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Introduccion

La funcién normal del sistema nervioso se basa en el equilibrio dinamico
existente entre los diferentes sistemas de neurotransmision, la pérdida de este
equilibrio puede conducir a la generacion de crisis epileptiformes, alteracién
neuroldgica que es mas frecuente en la etapa neonatal y que puede volverse
recurrente espontaneamente, hasta generar un sindrome epiléptico (www.ilae-
epilepsy.org; Rubio-Donnadieu, 1997; Dias-Silva, 2002), el cual puede llegar a
implicar diferentes regiones cerebrales y alteraciones en practicamente, todos los
sistemas de neurotransmision. En este sentido, la disminucién del umbral de
excitacion, condicion que favorece la generacion de crisis epilépticas, depende no
solamente de un exceso de excitacidon, sino también de una deficiencia en la
inhibicion (Dichter, 1998).

Durante el desarrollo embrionario y en los primeros dias posteriores al
nacimiento, los dos neurotransmisores mas abundantes del sistema nervioso
central de mamiferos (SNCm), los aminoacidos acido glutdmico (Glu) y acido
gamma-aminobutirico (GABA) producen excitacion neuronal (Ben-Ari, 2001 y
2006). Sin embargo, en la etapa adulta, el GABA tiene efectos inhibidores y
controla el umbral de excitacion neuronal (Rogawski y Losher, 2004). La
transmutacion del GABA excitador a inhibidor en etapas tempranas del desarrollo
ha sido demostrada en varias especies de mamiferos (Ben-Ari, 2006). Sin embargo,
se desconoce exactamente la edad en que sucede in vivo, pues la mayoria de las
aproximaciones provienen de preparaciones in vitro, cuyos resultados varian al
establecer la transmutacion del GABA desde el dia 7 hasta el dia 15 posnatales para
la rata (Khazipov et al., 2004; Khalilov et al., 2005).

Los efectos excitadores e inhibidores del GABA, que se presentan en el
SNCm, son ambos, dependientes de la activacion de su receptor GABAa y
determinantes para la expresion de las crisis epileptiformes (Ben-Ari, 2002;
Farrant y Nusser, 2005). Este receptor actia como un canal idnico sensible a
ligando que al activarse permite el flujo de cloro a través de su estructura, de
acuerdo con el gradiente electroquimico del i6n. En el periodo prenatal y neonatal,
el potencial de equilibrio para cloro es negativo en relacion al potencial de
membrana en reposo, por lo que al activarse el receptor GABAa, produce una
despolarizacion de membrana suficiente para activar los canales de calcio sensibles
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al voltaje (Holmes et al., 2002). El muscimol (MUS) es un agonista selectivo de este
tipo de receptor; induce muerte neuronal al administrarse subcutdneamente a
animales recién nacidos (Nufiez y McCarthy, 2004); tiene tanto -efectos
proconvulsivos como anticonvulsionantes, al administrarse respectivamente, en la
sustancia negra pars reticulata anterior o posterior de ratas machos jévenes (Xu et
al., 1992); e inhibe la expresion de las crisis epileptiformes en animales adultos
(Rogawski y Losher, 2004).

Por otro lado, la 4-Aminopiridina (4-AP) es un bloqueador de los canales de
potasio dependientes de voltaje, especificamente de las corrientes transitoria, tipo
A y de inactivacion y rectificacion lenta, tipo D. El bloqueo de la corriente de
potasio tipo D, prolonga la duracion del potencial de accién, promueve la entrada
de calcio a la terminal nerviosa y estimula la liberacion vesiculada de
neurotransmisores (Etzion y Grossman, 2001). El efecto excitador de la 4-AP sobre
la liberacién de neurotransmisores es independiente de la sustancia mediadora,
tipo de sinapsis o especie; y se relaciona directamente con la generacion de crisis
convulsivas in vivo o de actividad epileptiforme in vitro (Thesleff, 1980; Glover,
1982; Versteeg et al., 1995; Niittykoski et al., 2004).

Asi, aunque se conocen ampliamente varios de los efectos del MUS y de la 4-
AP, no se ha caracterizado para ninguno de los dos, sus efectos sobre la
susceptibilidad convulsiva in vivo, durante los primeros quince dias del desarrollo
posnatal de la rata. El proposito general de este trabajo es caracterizar las crisis
epileptiformes in vivo inducidas por un convulsionante de amplio espectro, como
la 4-AP, asi como su regulacion por el agonista GABAérgico, Muscimol (MUS),
durante los primeros quince dias de edad de la rata. Los resultados permitiran
conocer mejor las condiciones que determinan la propension a generar crisis
epileptiformes en esta etapa, asi como la edad en que el GABA transmuta su
funcion en la rata; y probablemente, influyan en el disefio de terapias profilacticas
que impidan que las crisis epileptiformes neonatales evolucionen hasta un
sindrome epiléptico de dificil control farmacologico.

