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RESUMEN

La epilepsia sintomatica frecuentemente ocurre en sujetos con un granuloma cronico en
parénquima cerebral, siendo una de las causas mas frecuentes de epilepsia de inicio
tardio. Mucho de lo que se sabe acerca de la epilepsia, se ha derivado directa o
indirectamente de los modelos animales (Fisher, R.S., 1989). La actividad convulsiva,
existe en forma potencial tanto en animales como en el hombre (Ajmone-Marsan and
Ralston, 1957; Mirski, 1986; Bircher, 1962}, la estimulacion eléctrica espaciada y repetida
de ciertos sitios especificos del cerebro provoca la induccién de crisis convulsivas
generalizadas en animales (Goddard et al,, 1969); el Pentilentetrazol (PTZ}, actia como
una sustancia capaz de generar la actividad convuisiva. En este trabajo, se indujo la
formacion de un granuloma en parénquima cerebral similar al que se observa en
infecciones cerebraies provocadas por parasitos como en la Neurocisticercosis (NCC),
mediante la microinyeccion de silicatos de aluminio {Kaolin} o0 magnesio (Talco). Se
eligieron los nicleos amigdalinos por la gran susceptibilidad de estas estructuras para
presentar actividad epiléptica. Se utilizaron 36 gatos con un peso promedio de 3.5 Kg
que se separaron en dos grupos: a) control sin granuloma {n=11} y b} experimental con
granuloma, de Talco {(n=15) o de Kaolin (n=10). Se implantaron esterotdxicamente
electrodos bipolares concéntricos en ambas amigdalas y en la corteza motora de ios
animales de ambos grupos y se registré su actividad electroencefalografica (EEG)
mensualmente durante un afo. Al término de este tiempo, se aplicaron dosis crecientes
de muiltiplos de 3 mg/Kg de PTZ por via intraperitoneal (IP) hasta inducir Crisis Parciales
(CP) y Crisis Generalizadas (CG). Una vez determinado el umbral para las crisis
inducidas por PTZ, después de un tiempo de reposo, los animales se sometieron a
estimulacién eléctrica segun el modelo de! Kindling hasta alcanzar las crisis convulsivas

(Goddard, et al, 1969); se midid la latencia a la primera crisis y la duracion de la




potsdescarga. Una vez establecido el kindling los animales se sacrificaron po perfusion
intracardiaca, y se diseco el cerebro para realizar estudios de Tomografia y Resonancia
Magnética que permitieran la localizacion e indentificacién del granuloma. Para
reconocer y describir el granuloma se procesaron los cerebros mediante las técnicas de
Hematoxilina-Eosina, Tricrdmica de Masson, Holzer y Kiliver-Barrera y determinacion de
proteina glial fibrilar acida. Durante el registo EEG mensual no hubo diferencias
significativas entre los animales controles y los experimentales. El umbral convulsivo de
fas CP por PTZ fue menor en los gatos con granuloma (Kaolin y Talco) 13.941.0 mg,
comparados con los controles 21.841.9 mg (P<0.07). El umbral para las CG fue similar
en el grupo control 30.8+1.1 mg como en el experimental 32.0£2.0 mg. Al realizar la
estimulacién eléctrica diaria, los resullados que obtuvimos fueron los siguientes: el
desarrollo del kindling en los animales con granuloma se presenié con un retraso
significativo de 31.325.0 dias en la primera CG en comparacion con la observada en el
grupo control 17.441.3 dias (P<0.01). Estos resultados indican que una lesién
granulomatosa en amigdala cerebral facilita la generacién y propagacién de las CP,
mientras que otros componentes de las crisis inducidas por PTZ no son alterados. Por
ofro lado, un granuloma localizado en un sitio epiletogénico inicialmente puede retrasar
ta aparicidén de las crisis evocadas en el drea ipsilateral como contralateral pero una vez

establecidas la crisis, éstas son mas intensas.




