Modelos experimentales de epilepsia

I. Introduccion

AUGUSTO FERNANDEZ GUARDIOLA*

Algunas enfermedades del Sistema Nervioso Central (SNC)
nos han ensefiado mucho sobre su desarrollo y funcionamien-
to. La correlacion anatomo-funcional y clinica -asi como las
respuestas a diferentes terapéuticas- han esclarecido muchos
aspectos, principalmente localizacionistas y dedistribucion de
neurotransmisores. Asi supimos, por ejemplo, donde se en-
contraban en el SNC las dreas de integracién de lamotilidad,
las de proyeccion sensorial y las de percepcion y emision del
lenguaje.

Sin embargo, estas correlaciones no son suficientes para
establecer con seguridad la naturalezadel trastomo, puesto que
en muchos padecimientos es dificil, o hasta ahora imposible
establecer la alteracion del SNC que le dio origen. Tal sucede
con un gran nimero de sindromes epilépticos o epilepsias
como los denominaremos en adelante. Este problema se ha
intentado resolvera través de la creacién de modelos animales
experir les. Losde lasepilepsias han sido numerosisimos.
Este padecimiento es el que mas modelos ha originado entre
todas las enfermedades. Tal vez esto se deba a la extraordi-
naria excitabilidad del cerebro, siendo relativamente facil
hacer que un grupo de neuronas responda en una forma exa-
gerada, paroxistica, ante una estimulacion intensa. Ademas
estos paroxismos pueden medirse mediante el electroencefa-
lograma (EEG) y directamente colocando finos electrodos en
eltejidonerviosoen la vecindad de las neuronasoensu interior.
Porotra parte, las caracteristicas de los paroxismos y alteracio-
nes conductuales desencadenados experimentalmente van a
variar mucho dependiendo sobre qué region del SNC se actie.
Como quiera que sea, lo cierto es que todos estos modelos de
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epilepsia experimental estin estrechamente ligados a los
progresos en el conocimiento de la neurobiologia cerebral.

En este simposio de la Academia Nacional de Medicina
hemos tratado de ofrecer un panorama de diferentes enfoques
experimentales y tedricos de estos modelos. Estin representa-
das las perspectivas neuroquimica, neurofarmacoldgica y
neurofisiolégica, que en algunos modelos se imbrincan en
forma inextricable. Estos modelos que hoy presentamos
incluyen las epilepsias generalizadas convulsivas, las crisis
parciales (focales)simples, las crisis parcialesde sintomatologia
compleja y un modelo de alteracion neuronal de larga dura-
ci6n en sistema nervioso auténomo periférico.

II. Modelos neuroquimicos de
epilepsia experimental

RICARDO TAPIA*
Introduccién

Desde el punto de vista neuroquimico, sin duda el foco de
atencién mas interesante en cuanto a los mecanismos de la
epilepsia experimental es el de las alteraciones en la funcion
sinaptica, ya que ésta constituye el proceso central de la
comunicacioninterneuronal y por lotanto del funcionamiento

* Académico titular. Departamento de Neurociencias. Instituto
de Fisiologia Celular. Universidad Nacional Auténoma de
México.

443



del sistema nervioso central (SNC). Esto se manifiesta clara-
mente cuando se considera que la actividad de los circuitos
neuronales depende del equilibrio entre las sinapsis excitado-
ras y las inhibidoras: si se incrementa la actividad de las
primeras o disminuye la de las segundas, habr una hiperex-
citabilidad, que es una de las caracteristicas definitorias de la
aparicion de la epilepsia.

Los dos sistemas de transmision sindptica predominantes
en el mantenimiento del equilibrio mencionado, sin que esto
quiera decir que no participan ningin otro neurotransmisor,
son la transmisién inhibidora mediada por el #cido 'y -
aminobutirico (GABA) y la transmision excitadora mediada
por el Acido glutAmico. De aqui que sea importante considerar
las alteraciones en estos dos sisternas de transmisién siniptica
y su relaci6n con las epilepsias. Por otra parte, el Ca™ parece
jugar también un papel importante, ya el transporte de este
catién a través de la membrana neuronal es determinante de
algunos pasos de la transmisién sindptica, tanto a nivel pre
como postsindptico. Ademds, un incremento de Ca™ en el
interior de las neurons parece jugar un importante papel en la
generacion de las descargas epilépticas.

Sinapsis GABAérgicas y glutamatérgicas

Como se menciond, los dos sistemas de transmision sinaptica
ql.le,m)qucuu-" 'm.parecencm inti

te relacionados con la actividad epiléptica, son la excitacién
sinaptica mediadapor el glutamato ylainhibiciénmediada por
el GABA. En las sinapsis glutamatérgicas el glutamato,
formado fundamentalmente por transaminacién de varios
amino4cidos con el o-cetogl opord inaciéndela
glutamina catalizada por la glutaminasa, es liberado por
estimulacién de la terminal presindptica. En contraste, en las
sinapsis GABAérgicas el glutamato sirve como el precursor
inmediato del GABA, mediante la reaccién catalizada por la
glutamatodescarboxilasa (GAD)." Enambos casos, comoen
el de cualquier transmisor sindptico en el SNC o periférico, se
requiere que la molécula transmisora sea liberada al espacio
sindptico y se combine con su receptor en lamembrana de la
neurona postsiniptica.

De acuerdo con lo anterior, es posible disminuirla eficacia
del funcionamiento de las sinapsis GABAérgicas, y por lo
tanto producir una desinhibicion de la neurona postsiniptica
correspondiente, mediante alguno de los siguientes mecanis-
mos: a) disminuciénde laactividad delaGAD; b) bloqueo del
receptor postsinaptico; ¢) dafiode laneurona GABAérgica;
d) disminucién de la liberacion de GABA. Por otro lado, un
aumento en la eficacia de la sinapsis glutamatérgica, y por
tantouna hiperexcitacién, se podraproducir porun incremento
enlaliberacion de glutamato, omediante una activacion de su
Teceptor postsindptico.
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Los mecanismos de los que depende el equilibrio entre la
excitacion por sinapsis glutamatérgicas y la inhibicién por
sinapsis GABAérgicas, asi como el papel del Ca* en lapre y
la postsinapsis, se p de simplificada en la
figura 1. El receptor postsiniptico al GABA (conocido como
receptorGABA, paradiferenciarlodel GABA , elcual parece
ser presindptico y tiene propiedades farmacolégicas diferen-
tes), esta intimamente asociado aun canal que permite el paso
de Cl-, por lo que cuando se abre la neurona se hiperpolariza
y porlo tanto se inhibe. Las drogas que funcionan como anta-
gonistas del receptor GABA,, o de su canal asociado, como la
bicuculina y la picrotoxina respectivamente, son, como erade
esperarse, potentes agentes convulsivantes.'

Los receptores postsinapticos al glutamato son también
sensiblesal aspartato y a otrosaminodcidos acidicos (llamados
por eso aminoacidos excitadores, AAE), y se clasifican en
dos grandes tipos, sobre la base de sus propiedades
farmacolégicas: receptores NMDA y no -NMDA (Figura 1).
El receptor NMDA reconoce especificamente al dcido N-
metil-D-aspértico (de ahi sus siglas) y esta asociado a un canal
de Ca™. En cambio, existen al menos tres subtipos de recep-
toresno-NMDA, qu eenadisti drogasexcitotoxica
y en general estin asociados a un canal de Na'.

Conviene en este punto describir otro tipo de canales de
Ca™, que no estin acoplados a receptores sino que se abren
como respuesta a la despolarizacién de la membrana neu-
ronal, y que por esta razén se denominan canales de Ca™
sensibles a voltaje (CCaSV). Como se sefiala en la Figura 1,
existen CCaSV en la terminal presiniptica, que se abren
cuando el potencial de accion llega a la terminal. Como
consecuencia, el Ca™ penetra a ésta, y el incremento en su
concentracién dispara la liberacion del transmisor. Sin
embargo, enlamembrana del somaneuronal también exis-
ten CCaSV, que son aparentemente diferentes de los que
existen en las terminales,

Por su disposicidn y su papel fisioldgico, es claro que estos
dos tipos de CCaSV participan de manera fundamental en las
alteraciones de tipo epiléptico. Si se bloquean o se estimulala
apertura de los CCaSV presindpticos, se inhibe o se exagera,
respectivamente, laliberacion de los transmisores. ,Qué tanto
seafectaal GABA o al glutamato? sin embargo, dependerd de
lacondicion basal de liberacién de cada uno de ellos. Esdecir,
aquel que se libere d mis continua o toni fectard
miés por bloqueadores de este canal (disminuirasu liberacion),
mientras que el que sea liberado de modo més intermitente o
fésico seré poco afectado por talesbloqueadores peroserd més
sensible (aumentardsu liberacion) por drogasque incrementen
la apertura de estos canales. En el primer caso (liberacion té-
nica)seencuentrael GABA y en el segundo (liberacion fasica)
el glutamato.