Objetivo

Evaluar las modificaciones conductuales generadas por la administraciéon
subcutanea de 4-Aminopiridina y Muscimol a ratas durante los primeros quince
dias de edad postnatal.

Materiales y Métodos

Animales de experimentacion. Para este trabajo se utilizaron ratas albinas macho
de la cepa Wistar (Rattus norvergicus), las cuales se mantuvieron en condiciones de
bioterio (ciclos luz-oscuridad 12h:12h, temperatura ambiental 22+2°C y humedad relativa
del 50+10%) con libre acceso al agua y al alimento durante todo el proceso experimental,
de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999 y NOM-033-Z00-1995, que establecen las
condiciones de cuidado y de menor sufrimiento posible para animales de experimentacion.

Una semana antes del alumbramiento, las hembras prenadas se confinaron
a cajas individuales para su observacion. El dia del alumbramiento, considerado




como el dia de edad posnatal (DEPN) cero, las camadas se ajustaron a ocho crias y
se seleccionaron los machos para utilizarse durante los primeros quince dias de
EPN. Habitualmente, se manejaron animales de 2 a 4 camadas de manera
simultanea.

Tratamientos y evaluaciéon conductual. Animales de 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15
DEPN recibieron en una sola administraciéon, por via subcutinea uno de los
siguientes tratamientos:

1. 4-AP:0.5,1, 2 0 4 mg/kg de peso corporal.

2. MUS: 0.25, 0.5, 1 0 2 mg/kg de peso corporal.

3. 4-AP + MUS: 1 mg de 4-AP/kg de peso corporal con 0.25, 0.5, 1 0 2 mg

de MUS/kg de peso corporal.

Inmediatamente después de la administracion de alguno de los
tratamientos, las alteraciones conductuales fueron registradas durante al menos, 2
h de manera constante. Después de este tiempo, cada 30 min, solo se registraba si
los animales presentaban o no alteraciones conductuales. En cada sesion, maximo
4 animales cada uno con diferente tratamiento, se evaluaron de manera simultanea
por al menos, 2 observadores. En algunos casos, se recurrio a la videograbacion de
las alteraciones conductuales para verificar las descripciones hechas por los
observadores. Después de al menos 4 h los animales se sacrificaron por dislocacion
cerebral y los cerebros se extrajeron para estudios posteriores.

Resultados

La administracion subcutdnea de 4-AP indujo en todos los animales
alteraciones conductuales y electroencefalograficas cuya intensidad fue
proporcional a la dosis utilizada. Aunque la intensidad de las alteraciones se elevo
de acuerdo con la dosis y los patrones conductuales se modificaron con la edad de
los animales, de manera general en todos los animales se establecio el status
epilepticus, el cual prevalecio durante al menos 1 h. En las edades de 1y 3 DEPN, la
administracion de 4-AP indujo como alteracion de mayor severidad, convulsiones
clonicas generalizadas (CCG) con desplazamiento del cuerpo y automatismos
tonicos. A partir de los 5 DEPN, se presentaron ademas, convulsiones tonico-
clonicas generalizadas (CTCG). La duracion de las alteraciones conductuales
disminuy6 con la edad, fluctuando de 1-2 h con 0.5 mg y de 4-6 h con 4 mg de 4-
AP. La administracion de 4 mg de 4-AP/kg de peso corporal produjo en todos los
animales alteraciones conductuales severas que culminaron en la muerte del
animal. Interesantemente, en las dos primeras edades evaluadas cuando las
alteraciones conductuales fueron menos severas la latencia fue menor, en cambio
en todas las demas edades donde los animales presentaron CTCG, la latencia
disminuy6 conforme la edad de los animales aumentaba, hasta llegar a los 13
DEPN donde la latencia de aparicion de este patron conductual fue mayor que en
las edades anteriores (Cuadro 1).

Por otro lado, la administracion de MUS, en todas las dosis y edades
evaluadas, produjo sintomas proconvulsivos representados por saltos, saltos con
giro de barril, cabeceos, sacudidas, tremores, mioclonos de cara y clonos de
extremidades. En 3 y 5 DEP, se presentaron ademas, convulsiones clonicas de las
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extremidades delanteras de mediana intensidad en comparacién con las inducidas
por 4-AP. Las alteraciones conductuales inducidas por MUS se presentaron
durante los primeros 30-45 minutos, pero los saltos permanecieron durante todo el
tiempo de observaciéon (2-6 h). La duracion de los sintomas proconvulsivos
inducidos por el MUS disminuy6 con la edad.

Cuadro 1. Latencia de las alteraciones conductuales de mayor severidad inducidas por la
administracion subcutanea de 4-Aminopiridina (4-AP) a ratas macho durante los primeros quince
dias de edad posnatal (DEPN; n=4-6).

