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ABREVIATURAS

AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-metil-4 —isoxazolpropionato.
BH4: Tetrahidrobiopterina

EEG: Electroencefalograma

eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial.

FAD: Flavin adenina dinucle6tido

FMN: Flavin mononcleétido

GABA: Acido y-amino-butirico.

GMPC : Guanosin monofosfato ciclico.

iINOS: Oxido nitrico sintasa inducible.

L-NAME: N®-nitro-L-arginine methyl ester

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato.
NMDA: N-metil-D-aspartato.

nNOS: Oxido nitrico sintasa neuronal.

NO: Oxido nitrico

PLM: Peroxidacion lipidica de membrana

NOS: Oxido nitrico sintasa

SEM: Error medio estandar



RESUMEN

La epilepsia es una patologia del sistema nervioso central, cuyo origen puede
ser genético o adquirido. El fenébmeno fisiopatologico mas importante que la
produce es la hiperexcitabilidad de grupos de neuronas, las cuales disparan estos

potenciales en forma repetitiva y sincronica.

Durante los ultimos afios se ha estudiado a un nuevo mensajero neuronal, el
6xido nitrico (NO), un gas radical libre de vida media corta, que participa en
diversos procesos fisiol6gicos y patolégicos. Si bien, el rol del NO en otros sistemas

esta relativamente claro, no se conoce claramente su efecto en la epilepsia.

El objetivo de esta memoria es determinar la actividad de la enzima que
produce el NO, la 6xido nitrico sintasa (NOS), en las estructuras cerebrales que
presentan los mas bajos umbrales epileptogénicos, como son el hipocampo, la

amigdala y la corteza cerebral.

La actividad enzimética se determiné en un grupo control y dos grupos de
animales experimentales, de los cuales se obtuvo las muestras a un dia y cinco
dias después de la administracion del agente epileptogénico AMPA en el
hipocampo derecho. La determinacion de la actividad epiléptica en estas
estructuras se realizo por electroencefalograma (EEG) y la actividad enzimatica de
la NOS se determiné por la conversion de arginina a citrulina, usando *H-arginina.
La separacion de la arginina de la citrulina se realiz6 por cromatografia de

intercambio i6nico.

Las estructuras con mayor compromiso epiléptico determinado con la técnica de
registro electroencefalografico fue el hipocampo y la amigdala. Desde el punto de
vista de la actividad enzimatica de la NOS, los resultados sefalaron una
disminucién en hipocampo derecho e izquierdo 5 dias después de la microinyeccion
del agente epileptogénico AMPA. Por su parte, en corteza cerebral no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la actividad en ninguna

de las etapas estudiadas. A nivel de la amigdala se observé una disminucién de la



actividad de la NOS en el hemisferio izquierdo, contralateral al sitio de la

microinyeccion.

Estos resultados sefialan que la actividad de la NOS en las estructuras mas
sensibles a la descarga epiléptica, disminuye en las etapas tardias del proceso
epiléptico. Sin embargo, se necesitan mas estudios que puedan corroborar las
nuevas interrogantes que surgen sobre la regulacién de la actividad de la enzima,

particularmente en los primeros momentos de la generacion del proceso epiléptico.



SUMMARY

Epilepsy is a disease of the central nervous system, whose origin can be either
genetic or acquired in nature. The most important physiopathic phenomena of
epilepsy is neural hyperexcitability, which causes synchronous and repetitive firing.

In recent years, studies have been conducted on a new neuronal messenger,
nitric oxide (NO), a radical gas exhibiting a short half-life, which is involved in a
variety of physiological and pathological processes. Whereas the role of NO in other

systems is relatively clear, its effect on epilepsy is not established.

The purpose of this thesis is to determine the activity of the enzyme which
produces NO, nitric oxide synthase (NOS) in the brain structures that exhibit the
lowest epileptogenic thresholds, such as the hippocampus, the amygdala and the

cerebral cortex.

Enzyme activity was determined in a control group and in two groups of
experimental animals, where samples were obtained at one day and five days after
microinjection of the epileptogenic agent AMPA into the right hippocampus. Epileptic
activity in the hippocampus was measured by electroencephalogram (EEG), and
NOS activity was determined by the conversion of arginine into citrulline, using *H-
arginine. Separation of arginine and citrulline was performed by ion exchange

chromatography.

Using the EEG readings, it was determined that the structures with the greatest
epileptic activity were the hippocampus and the amygdala. Data collected on NOS
indicated lows in the right and left hippocampi five days after the administration of
the epileptogenic agent AMPA. With regards to the cerebral cortex, no statistically
significant differences were noted at any phase of the study. In the amygdala,
diminished activity of NOS was noted in the left hemisphere, which is the
hemisphere contralateral to the site of the microinjection of the epileptogenic agent,
AMPA.



These results indicate that the activity of NOS in the areas most sensitive to
epileptic discharge decreases in the later stages of the epileptic process. However,
additional studies are needed to investigate new questions arising about enzymatic
activity regulation as it pertains to the initial phases of the generation of epileptic
process.



INTRODUCCION

Dentro de las patologias del sistema nervioso central la epilepsia tiene una alta
prevalencia y constituye un importante problema de salud, tanto en la poblacion
humana como en la casuistica veterinaria. Por estas razones es de gran interés
estudiar los procesos patoldgicos que la producen. La diversidad de variables
presentes en esta patologia neuroldgica hace dificil su tratamiento y es la que nos

ha motivado a estudiar los procesos fisiopatol6gicos que la generan.

El fendmeno fisiopatolégico mas importante en la epilepsia es el desbalance
interactivo entre circuitos excitatorios e inhibitorios. Este desbalance genera
hiperexcitabilidad neuronal, que corresponde a un aumento de la capacidad del
tejido nervioso de disparar potenciales de accion. El foco epiléptico aparece cuando

grupos de neuronas disparan sincrénicamente estos potenciales de accién.

En la actualidad esta demostrado el papel esencial de neurotransmisores en la
regulacion de diversas funciones neuronales. En los Ultimos afios se ha descrito la
participacion de un nuevo mensajero neuronal, el 6xido nitrico (NO). A partir de los
primeros estudios realizados por Furchgott y Zawadzki (1980), quienes lo
denominaron inicialmente como factor relajante derivado del endotelio (EDRF), se
ha demostrado un sinnimero de acciones fisiolégicas, bioquimicas y patoldgicas,

en las que interviene directa o indirectamente.

Dado que el andlisis de los mecanismos moleculares involucrados en la
generacion de un foco epiléptico es complejo, en esta memoria nos interesé
conocer la participacion de uno de ellos, especificamente la enzima responsable de

la sintesis de NO, la 6xido nitrico sintasa (NOS) y su relacion con la epilepsia.

Para ello estudiamos la actividad NOS en las estructuras cerebrales que
presentan los mas bajos umbrales epileptogénicos, tales como hipocampo,

amigdala y corteza cerebral (Swanson y Petrovich, 1998).