Ricardo Tapla
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muy extensa, En lareferencia’ se incluye una larga enumera-
cién de ellas. En experimentos realizados hace algunos aiios,
demostramos que la inhibicién de la actividad de la GAD
cerebral del ratén in vivo, en condiciones en que previamente
se produjo un aumento enla concentraciénde GABA median-
te lainhibicion de la transaminasa de este aminodcido, resulta
en convulsionesque se correlacionan con ladisminucién de la
GAD, a pesar de que la concentracion total de GABA esti
elevada hasta en méas de un 200 por ciento. Estos resultados
indican que la actividad de la enzima que sintetiza el GABA,
més que la concentracion total del aminoacido, es un factor
determinante de sufuncién sindpticainhibidora, y sugieren por
lo tanto que existe un acoplamiento entre la sintesis y la

Fig. 1. I‘Aqm:mn dc! funcmnazmento conjunto de las sinapsis excitadoms
hibidoras GABAérgi do sobre una misma
neawna. Cnando ¢l potencial de accidn alcanza la terminal presindptica, s
abren los CCaSV tipo N y ¢l Ca* penetra y dispara ¢l mecanismo liberador
del transmisor. En la regién postsinaptica, el complejo receptor-ionéforo de
C1 deja pasaraeste anién como respuesta a la unién del GABA y la neurona
s hiperpolariza. En contraste, launién del glutamato asus receploresproduce
dos tipos de respuesias: la apertura de canales de Ca® asociados al receptor
NMDA, o de canales de Na* asociados al receptor tipo no-NMDA. En el
primer caso la célula aumenta su exc;!ahl]ldnd ¥ gcnnra los potenciales de
Ca®,y enel segundo la neurona se despol:
cialaa felos CCaSV de lamembra s Iosdl:l
lipa L, serisibles s 1s3 dihidropitidinas, y la entrada de Ca® incrementa atin
mis la excitabilidad. V éase el texto para una discusion mis detallada.
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Por otro lado, una mayor apertura de los CCaSV del soma
neuronal resultard en hiperexcitabilidad, y por consiguiente
drogas que impidan tal apertura tedricamente deberdn ser
antiepilépticos.

Enelmarcoanteriormente descrito, esclaroque laapertura
del canal de Na* asociado a los receptores no-NMDA, que
produce una despolarizacion, es decir, una excitacién de la
neurona, causard la apertura de los CCaSV del soma y por
consiguiente facilitard la entrada de Ca* a través de ellos, lo
cual a su vez aumentari la excitabilidad (Figura 1), Podemos
concluir asi que drogas agonistas de los receptores a AAE,
tanto los NMDA como los no-NMDA, deberin ser
convulsivantes, y losantagonistas deberin comportarse como
antiepilépticos.

Modelos experimentales de epilepsia en que
participan al de los mecani re ]

B

Inhibicion de la actividad de la GAD. Lalista de drogas que
inhiben la actividad de la GAD y producen convulsiones es

Modelos exper les de eplieps]

lit i6n de GABA.

Disminucion de la liberacion de GABA. Este mecanismo
se ha estudiado en el laboratorio mediante el empleo de un
colorante inorgdnico, el rojo de rutenio (RRu), ya que se
demostr6 que en terminales nerviosas aisladas (sinaptoso-
mas) este compuesto inhibe el transporte de Ca?* atravésde los
CCaSVy como consecuenciainhibe también la liberacién de
GABA y otros neuro res** Nk hall
de la accién del RRu in vivo sé resumen a continuacién:*™*
inciso a).una pequefia cantidad de RRu produce infensas
convulsionesenel raton, laratay el gato, cuando se administra
por via intracistenal (i.c.)oi broventricular (i.c.v.);b)
laadministracién i.c. de Ca* simultineamente con RRu, enel
raton, protege contra las convulsiones; c) la inyeccioni.c. de
un quelante de Ca? como el EDTA también produce répida-
mente convulsiones, y éstas son también antagonizadas por la
administracién simultanea de Ca*; d)laliberaciénde GABA
dependiente de Ca® en sinaptosomas aislados del cerebro de
ratones sacrificados en el momento de las convulsiones
producidas por RRu i.c., estd inhibida; ) la administracion
i.c. de La* también produce convulsiones.

Enelmarcode ladiscusion de laseccion precedente, sobre
los CCaSV de la terminal presiniptica y el papel del Ca* en
I liberacién de transmisores, los datos anteriores indican que
cuando el RRu se administra directamente en el liquido
cefalorraguideo se producen convulsiones probablemente por
una disminucién de la liberacién de GABA, Sin embargo,
datos recientes de nuestro laboratorio;” indican que cuando el
RRuse inyectadirectamente en el parénquimacerebral, puede
penetrar al interior de los somas neuronales y producir excita-
cién y dafio neuronal. Evidentemente la interpretacion de los
efectos del colorante en estas condiciones experimentales
debe ser diferente.

Aumento de la liberacion de glutamato y/o de la entrada
de Car* al soma newronal. En experimentos invivo, enlarata,
encontramos que la administracion sistémica de 4-ami-
nopiridina (4-AP), un compuesto que ensinaptosomas estimula
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la liberacién de glutamato y otros neurotransmisores de
manera dependiente de calcio,*' ' produce convulsiones. Ade-
mas, lamicroinyeccién de esta droga en el hipocampo induce
descargas epileptiformes generalizadas y una alteracién mo-
tora conocida como “sacudidas de perro mojado™, la cual se
asocia a epilepsia experimental de tipo limbico. En ambos
casos laadministracién sistémica de dihidropiridinas antago-
nistas de los CCaSV de la membrana somdtica, como la
nifedipina, result6 paraddjicamente enuna potenciacion de la
actividad convulsiva. ™ Estos resultados se podrian explicarsi
la nifedipina tuviera en estas condiciones una accién como
agonistaparcial, mas que como antagonista, de los CCaSV del
soma, lo cual indicaria que la 4-AP podria facilitar la entrada
de Ca* a través de ellos. De hecho, otra dihidropiridina, el
BAY-K-8644, que es un agonista de estos canales, produce
convulsiones cuando se administra i.c.v., y éstas se impiden
por el tratamiento con nifedipina u otras dihidropiridinas
antagonistas de los CCaSV."

Se interpretaron estos resultados en el sentido de que la4-
AP produce un aumente de la liberacién de AAE y, mediante
este mecanismo, un aumento en la entrada de Ca* a las
neuronas, aunque es también posible que la 4-AP facilite
directamente la entrada de este cation a los somas neuronales
a través de los CCaSV.

Conclusién

Es claro que los nuevos conceptos que han surgido a raiz de la
informacién anterior generarn el disefio y la sintesis de dro-
gas anticonvulsivantes més efectivas, En este sentido, los
antagonistas de los receptores NMDA, algunos de los cuales
ya se han probado que poseen efectos anticonvulsivantes en
varios modelos de epilepsia experimental, tanto in vivo'*"*
como in vitro, en rebanadas de hipocampo,'s prometen ser un
campo fértil para el desarrollo de nuevos farmacos antiepilép-
ticos. Hasta ahora, sin embargo, estos antagonistas tienen
efectos téxicos de consideracion, por lo que es necesario
obtener otros compuestos con la misma accién antagénica
sobre los receptores NMDA pero con menor toxicidad.
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IIL. El sistema GABAérgico
cortical en dos modelos de
epilepsia experimental

SIMON BRAILOWSKY*

En este trabajo describiremos los efectos de la manipulacion
de las concentraciones intracorticales del acido gama-
aminobutirico (GABA), principal neurotransmisor inhibidor
del sistema nervioso central, en un modelo de epilepsia
generalizada en el mono y enun modelo de epilepsia focal en
larata, Mostraremos como el aumento en estas concentracio-
neses capazde inducir p fectosantiepilépticos y como
el descenso brusco de las mismas puede inducir fenémenos
paroxisticos.

Efectos anticonvulsivos de infusiones localizadas de
GABA

Losexperimentos iniciales se llevarona cabo eummosPapra
papio fotosensibles. Estosanimalesiy enosdeepilep-
sia generalizada cuando se les estimula con flashes a una
frecuencia vecina a los 25 Hz. Dependiendo del grado de
fotosensibilidad, se pueden observar desde mioclonias de los
pérpados hasta crisis ténico-clonicas de tipo gran mal. Esta
conducta se asocia con descargas paroxisticas que se expresan
en forma particularmente intensa y temprana en las regiones
fronto-rolandicas de ambos hemisferios cerebrales, sitios
generadores de la descarga anormal. Estas descargas fronto-
rolandicas (4reas 4 y 6) preceden siempre las mioclonias.

Experimentos de farmacologia sistémica en estos anima-
les han mostrado que todos aquellos farmacos que interfieren
con la transmision GABAérgica facilitan la fotosensibilidad,
mientras que todos aquellos que la favorecen tienen efectos
anticonvulsivos.'