DEPN DOSIS DE 4-AP LATENCIA
(mg/kg de peso CCG/CTCG
corporal) (minutos)
1 0.5 18.7 £ 0.6
1 14.7 £ 1.1
2 12.1+ 0.5
4 8.6 £ 0.9
3 0.5 16.4 £ 1.2
1 13.4 £ 0.8
2 11.8 £+ 1.3
4 7.9 +£1.1
5 0.5 31.4 + 0.8
1 19.7 £ 1.4
2 9.8 +1.1
4 7.9+1.3
7 0.5 28.7 £ 1.1
1 18.7+1.2
2 10.1+ 0.8
4 6.7 £ 0.9
9 0.5 22.09+14
1 16.5 £ 0.9
2 9.75 £ 0.7
4 58 +1.1
11 0.5 22.3 0.5
1 14.9 £ 1.3
2 7.3+ 0.9
4 5.1+ 0.6
13 0.5 26.1+ 0.4
1 17.2 £ 1.2
2 8.9+14
4 6.2+ 0.7
15 0.5 20.2 + 0.8
1 18.4+1.1
2 9.7+ 1.4
4 5.8+ 0.7



Ademas, 1 mg de MUS/kg de peso corporal disminuy6 la intensidad y
duracién de las crisis inducidas por 4-AP en todas las edades. Sin embargo, esta
dosis de MUS indujo postraciéon profunda, espasmos respiratorios y muerte en
algunos de los animales, al administrarse sélo o en combinacién con 4-AP (Cuadro
2). Del DEPN 1 al 7, las dosis de 0.5 y 0.25 mg de MUS/kg de peso corporal
precipitaron las crisis convulsivas inducidas por 4-AP més rapido, pero
disminuyeron su duraciéon (2 h). Después del DEPN 9, todas las dosis de MUS
disminuyeron la intensidad y duracion de las crisis inducidas por 4-AP.

Cuadro 2. Incidencia de muerte después de la administracién subcutanea de 4-Aminopiridina (4-
AP) y/o Muscimol (MUS) a ratas macho durante los primeros quince dias de edad posnatal (DEPN;
n=4-6). Dentro del paréntesis se especifica la dosis del tratamiento en mg/kg de peso corporal.

DEPN | TRATAMIENTO MUERTE

4- AP 0%

1 MUS 0%
4-AP + MUS 0%
4- AP 0%

3 MUS 0%
4-AP + MUS 50% (1 mg + 1 mg)
4- AP 0%

5 MUS 50% (1 mg)
4-AP + MUS 50% (1 mg + 1mg)
4- AP 25%

7 MUS 50% (1 mg)
4-AP + MUS 50% (1mg+1mg)y

33% (1 mg + 0.5 mg)

4- AP 0%

9 MUS 50% (1 mg)
4-AP + MUS 50% (1 mg + 1 mg)
4- AP 0%

11 MUS 100% (1 mg)
4-AP + MUS 66% (1 mg + 1 mg)
4- AP 0%

13 MUS 66% (1 mg)
4-AP + MUS 66% (1 mg + 1 mg)
4- AP 0%

15 MUS 0%
4-AP + MUS 0%

Conclusiones y Perspectivas

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, confirman las observaciones
realizadas por otros autores en el sentido de que el establecimiento de la barrera
hematoencefalica en la rata sucede después de los 12 DEPN, ya que la latencia para
las crisis epileptiformes inducidas por 4-AP se incrementé considerablemente a
partir del DEPN 13, en tanto que la incidencia de muerte asociada a la
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administracion de MUS se disminuy6 también a partir de esa edad. Al mismo
tiempo, se confirman las observaciones de que el patréon de crisis tonico-clonicas
generalizadas aparece alrededor de la primera semana de vida posnatal de la rata,
probablemente como parte de los procesos de maduracién de los circuitos
neuronales responsables del mismo (Mares y Velisek, 1992; Stafstrom y Sasaki-
Adams, 2003).

Ademas, observamos que la activacion del receptor GABAa por MUS, puede
tener efectos proconvulsivos al administrarse s6lo, pero cuando se administra en
conjunto con el convulsionante 4-AP, presenta tanto efectos proconvulsivos como
anticonvulsivos. Este fendémeno puede deberse a la farmacodinamia del MUS, que
difunde gradualmente hacia las diferentes regiones cerebrales, desencadenando
diferentes estados funcionales del receptor GABA4 en las mismas (Xu et al., 1992;
Mares y Velisek, 1992), durante la evaluacion conductual

Por otro lado, los resultados sugieren la posibilidad de que la trasmutacién
del GABA de excitador a inhibidor se establezca gradualmente, iniciando
probablemente alrededor del DEPN 5 y terminando alrededor del DEPN 9. Sin
embargo, las evaluaciones conductuales no son suficientes para dar por hecho esta
afirmacion, por lo que en este momento se realizan evaluaciones electrograficas y
proximamente de tipo neuroquimico, que nos posiblemente nos permitiran
caracterizar mejor dicho proceso.
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