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RESUMEN

El status epiléptico (SE) causa dafio neuronal severo e irreversi-
ble en ciertas zonas del cerebro, principalmente en el sistema
limbico. Un modelo experimental de SE es l; administracién sis-
témica o topica de Acido Kainico (AK). Se ha sugeride que el
magnesio (Mg ) disminuye la lesién por trauma experimental al
cerebro de rata (Mclntosch y col,, 1988), También se menciona que
retarda las crisis convulsivas provocadas por oxigeno hiperbarico
(Katz y col., 1990), y la deficiencia de M32+ se ha wutilizado
como modelo experimental de epilepsia (Mclntosch y col., 1988;
Levis y col, 1989; Morris y col., 1990). Sibai (1990) afirma que
el sulfato de magnesio es el anticonvulsivo ideal en el trata-
miento de crisis asociadas a preeclampsia-eclampsia. En el pre-
sente estudio se analiza si el Mg2+ juega un papel en la protec-
cién contra el dafo neuronal provocado por SE. Se utilizaron 98
ratas macho de 1la cepa Wistar (Ratus norvesicua) con un peso de
230~-405 g. Los animales fueron divididos en 3 grupos: 1) Control
con administracién de solucién salina; 2) AK 10 mg/kg 1i.p.:

3) NgS0 3 mM/kg y 30 minutos después se aplicd AK 5.2 nMolas en
4

§ ul i.c.v,. Se realizaron 4 valoraciones : 1) Yaloracién conduc-



tual. Se midid la latencia a la primer sacudida y a la primera
crisis miocloénica; 2) JIasa de mortalidad. Se contabilizd el
nimero y porcentaje de animales muertos en cada grupo; 3) Elec—
troencefalograma (EEG). Latencia a la primera manifestacién de
actividad epileptiforme a nivel de corteza motora; 4) Morfopetria
del hipocappo agistida por gompytadora. Se determind el drea (A)
en mm2 y perimetro (P) en nm de las capas piramidal (CP) y
granulosa (CG). Los resultados observados fueron: 1) El promedio
de la latencia a la primera sacudida fue ib.e min y 41.1 min para
los grupos AK y Mg—AK respectivamente, la latencia a la primera
crisis mioclénica fue 31.9 min para AK y 63.1 para Mg-AK. 2) La
tasa de mortalidad fue de 22.2% para AKX y 14.8 para M¥g-AK. 3) En
el EEG se registrd una latencia promedio de 5.7 min para las
primeras descargas en AK y de 29.8 min para Mg~AK. 4) En los
resultados de morfometria se observé disminucidn significativa en
el Area y perimetro del grupo AK con respecto al control, Asi
mismo, en el grupo Mg=-AK también hubo disminuclén significativa
con respecto al control, excepto para el Area de CG donde ambos
grupos fueron similares. Entre el grupo AK y Mg-AK no hubo cam—
bios con relacidn al drea de CP ni en el perimetro de CG, pero si
fue significativa para el perimetro de CP, donde AK era menor que
Hg-AK y para el 4rea de CG, donde AK era mayor que Mg-AK.

Estos resultados sugieren que a nivel de dafio neurcnal existe
cierto grado de proteccitn por parte del I32+. pero para sabe} si
tiene potencial como tratamiento médico, es necesario determinar

las dosis y los tiempos de administracién mas adecuados.
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¥ARCO TEORICO
EPILEPSIA Y DANO NEURONAL

El desarrolloc de la presente tesis se dividi& en tres etapas:
Conducta, registro electroencefalografico y mworfometria del
hipocampo. Se expandraAn los resultados en ese orden, para luego
conjuntar la informacién y exponer las conclusiones.

En la metodologia de este trabajo se utiliza la morfopetria asis-
tida por computadora, que es una técnica de reciente aplicacién,

¥y que nos permitird valorar su utilidad.

1.1, EPILEPSIA

Las epilepsias son una familia de trastornos neurcldgicos
que tienen en comin una interrupcidn transitoria, recurrente y
aulosostenida de las funciones normales del cerebro y una acti-
vacién simultanes hipersincrénica de una gran poblacidn de neuro-
nas de una region dada o de tode el cerebro (Dicher ¥y col.,
1987).

Se han evaluado muchos agentes anticonvulsivaes, buscando
que!

~Puedan activar procesos antagbénicos contra los agentes que



provocan crisis.

~Eliminen los efectos de los agentes que inducen las crisis.

~Impidan la activacidén del principio que puede precipitar una

crisis.
El término Status Epiléptico (SE) se emplea siempre que una
crisis es continua por varias horas o s6lo se interrumpe por
intervalos breves, de modo que se considera como un estado epi~
léptico fijo y durable.
Las bases moleculares y celulares de los sindromes de epilep~
sia humana permanecen a nivel de conjeturas. Las hipbtesis mas
aceptadas son: Defectos en la conductancia idnica a través de 1la
membrana ¢ en los mecanismos de transporte, defectos en los
procesos sindpticos inhibidores de GABA y una acciotn siniptica
excitadora anormal.
Existe evidencia en animales y en humanos de  anormalidades
adquiridas en la neurotransmision de aminoacidos excitadores que
pueden participar en los patrones anormales de descarga neuronal.
Hay dos puntos de vista que parecen significativos en la supre-
sién de crisis, una posibilidad es actuvar postsindpticamente
sobre 1os receptores para disminuir la excitacién inducida por
glutamato, y 1a otra es disminuir la liberacién sinaptica de
glutamato y aspartato.
Los agentes que actlian sobre la adenosina o los receptores de
GABA-B disminuyen la liberacidén de glutamato in vitro,- pera no
tienen una actividad anticonvulsiva significativa, probablemente
debido a su accién predominante en otros sitios. E1 LAMOTRIGINE

bloqhea la liberacién de glutamato y muestra actividad anticon-
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vulgiva en un amplio rango do modelos animales (Meldrum, 1991).
Un estinulo contlnuo en el hipocampo establece una condicion  de
SE limbico autososlenido al que le siguen cambios ncuropatolagi-
cos, tales como esclerosis, similar a la que se observa en
pacientes epilépticos.

Basandose en datos eleclrofisioldgicos, s sugicre que una dismi-
micion de la inhibicion mediada por GABA, una alteracion en la
sensibilidad a los iones extracclulares, o ambas, pueden jugar un
papel en el desarrollo de estas crisis (Lothman y col., 1990).

La limitacién que existe al estudiar la epilepsia en
tumanos, mediante técnicas invasivas o ensayos farmacoldgicos ha
creado la neceslidad de buscar modelos experimentales de epilepsia
que semejen la patologia humana.

Algunos de los mds importantes avances conceptuales y tera-
péduticos en el conocimiento de las epilepsias en los pasados 40
allos provienen de estudios experimentales. Es deseable contar con
un modelo animal en el que se produzcan crisis que asemejen a las
observadas en la clinica. Dado que la conducta animal y la humana
tienen oconsiderables diferencias, muchas veces no es posible
evaluar satisfactoriamente las manifestaciones conduc-tuales en
los modelos experimentales de epilepsia, sobre todo si hay ausen-
cia dec actividad motora. En estos, el criterio principal esta
dado por la identificaciédn de las manifestaciones eléctricas del
sistema nervioso. La administracién de sustancias convulsionantes
por via sistémica es un procedimiento frecuentemente empleado en

los estudios experimentales de epilepsia.
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1.2. HIPOCAMPO

En los roedores, la formacién hipocAmpica se encuentra adyacente
a las paredes ventroposterior y ventrolateral de la corteza cere-
bral, El hipocampo es upa estructura que presenta una organiza-
cion laminar, claramente 1limitada, de tal manera que en una
seccidn transversal se puede representar la estructura completa.
En el hipocampo se pueden distinguir tres grandes regiones cono-
cidas como: El cuerno de Ammén, el giro dentado y el subiculo.

En la fig. | se observa la anatomia del hipocampo con sus tres
regiones.

El cuerno de Ammén se subdivide en seis estratos con citoarqui-
tectura propia:

=Alveug, Es el estrato mis externo, tiene fibras aferentes vy
eferentes a la estructura.

=Oriens, Con fibras como el anterior, células en cesta y las
dendritas bgsales de las células piramidales.

=Piramidal, Es el estrato donde se encuentran las células pirami-
dales e interneuronas inhibidoras.

~Radiado. En este se arborizan las dendritas apicales de las
células piramidales.

-Lacungso-nolecular, Contiene arborizaciones de las dendritas
apicales de las células piramidales, ademis de las interneuronas
y fibras aferentes,

El estrato piramidal a su vez se ha subdividido en regiones éesﬁn
las diferenclas citoarquitecténicas en: CAl, CA2, CA3 y CA4.

El giro dentado tiene una estructura trilaminar constituida por
las siguientes. capas:

1. MKolecular. Es la capa mids superficial, en esta se encuentran

14



las dendritas de Jas cé&lulas granulares.

2. Granular, Can eflulay granulares cuyos axones son denominados
“fCibras musgosas" por la cantidad de varicosidades que presentan,
estas {ibras ge proyecian hacla la regidn CAJ.

3. Hiliar., Contiene nauronas polimorficas, fusiformes y pirami-
dales modificadas, el tipe neuronal mids comin son las ‘“células
musgosas”, )

El sublcule es la otra parte de la formacién hipocdmpica, es une
continuacidn de la corteza entorrinal que presenta una transicion

calular (fig. 1).

1.3. DANO NEURONAL
Es necesario analizar la arquitectura neuronal, para poder com~
prender las gituaciones de anormalidad en el tejido nervinso,

por elle es 0til recurrir a la neurocitologia.

1.3.1. NEUROCITOLOGIA Y SU APLICACION AL ESTUDIOC DE LA EPILEPSIA
Existen varios métodos para analizar el dafio en el tejido nervio-
s0. Los métodos de neurocitologia se dividen en dos categorias
generales: Wétodos clésicos y métodos contemporaneos.

Enire 1los metodos clasicos encontramos las tinciones de Nissl y
de Golgi, asl cowo las técnicas de microscopta electrénica.

Los mé&todos contemporineos se desarrollaron a partir de la década
de 1los 1970, y entre ellos se encuentran 1a inmunocitoquimica,
histoquimica, autorradiografia, la marcacion retrograda y antero-
grada y la morfometria cuantitativa asistida por computadora.

Con 1as metodos clasicos se obtiene informacidn basicamente

descriptiva, con paco significado funcional (Ribak, 1986). A

i5



principios de la década de los 1970 los neuroqulmicos y fisiélo~
gos se interesaron en la morfologla. El estudio interdisciplina-
rio estimuld el avance de los métodos, llegando hasta la aplica-

cién de las computadoras para analizar los datos.

1.3.2. LA UORFOMETRIA ASISTIDA POR COMPUTADORA

La morfometria cuantitativa ha realizado avances sustanciales
tras la aplicacidn de computadoras al andlisis de datos morfold-
gicos. Las mediciones asistidas por computadora tienen muchas
venta jas sobre los métodos de conteo manuales ya que permiten una
operacitén mls rdpida, andlisis mds detallados y la capacidad dé
almacenar y manipular datos para andlisis estadisticos y recons-
trucciones tridimensionales de estructuras con morfologia comple-

Ja.

1.3.3. CAMBIOS MORFOLOGICOS EN LA EPILEPSIA

La mayor parte de lo que se conoce sobre la neuropatologia del
cerebro epiléptico se debe al estudio de nimerosos y diferentes
modelos animales que han sido analizados con métodos neurocjitolé—
gicos. En la mayoria de los casos de epileépsia focal se ha obser-
vado pérdida neuronal y gliosis.

De acuerdo a una revisién realizada por Ribak (1986), en una gran
cantidad de estudios descriptivos con métodos clasicos y contem-
porineos se ha obagrvadu pérdida ncuronal, esclerosis y gliosis
en el hipocampo tanto de humanos enfermos, como de animales con

epilepsia experimental.



Hipocampo de la Rata

Sob

¥ig.i. Esquema de un corte transversal de hipocampo da rata
que muestra las tres reglones que se distinguen en esta
estructura segfin su diferenciacién citoarquitecténica: (CA)
Cuerno de Ammén; (GD) giro dentado; y (Sub) subiculo.