La presente memoria de titulo pretende realizar alguna contribucion al

entendimiento de la relacion entre la NOS y la epilepsia, estudiando las variaciones



de la actividad de esta enzima en un modelo experimental de epilepsia, inducida
por el agonista glutamatérgico AMPA, en el gato.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

La epilepsia es una patologia del sistema nervioso central que se define como
un proceso crénico, repetitivo, que se expresa por periodos que van de algunos
segundos a varios minutos y con intervalos variables entre los periodos de
manifestacion. Un porcentaje de los casos aparece como una complicacion
adquirida del sistema nervioso, ya sea secuela de un traumatismo craneano,
tumores, hemorragias, infecciones o procesos degenerativos. Otra causa es de

origen genético o idiopatico (Motles et al, 1993).

El principal signo clinico en las epilepsias mas graves es la crisis ténico clénica
con perdida de conciencia, sin embargo, es importante destacar que existen otros
tipos de epilepsias menos graves entre las cuales se cuentan, las ausencias, las
alucinaciones auditivas, percepcién de olores y otras que muestran cambios
conductuales. Por lo tanto, estamos designando como epilepsia a una gran
variedad de cuadros sintomaticos que reconocen como causa un estado de

hiperexcitabilidad neuronal (Motles et al, 1993).

El fendmeno fisiopatolégico mas importante que produce la epilepsia es el
desbalance interactivo entre circuitos excitatorios (representado principalmente por
glutamato y aspartato) e inhibitorios (representado por GABA). El desbalance, que
puede ser el resultado de una disminucién de la inhibicion y/o aumento de la
excitacion, genera hiperexcitabilidad neuronal, esto es, un aumento de la
capacidad del tejido nervioso de disparar potenciales de accion en forma repetitiva.
El foco epiléptico aparece cuando grupos de neuronas disparan sincrénicamente

estos potenciales de accion (Motles et al, 1993).

Desde el punto de vista electroencefalografico, el estudio de registros con
electrodos, que recogen la actividad integrada de muchas neuronas, revelan como
signo patognomoénico de hiperexcitabilidad neuronal la espiga o la espiga-onda. El
registro puede realizarse con macroelectrodos colocados sobre el cuero cabelludo
en la especie humana o con electrodos implantados quirdrgicamente en estructuras
cerebrales profundas en animales de experimentacion. Las espigas pueden

presentarse aisladamente, o bien se presentan agrupadas durante un periodo
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breve, produciendo lo que se llama postdescarga. La aparicion de postdescargas
generalmente coincide con la aparicion de las manifestaciones clinicas, sean ellas o
no manifestaciones convulsivas. Sin embargo en algunos casos se puede producir

postdescargas sin manifestaciones clinicas (Motles et al, 1993).

Durante los ultimos afios, el rol del glutamato en la epilepsia y en otras
enfermedades del sistema nervioso ha sido muy relevante. Este neurotransmisor es
liberado en el espacio sinaptico mediante la despolarizacion del terminal
presinaptico y ejerce su accién al unirse a receptores glutamatérgicos ubicados en
la membrana pre-sinaptica y post-sinaptica. Puede actuar uniéndose a una variedad
de receptores, algunos de los cuales tienen canales a través de los que hay flujo de
iones como Na', K* y Ca®" y son llamados receptores ionotrépicos (Infante et al,
2002). Otros agonistas glutamatérgicos activan una proteina G y son llamados

receptores metabotrépicos (Fagg et al, 1986).

Dentro de los receptores ionotropicos se describen tres tipos:
* Receptores NMDA

* Receptores Quisqualato o AMPA , y

* Receptores Kainato (Fagg et al, 1986).

Los receptores AMPA y Kainato permiten la entrada principalmente de sodio al
interior de las neuronas, en cambio los receptores NMDA permiten la entrada del

ion calcio (Fagg et al, 1986).

Durante los ultimos afios se ha estudiado a un nuevo mensajero neuronal, el
oxido nitrico (NO), un gas, radical libre de vida media corta en medios biolégicos.
En los primeros estudios realizados en 1980 por Furchgott y Zawadzki se le
denomind Factor Relajante Derivado del Endotelio (EDRF), desde entonces ha
sido implicado en una gran variedad de procesos fisiolégicos y patoldgicos y cuyo
mecanismo de sintesis se asocia en el sistema nervioso a activacion de receptores
NMDA (Ferrer y Fonseca, 1998).

En el sistema nervioso, el NO actlia como neurotransmisor, ademas participa en

la regulacion de procesos como la vasodilatacion sanguinea activando la
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guanidilciclasa (GC), lo que provoca el aumento intracelular de GMPc que es el
mediador de sus efectos como vasodilatador (Ferrer y Fonseca, 1998); en la
activacion de macréfagos en el sistema inmune, movimientos de peristalsis en el
sistema digestivo y el plexo pélvico y ereccion del pene; en el sistema nervioso
central regula la liberacién de hormonas del eje hipotalamo-hipdfisis, las conductas
sexuales y de agresividad y hay evidencias de que tendria un importante rol en la
regulacién de la plasticidad sinaptica, en la morfogénesis y en la mediacion del

dolor (Dawson y Dawson, 1996).

Bajo condiciones patologicas, altas concentraciones de NO pueden ser
beneficiosas (antibacteriano, antiparasitario, antiviral), pero también se ha descrito
la participacion de NO en procesos de neurotoxicidad (Dawson y Dawson, 1996).
En la enfermedad de Parkinson disminuye los receptores de dopamina, lo cual
aumenta la formacién de peréxido de hidrégeno y del radical hidroxilo. El dafio
selectivo se incrementa con la edad, lo que sugiere la implicacion del NO en una

variedad de enfermedades neurodegenerativas (Dawson y Dawson, 1996).

La activacion de los receptores NMDA y el subsecuente aumento de Ca®*
intracelular, presumiblemente inicia la mayoria de los procesos de toxicidad
mediados por glutamato, la NOS es una enzima dependiente de Ca**/calmodulina,
por lo tanto, también sera modulada por la presencia de este i6n (Dawson y
Dawson, 1996).

El mecanismo por el cual el NO se vuelve nocivo, es el siguiente: hay cuatro
radicales: superéxido, hidroxilo, peréxido y 6xido nitrico. Todas estas moléculas son
muy reactivas y pueden causar dafio celular, especialmente de los acidos grasos
insaturados de las membranas celulares. De todas estas sustancias, el radical
hidroxilo es el mas nocivo, ya que puede producir el dafio celular en fraccion de
segundos al provocar peroxidacion lipidica de la membrana (PLM). EI NO al
interactuar con el anion superéxido forma el peroxinitrito, capaz de producir dafio
directo a las proteinas y al ADN e incluso inducir la PLM, modificando la activacion
de los canales id6nicos y la liberacion de neurotransmisores (Ferrer y Fonseca,
1999).
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El 6xido nitrico se libera por la conversion de L-arginina en L-citrulina. También
requiere de la presencia de calmodulina y de 4 cofactores que son flavin
mononucleotido (FMN), flavin adenina dinucleétido (FAD), tetrahidrobiopterina
(BH4) y NADPH. En presencia de la calmodulina los electrones donados por el
NADPH son transportados por el FAD y por el FMN hacia el grupo hemo (Davis et
al, 2001).

