefely (Haefely, 1990); subsecuentemente, la
existencia de un sitio de unién para BZ, de alta afinidad fue identificado y caracterizado
con técnicas de unién con ligandos marcados radiactivamente (Squires, 1977; Moler,

1977).
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La participacién de estos sitios de unién en la accion anticonvulsiva de las diferentes
BZ, ha sido apoyada por la alta correlacidn que existe entre la potencia
anticonvulsivante de los agonistas del receptor a BZ v sus afinidades de unién al

recepior en experimentos in vitro.(Miller 1974),

Otra evidencia que apoya el efecto anticonvulsivo de BZ, es la proteccion contra las
crisis convulsivas inducidas por pentilentetrazol (PTZ). Por otra parte, se ha observado
que s6lo una fraccién de aproximadamente 30% de receptores a BZ es necesaria para
manifestar una proteccién eficaz contra las crisis inducidas en los modelos con
estimulacion quimica (PTZ). Una evidencia més que apoya el hecho de la actividad
anticonvulsivante de las BZ, es la capacidad del antagonista (de los receptores a BZ)
denominado flumazenil (Ro 15-1788) de inhibir la actividad anticonvulsiva del

diazepam en el Kindling amigdalino (Haefely, 1990).
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El Kindling como modelo de epilepsia.

El Kindling es el fenémeno por el cual, la aplicacién repetida de estimulos eléctricos a
una determinada regién cerebral da como resultado un incremento en la excitabilidad
neuronal de la regi6n estimulada y consecuentemente la aparicion de fendmenos
paroxisticos.(Goddard1967) el paradigma de kindling ha venido a ser uno
de los modelos mas populares en los que se producen cambios plésticos en la actividad
cerebral a largo plazo. Se ha propuesto que este tipo de cambios plasticos, no solo
suceden durante la epileptogénesis sino también en los procesos de memoria y

aprendizaje. (Goddard, 1975)

El modeio de Kindling se ha relacionado conceptualmente a los modelos de
potenciacién a largo plazo, aunque el modelo de Kindling tiende a ser de mayor
duracién que los eventos de potenciacién a largo plazo, los cuales estan enfocados a
cambios en la amplitud de las respuestas en la actividad eléctrica; por otra parte ¢l
Kindling ha sido producido en una gran variedad de especies como son: reptiles,
anfibios, 1:atas, ratones, cuyos, hurones, lagomorfos en general, gatos, perros y primates.

(Majkowski, 1986)

El fenémeno de Kindling se desarrolla inicialmente por la estimulacién eléctrica de la
amigdala; sin embargo, varias zonas del cerebro pueden ser sujetas a Kindling aunque,

con diferentes susceptibilidades, por ejemplo: la corteza anterior, asi como las areas
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premotoras, motoras y limbicas son susceptibles al Kindling; ademés la estimulacién es

mas efectiva en la corteza asociativa que en la corteza asociativa primaria. (Goddard,

1969)

Por otra parte las 4reas mds resistentes para desarrollar Kindling son principalmente los
nucleos subcorticales; y solamente algunos ntcleos del hipotilamo son sensibles al
Kindling. Existen otras areas, como es el cerebelo en donde hasta el momento no ha

sido posible demostrar sensibilidad alguna a este modelo (Majkowski, 1986).

Para el desarrollo del Kindling con estimulacién eléctrica, se han descrito diferentes
intervalos de tiempo y en ratas se ha logrado instaurar el denominado Kindling rapido
como un modelo de estatus epilepticus, esto se ha logrado estimulando en intervalos de

pocas horas.
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Kindling quimico

El fenémeno del Kindling también se ha podido inducir por medio de 1a administracién
de algunas sustancias quimicas, y por lo tanto se le ha denominado “Kindling quimico”
(Lewin 1989).

El Kindling quimico se ha desarrollado por medio de la microinyeccion diaria de
muscarina (agonista colinérgico) durante 20 dias. Ademds, otras sustancias que
decrementan los umbrales de disparo de las neuronas, si se administran
sistemnaticamente en pequefias dosis, dan origen al fendmeno del Kindling; por ejemplo,
con fluorotil, cocaina, lidocaina, y metrazol (PTZ), se ha logrado desarrollar el modeto
de Kindling quimico principalmente en ratas (Vindrola, 1984). Este paradigma ha sido
posible inducirlo también en gatos pero por inhalacién de solventes industriales.

(Majkowski, 1986)
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Participacién del GABA en el Kindling.

Se han llevado a cabo diferentes investigaciones para entender la posible relacién entre
el Kindling vy las alteraciones del metabolismo de} GABA, o bien las acciones sobre el

polireceptor GABAa, que incluye los sitios para BZ, para barbitiricos v para el canal

de cloro.

Algunos firmacos que modifican la neurotransmision GABAGérgica han sido probados
en el desarrollo del Kindling, dentro de éstos se pueden mencionar e! diazepam, la
carbamazepina, el fenobarbital y el 4cido valpréico. Estos firmacos también

disminuyen o bloquean e! Kindling amigdalino en ratas ¥ gatos. (Kamphuis, 1990).

Por otra parte, el SKF89976-A, un inhibidor de la recaptura de GABA, inhibe la
aparicién del Kindling, y cuando este compuesto se deja de administrar, el Kindling se
desarrolla mds répido ya que probablemente en algin grado, sé ha establecido el

cambio en la excitabilidad neuronal de la region afectada .(Fariello, 1991)

También, los inhibidores de la sintesis de GABA como el 4cido 3-mercaptopropionico

y la bicuculina aceleran el proceso del Kindling. También se ha observado que la
administraci6n sistemética de bicuculina o del agonista de BZ, la B-carbolina, dan

origen al desarrollo de crisis similares a las originadas por estimulacién eléctrica

durante el Kindling amigdalino. (Morin, 1986)
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El PTZ en el desarrollo de crisis epilépticas.