"1.3.4. NEUROTOXICIDAD DEL GLUTAKATO

Se desconocen 10s mecanismos celulares por los cuales una expo-
sicidén excesiva al glutamato puede llegar a producir dafio neu-
ronal. Hace mds de una década s; propuso la hipdtesis de que 1la
neurotoxicidad al glutamato es consecuencia directa de una exci-
tacidon neuronal excesiva (hipttesis de la neurotoxicidad). Re-
cientemente, se ha hipotetizado que un influjo de calcio dispara—
do por exposicién al glutamato debe mediar la neurotoxicidad
(hipbtesis del calcio). Una prueba bisica para discriminar estas
hipbtesis determinarla la dependencia de la neurotoxicidad por
glutamato.

La hipdtesis de la excitotoxicidad predice que la neuroctoxicidad
por glutamato depende en forma critica de la presencia de sodio
extracelular, ya que este idn parece mediar la neuroexcitacioén
del glutamato en el sistema nervioso central, La hipétesis del
calcio predice que la neurotoxicidad del glutamato deberla de-
pender de la presencia de calcio extracelular.

Se sugiere que la neurotoxicidad al glutamato en neuronas corti-
cales puede ser separada en 2 componentes, con base en las
diferencias, curso temporal y la dependencia idnica. El primer
componenie, caracterizado por edema neuronal, ocurre temprana-
mente, es dependiente de sadio y cloro extracelular. El segundo
componente, caracterizado por la desintegracion neuronal, ocurre
después, depende del calcio extracelular, puede ser mimetizado
por el iontforo de calcio A23187, y posiblemente mediado por un
influjo de calcio (Choi y col., 1987).

2+
La modulacién de la corriente de Ca  por el glutamato y sus



andlogos fue investigada en cultivos de neuronas del hipocampo.
En presencia del receptor de glutamato unido con antagonistas del
canal iénico, todos los anidlogos examinados causaren una pequefia
depresién reversible o no tuvieron efecto sobre la corriente de
Ca2+, Las observaciones son consistentes con upa interaccidn
entre la proteina G acoplada con receptores a glutamato y canales
de Ca2+ (Lester y col., 1990).

La movilizacidén de calcio intracelular es disparada por un
receptor a glutamato en células cultivadas del hipocampo. El
quiscualato y L-glutamato pueden disparar la liberacién de Ca2+
desde 1los depdsitos intracelulares, principalmente por activa—
citn de un receptor a glutamato acoplado a una proteina G sensi-
ble a la toxina pertussis (Furuya y col., 1989).

Se suglere que un incremento en el contenido de glutamato
extracelular y de aspartato en el hipocampo, inducido por isqué-—
mia, puede ser uno de los factores causales en el dafic a ciertas

neuronas observado después de la isquémia (Benveniste y col.,

1984).
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ACIDO KAINICO

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES

El AK se extrae del alga marina Digenea gimplex., que crece
en la costa de las islas situadas en el mar del Este de China., Un
extracto de esta alga marina fue usado en Japbh como antihel~
mintico desde el siglo XIX. En 1953, el grupo del Dr. Takemoto
aisld un componente del extracto acuoso de la Digenea gimplex al
que le llamd Acido kalnico (AK), que en japonés significa lite-
ralmente "el fantasma del mar" (Takemoto, 1978).

El AK es un excitador potente, andlogo del Aacido
glutdmico (Shinozaki y col., 1970), que destruye las neuronas en
el nucleo arcuato (Olney y col., 1974) y estriado (Mc Geer vy
col., 1978; Schwarz y col,, 1977), mientras que las fibras que
pasan o0 llegan a estas regiones no son afectadas.

La pederosa agcion excitatoria del AK ha sido descrita en
varias regiones del cerebro (Lothman-Collins, 19815 Miller ¥
col., 1990).

2.2. EL AK COMO WODELO DE STATUS EPILEPTICO (SE)
Revisiones realizadas por Nadler (1981), sugieren que las

lesiones que se producen a distancia del sitio de administracidn



del AK son semejantes a la patologia asociada con epilepsia del
lobulo temporal. En particular, ratas tratadas con el AK aplicado
intracerebroventricularmente (ICV) nuestran una pérdida execlusi-
va de neuronas piramidales del hipocampo en las Areas CA3 y CAd,
acompafiada por una gliosis marcada. 5i se incrementa la dosis ICV
de AK, también se produce pérdida de las neuronas de CAl (Nadler
y col., 1978}.

En la rata adulta la administracidn garenteral de la toxina
produce una crisis limbica y daflo cerebral especifico, que no ha
gido reproducide por otros aminoicidos excitadores. Los signos
clinicos producidos por la administracién ICV o intraperitoneal
{IP) de 10 mg/ks pueden ser divididos en varias fases. Durante
los primeros 20-30 min. las ratas muestran conductualmente repo-
so, después acicalamiento, seguido por numerosas sacudidas de
"perro mojado" {wet-dog shakes) por aproximadamente 30 min. La
siguiente fase se caracteriza por la aparicién de crisis limbica
motora, en la que se observan movimientos faciales y masticato-
rios, temblor, erguimiento y pérdida del control motor (Ben-Ari,
1985). Las crisis se vuelven progresivamente mas complejas ¥y
prolongadas, con una reduccion de la pausa interictal. En 1la
siguiente fase que dura de 1 a 2 horas, el animal presenta un
status epiléptico (SE) caracterizado por des-~cargas epilépticas
continuas (Ben-Ari, 1985).

La actividad eléctrica de estruecturas corlicales y subcorti-
cales presenta un correlato con las tres principales fases con-~
ductuales; Reposo, crisis limbica y SE, que corresponden respec—

tivamente a: a) Descargas paroxisticas localizadas en el hipocam-
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po; b) Afeccién de otras estructuras limbicas, por ejemplo la

amigdalaj c) Generalizacidn a otras estructuras (Ben-Ari, 1985).

2.3. EFECTOS DEL AK EN EL SISTEWA NERVIOSO

Sperk y col. (1985) encontraron cambios conductuales, neurcquimi-
cos e histopatolégicos inducidos por la inyeccidn sistémica de AK
en varias dosis (3, 6 y 10 mg/Kg s.c.). Hay una relacién positiva
entre la dosis y los cambios neuroquimicos 3 horas después de
la inyeccidn (incrementos de los niveles de 4cido 3, 4-dihidroxi-
fenilacético y dcido 5-hidroxiindolacético, y disminucidn de los
niveles de noradrenalina en las regiones cerebrales investiga-
das) con los cambios histopatoldgicos (atrofia, condensacion de
las celulas nerviosas y edema cerebral en todeo el cerebro ante-
rior) y la extensién de las alteraciones conductuales (inmovili-—
dad, "wet-dog shakes" y crisis llmbicas).

Algunas alteraciones tardias e irreversibles incluyen la pérdida
de los receptores o marcadores enzimidticos de la descarboxilasa
del acido glutdmico y de la acetilcolintransferasa, e histopato-
l6gicamente necrosis parenquimal incompleta y hemorragias. Sin
embargo estos cambios fueron restringidos a pecas regiones cere—
brales, las mis importantes son el hipocampo, amigdala, corteza
entorrinal, piriforme y bulbo olfatorio, estos fueron vistos
solamente en animales que experimentaron convulsiones severas.
Se sugirid que las lesiones cerebrales irreversibles en este
modelo animal de epilepsia limbica no son " inducidas séle por la
accién directa del AK, sino que pueden ser causadas al menos en
parte por meca~nismos patogénicos adicionales y secundarios.

Las alteraciones metahdlicas regionales inducidas por administra-
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cidn sistémica de AK fueron investigadas en cerebros de rata. El
estudio histoquimico reveld un pH &cido, que precede a la dismi-
nucién selectiva del ATP en las estructuras 1limbicas. En el
cuerno  de Ammon, se ha encontrado una disminucidén selectiva de
ATP en el subcampo dendritico, como el stratum radiatum y/o el
stratum oriens. Se ha sugerido que esta disminucidén selectiva de
ATP en la dendrita estad directamente relacionada a la neurotoxi-
cidad del AK (Waniewski y col., 1990). El Ak inyectado dentro
del bhipocampo reduce la glutamino sintetasa. Este efecto parece
ser indirecto, al parecer producido por sus efectos neuronales
(Waniewski y cal., 1990)

En cuanto a los cambios histopatoldgicos, una a dos horas
después de administrado parenteralmente el AK, se ha encontrado
picnosis del pericarién neuronal y aumento de volumen de las
dendritas (Olney vy col., 1979). También se ha reportadc edema
pronunciado de los astrocitos, al menos con altas dosis. Estos
efectos agudos se asocian con dilatacibén de organelos camo el
aparato de Golgi y el reticulo endoplismico. Una semana después
de la administracién parenteral del AK los cambios muestran la
notable pérdida de neuronas, principalmente en el hipocampo, 1la
amigdala y el 1b6bulo piriforme (Ben-Ari, 1985). Ademds, de 1la
pérdida neuronal, hay pérdida de oligodendrocitos, desmieliniza-
cibn, formacion de cicatrices astrogliales, hemorragias periveno-
sas y neovascularidad (Sperk y col., 1983)

En cuanto a la reaccion glial que ocurre come consecuencia de
lesiones por AK en el hipocampo de ratas, se han medido 1las

propiedades electrofisiolégicas de las células gliales reactivas
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(Burnhard y col., 1990).

Siguiendv las observaciones deASimon y col. (i976), se ha
confirmado la presencia en el cerebro de receptores especificos
para el AK (Swarcz y col., 197§). Se han descrito dos tipos de
sitios! Los de alta y los de baja afinidad, que se distinguen por
sus distintas constantes de asociacién y disociaciéon (London y
col., 1979). El AK se disccia en pocos segundos en los sitios de
baja afinidad mientras que en los de alta afinidad la disociacion
ocurre en el lapso de una hora o mds, El estriado, el hipocampo y
las regiones del cerebro anterior son particularmente ricas en
sitios especlificos de alta afinidad mientras que mas del 90% de
los sitios de unién del cersbelo, puente y bulbe raquideo son de
baja afinidad.

Represa y col., (1989) encontraron alta afinidad postmortem en
los receptores al AK en ia regién CA3 y en la capa molecular
interna de la fascia dentata de nifios con crisis generalizadas.
Geddes y col. (19§0) observaron un decremento en la densidad de
receptores a NMDA y de AK en el campo CAL (como posible reflejo
de la pérdida de células piramidales), y un incremento en la
densidad de receptores a NMDA y de AK en el giro parahipocampi-
co.

En un estudio McDonald y col. {1991) encontraron mayor uniébn a
los receptores a NMDA en el giro dentado (quizad reflejando una
pérdida celular no tan severa).

La distribucitn de los sitios de unidn para el AKX han sido
descritos recientemente utilizando técnicas autorradiograficas
{Monagham y col,, 1982; Unnerstall y col.., 1983). El mas alta

nivel de sitios especificos de unidn en el cerebro esta laocaliza-
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do en el estrato ltucido de CA3 del hipocampo, es decir la regioén
inervada por fibras musgosas que se originan de la capa granular
de la fascia dentada. la densitometria cuantitativa muestra que
la densidad de los granos de plata (que representan fa union al
AK) en la regitn de las fibras musgosas es 10 veces mAs alta que
en las capas adyacentes {(Berger y col., 1983). La autorradiogra-—
fia también revelé que otras regiones del cerebro son ricas en
sitios de unién para el AK, como la amigdala, las capas profundas
de 1la corteza piriforme, el estriado y el micleo reticular del
tdlamo.

Se investigo la ontogenia de la unidn del AK tritiado en el
cerebro de la rata mediante técnicas autorradiograficas. Se
encontraron sitios de unidn en: TAdlamo ventral, hipocampo, es-
triado y bulbo olfatorio desde el primer dia después del naci-
miento. La unién aumenta progresivamente con la edad, alcanzando
su nivel mAximo a los 21 dias de vida, las regiones con alta
densidad de receptores en adultos son: CA3, el giro dentade y el
estriado. En cambio hay zonas donde la afinidad primero se eleva
y luego disminuye (tdlamo ventral con su nivel mdximo de afinidad
a los 3 primeros dias después del nacimiento).