La enzima que cataliza esta reaccién es la oxido nitrico sintasa (NOS). Se ha
identificado 3 isoformas:

* neural o tipo | (nNOS)

» endotelial o tipo Il (eNOS)

» calcio independiente (iNOS) o tipo Il (Janos y Sylvester, 2001).

La nNOS y eNOS también se llaman constitutivas, son calcio/calmodulina
dependientes. Se encuentran en el citosol y sélo producen cantidades importantes
de NO al ser activadas por una elevacién del calcio intracelular (Martin, 2000)

(Fig.1).

Fig. 1. La enzima NOS convierte la L-arginina en L-citrulina y NO.

r )
NOS NO
L-Arginina q +
R L-citrulina
neuronal
4 endotelial
¢ inducible (independiente de Ca*)
\ J

La nNOS es la que se encuentra en mayor concentracion en el cerebro. La
eNOS se encuentra en el endotelio de los vasos sanguineos cerebrales, donde
regula su relajacion por estimulacion nerviosa no adrenérgica no colinérgica. La
eNOS también se localiza en una discreta poblacion de neuronas en el hipocampo
(Licinio et al, 1999).

La iINOS es también denominada inducible o tipo macréfago, se produce en

macrofagos, polimorfos nucleares, musculo liso y endotelio vascular (Sator et al,
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1998). Es inducida por la liberacion enddégena de citoquinas proinflamatorias y
endotoxinas que producen grandes concentraciones de NO que son citotéxicas y
citostaticas para las células blanco (Martin 2000).

La iINOS bajo condiciones normales no se expresa en el sistema nervioso, no
obstante, bajo condiciones de activacion de la glia, se expresa en respuesta a una
variedad de dafios como traumas, agentes toxicos, infartos, enfermedades
infecciosas como meningitis, encefalitis y cuadros autoinmunes como la esclerosis
multiple y juega un importante rol en la accién contra agentes infecciosos; también
juega un rol fisiopatolégico en una variedad de procesos neurodegenerativos como

el Mal de Alzheimer o la enfermedad de Huntington. (Licinio et al, 1999).

Una misma célula puede expresar las distintas isoenzimas (constitutivas y/o
inducibles) dependiendo de la maquinaria que regula la expresion de la iNOS,

usando el NO como modulador (Colasanti y Suzuki, 2000).

Malenka y Nicoll (1999) proponen la participaciéon de la NOS como un
intermediario en la traduccion de la sefal iniciada por glutamato a nivel de los
receptores AMPA (agonista glutamatérgico) y NMDA. La liberacion de glutamato
por el terminal presindptico estimula al canal de Na® del receptor AMPA,
permitiendo la entrada de Na®. La despolarizacion iniciada por la entrada de Na*
remueve el Mg®* que se encuentra normalmente bloqueando el canal del receptor
NMDA. Este desbloqueo permite la entrada de Ca®* al citosol, activando la apo
Calmodulina y ésta a la kinasa |l dependiente de calmodulina, la que se
autofosforila y fosforila la proteina del canal AMPA, aumentando el numero de

receptores activados; y, ademas, activa la NOS aumentando la produccién de NO
(Fig. 2).
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Fig. 2. Esquema de la activacion neuronal de la NOS.
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Si bien, el rol del NO en otros sistemas esta relativamente claro, no se conoce
claramente su efecto en la epilepsia. Rigaud-Monnet et al, (1995) sugieren que el
NO interviene en la regulacién y transmisién glutamatérgica del flujo sanguineo
cerebral en focos epilépticos; asi en estudios con ratas inyectadas con L-NAME
(inhibidor de la NOS) previo a la inyeccion de &cido kainico para inducir un foco
epiléptico, disminuy6 la concentracién de glutamato en el hipocampo y también

disminuyeron los focos epilépticos.

Otra investigacion, en ratas, demostr6 un efecto neurotéxico del NO usando
inhibidores de NNOS en estudios con estimulacion con metanfetaminas (Desaiah et
al, 2000). Por otro lado, modelos de experimentacion con pilocarpina, otro agente
epileptogénico, sugieren un efecto protector del NO frente a la induccién de focos
epilépticos (Del-Bel et al, 1997). Estos efectos contrapuestos de la NOS nos
llevaron a estudiar cdmo es que una misma molécula puede estar implicada en
procesos neuroprotectores y neurotoxicos, participando en procesos fisiol6gicos
importantes y por otro lado colaborando en la generacion de dafios funcionales en
varios sistemas e incluso inducir la muerte neuronal. Una respuesta tentativa a esta
paradoja, estaria dada en que el NO muestra caracteristicas Unicas que permiten a
esta molécula intervenir en muchas acciones. La cantidad, duracion de su efecto y
localizaciébn de la NOS son variables determinantes en los efectos del NO. La

particular expresion de estas isoformas en diferentes circuitos neurales
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probablemente dé cuenta de su accion; de alli que la comprension de la regulacion
y funcién de la enzima podrian conducir a estrategias terapéuticas mas selectivas
para la prevencion o incluso el tratamiento de numerosas enfermedades (Billiar,
1995).

La presente memoria de titulo pretende contribuir al entendimiento de la
relacién de la NOS y el fenbmeno epiléptico, a través de la determinacion de la
actividad total de NOS en un modelo experimental de actividad epiléptica en el que
se analizaron tres estructuras con el mas bajo umbral epileptogénico, como son
hipocampo, amigdala y corteza cerebral sensorio motora (Swanson y Petrovich,
1998).

Para ello se desarrollé6 un modelo experimental en gatos, en que el agonista
glutamatérgico AMPA fue administrado en dosis umbrales en el hipocampo, lo que
permitié6 generar un foco epiléptico circunscrito a las estructuras mas sensibles y
cuyas manifestaciones clinicas estuvieron ausentes o en algunos casos fueron

acompafiadas s6lo de cambios conductuales.

17



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Estudiar las variaciones temporales y regionales de actividad NOS en el cerebro

de gatos con epilepsia generada por inyeccién intracerebral de AMPA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Generar un foco epiléptico focalizado, por inyeccidn intracraneana de AMPA

en hipocampo derecho de gato.

e Evaluar las caracteristicas electroencefalograficas y conductuales
generadas por el proceso epiléptico producido con AMPA.

e Determinar la actividad enzimética total de NOS, en homogeneizado de

hipocampo, amigdala y corteza cerebral de ambos hemisferios.

18



MATERIALES Y METODOS

ANIMALES.

Se utilizaron 25 gatos adultos, mestizos, de ambos sexos, con pesos entre 2.5y
3.5 Kg.

