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RESUMEN

Existen evidencias que indican que el estado de la actividad neuronal influye en

los procesos de recaptura y transporte axonat.

Un proceso experimental en el que la excitabilidad neuronal se encuentra
aumentada es durante la epileptizacion producida por la estimulacion eléctrica
repetida, subconvulsiva de baja intensidad, en algunas areas cerebrales principalmente

limbicas, proceso denominado kindling (Goddard y col, 1969).

En este trabajo se analizd si la hiperexcitabilidad neuronal producida por el
kindling amigdalino, incrementa la velocidad del transporte axonal, valorada a través
de un trazador retrégrado, como es el caso de la peroxidasa aglutinina de germen de

trigo (HRP-WGA), en las fibras comisurales amigdalinas.

El estudio se realizo con ratas Wistar de 250 a 300 gr. de peso distribuidas en tres
grupos: 1) kindling: ratas implantadas con un electrodo en la amigdala y sometidos al
proceso de epilepsia experimental, 2) falso operado: ratas implantadas con un
electrodo en la amigdala, pero sin estirnulacion; 3) control: ratas que no recibieron
ning\n tratamiento. Todos los animales de experimentacion se inyectaron con HRP-
WGA al 10% (10-20 nl) en el nicleo amigdalino basolateral, contralateral al nicleo
estimulado (1zquierdo) y se les dié un tiempo de sobrevivencia de 12, 24 y 48 hrs. Se
anestesiaron con pentobarbital sédico (40 mg/kg) y se fijaron por perfusién
intracardiaca. Los cortes de cerebro fueron de 40 pm y la reaccién mediante el método

de Mesulam (1982). Los cortes se analizaron en el microscopio Gptico.

Los resultados sefialan que el grupo epileptizado presenta un incremento en el
transporte axonal, medido como un aumento en la cantidad de fibras que presentaron el

trazador y la localizacién de sitios marcados en puntos més distantes al sitio de



inyeccidn, al ser comparados con los grupos control y falso operado que presentan
menor marcaje. Este hecho sugiere que el incremento en la actividlad neuronal,
producida por el fenémeno kindling, se correlaciona con un incremento en la captura y

el transporte del complejo HRP-WGA.



INTRODUCCION

La epilepsia es un sindrome caracterizado por una disfuncién cerebral, de
cardcter recurrente, y que presenta una hipersincronia en la descarga sostenida y
anormal de las neuronas cerebrales. Se ha considerado, que esta alteracion tiene un
componente tanto en la neurotrasmision inhibitoria (por deficiencia), como en la

excitatoria (por exceso) (Brailowsky ycol., 1989).

La limitacion natural que existe al intentar estudiar la epilepsia en humanos,
mediante técnicas invasivas o ensayos farmacoldgicos, ha creado la necesidad de
buscar modelos experimentales de epilepsia en otros mamiferos (Tabla 1), que

presenten caracteristicas semejantes de las observadas en las epilepsias humanas,

El modelo experimental de epilepsia empleado en esta tesis es el denominado
"kindling" o encendimiento. Goddard y col.(1969) introdujeron este término, para
indicar el desarrollo progresivo de los cambios conductuales y electroencefalograficos
(EEG) que culminan en crisis convulsivas generalizadas, en respuesta a la aplicacién

repetida de estimulos eléctricos, inicialmente subconvulsivos, en sitios especificos del

cerebro.

El kindling ofrece varias ventajas sobre otros modelos de epilepsia. Este modelo
es altamente reproducible, produce cambios irreversibles y permanentes, su desarrollo
gradual permite el estudio de los cambios conductuales, electroencefalograficos y

bioquimicos en el curso de la epileptogénesis (Goddard y col., 1969).

Existe una basta literatura que sefiala que durante el kindling eléctrico se
producen modificaciones en distintas o en varias de las etapas de la neurotransmision,
como son: la biosintesis, liberacién, degradacién y unién a los receptores

postsinapticos (Kalichman, 1982; Bajorek y col., 1986; Siggins, 1986).
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TABLA 1

Modelos experimentales de epilepsia*

l. Modelos de actividad epileptégena localizada
( con posibilidades de generalizacion secundaria)

1.1 Agudos: metales convulsivantes: cobalto, tungsteno, etc.
congelacion
farmacos convulsivantes: penicilina, ouabaina, acido kainico, etc.
estimulacion eléctrica focal

1.2 Cronicos: crema de aluminio, sales de hierro, kindling

2. Modelos de actividad epileptogena generalizada

2.1 Modelos genéticos: gallina, gerbiles, perro beagle, ciertas ratas wistar, mandril
senegalés (papio papio)

2.2 Crisis producida por privacién; barbitiricos, alcohol, bromuros, etc

2.3 Crisis inducidas por farmacos

2.3.1 Estimulantes de la excitacién

2.3.1.1 Inespecificos: pentilenetetrazol, substancia P, anticolinesterasicos, fluorotil
2.3.1.2 Especificos: glutamato, aspartato, ibotenato, acido homocisteico, etc
2.3.1.3 Indirectos: acido 3-mercaptopropidnico, tiosemicarbazida

2.3.2 Bloqueadores de la inhibicién

2.3.2.1 Accion sobre los sistemas GABAérgicos

Bloqueadores de la sintesis: DL-alilglicina, tiosemicarbamato, antagonistas del fosfato
de piridoxina, 3-mercaptopropionato

2.3.2.2 Bloqueadores del receptor: bicuculina, penicilina, picrotoxina, B-carbolina

2.4 Convulsivantes metabdlicos: metionina sulfoximina, deoxiglucosa, etc.

* Modificada de Brailowsky y col.,1989




Sin embargo, un aspecto poco estudiado es el de! transporte axonal, por lo que el
objetivo de este trabajo es determinar la velocidad del tranéporte axonal utilizando un
trazador como la peroxidasa aglutinina de germen de trigo (HRP- WGA), en ratas que
estdn sometidas al kindling eléctrico de la amigdala. .
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KINDLING

GENERALIDADES

La induccion de crisis convulsivas generalizadas por medio de estimulaciones
eléctricas focales en el cerebro se ha lle\;ado a cabo por numerosos investigadores en
los afios 1950-1969.Delgado y Sevillano (1961) demostraron que la administracion
repetida de estimulos eléctricos de baja intensidad en el hipocampo, induce una
intensificacion progresiva de la actividad de la crisis. Sin embargo, la posible
importancia de esta observacion fue examinada por Goddard y col. en 1969, siendo los
primeros en describir y cuantificar el efecto kindling y su importancia como un modelo

de epilepsia, aprendizaje y memoria (Goddard y col., 1969)

El término kindling se refiere a los cambios conductuales y
electroencefalograficos progresivos, que resultan de la estimulacion eléctrica repetida
en sitios especificos del cerebro (Goddard y col., 1969; Racine, 1972b). Dicha
estimulaciéon es de baja intensidad (60-150 pA) y provoca posdescargas que
inicialmente son de corta duracién (1-5 seg); la frecuencia de las espigas de la
posdescarga aumenta y se propagan a oftras regiones del cerebro hasta generalizar la
actividad epiléptica. Asi mismo, los cambios conductuales que acompafian a dichas
posdescargas se incrementan en niumero y en intensidad hasta culminar en crisis
convulsivas generalizadas ténico clonicas. La actividad epiléptica asi producida tiene
un caracter permanente, es decir, si se interrumpen temporalmente las estimulaciones,
al reanudarse, las crisis convulsivas generalizadas (CCG) se presentaran con un
niamero menor de estimulaciones (Goddard y col.,1969). Otra caracteristica, y
posiblemente una de las mas importantes del kindling como modelo experimental de
epilepsia, es que las CCG pueden aparecer de manera espontanea (Goddard y
col.,1969; Racine, 1972b; Talavera y col., 1989).
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CARACTERISTICAS DEL ESTIMULO

El tipo de estimulo eléctrico es un determinante importante en el desarrollo del
kindling. Un ejemplo comunmente utilizado consiste en la administracidn periddica de
un tren de 1 seg de duracion, constituido por pulsos bifasicos de 1 mseg a una
frecuencia de 60 Hz. No obstante, estimulos a una frecuencia de 25 o 150 Hz también
inducen su desarrollo; en contraste, estimulos de baja frecuencia (i.e., pulsos menores
de 10 Hz) no son suficientes para su propagacién (Goddard y col., 1969). Sin embargo, .
estudios recientes indican que estimulos de larga duracion (60 seg) y baja frecuencia
(menor de 0.875 Hz) pueden desarrollar el kindling requiriendo un menor nimero de

estimulos (Cain y Corcoran, 1981).

El intervalo en la aplicacién de los estimulos, es otra variable importante en el
establecimiento del kindling. Estimulos (pulsos de 1 mseg a 60 Hz durante 1 seg)
administrados a intervalos de 1 dia o mas, inducen de igual manera el kindling. Sin
embargo, los animales estimulados a intervalos de 12 horas o menos (hasta 30 min)
requieren de un mayor nimero de estimulos. Por otro lado, ia administracién continua
de estimulos aplicados a intervalos menores de 20 min provoca una adaptacion sin

haber un desarrollo del kindling (Goddard y col.,, 1969; Racine y col., 1973),



REGION CEREBRAL

El niimero de estimulos requeridos para presentar la primer CCG y asi completar
¢l fenémeno del kindling, no sélo depende de los parametros de estimulacién, sino
también del sitio estimulado. Las areas cercbrales en las cuales el efecto del Kihdling
puede ser obtenido facilmente, se encuet{tran localizadas principalmente en el sistema
limbico. El orden descendente. de susceptibilidad de varias estructuras cerebrales, fué
caracterizado por Goddard (1969) de la siguiente manera: amigdala, globo palido,
corteza piriforme, 4rea olfatoria, neocorteza anterior, corteza entorrhinal, bulbo
olfatorio, drea septal, &rea predptica, caudado putamen e hipocampo ( Tabla 2 ). Por

otra parte, se ha mostrado que en la mayor parte del tallo cerebral, cerebelo, talamo y

sustancia nigra no es posible producir el kindling (Goddard y col., 1969).