Hay diferencias en la afinidad y en la maxima capacidad de wunion
segun sugieren AIBUnOS.eStUdiOS de saturacién en ratas de 14

dias (Miller y col., 1990).

2.4. MECANISNOS DE ACCION DEL AK
Varios estudios han mostrado que el glutamato enddgeno esta
involucrado en la neurotoxicidad del AK. Una reduccién en la

glutamino-sintetasa provocada por AK puede deteriorar la capaci-
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dad de los astrocitos para metaholijzar zlutamato.‘Tal deterioro
puede contribuir a la muerte celular mediada por glutamatn deg=
pués de la exposicién al AK (Kohayashi, y col., 1990). Usando el
método de la autorradiografia con 2-deoxiglucosa, se ilustra el
papel central del hipocampo ¢n ia fane inicial que sigue a ia
administracién parenteral de AK, ya que hay upa efevacion en «1‘
consumo de glucosa en la formacidn hipocdmpica principalmente,
asl como en el complejo amigdalaide y el copmplejo mediodorsal del
tdlamo (Tremblay y col., 1984).

El AKX produce directamente una despuiarizacibn irreversible que
estd asoclada con una reduccidn en la resistencia de salida vy
que depende de la presencia de sodio extracelular (McDonald vy
col., 1982). También se presenta un nolable incremento en la
permeabilidad del calcio hacia las neuronas afectadas por AK
(Berdichevsky y col.,, 1983; Coyle, 1983; Choi, 1987). Esta real-
mente puede explicar el fuerte incremento en la conductancia y la
potente desponlarizacidn, ya que el calcio lleva mis corriente que
el sodia.

Se ha observado que en el area CA3, una 2zona altamente glittica,
el potencial de reposo es muy similar al de los astrocitos no
reactivos. Se sugiere que las células gliales reactivas no
tienen canales de Caz+ voltaje-dependientes, o son de baja densi-
dad (Burnhard y col., 1990).

Parece imposible afectar el automatismo inducido por AL durante
la ontogénesis, Si consideramos los automatismos como un fendémeno
relacionade a la excitaciéan limbica local, podria signiticar quo

ni la ‘carbamazepina ni «1 fenobarbital pueden afectar este focu.
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Por el contrario, el patlrén de crisis clénicas fue mis sensible a
la terapia. Se observaron resultados similares con clonazepam y
valproato en este modelo (Velisek y col., j989). La sensibilidad
a las crisis durante la ontogénesis debe estar conectado con la
maduracion de los sitios de unidn del AK (Ben-Ari, 1985), que se
ha visto desde la Jera semana despues del nacimiento de la rata
(Velisek y col., 1989).

Waniewski (1990) inyectd AK en el hipocampo de ratas y midid 1a
glutamino sintetasa para determinar si los astrocitos estaban
involucrados en los primeros efectos de este agente neurotéxico,
la glutamino sintetasa se redujo en un 38% después de 24 horas de
haber aplicado 4 nmol de AK en esta regién. La reduccién en 1la
glutamino sintetasa no se debid a la inhibicién directa de 1la
enzima cerebral., Al exponer cultivos de astrocitos al AK por 24
horas no hubo evidencia de gliotoxicidad y ningin cambio en 1la
actividad de la glutamino sintetasa. El efecto del AK intrahipo-
campico sobre la glutamino sintetasa parece ser producido secun-
dariamente. Una reduccién en la glutamino sintetasa por AK puede
deteriorar la capacidad de los astrocitos para metabolizar el
glutamato. Tal deterioro podria contribuir a la muerte celular
mediada por glutamato después de la exposiciéon al AK (Waniewski,
1990).
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MAGNESIO

3.1. CARACTERISTICAS GENERALES

El Mgz+ es un metal que juega un papel fisjolégico esencial en 1la
regulacion y ejecucidn de numerosas funciones celulares tales
como el mantenimiento de la integridad de la membrana celular o
como cofactor de mas de 300 enzimas, ademis el Mg tiene un papel

importante en los procesos fisiopatolégicos asociados a isquémia

cerebral (Warner, 1989).

3.2. IMPORTANCIA PARA EL SISTEMA NERVIOSO

Existe una relacién entre los cambios de concentracién del X ,
Kg++ y Ca  extracelular sobre la liberacidn de transmisores en
el S.N.C., el M32+ tiende a bloquear la transmisibn siniptica, y a
nivel del hipocampo se ha visto que la respuesta difiere segun la

regiéon de que se trale (Rausche y col., 1990).

3.3. FARNACOCINETICA Y METABOLISMO
El liquido cefalorraquideo contiene aproximadamente 3 mg/100 wl
. 2+
de Mg, la deficiencia de Mg produce disfuncidén muscular que se

manifiesta como hiperexcitabilidad con temblor y convulsiones, en



ocasiones tambien transtornos de la conducta.

La absorcién de Mg en la dieta no esti relacionada a su requeri=-
miento, puede ser absorbida mayor cantidad que la que se demanda
normalmente, aslmismo se excreta rapidamente por la orinma. Fun-
cionalmente existe un antagonismo entre el M52+ y el calcio para la
regulacién de la permeabilidad celular. Los niveles de l52+ sérico

no pueden correlacionarse bién con su concentracién intracelular

(Katz y col., 1990)

3.4. PROPIEDADES COMO ANTIEPILEPTICO
El MgSO inyectado intracerebralmente produce anestesia y relaja-

2+
cién durante varias horas (Aikawa, 1963). La deficiencia en Ng

produce crisis convulaivas en varias especies (Kruse y «col.,
1932). Los iones de M32+ estan implicados en el bloqueo de ca-
nales cationicos en los receptores postsindpticos de aminoidcidos
excitadores, y hay antagonistas competitivos de estos amino-
dcidos capaces de atenuar o prevenir crisis epileptiformes, como
las inducidas por oxlgeno hiperbarico (Katz y col., 1990). El Mgz+
disminuye la frecuencia de descarga provocada por penicilina G en
la produccién de focos epilépticos (Borges-Gucer, 1978), Koontz~
Reid, (1985) encontraron que el I32+ no inhibe las crisis por
penicilina . Se ha postulado que la barrera hemaloencefdlica
(BHE), bloquea el paso de este ién al cerebro (Kemeny y col.,
1961: Oppelt y col., 1963), sin embargo se puede interrumpir de
manera local en la cercanla de un foco epiléptico o de manera

generalizada al ocurrir un SE (Bauer-Leonhardt, 1956; Lending ¥

col., 1959; Lee-Olsewski, 1961; Lorenzo y col., 1967, 1972;
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Suzuki y col, 1984; Bolwig y col., 1977a; Nitsch y col., 1985).
.Se ha demostrado que la BHE permanece intacta para la peroxidasa
del rabano incluso cuando han comenzado las crisis por oxigeno
hiperbarico, aunque la permeabilidad a ios iones podria estar
siendo modificada (Katz y col., 1990) .

Por otro lado, se han realizado estudios donde se muestra que el
M32+ al ser aplicado de manera tépica deprime la accidn sindptica
(Katz y col., 1963) aunque no se explica claramente el mecanismo
de- cémo el M32+ suprime la crisis. *

Se le ha asignado al calcio un papel principal como regulador de
procesos enzimiticos intraneuronales, las alteraciones de la
excitabilidad neuronal y en la produccién de crisis (Berdichevsky
y col., 1983; Coyle, 1983). La entrada de calcio a las neuronas
es regulada por la acciédn de aminoAcidos excitadores especificos
mediante canales asociados a receptores o complejos canal-recep~
tor. E1 M32+ podria tener como mecanismo anticonvulsivo el bloqueo
de este tipo de canales (Katz y col., 1990).

Se ha registrado actividad epileptiforme extra e intracelular en
cortes de hipocampo perfundidos con liquido cefaloraquideo libre
de H32+. Los datos obtenidos muestran que este tipo de actividad
epileptiforme ocurre cuando los potenciales inhibidores GABAérgi-
cos operan y en CAl la actividad epileptiforme depende de 1las
conductancias activadas por NMDA. Los experimentos también Indi-
can que los receptores a NMDA deben estar involucrados en la
circuiter{a neurcnal responsable de IPSP (potenciales postsinip~
ticos inhibidores) hiperpolarizantes gene-rados por las neuronas

piramidales de CAl (Tancredi y col., 1990).

La excitabilidad postsinaptica se normaliza después de una breve
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2+
exposicion a un medio libre de Mg en ratones normales y ratones

epilépticos (Psarropoulou y col., 1990).

Se investigaron los receptores de NMDA en la transmisién sinaAp-
tica de las colaterales de Schaffer en rebanadas de hipocampo, en
presencia y ausencia de Mgz+. En un medio libre de M52+ aumentd
la poblacién de espigas. Los datos obtenidos sugieren que la
participacion de los receptores a NMDA en la transmisién sindptica
en el hipocampo de ratas depende de las concentraciones extrace-
lulares de M32+ (Coan y col., 1985).

Segun registros de voltaje locales, los receptores a NEDA estdn
activos tonicamente en rebanadas de hipocampo. E1 nivel de la
concentracién de glutamato en el fluldo extracelular causa esta
accidén tbnica. Los receptores a NMDA son sensibles a voltaje, 1la
activacion de estos receptores facilita el acoplamiento entre la
entrada sinAptica excitadora y 1la descarga de potencial de
accidn somdtico en estas neuronas (Sah y col., 1989).

Katz y «col., (1990) expusieron ratas a una presion de oxigeno
toxica para el S.N.C., el criterio de toxicidad fue la aparicién
de descargas en el registro EEG, este estudio muestra una accién

protectora definitiva del MgSO parental sobre el SNC para la
4

hiperexitabilidad producida por el oxigeno, También se demostird
que la BHE permanece intacta durante las crisis por oxligeno
hiperbadrico, 8sin embargo, su permeabilidad a los iones podria
estar alterada.

Los mecanismos bioqulmicos por medio de los cuales se retarda o
aminora el dafo en el tejido después de un trauma al S.N. son

especulativos. Mclntosch y col., (1988) han mostirado que el dafio
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traumaticé en el cerebro de las ratas causa un rapido deterioro
en el tejido libre de M52+ intracelular y total, las concentra-
ciones de Mg * se relacionan de manera significativa con 1la
severidad del daflo. De acuerdo a la prueba, se evalud la relacidén
entre el Mgz+ y el dafio traumatico al cerebro, la deficiencia
en H32+ controlada por diéta, agrava de manera significativa 1la
disfuncién neurolégica e incrementa la mortalidad que sigue al
dafio, cuando se compara con los controles alimentados de forma
normal, ¥y en los animales pretratados con sulfato de Mg 0.1 mEq
15 min antes del dafio cerebral previene la calda en las concen~
traciones de M32+ intracelular en cuanto al estado bicenergético
celular y en relacién al trauma neuroidgico crénico. Estas obser-
vaciones combinadas, sugieren que las alteraciones en las concen~
traciones de M32+ intracelular en el cerebro después del trauma
pueden jugar un papel importante en la fisiopatologia del dafio
traumdtico cerebral (McIntosch y col., 1988).

Ratas macho fueron sometidas a tratamiento durante 12 horas con
noradrenalina en tabletas implantadas subcutdneamente con una
tasa de liberacién de 3.4 +/- 0.24 microgramos/min. El incremen-
to constante de la norepinefrina en el plasma ocasiond choque
glicogénico hepético'después de 12 horas. Se administré glucosa
9 horas después de la operacitdn y previno la liberacién de epine-~-’
frina (E) de la meédula. Esto slgnifiéa que no hubo hipoglicemia
pues antes de gque se produjera el choque del glicogénico hepati-
co, se observd hipersecrecion de epinefrina medular. Se ha mos-
trado que un pretratamiento oral de 9,000 ppm de ng+ (MAH,

Verla pharm) por 10 dias constituye un método mas eficaz de

inhibiciotn de la secrecidn medular de catecolaminas (Ca), conser-
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vando la epinefrina y la norepinefrina en el interior de la
2+
glandula. La accion preventiva del Mg se ejerce probablemente

tanto a nivel del higado como en la médula adrenal (Porta y col.,

1990).
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PLANTEANIENTO DEL PROBLEMA

El SE causa un dafio neuronal severo e irreversible en clertas
zonas del cerebro, principalmente en el sistema limbico. Un
modelo experimental que se acerca al tipo de dafioc provocado por
SE es el de Acido kainico (AK).