Con objetode investigar el papel del GABA anivel de esta
corteza frontorolandica en particular, realizamos experimen-
tos en los que elevamos la concentracion extracelular del
GABA en forma circunscrita, en animales fotosensibles y no
fotosensibles. En animales naturalmente fotosensibles, la
infusién, crénica bilateral de GABA (100 pg/ul) mediante
minibombas osméticas produjoun blogueo completotantode
los signos clinicos como electrograficos de fotosensibilidad.
Las infusiones bilaterales del vehiculo (solucion salina) no
tuvieron ningtin efecto. Efectuamos estas infusiones en cuatro
regiones diferentes de la corteza cerebral: 1a corteza occipital,

* Departamento de Neurociencias. Instituto de Fisiologia
Celular. Universidad Nacional Autonoma de México.

la corteza motora, el 4rea premotora y la corteza prefrontal.
Sélo las infusiones de GABA en la corteza occipital (visual)
yenlamotora tuvieron estos efectos de bloqueo completo del
sindrome fotosensible. Las infusiones en el irea 6 (premotora)
mostraron efectosanticonvulsivosparciales y lasinfusionesen
el drea prefrontal no tuvieron ningiin efecto antiepiléptico >
Estos experimentos indican que en este modelo de epilep-

sia generalizada refleja, existen 4reas criticas para la regula-
cién de la excitabilidad cerebral: I corteza visual juega un pa-
pel “permisivo” mientras que la corteza motora tiene un papel
“ejecutivo” pﬂm la expms:()n del sindrome fotosensible. Se
han identificado paralaepileptogénesis
oumopmnlusefec&:sanhoonvuhvos en el oeretrodelatala.‘

Elsindrome de abstinencia al GABA (SAG) en el mono

Entodoslosmonos, fotosensibles ono, enlos quese administré
el GABA constatamos la aparicién de focos de actividad
paroxistica. Independientemente del drea infundida, la canula
de infusién utilizada también como electrodo de registro
mostrabalapresenciad Li i "dew‘u dad forma
de esplg&anda,queenelcasodelacmmmomm,secone-
lacionaba con la aparicién de mioclonias de las porciones
distales del miembro inferior. El SAG en el Papio tuvo una
duracién de tresa cincodias, despuésde los cuales desaparecio.
La fotosensibilidad comenzd areaparecer de dos a cuatro dias
despuésdel findelt conel GABA, detalmaneraque
enlas fases finales del SAG, coexistian en el mismo animal una
epilepsia generalizada (la fotosensibilidad) con una parcial (el
SAG).

El SAG en la rata con kindling

Con objeto de verificar los efectos anticonvulsivos de las
infusiones intracorticales de GABA, ensayamos el mismo
procedimiento realizado en el Papio papio esta vez en el
modelo del “kindling” amigdalinoen larata. En animales que
presentaban un estadio 5 (crisis generalizadas con pérdida del
equilibrio) estable, la infusion intracortical (regién
somatomotora) de GABA disminuyd laintensidad de las crisis
motoras, sinafectarlad onde lapostdescargaamigdalina ®
Estos efectos se interpretaron como una accién del GABA
sobre la expresion motora de las crisis sin afectar laactividad
del foco de origen de dicha actividad (la amigdala).

En estas ratas también pudimos constatar al cese de la
infusién del GABA, la aparicion de un SAG. Este SAG se
presenté en ambas cortezas somatomotoras, dado que la
infusién del GABA fue bilateral,
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EIl SAG en la rata no epiléptica

La aparicién de un SAG después de la infusién crénica de
GABA pudo confirmarse en ratas no epilépticas, y después de
infusiones unilaterales del aminodcido tanto a nivel de la
corteza cerebral como del sistema limbico.® Es interesante
subrayar que el SAG limbico, tanto a nivel del hipocampo
comode laamigdala, fue menos duradero que anivel cortical.
Enambasestructuras, este nuncapersistié pormés de 12 horas.
Estos hallazgos muestran que la susceptibilidad a la epilepto-
génesis varia de acuerdoal estimulo desencadenante (en otras
palabras, al modelo de epilepsia): si bien es cierto que el
sisterna limbico muestra una susceptibilidad extrema a los
efectos de la estimulacién eléctrica, lo es menos para la
expresion del SAG.

Relacion entre tiempo de infusion del GABA y el SAG

Iniciamos un estudio enfocado especificamente a estudiar la
relaci6n entre tiempo de infusion con el GABA y la latencia
y la duracién del fendmeno paroxistico. Asi, se prepar6 a los
animales con canulas intracorticales en ambas cortezas
somatomotoras (region correspondiente a la pata posterior) y
deelectrodos epidurales de registro. En todoslos casos, se hizo
lainfusién de GABA en el lado izquierdo y de solucion salina
enel derecho. Losregistros EEG se hacian de ambos lados del
cerebro, con fines comparativos,

Se realizaron infusiones que iban desde 3 horas a dos
semanas, usando una dosis de GABA de 100 pg/pL/hora o de
salina (1pL/hr). Observamos que para aquellas infusiones que
duraban entre 6 y 24 horas, la latencia de aparicion del SAG
fue de entre 50 y 60 minutos en promedio, mientras que la
duracién de las espigas epilépticas fue deentre 20 y 170 horas.
Enocho animales en los que se infundi6 el GABA alamisma
dosis durante 3 horas no se observé ningiin SAG.” En grupos
de ratasen los que se administré el GABA durante 3,5,7 y 14
dias, lalatencia de inicio de la actividad epiléptica fue de entre
10a25minutos, mientrasque laduracién del SAG fue deentre
10 y 40 horas. Asi, aparece una relacién inversa entre tiempo
de infusién del GABA y la latencia y la duracién del SAG: a
tiempos de infusién mas cortos comresponde un SAG de
latencia y duracién largas. No sabemos atin las razones de esta
relacion, pero pudieraestar ligadaa los efectos histologicos de
la infusién,

Patrones EEG del SAG
Nos llamé la atenci6n que tanto para SAG cortos (algunas
horas) comopara largos (variosdias), laevolucién temporal de

los cambios electrogrificos seguia una misma morfologia
Observamos tres tipos de patrones EEG: el patrén que deno-
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minamos I, constituido por actividades en forma de espiga-
onda tinica, de 200 a 700 pV de amplitud y a una frecuencia
de0.5a3 cps. El patrén IT, constituido porelementos en forma
de espiga-onda seguidos de poliespigas de alta frecuencia. En
sus fases iniciales, estos dos patrones se acompaiiaron de
mioclonias de la pata posterior contralateral. Finalmente, el
patrén T formado por espigas que se propagan a las 4reas
homdélogas del hemisferio contralateral, en forma de crisis de
varios segundos de duracion,acompariadas de inmovilidad del
animal y, ocasionalmente, de lasllamadas*‘sacudidas de perro
mojado”, indicativas de una posible propagaciénde laactividad
anormal a estructuras hipocampicas.

En la mayoria de los casos, el SAG se inicia con el
patrén I, el cual predomina también a partir del 2° dia y hasta
el final. Los patrones I1 y 111 se observan en general entre la
primera y la cuarta hora del SAG y son raros después de 10a
12 horas de iniciado el rebote epiléptico. En todos los casos,
el final del SAG se anunciaba como la desaparicién de la
actividad anormal durante la vigiliay el suefiode movimientos
oculares ripidos, y su reaparicién durante el suefio de ondas
lentas, tanto para los SAG cortos como para los largos
(Figura ).

SINDROME DE ABSTINENGIA AL OGABA

Pre - OABA

eyt —

Fig. 1. Registro electroencefalografico mostrando la evolucién temporal del
sindrome de shstinencia al GABA (SAG) en una mia que recibid la infusién
intracortical del aminodcido durante 6 horas en la corteza somatomolora
(MC) del ad iquierto. La primer espiga apareee a los 3 minutos de 1

ién del i yl P tiniia basta por 13
cims..“ | finaldel SAGse iza porlapresenciade lnactividad
de tipo epiléptico solamente durante ¢l suefio de ondas lentas ("SOL").

Cambios neuroquimicos en el SAG

Actualmente se esta estudiando los efectos de las infusiones
crénicas intracorticales del amino4cido sobre la actividad de
la enzima de sintesis del GABA, la decarboxilasa del dcido
glutAmico, en colaboracién con Ricardo Tapia y Patricia
Salazar. Los resultados preliminares muestran una reduccién
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de aproximadamente 50 por ciento en laactividad de 1aGAD,
tantoen ausencia comoen presencia del cofactor, €l fosfato de
piridoxal. Estos resultados indican que existen cambios
regulatoriosen el aparato enzimético del GABAa consecuen-
cia del aumento en la concentracién del producto. Se estd
estudiando la cinética de estos cambios, tanto en el sentido de
1a disminucién de la sintesis (down-regulation) como de la
recuperacion de losniveles enzimiticos una vez suspendidala
infusién del aminoacido.