NUMERO DE ESTIMULOS REQUERIDOS PARA PRODUCIR LA PRIMERA
CRISIS CONVULSIVA GENERALIZADA, EN DIFERENTES REGIONES

TABLA 2

CEREBRALES* )

No. DE ESTIMULOS REGION CEREBRAL

15 Amigdala

22 Globo palido

24 Corteza piriforme

29 Area olfatoria

29 Neocorteza anterior

37 Corteza entorrhinal

44 Bulbo olfatorio

55 Area septal

63 Area predptica

74 Caudado putamen

77 Hipocampo

*Goddard y col., 1969




ASPECTOS FILOGENETICOS

El Kindling puede ser establecido en numerosas especies, como son: rana, reptil,
ratén, rata, conejo, perro, gato, mono rhesus, gerbil y babuino ( Morrell y col., 1976,
Rial y Gonzalez, 1978; Leech y Mclntyre, 1976; Goddard y col., 1969; Stach y col.,
1978; Waugquier y col.,, 1979; Wada y éol., 1974; Cain y Corcoran, 1980; Wada y
Osawa, 1976), Sin embargo, el tiempo requerido para establecer el Kindling en una
estructura determinada varia a lo largo de la escala filogénetica, estableciéndose mas
rapidamente en las especies menos evolucionadas (Wada, 1978). Independientemente
del sitio de estimulacion empleado en mamiferos, el Kindling ocurre mas rapidamente

en la rata, seguida por el gato, babuino y mono (Tabla 3)

TABLA 3

TIEMPO APROXIMADO PARA EL DESARROLLO DEL KINLING*
ESPECIES DIAS

ESTIMULACION AMIGDALINA

Rata 8-12
Gato 20-30
Babuino ) 16-70
Mono 150-200

ESTIMULACION NEOCORTICAL ANTERIOR

Rata 35-40
Gato 60-70
Babuino 300

* Joy, 1985



CAMBIOS CONDUCTUALES

La expresion conductual que acompafia a la actividad electroencefalografica,
durante el desarrollo del Kindling presenta etapas caracteristicas que se manifiestan de
una manera gradual y progresiva. Racine (1972b) ha realizado una clasificaciéon de
dichas etapas la cual es ampliamente utilizada. Sin embargo, Joy (1985) ha efectuado
una clasificacion mas detallada de los diferentes estadios conductuales. En la Tabla 4
se presentan ambas clasificaciones, en la cual se observa que el estimulo inicial, no
provoca una manifestacion conductual clara de la actividad de la crisis. Sin embargo,
estimulaciones subsecuentes inducen progresivamente el desarrollo de las CCG, y asi
mismo la complejidad de la expresion conductual y electroencefalografica. Cuando se
manifiesta 1a primer CCG el comportamiento que presentan los animales estimulados
parece ser un resumen de todos los estadios conductuales previos, culminando con la
CCG. Los animales sin estimular por un periodo de 12 meses pueden responder a uno

de los dos primeros estimulos eléctricos con una CCG (Wada y col., 1974),
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TABLA 4

PATRONES CONDUCTUALES DURANTE EL DESARROLLO DEL KINDLING
AMIGDALINO EN RATA ’

ESTADIO RACINE, 1972 JOY,1985

0 No hay una respuesta clara a la
estimulacién

1 Clonus facial Cierre del ojo ipsilateral, clonus
facial, olfatco, masticacion

2 Balanceo de la cabeza Movimientos  vigorosos  de
masticacion, balancco de la
cabeza, clonus del cuello

3 Clonus de las extremidades Clonus unilateral o bilateral de
anteriores las extremidades anteriores
4 Levantamiento Levantamiento sobre las patas

posteriores con una extcnsidn
casi vertical del cuerpo

5 Levantamiento y caidas Levantamiento, scguido por la
pérdida de equilibrio y caida

6 Levantamiento y caidas repetidas

Ataque de carrera similar al
provocado por  estimulacion
audiogénica, en la cual cl sujeto
corre rapidamente cn circulos,
dando saltos'y giros violentos

El proceso del ataque de carrera
8 - involucra periodos de tono al
inicio y término de la crisis

Nota: cada estadio conductual tiene como componente todos los estadios anteriores mas el
estadio en que se clasifica.
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CAMBIOS FISIOLOGICOS

El Kindling provoca cambios muy importantes en el funcionamiento neuronal,
los cuales se encuentran relacionados con un incremento en la susceptibilidad a la
crisis convulsiva generalizada. Entre los cambios mas importantes que produce la

estimulacidn tipo Kindling se encuentran los siguientes:

1) Descenso del umbral para provocar la posdescarga (PD) focal:

El umbral se reduce por la estimulacion repetida, va disminuyendo durante el Kindling
y alcanza un valor estable cuando alcanza la CCG. El umbral permanece reducido atn

si la estimulacion es interrumpida por mas de una semana ( Racine, 1972a; 1980 ).

2) Incremento de la duracidn de la PD:

Se puede observar un incremento en la PD que inicialmente dura unos cuantos
segundos (1-5) y ésta se incrementa en forma uniforme o escalonada, siendo esta utima
mas comin en estructuras que desarrollan més rdpidamente el Kindling (Bumham,
1976).

3) Propagacidn de la actividad de la crisis a otras dreas cerebrales:

La propagacion de la actividad de 1a PD a otras éreas cerebrales acompafia al

fenémeno Kindling y culmina con la generalizacion y la CCG ( Racine, 1980).

4) Aumento de la frecuencia de descarga de las espigas epilépticas:

Conforme las estimulaciones se aplican hay un incremento progresivo en la frecuencia

de las espigas de origen o con caracteristicas epilépticas.
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El Kindling parece estar relacionado con la expresion progresiva de al menos dos
propiedades neuronales: la potenciacion a largo plazo y el desarrollo de respuestas en

salva (Racine y col.,1981).

La potenciacion a largo plazo (PLP) se refiere al aumento de las respuestas
sindpticas provocadas por la estimulacién repetida de un sitio especifico. Los
receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA) son activados, generando una corriente
entrante de Ca++ que incrementa la concentraciéon de este i6n en la terminal
postsinaptica, disparando el PLP que es restringido en Ia poblacién de sinipsis
coactivas.La estrecha relacion entre el dxido nitrico y los receptores a NMDA ha sido
de gran interés en los ultimos afios. se sabe que en el hipocampo se lleva a cabo el
fenémeno de PLP, involucrado en los procesos de memoria y aprendizaje. Estos
procesos neuronales se pueden deber a aumentos o disminuciones prolongados en la
transmision sindptica, después de la estimulacion continua de ciertas neuronas. Asi, en
las neuronas del hipocampo, cuando se registra en las terminales postsindpticas la
accion del transmisor presinaptico, de alguna manera forma atin no muy bien conocida,
en la postsinapsis se genera una seiial que viaja de forma retrégrada y que estimula
nuevamente la liberacion del transmisor en la presinapsis. El mensaje retrégrado cierra
el circuito de retroalimentacién, haciendo que la respuesta neuronal sea continua. Esta
sefial retrograda muy bien podria ser el oxido nitrico ( Bohme y col., 1991; Stevens,
1993).

La respuesta en salva se encuentra relacionada con un cambio en la respuesta
neuronal provecada por una excitacion aferente repetida, manteniendo la aparicion de
una salva de potenciales de accion de alta frecuencia (Joy, 1985). Registros unitarios
del sitio primario o secundario en el sistema limbico, han puesto en evidencia la
presencia de respuestas en salva que incrementan la frecuencia de los potenciales de

13



accion durante el kindling (Racine, 1980).

El kindling conduce a cambios permanentes en la funcién neuronal de otras
estructuras que son probablemente el resultado de las conexiones entre una regién y
otra. Se ha considerado que estos cambios pueden tener un correlato morfolégico (a
largo plazo) o neuroquimico (inmediato y a largo plazo). Se ha propuesto que los
cambios morfolégicos planteados son la generacién de nuevos arreglos de circuitos
neuronales, que podrian ser el resultado del crecimiento colateral y formacién de
nuevas sinapsis; asi como, de una modificacion de las sinapsis existentes quizas por el
crecimiento de terminales presinapticas o por un incremento en la superficie receptiva

postsinaptica 6 en el nimero de receptores (Joy, 1985).

Algunos investigadores postulan que los cambios involucrados estin
relacionados con un incremento en la eficacia sinaptica o de la respuesta postsinaptica.
Por ofro lado, se ha encontrado que dichos cambios pueden estar relacionados con el

ntimero o tamafio de los contactos sinapticos (ver Joy,1985).