E1l M52+ se ha propuesto como un agente eficaz para inhibir las
convulsiones inducidas por penicilina (Borges, 1978), que aminora
la 1lesidn por trauma experimental al cerebro de la rata (Mcln-
tosch y col., 1988), retarda las crisis convulsivas provocadas
por oxigeno hiperbarico (Katz y col., 1990), y 15 deficiencia en
ng+ se ha utilizado como modelo experimental de epilepsia
(McIntosch y col., 1988; Lewis y col, 1989; Morris y col., 1990).
Sin embargo, se ha investigado el inicio de crisis inducidas por
lidocaina en ratas y no hubo disminuciétn en el dafio isquémico al
cerebro, _por io cual se concluyd que la administracién de Isz+
tiene poco potencial como anticonvulsivo (Warner, 1989), en otro
trabajo no se encontro inhibicién por H52+ de las convulsiones
inducidas por penicilina (Kog:tz. 1989), también éé ha reportado

que la administracién de Mg en dosis altas no controla el



status mioclénico (Roberts y col., 1988) y que no es eficiente en
el control de crisis ecladmpticas (Kaplan, y col., 1988). Sin
embargo en un estudio posterior se afirma que el sulfato de M52+
es el anticonvulsivo ideal en el tratamiento de crisis por pree-
clampsia-eclampsia (Sibai, 1990).

Es importante que continien las investigaciones y se aclaren las
controversias en torno al papel del H32+ en la epilepsia, también
que se evalue su efecte como neuroprotector y como anticonvulsi-
vo, esto Ultimo reviste un interés especial para 1armedicina. En
este trabajo se intenta saber si el Mgz+ juega un papel en la
proteccidn de las neuronas contra el dafio provocado por el SE,

induciendo este estado mediante AK administrado intraperitoneal e

intracerebroventricular

HIPOTESIS

2+
El Mg deprime la neurotransmisitén excitadora en el SNC, por lo
tanto, si se administra como tratamiento previo a las crisis por
AK, se obtendrd una reduccién en la manifestacién de las crisis y
de manera correspondiente menor pérdida en las neuronas pirami-

dales del hipocampo.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

2+
Valorar el efecto del Mg en la proteccién neuronal contra el daho

producido por SE inducido en la rata.
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OBJETIVOS PARTICULARES

2+
1.- Evaluar el efecto del Mg sobre las alteraciones inducidas por

AK a nivel:
a) Conductual.
b) Electroencefalografico.

¢) Morfométrico.

2.~ Determinar el espesor de las capas: CAl, CA3a, CA3b, CA3c,
CA4, capa granular superior (CGsup), capa granular inferior
(CGinf), =zona hiliar superior (ZHsup), zona hiliar inferior
(ZHinf), capa molecular superior (CMsup), capa molecular inferior
(CMinf), vy determinar el 3drea y perimetro de la capa piramidal
(CP), capa granular (CG) y zona hiliar (ZH) del giro dentado
(GD).

3.- Comparar los resultados obtenidos con microscopia y con 1la
computadora para determinar si existen diferencias significativas

entre ambas técnicas.

4.- Establecer un pariAmetro de comparacién y proponer una metodo-

logia para evaluar la pérdida neuronal.

36



METODOLOGIA
MATERIALES

MATERIAL BIOLOGICO

-98 Ratas Wistar macha, con un peso de 230-405 g.

SUBSTANCIAS
-Acido Kainico (Sigma Chemicals)

~Sulfato de Magnesio (MgS0 #* 7H20) (J.T. Baker Analyzer)
4

-Solucion fisioldgica de clorurv de sodio (Laboralorios Pisa)v
-Solucién glucosada (Laboratorios Pisa)

~Heparina (Helber de México)

~Pentobarbital Sddico 0.063 g (Smith Kline)
~Formaldehldo en solucidén al 10% (J.T. Baker Anulyzer)

~Ketamina (Rhone Merieux de México)

MATERIAL Y EQUIPO PARA HISTOLOGIA
-Acido acélico (J.T. Baker Analyzer)
~Grenetina (J.T. Baker Analyzer)
-Violeta de Cresilo (Sigma Chemical Co.)

-Bilsamo de CanadA o resina sinté&tica (Sigma Chemical Co.)



—Portaobjetos

~Cubreob jetos

-Alcoholes graduales (J.T. Baker Analyzer)
~Xileno (J.T. Baker Analyzer)

-Agua destilada

~Alcohol 80% acidulado (J.T. Baker Analyzer)
-Navaja de microtomo

-Pincel

~Vaso de precipitados de 250 ml

=-Charolas para cortes

~Microtomo Sartorius-Werke, modelo 27

MATERIAL Y EQUIPO PARA EERFUSION Y CIRUGIA
-Mango de bisturl del No. 4
-Hojas de bisturi No. 20

~Tijeras

~Pinzas de sujecién

-Espatula

-Jeringas de 3 y de 1 ml
~Venoclisis con aguja

~Guillotina para ratas

-Papel absorbente

-Frascos de boca ancha
~Cronémetro

-Balanza analitica

-Charola de peltre para perfusion

-Tela adhesiva
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~Instrumento estereotaxico David Kopf modelo 2t

MATERIAL Y EOUIPO PARA IMPLANTES Y REGISTRO EEG

~Pieza de mano para odontélogo Foredom, modelo 21

-Fresas Meisinger

~Tornillos

-Electrédos de corteza unipolares de acero inoxidable
~Alambre de estafio

~Grasa para soldar

-Cautin

~Poligrafo Grass Modelo 78D

~Resina ep4xica

=Conectores hembras y machos

-Cables de conexién

-Resina acrilica

~Gasas

-Solucién salina con antibibdtico
-Isodine

~Estreptomicina

~-Hicrojeringa Hamilton de 10 microlitros
~Microinyector micrométrico

-Gelfoam

~Cura para hueso

. —Agujas para suturar
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METODOS

Se emplearon 92 ratas Wistar macho de 230-405 g, que se divi-
dieron en 4 grupos: 1) Control (sin tratamiento): 2) (AK) AK 10
mg/kg i.p.; 3) (Mg~AK) MgSO 3 mM/kg en 2 ml i.p., y 30 nmin

4

después se inyectd AK 10mg/kg i.p.; 4) (Mg-AKicv) MgSO 3 mM/kg
a4

en 2 ml i.p. y 30 min después AK 5.2 nMolas en 5 microlitros de
salina durante 30 min. Se efectuaron 3 valoraciones: A) Valora-
cién conductual; B) Registro electroencefalografico; C) Morfome-
tria asistida por computadora del hipocampo; y al final se calcu-
16 la tasa de mortalidad, Los procedimientos fueron los si-

guientes:

A) VALORACION CONDUCTUAL

La valoracién conductual se realizd en dos grupos: AK (n=i18)
como testigo, y Mg-AK (n=17) como grupo experimental, Al grupo
Ug-AK, ®se le administrd una inyeccién i.p, de sulfato de M52+

(MgSO ) 3 wM/kg en 2 ml i.p., se dejo pasar un intervalo de 230
4

min, al otro grupo se le administrd solucién salina y luego se
administrd a cada grupo una inyeccién i.p. de AK 10 mg/kg. Se
cronometrdé 1la latencia en minutos a la primera sacudida {(wet-dog

shake) ¥y a la primera crisis mioclénica.

B) REGISTRO FI.ECTROENCEFALOGRAFICO (EEG)

se emplearon 12 ratas de 250-350 g, AK (n=6), y Mg-AK (n=b)
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1) IMPLANTE DE ELECTRODOS

Se administraron 40 unidades de Ketamina (Imalgen) vlia intramus~
cular. Anestesiado el animal se montd en el aparato estereotdxi-
co ({(David Kopf, modelo 21) (Fig.2.), cuidando que los I[&pices
quedaran equidistantes y bién ajustados para que la cabeza no
presentara movimientos laterales, los movimientos verticales se
evitan con un sostén adicional en el paladar, Se rasurd la parte
superior de la cabeza, se limpid el Area con isodine y solucibn
salina con estreptomicina, Se realiz6é una incisién de aproximada—
mente 3.5 cm en la linea media de la cabeza, se limpib el tejido
que cubre el crdneo. Se localizdé la sutura bregma, se marcaron
los 3 puntos para los electrodos y 2 trépanos contralaterales
para los tornillos de sujecidén de la base de implante. Con una
pieza de mano para odontdlogo se realizaron tres pequefias trepa-
naciones correspondientes a los electrodos de corteza, y dos
trepanos para los tornillos de sulecidn., Se utilizé resina acri-
lica para nmantener fijos los electrodos a las terminales del
conector, uno como tierra y los otros dos para registro, luego se
acomodaron los alambres de los electrodos alrededor del conector
y s8e cubrieron con una capa de resina acrilica, se suturd la
incisidén hasta los limites del conector, se limpid la herida con
solucidén salina y estreptomicina. Finalmente se colocd la rata en
una jaula de recuperacion con alimento y agua durante 3 dias

antes de realizar el registro electroencefalografico.
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rig.2. Colocacién de la rata en al aparato estereotéxico
para @l implante de electrodos.



2) REGISTRO (EEG)

Se registré la actividad eléctrica en la corteza motora utilizan-
do electrodos bipolares fabricados a partir de una punta de
aguja de acero inoxidable a la cual se so0ldd un alambre conduc—-
tor. Se utilizé un poligrafo Grass modelo 78D, con velocidad del
papel a 10 mm/seg. Se tomd un registro continuo y simultineo de
ejemplares de los grupos control, AK y Mg~AK , anotando el momen-
to de la inyeccién, la latencia a la priﬁera manifestacién epi-
leptiforme y a la primera crisis, la duracion del registro fue de

2 a 4 horas.

C) MORFOMETRIA

1) HISTOLOGIA

Siendo AK (n=6), Mg-AX (n=8), control (n=7). Se perfundieron las
ratas inyectadas i.p. con las dosis de AK y Mg—AK antes indica-
das, despud¢s de 7 dias se anestesiaron con 50-60 unidades de
Anestesal, se realizé con el bisturi una incisisén lateral al
esterntn, se abridé la caja tordcica con ayuda de dos pinzas de
sujecidén, se coloctd la aguja de la venoclisis en el ventriculo
izquierdo del corazén y se cortd la auricula derecha para desalo-
jar 1la sangre. Se perfundid cada animal con 250-300 ml de solu-
cion salina a la que se le agregd Heparina para evitar la coagu~
lacién. Luego se sustituyd la solucion salina con formol al 10%
para fijar por vla intracardiaca el sistema nerviosc. Se extrajo
el cerebro y se colocéd en un frasco con formol al 10%.

Se realizaron cortes de 120 micras en un microtomo de congela-
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cidn, los cortes se monﬁaron en laminillas o portaobjetos previa-
mente preparados con gelatina y se dejaron secar por tres dias.
ée tifieron con Violeta de Cresilo segln la Técnica de Nissl. Se
realizaron observaciones ¥y mediciones al microscopic de campo
claro con ayuda de una rejilla graduada, las observaciones se
centraron en el hipocampo, especificamente al nivel que se mues-
tra en la Lamina No. 23 del Atlas de la Rata de Paxinos (Paxinos
y col., ‘1985). En este corte se realizaron las mediciones de
espesor en milimetros de las siguientes capas del hipocampo: La
CP de los campos CAl, CA3 y CA4, la capa de células granulosas
{auperior e inferior), ZH (superior e inferior), y la capa mole-

cular (superior e inferior).

2) MEDICIONES LINEALES

Se obtuvieran mediciones lineales de espesor en los estratos del
hipocampo de 7 ratas normales: Capa de ce¢lulas piramidales (CP)
en  los campos CAL, CA3a, CA3b, CA3c, CA4, ZHsup., ZHinf, CGsup,
CGinf, CMsup, y CMinf (Fig.3.). Se utilizéd un microscopio de
campo claro y un objetivo 10X con una rejilla calibrada en mili-
metros, los resultades que se obtuvieron con el wmicroscopio se
compararon con medlciones eguivalentes obtenidas mediante la
computadora, estos resultados se expresaron en millmetros y se

calould la desviacion estandar (DE).
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Mediciones en el Hipocampo de la Rata

o) Células plramidalas de CA3a g)inferior

bICAID h) Zona hiflar superior
c)CA3c 1) Inferior

diCA4 JY Capo molecular superior
e) CAI k) Inferior

f) Capo de celulas granulosas superior .