Cambios histolégicos inducidos por el SAG

Flandlisis histolégico del SAG hamostrado cambios locales,
aniveldelsitiode infusidnasi comoen aquellasestructuras gue
reciben proyecciones de la zona cortical infundida. A nivel
local, se encontré una despoblacion neurono-glial en las dreas
més proximasa la canula de infusién. En las zonas mas aleja-
das (0.5 a 0.8 mm) se aprecid una zona de gliosis, visible con
latincidén de Nissl (violeta de cresilo) y més claramente con la
inmuniocitoquimica (anticuerpos anti-GFAP) tifiendo los
astrocitos reactivos que expresan la proteina acidica fibrilar
caracteristica de estas células,

En la zona talimica de proyeccion de la corteza motora
(nticleos del grupo ventro-medial) se observaron cambios
gliticos cuya localizacion variaba de acuerdo al drea cortical
que habiamostradoactividad paroxistica. Pensamosque estos
cambios se deben a la liberacién de aminodcidos excitadores
a partir de las terminales cortico-talamicas. Existe evidencia
de que estas fibras corticofugas son glutamatérgicas, y se ha
descrito* que el aumento en la concentracién de agonistas del
glutamato se acompaiia de efectos neurotdxicos, En otros
modelos de epilepsia cortical focal se han descrito lesiones a
nivel talimico® asi como los efectos protectores de estos
cambiosdegenerativos por medio de antagonistas del receptor

sélodel area cortical involucradaen la generaciénde actividad
paroxistica, sino también en la zona talimica ipsilateral de
proyeccién de dicha 4rea cortical (niicleos posterior oralis,
ventro-postero-lateral, central-lateral, ventro-lateral y reticular).

Cambios microfisolégicos durante el SAG

En colaboracién con Silva-Barrat y col.” realizamos experi-
mentos in vitro en rebanadas de corteza cerebral obtenidas de
ratas que presentaban in vivo un SAG clinico (mioclonias
unilaterales) o eléctrico (espigas en el sitio de infusion). A
partir de estas rebanadas, se analizaron en registro intracelular
las neuronas situadas en la vecindad del sitio de infusién.
Laestimulacién eléctrica de lasustancia blanca situadaen
el mismo plano columnar del sitio de registro indujo, en todas
las células analizadas, despolarizaciones paroxisticas acom-
paiiadas de trenes de potenciales de accion de alta frecuencia.
Estas actividades son las llamadas PDS (paroxysmal
depolarization shifi) y se han considerado como una caracte-
ristica de célulasepilépticas. * Cuando laestimulacién eléctri-
ca era de menor intensidad, se obtenian potenciales post-
sindpticos excitadores (PPSE) de gran amplitud.
Enestasrebanadas se encontrd una poblacién de neuronas
quepresentaban, ademéisdelosPDS inducidossinipticamente,
trenes de potenciales de accion de alta frecuencia provocados
por la inyeccién intracelular de corriente. Estas neuronas con
capacidades intrinsecas para la generacién de PDS se diferen-
ciaron de las otras (i.e. aquellasen las que los PDS sélo podian
ser producidos por estimulacién sindptica) en: a) presentar
potenciales voltaje-dependientes (PPSE que aumentaban por
hiperpolarizacién y disminuian por despolarizacién), b) pre-
sentar PDS calcio-dependientes: la sustitucién del calcio del
medio por cobalto produjo la desaparicion de los trenes de
potencialesdeaccién dealta frecuenciainducidos por corrien-

al NMDA (n-metil-d-aspartato) como son la ketamina y el
MK-801."° La posibilidad de que los cambios a distancia
observados en el SAG se deban a mecanismos similares
puede ser probada mediante la administracién de dichos
antagonistas en animales que presenten un SAG.

Cambios metabilicos inducidos por el SAG

Los cambios a distancia producidos por el SAG cortical han
podido ser observados también por medio de la técnica de la
2-desoxiglucosa (2-DG) radicactiva."! Mediante esta técnica
es posible estudiar el metabolismo glucidico cerebral ya que
1a2-DG se acumula en el sitio de su utilizacion. Asi, las dreas
cerebrales més activas acumularin més 2-DG, la cual puede
ser visualizada mediante autoradiografia. De esta manera
hemos observado un aumento significativo en el consumo
local de glucosa (tres a cinco veces en relacion al control) no

Modelos exper les dé "

te para dar pasoapotencialesinicos, y ¢) unamayor tolerancia
alos efectos hiperpolarizantes del GABA aplicado al baiio en
el que se mantenian a las rebanadas. Esta tolerancia se
manifestd como una EDS0 (concentracion efectiva 50) 50-100
veces mayor para estas células que para las neuronas con PDS
sindpticos usando la isoguvascina, agonista especifico de los
receptores GABA-A.

Existe ain controversia sobre el papel de la activacién
sinfptica versus laexistenciade neuronasde tipo“‘marcapaso”
en la produccién de actividades de tipo epiléptico. Existe una
escuela que propone que la actividad epiléptica (PDS) es
producidapor PPSE “‘gigantes”, caracterizados porun aumen-
to de 5 a 10 veces en la conductancia siniptica en relacion a
PPSE normales.'*"* Estos PPSE gigantesactivarian unmayor
nimero de neuronas estableciéndose un circuito reverberante
de actividad anormal, Los PDS “endogenos” dependerian de
propiedades membranales especiales de la neurona.'
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Por otra parte, Wong y col.”” han propuesto que los PDS
observados en la mayoria de los modelos de epilepsia provie-
nen de corrientes cdlcicas (excitadoras) dendriticas voltaje-
dependientes. Schwindt y Crill'® observaron estas comientes a
nivel de la médula espinal, en células capaces de generar
descargas en trenes. Estos potenciales calcicos gigantes pue-
den, entonces, ser otro marcador de neuronas epilépticas,

Latoleranciaal GABA queencontramosenlas célulasque
estuvieron expuestas crénicamente al aminodcido puede de-
berse a una desensibilizacidn de los receptores producida por
laexposicion prolongadaal GABA, aunque no sabemos si esta
se debe a una disminucion en el nimero de receptores o en su
afinidad por el GABA, o incluso a un aumento en los
mecanismos de recaptacitn.' Otra posibilidad mas seria que
latolerancia alosefectos del GABA estuvierarelacionada con
un aumento en la concentracion intracelular de calcio, el cual
podriadisminuir la sensibilidad del receptoren formadirecta®
oatravés de cambios en el estado de fosforilacién del mismo,
que también dependen en parte del calcio interno.?!

Farmacologia del SAG

Aunque preliminares, los estudios farmacoldgicos realizados
en el SAG muestran resultados sorprendentes. Ante todo, es
necesarioenfatizar que laresponsividad del SAGalosdiferen-
tes farmacosanticonvulsivos, administrados por via sistémica,
varia de acuerdo al tiempo de evolucién de la actividad
paroxistica. Asf, hemos encontrado que el SAG es extraordi-
nariamenteresistente alosanticonvulsivosusados clinicamente
(fenitoina, barbitiiricos, etosuccimida, valproato, carbamaze-
pina, etc.) e incluso al firmaco de eleccitn en casos de status
epiléptico: el diazepam. Dosis que van hasta 15 mg/kg LP. de
estabenzodiazepinano hanafectadolafrecuencia de descarga
del foco epiléptico, a pesar de que el animal se halle profun-
damente sedado. Incluso el pentobarbital a dosis anestésicas

segundo o tercer dia de iniciado el SAG. No se conoce hasta
la fecha el o los mecanismos de accién de este compuesto.

Eneste contexto, es necesario mencionar que laactividad
paroxistica focal caracteristica del SAG puede ser inhibida si
la infusion local del aminoécido es reiniciada,™ asi seaen las
fases iniciales del sindrome.

En estudios relacionados, mostramos que la taurina, otro
aminodcido conefectos inhibidoressobre laactividad cortical *
no fue capaz de inducir fenémenos de abstinencia cuando se
suspendi6 su infusién crénica intracortical, tampoco tenia
efectos inhibitorios sobre el SAG.*

Concluyamos diciendo que el SAG recuerda varios cua-
dros observados en la clinica;

I)uncuadrode statusepiléptico focal (actividad paroxistica
continua),

2) un sindrome de epilepsia parcial continua (sindrome de
Kojewnikow), caracterizado por descargas focales asociadas
amioclonus y a descargas epileptiformes lateralizadas peri6-
dicas (los llamados “PLEDS"),

3) un cuadro de epilepsia focal intratable (resistente a los
anticonvulsivos usuales),

4)unsindrome de carencia o abstinencia semejante al que
se observa después de suspender bruscamente la administra-
cién prolongada de sustancias como los barbitiricos, las
benzodiazepinas o el alcohol, sustancias que se caracterizan
por facilitar Ia transmisién GABAérgica.
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IV. Modelos in vitro para el
estudio de la actividad
anticonvulsiva

RODOLFO RODRIGUEZ*
MIGUEL LUJAN
RAFAEL RAMIREZ
MARTHA MEDINA
CECILIA CAPISTRAN

Desde 1937 Putnam y Merritt informaron que los firmacos
potencialmente ttiles en el control de la epilepsia pueden ser
indentificados porsu habilidad para suprimir las convulsiones
inducidas por la estimulacién eléctrica en los animales de
laboratorio.” Dichaobservacién se derivé delestudiosistema-
tico de una larga serie de estructuras con grupos fenilo y del
hallazgode ladifenilhidantoina, una molécula particularmen-
te efectiva, poco téxica, que fue introducida al uso clinico un
afio mis tarde."” A partir de este reporte se desarrollaron
numerosos modelos experimentales que emplean diversas
especiesanimales y procedimientos convulsivos, que hansido
de gran utilidad en el estudio de la epileptogénesis y en el
andlisis del mecanismo de accién de los firmacos (Cuadro I).
Los modelos mis comunmente empleados paralaseleccion y
desarrollo de nuevos anticonvulsivos descansan en la capaci-
dad que tienen los antiepilépticos conocidos para suprimir los
efectos producidos por el electrochoque, especialmente la
hiperextension del tren posterior, y para elevar la dosis de
metrazol requeridaparainducir convulsionesténico-clénicas;
efectos relativamente inespecificos que se atribuyen esen-
cialmente a su accion sobre la intensidad del estimulo

* Académico titular.
Todos los autores. Departamento de Farmacologia, Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Autonoma de México.
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empleado y, en menor grado, a lanaturaleza del estimulo o al
tipo de convulsién inducida *' El valor de dichos modelosha
quedado plenamente establecido, baste recordar que la gran
mayoria de losantiepilépticosen uso clinico fueron descubier-
tos por sus efectos sobre estos modelos experimentales de
epilepsia. Sin embargo, es claro que ninguno de ellos se
aproxima a la situacion clinicani cumple con cada uno de los
requisitos formulados para un modelo ideal de epilepsia; en
especial, el control experimental precisosobre el desarrollo del
fenémeno, la presencia de crisis convulsivas espontineas y
recumrentes, la permanencia y progreso de las mismas y la
ausenciade dafio tisular. El fendmeno deactivacionprogresiva
por estimulacién eléctrica repetida de baja intensidad parece
cumplir estos requerimientos.