INTRODUCCION

Definicién de Epilepsia

Etimolégicamente, la palabra Epilepsia significa: “ser sobrecogide bruscamente”. En
1861, Johns Hughlins Jackson, uno de los fundadores de la Neurclogia modema,
describié con meticulosidad la ahora llamada epilepsia jacksoniana, |a cual se caracteriza
por presentar convulsiones recurrentes, de caracter intermitente, repentino, y descarga
excesiva de neuronas de la corteza cerebral. En 1973, la Liga Internacional cantra la
Epilepsia y la Organizacion Mundial de la Salud define a la epilepsia como * una afeccién
crénica de etiologia diversa, caracterizada por crisis recurrentes, debida a una descarga
excesiva de las neuronas cerebrales (crisis epiléticas), asociadas eventualmente con
diversas manifestaciones clinicas y paraclinicas” (Rubio-Donnadieu, F., 1986). Es uno de
fos transtomos neurolbgicos mas frecuentes e intrinsecos al cerebro desencadenado ya
sea por su tendencia hereditaria o por dafio previo, volviendo a una porcidn del cerebro
inestable electricamente. En los individuos que la padecen a menudo, es [a unica
manifastacién de enfermedad que por lo demds no es evidente, pero que pérsisten
durante toda la vida y obliga a cuidados médicos regulares. Se estima que las epilepsias
efectan entre el 0.5% al 2% de la poblacidn y pueden ocurrir a cualquier edad. Cada
episodio de la disfuncidn neurolégica es considerada como una crisis. Las crisis
convulsivas se pueden manifestar como alteraciones motoras o cambios en la funcién
neurolbgica; por ejemplo, por eventos emocionales, cognocitivos o sensariales (Adams
and Victor, 1993).

Definicién de Granuloma

Los granulomas son reacciones celulares focalizadas contra materiales que son

retenidos en los tejidos, con frecuencia por periodos prolongados de tiempo (Scott, P.




and Sher, A., 1993). Son respuestas inflamatorias complejas a menudo clasificadas
como granulomas de tipo de cuerpo extrafio o de hipersensibilidad y clasificados como
inmunolégicos y no inmunoldgico (Tabla 1). Primeramente, se forma de macrofagos y
fibroblastos, las células que lo constituyen pueden estar en diferentes estados de
maduracién. El patrén de la acumulacién de los monocitos depende del agente y del tipo
de infeccion. (Turk, J.L., 1992; Robbins and Kumar, 1985).

Tabal 1.- Clasificacién de los granulomas

« Inmunolégicos + _No Inmunocidgicos
Tuberculosis -No Téxicos:
Lepra Particulas de carbén
Sifilis Metales no téxicos (Fe}
Esquisctomiasis -Téxicos:
Sarcodiosis Silice
Zirconio Talco
Berilio Asbesto
Activacion de C3
Kaolin
Hidréxido de aluminio

Cuando un pardsito se aloja en parénquima cerebral, por ejemplo como en la
Neuracisticercosis {NCC) un cisticerco, cambios histopatologicos varnan desde una
inflamacién leve hasta una reaccién intensa caracterizada por foci multiples de linfocitos,
células plasmaticas y astrogliosis, eosindfilos, infiltrado perivascular y edema, mas tarde
se forma una capsula delgada de tejido fibroso rodeando al parasito (Escobar, A., 1983).
Posteriormente, esta infeccion induce |a formacién del granuloma compuesto de
astrogliosis y tejido fibroso éste, subsectentemente llega a mineralizarse con depésitos
de calcio; esta calcificacion sustituye al granuloma, en cuya zona que lo limita no hay
necrosis, edema, ni cambios vasculares que afecten al tejido vecino, cuyo signo

neuroldgico mds importante son las crisis parciales o epilepsia de inicio tardio.



&l proceso de calcificacion puede tomar varios afios y cada uno de estos estados

pueden ser identificados por estudios de neurcimagen (Sotelo, J., 1984).
Si se considera que la alteracion mas epileptogena en la NCC es la localizacion de un
granuloma parenquimatoso, mientras mas cortical o cercano a la corteza se encuentre,
més posibilidades tendréd éste de constituir un foco imitativo, es decir mientras mas
cercano se encuentre en areas motoras, sensitivas o limbicas, con mayor probabilidad
originara focos anormales de descarga nauronal (Sotelo, J., 1984).
Clasificacién de [as crisis epilépticas