Otro tipo de agente convulsivo ampliamente utilizado que afecta la fransmision
GABAergica es el PTZ. Este agente induce convulsiones en ratones, ratas, gatos y
primates. Esta droga convulsiva, durante algin tiempo fue utilizada en el tratamiento de

la esquizofrenia, y para el control del envenenamiento por barbitiricos.

El1PTZ es ademas un estimulante de la circulacion, y fue utilizado en el tratamiento de
colapsos respiratorios; sin embargo, debido a las mmltiples contraindicaciones,
actualmente la droga ha sido retirada del mercado desde el punto de vista terapéutico.

(Meduna,1939)

El PTZ es un convulsivo sintético que inicialmente produce sacudidas miocldnicas, las

cuales después dan origen a convulsiones tonico-clonicas generalizadas.

En los protocolos de prueba se ha descrito que una sola administracion de 50 mg/Kg de
PTZ induce convulsiones clénicas y la administracién de PTZ a 90 mg/Kg de peso
provoca convulsiones ténico-clonicas y como consecuencia la muerte de los animales.

(Little, 1986)

También la administracién subcutanea de PTZ con dosis de 70 a 85 mg/Kg de peso da

origen a convulsiones cldnicas en el 97% de animales. (Pohlm1986)
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Los sitios de accién det PTZ solo estan parcialmente estudiados; se ha propuesto que
tiene su principal sitio de accion en la corteza (Pohlm,1986); sin embargo se ha
postulado que la administracion sistémica de PTZ activa la formacidn reticular antes

que la corteza. (Velasco, 1975)

Se ha descrito que la inyeccién de gama-vinil GABA en la formacidn reticular, en el
hipotalamo anterior y en el hipotdlamo caudal, bloquea la aparicion de crisis inducidas

por PTZ. (Miller, 1987)

En el ambito molecular se ha propuesto que el mecanismo de accién del PTZ es el de
interactiar con el polireceptor de GABA (Oisen, 1981), probablemente disminuyendo

la permeabilidad del cloro y por lo tanto dando origen a convulsiones.

Por otra parte, se ha sugerido que el PTZ bloquea la inhibicién mediada por GABA ;
sin embargo los antagonistas de BZ aparentemente no inhiben pero si antagonizan las
convulsiones inducidas por PTZ (Chavoix, 1988;(Tallman, 1980) por lo tanto es

probable que ambos compuestos interacciénen sitios diferentes del polireceptor.

Posteriormente a estos experimentos se ha encontrado que a pesar de que del PTZ no
tiene efecto sobre la unidén de dihidropicrotoxina a membranas de cerebro completo de
rata, la unidn de la dihidropicrotoxina es inhibida por diferentes compuestos que

deprimen la transmision GABAérgica (Olsen, 1981, Leeb-Lundberg, 1980), por lo que
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es probable que PTZ interactie en un sitio cercano al de picrotoxina. Con estos
experimentos se ha determinado que el PTZ despliega una mayor afinidad por el sitio
cercano al canal de cloro més que por el sitic a BZ del polireceptor de GABA. Muchos
compuestos que son utilizados crénicamente inducen hiposensibilidad o bien
hipersensibilidad de! receptor en respuesta al estimulo, esto es factible de inducir en los

diferentes sistemas de neurotransmision.

Se ha encontrado que el receptor a BZ se modifica por la induccién de crisis
convulsivas mediante estimulacién eléctrica, asi como en el Kindling eléctrico y
quimico inducido por PTZ en ratas. Estas modificaciones han sido encontradas
inmediatamente después de la 1ltima crisis convuisiva: Mcnamara (1980) ha mostrado
que inmediatamente después de la convulsion, se da una elevacion en la cantidad de los
receptores a BZ en membranas aisladas de las neuronas de hipocampo; Niznik (1983)
por otra parte, ha encontrado disminucion en la unién de flunitrazepam [3H] (FTZ) en
membranas aisladas de células de corteza ipsilateral, asi como en las de hipotalamo de

ratas que desarrollaron Kindling amigdalino.

Estos datos sugieren que la actividad del receptor GABAa puede ser alterada por la
administracion de drogas, las cuales modulan al receptor, lo antagonizan o bien lo
sobreestimulan, originando un cambio en el niimero de receptores (Bmax), o bien

modificando su afinidad (Kd) por el ligando.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Mucho de lo que se conoce hasta la fecha con relacién a la epilepsia, se ha logrado
entender gracias al eméleo de modelos en animales utilizando principaimente a la rata
y al ratéon.

El empleo de modelos animales como sistemas de prueba, en particular el modelo de
Kindling ha permitido introducir nuevos farmacos para controlar las diferentes
afecciones que se presentan en la epilepsia, no obstante el uso intensivo de estos
modelos animales, existen lagunas en cuanto al entendimiento del como se desarrollan
algunos de estos modelos, como en el modelo &e Kindling en cuanto a que sistemas de
neurotransmisién son los principalmente afectados.

El sistema de neurotrasmisién GABAérgico es a la fecha el mas ampliamente
mencionado debido a que este es el neurotransmisor inhibidor por exelencia. También
se puede mencionar que es ubicuo en el sistema nervioso central y esta abundantemente
distribuido en la corteza cerebral en donde ademads, se encuentran extensamente
difundidos los receptores de GABAa como responsables en la neurotransmisién
GABAC¢rgica. Se ha observado que al antagonizar o modificar la neurotrasmision
GABAdérgica se facilita 1a aparicién de crisis convulsivas como en el Kihdling conPTZ
0 en el Kindling eléctrico.