Cuadro 1. METODOS PARA LA VALORACION DE ANTICON-
VULSIVOS

1. Estimulacién eléctrica
a. Generalizada
1. Umbral (clénica)
ii. Maxima (extensién

4. Estimulacion quimica
a. Generalizada
i. Metrazol
= Umbral (clénica)

‘permanencia; una vez suspendido el proceso de induccién, la
susceptibilidad aumentada al efecto convulsivo de la
estimulacién eléctrica persiste por varios meses. La ausencia
de daiio cerebral y la permanencia del efecto fisiolégico es
indicativo de alteraciones permanentesde la funcién neuronal
inducida por la estimulacién eléctrica epileptogénica. Por
estas caracteristicas, el kindling es considerado como un
modelo singular para el estudio de la epileptogénesis y de la
plasticidad neuronal, asi como para la evaluacién y andlisis de
la accién anticonvulsiva.

El kindling ofrece diversas ventajas para el ensayo
farmacolégico: 1) permite el empleo de manifestaciones
conductuales y electroencefalogrificas convencionales; estas
pueden ser evocadasa voluntad, son estables y susceptibles de
cuantificacion. Por ello, es posible usar los mismos animales
para el estudio de diversos firmacos y dosis; 2) ofrece la
alternativa de usarun modelo focal o de un focal-generalizado
de epilepsia, lo que facilita conocer ¢l efecto diferencial de la
accion farmacol6gica; y 3) ya que las convulsiones kindlicas
pueden ser inducidas por la estimulacion de diferentes estruc-
turas cerebrales, es posible iar el efecto de los firmacos
sobre crisis evocadas en diferentes sitios. Se han realizado
avances considerables en el andlisis del efecto de los firmacos
sobreel kindling; sinembargo, losresultados reportadosno son
consistentes y algunos son contradictorios. Tales diferenciasse
atribuyen a la diversidad de especies y técnicas empleadas;

ténica) - Mixima (extension
b. Local ténica)
i. Cortical, subcortical ii. Otros agentes
ii. Médula espinal -Estricnina
-Picrotoxina
2. Estimulacion sensorial -Bicuculina
i.  Audiogénica ~Ti icarbazid a2
ii.  Fética b. Local
i. Convulsivantes
1. Allsrac 1abéli T
i. Agua-electrolitos -Penicilina
ii. CO, =Metales
iii. Hipertermia

iv. Endocrinas

Sehademostrado que laestimulaciéneléctricarepetidade
baja intensidad, aplicada en dreas especificas del sistema
nervioso central, especialmente el sistema limbico y 4reas
relacionadas, induce el desarrollo progresivo de alteraciones
electroencefalogrificas y conductuales caracteristicas. Ini-
cialmente, sélo se inducen postdescargas locales; con la
repeticién de los estimulos eléctricos, las postdescargas son
mias prolongadas, se propagan a los sistemas neurales
interconectados y, eventualmente, se presentan convulsiones
g lizadas. Las condiciones bésicas para la induccién de
estas alteraciones fueron inicialmente descritas por Goddard
y cols,” quienes acuiiaron el término kindling para describir
este fenémeno. Cuando la estimulacion eléctrica se continia
por largos periodos las convulsiones se presentan espontanea-
mente y es posible observar un estadoepiléptico.'* Unade las
caracteristicas mas significativas de este fendmeno es su
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en la mayoria de los estudios no se consideran los
niveles plasméticos necesarios paraunaaccidn efectiva® Los
estudios sisteméticos y comparativos, que emplean la misma
especieanimal, criterioy técnicaexperimental, revelan que los
firmacos con un espectro anticonvulsivo amplio en otros
modelos experimentales, como los barbitiricos y las
benzodiazepinas, inhiben con mayor facilidad las manifesta-
ciones generalizadas que la actividad focal® La potencia
relativa para inhibir las manifestaciones conductuales y la
duracién e intensidad de las postdescargas es, en ese orden,
clonazepam > diazepam > carbamazepina > pentobarbital >
fenobarbital > 4cido valproico.! Lo anterior favorece la hipé-
tesis de que la crisis kindlica generalizada es un modelo de
epilepsia ténico-clénica;’ sin embargo, la difenilhidantoinaes
inactiva.'? El hecho de que las crisis focales, particularmente
las amigdalinas, sean altamente resistentes al efecto de los
anticonvulsivos hapermitido postularque dichas crisis pueden
ser un equivalente de la epilepsia parcial compleja, que
también suele ser refractaria a los antiepilépticos conocidos.
Finalmente, cabe destacar que laaccién de losanticonvulsivos
sobreel proceso de adquisicion del fenémeno también es muy
limitada

Por otro lado, a partir del reporte de Goddard, un gran
nimerodeestudios han pretendido identificarlos mecanismos
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neuroquimicos subyacentes al kindling, "™'** sin embargo, se
tienen pocosavancesal respecto. En general, se haencontrado
que las lesiones o los firmacos que disminuyen la influencia
noradrenérgica, " serotonérgica’'® y gabaérgica'® facilitanel
desarrollodel kindling y que suaumento loretrasa. Asimismo,
que los sistemas colinérgicos parecen jugar un papel
proconvulsivo® ylos opioidesendégenos parecendisminuirla
susceptibilidad cerebral a laactividad epileptogénica, ya que
lanaloxona, unantagonista de narcoticos, facilitael desarrollo
y acenttia las manifestaciones del kindling.** Sin embargo,
existenresultados contradictoriosy lasalteracionesbioquimicas
descritas a la fecha son complejas y no pueden ser ficilmente
interpretadas; por ello, el correlato bioquimico del kindling
sigue siendo un problema sin resolver."”

Por lo anterior, se considerd que la reproduccién del
kindling en una estructura menos compleja que el sistema
nervioso central (SNC) podria facilitar el disefio de las estra-
tegias experimentales necesarias para disecar el fendmeno,
visualizar con mayor claridad sus causas primarias y facilitar
el andlisis del mecanismo de accidn farmacologica.

En 1986 reportamos que laestimulacioneléctricarepetida
de baja intensidad aplicada al fleo aislado de cobayo produce
cambios progresivos en la actividad basal que. culminan con
contracciones vigorosasy esponta varias
horas después de suspender la emmu]amén eléctrica Se
encontré que, al igual que en el animal i integro, lamagnitud de
estasalteraciones depende de los pardmetros de estimulacion,
especialmente del mimero de estimulaciones eléctricas, de la
frecuencia de estimulacion y del intervalo entre estimulos.
Estas caracteristicas, la semejanza en el proceso de desamrollo
ysususceptibilidad al efecto de los anticonvulsivos, permitie-
ron proponer que tales alteraciones pueden ser andlogas al
fenémeno kindling que se produce en el animal integro,'**