Sin embargo, Hovorka y col. (1992) han demostrado cambios morfoldgicos en

elementos presinapticos y postsindpticos durante el kindling.

Otro efecto importante es el denominado de transferencia, el cual indica que el
desarrollo progresivo del kindling facilita el establecimiento de focos secundarios,
requiriéndose menor niimero de estimulos en éstos para producir las crisis convulsivas

generalizadas (ver Kalichman,1982).
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VENTAJAS

El modelo del kindling ofrece varias ventajas sobre otros modelos de epilepsia

experimental.

La ventaja evidente del fenémeno del kindling radica en la ausencia de sustancias
quimicas extrafias- al organismo en el sitio donde se observa la descarga neuronal
epiléptica. El sitio anatomico del foco puede ser elegido, dependiendo del objetivo del
experimento. La naturaleza del estimulo permite establecer mejores estrategias de
experimentacion, es decir, el estimulo se puede controlar de tal forma que se apliquen
intensidades de estimulacion que siempre desencadenen crisis convulsivas (estimulos
supraumbrales) o intensidades que permitan provocar cambios en ¢l tejido nervioso de
manera gradual; lo cual lo hace un modelo altamente reproducible, permitiendo una
gran variedad de estrategias experimentales durante el curso de la epileptogénesis
(Goddard y col.,, 1969). Otra ventaja que ofrece el modelo experimental de epilepsia
"kindling" es la de poder estudiar su evolucion, su instalacion y su permanencia en los
fendmenos electrofisiologicos, conductuales y bioquimicos ( Vindrola y col., 1981;
Cain, 1989; Talavera y col., 1989; Cain y col., 1990; Kamphusis y col., 1990; During
y col,, 1992; Hemandez y Condés, 1992).
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AMIGDALA

La amigdala cerebral es una estructura con forma de almendra, que se encuentra
localizada por debajo del manto cortical del I6bulo temporal inferior. Esta regién esta
interconectada con la region cortical, co;l el sistema olfatorio y con algunas regiones
del talamo e hipotilamo. La amigdala, participa en la modulacion de funciones
endécrinas y en patrones de integracion conductual tales como: defensa, ingestion,

agresion, reproduccién y aprendizaje (Hamilton, 1976; De Olmos y col., 1985).

Con base en estudios morfologicos y trazado de vias neuronales por medio de
métodos histoquimicos, se han descrito los siguientes grupos que conforman a la

amigdala (De Olmos y col., 1985).:

OLFATORIO: este grupo esta formado por el irea amigdalina anterior (AA), el nicleo
del tracto olfatorio lateral (TOL), el extremo dorsal del micleo amigdalino medial
(Me), los micleos amigdalinos cortical anterior (CoA) y posterolateral (CoPL), asi

como el area de transicion amigdalopiriforme (APir).

MEDIAL: éste incluye la amigdala medial (Me), la porcién posteromedial de la
substancia sublenticular inominata (SSLI), y las divisiones medial (BSTM) e

intermedia (BSTI) del niicleo de la cama de la estria terminalis (BST).
CENTRAL: incluye el niicleo central de la amigdala (Ce) y la porcién dorsolateral de

la substancia sublenticular inominata, asi como las divisiones lateral y ventral del

niicleo de la cama de la estria terminalis (BSTL,BSTV).
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BASOLATERAL: el cual estd constituido por los siguientes mucleos: lateral (La),
basolateral (BL), basolateral ventral (BLV) y basomedial (BM). '

En esta tesis se estudia en especial el nucleo basolateral (BL) ya que interconecta
ambos complejos amigdalinos, este se subdivide en los nuacleos basolateral anterior
(BLA) y basolateral posterior (BLP). El nicleo BL alcanza los limites rostrocaudales
del complejo basolateral, rostralmente se encuentra localizado cerca de los niicleos La,
BM y BLV (Figura 1), se extiende hasta la region caudal a diferencia de los demas
nicleos basolaterales, El nicleo BL se encuentra delineado por ofras. estructuras
vecinas: rostralmente, por una prolongacion ventral del micleo La, el cual se interpone
entre el BL y la capsula externa. La cipsula externa separa ventral y caudalmente al
BL de la corteza olfatoria. A nivel caudal, cerca de la salida de la estria terminalis de Ia
amigdala, el niacleo BL queda casi completamente separado del resto del nucleo La,
por la banda de células y fibras del nicleo LaVL orientadas medialmente, adoptando

una forma de media luna antes de alcanzar su terminal caudal (De Olmos y col., 1985;
Paxinos, 1982).

Fig. 1. Localizacion csquemdtica del complejo basolateral amigdalino a nivel de anteroposterioridad
(AP 6.2) Paxinos y Watson (1982). Nucleos: lateral (La), basolateral (BL), basolateral ventral (BLV) y
basomedial (BM ).
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INTERCONEXIONES

El grupo amigdalino no sélo recibe proyecciones de un gran nimero de
estructuras corticales y subcorticales, sino que también envia conexiones a diferentes
estructuras mediante la via conocida como amigdalofuga (De Olmos y col., 1985;
Leonard y Scott, 1971).

La via amigdalofuga, es un sistema difuso que se caracteriza por la participacion
de las fibras de la estria terminalis, las cuales se originan a partir de una gran extension

del complejo basolateral (Leonard y Scott, 1971).

Estudios neuroanitomicos han demostrado que un mimero considerable de
fibras de la estria terminalis entran a la comisura anterior, la cual se divide en tres

componentes; el supracomisural, comisural y postcomisural (Leonard y Scott, 1971)

En este trabajo se estudia, el componente supracomisural, ya que las fibras
eferentes provenientes del micleo basolateral y corticomedial cursan por la estria
terminalis, que asciende por la parte medial de la cola del nicleo caudado, ocupa
después el surco tilamo estriado en el cuerpo del ventriculo y desciende hacia la
comisura anterior por la cual gran parte de sus fibras pasan al hemisferio opuesto para
seguir un trayecto inverso, hasta alcanzar el complejo amigdalino y otras estructuras

(Kelley y col., 1982; Nitecka y col., 1981; Leonard y Scott, 1971).

La comisura anterior consta de dos divisiones: una anterior y otra posterior

(Figura 2), formadas de fibras finamente mielinizadas.
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Fig. 2. Esquemas representativos de la localizacién de la comisura anterior. A) Comisura a nivel rostral
(AP 9.2), donde se observa tinicamente Ia division anterior. B) Comisura a nivel caudal (AP 8.7), donde
se¢ observan ambas divisiones anterior y postcrior. Ca= comisura anterior, Cap= comisura
anteroposterior (Paxinos y Watson,1982).

La division anterior se deriva de las fibras comisurales del nacleo olfatorio
anterior, las cuales se proyectan a los mismos niicleos del lado opuesto asi como al
bulbo olfatorio, bulbo accesorio olfatorio y la corteza prepiriforme. Ademas, cabe
mencionar que algunas fibras de la estria terminalis originadas en la amigdala también
atraviesan por la comisura anterior (De Olmos y col., 1985). La divisién posterior

conecta el area de la neocorteza temporal de cada lado (De Olmos y col., 1985).

Los estudios neuroanatomicos del sistema nervioso se han revolucionado durante
las dos ultimas decadas, debido al desarrollo de nuevas técnicas, una de éstas es el
empleo del transporte axonal con la finalidad de encontrar conexiones en el sistema
nervioso central. Anteriormente, las proyecciones neuronales eran mapeadas mediante

la degeneracion de los axones, lecalizando tinicamente los cuerpos celulares afectados
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(Ralston, H.J. II1,1990). Sin embargo, ahora con el empleo del marcaje por transporte
axonal anterégrado ¢ retrogrado, se pueden localizar los axones y terminales nerviosas
de cuerpos celulares especificos, como es el caso mediante el trazado autoradiografico
de proteinas, después de haber administrado aminoacidos o aziicares (precursores de
glicoproteinas) marcados radioactivamente, por ejemplo prolina y leucina tritiada. Asi
mismo, la ]ocalizacién de los cuerpos celulares pertenecientes a terminales especificas
pueden ser identificados por el uso de marcadores tales como proteinas, colorantes o
substancias fluorescentes que son endocitados en las terminales nerviosas y
transportados hacia el cuerpo celular. Entre estos marcadores, se encuentran el azul de
Evans, la primulina y la peroxidasa de rabano (HRP), la cual ha sido ampliamente
utilizada para este tipo de estudios (Enerback y col., 1980; Nennesmo y Kristensson,
1982; Mesulam, 1982).

By
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CAPITULO 111



TRANSPORTE AXONAL

GENERALIDADES

Las neuronas son células dinimicas y metabdlicamente activas del Sistema
Nervioso cuyos cuerpos neuronales envian sus terminales a grandes distancias, Por
esta razon, las neuronas poseen mecanismos complejos de transporte para acarrear
materiales desde el cuerpo celular hasta las terminales nerviosas, y para realizar el

recorrido inverso, transportando sustancias desde las terminales hasta el cuerpo celular,

Existen dos tipos de transporte axonal: el lento denominado flujo axoplasmico y

el rapido denominado transporte axénico.