En el presente trabajo me propongo comparar dos modelos de epilepsia los cuales
difieren en cuanto a la forma de estimulo, el quimico es por medio de 12 administracién
de un agente convulsivante que actua a nivel del receptor de GABAAa, el otro que se

lleva a cabo por medio de la estimulacién eléctrica. El utilizar estos dos modelos y el
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~ analizarios mediante la técnica de ligando-receptor me permite evaluar la participacion
de los receptores de GABAa en el desarrollo del Kindling y discernir la cualidad como

modelo en cada uno de ellos.
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OBJETIVOS GENERALES

En el presente trabajo se planteé comparar los cambios bioquimicos que ocurren en los
receptores a benzodiazepinas durante el Kindling eléctrico inducido en la rata con los

cambios bioquimicos por el Kindling con PTZ en los ratones.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Analizar la cinética de unién de (3H) flunitrazepam a los receptores a BZ de la

corteza cerebral de ratones a diferentes tiempos de estimulo con el PTZ.

2) Analizar Ia cinética de unién de (3H) flunitrazepam a los receptores a BZ de la

corteza cerebral de ratones una vez establecido el Kindling quimico inducido con PTZ.
3) Analizar la cinética de unién de (3H) flunitrazepam a los receptores a BZ de la
corteza cerebral de ratas durante diferentes tiempos de aplicacion del estimulo eléctrico

para inducir Kindling.

4) Analizar la cinética de unién de (3H) flunitrazepam a los receptores a BZ de la

corteza cerebral de rata una vez establecido el Kindling eléctrico.

5) Comparar los resultados obtenidos en ambos modelos experimentales.
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MATERIAL Y METODOS

Curva Dosis Respuesta de PTZ

Para encontrar 1a dosis adecuada subconvulsiva de pentilenetetrazol (PTZ)
(Sigma gt.) se elabord una curva dosis vs respuesta. A grupos de 20 ratones
machos adultos (cepa NMR-1) de 27 a 30 g de peso se les administré PTZ en
dosis de 27 a 75 mg/K via intraperitoneal . Se les cuantificé Ia latencia de
aparicion de la primera crisis convulsiva, el desarrollo del cuadro convulsivo
y el porcentaje de animales muertos .

Desarrollo del kindling quimico.

Para el desarrollo del kindling con PTZ, a ratones machos adultos de 27 a 30
g, se les administré diariamente (entre las 17 hrs-19 hrs)por via intraperitoneal
la dosis subconvulsiva de 27 mg/Kg de PTZ. A los animales se les valord en
cuanto a su peso asi como en el desarrollo del cuadro convulsivo. De la misma
forma que a los animales experimentales se trat6 a un grupo de animales
testigo con solucion salina (NaCi 0.9%) y se les observo durante 5 min. en
paralelo.

Todos ios animales fueron sacrificados en grupos de 20 a los 19 dias; y al
final del desarrollo del kindling, esto es, a los 30 dias. En todos los casos los

animales fueron sacrificados 24 hrs después del tiltimo estimulo .Los grupos
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fueron designados como “Kindling quimico” si los animales desarrollaron
crisis convulsivas consecutivas durante los 30 dias de analisis; v se les [lamé
“resistentes” si los amimales no desarrollaron crisis convulsivas durante los 30
dias; grupo “diez dias” a los animales que fueron tratados con PTZ durante 10
dias, y “control” aquellos animales a los que se les inyect6 durante 30 dias

con solucién salina (NaCl 0.9%).
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Desarrollo del Kindling eléctrico:

a)Cronico

Los experimentos se llevaron a cabo en ratas wistar adultas macho (grupos de
5 animales), con un peso de 200 a 270 gr. Bajo anestesia general se colocaron
electrodos en la corteza sensitivomotora los cuales fueron fijados al craneo del
animal con un conector pequefio. Una semana después de la implantacidn de
los electrodos, 1os animales fueron sometidos a un régimen de estimulacion
eléctrica, el cual consistié en la aplicacion de un estimulo cada 24 hrs
constituido por un tren de pulsos de 1 milisegundo de duracion, con una
frecuencia de 100 Hz y con una intensidad de 270 microamperios. Los
animales se sacrificaron a los 4, 6, 7 v 14 dias de estimulacion y 24 hrs
después de tltimo estimulo, a estos grupos se les denomino por dias como K4,
K6, K7, y al de 14 dias como Kcrénico, el grupo control se manejo de la

misma manera en paralelo pero sin estimulo.
b) Agudo.
Los animales (grupos de 5 animales ), fueron anestesiados e inmovilizados y

se colocaron en el aparato estereotdxico. Se les estimulé la corteza cerebral

cada 30 minutos, como se menciond en el parrafo anterior, hasta que la
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postdescarga (pd) mostrd una duracion de 60 segundos; a este grupo se le

designo como Kagudo..

Obtencion de la fraccién membranal de corteza cerebral.

Los animales (ratones y ratas) se sacrificaron por decapitacidn, se les disecd la
corteza cerebral rapidamente en hielo, el tejido se homogeneizd en 20 vol. de
agua a una temperatura de 0-4 C° mediante un Tissumizer durante 40 seg. Una
vez homogeneizado el tejido se centrifugd a 48000 x g durante 20 min, el
sobrenadante se decant y la pastilla se resuspendié en 20 vol. de Tris-HC1 50
mM pH 7.4, posteriormente se centrifugd a 48000 x g durante 20 min, esta
operacidon se realizé dos veces mas. Al finalizar este procedimiento, se
tomaron muestras de 100 pl para determinar proteinas por el método de Lowry

y las membranas fueron almacenadas a -70 °C hasta su utilizacion.

Ensayos de union o formacion del complejo ligando-receptor

Los ensayos de union de Flunitrazepam [*HYFTZ) (actividad 77 Ci/mmol
New England) a las membranas, se realizaron con tres ensayos por triplicado,
de la siguiente manera:

Curva de concentracion de ligando:

Se incubaron 350 ug de proteina de la fraccién membranal de la corteza de

los diferentes grupos analizados, en presencia de concentraciones crecientes



(0.1 a 5.0 nmol) de FTZ, ¢l volumen final del rr;edio de incubacion fué de 1
m) de amortiguador Tris 50 mM pH 7.4 . De esta curva se grafico la union
total del ligando a los receptores membranales. Para cuantificar la union
inespecifica se afiadié a cada punto de la curva de FTZ una alicuota de 1.0
mM de diazepam para obtener una concentracion final de 0.1 mM, y ambos
grupos de tubos se incubaron en forma simultanea.