En estudios recientes se confirmaron y ampliaron estos
hallazgos y se inicié el analisis sistemético del efecto de los
anticonvulsivossobre el fenémeno it 1. Estos resultados
son motivo de la presente comunicacion. La figura | muestra
elregistrocontinuo de laactividad intestinal durante el proceso
de induccién del fendmeno, el cual se llevé a cabo mediante
laaplicacion de 15 estimulos eléctricos subumbrales (50 %de

frecuencia de las contracciones (8-12/min), seguidas de una
disminuci6n del tono y desaparicién temporal de las contrac-
ciones ritmicas. En general, a partir del 8. estimulo aparecen
espigas de magnitud variable (2-3 g), las cuales, después del
estimulo 14 6 15, alcanzan tensiones de 4a 5 g. Este patron de
da;amllo se observa en la mayoria de los mmsunosenqmse
1 fend ). Enotros casosdich

en una etapa relativamente mas tempmna o m& Imdja del
proceso de induccién. Enlamayoriade lossegmentos control,
no estimulados y sujetos a perfusién continua, no se registran
alteraciones significativas de la actividad basal; en algunos se
observan espigas esporadicas de magnitud intermedia. Cabe
destacar la permanencia del fenémeno; una vez suspendidala
estimulacién, las espigas continian con el mismo o mayor
grado de intensidad y frecuencia. La frecuencia y patron de
descarga varia considerablemente de un intestino a otro.
Pueden presentarse en estallidos de tres a cinco contracciones
sucesivas, con periodos de silencio de 3 a 7 min, hasta
descargas ritmicas y reg (1-2/min), con actividad basal
minima o nula (Figura 2). No se observa predominio claro de
algunos de estos patrones.
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Fig. 1. Al de la actividad esp del ileo llshdo de cobayo

inducidas porla estimulacion eléctrica de baja intensidad. La parie inicial del

primer registro muestra la actividad basal del infestino y las flechas indican

los ajustes en Ia intensidad del estimulo. Los nimeros 1 a 15 sefialan el
de la aplicacién d 'ulimuln c|6c|r|cn Caduestirmhcommﬂde

la intensidad requerida para provocar una respuesta). Los

estimulos consistieron entrenes de 10 segde pulsos cuadrados
monofisicos aplicados cada 20 min, cadapulso medel\ mseg,
de duracién a 20 Hz, La actividad basal del i

lxenesdelt)wgde | dda 20 min.
Cadapulso fuede 3 lmegde duracion,a20 Hzy llm(enmdxdnjusladaxﬁﬂ%
de aquella capaz de evocar una respuesta. Los intestinos fueron continua-

en contracciones muscul d yrilmtcasﬂ -8/min)
y con una amplitud, que varia deun intestino a ofro y durante
el registro, de 0.2 a 1.0 g, la cual se sobrepone a un tono
muscular continuo, Como puede apreciarse, a partir del 4o.
estimulo se presentan descargas espontineas y transitorias en
las que aumenta el tono basal, la amplitud (1-2 g) y la
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mente perfundid lucién de Krebs (10 mUmin), mantenidaa 37°Cy
burbujeada con una mezela de 95% de O, y 5% de CO,.

En la primera etapa del proceso de la validacién de este
modelo in vitro para el estudio de laactividad anticonvulsiva,
se observé el efecto de algunos anticonvulsivos sobre el
fenémeno establecido. Se encontro que laadiciona la cAmara
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de diversos anticonvulsivos suprime claramente las alteracio-
nes establecidas (Figura 3). El efecto observado fue depen-
diente de la concentracion del firmaco y, en general, el efecto
fue aparente en concentraciones del orden de 1X107 M. Con
las concentraciones mas elevadas se logra una inhibicion casi
total (1X10* M) o total (1X10* M) del fenémeno. Cabe
mencionar que la concentracion mas elevada (1X10-* M) de
carbamazepina(CBZ),diazepam (DIA) y pentobarbital (PEN)
inhibe larespuesta contractil del intestino estimuladoa 0.1 Hz,
lo que puede implicar que es inespecifico el efecto de esta
concentracién sobre el fenémeno intestinal,
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Fig. 2. Alteraciones miximas de la actividad meitmll inducidas por la
estimulacidn eléctrica repetida de baja intensidad. Se muestra laactividad de
cinco intestinos diferentes; los registros fueron tomados 120 min después de
1a palicacién del ultimo estimulo eléctrico. Otros detalles en Fig. 1.
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Fig. 3. Efecto deal| 3 Isi T T S
la estimulacidn eléctrica repetida de hlljll intensidad. En cada reglslm Ia
primer flecha (T ) indica ¢l momento ¢n que se mspendc Ia perfusion y se
adiciona el firmaco dienteala fialada; la segunda
flecha (L) muestra el mumenlo e que se reinicia la perfusion, En tudas los
casos, ¢l firmaco estuvo en contacio con el tejido durante 3 min.
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La cuantificacién del efecto observado revelé que la
potenciarelativadela DFH,FEN, CBZ y DIA esrelativamente
semejante. Los resultados observados con FEN, CBZ y DIA
SON CONSi on laeficaciade estos firmacos para suprimir
las crisis kindlicas totalmente desarrolladas.' Es de interés el
efectoinhibidorde laDFH, yaque, aparentemente, es ineficaz
en el animal integro;' asimisimo, que el PEN sdlo es activoen
concentraciones muy elevadas. Excepto en el caso del PEN,
las concentraciones necesarias para inhibir claramente el
fenémeno (> 50 %) son relativamente semejantes o inferiores
alas concentraciones plasmaticas efectivas para el control de
la epilepsia. Por otro lado, la metsuximida fue inactiva y la
naloxona tiende a aumentar la frecuencia de las contracciones
intestinales.

Estos resultados apoyan la idea de que las alteraciones
intestinales aqui descritas pueden ser, en esencia, andlogas al
fendémeno kindling, que resulta de la estimulacion de 4reas
especificas del SNC; particularmente si se acepta el concepto
de que este fendémeno representa el aumento progresivo de la
reactividad neural como consecuencia de la estimulacién
eléctrica de baja intensidad, convenientemente espaciada y
repetida.** Por supuesto, faltamucho camino porrecorrerantes
de concluir que ambas alteraciones son equivalentes, Eviden-
femente, la identificacién del correlato bioquimico del fend-
meno intestinal es indispensable; ademés, es necesario preci-
sar con mayor detalle ciertas caracteristicas del mismo;
especialmente las relativas al efecto de la estimulacion repe-
tida sobre el umbral de respuesta, a la participacion muscular
en el desarrollo del fendmeno y a la presencia o no de dafio
tisular.

Sital analogia se fortalece, el plexomientérico del ideo de
cobayo, que contiene yunaorgani
simplificada que la del SNC, puede facilitar el estudio del
correlato bioquimico del kindling, ya que su neuroquimica
tiene una paralelismo muy estrecho con el descrito para el
SNC3=

Por otro lado, este sistema in vitro para la identificacion y
estudio de anticonvulsivos, ademés de surapidez y economia,
tiene la ventaja de que la concentracion del firmaco puede ser
controlada con alto grado de precision, y de hecho, reduce la
complicacién relativa a la biodegradacion de las substancias
quimicas. Las observaciones aqui reportadas sugieren unaalta
susceptibilidad del fenémeno intestinal a la accién farma-
colégica anticonvulsiva, De nuevo, la evidencia sobre su
utilidad real no es suficiente. Queda atin por explorar su
especificidad relativa y capacidad para distinguir diversos
tipos de anticonvulsivos, Lo hasta ahora encontrado sélo es
fundamento para continuar indagando la utilidad de este
modeloparael estudiode laactividad anticonvulsiva. Se puede
pensar que este tipo de modelos, a diferencia de los que
comunmente se emplean para la seleccién de nuevos

iGnmis
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antiepilépticos, puede desempetiar un papel significativo en
los esfuerzos para identificar al antiepiléptico verdadero, que
nonecesariamentetiene que seranticonvulsivoenlosmodelos
experimentales.
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V.Sueiio y epilepsia experimental
JOSE MARIA CALVO*

Elestudio de larelaciénentreel suefioy laepilepsia comprende
dos aspectos findamentales: el efectode lascrisisconvulsivas,
focales o generalizadas, sobre la organizacién del suefio y la
incidencia de las crisis segiin las diferentes fases de éste. Los
resultados descritos hasta el presente seiialan que ambos tipo
de crisis, tiene un efecto deletéreo sobre las fases del suefio y
principalmente sobre la fase de suefio paraddjico (SP). Este

* Division de Investigaciones en Neurociencias, Departamento
de Cronobiologia. Instituto Mexicano de Psiquiatria.

455



efecto también ha sido encontrado experimentalmente al
aplicar electrochoques y durante el desarrollo de crisis focales
que culminan en crisis generalizadas, provocadas por la
estimulacién repetida de la amigdala del Iébulo temporal
(kindling amigdalino; KA). Sin embargo, es de interés hacer
notar que los pacientes epilépticos no manifiestan padecer
trastornos del suefio.

En lo que concierne a la incidencia de crisis durante el
dormir, los resultados obtenidos por numerosos autores coin-
ciden en que el suefio de ondas lentas (SOL) facilita la
ocurrenciade crisisfocales y generalizadas y que duranteel SP,
solamente ocurren las focales y en menor niimero que durante
lavigiliaoel SOL. Estoqiltimosefiala que el SP tiene un efecto
inhibitorio sobre las crisis epilépticas va establecidas, sin
embargo, alin queda por determinar qué componentes (elec-
trofisiolégicos o humorales) de esta fase del suefio son los
responsables de dicha inhibicién.

En el laboratorio se ha analizado el efecto de la epilepto-
génesis inducida por el KA sobre la organizacién del sueiio de
gatos en preparac:dn crénica, llevando a cabo estudios
I gistros diarios de 23 horas. Nuestros
resultadus, a diferencia de los descritos en la literatura,
muestran un desfasamiento circadico del SP en relacién a la
ocurrencia de lascrisisy no ladisminucién significativa de esta
fase del suefio. Probablemente el cardcter longitudinal del
estudioyy las condicionesexperimentales de habituacion de los
animales, expliquen las diferencias entre nuestros resultados
¥ los obtenidos por otros autores.