Fig. 3. Esquema de un corte transversal de hipocampo de rata
donde se seflalan las mediciones linealas realizadas con
rejilla calibrada y con microscopio de luz.



3) MORFOMETRIA ASISTIDA POR COMPUTADORA

3.1 CAPTURA DE IMAGENES

Una vez obtenidas las laminillas, fueron capturadas por medio de
una camara de video (CCD) montada sobre un microscopio y conecta-
da a una computadora 386 mediante una tarjeta digitalizadora
TARGA-16 plus (Truevision), estas imidgenes se procesaron para
obtener mayor definicién y realizar las mediciones mediante el
programa ImagePro~Plus (Media Cybernetics). Se realizaron medi-
ciones de Area y perimetro de manera semiéﬁtomdtica e interactiva
en las siguientes capas del hipocampo: Capa de células pirami-
dales del asta de Awmén, Capa de células granulosas y Capa
hiliar (Fig. 4). Se calibraron las mediciones mediante una reji-
lla graduada capturada por la computadora. Algunas de las ima-
genes capturadas resultaron con poco contraste por lo cual era
dificil realizar los trazados del perimetro. Por lo tanto, estas
imdgenes Be manipularon aplicando filtros, el proceso que se
siguid fue el siguiente: Captura de la imdgen, se salvd completa,
se formd una caja, se aplicaron filtros a la caja previa! Auto-
ajuste, filtro pasa medias y promedio con la imidgen original.
Después se realizd un autotrazado del perimetro de cada una de
las capas de células a medir (Fig. 5), y después se repitid el
proceso de medicién de Area y perimetro a la misma imAgen por
duplicado como minimo, luego se obtuvo la estadistica descriptiva
(especialmente la media, que @s la reportada para cada imagen} de
estas mediciones. Las mediciones de 4rea y perimetro comprendie-
ron: La CP, 1a CG, ZH, y la regién hipocAmpica, también se toma-
ron mediciones del ancho y largo del hipocampo para mantener el

rango en cuanto a las variaciones interindividuales.
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Madlciones de Areo y Perimetro en el Hipocompo de la Rotla

" Ele mayor
A [[[[I Copa de celulos piramidales
-} . Capa de celulos gronulares

[ Zona hillar

Fig.4. Esquema de un corte transversal de hipocanpo de rata
donde se indican las dreas y perinetros medidos con ayuda
de una computadora.



rig.s. Imdgen que nuestra el trazo del perimetro de la: (1)
Capa d8 células granulares; (2) capa de células piramidales
a partir de una laminilla capturada por la computadora.



Se descartaron algunos sujetos que estuvieran fuera del rango

establecido.

4) INYECCION INTRACEREBROVENTRICULAR (ICV) DE AK

Sé fijé la rata al estereotdxico, después de inyectar 18 unidades
de pentobarbital de sodio, se rasurd la rata de la misma forma
que, para el implante de electrodes, se localizé la sutura bregma
como referencia para ubicar el ventriculo lateral izquierdo. Para
la inyeccién de AK se utilizé un microinyector constituido por
un tornillo micrométrico y un sujetador de microjeringa. Se
empled una microjeringa Hamilton de 10 microlitros unida por un
tubo de polietileno con la punta de una aguja odontolégica en la
torre estereotdxica, la inyeccion de 5.2 nmolas de AK en §
microlitros de salina se efectud muy lentamente durante 30 minu-
tos, se corrigieron coordenadas para el ventriculo lateral al
nivel que marca la liamina No. 46 del atlas estereotdxico de la
rata de Paxinos (Paxinos y col., 1982). Luesé se realizd un
trépano sin tocar la corteza cerebral. Se llendé la microjeringa
con agua destilada y el tubo de plastico con 1la solucién de AK
mediante una jeringa de | ml, se conecté la microjeringa evitando
la formacién de burbujas, se movié el émbolo de la microjeringa
hasta que apareciera una gota de solucién por la punta de la
aguja en la torre estereotdxica, conformc a 1las coordenadas
estereotidxicas se introdujo la punta de la aguja hasta el ven-
triculo 1lateral y se inyecté. Después se retird la aguja, se
cubrié el trépano con cera para hueso o con gelfoam, se suturd la

incisiéon, se limpid la herida con solucién salina y estreptomici-
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na y se dejb la rata en una jaula de recuperacibn,

2+
En las ratas pretratadas con sulfato de Mg se procedi¢ de 1la
misma manera que en los experimentos anteriores, inyectando una

dosis de 3 mH de ¥gSO i.p. 30 min antes de la inyeccién. it.c.v,
4

de AK.

Se perfundid después de 7 dias, se fijo el cerebro, se congeld y
se hicieron cortes de 120 micras de espesor, se tomé como refe-~
rencia para ubicar el nivel de la medicidn a 4500-5000 micras de
la comisura anterior (Figs. 6 y 7), se realizd la tincidén de 1los

cortes con la técnica de Nissl,.
D) ANALISIS ESTADISTICO.

Para el anAlisis estadistico de los resultados, en la Parte’ | que
se refiere a la valoracién conductual y a la tasa de mortalidad,
se presentan los promedios de las latencias en minutos a 1la
primera sacudida "wet-dog shake" y a la primera CTCG, se. aplictd
la "t" de student para comparar las medias entre muestras inde-
pendientes. Después del tratamiento se dejaron pasar 7 dias en
Jaulas de recuperacibn con alimento y agua "ad libitum" y se
observd la conducta do los animales tratados para determinar en
forma cualitativa si hubo algin cambio notable.

La mortalidad se calculd en base a los grupos AK y Mg-AK trata-
dos por via i.p. para no mezeclar con los grupos iratados por via
i.c.v. ¥y por ser conjuntos mas numerosas y por 1o tanto mas
representativos. se calculd el porcentaje de mnuertes ocurridas
antes de la perfusién en un periodo de 7 dlas postratamiento. A
los porcentajes se les aplictd la puchba exacta de Fisher para

determinar si habla diferencia significativa.
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En 1la Parte 2, se hizé registro EEG, se determinaron las laten—
cias a 1la primera manifestacién electroencefalografica y a la
primera crisis. Los datos se analizaron igual que para las laten-
cias anteriores.

En la Parte 3 se realizaron mediciones lineales del espesor de
los estratos del hipocampo en ratas normales sin tratamiento y
mediciones de area y perlmetro con ayuda de una computadnré en
ratas control, AK y Mg-AK. N

Los resultados de las medicines lineales fueron en milimetros y
se compararon los obtenidos con una rejilla calibrada con los de
la computadora calculando las desviaciones estandar y aplicando
la "t" de Student para saber s8i ambos métodos proporcionaban
mediciones similares.

Después se cobtuvieron Areas y perimetros con la computadora para
los grupos control, AK y Mg—AK, se hicieron ANOVA para determinar
la significancia de las variaciones entre las medias de cada
§rupo. .

Los resultados de la morfometria en ratas tratadas con AK i.p. no
parecian satisfactorias, por lo tanto se decidid aplicar el AK
i.c.v. de modo que el dafio fuera mAs aparente y por lo tanto
cuantificable, la forma en que se aplict fue 1la mas sencilla. Se
obtuvieron resultados en wm y en mmz. prinex:o se aplicd ANOVA
para determinar la ‘diferencia entre las medias. Luego se aplica—
ron otras pruebas para comparar mds especificamente los resulta-
dos, se aplicd,la minima diferencia significativa de Fisher para
el 4rea de la capa piramidal que era la que mds nos interesaba.

Luego se aplicd la prueba de Tukey y se obtuvieron comparaciones
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mas convincentes puesto que realmente compara las medias por

separado, y de este modo fué posible elaborar una conclusién.
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¥ig.6. Esquema de un corte transversal de cerebro de rata
donde se sefiala la comisura anterior (CA), que se tomb como
punto de referencia para indicar el nivel de corte donde se
efectuaron las mediciones morfométricas.

(Tomado de Paxinos (1985)),

ro de rata
fométricas.

Flg.7. Esquema del corte transversal de cereb!
donde se efectuaron las mediciones mor
(Tomado de Paxinos (1985)).



RESULTADOS .

PARTE 1. VALORACION CONDUCTUAL Y TASA DE MORTALIDAD
a) LATENCIAS A LA PRIMERA SACUDIDA "WET-DOG SHAKE" Y A LA PRINERA
CTCG

En la Tabla i se presenta el promedio de la latencia en minutos
para la primera sacudida "Wet-dog shake™, que fue de 20.8 +/-—
13.9 min para el grupo de AK (n= 17), y de 41.1 +/- 17.4 min para
el grupo Mg-AK (n= 16), que corresponde a un 197.6% de aumentic en
la latencia a la primera sacudida para el grupo Mg-AK con respec-
to al grupo de AK sélo. Se aplicéd una prueba de "t" de Student
para conparacién de medias entre muestras independientes, y se
obtuvo una diferencia significativa entre los dos grupos (p <«
0.0009). En la tabla 1, también se presenta el promedio de la
latencia a la primera crisis ténico clénica generalizada (CTCG)
que fue de 31.9 +/- 11l min para AK (n= 11) y 63.1 +/- 6.54 nmin
para Mg-AK (n= 10), representando un 198% de retraso para el
grupo Mg-AK. El resultado de la prueba "t" Student fue una
diferencia significativa entre ambos grupos (p < 0,0001).

Después de 7 dias post~tratamiento, se observé una mayor recu-



peracion de 1la conducta normal en las ratas pretratadas cen

MgSO , mientras que el grupo de AKX mostré "hiperexcitabilidad,
4

hipersexualidad, pérdida de peso y agresividad en algunos casos.

TABLA 1. LATENCIAS PARA LA PRIMERA SACUDIDA "WET-DOG SHAKE" Y
PARA LA PRIMERA CRISIS TONICO CLONICA GENERALIZADA (CICG).

"Wet~-dog" CTCG
Grupo AK ¥g~AK AK Ng~AK
Promedio (min) 20.8 41.1 31.9 63.1
D.E. 13.9 17.4 1.0 6.5
% Retraso 100 197.6 100 198
n 17 16 11 10

Abreviaturas: Promedio (min)= Latencia promedio; D.E.= Desviaclén
estandar; % Retraso = Porcentaje de retraso con respecto al grupo

AK; n= Numero total de ratas en cada grupo.

b) MORTALIDAD

La tasa de mortalidad se calculd tinicamente a partir de 1los
animales de los grupos Mg~AK y AK tratados por via intraperito=-
neal para no mezclar los que recibjeron tratamientos distintos,
los que se inyectaron con AK por via intracerebroventri;ular no
fueron incluidos. De un total de 54 ratas tratadas, correspon-
dientes a los grupos AK (n= 27) y Ng-AK (n= 27), se obtuvo el
siguiente porcentaje de muertes antes de cumplir 7 dlas pos~

tratamiento:
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TABLA 2. PORCENTAJE DE MORTALIDAD PARA CADA GRUPO

Grupo % de muertes
AK 22.2% ‘
Hg-AK 14.8%

Aplicando 1la prueba exacta de Fisher (0.3886), no se obtuvo
significancia entre el grupo AKX y Mg-AK para el porcentaje de
mortalidad.

PARTE 2. REGISTRO ELECTROENCEFALOGRAFICO

a) LATENCIA A LA PRIMERA MANIFESTACION ELECTROENCEFALOGRAFICA Y A
LA PRIMERA SACUDIDA
2+

El Mg deprime la actividad en el S.N.C. (Fig. 8). Se obtuvo
un registro continuo de los grupos: Control {n= 6), AK (n=7) y
Mg-AK (n= 6). La latencia promedio a la primer manifestacidn
electroencefalografica se muestra en la tabla 2, fue de 5.7 +/-
2,4 min para el grupo de AK (n=6) y 29.8 +/- 18.2 min para el
grupo Mg-AK (n=6). También se registrd la latencia a la primera
crisis obteniendose 29.8 +/- 13.5 min para AK (n= 6) y 57.2 +/-

25.5 min para Mg—AK (n= 5).