Para todos los casos el tiempo de incubacidn fue de 60 minutos a una
temperatura de 0-4 °C (temperatura de agua de hielo); para terminar la
incubacion se utilizo el sistema de filtracién rapida en filtros whatman GF/B,
la cuantificacion de la radiactividad se realizo utilizando un liquido de
centelleo el cual contenia, Tolueno Baker (1 L), 1,4-bis(5-
pHenyloxazol;fl))benzene (popop) sigma (0.5g) v 2,5-dipHenyloxazole (ppo)
sigma (1 g), en un contador de centelleo liquido.

La unién especifica se definidé como la unién tfotal menos la unidn
inespecifica. Las constantes de unién se determinaron mediante el analisis
grafico de Scatchard, utilizando un programa de computacién con regresion
lineal (Harvard GrapHics) . Este tipo de analisis involucra la ley de accion de

masas que, en forma resumida, adopta la siguiente ecuacion:

L+R ©LR donde L= concentraciéon del ligando radioactivo (FNZ HD

utilizado y R es el receptor al cual se unird el ligando.
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La constante "K" de asociacién Ka y disociacion Kd esta definida como sigue:

x = MR

= T (los corchetes denotan concentracidn).

En el analisis de Scatchard, se grifica [[%_il vs U
Donde ¢l eje de las abscisas es la relacion vnido(U) / libre (1) (U/L) y en el
eje de las ordenadas el unido (U), por lo cual una ecuacién del tipo hipérbola

rectangular se convierte en una linea recta, la ecuacidn en resumen queda

cOmo sigue:
[B] _ _ﬁ 1
|F Kd En donde la Bmax corresponde a la unién méxima.

Con este método la Kd se obtiene como la inversa de ia pendiente (———
Pendiente

lo cual nos permite determinar el grado de afinidad del receptor; el intercepto
en las abscisas nos proporciona la aproximacion de la Bmax o cantidad de

receptores (Zivin,1982; Feldman,1972; G. Scatchard,1949).
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ANALISIS ESTADISTICO.
Se utilizd el analisis de varianza (anova de una via) y para ver diferencias

significativas enire los grupos, se utilizo una comparacion muitiple con la

prueba de Dunneitt’s.
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RESULTADOS

Kindling producide por PTZ.

Desarrollo del modelo.

En la curva dosis vs respuesta de PTZ (Fig. 1a) se muestra que conforme se incrementa
la concentracién suministrada de PTZ aumenta el nimero de animales que convulsionan.
Se observa una meseta con la dosis de 40 a 50 mg/Kg v se llega al maximo de animales

que convulsionan después de la dosis de 65 mg /Kg.

100
35
50 4
70 4

50 1 L

5¢

% Animales gque convulsionan
q

40 4 T

30

2 30 40 S0 50 70 -1
Dosits unica de PTZ (mgl/K)}

Flg 1a. En I2 grafica se muestra el efecto de fa administracion de una
dosis unica de PTZ a diferentes copcentraciones ¥y se observa
elincremento d& animales convuislonados en refacion a la dosis
suministrada,

En la (Fig. 1b) se observa que con las primeras 3 dosis probadas, los animales no

mueren. A partir de la dosis de 40 mg/Kg se presentan casos de animales muertos, v se

100 4
ad
&0
40 o

20 4

% Animalas muarios

1 a0 40 30 60 70 80
Coails unlca da PTZ (mg/Kg)
Flg 1b.En |a grafica 3& observa que despues de (s dosls de 40 mgiKg

comianza a Incremantarsd siporcantajs de animaites muertos
conforme numaents la dosin de PTZ.



44

Hlega al 100% de mortalidad a partir de la dosis de 65 mg/Kg.

En la (Fig. 1c) se observd el tiempo que tarda en aparecer las convulsiones después del
tratamiento con una dosis de 27 mg/Kg de PTZ no produce ningiin evento apreciable durante
el tiempo de observacidn (60 min.). Sin embargo, después de la dosis de 30 mg/Kg el tiempo de
aparicion de la primera crisis convulsiva disminuye rdpidamente conforme awmenta la dosis

suministrada hasta alcanzar una latencia de alrededor de un minuto en la dosis més alta.

Tlempo de apacicion Yuriais {min)

20 a0 2q s 8a 78 aa
Dosls unica de PTZ {mg/Kg)

Fig 1¢. En Ja grafica se observa que al aumentar fa dosis de PTZ el tiempo
de aparicion de |3 primera crisis disminuye considerablomente
a menos de dos minutos.,

Con la concentracion de PTZ de 27 mg/Kg no se presentan animales convulsionados ni muertos

por lo que se considerd a esta dosis como dosis subumbral.
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Analisis del modelo de Kindling con PTZ.

Para iniciar el desarrollo del modelo, los ratones se inyectaron con una dosis de 27 mg/Kg
cada 24 hrs y se determind que en los 10 primeros dias alrededor del 50% de los animales
habia presentado al menos una convulsién. Con esta dosis el evento convulsivo se hizo
més evidente a los 18 dias de estimulo. A partir de este dia se observé que un mimero
importante de animales (95%) habia convulsionado, y se advirtié que el evento decae

después del dia 20 y se mantiene en un 80% de animales convulsionados (Fig 2).