Por otra parte, también se ha investigado la probable
influencia inhibitoria del SP sobre el desarrollo del KA,

iplicando los estimulos eléctricos durante una salva de los
fend s fasicos (pot ponto-geniculo-occipitales y
movimientos oculares ripidos) del SP. Los resultados mues-
tran que el SP provoca el retraso significativo del proceso del
KA, sefialando que esta fase del suefio también tiene wna
influencia inhibitoria sobre la epileptogénesis y que probable-
mente sus fenémenos fasicos jueguen un papel importante.

Existen evidencias de la participacién de factores
proteinicos en la instalacién y mantenimiento del SP, que
se acumulan durante la privacién selectiva de esta fase del
sueiio. Con objetode analizarsi loscomponentes humorales
del SP participan en la inhibicién de las crisis, se analizo
el desarrollo del KAen ga:ossomnndosabmvaméudeSP
Estamaniok I provocé lainhibicion del desarro-
llodel KA, loque suglerequela ‘pres:én"deSPprovocmhpor
laacumulacién de sus factores inductores, participa
importante en la inhibicién de la epileptogénesis.

longitud

VI. Activacién eléctrica
progresiva del sistema limbico

(Kindling)

AUGUSTO FERNANDEZ GUARDIOLA
LUISA ROCHA

ADRIAN MARTINEZ

RODRIGO FERNANDEZ MAS
RAFAEL GUTIERREZ

En los afios 60, Graham V. Goddard (1967-1969) realizé
experiencias para probar la hipétesis del papel del Sistema
Limbico en los procesos de aprendizaje, para ello utiliz6
animales, ratas, con electrodos implantados en diversos luga-
res del cerebro anterior, principalmente en la amigdala del
Iébulo temporal. Los animales eran sometidos a diversas
pruebas de aprendizaje, mientras su cerebro era estimulado,
durante unos segundos diariamente, con corrientes no
polarizantes de baja intensidad. La hipGtesis a comprobar era
si un cambio periédico de excitabilidad en el sistema limbico
se traducia en una alteracion plastica que modificara el proce-
50 de aprendizaje. En el curso de estos experimentos, se
encontrd que los animales de lento aprendizaje, que fueron
estimulados por diez o ms dias comenzaban amestrar signos
de automa-tismos epilépticos que culminaban eventualmente
en crisis convulsivas generalizadas. Tras varios afios de
biisqueda se establecié que el fenémeno no era una complica-
ciéndebidaa factorestalescomoinfeccién, acciénelectrolitica
de los iones metilicos de los electrodos, o defectos de los
estimuladores, Goddard (1969) se aboct al estudio del fend-
meno, encontrando zonas del cerebro positivas y negativas.
Entre las primeras, las més excitables fueron la amigdala del
I6bulo temporal, el septum, el 4rea olfativa, las cortezas
entorrinal y piriforme y el hipocampo y globus pallidum. Las
segundas zonas que fueron estimuladas por més de cien dias
sin obtenerrespuesta, inclufanal cerebelo, micleorojo, forma-
cion reticular mesencefalica, substancia gris central, tectum y
sustancianigra. A estas reas negativas (Femdandez-Guardiola
ycol. 1981) seagregdal niicleorafé dorsal, queestimulado por
mis de 300 dias en el gato, no dio lugar al efecto Kindling a
pesar de que se producia una respuesta local, de muy larga
duracién, de ondas ritmicas amplias y sinusoidales, pero que
no se propagaban ni producian otro efecto conductual que un
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moderado aumento del suefio MOR, con una disminucién de
laamplitud de lasondas ponto-geniculo-occipitales (PGO), en
lashorasque seguian a la estimulacién eléctricadel rafé dorsal.

Goddard llamé a este fenémeno del crecimiento progresi-
vo de la posdescarga que culminaba en crisis convulsivas “el
efecto Kindling” y buscando antecedentes lo encontrd seme-
jante y como formando parte de la “epileptogénesis secunda-
ria” y “‘el foco en espejo” descritos por Frank Morrel (1960)
anosantes, utilizando modelos de activacion local con agentes
convulsivantes tépicos. También el grupo de JM.R. Delgado
en Yale (1961) habia estimulado repetidamente la amigdala y
el hipocampo en gatos con electrodos implantados y observa-
dounefecto semejante. También Gastaut y col (1959) y Gloor
(1957) habian generado un modelo de epilepsia experimental
amigdalino con crema de ahimina o estimulacién eléctrica.
Pero ninguno de estos autores utilizo las corrientes débiles y
repetidasque utilizd Goddard. Susprocedimientos fueron muy
diferentes y provocaban las crisis inmediatamente o con muy
corta latencia y ademds producian lesiones muy extensas, Lo
mismo sucedié con el empleo de Cobalto (Kopeloff, 1960;
Dow y col. 1962), Ademas, y esto es quizé lo mas importante,
los modelos de epilepsia focal con convulsivantes tpicos son
evanescentes, desaparecen en pocos dias y dejan una lesion
neurologica no epiléptica. El Kindling, por el contrario, se
establece lentamente, peroel cambioplistico que induce esde
muy largaduraciony modificaen forma permanenteel umbral
convulsivo. De hecho es, hasta ahora, el tnico modelo de
epilepsia experimental que lo hace, en todas las especies de
mamiferos en que se ha explorado.

1 Aqué sedebe este cambio de plasticidad sindpticay trans-
sindptica? La electrofisiologia celular del fenémeno, hareve-
lado tres cambios fund: les, yal parecerindependientes
quedieron lugarahipdtesis sobre los mecanismosdel Kindling,
estosson: a) una potenciacion sinipticade largaduracion (long
term potentiation, LTP); b)lacomprobacion de mecanismos
de desinhibicién Gabaérgica y Encefalinérgica, y ¢) Un
cambio en la caracteristica de respuesta de las neuronas, que
muestran “desviaciones despolarizantes” con descargas de
alta frecuencia -neuronas epiléticas, Ward (1969)- que se
ponen en evidencia en la generacién de espigas interictales,
durante el desarrollo del Kindling.

Cuando se encontr6 la LTP desde los primeros dias de
estimulacion, se penso que ésta podia explicar el mecanismo
del Kindling. En efecto, los potenciales postsindpticos
excitadores (PPSE) ignificati te. Lo mismo
sucede con la poblacién de células que responden al estimulo,
que se mide por el incremento en el nimero de espigas en
registros multiunitarios. Pero varios hechos nos hacen pensar
ahora que si bien la LTP puede ser necesaria para el inicio o
instalacién del Kindling, noloes para sumantenimiento, pues
la LTP, por una parte se instala con gran rapidez y no
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evoluciona como las postdescargas EEG y, por la otra,
desaparece cuando se suspenden lasestimulaciones, apesarde
que el umbral para las convulsiones persistamuy porabajo del
control. Ahora bien, el aumento de la poblacién de células que
responden parece ser mdependlenﬁe de la magnitud del PPSE
de campo,esmas puedep iraunque este tltimodi

La conclusion seria que la LTP es tal vez necesaria para la
instalacién del Kindling, pero no para su mantenimiento, el
cual dependeria més bien del niimero de células que respon-
den.

Otra hipétesis basada en la alteracién de las respuestas
sindpticases laque sostiene que lahiperexcitabilidad neuronal
puede ser el resultado de una desinhibicién al suprimirse la
accion de un neurotransmisor inhibitorio. El principal candi-
dato es el GABA. Los potenciales de campo, registrados en
animales con electrodos a permanencia han permitido el
estudio de la desinhibicion, especialmente cuado se estimula
la via perforante y se registran las células granulosas del gyrus
dentanus del hipocampo. Si el estimulo es lo suficientemente
fuerte como para provocar una respuesta de las células
granulosas, pueden provocarse, varios tipos de inhibicién. El
primero es la inhibicion recurrente mediada por GABA,
demdaaunacumiudanmaanmenmdaalCl—yquedumtmos
100msec; elsegundocomp
una hiperpolarizacién de larga duracién (hasta un segmdo),
producida porun incrementoen la conductancia al K+, debida
a su vez a la activacién de la entrada de Cat++ o a una
anteroactivacion siniptica de los receptores GABAD en las
dendritas (o a ambas cosas). A pesar de que estos procesos
inhibitorios se pueden medir con bastante exactitud, no se han
encontrado cambios consistentes durante el kindling.

Otro de los cambios, que mencionabamos, revelado porla
electrofisiologia celular, es el modo de “descarga paroxistica™
adoptado por las neuronas en un foco epiléptico. Consiste en
que, en formaespontineao comorespuestaaunaestimulacion,
las neuronas exhiben desviaciones, de larpa duracién, de su
potencial dememhranahac:aladespo]anmclm, sohe la que
aparecen potencialesde accion conunafr
alta que la de reposoenmaneuronanoepﬂepuzadafsste
mecanismo fue comprobado en el caso del Kindling del
hipocampo utilizando las espigas llamadas inter-ictales y que
tienen lugar en los periodos alejados de la estimulacion,
persistiendo después del estadio 6 de crisis convulsivas gene-
ralizadas. Racine demostr con registros extracelulares de las
célulasde CAl, queéstaspresentabanen formaprogresivaesta
depolarizacién paroxistica interictal espontinea.