FLUJO AXOPLASMICO

El flujo axoplasmico acarrea materiales tinicamente desde el cuerpo celular hasta
las terminales nerviosas, involucra el movimiento de componentes del citoesqueleto y
membranas citoesqueléticas (Hoffman y Lasek,1975; Bray y Mills,1991) asi como
proteinas asociadas, incluyendo enzimas citoplasmicas de metabolismo intermedio
(Brady v Lasek,1981), La funcion del transporte axoplasmico en una neurona madura,
consiste en renovar el axén continuamente, mientras que en un axon en desarrollo o en
proceso de regeneracion tiene por finalidad aportar el nuevo axoplasma. Los »

componentes del transporte lento viajan a una velocidad de 0.2-2.5 mm/dia.
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TRANSPORTE AXONICO

A diferencia del flujo sxoplésmico, €l transporte axénico es un proceso activo
que depende del aporte adecuado de energia (ATP) y oxigeno. Este puede ser
anterogrado es decir, desde el cuerpo celular hacia las terminales nerviosas y
retrogrado de la terminal nerviosa hacia el cuerpo celular (Fig. 3). Ademas, la

participacion de los microtdbulos es muy importante en el mecanismo del transporte.

Transporte Anterdgrado Rdpide. En este transporte, se encuentra involucrado el
movimiento de vesiculas pequeiias incluyendo vesiculas sinapticas y componentes de
membrana (Grafstein y Forman,1980). Los organelos transportados se mueven a una
velocidad de 400 mmy/dia.

Transporte Retrégrade Rdpido. Es la manifestacion del proceso de endocitosis
normal visto en las células en general. Ademas, incluye el transporte de lisosomas. La
velocidad del transporte retrogrado rapido es aproximadamente de una tercera parte del

componente anterdgrado.

El transporte axénico es un proceso activo que depende del aporte adecuado de
energia (ATP) y oxigeno ( Adams, 1982). Los microtibulos desempefian un papel
importante en el mecanismo del transporte, tienen la caracteristica de ser estructuras
polares dentro del axén, y estan orientados con su polo positivo hacia la terminal
sinaptica, y su polo negativo hacia el cuerpo celular (Heideman y col., 1981; Burton y

Paige, 1981). Los trabajos experimentales con los alcaloides colchicina y vinblastina
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Fig. 3. Esquema representativo de una neurona en ¢l que se puede observar el transporte anterdgrado,

desde el cuerpo celular hacia las terminal nerviosa, y el transporte retrogrado de la terminal nerviosa
hacia el cuerpo celular (Iversen,1981),

23



han demostrado que el transporte axdnico esta relacionado con los microtibulos, ya
que dichas sustancias actian en la integridad de éstos inhibiendo el transporte (Fink y
col.,1973; Karlsson y Sjostrand,1969; Paulson y McClure,1974). Ademas de los
microtibulos, en este transporte se encuentran implicadas dos moléculas con actividad
de ATPasas: la Kinesina y la Dineina -(MAP 1C), las cuales interactian con los
organelos y microtibulos para generar la fuerza necesaria para la motilidad de los
organelos en el axdn, de la siguiente manera: 1) las proteinas pueden estar distribuidas
a lo largo de la superficie exterior de los microtibulos, y el movimiento de los
organelos puede ocurrir por el paso de éstos a lo largo de una serie de moléculas (Fig.
4A). 2) la superficie de los organelos puede servir como un sitio de adhesién a la
molécula, la cual puede interactuar transitoriamente con la pared de los microtibulos
durante la produccion de fuerza (Fig. 4B). Esta ultima es la mas aceptada, participando
la Kinesina en el transporte anterégrado y la Dineina en el transporte retrogrado
(Vallee y Bloom, 1991) (Fig. 5).
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Fig. 4. Mecanismos alternativos para el movimiento de los organelos a lo largo de los microt-
bulos. (A) El organelo interactua transitoriamente con un grupo de proteinas fijas en los microtii—
bulos. (B) Un organelo con moléculas de la proteina ligadas en su superficie puede interactuar
transitoriamente con los microtabulos (Vallee y Bloom, 1991).

cuerpo celular «——

'7' *Y((. DINEINA
- m : ww:}irzzémf +

KINESINA

=——* terminal axénica

Fig. 5. Representacion de un organelo utilizando la proteina Kinesina en el transporte
anterdgrado 6 la Dineina citoplasmica en el transpore retrogrado (Vallee y Bloom, 1991).
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La técnica neuroanitomica empleada en esta tesis es la deteccién histoquimica
de la peroxidasa de rabano (HRP), Ia cual ha sido utilizada en el trazado de vias
neuronales en el sistema nervioso central (Divac y col., 1984; Ottersen, 1982). Con
esta técnica se puede localizar el cuerpo celular de una neurona en el cerebro, asi como

las conexiones neuronales entre una estmctura y otra,

La HRP es una glicohemoproteina, con un peso molecular de 40,000 y un
didmetro de 5.34 nm en estado hidratado. Esta molécula es endocitada facilmente por
las terminales sinapticas y transportada retrégradamente hacia el soma neurcnal. La
HRP, puede ser conjugada con la lectina aglutinina de germen de trigo (WGA), por

medio de enlaces covalentes (Gonatas y col., 1979). La WGA__se liga a_sitios

especificos de la membrana como_son los residuos dcidos N-acetil-D-glucosamina y

N-gcetilneuraminico, los cuales son ubicuos en las membranas neuronales (Karlsson,

1979; Gonatas y col., 1979), asi el complejo HRP-WGA entra a la neurona a través
del proceso de endocitosis adsortiva, siendo captada y transportada en direccion

retrgrada, anterograda, colateral y transganglionar.
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HIPEREXCITABILIDAD Y TRANSPORTE AXONAL

En diversos estudios se ha mostrado que el estado de la actividad neuronal
influye en los procesos de endocitosis y exocitosis. Cuando se aplican estimulaciones
eléctricas se presenta un incremento en la exocitosis asi como un aumento
compensatorio en la endocitosis (Ceccarelli y col., 1973; Cooke y col., 1975; Dolivo y

col., 1977; Holtzman y col., 1973; Heuser y Reese, 1973; Teichberg y col., 1975).

Asi mismo, en varios trabajos en los cuales se ha utilizado la peroxidasa de
rdabano (HRP) como trazador, se-ha demostrado que la actividad neuronal también
influye en la recaptura y transporte de dicha sustancia. Existe una interaccion dinamica
entre la actividad de la neurona y la cantidad de endocitosis y transporte axonal de ésta
(Broadwell y col., 1979; Litchy, 1973; Nishino y col., 1979).

Por otra parte, existen evidencias que sugieren que la hiperactividad n;:uronal
producida por e! kindling eléctrico involucra a los procesos de endocitosis, exocitosis y
los mecanismos relacionados con el transporte axonal. Langmeier y col. (1980)
realizaron un estudio en el cual estimularon eléctricamente la corteza cerebral
somatosensorial y examinaron por medio de microscopia electronica la region
homotépica del hemisferio contralateral, encontraron un incremento significativo en el
niimero de vesiculas sinapticas en os animales estimulados. En otro estudio Langmeier
y col. (1983) llevaron a cabo otro andlisis cuantitativo, por medio de una evaluacién
planimétrica mediante microscopia electrénica en la corteza somatosensorial;
observaron un incremento en el nlimero de sinapsis que presentan signos de exocitosis,
asi como un aumento en el nimero de vesiculas sinapticas en proceso de exocitosis en

los animales de experimentacion de 3.8% a 5.9% y de 0.7% a 11.4% respectivamente.
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La cantidad de sinapsis con signos claramente demostrables de endocitosis también se

incrementa de 2,8% a 7.1%y la cantidad de vesiculas sinapticas paso de 2.1% a 3.7%.

También se ha establecido que cuando se aplican inhibidores de la sintesis
proteica como cicloheximida en la Rana catesbeiana y anisomicina en 1a rata, hay una
supresion del kindling. Esto sugiere, que'el kindling requiere de una sintesis proteica
activa, la cual es muy importante para la reaiizacic’)n de muchos eventos neuronales
(Morell y col, 1979; Jonec y Wasterlain,

1979),

Ademas, Morrell y Morrell (1983) han demostrado la importancia que tiene el
transporte axonal para que se produzca el paso de informacién transinaptica a través de
la comisura en la Rana catesbeiana para formar un foco epiléptico secundario,
mediante una técnica que distingue el trafico de potenciales de accion del transporte
axonal, al aplicar colchicina, la cual dafia el transporte axonal,pero mantiene la
transmision eléctrica intacta; y bloqueando los potenciales de accion con lidocaina y
sin modificar el transporte axonal. Los animales tratados con lidocaina desarrollaron
un foco epiléptico secundario,mientras que en los tratados con colchicina, este foco no
se desarroll6. Esto demuestra que el kindling requiere de una sintesis de proteinas y

también del transporte axonal para desarrollar un foco epiléptico secundario.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las evidencias sefialadas en los antecedentes indican, que la hiperactividad
neuronal, produce modificaciones en los procesos de endocitosis y exocitos'is, asi
como en el transporte axonal (Broadwell y col,, 1979; Ceccarelli y col., 1973; Cooke y
col., 1975; Dolivo y col., 1977; Holtzman y col., 1973; Heuser y Reese, 1973; Litchy,
1973; Nishino y col., 1979;Teichberg y col., 1975)

La heperhecitabilidad neuronal producida por el kindling genera variaciones
importantes en las concentraciones de newrotransmisores que se acompafian de
alteraciones en la transmisién tanto électrica como quimica, asi como en los procesos
de endocitosis, exocitosis. Ademés es necesario el transporte axonal de ciertas
moléculas para que se produzca el paso de la informacion transinaptica para obtener un
foco epiléptico secundario (Bajorek y col., 1986; Kalichman, 1982; Langmeier y col,,
1980 y 1983; Morrell y Morrell, 1983; Siggins y col., 1986).