DESARRCOLLO DEL KINDLING CON PTZ
ESTIMULC CADA 24 hRS

100
-1
se ]

A0

.% de Convulsionss

20

-]

[ [} i1 18 28 25 38 3%
Figure 2 Dias de estimuio

Desarrolio de Kindling

Los animaies se mantuviéron en grupos de 99 anmimales por caja

an candiciones constantes y tuz 12712 (0s ratones fuaron inyectados
cada 24 hrs con un dosis subcenvulsiva de PTZ (27 mg/K)entra las
18-19 hrs. la grafica muestra el poréentae de animales convulsionados
cop ralacion a ta cantidag de estimulos

Después del dia 25 a este grupo de animales se le suspendié la administracion de PTZ
durante 10 dias, al cabo de los cuales se reinicio el tratamiento por 5 dias més; en este
lapso de tiempo, el porcentaje de mortandad fue del 5%. La reactivacion del evento se
observd en el 80% de animales que respondié a la misma dosis subumbral de PTZ, los

animales que siguieron presentando susceptibilidad al PTZ se les considerd como grupo
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de Kindling Quimico ya establecido. Por otra parte, al grupo de animales que no

desarrolld convulsion alguna (15%) se les considerd como resistentes al PTZ .

Para valorar el evento a corto plazo, otro grupo de animales fue inyectado solo durante 10

dias y se observd que presentaron convulsiones el 70% de los animales.

Kindling eléctrico agudo.
Todas las ratas mostraron una respuesta del EEG caracteristica de la postdescarga, la cual se

incrementa con relacion al nimero de estimulos (Fig 3).

Desarrello del kindhing eléctrica

Puracion de la postdescarga {sag}
a
&

[} 2 4 & ] 10 12 14 16
Figura 3. Numero de astimulas

Kindling ele¢trico
Para ol desartio del kindiing, ratas wistar mache de 2509 fueron sometidos

a un regimen de estimulacion electrica, &f cual consistic on la aplcacion

de un ostimulo cada 24 hrs, Bl estimulo fue uniren de pulsos de un miksegunde
de duraclan, con una fracuancia de 100 Hz y con una intensidad de 250
microamparios durante un segundo. '

Todas las ratas mostraron una respuesta dal EEG caracteristica de la
postdescarga, [a cual se incrementa an realcion at numero de estimulos,

Kindling eléctrico crénico.
La conducta de las rafas progresé hasta el estadio $ descrito por Racine (el cual consiste de
convulsiones tonico-cldnicas) por lo cual se consideré que el kindling estaba establecido a partir

del dia 14 de tratamiento.
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Analisis de receptores.

Kindling con PTZ.

En la union de Fiz[>H] a membranas de corteza cerebral de ratones, el analisis de varianza de la
Bmax nos muestra que los ratones resistentes a la estimulacion con PTZ, no tienen diferencias
significativas con respecto al grupo tratado con PTZ durante 10 dias; asi como tampoco el grupo
de 10 dias de estimulo con PTZ tiene diferencia con respecto al control (Fig 4) (p<0.05),
F(8,3)=1523.
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Concentracion FTZ {3H] nm/l

unide(fmol/img-proY)

Fig 4. (A).Union de FTZ [*H] en membranas cerebrales de corteza de ratén. Las curvas de saturacion muestran la unién

especifica como funcidén de la concentracion de FTZ [3H] en tejido homogenado de corteza de animales controt { ),
estimulados durante 10 dias ( ) y animales resistentes { ). (B) E! analisis de scatchard derivado de ka unidn especifica
muestra los siguientes resuitados: . Control Kd=2.16 nM, Bmax=2863 fmol/l; 10 dias Kd=1.84 nM, Bmax=2962;
resistentes Kd=1.53 nM, Bmax=3078 fmol/

El grupo que presentd un incremento con respecto al control fue el de kindling, con un incremento
del 88.3% respecto al control (Fig 5). Este grupo de kindling también mostré diferencias

significativas respecto a los demds grupos tratados (Tabla 1) (p<0.05), F(8,3)=1523.
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Fig 5. (A). Unién de FTZ [*H] en membranas cerebrales de corteza de ratén. Las curvas de saturacion muestran la unién
especifica como funcién de fa concentracion de FTZ [:’H] en tejido homogenado de corteza de animales confrol ( )y
animales con kindling con PTZ ( }. (B) El analisis de scatchard detivado de la unién especifica muestra los siguientes
resultados:. Control Kd=2.18 nM, Bmax=2863 fmalf; kindling con PTZ Kd=4.31 nM, Bmax=5302 fmol/l.

El analisis de varianza muestra que la Kd mostrd cambios en los siguientes grupes: el grupo de 10
dias de estimulo con PTZ con una disminucién en la Kd de 14.7% con respecto al confrol, y el
grupo de kindling presenté un aumento en la Kd del 100 % con respecto al control (P<0.05)
F(8,3)=169748. El grupo de ratones resistentes al PTZ también mostré un incremento pequefio
pero significativo (14.5%) con respecto al control (P<0.05) F(8,3)=169748. Por ofra parte, ¢l
grupo de diez dias mostrd una disminucién significativa del 27 % con respecto al grupo de ratones

resistentes y del 57 % con respecto al grupo de kindling con PTZ (P<0.05) F(8,3)=169748.



49

Kindling eléctrico.

Kindling eléctrico agudo

Como se evidencia en la Fig 6 el nimero de receptores del grupo Kagudo disminuyo
significativamente con respecto al control en un 20%; ademés se advierte en el anélisis de
varianza, que el grupo Kagudo es significativamente diferente con respecto a los demas

grupos estimulados eléctricamente (P<0.05), F(8,3)=15049 (tabla 2).
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Fig 6. (A).Union de FTZ [°Hj en membranas cerebrales de corteza de rata. Las curvas de saturacion muestran la
unidn especifica como funcién de la concentracion de FTZ [3H] en tejido homogenado de corteza de animales
control { )y kagudo ( ).(B) ) El analisis de scatchard derivado de la unidn especifica muestra los siguientes
resultados:.Control Kd=0.52 nM, Bmax=4314 fmeolfl; kagudo Kd=1.65 nM , Bmax=3480 fmol/l

La Kd del grupo Kagudo presenta un incremento del 223% con respecto al control y es
significativamente diferente a la Kd de los grupos que recibieron 6 y 7 estimulos (P<0.05),

F(8,3)=1225 (Tabla 2).
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Kindling Croénico.