En los procesos epilépticos en general, llama la atencién
lalatenciaentre la causa (trauma, accidente perinatal, acciden-
te vascular, etc) y el efecto convulsivo, que puede ser focal
o generalizado, de un s6lo foco o de focos muiltiples, més
o menospropagadoy cuyaexpresion critica esdeuna duracion
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variable. Todos estos procesos nos hablan de un control
cerebral de la propagacion y la inhibicién de la actividad
convulsiva, a través del cual, estructuras que normalmente
madifican la excitabilidad, sobre tode cortical, regularian la
“permeabilidad” sindptica. Tales estructuras pueden ser las
responsablesde mantenerun tonoparticular, como sucede con
la Formacién Reticular Mesencefilica en los procesos de
atencién y cuya desaparicion da lugar a la somnolencia y al
suefio. Estopl. i di ]a;_rngunmdeqmcuéies
el neurotransmisor quimico involucrado en este posible con-
trol de la actividad convulsiva. A responder a esta pregunta, se
ha dedicado una gran cantidad de trabajo experimental. Por
fortuna existe en el cerebro una cierta sistematizacion nuclear
en cuanto a la sintesis y liberacién de los neurotransmiso-
res, asi podemos estimular el locus caeruleus o el complejo
nuclear delrafé, porejemplo, e inducir un aumente enlaNE
o 5HT. Obiendepletarestosniveles con firmacosespecificos.

Aminas biogénicas

Los primeros resultados mostrando una importante reduccion
delas catecolaminas centralesNorepinefrina (NE) y Dopamina
(DA) en el Kindling limbico fueron reportados por Sato y
Nakashima (1975). Engel y col (1977) demostraron una
reducciénde larga duracion de ladopaminaen laamigdala del
I6bulo temporal, como consecuencia del Kindling. Pero, en
general losestudiosde recambioy nivelesde catecolaminasen
el Kindling han sido poco consistentes.

Cuando se ha intervenido con firmacos sobre el
metabolismo de estas substancias los resultados han sido un
poco mas alentadores. Armold y col. (1973) demostraron que
la velocidad del Kindling amigdalino se aceleraba notable-
mente al administrar a las ratas reserpina o 6-hydroxy-
dopamina (6-OHDA). Estudios posteriores parecen indicar
que es sobretodo la disminucién de NE la que facilita el
proceso, pero todavia no se ha descartado que también la DA
lo haga.

Péptidos opoides

Aunque la exploracion del papel de los péptidos opioides ha
sido menos estudiado, por ser el descubrimiento de estos
pépticosy susreceptoresmasrecientes, parecen jugar también
un papel en los cambios de excitabilidad del Kindling. Repe-
tidamente se hadescritoacciones de estos opioidesenrelacion
con laepileptogénesis. Los trabajos tratan, en general, de tres
aspectos: a) acciones de lamorfina y otros opidceos exdgenos;
b) acciones de los opioides enddgenos, principalmente beta-
endorfina, dinorfinas y leu y met encefalinas y ¢) acciones de
los antagonistas, principalmente Naloxona y Naltrexona. El
interéspor estos fairmacosen laepileptogénesissecundariatipo
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Kindling, se inici6 por el hallazgo, en nuestro laboratorio, de
un incremento en los niveles de leu y met-encefalina en el
cerebro de ratas sometidas al Kindling amigdalino (Vindrola
y col, 1981), Mas tarde (Vindrola y col, 20) se demostré que
el incremento era diferencial, es decir, que la leu-encefalina
comenzaba a aumentar desde el inicio del Kindling, pero la
Metencefalina lo hacia solamente al final de la fase o
estadio conductual 5, cuando ya la rata habia presentado
varias crisis convulsivas, Posteriormente, Iadarola y col
(1986) y Naranjo y col (1986) confirmaron y ampliaron estos
resultados encontrando un aumento en el mRNA de
proencefalina, Met5-encefalina-Arg6-Gly7-Leu8 y colecis-
tokinina, en el hipocampo, amigdala, corteza entorrinal,
niicleoaccumbens, corteza frontal y substancia nigra, durante
el Kindfing. Nuestra bisqueda de opioides endogenos en las
dAreas sometidas a epileptogénesis primaria se origin por los
hallazgos en lamédula espinal, en la que pudimos demostrar
la facilitacién progresiva de reflejos polisinapticos, cuando se
estimulaban los aferentes con las mismas caracteristicaseléc-
tricas que las empleadas en el Kindling amigdalino. Ademds
enestos experimentosiniciales, encontramos que lanaloxona,
antagonista de los opioides, potenciaba per se y en una forma
notable esta facilitacién de los reflejos espinales (Ferndndez-
Guardiolaycol. 1982). El pasosiguiente se basdenlahipitesis
de que los opioides endogenos pudiesen incrementarse en los
procesos epilépticos, precisamente para inhibir laepileptogé-
nesis secundaria. Para ello, realizamos experimentos de
Kindlingenlapreparacion “‘encefaloaislado” de gato,enla que
seproboelefectodedosisrepetidasde naloxona. (2,4, 8, mg/kg).
El kindling compactado se llevé a cabo con un intervalo inter-
estimulode 15 minutos, tanto en situacién control, como bajo
la administracién endovenosa de naloxona, 5 minutos
antes de la estimulacion amigdalina. Se encontrd que es
posible completar el proceso de kindling amigdalino en la
preparacion de “encéfalo aislado”, alcanzando el estado final
de crisis electrogrificas generalizadas tonico-clénicas, El
aumento de la duracidn, frecuencia y propagacién de la
posdescarga fue acentuado por la naloxona en forma dosis-
respuesta. El antagonista también aumentd la amplitud del
primer potencial evocadoporel tétanos. El niimero de ensayos
necesarios para llegar a las crisis generalizadas también fue
reducido por el firmaco. Estos experimentos constituyen una
pruebamasdel posible papel inhibidor de los opioides enddge-
nos en el Kindling.

Aminodcidos excitadores
En losiltimosafios han aparecido un gran nimero de trabajos
relacionando al Kindling con los aminoécidos excitadores y

sus receptores. Pruebas muy recientes sugieren que los recep-
tores al N-metil-D-aspartato (NMDA) participan en las des-
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cargas epileptiformes de las “rebanadas” de hipocampo, en
condiciones favorables para su activacion, precisamente ante
patrones de estimulacién como los que generan el proceso de
Kindling,

Holmes y col (1990), encontraron resultados con antago-
nistas, que sugieren que los receptores NMDA estin
involucradosprincipalmente en el desarrollodel Kindling yno
tanto en su mantenimiento. Pero otros autores (Trommer,
Pasternak, 1990) utilizando animales de pocos dias y antago-
nistas como la Ketamina yel MK-801, encontraron un efecto
inhibidor muchomés marcado, abarcando enperiodo de crisis
ya establecidas.

Como ya hemos sefialado, el Kindling induce una
potenciacion significativade los PPSE (47 %) yde lapoblacién
de células que responde (49 %). En los animales tratados con
el antagonista MK-801 no se encontré estas aumentos en los
componentes del potencial de campo, aunque, sin embargo,
estos animales si desarrollaron el estado de Kindling. De esto
se concluye quea pesarde que la potenciacién mediada por los
receptores al NMDA facilita la instauracién del Kindling, 1a
potenciacion sindptica no aparece como un componente
critico para su maduracién, Una vez més se fortalece la idea
de que el aumento progresivo de la posdescarga de alta
frecuenciaes el fenémeno fisioldgico critico parael desarrollo
del Kindling.

Genes inmediatos tempranos y proteinas ligandos de
DNA

En la bisqueda de algin cambio a nivel molecular que
explique el Kindling se ha pensado en la modificacion de
alguna proteina o, incluso, en la produccion de una nueva,
especifica de este proceso y que podria ser un receptor, una
enzima ouna proteina estructural, De todas formas, lasintesis
yrecambio de proteinas es un proceso rapido, de horas, lo que
noexplicaria la permanencia del “estado” Kindling, en ausen-
cia de crisis reforzante. Dragunow y col (1989), pensaron en
la posibilidad de que las posdescargas repetidas indujeran un
cambioen laexpresion genética, manteniéndose asfel cambio
necesario para el mantenimiento del estado de bajo umbral
convulsivo. Trabajos muy recientes sobre una clase de genes
denominados “genes inmediatos-tempranos” o “genes de
competencia”, han arrojado luzsobre comolassefialesconver-
gen en el genoma de las células excitables. Ejemplosde estos
elementos (que se conocen también como “terceros men-
sajeros” o proto-oncogenes nucleares) son C-FOS, C-JUN,
C-MYC, etc.

Hipotéticamente la secuencia seria neurotransmisor —
receptor — de influjo Ca++ — segundo mensajero
(calmodulina) — Proteina Quinasa— [EGmRNA — C-FOS

Modelos experimentales de epllepsia

o JUN — proteinas estructurales permanentes — Kindling.
Aunque esto es por ahora altamente especulativo, se comien-
a acumular més y mis pruebas (Aumentos de Proteina
kinasa y de C-FOS y C-JUN), encaminadas a dilucidar este
posible ismo de la perm Iteracién de la
excitabilidad celular que representa el Kindling.
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