Los cuidados y procedimientos realizados con los animales fueron conducidos
de acuerdo con la Guia de Cuidados y Uso de Animales de Laboratorio (1996,
National Academy Press, Washington D.C., USA) y con aprobacién de los Comités
de Bioética del Campus Oriente de la Facultad de Medicina y de la Facultad de

Ciencias Veterinarias y Pecuarias, ambos de la Universidad de Chile.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

Los animales fueron sometidos al siguiente procedimiento: bajo anestesia con
Nembutal ® (30 mg/Kg i.p.) y en condiciones asépticas, se dispuso de un sistema
estereotaxico en el cual la cabeza del animal se fij6 y quedd en un sistema de
coordenadas conocido que permite abordar cualquier estructura cerebral. Para ello
se utilizé un aparato estereotaxico y un atlas histolégico del cerebro del animal con
las coordenadas para cada una de las estructuras cerebrales (Jasper y Ajmone-
Marsan, 1954; Reinoso-Suarez, 1961).

Asi fue posible implantar una céanula en el hipocampo derecho a través de la
cual posteriormente se inyectaria AMPA, esta canula estaba adosada a un
electrodo bipolar. En hipocampo izquierdo, amigdala derecha e izquierda y corteza
cerebral sensorio-motora derecha se implantaron electrodos similares al que se
adosd a la canula, con la finalidad de medir la actividad eléctrica de cada una de
estas estructuras. La canula implantada en hipocampo derecho mide 10 mm. de
largo y 1 mm. de didmetro y la distancia entre la punta de la canula y la punta del
electrodo fue de 3 mm. El electrodo para amigdala mide 25 mm. de largo. Todos los
electrodos son de tungsteno y fueron soldados a una base a través de la cual fue
posible conectarlos al equipo electroencefalografico. La base de conexion fue

adherida con acrilico dental al craneo del animal (Motles et al, 1988).
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Las coordenadas que se utilizaron para alcanzar el hipocampo fueron: Anterior
(A):3, Lateral (L):6 y Vertical (V):7; para amigdala: A:10, L:10 y V: 6; mientras que el
electrodo para la corteza cerebral se ubicé en A:22 y L:8. Ademés, se adhirieron al
crdneo dos tubos de aluminio de 3 cm. de largo por 0,5 cm. de didmetro, dispuestos
por delante y el otro por detras de la base, perpendicular al eje antero—posterior de
la cabeza; a través de ellos la cabeza del animal fue sostenida indoloramente al
equipo estereotaxico durante el periodo de 1 a 2 min., tiempo que durd el

procedimiento de la microinyeccion de AMPA (Infante et al, 2002).

Una vez finalizada la cirugia, se administré penicilina (200.000 Ul) subcutanea,
sobre la herida (crdneo) y en la conjuntiva ocular. Ademas, al animal se le

administrd suero glucosalino (60 ml) intraperitoneal.

Siete dias después, una vez que el animal se encontraba recuperado, en
términos de peso y apetito, se realiz6 el siguiente procedimiento experimental (Fig.
3).

GENERACION DEL FOCO EPILEPTICO

Los animales fueron divididos en tres grupos, cada uno de ellos fue tratado con
un protocolo diferente. La eleccién de los tiempos para cada grupo se realizé de
acuerdo a los tiempos de evolucién en trabajos donde se indujo isquemia a los

mismos tejidos (ladecola, 1997).

Grupo experimental 1 dia (n=5): mediante una jeringa Hamilton y con el animal
fijado en el sistema estereotaxico se inyecté en hipocampo derecho 80ug de una
solucion de 5 pul de AMPA (16 pg/ul), preparada en suero fisioldgico, ésta fue la
dosis umbral para generar un foco epiléptico (Motles et al, 2002). Un dia después
de la microinyeccion de AMPA los animales fueron sacrificados bajo anestesia
general y se obtuvieron muestras de cada estructura, las que se lavaron en suero
fisiolégico a 4°C, se etiquetaron y rapidamente se congelaron en nitrégeno liquido y
fueron guardadas a

—80°C hasta su posterior analisis.
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Grupo experimental 5 dias (n=7): se utilizd el mismo protocolo anterior sélo que

los animales fueron sacrificados a los 5 dias luego de la microinyeccion de AMPA.

Grupo control: con el proposito de comparar cada grupo experimental con su

respectivo control, este grupo a su vez fue dividido en 3 subgrupos:

- Control 1 dia (n=6): se inyect6 5 ul de suero fisiolégico en hipocampo derecho, a
través de la canula intracerebral. 24 hr. después los animales fueron sacrificados.
Para obtener las muestras se utiliz6 el mismo protocolo que se describié para los

grupos experimentales.

- Control 5 dias (n=4): se inyecto 5 ul de suero en hipocampo derecho y 5 dias

después los animales fueron sacrificados.

- Control intactos (n=3): en estos animales no se realiz6 la cirugia para implantar
la canula y los electrodos. Se utiliz6 el mismo protocolo para la obtencién de
muestras que se describié anteriormente. El objetivo de este grupo fue evaluar el

efecto que podrian inducir los implantes en la actividad de las muestras.

Fig. 3. Protocolo de experimentacibn para obtener las muestras para la posterior

determinacion de la actividad NOS.
= =
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OBTENCION DEL ELECTROENCEFALOGRAMA (EEG)

Para definir el trazado de un EEG normal, previo a la microinyeccion se realizé
un registro basal. Una vez inyectado el agente epileptogénico (AMPA) se registro
por cuatro horas la actividad electroencefalogréfica y conductual, siendo la primera
hora, una etapa de registro continua y luego se realizaron registros regulares cada

5 min. La interpretacion de los EEG fue realizada por personal calificado.

OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Bajo anestesia general, al igual que para la cirugia estereotéaxica, se procedi6é a
extraer la canula y los electrodos, para posteriormente remover la calota hasta
llegar al tejido cerebral y tomar muestras de corteza cerebral (sensorio-motora),
hipocampos y amigdalas. En la extraccién de los hipocampos se removid la corteza
cerebral que se encuentra por sobre esta estructura. En la extraccién de las
amigdalas, que se ubican en la base del cerebro, primero se localizd
estereotaxicamente a través de una aguja entintada que atraveso la amigdala. De
esa manera fue posible localizarla, visualizarla y extraer el nacleo amigdalino.

Las estructuras se lavaron en suero fisiolégico a 4°C y rapidamente se
congelaron en nitrégeno liquido. Luego se guardaron a -80°C hasta su posterior

analisis.

PREPARACION DEL HOMOGENEIZADO

Las muestras de tejidos se suspendieron en un volumen equivalente 4 veces su
peso (g) en buffer de homogeneizacion (Mop-Tris 20 mM pH 6.8) a 4°C, con
inhibidores de proteasas: leupeptina 1 pg/ml, PMSF 1 mM, pepstatina A 1 pg/ml,
benzamidina 1 mM, DTT 0.25 mM. La homogeneizacion se realiz6 a 4 °C con un
homogeneizador Politrén a 13500 r.p.m., por 4 periodos de 15 segundos y con
descansos de 5 segundos. Luego se centrifugé a 800 x g a 4° C por 10 minutos,
para eliminar restos celulares. El sobrenadante (fraccién cruda) se congelé a -80 °C

para su posterior analisis.
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MEDICION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS DE LA FRACCION
CRUDA

Las proteinas fueron cuantificadas segun el método colorimétrico de Bradford
(Bradford, 1976).

MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE NOS

La actividad de la NOS se determiné por la conversién de arginina a citrulina,
usando 3H—arginina en un medio que contiene: 1mM NADPH, 1.25 mM Ca?, 20 uM
FMN, 20 uM FAD y 10 mM BH4, en 40 mM Tris-HCI pH 7.4 (Figueroa y Massmann,
1995). La actividad enzimatica total requiere de NADPH, BH4, FAD, FMN,
calmodulina y Ca?". La muestra se incubé a 30 °C por 45 minutos. La reaccién se
detuvo con 1.8 ml de una solucion 30 mM HEPES (pH 5.5) y 3 mM EDTA.

La separaciéon de °H-arginina y °H-citrulina se realiz6 por cromatografia de
intercambio i6énico con 1 ml de resina Dowex (50X8-400), la fraccion eluida
contenia *H-citrulina que se colecté en 9 ml de liquido de centelleo, el cual

inmediatamente fue leido en un contador de centelleo liquido (Fig. 4).

La actividad enzimatica se expresa como pmoles de *H citrulina/mg de proteina

X min.
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Fig. 4. Esquema de la determinacién de la actividad enzimatica por cromatografia de
intercambio ionico.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como promedio + error estandar medio (SEM).
Para el analisis estadistico se utilizaron los test no paramétricos de Mann-Whitney y
Kruskall-Wallis seguido del test de Dunns para comparacion multiple. Se consideré

significativo un p< 0.05.
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RESULTADOS

1. REGISTRO ELECTROENCEFALOGRAFICO.

1.1. Actividad electroencefalografica en grupos controles.

La inyeccion intracerebral del vehiculo (NaCl 0.9 %), en un volumen equivalente
al utilizado en la inyeccién intracerebral de AMPA, no provocd modificaciones en el
registro electroencefalografico (fig. 5), ni cambios conductuales en ninguno de los

animales estudiados.

Fig. 5. Registro electroencefalografico control, el cual presenta un trazado normal con
ausencia de postdescargas en todos los canales. D e | = derecha e izquierda
respectivamente.
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1.2. Caracterizacion de postdescargas segun su amplitud y frecuencia.

Se analizaron 2 parametros del EEG, la amplitud de postdescargas y la
frecuencia de espigas de cada postdescarga, registradas en corteza, amigdalas e
hipocampos, durante el momento de mayor actividad epiléptica. Los valores de

estas variables se muestran en la tabla 1.

La amplitud de postdescarga en el momento de mayor actividad epiléptica fue
de 437 + 255 pvolt en hipocampo derecho, 472 + 252 pvolt en hipocampo izquierdo,
464 + 263 pvolt en amigdala derecha, 525 + 310 pvolt en amigdala izquierda y 232
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+ 95 pvolt en corteza derecha, siendo esta Ultima significativamente menor que el
resto de las estructuras cerebrales (p<0.05), indicando claramente su menor

compromiso con la epilepsia inducida (Fig. 6).

El otro indicador de actividad epiléptica fue la frecuencia de espigas de cada
postdescarga en el momento de mayor intensidad, definida como el niumero de
espigas por segundo; en este caso, la frecuencia de espigas de cada postdescarga
fue de 14 + 4 espigas por segundo en hipocampo derecho, 14 + 3 espigas por
segundo en hipocampo izquierdo, 11 + 3 espigas por segundo en amigdala
derecha, 9 + 3 espigas por segundo en amigdala izquierda y 8 + 4 espigas por
segundo en corteza derecha, siendo esta Ultima significativamente menor que en

hipocampo derecho e izquierdo y amigdala derecha (p<0.05) (Fig. 7).

Tabla 1. Valores de amplitud y frecuencia de espigas en postdescarga de mayor intensidad,
en registros electroencefalograficos de gatos con epilepsia. Comparacién de hipocampo
derecho e izquierdo y amigdala derecha e izquierda con respecto a corteza derecha.

* p<0.05.

) Corteza Hipocampo Hipocampo Amigdala Amigdala
Variables Derecha Derecho Izquierdo Derecha Izquierda
Prom.+D.S. Prom. £ D.S. Prom.+D.S. || Prom.+D.S. || Prom. + D.S.

Amplitud * * * *
(uvolt) 216+49 437+255 4724252 464+263 525 + 310
Frecuencia * * *
(espigas/seq) 8+4 14+ 4 14+3 11+£3 9+3
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Fig. 6. Comparacion de la amplitud de postdescarga (promedio de pvolt £ D.S.), medido
durante el momento de mayor actividad epiléptica, entre corteza cerebral v/s el resto de
estructuras cerebrales ( p<0.05).
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Fig. 7. Comparacion de la frecuencia de espigas de postdescargas (promedio de espigas
por segundo = D.S.) durante el momento de mayor actividad epiléptica, entre corteza
cerebral v/s el resto de estructuras cerebrales ( p<0.05).
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1.3. Actividad epiléptica en grupos experimentales.

Con la finalidad de evaluar el curso temporal del foco epiléptico, se tomaron
nuevos registros electroencefalogréaficos, previo al sacrificio de los animales (Fig.8).
Estos registros mostraron una disminucion en el numero de postdescargas tanto a
las 24 horas, como a los 5 dias después de iniciada la actividad epileptogénica. Las
postdescargas fueron reemplazadas por espigas y poliespigas en los hipocampos y

en las amigdalas, pero no en la corteza cerebral.

Fig. 8. Registro electroencefalografico de grupo experimental. Se muestran tipicas
postdescargas las cuales comprometen a 4 estructuras implantadas con excepcion de
corteza cerebral, producto de la microinyeccién de AMPA 40 mM en hipocampo derecho
como agente epileptogénico. D e I: derecha e izquierda, respectivamente.
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2. OBSERVACIONES CONDUCTUALES.

La inyeccion de AMPA 40 mM en hipocampo derecho de los animales, genero
postdescargas, las cuales se localizaron principalmente en estructuras
subcorticales. En la mayoria de los casos, las postdescargas registradas en
hipocampo y amigdala no fueron acompafiadas de cambios conductuales
evidentes, aunque algunos animales presentaron alteraciones como rotacién
persistente de la cabeza y del cuerpo, dilatacion pupilar, salivacion, y en algunos
casos movimientos masticatorios y vocalizaciones repetitivas. Por otro lado, cuando
la corteza cerebral fue involucrada, aparecieron clonias en musculos faciales,

parpados y labios.
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3. ACTIVIDAD NOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

La actividad total de NOS en muestras de homogeneizado se determiné en
hipocampo, amigdala y corteza cerebral, de ambos hemisferios, tanto en los grupos
controles: intactos, de 1 dia y 5 dias y los grupos experimentales de 1 dia y 5 dias.

Los resultados se expresaron como pmoles de °H citrulina/mg de proteina x min.

3.1. Actividad NOS en grupos controles.

La inyeccioén intracerebral de 5 ul de NaCl 0,9 % en el hipocampo derecho no
provocO variaciones significativas en la actividad NOS de los 3 grupos controles.
Esto nos permitié reagrupar los resultados y trabajar con un solo grupo control que

correspondia a los animales inyectados (grupo de 1 diay 5 dias) (tabla 2).