En el Kindling crénico el niimero de receptores aument6 un 33% con respecto al valor
obtenido para el grupo control (Fig 7) v es significativamente diferente en un 65%
respecto al mimero de receptores presentes en el grupo con Kagudo, y un 12% respecto al
grupo de 4 estimulos del kindling. Por otra parte, el kindling crénico muestra diferencias

significativas en la Bmax con los grupos de 6 y 7 estimulos (P<0.65), F(8,3)=15049.

(tabla 2).
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Fig 7. (A).Unién de FTZ [°’H] en membranas cerebrales de corteza de rata. Las curvas de saturacion muestran
la union especifica como funcidn de la concentracion de FTZ [aH} en tejido homogenado de corteza de
antmales control { ) y animales con kindling crénico ( ). ).(B) ) Ei anaiisis de scatchard derivado de 12 unién
especifica muestra los siguientes resultados:.Control Kd=0.52 nM, Brnax=4314 fmol/l y el kindling crénico
Kd=1.78, Brnax=5778 fmol/l

En el andlisis de la Bmax en los grupos de diferentes dias de estimulacion (Fig 8), se
observa que el grupo de cuatro estimulos es significativamente diferente respecto al
control con un incremento del 19 %, es significativamente diferente de los grupos de 6y 7
estimulos. Respecto a los grupos de 6 y 7 estimulos, son diferentes entre si y muestran
incrermuentos con respecto al control del 46% y 59% respectivamente (P<0.05),

F(8,3)=15049 (tabla 2).



51

600

000

&0

5000

4000

Unldo/t.ibre

000

2000

1o0¢

1)-FT2 Unido (fmalimg-Prot)

0 5 10 15 20 25 30 a 000 2000 3000 4000 5000 8000 7004

Concentracion [3H]-FTZ {nmol) Unido FTZ [3H] {fmotlmg Prot}

Fig 8. (A).Union de FTZ [’H] en membranas cerebrales de corteza de rata. Las curvas de saturacién muestran
ta unién especifica como funcion de la concentracion de FYZ ’H] en tejido homogenado de corteza de
animales confrol ( )., destimulos ( ), Bestimulos ( ) y 7estimulos ( ). ).(B) ) El andlisis de scatchard derivado
de la unidn especifica muesira los siguientes resultados: .Control Kd=0.52 nM, Bmax=4314 fmolfl; 4estimulos
Kd=1.67 nM, Bmax=5139 fmol/l, 6 estimulos Kd=1.45 nM, Bmax=6312 fmol/i; 7estimluos Kd=1.27,
Bmax=6869 fmolA. '

En el andlisis de varianza de la Kd, se observa que el grupo de kindling crénico es
significativamente diferente con respecto al control con un incremento del 242 %; con los
demas grupos analizados los cambios observados son del 31 % con el grupo 7estimulos, y

del 16 % con ¢l grupo 6estimulos (P<0.05), F(8,3)=15049 (Tabla 2)

Aplicando el analisis estadistico y comparando la Kd de los grupos con diferentes dias de
estimulacion, el grupo de 4 estimulos es significativamente distinto de los grupos de 6y 7
estimulos y presenta un incremento de 229% con respecto al control (p<0.03). Al
comparar los grupos de 6 y 7 dias de estimulacidn, €stos muestran diferencias
significativas entre si del 12%, y muestran incrementos respecto al control del 196 % vy

160 % respectivamente (P<0.05), F(8,3)=15049 (Tabla 2).




TABLA num 1

Bmax (fmol) Kd (nmol)
Control 2863+ 34 2.16 £ 0.0059
Resistentes 3078 £ 59°% 2.53+0.0065 °%
Diez Dias 2962 + 75 * 1.84 +0.002 °*
Kindling 5392+ 36 % 4312+ 0.00] °*

Los resultados estan expresados como el promedio de 3 experimentos
por triplicado + el error esténdar. Las concentraciones de FTZ[*H]
utilizadas fueron de 0.1 a 5.0 nmol/l y 1a unién inespecifica fue menor
del 10% el analisis estadistico con respecto al control en la Bmax; fué

de (**)p<0.05 v F(8,3)=1523.86; para la Kd el analisis estadistico con

respecto al control fue de (**) p<0.05 y F(8,3)=169748.
P ‘

5z



TABLA num 2.
Bmax (fmol) Kd (nmol)

CONTROL 4314 £26 0.52£0.22 %
KAgudo 3480 £11.5 * 1.65 £0.08 %*
4Estimulos 5139 423 °* 1.67 £0.09 %
6Estimulos 6312 £12.7 %* 1.45 +0.18 %
7Estimulos 6869 +16.7 °* 1.27 £0.22 %
KCrénico 5778 £37 °* 1.76 £0.09 %

Los datos se presentan como el promedio de 3 experimentos por triplicado, el grupo

kindling agudo fue sacrificado 1 hr después del Gltimo estimulo y los demas animales

53

fueron sacrificados 24 hrs después del wltimo estimulo. Las concentraciones de Ftz[°H]

fueron de 0.1 a 5.0 nmol/1 y la unién no especifica fue menor del 10%, el andlisis

estadistico con respecto al control en la Bmax (**) fué de p<0.05y F(8,3)=15049; para la

Kd el analisis estadistico con respecto al control (**) fue de p<0.05 y F(8,3)=1225.
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DISCUSION.

Se ha definido al kindling como un incremento en la susceptibilidad a las
convulsiones inducidas por estimulacion eléctrica repetida. Este fendmeno se ha
descrito para muchas especies dentro de las cuales se puede mencionar al ratén y a

la rata.