TABLA 3. LATENCIAS A LA PRINERA WMANIFESTACION ELECTROENCEFALO-
GRAFICA Y A LA PRIMERA CRISIS

ler Disparo ler Crisis
Grupo AK Mg-AK AK Mg-AX
Promedio (min) 5.7 29.8 29.8 §7.2
D.E. 2.4 18.2 13.5 25.5
Retraso % 100 523 100 192
n 6 6 6 6
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El EEG confirmb la existencia de un retardo en el inicio de 1la
actividad epileptiforme en el grupo Mg-~AK, representando . esto
el 523 % de retardo entre los dos grupos. Se realizd la prueba
“t" de Student (no pareada), obteniendose una diferencia signifi=-
cativa entre los grupos AK y Mg~AK, con una p ¢ 0.009. También se
encontré diferencia significativa para la lera sacudida, con una
p < 0.046.

No se midié la duracitn de las crisis porque a simple vista no se
aprecia diferencia entre los registros con AK y con Mg-AK, sélo
se observa un retraso en la aparicidn de la‘crisis para el grupo
Mg-AK, pero después empiezan a aparecer las crisis con la misma
regularidad que para los animales tratados con AK, hasta que
aparece el SE donde las crisis son continuas durante varias
horas.

También se hicleron registros EEG postratamiento (Figs., 9 y 10)
encontrando que en el grupo AK hay presencia de espigas a los 3
y a los 7 dias después del experimento, y en el grupo Mg-AK esto

no se manifestd de manera tan conspicua.
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Fig.8. Registro electroencefalogr&fico de la corteza cere-
bral de dos ratas donde se muestra el efecto de 1a adminis-
tracién de una solucién 3 nM/Kg de MgsQ, via l.p., V8. una
rata normal. Desde el inicio de la inyaccibn se presenta
una 11 gra depresién da la actividad EEG en la rata tratada
con Mg “*, a 1os 30 min aGn se observa esta dismihucién, y
alrededor de los 45 a 60 min el efecto desaparace.
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¥ig. 9., Registro electroencefalogréfico de la corteza cere-
bral de una rata donde se muestra el efecto de 1a adminis-
tracidn de AK 10 mg/Kg 1.p. Se observa en el registro la
forma en que se manifiesta el primer disparo, una sacudida
de perro mojado (wet-dog shake), y la manifestacién del
status epiléptico. También se muestra un registrode la
misma rata 7 dias después del tratamiento.
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Fig.10. Registro electroencefalogrdfico de la corteza cere-
bral de ratas que muestra en primer lugar un registro
normal, en saguida la actividad EEG presente: J dias des-
pués de los tratamientos en los grupos AK y Mg-AK; y a los
7 dias, Se observa la presencia de espigas en las ratas
tratadas con AK, y en las de Mg-AK no se observan espigas
de manera consplcua.



PARTE 3. MORFOMETRIA DEL HIPOCAWPO NORMAL DE RATAS

a) MEDICION LINEAL CON MICROSCOPIO DE CAMPO CLARO

Se realizaron mediciones lineales del espesor de los estratos del
hipocampo de 7 ratas normales sin tratamiento, en las siguiente
regiones: Capa de células piramidales en los campos CAl, CA3a,
CA3b, CA3c, CA4, ZHsup, ZHinf, CGsup, CGinf, CHsup y CHinf. Se
utilizé wun microscopio de campo claro, con un objetivo de 10X y
una rejilla calibrada en micras. Los resultados se expresan en
milimetros con su correspondiente desviacién estdndar (D.E.) en

la tabla 4.

TABLA 4. MNEDICIONES LINEALES DE ESPESOR EN LOS ESTRATOS DEL
HIPOCANPO DE RATAS NORMALES TOMADAS CON MICROSCOPIO DE CANPO
CLARO, OBJETIVO 10X Y UNA REJILLA CALIBRADA.

Regién del Hipocampo Media y desviacidon estdndar (mm)
CAl 0.066 +/- 0.010
CA3a 0.084 +/- 0.012
CA3b 0.071 +/- 0.007
CA3c 0.080 +/- 0.0t0
CA4 0.127 +/- 0.023
ZHsup 0.221 +/- 0.032
ZHinf 0.147 +/- 0.020
CGsup 0.078 +/- 0.011
CGinf 0.064 +/- 0.007
Cllsup 0.25¢ +/- 0.019
CHinf 0.232 +/- 0.020
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b) MEDICIONES LINEALES ASISTIDAS POR COMPUTADORA

Con las mismas laminillas que se utilizaron para las mediciones
lTineales al microscopio, se obtuvieron mediciones con computado=-
ra, estas mediciones se realizaron de la misma manera que con el
microscopio, pero con ayuda del programa ImagePro-Plus. Estas
mediciones se expresan también en milimetros junto con su D.E.

para los estratos anterijores.

TABLA 5. MEDICIONES LINEALES DE ESPESOR EN LOS ESTRATOS DEL
HIPOCANPO OBTENIDAS CON COMPUTADORA

Region del Hipocampo Media y desviacion estandar (mm)
CAL 0.054 +/= 0.009
CA3a - 0.076 +/- 0.015
CA3b 0.070 +/- 0.01S
CA3c 0.074 +/~ 0.020
CA4 0.108 +/- 0.021
ZHsup 0,235 +/- 0.026
ZHinf 0.151 +/- 0,048
CGsup 0.07t +/- 0.008
CGinf - 0.065 +/- 0.008
CHsup 0.276 +/- 0.026
CHinf : 0.227 +/~ 0.041
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Fig.11. Grafica donde se comparan las mediciones lineales
obtenidas mediante observaciones al microscopic de campo
clarc y mediciones obtenidas mediante la aplicacién del
programa ImagePro-Plus en imdgenes capturadas a una compu-
tadora.



TABLA 6. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE LAS MEDICIONES CON
MICROSCOPIO Y LAS MEDICIONES CON COMPUTADORA DEL ESPESOR DE LOS
ESTRATOS EN EL HIPOCANPO DE RATAS NORMALES.

Estrato F Varianza Varianza
media de la media

CAL 3.31274 0.00010 0.0005 0.093
CA3a 0.94251 0.00022 0.00003 0.350.
CA3b 0.00370 0.00017 0.00000009 0.952
CA3c 0.13233 0.00099 0.00001 0.72¢
CA4 1.96318 0.00059 0.Q0016 0.186
ZHsup 0.69470 0.00100 0.00010 0.420
ZHinf 0.03775 0.00159 0.000008 0.849
CGsup 1.36263 0.00011 . 0.00002 0.265
CGinf 0.06679 0.00006 0.0000006 0.800
CHsup 3.65085 0.00062 0.00032 0.080
CMinf 0.06254 0.00124 0.00001 0.806

Comparando mediante andlisis de variancia (ANOVA) los resultados
obtenidos con las mediciones directas del microscopio ly las
obtenidas con la ayuda de una computadora (TABLA 6), se obtiene
que no hay diferencia significativa en ninguna de las medi-
ciones.

c) AREAS Y PERINETROS

La computadora proporciond mediciones de Area y perimetro en la
CP, capa de células granulares, zona hiliar y regién hipocdmpica.
Las mediciones de drca se expresan en millmetros cuadrados y el
perimetro en milimetros, en todas las mediciones se incluye la

desviacién estdndar (TABLAS 7, 8 y 9).
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TABLA 7. AREAS Y PERIMETROS EN EL HIPOCAMPO DE RATAS NORMALES

OBTENIDOS POR CONPUTADORA.

Zona hipocdmpica

2
Area (mm )

Perimetro (mm)

Células piramidales
Células granulares

Zona hiliar

Regidén hipocdmpica

0.547 +/- 0,028
0.273 +/- 0.037
0.632 +/- 0.151
7.742 +/- 0.722

19.434 +/- 0.659
8.637 +/- 1.163
4.610 +/- 0.629

12.603 +/- 0.518

TABLA 8. AREAS Y PERIMETROS

TADORA

Zona hipocampica

2
Area (mm )

EN EL GRUPO AK OBTENIDOS

Perimetro (mm)

POR COMPU-

Células piramidales
Células granulares

Zona hiliar

Regién hipocdmpica

0.598 +/- 0.076
0.288 +/- 0,031
0.679 +/- 0.093
7.955 +/- 1.035

19.908 +/- 1.328
8.395 +/~ 1.337
4,657 +/- 0.593

12.960 +/- 0.755

TABLA 9. AREAS Y PERIMETROS EN EL GRUPO Mg—AK OBTENIDOS POR

COMPUTADORA.

Zona hipocdmpica

2
Area (mm )

Perimetro (mm)

Células piramidales
Cé&lulas granulares

Zona hiliar

Regidn hipocdmpica

0.579 +/- 0.076
0.275 +/- 0.018
0.604 +/- 0.106
7.619 +/~ 1.056

19.225 +/- 1.328
7.970 +/~ 0.868
4,287 +/- 0.426

12,205 +/- 0.953

Los resultados obtenidos para los grupos experimentales se

sentan de la misma forma, siendo de principal interés las

pre-

medi-

ciones de 4drea y perimetro, se aplicé a los datos un apdlisis de
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varianza y la prueba de "t" de Student para los grupos control

(n= 7), AK (n= 6) y Mg~AK (n= 8).

Para el area de CP (TABLA 10), la comparacién de las medias no
muestra diferencia significativa. Los dates de la prueba se

expresan en la tabla siguiente:

TABLA 10. COMPARACION ENTRE WEDIAS EN EL AREA DE LA CAPA DE
CELULAS PIRANIDALES (CP).

Grupo Control AK Mg-AK
Nedia 0.547333 0.598167 0.579000
Varianza 0.000988 0.006987 0.006691
p= 0.474903

Tampoco se obtiene diferencia significativa para el perimetro de
CP, para el 4rea de CG ni para el perimetro de la misma, asi como

para ZH y para la region hipocdmpica.

RESULTADOS DE LA INYECCION INTRACEREBROVENTRICULAR (ICV) DE AK

Se encontraron cambios en las mediciones de 4rea y perimetro del
hipocampo de ratas con AK intracerebroventricular. Se aplicd
andlisis de variancia (ANOVA) para el 4rea de CP en 1los grupos
control (n= 6), AK (n= 8), y Ng~AK (n= 10), se obtuvieron las-

siguientes tablas:
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TABLA 11. MINIMA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA DE FISHER PARA EL AREA

DE LA CAPA PIRAMIDAL.

Grupes comparados LSD Diferencia

Resultado

AK y Control 0.0550 -0.2149 SIGNIFICATIVO
Hg-AK y Control 0.0526 -0.1659 SIGNIFICATIVO
Hg—-AK y AK 0.04835 0.0489 SIGNIFICATIVO
TABLA 12. RESULTADOS DE AREA Y PERINETRO EN LA CAPA DE CELULAS
PIRAMIDALES R

2
Grupo Area (mm ) Perimetro (mm)
Control (n=6) 0.593 +/- 0.138 20.066 +/= 2.721
A.K. (n=8) 0.378 +/- 0.093 14,433 +/- 3.145
Hg~AK (n=10) 0.426 +/- 0.116 16.755 +/- 2.787
TABLA 13. RESULTADOS DE AREA Y PERIMETRO EN LA CAPA DE CELULAS
GRANULOSAS

2
Grupo Area (mm ) Perimetro (mm)
Control (n=6) 0.297 +/- 0.048 8.422 +/- 0.602
A.K. (n=8) 0.368 +/= 0.084 9.289 +/- 1.208
Hg-AK (n=10) 0.312 +/=- 0.085 9.192 +/~- 1.307
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Los valores del Andlisis de Varianza indican que hay diferencias
significativas entre los tres grupos comparados para todos blos
parametros medidos. En otra comparacidon de los datos con la
prueba de Tukey, se obtienms para una significancia de 0.05, que
para el Adrea de la capa de células piramidales (CP) las diferen-
cias para Control Vs AK, y para Control Vs Mg~AK son significati-
vas , siendo el drea mayor para el grupo eontrol (media= 0.5929)
que en AK (media= 0.3780) y Mg-~AK (media= 0,4270),s5in embargo no
se encuentra diferencia significativa entre los grupos AX y Hs-ék

mediante la prueba de Tukey.