Tabla 2. Promedio =+ SEM de la actividad NOS total, en grupos controles. La actividad se
expresa como pmoles de *H citrulina/mg de proteina x min. No hubo diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).

Grupos || Hipocampo || Hipocampo || Corteza Corteza Amigdala || Amigdala
controles || Derecho Izquierdo Derecha Izquierda || Derecha Izquierda

9.13+1.11 9.6+0.81 48 +£0.10 5.3+0.01 12.27+1.45
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

11.9+41.11 || 12.95+3.36 || 4.12+0.39 || 3.97+0.09 [/ 9.43+£1.89 || 9.27+1.96
n=4 n=4 n=6 n=3 n=4 n=6

11.7+2.1 11.7+2.05 3.7+0.12 || 3.43+0.53 ||| 7.8+1.41 || 6.45+1.68
n=4 n=4 n=4 n=4 n=3 n=4

3.1.1. Hipocampo

En el hemisferio derecho, el grupo intacto presenté una actividad de 9.13 + 1.11
pmoles de *H citrulina/mg de proteina x min. La inyeccion intracerebral de 5 pl de
NaCl 0,9 % en el hipocampo derecho mostré valores levemente mayores de
actividad a 1 dia registrando 11.9 + 1.11 pmoles y a los 5 dias la actividad fue de
11.7 £ 2.1 pmoles. En el hipocampo izquierdo los resultados fueron similares, el

grupo intacto tuvo una lectura de 9.6 £ 0.81 pmoles, mientras que los animales del

30



grupo de 1 dia tuvieron una actividad de 12.95 + 3.36 pmoles y a los 5 dias
registraron 11.7 + 2.05 moles. No hubo diferencias estadisticamente significativas

en ninguna de las estructuras sefialadas (Fig. 9).

Fig. 9. Comparacioén del promedio + SEM de la actividad NOS total en hipocampo derecho
(@) e izquierdo (b), de los grupos controles. No hubo diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).
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3.1.2. Corteza cerebral

Las muestras intactas de corteza sensorio-motora derecha mostraron una
actividad de 4.8 + 0.10 pmoles de °H citrulina/mg de proteina x min, mientras que
en los grupos inyectados del lado ipsilateral observamos una leve disminucion, de
4.12 + 0.39 pmoles a 1 diay de 3.7 + 0.12 pmoles a los 5 dias. La corteza izquierda
tuvo una actividad en el grupo intacto de 5.3 £ 0.01 pmoles, disminuyendo en los
animales inyectados con 3.97 + 0.09 pmoles a 1 diay a los 5 dias la actividad fue
de 3.43 + 0.53 pmoles. No hubo diferencias estadisticamente significativas en

ninguna de las estructuras sefialadas (Fig. 10).

Fig. 10. Comparacion del promedio + SEM de la actividad NOS total en corteza derecha e
izquierda, de los grupos controles. No hubo diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).
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Corteza control izquierda

Actividad NOS
pmoles de 2H citrulina/mg de
proteina x min

intacto 1d

3.1.3. Amigdala

La actividad de la amigdala derecha fue 9.43 + 1.89 pmoles de >H citrulina/mg
de proteina x min. en el grupo de 1 dia, disminuyendo a los 5 dias con una actividad
de 7.8 + 1.41 pmoles. En la amigdala izquierda el grupo intacto registré 12.27 +
1.45 pmoles, el grupo de 1 dia registr6 9.27 + 1.96 pmoles y el grupo de 5 dias
marcé 6.45 + 1.68 pmoles. No hubo diferencias estadisticamente significativas en

ninguna de las estructuras sefialadas (Fig. 11).
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Fig. 11. Comparacién del promedio + SEM de la actividad NOS total en amigdala derecha
() e izquierda (b), entre los grupos controles. No hubo diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).
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3.2. Actividad NOS en grupos experimentales.

La inyeccion intracerebral de 80 ng de AMPA en el hipocampo derecho provoco
un foco epiléptico circunscrito a ambos hipocampos y amigdalas, con un minimo

compromiso de la corteza asociativa (Tabla 3).

Tabla 3. Promedio + SEM de la actividad NOS total, en el grupo control y experimentales.
La actividad NOS se expresa como pmoles de *H citrulina/mg de proteina x min.
(* p<0.05; ** p<0.01).

Grupnos Hipocampo || Hipocampo Corteza Corteza Amigdala Amigdala

P Derecho Izquierdo Derecha Izquierda Derecha Izquierda

Control 11.8+1.08 || 12.33+1.84 || 3.95+0.24 || 3.66+0.30 || 8.7+1.19 8.79+1.35
n=8 n=8 n=10 n=7 n=7 n=9

1 dia 7.16+1.45 2.38+0.39 2.52+0.47 4.00+0.62 2.43+0.26
n=5 n=5 n=5 n=5 n=4

*k k% *

3.941.09 1.72+0.2 3.0+0.49 3.52+0.44 || 8.00+1.22 2.7340.34
n=6 n=5 n=6 n=5 n=7 n=4

3.2.1. Hipocampo.

En hipocampo derecho, el grupo control tuvo una media de 11.8 + 1.08 pmoles
de °H citrulina/mg de proteina x min.; el grupo de 1 dia promedi6 7.16 + 1.45
pmoles y el grupo de 5 dias tuvo una media de 3.9 + 1.09 pmoles. Esta disminucion
fue estadisticamente significativo con respecto al grupo control (p< 0.05) (Fig. 11).
En el hemisferio izquierdo observamos una marcada disminucion de la actividad a 1
dia y 5 dias luego de generado el foco. El grupo control promedié 12.33 + 1.84
pmoles, mientras que en el grupo de 1 dia la actividad de la NOS disminuy6 a 2.38
+ 0.39 pmoles (p<0.05); esta disminucion fue ain mayor en el grupo de 5 dias, con
1.72 £ 0.2 pmoles (p<0.01) (Fig. 12).
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Fig. 12. Comparacion del promedio + SEM de la actividad NOS total de hipocampo derecho
(a) e izquierdo (b), entre el grupo control y los grupos experimentales. .
(* p<0.05; ** p<0.01)
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3.2.2. Corteza cerebral

La corteza cerebral derecha presenté 3.95 + 0.24 pmoles de °H citrulina/mg de
proteina x min. en las muestras control. El grupo de 1 dia mostré una disminucion
con respecto al control con 2.52 + 0.47 pmoles y a los 5 dias 3.0 £ 0.49 pmoles
(Fig. 12). En el hemisferio izquierdo el grupo control tuvo una actividad de 3.66 *
0.30 pmoles la cual practicamente mantuvo su niveles a los 5 dias con 3.52 + 0.44
pmoles (Fig. 13). No hubo diferencias estadisticamente significativas en ninguno de
los hemisferios de corteza cerebral.