También se ha descrito el modelo del kindling quimico con PTZ el cual se
desarrolla de la misma manera en ratas y en ratones; no obstante, el modelo esta
poco entendido, asi como también son muy escasos los estudios que comparan los

eventos bioquimicos del kindling eléctrico con el kindling quimico inducido con

PTZ.

En el presente trabajo, para encontrar la dosis subconvulsiva de PTZ, se administrd
a un grupo de ratones una dosis Unica de PTZ. Las dosis de 27 y 30 mg/Kg no
mostraban ningiin efecto, asi que se decidié que la de 27 mg/Kg era la dosis
subconvulsiva adecuada por ser la de mas baja concentracion. Como se advierte en
los resultados, conforme aumenta la concentracidon de PTZ se hacen mas notorias las
crisis convulsivas, y también se evidencia la disminucion en la latencia de aparicidn

de la primera crisis.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que €l grupo de ratones
utilizado tiene una sensibilidad superior si se compara con los resultados de otros
autores, ya que estos describen concentraciones por arriba de 40 mg/Kg para
alcanzar las convulsiones y establecer el modelo de Kindling (Karler 1989) en
cambio en el presente trabajo se utilizo una dosis menor a 35 mg/Kg. Este hecho
pucde deberse probablemente a cambios en los lotes de PTZ ¢ bien, a que se
utilizaron otras cepas de ratones las cuales podrian tener diferentes umbrales de
respuesta al PTZ .

También se ha encontrado que la sensibilidad al PTZ se modifica durante el
transcurso del dia, y se ha observado que los ratones responden mejor a dosis bajas
por la tarde-noche que por la mafiana (Granados 1989), lo cual podria explicar en
parte los resultados encontrados por otros autores. En el presente trabajo la
administracion de PTZ se realizé entre las 18:00 y las 19:00 hrs v se desconoce los
horarios utilizados por otros autores. |

Al comparar con otros informes con el presente trabajo, se observa que cuando se
administra el PTZ por via subcutdnea a una dosis de 40 mg/Kg, se requiere de un
tiempo menor para la aparicidn de las crisis aunque semejante a las dosis de 45
mg/Kg (Karler 1989). Se ha descrito que depende de la via de administracién €l
tiempo que tarda en aparecer la primera crisis epiléptica ya que el tiempo de
absorcion es diferente. El PTZ administrado por via intraperitonial tarda un tiempo
menor en llegar al cerebro en concentraciones suficientes para producir crisis; en

cambio la administracién subcutdnea de PTZ requiere de casi el doble de tiempo
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para que el compuesto logre la concentracién optima que origina las convulsiones
(Yonekawa 1980); aunque estos resultados contradicen lo encontrado por Karler
(1989).

En el presente estudio observamos que con la dosis intraperitoneal de 40 mg/Kg los

animales tienen un nimero importante de convulsiones (50%) asi como de animales
muertos (40%) y en las dosis de 60 v 70 mg/Kg el tiempo de aparicién de la primera
crisis se reduce considerablemente, a demds de que el nimero de animales muertos
se incrementa al 100%. En particular en la cepa utilizada por nosotros entre la dosis
de 40 mg/Kg v 50 mg/Kg se encuentra un punto de inflexién el cual pudiera estar
dado por cuestiones de cepa o bien porque ﬁnicameﬁte se cuantificé el evento de
crisis tonico-clénicas y no otro tipo de pardmetros que se sabe aparecen en
diferentes momentos del modelo de convulsion.
Durante la administracion intraperitoneal diaria de PTZ, el kindling se estabilizd
después de los 12 dias y hasta el dia 20 de inyeccion, obteniéndose un nimero
importante de animales con Kindling permanente as{ como un grupo pequeiio de
animales muertos (5%); estos resultados hacen de este modelo una buena opcidn
para el estudio de las crisis convulsivas ya que ademas presenta un manejo mas facil
asi como el poco espacio que necesitan los ratones en el bioterio, en comparacién
con las ratas en las cuales se necesita un gran nimero de animales debido a que
muere una proporcion importante.

Por otra parte, en nuestros resultados se observa que un grupo de animales no

desarroilé ninguna convulsion durante la administracién de PTZ, y por io tanto no
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desarrollaron Kindling. La resistencia a desarrollar kindling también ha sido
descrita en el Kindling producido por fCarbolina en donde se ha encontrado un
grupo de ratones que no desarrollan ninguna crisis convulsiva, a esta observacion no
se le ha encontrado explicacién (Little, 1984; Lewin, 1989).

Este hecho nos permite especular que probablemente un factor genético pudiera
estar involucrado en la sensibilidad a las convulsiones, dado que tanto el PTZ como
la PCarbolina no afectan de ninguna manera a los ratones resistentes. Esto pudiera
ser debido a que los ratones resistentes tengan un polireceptor de GABAa diferente

al de los animales sensibles.

Cuando se compara el desarrollo conductual del kindling con PTZ y el Kindling
eléctrico cronico, se observa que al aumentar la duracién de la postdescarga en los
animales estimulados eléctricamente, aumentan las crisis, y conforme aumenta ¢l
nimero de estimulos con PTZ se incrementan las convulsiones de una manera muy

similar en ambos grupos.

Desde el punto de vista bioquimico, el cambio en las constantes analizadas mostrd
diferencias entre los distintos modelos. En el kindling con PTZ se determind un
incremento notable en ¢l nimero de receptores, en el kindling eléctrico agudo solo
se observa una disminucién en la Bmax, y en el kindling crénico, se manifiesta un

ligero aumento en los receptores. Este evento puede explicarse desde la perspectiva
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de que el PTZ antagoniza al polireceptor de GABAa directamente lo que origina

una respuesta neurcnal que aumenta el nimero de receptores.