TABLA 14. ANALISIS DE VARIAWZA.

ParaAmetro medido P Grupos comparados
Area de CP 0.000¢ Control, AK, Mg~AK
Perimetro de CP 0.000L Control, AK, Mg-AK
Area de CG 0.0001 Control, AK, Mg-AK
Perimetro de CG 0.0038 Control, AK, Mg-AK
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AREA DE LA CAPA DE CELULAS PIRAMIDALES

Intervalos de contlania

. PERIMETRO DE LA CAPA PIRAMIDAL

intervalos de confianza

Fig.12,Serie de grificas que muestran los intervalos de
confianza obtenidos para los grupos: Control, AK y Mg—~AK.
En la capa de células piramicdales se observa que la difer—
encia solo es significativa con respecto al grupo control,

en la capa de células granulares hay diferencias significa-

tivas en el &rea del grupe AK, y en el perimetro de AKYy

Mg-AK con respecto al control.
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TABLA 15. PRUEBA DE TUKEY PARA EL AREA DE LA CAPA DE CELULAS
PIRAMIDALES.

Grupos Diferencia Significancia
entre medias

Cont /Mg-AK 0.1659 *
Cont/AK 0.2149 *
Ng-AK/Cont -0.1659 *
Mg~-AK/AK 0.0490 NS
AK/Cont -0.2809 *
AK/Mg-AK -0.0490 NS

Abreviaturas: Para todas las tablas de prJeba de Tukey * = Signi-
ficativo; NS = No significativo.

Para el perimetro de CP (TABLA 16), las diferencias entre 1los
grupos: AK Vs Control; Mg-AK Vs Control y AK Vs Mg-AK son bsigni-
ficativas, siendo mayor el perimetro en el grupo Control (media=
20.066) que en AK (media= 14.433) y Mg-AK (media= i6.755). mien-
tras que entre los grupos experimentales, Hg-AK tiene perimetro

mayor que AK.

TABLA 16. PRUEBA DE TUKEY PARA EL PERIMETRO DE LA CAPA DE CELULAS
PIRAMIDALES

Grupos Diferencia Significancia
entre medias
Cont /Mg~AK 3.310 *
Cont/AK 5.633 *
Mg~AK/Cont ~3.310 *
Mg-AK/AK 2.323 *
AK/Cont ~5.633 *
AK/Mg~-AK -2.323 *
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En la comparacién de area de CG (TABLA 17), las diferencias entre
AK Vs Mg~AK y AK Vs Control son significativas, perc no entre
¥g~AK Vs Control. En este caso el Area mayor se registra para el
grupo AK (media = 0,3683), mientras que Control (media= 0.2973) y
Mg=AK (media= 0.3124) son mas similares entre si.

TABLA 17. PRUEBA DE TUKEY PARA EL AREA DE LA CAPA DE CELULAS
GRANULARES .

Grupos Diferencia Significancia
entre medias
Cont /Mg-AK ~0.0151 NS
Cont/AK -0.0710 *
Mg-AK/Cont 0,0151 NS
Hg-AK/AK -0.,0559 -*
AK/Cont 0.0710 *
AK/Mg-AK 0.0559 *

Las diferencias entre el perimetro de CG de los grupos AK Vs
Control y Mg-AK Vs Control son significativas (TABLA 18), y no es
significativa para los grupos AK Vs Mg-AK. El mayor perimetro
corresponde al grupo AK (media= 9.289), y el perimetro menor al
érupo Control (media= 8,422), siendo intermedio el grupo Mg-AK

(media= 9.192), pero mis préximo al grupo AK.
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TABLA 18. PRUEBA DE TUKEY PARA EL PERINETRO DE LA CAPA DE CELULAS

GRANULARES

Grupos . Diferencia Significancia
. entre medias

Cont/Mg=-AK -0.771 ®

Cont/AK ~0.867 *

Mg-AK/Cont 0.771 *

Mg-AK/AK -0.097 NS

AK/Cont 0,867 *

AK/Mg-AK 0.097 NS

Los resultados de estas comparaciones indican que la diferencia
entre el grupo control y el grupo AK siempre es significativa,
que entre el grupo control y Mg—AK también existe una diferencia
significativa excepto para el 4drea de CG donde ambos grupos
resultan ser similares. Entre el grupo AK y Mg-AK 1la diferencia
no es significativa en el 4rea de CP ni en el perimetro de CG,
pero s8i{ es significativa para el perimetro de CP y para el Area
de CG. Por lo tanto, al comparar los grupos AK Vs, MNg-AK hay
diferencia entre dos mediciones y en las otras dos mediciones
no hay diferencia significativa, lo cual nos dice que aunque

ambos grupos tienen caracteristicas similares no son iguales.
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DISCUSION

La inyeccién intraperitoneal (i.p.) de AK (10 mg/kg) provoca
manifestaciones en la conducta de los animales tratados, el

pretratamiento con una solucién de NgSO (3 aM/kg) causa retraso
4

de las manifestaciones epileptiformes tales, como la presencia de
sacudidas de perro mojado o "wet-dog shakes", y la aparicion de
crisis tonico clénicas generalizadas (CTCG) y autosostenidas
(SE). Sin embargo, el cronometraje del tiempo que tarda en pre-
sentarse cada manifestacidn, es subjetivo, porque el modelo de AK
no es tan predecible y en algunos casos los animales mueren pocas
horas después del tratamiento, no siempre se presentan las sacu-
didas de perro mojado, las reacciones de los sujetos experimen=~
tales varian y se vuelve dificil la comparacidn, como por ejemplo
la aparente potenciacidn de algunas de las crisis con el pretra-
tamiento de Mg. Ademas, también se hicieron algunas otras obser~
vaciones, como la hiperexcitabilidad y agresividad de algunas de
las ratas tratadas con AK varios dias después de la inyeccion, ¥y
la aparente recuperacién de la conducta normal en algunos de los

animales pretratados con Mg.



El retraso que se observa en las manifestaciones conductuales es
gignificativo. Sin embargo, el potencial protector del Mg no es
considerable, pues de todas maneras se presentan las crisis de SE
tardiamente en 1las ratas pretratadas con Igz+ y estas crisis
aparentan ser iguales o en ocasiones potenciadas con respecto a
las de ios animales tratados con AK. Ademds, una crisis provocada
por AK dura mis de 4 horas, mientras que el efecto del Mg 2+4dura
un maximo de | hora, posiblemente si se mantuviera la concentra—
cidn de Mg > por mas tiemperl efecto prgtector serla mayor,
Se ha propuesto que es muy dificil interrumpir las crisis induci-
das por AK (Velisek y col., 1989), segin esto, habria drogas como
la carbamazepina y el fenobarbital que no podrian afectar 1la
excitacion limbica local provocada por AK. Sin embargo, en reali-
dad el patrén de crisis es bastante sensible a la terapia, depen=~
diendo del grado de maduracitn de los sitios de unién para el AK,
con clonazepam y valproato se han obtenido buenos resultados, vy
se han encontrado las crisis mds grandes a partir de la 3a semana
desde el nacimiento de la rata (Velisek y col., 1989).

Katz y col. (1990} provocaron crisis en el SNC mediante 1la
exposicidén a oxigeno hiperbadrico en ratas, obteniendo una supre-
sion de las crisis electroencefalograficas (EEG) por 1la acciodn

del MgSO parenteral.
4

En 1la segunda patte del presentec trabajo se evalud la actividad
de crisis mediante un registro EEG y se observd un retraso con-
siderable en la presencia tanto de la 1a manifestacién epilepti-
forme como en el desarrollo del SE, aunque este ultimo era wmas
dificil de determinar. Sin embargo, también se observa que al

presentarse la crisis tardla, 1o hace con las mismas caracteris-

74



ticas de las crisis sin pretratamiento, en algunos casos se

realizd un nuevo registro EEG a los 7 dias después del experimen—-

to, y se aobservd que aun apareclan espigas o disparos anormales,

mas frecuentes en los animales sin pretratamienté con Mg, lo cual

parece coincidir con la diferencia en la conducta observada en

las ratas varios dias después del tratamiento.

Mclntogch y col. (1988) demostraron que el tejido cerebral en

ausencia de M32+ extracelular sufre un dafio mds severo que en
condiciones normales, y que un pretratamiento con ng+ ayuda a
prevenir las consecuencias de un trauma cerebral experimental. En

un trabajo posterior (McIntoch et al. 1989), partiendo de sus

experiencias anteriores, evaluaron el dafio traumAtico después de

la administracidén de cloruro de Mg (MgCl ) y observaron un pro—
2

greso sostenido en varios pardmetros neuroldgicos evaluados en
los animales que recibieron tratamiento.

En la tercera etapa de la tesis se intentd evaluar el dafio neu~
ronal, para ello se decidié aplicar una técnica relativamente
nueva, la morfometria asistida por computadora, 1los motivos
fueron, facilitar la medicién del 4&rea y perimetro de las zonas
afectadas. La computadora ofrecié como ventaja la facilidad para
elaborar una valoracidn estadistica de los resultados, rapidéz y
sencilléz de operacion,

El1 dafio neuronal macroscopico es un paradmetro dificil de cuanti-
ficar, sobre todo en las etapas iniciales, cuando no ha alcanza-
do un 30% de extensidn puede pasar inadvertido. Se han hecho
estudios detallados donde se trata de caracterizar este dafio a

través de la descripcidén de las transformaciones que sufren las
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células, y de cuantificar el dafic mediante el conteo de células.
En el inicio no se obtuvieron diférencias entre cada grupo expe-
rimental, fue necesario hacer algunas cortrecciones en la metodo-
logla pues aparentemente no habla dafio neuronal con la adminis-~
tracién 1.p. de AK aunque seguramente si existla este dafio pues
se presentaba el SE, pero no se apreciaba en los cortes de 120
micras de espesor, y con la técnica de Nissl que se limita a
mostrar los cuerpos neuronales pero no las células dafiadas. Se
determiné administrar 1a solucién de AK por via intracerebroven~
tricular (i.c.v.) como en el trabajo realizadoe por Nadler y col.
(1978). De cualquier manera, este primer intento fue util para
desarrollar la metodologia c¢on la computadora y para realizar
comparaciones donde se encontrd que no habia diferencias signifi-
cativas entre las mediciones lineales obtenidas con el wmicrosco-
prlo 6ptico con una rejilla calibrada, y las mediciones obtenidas
a través de la computadora.

La administracién i.c.v. de AK provoca una lesién visible en el
hipocampo de la rata, principalmente en las regiones CA3 y CA4 de
CP (Nadler y col., 1978).

Se midib el &rea y perimetro de CP y de CG y se obtuvo una pro-

tecciébn positiva para el grupo pretratado con MgSO , aunque este
4

resultadoc es minimo, también se registré un aumento en el drea y
perimetro de CG.

Antes se menciond la polémica sobre el uso del HgSO como anti-

convulsivo, autores como Link y col., (1991) mostraron que el
sulfato de Mg administrado como postratamiento no es efectivo
para detener las crisis provocadas por pentilentretrazol, ellos

2+
explican que el Mg bloquea el influjo de calcic de manera
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dependiente de voltaje a través de los canales del receptor de
NMDA, por lo tanto no puede haber efecto favorable del M52+ por
la continua despolarizacién en el SE.

Coan y col,, (1985) investigaron los receptores de NNDA, en
rebanadas de hipocampo en las colaterales de Schaffer, a nivel
sindptico, en presencia y ausencia de Mg. Cuando habia poco Mg,
aumentaba la poblacion de espigas, por lo tanto concluyeron que
la transmisioén sindptica en el hipocampo depende de la presencia
de los receptores a NKDA y de las concentraciones extracelulares
de Mg.

Katz y col., (1990) han propuesto como mecanismo anticogvulsivo
del Mg, el blogueo de los canales de calcio asociados a recepto-
res de NMDA.

El AK es un neuroexcitador anidlogo del Acido glutamico, la pre-
sencia de glutamato en el ambiente determina la actividad ténica
en los receptores a NHDA en rebanadas de hipocampo. Los recep-
tores a NMDA son sensibles a voltaje, su activacién confiere una
propiedad eléctrica regenerativa a las células piramidales que
ayuda a acoplar la excitacion sindptica y la descarga del poten-
cial de accién en la c¢élula (Sah y col., 1989).