Sin embargo, no hay estudios que demuestren que los cambios,que se producen
debido a la hiperexcitabilidad neuronal como consecuencia del kindling, estén
asociados también con una alteracién en la velocidad del transporte axonal. Por lo que
el objetivo de este estudio es conmocer si la velocidad del transporte axonal estad

modificada,
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HIPOTESIS

Si el estado de la actividad neuronal influye en los procesos de recaptura y
transporte axonal, entonces en el kindling eléctrico amigdalino, en el cual se produce
una hiperexcitabilidad neuronal, la velocidad en el transporte axonal del trazador HRP-

"WGA en las fibras comisurales amigdalinas puede estar alterado.
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OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es determinar la velocidad del transporte axonal del
trazador peroxidasa-aglutinina de germen de trigo (HRP-WGA), en las fibras
comisurales amigdalinas, en ratas sometidas al "kindling"” eléctrico en el nicleo
basolateral amigdalino que han presentado diez o més crisis convulsivas generalizadas,

comparadas con ratas falso operado y controles.

31



MATERIAL Y METODO

ANIMALES EXPERIMENTALES

Se utilizaron 69 ratas macho de la cepa Wistar de 280 a 310 gr de peso, las cuales
fueron mantenidas en condiciones de temperatura y luz controladas (23 + 1 °C con 12

horas de iluminacion comenzando a las 6:00 hes ) con agua y alimento ad libitum.

GRUPOS EXPERIMENTALES
Para su estudio los animales fueron agrupados de la siguiente manera:

1) Grupo Control: ratas que no recibieron ningiin tratamiento.

2) Grupo Falso Operado: ratas implantadas con un electrodo en amigdala izquierda,
pero que no fueron estimuladas.

3) Grupo Kindling: ratas implantadas con un electrodo en amigdala izquierda y que

fueron estimuladas hasta producir diez crisis convulsivas generalizadas.

IMPLANTACION DEL ELECTRCODO

Las intervenciones quirirgicas para la implantacion det electrodo de estimulacion
y registro se llevaron a cabo en animales anestesiados con una dosis de pentobarbital
sédico de 40 mg/kg de peso. Una vez anestesiada la rata se colocé en el aparato
estereotaxico y se le implanté en la amigdala basolateral izquierda un electrodo bipolar

trenzado. Se utilizaron las coordenadas estereotixicas (Paxinos y Watson,1982)
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(anterior 6.2; lateral 5; altura 1.5) para la colocacion del electrodo que se llevé a cabo
con la ayuda del registro de la actividad eléctrica bajo el criterio de la actividad
espontinea y de los potenciales evocados a la estimulacion olfativa y somato sensorial
(Talavera y col., 1989). Los electrodos y el conector se fijaron en el craneo por medio
del pegamento super bond y acrilico dental. Una vez terminada la implantacién los

animales fueron sometidos a un periodo de recuperacion post-quirirgico de una

semana.

ESTIMULACION AMIGDALINA

Una vez terminado el periodo ‘de recuperacion, se inicié elkindling amigdalino.
Los parametros de estimulacion utilizados fueron los siguientes: un tren de un segundo
de duracién, constitnido por pulsos rectangulares de 1 mseg de duracién a una
frecuencia de 60 Hz. La intensidad de los estimulos se determiné a partir del umbral a
la posdescarga * y fu€ entre entre 70 y 150 nA. La bisqueda de esta intensidad umbral
se llevd a cabo al aplicar estimulos de intensidad creciente a intervalos de 5 minutos,
La estimulacion inicial fué de 70 pA, la cual fue incrementiandose de 10 en 10 pA,
hasta producir una breve posdescarga de varios segundos constituida por 5 a 10 espigas
de alto voltaje y acompaiiada por la conducta caracteristica de cierre del ojo ipsilateral.
La actividad neuronal fué amplificada y monitoreada en el osciloscopio e impresa en

papel con la ayuda de un poligrafo de un canal.

*  El umbral a la posdescarga amigdalina esta definido como la intensidad minima de estimulacion,
que pucde provocar una posdescarga en la estructura cercbral estimulada y cambios conductuales que
pucden ser: inmévil, giro y cierve def ojo.
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La estimulacion amigdalina se llevé a cabo dos veces al dia: a las 9:00 y a las

15:00 hrs, cinco dias a la semana.

La evolucion del kindling se evalué por la duracién de las posdescargas y por la
conducta de los animales, tomando como referencia los criterios definidos por Racine

(1972a).

La duracion de la posdescarga (PD) dada en segundos, asi como ios diferentes
estadios conductuales presentados en cada estimulacion fueron promediados y

graficados.
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INYECCION DEL COMPLEJO HRP-WGA*

Las ratas de los grupos: control, falso operado y kindling fueron sometidas al
mismo procedimiento de inyeccién. Se inyectaron en el nicleo amigdalino basolateral
derecho de 10 a 20 nanolitros del complejo peroxidasa de rabano-aglutinina de germen
de trigo HRP-WGA (sigma), disuelta al 10% con solucién salina estéril, en el nicleo

amigdalino basolateral derecho.

La inyeccién del complejo HRP-WGA se llevo a cabo anestesiando a los animales
con una dosis de pentobarbital sédicode 40 mg/kg de peso. Una vez anestesiada la rata
se colocd en elestereotaxico para realizar la inyeccion del complejo HRP-WGA
pormedio de un electrodo de vidrio con una punta de diametro de 10-20 micras. Este
electrodo estaba unido a una jeringa Hamilton de un microlitro, montada en una torre
micrométrica para estereotédxico. Se tomaron 10 nanolitros de azul de pontamina** y
100 nanolitros de nugol** antes de subir los 20 nanolitros del complejo HRP-WGA.
La inyeccién se realizé en el nicleo amigdalino basolateral contralateral al sitio de
estimulacion, siguiendo las éoordenadas estereota xicas de Paxinos y Watson (1982)
(anterior 6.2, lateral derecho 5, altura 1.5). Después de inyectar los 10- 20 nanolitros
de HRP-WGA se esper¢ unos segundos y se sacd el electrodo, el trepano se selld con
cera de hueso y se suturd la piel con hilo quirirgico estéril. Una vez terminada la
inyeccion, los animales fueron sometidos a un periodo de sobrevivencia de 12, 24 y
48 horas (Tabla 5).

* Veranexol
** Estas solucioncs sirvicron como indicadores a la hora de inycctar los 20 nanolitros dc HRWGA.
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TABLA 5

Muestra el niimero de animales utililizados en cada grupo
experimentales a diferentes periodos de sobrevivencia

tiempo - de sobrevivencia
condicion 12 hrs 24 hrs 48 hrs
experimental
CONTROL | = - n=10 : n=16
FALSO n= n=4 n=7
OPERADO
KINDLING =7 n= n=15

FIJACION Y OBTENCION DEL CEREBRO*

Los animales fueron anestesiados con una "sobre dosis de pentobarbital sédico y
se fijaron por perfusién via intracardiaca con 250 ml de solucién Ringer (pH 7.2 a 37
°C), 250 ml de solucion fijadora (paraformaldehido 5%, glutaraldehido 25% en buffer
fosfatos 0,1 M, pH 7.2) pH 7.2 a4 °C, Posteriormente se extrajeron los cerebros y se
colocaron en 50 ml de la solucién fijadora. El periodo de post-fijacién fue de 24 horas
a4 °C. A continuacion los cerebros se colocaron en una solucién de sacarosa al 10%

en buffer fosfatos 0.1 M pH 7.2, para su crioproteccion.

* Ver anexo Il
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CORTES HISTOLOGICOS DEL CEREBRO

Los cerebros fueron cortados en un microtomo de congelacion. A estos se les
realizé un corte posterior a nivel de puente y una muesca a lo largo del lado derecho.
El cerebro se colocd en posicién posterg-anterior y se congelo a 20 °C.Se realizaron
cortes coronales de 40 micras de espesor, recolectandose a partir de la anterioridad de
11.7 (un corte cada 80 micras) hasta 3.7 y de aqui hasta 1.2 (un corte cada 120 micras).
Los cortes se colocaron en buffer fosfatos (0.1 M,pH 7.2).

REACCION HISTOQUIMICA*

Para el revelado del complejo HRP-WGA, se utilizé agua oxigenada (H:0:) como
substrato y tetrametilbenzidina (TMB) como cromogeno, la cual da un producto de
reaccion facilmente visible y de color café oscuro en el sitio de actividad del complejo
HRP-WGA.

Las soluciones fueron preparadas de acuerdo al método de Mesulam (1982).

Solucitn A: 92.5 ml de agua destilada, 5 ml de buffer acetatos 0.2 M (pH 3.3} y 100

mg de nitroferrocianuro de sodio (Merck).

Solucién B: 5 mg de tetrametilbenzidina (sigma) disuelta en 2.5 ml de etanol absoluto.