Fig. 13. Comparacién del promedio + SEM de la actividad NOS total en corteza cerebral
sensorio-motora derecha e izquierda, entre el grupo control y los grupos experimentales.
(* p<0.05; ** p<0.01)
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Corteza izquierda:
control vs experimental
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3.2.3. Amigdala

En el grupo control de amigdala derecha se obtuvo una media de 8.7 + 1.19
pmoles de *H citrulina/mg de proteina x min. En el grupo de 1 dia la actividad fue de
4.0 + 0.62 pmoles y a los 5 dias 8.0 + 1.22 pmoles (Fig. 13). En el hemisferio
izquierdo la actividad fue muy diferente, observandose en el grupo control una
media de 8.79 + 1.35 pmoles, mientras que a 1 dia de la induccién del foco
epiléptico hubo una disminucién estadisticamente significativa, con 2.43 + 0.26

pmoles (p< 0.01) la cual se mantuvo hasta los 5 dias con un valor de 2.73 + 0.34
(p< 0.05) pmoles (Fig. 14).
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Fig. 14. Comparacion del promedio = SEM de la actividad NOS total en amigdala derecha e
izquierda, entre el grupo control y los grupos experimentales. (* p<0.05; ** p<0.01).
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DISCUSION

Esta investigacion demostré que la inyeccién intracerebral de 80 ng de AMPA a
través de una canula en hipocampo derecho, es capaz de generar un foco
epiléptico circunscrito a las estructuras con mas bajo umbral epileptogénico; el cual
mostrd una clara tendencia a la disminucién durante el periodo de su evaluacién. El
foco se presentd tanto en la zona de la microinyeccion, como en el hipocampo
contralateral, en ambas amigdalas y en menor medida en la corteza cerebral
sensorio-motora. Estos datos son similares a los de Swanson y Petrovich (1998),
los que evidencian la diversidad de conexiones bilaterales que existen entre estas

estructuras y la alta sensibilidad que manifiestan en adquirir la condicién epiléptica.

En trabajos realizados por Infante et al, (2002), el hipocampo y la amigdala
mostraron una mayor sensibilidad que la corteza cerebral a la administracion
intracerebral de &cido kainico. Estos efectos se percibieron con dosis bajas del
agonista glutamatérgico (1-2 ul, 4.6 mM). Con dosis mas altas (3-5 ul, 4.6 mM), la
actividad en amigdala y corteza cerebral aument6 y no hubo diferencias entre las
tres estructuras. Esto demuestra que el hipocampo presenta una mayor sensibilidad
a generar focos epilépticos que las otras dos estructuras. Por otra parte, el
hipocampo seria la estructura mas sensible a AMPA, comparado con los agonistas
glutamatérgicos NMDA y ACPD (Motles et al, 2002).

Para la eleccion de la droga a utilizar se tomaron en cuenta las caracteristicas
de cada uno de los agonistas. De acuerdo a la dosis efecto, se estim6 que la
inyeccion de acido kainico es aproximadamente unas 15 veces mas intensa en la
generacion de un foco epiléptico que la inyeccion de AMPA. Otro aspecto
importante en la eleccién del agonista glutamatérgico es que el AMPA provoca un
aumento de la actividad epiléptica circunscrita principalmente al hipocampo y la
amigdala; en cambio, el acido kainico por su mayor capacidad epileptogénica tiene
una gran capacidad de difundir a la corteza cerebral y provocar, ademas, dafio
neuronal manifiesto (Motles et al, 2002). Analizando estos trabajos se determiné
gue el AMPA seria la droga de eleccién para cumplir nuestros requisitos:

1. provocar un foco epiléptico circunscrito a las estructuras mas sensibles; y
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2. usar una dosis baja de AMPA para que el dafio celular que provocara la droga
fuera el menor posible.

Para verificar que el foco fuera localizado en las estructuras descritas con mas
bajo umbral epiléptico, fue necesario monitorear la actividad electroencefalografica
de las tres estructuras estudiadas. Para ello se analizaron las postdescargas
considerando la amplitud y la frecuencia de las espigas. La amplitud es un indicador
de la intensidad del fendmeno de hiperexcitabilidad que presenta un grupo de
neuronas en un momento dado y la frecuencia es el nimero de espigas por
segundo, que a su vez es un indicador de las veces en que un grupo de neuronas
modifica su estado de despolarizacién, visualizado en el EEG como espigas o

espigas-ondas.

Los datos muestran que el tipo de actividad epiléptica desencadenada tuvo una
mayor intensidad en hipocampo y amigdala, siendo significativamente menor en
corteza cerebral. A su vez, la actividad epiléptica fue igualmente intensa entre
hipocampos y amigdalas, con excepcion de la amigdala izquierda que en el

momento de mayor intensidad, tuvo una menor frecuencia de espigas.

Los resultados obtenidos permiten sefalar en términos globales que el tipo de
condicion epiléptica generada en este estudio estuvo fundamentalmente
circunscrito a estructuras subcorticales, con un menor compromiso de corteza
cerebral. Cabe sefialar ademas, que la maxima actividad epiléptica se produjo
durante las primeras 2 horas después de la inyeccibn de AMPA. A partir de
entonces comenzé a disminuir en forma progresiva, de manera tal que a 1 diay a
los 5 dias luego de la inyeccion, soOlo se detectaron espigas aisladas en el
electroencefalograma. Esta condicion permiti6 determinar qué estructuras
mostraban tendencia hacia la recuperacion de la actividad enzimética y por lo tanto
su compromiso epiléptico era menor que aquellas como el hipocampo, en la cual a
pesar de encontrarse la epilepsia en proceso de extincibn mantuvo sus bajos

niveles de actividad generados inicialmente por la induccion del foco epiléptico.
Con respecto a los cambios conductuales, se visualizaron alteraciones de la

conducta que se ajustan a los signos que presenta la epilepsia psicomotora en el

gato. En este tipo de epilepsia, el fendbmeno de hiperexcitabilidad y sincronizacion
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neuronal se encuentra circunscrito a estructuras subcorticales, sin embargo, en la
especie humana, en este tipo de epilepsia puede estar comprometido ademas el
l6bulo temporal, razén por la cual también se encuentra en la literatura como
epilepsia del 16bulo temporal (Dow et al, 1992). La mayoria de las epilepsias felinas
se presentan como epilepsia focal y son secundarias a alguna patologia cerebral
como tumores, infartos, enfermedades infecciosas y desérdenes traumaticos y

vasculares (Kline, 1998).

En esta investigacion visualizamos diversas reacciones viscerales como lamidos
constantes, movimientos masticatorios y salivaciones profusas. Estos signos
podrian ser explicados, en parte, por un aumento de la actividad bioeléctrica de la
amigdala (Allikmets, 1967).

Con respecto a la actividad NOS en los grupos controles, cabe destacar que no
hubo diferencias significativas entre los grupos de 1 dia y 5 dias inyectados con
NaCl (0.9 %) y los animales intactos (sin implante cronico). Esto sugiere que el
dafo estructural que provocé la canula en el hipocampo y los electrodos en todas
las estructuras fue despreciable en cuanto a inducir diferencias en la actividad, lo
que es consistente con lo observado por Motles et al (2002) en estudios
histolégicos donde se observa un compromiso inflamatorio muy bajo de las
estructuras y ademas, se ha descrito que el dafio neuronal inducido por el AMPA se
logra solo con dosis elevadas (Fowler et al, 2003). Sin embargo no podemos
descartar la generacion de una agresion mecanica en el hipocampo derecho, lugar

en donde se insert6 la canula.