Los receptores a NMDA son muy importantes en la epilepsia del
16bulo temporal, segin un estudio de WcDonald y col., (1991) se
examind tejido cerebral de pacientes y se encontrd mayor uniéon a
receptores a NMDA en el giro dentado, donde posiblemente hubo
menor pérdida neuronal.

La entrada de calcio a las neuronas tiene gran importancia en el

inicio de loa mecanismos deletéreos en las células, y estd regu-
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lada por aminoadcidos excitadores especlificos mediante canales
asociados a receptores o complejos canal~raceptor.

Benveniste y col., (1984) seflalan que la iasquemia incrementa el
contenido de glutamato y aspartato extracelulares en el hipocam-
po, ¥ que esto puede ser uno de los factores que causen daflo en
ciertas neuronas. Segun Choi (1987) hace poco tiempo se propuso
la hipétesis del calcio como mediador de la neurotoxicidad,
desplazando la hipétesis de la neurctoxicidad donde se considera-—
ba que la toxicidad del glutamato se debla a wuna excitacién
neuronal excesiva. La hipétesis del calcio se refiere a que 1la
exposicitn al glutamato dispara un influjo de calcie hacia la
neurona.

La investigacidén de Choi (1987) apoya la hipdtesis del calcio, y
distingue dos componentes durante el curso de la reaccidn, El
primer componente es el edema neuronal, que depende del sodio
extracelular y del cloro, y que puede ser atenuado. El segundo
componente es la desintegracién neuronal, y depende de la concen-
tracidn extracelular de calcio que propicia su influjo a través
de la membrana de la neurona. ‘

Lester ¥ col. (1990) estudiaron la modulacidtn de corrientes de
calcio por el glutamato y sus andlogos, donde en presencia del
receptor a glutamato y con antagonistas del canal iénico, los
andlogos del glutamato causaron un pequefioc efecto o ninguno
sobre la corriente de calcio, pero con algunas sustapcias como ci
quiscualato, glutamato y GTPgama si hubo upa disminucién impor-
tante e irreversible en la corriente de calcio, mientras que con
otras sustancias como el AK, NMDA, AMPA y L-APB na, se

supone que estas observaciones apoyan la idea de una Interacci¢n
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entre la proteina G acoplada al complejo receptor de glutamato a
canal de calcio.

Waniewaski y col. (1990) inyectaron AK en el hipocampo dé rata "in
vitro" para medir la cantidad de glutamino-sintetasa, para
determinar si los astrocitos estaban involucrades en los efectos
causados por el AK. Encontraron reduccién en la glutamino sinte-
tasa pero no se debi¢ a inhibicién directa de la enzima a nivel
cerebral, ni a.las crisis, porque en este caso se encontré una
actividad normal de la glutamino sintetasa, Por 1lo tanto, el
efecto que se observa sobre la glutamino sintetasa parece ser
indirécto, producido de manera secundaria por efectos a nivel
neuronal. Otros estudios han mostrado la participacién del gluta~
mato enddgeno en la neurotoxicidad del AK, parece que el AK causa
deterioro en la capacidad de los astrocitos para metabolizar 1la
glutamino-sintetasa y esto contribuiria a 1la muerte celular
mediada por glutamato, posterior a la exposicién al AK.

Un medic libre de I32+ constituye un modelo de epilepsia, ya que se
incrementa la excitabilidad postsinaptica, aunque parece ser que
esto no tiene que ver con un cambio en el control de la excitabi~-
lidad del receptor de NMDA, por lo menos en el A4rea CAl del
hipocampo (Psarropoulou y col., 1990).

La administracion sistémica de AK provoca cambios estructurales,
neuroquimicos @ hislopatoldgicos (Sperk y col,, 1985). Se ha
reportado que la extensidn del dafio es proporcional a la dosis de
AK. Se ha observado la existencia de cambios notables después de
3 horas de 1a inyeccién, estos cambios incluyen aumento en 1los

niveles de dcido 3, 4~dihidroxifenilacético y 5=
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hidroxi;ndulacético. y disminucién en el nivel de noradrenalina
en diversas partes del cerebro, también ocurren diversos cambios
histopatolégicos como atrofia y condensacién de las células
nerviosas, y atrofia cerebral en la parte anterior del cerebro.
Conductualmente ocurren cambios como inmovilidad o reposo, wet-
dog shakes, y crisis limbicas, y se observa que las pendientes de
las curvas dosis-respuesta resultan demasiado verticales.

Entrq otras alteraciones tardias e irreversibles se incluyen 1la
pérdida de receptores enzimdticos para la descarboxilasa del
dcido glutdmico y de la acetiltransferasa de la colina, necrosis
parenquimal incompleta y hemorragias. Estos Gltimos cambios
ocurren en pocas regiones del cerebro, principalmente en el
hipocampo, la amigdala, corteza entorrinal, corteza piriforme, y
bulbo olfatorio, y ocurrieron stlo en animales que presentaron
convulsiones.

Se concluye que estos cambios no se deben Unicamente a la accidn
del AK, sino a una serie de mecanismos patogénicos adicionales y
secundarios que se disparan.

Nadler y col., (1978) mencionan que las lesicnes provocadas por
administracion de AK son similares a las de la patologia asociada
a epilépsia del lébulo temporal, y que la administracién i.c.v.
de AR provoca dafio selectivo a las neuronas piramidales del
hipnrampo,

En otro modelo Lothman y col., (1990) preponen que un periodo
continuo de estimulo al hipocampo puede establecer un SE 1limbico
autosostenido al cual le siguen cambios neurocpatolégicos seme-
jantes a la esclerosis del hipocampo que normalmente se encuen-

tran en pacientes epilépticos. Es decir un modelo de SE con
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crisis hipocampicas espontineas, esto se puede lograr con la
disminucién de 1la inhibicidon mediada por GABA o alterando la
sensibilidad a los iones extracelulares.

Cuando el AK se inyecta dentro del hipocampo, (Kobayashi y col,
1990) reduce la glutamino sintetasa, esta reduccidon puede dete-
riorar la capacidad de los astrocitos para metabolizar glutamato
y este deterioro puede contribuir a ia muerte celular mediada por
glutamato después de la exposicion al AK. Por lo tanto, habrla un
efecto aparentemente indirecto, se ha mencionado que otros estu-
dios han mostrado que el glutamato endégeno estid involucrado en
1a neurotoxicidad del glutamato.

Las neuronas piramidales del hipocampo son muy sensibles al dafo
provecado por el AK. En un estudio post-mortem de niffos con
crisis generalizadas, se encontré alta afinidad al AK en 1la
region CA3 y en la capa molecular interna de la fascia dentada
(Represa y col., 1989).

Seglin Geddes y col., (1990) en CAl del hipocampo hay menor canti-
dad de receptores a NMDA y de AK, tal vez como reflejo de la
menor poblacion de células piramidales, pero en el giro parahipo-
campico se ha detectado mayor cantidad de receptores a NMDA y
AK.

Segun Miller y col., (1990) hay regiones con alta densidad de
receptores al AK en C€A3, y en el giro dentado del hipocampo

en ratas adultas.

En los resultados de las mediciones de 4drea y perimetro en la
parte 3 de este trabajo, se observd ademas un efecto a nivel de

las cé#lulas granulasas.
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Mientras que el 4rea y perimetro de CP disminuyé, en CG aumenta-
ron, s un hecho que llama la atencién, y seria interesante
ofrecer una explicacidén mediante una nueva investigacion. De
momento se podria pensar en una reaccidn glial.

Se ha visto, Seress y col., (1981) que el giro dentado no es una
estructura homogénea, que contiene células en canasta que son
inhibidoras de las células granulares, aunque en numero reducido,
y hay células piramidales, también se pueden observar algunas
células granulares fuera de lugar, y que las celulas piramidales
de ZH son diferentes de las del cuerno de Ammon.

En cuanto a la proliferacién de las células gliales por efecto
del AK en el hipocampo (Burnhard y col., 1990) se registra un
potencial de reposo similar al de otras células no reactivas como
los astrocitos, es posible que las células gliales en estas zonas
no tengan canales de calcio activados por voltaje o la densidad

de estos canales es muy baja.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la valoracién conduc-
tual, EEG, mortalidad y andlisis morfométrico se sugiere que el

MgSO a una dosis de 3 mM/kg por via i.p. como pretratamiento,
4

confiere un retraso contra las manifestaciones provocadas por AK
(10 mg/kg) como modelo de SE, y una ligera proteccién contra 1la
lesién neuronal. Este trabajo abarca tres aspectos importantes,
conducta, electrofisiologia y anatomla, y se observa que la
. respuesta a cada uno de estos agpectos tiene diferente magnitud
para los mismos pardmetros de dosis.
Es jmportante darle continuidad a los experimentos aqul inicia~
dos, pues falta probar con dosis mayores de Mg, con otras sales
dé Mg, con formas de administracién continua de Ng, ya se ha
observado en este trabajo y en otros que el pretratamienlo suele
ser efectivo, pero falta aclarar que ocurre con el postratamien-
to, es posible que el M32+ no sea tan efectivo como anticonvulsivo,

'pero se puede considerar como un factor con potencial para retra-

sar la actividad de crisis, y proteger contra el dafio neuronal,



APENDICE .1 ‘ ' s

PROCESANIENTO DIGITAL DE INAGENES

 E1 andlisis de las caracteristicas de una imdgen, que como en
este caso puede ser una laminilla se puede realizar de manera
cualitativa, sin embargo esta forma de obtencidén de informacién
es extremadamente dgpendiente de la experiencia del observador.
Un sistema para el procesamiento digital de imAgenes puede
facilitar notablemente los procesos normalmente utilizados para
_obtener informacién de imégenes, porque permite resaltar carac-
teristicas que el investigador analiza en forma cualitativa, y
ademds permite un andlisis cuantitativo de la imigen, que de otra
manera es dificil o imposible efectuar manualmente, sobre todo
por limitaciones de tiempo y exactitud.
El sistema basico para el procesamiento digital de imdgenes
consta de los siguientes componentes:
1. Una computadora peorsonal 386 con 4 Kb de memoria KAM.
2, Un monitor SVGA con su respectiva tarjeta de control, para el
despliegué de informacion de los programas de procesamiento de
imagen.

3. Un monitor analégico/digital, que se encargard de desplegar



las imidgenes a procesar.

4. Una cdmara de televisiotn o de video que serd wutilizada como
fuente de imagenes, de acuerdo a las necesidades, puede ser de
color o blanco y negro, que puede adaptarse a un microscopio
(Fig. 13). '

S. Una tarjeta de digitalizacidén de imadgen, que se encargard de
transformar la informaci6n de la fuente de video a un tipo de
sefial que pueda ser manejada por la computadora (transforma la
seffal de analdgica a digital). )

6. Algltn dispositivo de almacenamiento de informacién como pueden

" ser discos épticos, discos duros e inclusive flexibles (aunque

con muy bajo rendimiento en nbmero de imAgenes), as{ como uni-
dades de cinta magnética (que proporcionan una gran capacidad de
almacenamiento a bajo costo).
7. Programas para el control del equipo que se encargan de la
captura de imdgenes y programas para el procesamiento de 1las
imdgenes (Figs., 14 y 15). Por lo general los programas de control
son de uso comercial y los de procesamienﬁo son tanto comerciales
como desarrollados especialmente por un programador.

‘8, Como equipo opcional, se tienen las impresoras que permiten
obtener un reporte de los resultados del trabajo realizado. Para
la impresién de una imdgen son muy convenientes 1las inmpresoras
laser, perc también se puede considerar la opcién de una vi-
deoimpresora, que mejora en forma considerable la calidad del
trabajo. )

Otro dispositivo opcional es el modem que permite efectuar 1la

comunicacion via telefdnica, con otra computadora que tenga dicho
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dispositivo.
El mouse o ratén es un dispositivo opcional u obligatorio depen-

diendo del tipo de programas que utilicemos.
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]

7ig.13, Eaquema que ilustra el acoplamiento de una cAmara de
TV con un nicroscopio de canpo claro para la captura de
im&genes que posteriormente se transmiten a la computadora.
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