* Ver anexo 111
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Los cortes fueron lavados 3 veces por un minuto en agua destilada. Posteriormente,
se realiz6 el periodo de preincubacién, se mezcl6 la Solucién A con la Solucién B en
los cortes de tejido flotados, los cuales fueron colocados en una plancha con
movimiento y en obscuridad durante 20 min, al término de este tiempo se prosiguié a
realizar la reaccion enzimatica, se adiciond de 2-4 ml de H:0: al Q.3 % hasta obtener
una sensibilidad maxima, durante 20 min; Después, los cortes fueron lavados 3 veces
por un minuto en buffer Acetatos (0.02 M a 4 °C), y se montaron en portacbjetos

gelatinados*.

CONTRATINCION

Todos los cortes se contratifieron con Safranina al 0.01%, debido a que esta
técnica ofrece un excelente contraste de color entre el producto de reaccion (café de la
TMB) y el color (rojo) que presentan los cuerpos neuronales después de la
contratincién. Posteriormente, los cortes se deshidrataron y se montaron con resina

sintética.

ANALISIS HISTOLOGICO

El andlisis de los cortes se llevéd a cabo por microscopia Optica. La informacion
obtenida del niimero de neuronas y fibras positivas a la HRP-WGA fue ilustrada en
esquemas del atlas de Paxinos y Watson (1982). Se tomaron fotomicrografias a
diferentes aumentos a nivel de las fibras comisurales y sitio de inyeccion, asi como de

neuronas marcadas con HRP-WGA, para cada uno de los grupos estudiados.

* Ver anexo IV
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RESULTADOS

DESARROLLO DEL KINDLING

La evolucién del kindling se evalué por 'la duracién de la posdescarga (PD) y por la
conducta presentada, durante cada estimulacion (1-30), en cada uno de los animales
12, 24 y 48 horas (n=23); asi como en los animales de 48 hrs (n=6), en donde se
encontro el sitio de inyeccion en el micleo basolateral amigdalino (6.2). Estos valores
fueron promediados y graficados (Gnicamente, se presentan a continuacién los

resultados para el grupo n=6).

La figura 6. muestra el desarrollo gradual en la duracién de 1a PD medida en segundos,

durante la evolucion del kindling.

En Ia figura 7 se muestra la evolucién de las fases conductuales* (65 estimulaciones)
durante el desarrollo del kindling, en el grupo en el cual se encontrd la inyeccion de
HRP-WGA en la anteroposterioridad 6.2. En donde se. puede observar que en el
estimulo 10 los animales ya han alcanzado una fase I y en el estimulo 40 presentan la
primera crisis convulsiva generalizada. Es importante sefialar que el retraso que
presenta este grupo no tiene nada que ver con la inyeccion de HRP-WGA ya que es un

grupo homogéneo en cuanto a que presentd 10 o mas crisis convulsivas.

* En esta descripcion se representa con niimeros romanos, cada estadio conductual presentado por los
animales estimulados (Tabla 4)
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Fig. 6. Duracién de ia posdescarga medida en segundos, durante el desarrollo del kindling, en el
grupo (48 hrs) en donde el sitio de inyeccion de la HRP-WGA se encontrd en la AP de 6.2 (n=6).
Cada punto representa el promedio +/- &l error estandar para cada estimulacion.
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Fig. 7. Evolucién de las etapas conductuales durante el desarrollo del kindling, en el grupo (48 hrs)

en donde el sitio de inyeccién de la HRP-WGA se encontré en la AP de 6.2 (n=6). Cada punto
representa el promedio +/- el error estindar para cada estimulacion.
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El andlisis histolégico de los sitios de estimulacién, no mostré una gran
variabilidad, es decir, en general ¢l sitio estimulado se localizé en el grupo amigdalino

basolateral (Fig. 8).

Fig. 8. Analisis histoldgico de algunos de los sitios de estimulacion (n=21), en donde se observa
que la mayoria de éstos se encuentran situados en el grupo de la amigdala basolateral (los

circulos llenos, indican el sitio del electrodo).
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La expresién conductual, que acompafia a la actividad electroencefalogrifica
durante el desarrollo del kindling, se encuentra representada (en niimeros romanos) en
la figura 9. Se observa que existe un auiento en la duracion de la posdescarga, asi
como en la frecuencia de las espigas al ir evolucionando el kindling, hasta alcanzar una

fase V en la cual se ha Hegado a la crisis convulsiva generalizada.

LI !
EST

Fig. 9. Registro de la actividad eléctrica cerebral en una rata, inducida por la estimulacion
eléctrica en el nucleo basolateral amigdalino izquierdo, en el cual quedd establecido el fenomeno
del Kindling (Fase V). /
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ANALISIS HISTOLOGICO

La distribucion de la HRP-WGA en el tejido nervioso se detecté mediante el
producto de su reaccidn, el cual se manifiesta por la presencia de granulos café

oscuros, que se encuentran dentro de las fibras y los cuerpos neuronales. Este resultado
se ilustra en la figura 10.

Fig. 10. Fotomicrografia donde se muestra el producto de la reaccion de la HRP-WGA.

Nétense los granulos café oscuros presentes en los cuerpos neuronales ( 4 ). Corte coronal de
40 um, contratefiido con safranina al 0.01%, (250X).
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Para cada grupo experimental, sélo se tomaron en cuenta los animales
experimentales en los cuales se localizd el centro del sitio de inyeccion en el nicleo
basolateral amigdalino (AP 6.2), que se encontré claramente marcado por el producto

de reaccion de la HRP-WGA, como se observa en la figura 11,

Fig. 11. Fotomicrografia del sitio de inyeccion de la HRP-WGA, en el nicleo basolateral
amigdalino (BL).
Corte coronal de 40 um, contratefiido con safranina al 0.01% (16X).
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La distribucién de las neuronas y las fibras marcadas con HRP-WGA, desde el
sitio de inyeccion (AP 6.2) hasta la comisura anterior (AP 9.2), se esquematizaron en
¢l atlas de Paxinos y Watson (1982). Se 'representaron cualitativamente el niimero de
células de la siguiente manera: 1-5 (%), 6-10 (W), 11- 20 (@), 21-30 (O0), 31-40 (a),
més de 41 (®) y fibras (32).

En este trabajo se presentan esquemas y fotomicrografias de los grupos
experimentales con un tiempo de sobrevivencia de 48 horas. Ya que en este tiempo se
detecté la sensibilidad méxima del transporte axonal del trazador HRP-WGA. Se
muestran inicamente para cada grupo experimental ( control, falso operado y kindling)
dos esquemas representativos de dos animales en los que se esquematiza la
‘localizacion, el nimero de células y las fibras encontradas con marcaje de HRP-WGA,
Asi mismo, para cada grupo se presentan fotomicrografias de las regiones comisurales

en donde se pueden observar fibras y células marcadas por la HRP- WGA.

Los esquemas y las fotomicrografias de las fibras comisurales a nivel rostral (AP
9.2) y caudal (AP 8.7) se muestran para cada uno de los grupos experimentales con la

finalidad de poder hacer un analisis comparativo, que el lector podra realizar de

manera visual,
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Abreviaturas

(De las figuras 12, 15 y 18)

Area amigdalina anterior
Nicleo anteroventral talamico
Niicleo amigdalino basolateral
Niicleo amigdalino basomedial
N. amigdalino basolateral ventral
Comisura anterior

Comisura anterior porterior

N. central de la amigdala

N. centrolateral talamico

Claustro

N. medial central tilamico

N. amigdalino cortical anterior
Caudado putamen

Zona de transicion corteza-amigdala
Corteza insular agranular

Corteza olfatoria primaria

Corteza frontoparietal

Fundus striatis

Globo Palido

N. de la banda horizontal limbica
N. amigdalino intercalado

N. amigdalino lateral

N. laterodorsal tilamico

N. amigdalino medial

N. medio dorsal talamico

N. medio dorsal lateral talamico

N. endopiriforme

N. paracentral talamico

N. amigdalino posterolateral cortical
N. paratenial talamico

Palio ventral

N. paraventricular anterior talamico
N. reuniens talamico

N. reticular talamico

Estria terminalis

N. de Ia estria terminalis lateral

N. de la estria terminalis medial

N. del tracto olfatorio lateral

N. del tracto olfatorio lateral dorsal
N. ventrolateral talamico

N. ventromedial talamico

N. ventral posterior lateral talamico
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La distribucién y nimero de neuronas encontradas fueron similares para todas las
ratas control. Se observaron neuronas marcadas con HRP-WGA ipsilateralmente al
sitio de inyeccién en las sigﬁientes regiones: en corteza olfatoria primaria (CzOp),
estria terminalis (St) , nticleos t{alamicos,'globo palido (GP), fundus striatis (FStr). En
ambos lados ipsilateral y contralateral, se encontraron neuronas positivas a la reaccion
en los niicleos amigdalinos, corteza frontoparietal (FrPa) y corteza insular agranular

(CzIA) como se representa en la figura 12.

La densidad de la marca de HRP-WGA en las fibras comisurales en este grupo

fue escasa.

A nivel rostral (AP 9.2) se encontr6 poca marca alrededor de las fibras
comisurales del lado ipsilteral al sitio de inyeccion. Sin embargo, del lado contralateral

el marcaje fue muy tenue (casi nada) en comparacién al grupo kindling (Fig. 13).