El principal resultado en la determinacion de la actividad NOS en este estudio
fue que el hipocampo, la estructura inyectada con AMPA, mostr6 una marcada
disminucion en la actividad a los 5 dias en ambos hemisferios (p<0.05), lo que
indica que la cantidad de AMPA inyectada fue suficiente para provocar cambios en
los niveles de actividad enzimatica. En el hipocampo izquierdo, ademas, se puede
apreciar una disminucion en la actividad en el grupo de 1 dia (p<0.05). Llama la
atencion que el hemisferio inyectado tenga actividades menores que el
contralateral, una posible explicacion a esta interrogante es que la canula y el

AMPA hayan provocado algun dafio tisular (Fowler, 2003), alterando la expresion
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de la enzima y de los inhibidores enddgenos de la NOS (Roczniak et al, 2000). La
rapida propagacion e intensidad de la alteracion epiléptica observada en el
hipocampo contralateral es un indicador del robusto sistema comisural que existe

entre ambos hipocampos en los felinos (Andersen, 1975).

La actividad también disminuy6 en la amigdala contralateral, a 1 dia y a 5 dias
de generado el foco epiléptico. Estos resultados son similares a los de Infante et al
(2002), en el cual la actividad electroencefalografica producida en hipocampo
rapidamente se propag6 a la amigdala; utilizando la conectividad sinaptica directa

entre ambas estructuras.

En concordancia con el escaso compromiso epiléptico de la corteza cerebral, la
actividad NOS en esta estructura no fue modificada en ninguno de los hemisferios.
La actividad enzimética detectada en la corteza cerebral manifiesta una menor
sensibilidad que el hipocampo y la amigdala en generar focos epilépticos v,
ademas, ha mostrado bajos niveles de actividad epileptogénica en el

electroencefalograma, similares a los de estudios previos de Infante et al (2002).

En esta investigacién la actividad enzimatica total de la NOS disminuyé
significativamente en hipocampo y amigdala izquierdos a 1 y 5 dias y en hipocampo
derecho a los 5 dias. Por otra parte, en un estudio en paralelo con las mismas
muestras de este trabajo, se determin6 por Dot Blot la concentracion relativa de las
tres isoenzimas, de las cuales la NNOS sélo presentd diferencias significativas en
corteza izquierda e hipocampo derecho aumentando a los 5 dias de inducido el foco
epiléptico (p<0.05). La eNOS aumento significativamente a los 5 dias en hipocampo
derecho e izquierdo y en corteza cerebral a 1 dia (p<0.05). La iNOS sélo presenté
diferencias significativas en la amigdala derecha a los 5 dias, aumentando con un
p<0.05 (Diaz, 2005). En nuestra investigacion, la actividad enzimatica total de la
NOS en las estructuras analizadas que presentaron diferencias estadisticamente
significativas, fueron todas por disminucién de la actividad; en cambio en la
determinacion de la concentracion relativa de las isoenzimas de la NOS, en todas
las estructuras hubo un aumento en la cantidad relativa respecto de los controles.
Esta diferencia es confirmada por Babb et al (1996), quién describié una alta

densidad de receptores AMPA en hipocampo. De acuerdo a este trabajo, el nimero
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de receptores AMPA en la epilepsia de hipocampo incrementaria en las dendritas
de la capa molecular con lo que se obtendria una relacion aumentada de la
densidad de receptores AMPA en las fibras presindpticas, esto aumentaria
notablemente la entrada de Ca®* al citosol, activando la secuencia de produccion de
NOS y permitiendo un aumento en la cantidad de la enzima.

Otra explicaciéon de la disminucion de la actividad de la NOS es propuesta por
Roczniak et al (2000), quien sugiere que un inhibidor endégeno puede ser
expresado en células que presentan una alta cantidad de NOS, de acuerdo a esto,
podemos especular que este inhibidor u otro mecanismo regulatorio similar, estaria
actuando sobre las isoformas luego de haber alcanzado sus maximos niveles de
expresion producto de la generacion de epilepsia. Es muy probable que las
variaciones observadas en los niveles de actividad de las enzimas, en la cual en
algunos casos como en la amigdala, se observa una recuperacién de la actividad
en el grupo de 5 dias, sea el reflejo de la clara atenuacion que experimento el
proceso epiléptico con el transcurso de los dias. Si esta explicacion es correcta
entonces la evaluacion de la actividad de la NOS es un buen indicador del curso de

desarrollo temporal del proceso epiléptico.

Diversos estudios han mostrado dualidad en la funcion de la NOS. Dependiendo
del modelo de epilepsia y los pardmetros farmacolégicos utilizados, los efectos del
NO han sido descritos como neurotéxicos (Desaiah et al, 2000; Osonoe et al, 1994)
0 neuroprotectivos (Sequeira et al, 2001; Lumme et al, 2000; Boda y Szente, 1996).
Ademas se han descrito aumentos y disminuciones de la actividad nNOS
(Gonzélez-Herndndez et al, 2000). Considerando el modelo utilizado en nuestro
trabajo y los resultados obtenidos en €l, podemos sugerir que la NOS tendria un
papel proepiléptico. No obstante lo anterior, estos resultados también podrian
sugerir una respuesta adaptativa de la actividad NOS en cuadros epilépticos, los

cuales podrian jugar un papel regulador en la hiperactividad neuronal.
Tomando en cuenta el complejo sistema que regula la actividad bioeléctrica y

funcional del cerebro, podemos especular que esta regulacion de la NOS pasaria a

ser otro sistema mas en el complejo mecanismo regulador de la actividad neuronal
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y que para comprender mejor su funcidn, se necesitan ain mas estudios que

puedan corroborar y definir la fisiopatologia de estos mecanismos.
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CONCLUSIONES

1. La aplicacion intracerebral de 80 ug de AMPA en hipocampo derecho, generd
una actividad epiléptica localizada circunscrita a ambos hipocampos y amigdalas,

con un minimo compromiso de la corteza cerebral.
2. La actividad epiléptica umbral, generada de manera experimental, provoco
cambios electroencefalograficos caracteristicos y en algunos casos modificaciones

conductuales menores, con ausencia de convulsiones.

3. La aplicacién de AMPA en hipocampo derecho, generd cambios regionales y

temporales en la expresion de la actividad NOS de hipocampo y amigdala.

4. El hipocampo contralateral a la zona de la microinyeccion presento las mayores
disminuciones en actividad NOS.

5. La inyeccién de AMPA no provocé modificaciones en la actividad de la NOS en la

corteza cerebral.

6. De acuerdo a nuestros resultados, la evaluacién de la actividad NOS seria un

buen indicador del desarrollo temporal del proceso epiléptico.

7. Nuestros resultados sugieren que la NOS tendria un papel proepiléptico en el

mecanismo regulador de la actividad neuronal del proceso epiléptico.
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