Durante el desarrollo del Kindling crénico, se observa un cambio gradual en la
constante Bmax: conforme aumenta el mimero de estimulos eléctricos, se
incrementa el nimero de receptores, observandose el méximo aumento en la
estimulacidon nfimero 7. Sin embargo, el principal cambio detectado durante el
desarrollo del Kindling a diferentes dias de estimulacién eléctrica, es la disminucion
en la afinidad del receptor la cual podria ser causada por la estimulacion eléctrica
per se, va que el estimulo es menos especifico y genera despolarizaciones masivas
de las é4reas localizadas cerca del electrodo. Estas despolarizaciones podrian
originar cambios en los neurotransmisores involucrados en esas zonas al producir
cambios en la conductancia a diferentes iones (Horstterman, 1993). Este cambio en
la conductancia podria generar una regulacion indiscriminada de los diferentes
neurotransmisores, que en particular llevaria a modificaciones importantes en la Kd
del sistema gabaérgico desde los primeros estimulos y a cambios no tan rapidos en

la cantidad de receptores ya que estos no reciben una estimulacion directa.

Esta observacion es diferente cuando se estimula con PTZ el cual, como se sabe
ahora, interacciona con el polireceptor de GABAa (Ramanjaneyulu 1983). La
administracion repetida de dosis subconvulsivas de PTZ da origen a una progresiva

sensibilizacién, que trae como consecuencia el denominado Kindling quimico. Al
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estudiarlo desde el punto de vista de receptores a Bz la respuesta inicial que se
detecté fue un incremento en la afinidad del receptor al ser estimulado
repetidamente. Esta constante disminuye dramaticamente cuando se establece el
Kindling con PTZ, a diferencia de la Bmax la cual se incrementa notablemente. En
cambio en los animales resistentes, las modificaciones en las constantes no son
claras lo que apoyaria el hecho de que el PTZ en estos animales probablemente no

interacciona igual con los receptores a GABAa.

El PTZ distingue dos subtipos de receptores de benzodiazepinas en el cerebro, en
tanto que en el cerebelo, distingue solo un tipo de receptor. En la corteza cerebral se
ha descrito que al PTZ afecta al receptor del tipo I de la misma manera que la
BCarbolina, lo que explica la semejanza en cuanto a los resultados obtenidos al
producir kindling con ambas sustancias (Little 1984).

Nuestros resultados sugieren que el desarrollo del Kindling quimico depende
principalmente de la estimulacién directa con PTZ en el receptor probablemente de
tipo I, al igual que ocurre en el Kindling descrito con pCarbolina, esto explicaria los
cambios en cuanto a Kd y Bmax observados en el presente trabajo y la diferencia
con ¢l Kindling agudo y crénico generados con estimulacion eléctrica, que afecta
ademas del sistema GABAérgico a diferentes sistemas de neurotransmisién

(Kamphuis 1990).
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El hecho de que en ambos modelos ¢l polireceptor se regule de manera distinta, nos
habla de que se esta dando una respuesta diferente de los sistemas de
neurotransmisores involucrados que estan actuando en cada uno de los modelos. Por
ofra parte se tiene claro que el PTZ interactia competitivamente con el sitio de
unién de picrotoxina dentro del canal de clore del polireceptor de GABA,
disminuyendo el flujo de iones Cl- a través de la membrana, esto explicaria el
incremento en el nimero de receptores con baja afinidad como respuesta al bloqueo
del receptor. Sin embargo, para las crisis inducidas por estimulacion eléctrica se
sugieren cambios en el potencial de membrana asi como modificaciones en las
concentraciones intercelulares de K+, Na+, Cl- y Ca++, que dan como consecuencia
una depolarizacién generalizada (Heinemann,1986); v ademds podria proponerse
que debido al cambio en la conductancia a estos iones se puede llevar acabo la
activacion de la fosforilacion dependiente de AMPc, 1a cual regula la activacion del
receptor de GABAa (Leidenheimer, 1991). Esto pudiera explicar que el principal

cambio ocurre en la afinidad del receptor.
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CONCLUSION.

1) En el Kindling producido por la administracion de PTZ conforme aumenta el
nimero de estimulos, se modifica el niimero de receptores a Bz, lo cual sugiere que

sea debido a la estimulacidn directa del receptor por el PTZ.

2) Los receptores a Benzodiazepinas, al estimularse con PTZ, cambian su
sensibilidad al GABA; y por lo tanto desarrollan una actividad epileptogénica que se
ha denominado como Kindling quimico. Al producir el Kindling con PTZ se
encontré una poblacidn resistente a la crisis, en estos animales no se modifica el
nimero de receptores debido a que el receptor de GABAa quizd presenta una

afinidad diferente al PTZ.

3) La estimulacién eléctrica crénica, dio origen 2 un cambio modesto en el nimero
de receptores, no obstante la KD se aumentd considerablemente, esto trae como
consecuencia una importante disminucion en la afinidad del receptor, por lo que es

probable que este efecto en el receptor facilite el desarrollo del Kindling.

4) La estimulacion eléctrica aguda, provoca principalmente cambios en la afinidad
del receptor de GABAa, disminuyéndose como una respuesta a la estimulacion

eléctrica repetida durante cortos periodos de tiempo.
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Perspectivas

Los resuitados bioquimicos presentados en este trabajo demuestran que existen
diferentes respuestas neuronales en cada tipo de crisis convulsiva que es generada
por los distintos métodos. Teniendo en cuenta estas diferentes respuestas
neuronales, podremos proponer el uso de estos modelos, considerando los cambios
en 1os distintos neurotransmisores, como procedimientos de prueba para los
diferentes anticonvulsivos v con estos conocimientos poder ampliar el
entendimiento de como funcionan las drogas antiepilépticas. Por otra parte el tener
cierto grupo de ratones resistentes al PTZ nos permite especular la presencia de
ciertos elementos genéticos en ¢l desarrollo de las crisis convulsivas y nos sugiere el
que el sistema GABAergico definitivamente juega un papel preponderante en la

epilepsia.
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