A nivel caudal (AP 8.7) de las fibras comisurales se present6 inicamente marca
de HRP-WGA alrededor de ésta (Fig. 14).
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Fig. 12. Esquemas de cortes coronales a diferentes niveles de anteroposterioridad desde 9.2 a
6.2, donde se muestra la distribucion de las neuronas y fibras positivas a la HRP-WGA para
dos animales del Grupo Control, los cuales presentan la misma distribucidn,

La localizacion de las neuronas se representa en cada esquema con * :1-5 neuronas, M:6-10
neuronas, ®:11-20 neuronas, [J :21-30 neuronas, 4 :31-40 neuronas, & :mas neuronas, Las
lineas discontinuas representan fibras marcadas ().
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. Fig, 13. Fotomicrografias del Grupe Control a nivel rostral de la comisura anterior (AP 9.2).
A, muestra la comisura anterior (Ca) a nivel rostral, donde se observa del lado derecho marca

de la HRP-WGA alrededor de la comisura () y células (4) en la zona del

fundus striatis (FStr) y palio ventral (PV), (16X).

By C, Ca lado izquierdo y derecho respectivamente(100X). Observese la marca en C ().

Cortes coronales de 40um, contratefiidos con safranina al 0.01%.
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Fig. 14. Fotomicrografias del Grupo Control a nivel caudal de la comisura anterior (AP 8.7).
En A se muestra la comisura anterior (Ca) a nivel caudal, en donde se observa ligera marca
alrededor de ésta (4), (16X).

B y C muestran los extremos del lado lzquxerdo y derecho respectlvamente de la Ca (100X).
Obsérvese la marca alrededor de la comisura (4p).

Cortes coronales de 40um, contratefiidos con safranina al 0.01%.






" FALSO OPERADO



El grupo falso operado presenté una distribucién similar de las neuronas
marcadas con HRP-WGA, a las del grupo control: ipsilateralmente al sitio de
inyeccion se observaron en corteza olfatoria primaria (CzOp), estria terminalis,
nucleos talamicos, globo palido (GP), fundus striatis (FStr), niicleos amigdalinos. En el
lado contralateral al sitio de inyeccion, se presentd una variacién en la cantidad de
neuronas marcadas, en los nicleos amigdalinos, corteza frontoparietal (FrPa) y corteza

insular agranular (CzIA) (Fig. 15).

" De la misma manera, la densidad de la marca en las fibras comisurales a nivel

rostral (Fig. 16) y caudal (Fig. 17) fue muy pobre en comparacion al grupo kindling.
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Fig. 15. Esquemas de cortes coronales a diferentes niveles de anteroposterioridad desde 6.2 a
9.2, donde se muestra la distribucion de las neuronas y fibras positivas a la HRP-WGA para
dos animales del Grupo Falso Operado; los cuales presentan distribucion similar.

La localizacion de las neuronas se representa en cada esquema con :1-5 neuronas, B:6-10
neuronas, @®:11-20 neuronas, (3:21-30 neuronas, a :31-40 neuronas y ®:més neuronas. Las
lineas discontinuas representan fibras marcadas (%)
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Fig. 16. Fotomicrografias del Grupo Falso Operado a nivel rostral de la comisura anterior (AP
9.2).

En A, se observa ligera marca en la Ca (4\) del lado derecho y células en FStry PV. (16X).

En B y C, Ca lado izquierdo y derecho respectivamente (100X).

Observese ligera marca alrededor de la comisura en C ().

Cortes coronales de 40 um, contratefiidos con safranina al 0.01%.






Fig. 17. Fotomicrografias del Grupo Falso Operado a nivel caudal de la comisura anterior
(AP 8.7).

En A, se observa marca ligera alrededor de la Ca (4) (16X).

En B y C, observese marca ligera en ambos extremos de la Ca (4+) (100X).

Cortes coronales de 40 pum, contratefiidos con safranina al 0.01%.
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KINDLING



Las neuronas marcadas con HRP-WGA en este grupo experimental se
encontraron, al igual que en el grupo control, en las siguientes regiones: corteza
olfatoria primaria (CzOp), estria terminalis (st), nicleos talamicos, globo pélido'(GP),
fundus striatis (FStr). También en ambo's lados ipsilateral y contralateral al sitio de
inyeccién en fos nicleos amigdalinos, corteza frontoparietal (FrPa) y corteza insular
agranular (CzlA). Sin embargo, se observa que existe un aumento en el nimero de las .

neuronas marcadas en la regién contralateral al sitio de inyeccion en los niicleos

amigdalinos (Fig. 18).

Ademas en este grupo se observd un incremento en la densidad del marcaje en

las fibras comisurales.

A nivel rostral ‘(AP 9.2) se encontrd un aumento en la densidad de la marca a lo
largo de las fibras comisurales de ambos lados ipsilateral y contralateral al sitio de

inyeccién como se muestra en la figura 19,

A nivel caudal (AP 8.7) de las fibras comisurales se presenté marca de HRP-
WGA, a lo largo de la parte superior de ésta, asi como en las fibras de la estria
terminalis y comisura posterior del lado ipsilateral y contralateral al sitio de inyeccién
(Fig.20).
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Fig. 18. Esquemas de cortes coronales a diferentes niveles de anteroposterioridad desde 6.2
hasta 9.2, donde se muestra la distribucion de las neuronas y fibras positivas a la HRP-WGA
para dos animales del Grupo Kindling; los cuales presentan la misma distribucion.

La localizacion de las neuronas se representa en cada esquema con « :1-5 neuronas, 8:6-10
neuronas, ®:11-20 neuronas, [1:21-30 neuronas, a :31-40 neuronas y @: mas neuronas. Las li
neas discontinuas representan fibras marcadas (9.
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Fig. 19. Fotomicrografias del Grupo Kindling a nivel rostral de la comisura anterior (AP 9.2).

En A, se muestran ambos lados de las fibras comisurales marcadas con HRP-WGA (%),
-(16X).

Como se puede observar en B y C, la marca es muy densa en ambos fados a lo largo de las
" fibras comisurales (4+) (100X).
Cortes coronales de 40 um, contratefiidos con safranina al 0.01%,







Fig. 20, Fotomicrografias de! Grupe Kindling a nivel caudal de la comisura anterior (AP 8.7).
En A se muestra la Ca densamente marcada con HRP-WGA, asi como las fibras de la stria
terminalis (St) de ambos jados (16X).

En By C, se observan las fibras (4+) de St (100X).

Cortes coronales de 40 pm, contratefiidos con safranina al 0.01%.






En la figura 22 se muestran, en forma resumida, los resultados obtenidos sobre
la marca detectada a nivel rostral iy caudal de las fibras comisurales anteriores, en cada
uno de los grupos estudiados: control, falso operado y kindling. Se observa que existe
un incremento en la densidad del marcaje en las fibras comisurales en el grupo

kindling.

CONTROL FALSD OPERADD KINDLING

rig.21. Esquemas de cortes coronales a nivel rostral (9.2) y caudal (8.7) de las fibras
comisurales donde se muestra el transporte axonal de la HRP-WGA en los tres grupos
experimentales. (Paxinos y Watson, 1982).
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CAPITULO VII



DISCUSION

Una de las ventajas que hace favorable al "kindling” como un modelo
experimental de epilepsia, es el de poder estudiar su evolucidn, su instalacién y su
permanencia en los fenoémenos elect.roﬁsiolégicos, conductuales y bioquimicos
(Vindrola y col., 1981; Cain, 1989; Talavera y col., 1989; Cain y col., 1990;
Kamphusis y col., 1990; During y col., 1992; Hernandez y Condés, 1992).

En este trabajo se utilizd el kindling eléctrico amigdalino para evaluar los
cambios conductuales y electroencefalogrificos durante su evolucién e instalacion al
aplicar estimulos de baja intensidad determinados a partir del umbral a la posdescarga
que fué entre los 70 y 150 pA., La intensidad del estimulo vari6 para cada uno de los
animales experimentales; sin embargo, todos llegaron a desarrollar el fendmeno del
kindling al presentar inicialmente posdescargas de corta duracion, la cual aument
durante el desarrollo del kindling ( Figs. 6 ), asi como la frecuencia de las espigas de
la posdescarga como se muestra en la figura 9; propagindose a otras regiones del

cerebro hasta generalizar la actividad epiléptica.

Asi mismo, estos cambios en la duracién y la frecuencia de la posdescarga
estuvieron acompafiados de cambios conductuales durante el desarrollo del kindling
como lo describe Racine, 1972b y Joy, 1985 ( Tabla 4 ). Al considerar que cada
estadio conductual tiene como componente todos los estadios anteriores hasta
culminar en crisis convulsivas generalizadas. Sin embargo, una caracteristica muy
notoria, a la cual no se hace énfasis en estas clasificaciones, y nosotros observamos
durante la instalacién del kindling, fue que después de haber presentado mas de 3
crisis convulsivas generalizadas los animales entraron a un periodo de tono total

misculo esquelético, el cual se manifestd mediante un clonus de patas posteriores.
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El nimero de estimulos requeridos para producir la primera crisis convulsiva
generalizada vari6 para cada uno de los animales experimentales, esto pudo
explicarse al verificar los sitios de implantacion del electrodo en los animales
estimulados ( Fig. 8 ); Se observé que se estimulé el complejo amigdalino, pefo no
s6lo un niicleo en particular, sino diferentes niicleos de este complejo, en algunos de
los cuales se desarrolla mas rapido el fenomeno del kindling que en otros (Le Gal y
La Salle, 1981). Por lo cual, se decidié uniformar el grupo experimental, se tomé en
cuenta como criterio diez 0 mas crisis convulsivas generalizadas a partir de la

primera,

Con respecto a los tiempos de sobrevivencia utilizados después de haber
inyectado el complejo HRP-WGA, se puede decir lo siguiente. En este trabajo de
tesis, se mostraron los resultados de los grupos experimentales con un tiempo de
sobrevivencia de 48 horas. Ya que en este tiempo se detect6 la sensibilidad maxima
del transporte axonal del trazador HRP-WGA hacia el lado contralateral al sitio de
inyeccion, lo cual no se observd en los grupos de 12 y 24 horas ya que estos
l'micax_nente presentaron marcaje del trazador en distancias mas pequefias, como fué
unicamente del lado ipsilateral al sitio de inyeccién. Lo cual nos indica que el tiempo
de sobrevivencia 48 horas es el ideal para que haya paso del trazador hacia el lado

contralateral al sitio de inyeccion.

Los sitios de inyeccién también fueron verificados. Tomando en cuenta
nnicamente los animales experimentales en los cuales se localizé el centro del sitio
de inyeccion en el nicleo basolateral amigdalino AP 6.2 (Fig. 11), que es en donde

este nicleo alcanza su maxima dimension,

En resumen, s¢ puede decir que la técnica histoquimica de la peroxidasa de

rabano conjugada a la aglutinina de germen de trigo (HRP-WGA), empleada para el
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marcaje de la via neuronal de interés que ha sido utilizada en este trabajo de tesis, al
igual que en otros estudi'os neuroandtomicos, no es sélo una herramienta para el
estudio de las conexiones de neuronas y fibras entre sitios distantes, sino también es
util para el estudio de la actividad neuronal ( Nishino y col.,1979; Broadwell y
col.,,1979; Litchy, 1973). De esta manera nuestros resultados muestran, que en el
grupo experimental kindling existe un incremento en el transporte axonal del trazador
a nivel de las fibras comisurales (Figs. 19 y 20). Asi mismo existe un aumento en el
numero de neuronas marcadas en Ia region contralateral al sitio de inyeccién en los
nicleos amigdalinos ( Fig, 18), lo cual no se observd en los grupos control (Figs. 12,
13 y 14) y falso operado ( Figs. 15,16 y 17).
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CONCLUSION

El Kindling es un buen modelo experimental de epilepsia.

Se corroboré que los niicleos amigdalinos estan interconectados entre si , ya que
el producto de reaccion de la HRP-WGA se encontrd en neuronas del lado
contralateral al sitio de inyeccién de dicho complejo, asi como en las fibras que pasan

por la comisura anterior e interconectan estos niicleos, lo que hace posible su
medicion.

Los resultados sefialan que el grupo epileptizado presenta un incremento en el
transporte axonal; medido como un aumento en la cantidad de fibras que muestran el
trazador y la localizacién de cuerpos neuronales en puntos mas distantes al sitio de
inyeccion, al compararse con los grupos control y falso operado que manifiestan menor
marcaje. Este hecho sugiere que el incremento en la actividad neuronal, producida por
el fenémeno kindling, se correlaciona con un incremento en la captura y transporte
axonal del trazador HRP-WGA,

Este trabajo, deja un campo de investigacion abierto para seguir explorando dicho
proceso.
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CAPITULO VIII



ANEXOS

ANEXO 1

INYECCION DEL COMPLEJO HRP-WGA

Material:

Jeringa Hamilton de 1 microlitro

electrodos de vidrio con un didmetro en la punta de 10 micras
lacre 6 cera dental (denta! sticks)

mechero

jeringa con canula

estereotaxico

torre micrométrica

material de cirugia

Reactivos:

Nugol

Sol. de azul de pentamina

Sol. de peroxidasa ;!e rabano conjugada con aglutinina de germen

de trigo al 10% SIGMA No. de Cat. L.7017

Electrodos:

1) Se preparan electrodos de vidrio los cuales deberan tener una punta de 1 cm de
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largo como minimo y una punta de 10 a 20 micras de diametro.
2) Colocar tanto en Ia jeringa como en el electrodo el nugol necesario.

3) Sellar con lacre, cuidando de que no queden burbujas y que el sellado sea perfecto,

4) Colocar la jeringa en la torre.

Método:

1) Calibrar el electrodo en "cero"

2) Colocar a la rata y checar de nuevo el cero estereotaxico

3) Hacer un trépano, de acuerdo a las coordenadas para el niicleo basolateral
amigdalino sefialadas en el atlas de Paxinos vy Watson,

4) Tomar 10 nanolitros de azul de pontamina

5) Tomar 100 nanolitros de nugol

6) Cortar meninges

7) Tomar de 10 a 20 nanolitros de peroxidasa

8) Colocar el electrodo en el micleo basolateral amigdalino

9) Inyectar la peroxidasa

10) Esperar unos segundos

11) Sacar electrodo

12) Sellar con cera de hueso el crineo

13) Coser y vigilar que la rata permanezca en buen estado en el periodo post-

operatorio.
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Caracleristicas de la peroxidasa:
Lectin from triticum vuigaris (Wheat germen) Peroxidase Labeled

SIGMA. No. L-7017.

Preparacién:

Peroxidasa al 10%. La sustancia se disuelve en el frasco que la contiene en 10

microlitros de solucion salina.

Posteriormente se preparan alicuotas de 2 microlitros y se guardan en congelacién.

ANEXO IT

PERFUSION:

Se lleva a cabo por via intracardiaca y se utilizan las siguientes soluciones:
a) Ringer pH 7.2a37 °C
b) FijadorapH 7.2~ 7.4,a4°C

c) Sacarosa al 10% en buffer fosfatos pH 7.4, a 4 °C

Preparacién Sol. Ringer:

Se prepara inicialmente una solucién stock concentrada, de la cual para cada

experimento se toma una alicuota que se diluye.
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Solucién Stock

NaCl.....cooceevrrirrens 90 gr
KCl......ocoveeernrirenn 42 ex
CaCl.veeervinininnnne 24¢r

. agua destilada hasta completar 1000 ml.

Solucién Ringer para perfundir (300 mi/rata)

Sol. Stock................ 100 mi
Agua destilada............ 900 ml
NaHCO ......cccovevieveee 0.15gr

Checar el pH 7.2 - 7.4 y calentar a 40 °C (perfundir a 37 °C). Adicionar 1 ml de
anticoagulante Heparth sol. inyectable 5000 U.1./ml,

Solucién Fijadora (400 ml/rata)

Para preparar esta solucién se necesita buffer fosfatos 0.1 M, pH 7.2.

POsH:Na H:0.............. 5.38 gr/lt

PO: H: Na anhidrido ........ 8.66 gr/lt

Medir el pH, éste normalmente es de 6.8 y hay que llevarlo a 7.2 con NaOH al 10%.

Con este buffer se prepara una solucion al 5% de paraformaldehido. Esta se calienta
hasta 60 °C en agitacion constante, para disolver el paraformaldehido (no debe de
pasar de dicha temperatura). Inmediatamente después, se enfria la solucion en agua

corriente y se filtra. Para cada 400 ml de la solucion fijadora es necesario preparar 40

ml de esta solucion.
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Solucién Fijadora
buffer fosfatos........... 327 ml

Sol. de paraformaldehido (filtrada)........ 40 ml

Para la perfusién se utilizan 300 ml, los 100 ml restantes se utilizan para la post-

fijacion.
Solucién de lavado (300 ml/rata)

Es una solucidn de sacarosa al 10% en buffer fosfatos, de esta solucién se
utilizan en la perfusién 250 ml. Los otros 50 ml restantes se ocupan para la

incubacién posterior a la post- fijacién (25 gr. de sacarosa Merck 6 J.T Baker en 250
ml de buffer).

Después de perfundida la rata, se obtiene el cerebro y se coloca en 100 ml de

sol. fijadora durante 24 hrs, posteriormente se cambia a la solucion de sacarosa al
10%.

ANEXO Il

- Para llevar a cabo la reaccién enzimatica es necesario tener un stock de los

siguientes reactivos y materiales:
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ESTA YESIS RO mrgp
Buffer Acetatos 0.2M, pH 3.3 SAUR T 14 moonzes

Preparar 100 ml de A y 50 ml de B

A) Sol. 0.2 M de ac. acético

B) Sol. de acetato de sodio 0.2 M 16.40 gr de CH:COONa en 1000 ml.
Para 100 ml de buffer:

Tomar 46.3 de Ay 3,7 de B, medir el pH y llevarlo a 3.3 con acido &cetico diluido.

Agua oxigenada al 0.3 %

Tomar 1 mi de H:0: al 30% (Merck) y aforar a 100 ml! de agua destilada. Preparar en

el momento.

ANEXO 1V
Portaobjetos Gelatinados

Preparacion de la sol. de gelatina:
Gelatina 1.25 g

Alimina de cromo 0.125 g

Agua bidestilada 250 ml

Disolver la gelatina (60 °C), agregar el alimina y filtrar
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Gelatinizacién de Portaobjetos

- lavar las laminas con 4c. nitrico 5 a 10 min

- lavar con agua corriente

- dos bafios con alcohol 95 °C

- colocar las ldminas en un porta liminas

- sumergirlas en un recipiente con agua destilada

~- escurrir bien

- meterlas en la sol. de gelatina durante 3 min

- escurrirlas y. ponerlas a secar durante una noche a 40 °C

- guardarlas a temperatura ambiente.
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