' La clasificacién conveniente de los tipos de crisis es importante para el diagnostico
apropiado de la epilepsia, para la evaluacién prondstica y para la selecién de la terapia.
La Clasificacion Intemacional de las Crisis Epilépticas, se hace con base al patrdn
electroencefalografico (EEG) que las caracteriza, ictal (la crisis) e interictal (entre ia crisis)
y las divide en dos tipos: el primero categoriza a la epilepsia de acuerdo al tipo de crisis,
estas tienen la desventaja de que, tipos similares de atagues pueden ocurrir en
diferentes cohdiciones y el segundo tipo es de acuerdo a su etiologia, sin ser relevante el
sustrato anatémico y las rutas de expresion, existiendo otras clasificaciones (Dreifuss,
1981; Fisher, 1989; Shorvon, 1986).
Para el clinico, la importancia es_té en tener una correlacién con la patologia subyacente,
el pronéstico y con la sensibilidad a un medicamento particular o terapia quirirgica. Para
el investigador, la clasificacién sirve como un recordatorio, no para inferir conclusiones
excasivamente generales acerca de los maltiples tipos clinicos de epilepsia a partir de
modelos animales limitados (Fisher, 1991).
Las cnsis se clasifican dependiendo de su sitio de inicio en parcial {focat) o generalizada.
Las parciales se dividen en simples (sin pérdida de conciencia) y complejas (con pérdida

o entorpecimeinto de conciencia). A su vez las generalizadas se dividen en ausencias




{peguefioc mal) que pueden presentarse con una breve fijacion al vacio o con breves
automatismos mas ac{ividades motoras como sacudidas de parpados; tonico-clonicas
(gran mal} con caidas, rigidez y sacudidas, acompafadas de pérdida de conciencia y a
veces con incontinencia urinaria, existiendo adem_és otro subtipo de crisis generalizadas,
mioclonicas, tonicas, clonicas, atdnicas y sin clasificar (Fisher, 1991) Tabla 2.

Las manifestaciones de una crisis pueden depender en parte de la edad y estado
conductual del sujeto (privacion de suefio, alerta, actividad) y la localizacién cerebral
donde ocurre Ia anormalidad eléctrica. El tipo mas coman de crisis en humanos adultos
se arigina en las estructuras limbicas o I6bulos temporales (Gloor et al, 1982), éstas
crisis son generalmente precedidas por auras, malestar visceral, y vértigo. Una

clasificacion definitiva de las crisis se hara al parecer, cuando se entienda mejor su

fisiopatologia (Dreifuss, 1981).




Tabla 2.- Clasificacidn de las crisis epilépticas.

I.- Crisis parcial {focal, local}
A. Parcial simple
B. Parcial compleja
C. Crisis parcial c/generalizacién secundaria
Il. Crisis generalizada
A. Crisis de ausencia
B. Crisis mioclonica

C. Crisis clénica
D. Crisis ténica

E. Crisis ténico-clénica
F. Crisis aténica

. Crisis epilépticas sin clasificar

Tomado de Shorvon, 1986

Modeios animales de epilepsia

Hasta la fecha, la principal restriccién que ha dificultado el conocimiento de los
mecanismos intﬁnsicos del origen v difusién de las crisis epilépticas en el carebro son
las consideraciones éticas para experimentar en humanos con epilepsia. Dada la
limitante anterior, ha sido necesario el empleo de modelos experimentales que simulen
algunas de las caracteristicas clinicas y conducluales que se presentan normalmente en
la patologia epiléptica de humanos (Engel, 1991). Los modelos experimentales de
epilepsia son necesarios para: 1) estudiar la fisiopatologia de las epilepsias o crisis
apilépticas, 2) estudiar los mecanismos de accion de farmacos antiepilépticos utilizados
en la clinica, 3) estudiar las alteraciones en la eficacia de los farmacos durante el

fratamiento cronico, 4) estudiar los mecanismos de resistencia de las crisis a los




farmacos y 5) la busqueda de nuevos farmacos antiepilépticos {Léscher, 1983). Con el
uso de estos modelos se pueden estudiar algunos mecanismos basicos de las crisis. La
adecuada eleccion del modelo requiere la consideracién de varios factores como son: la
naturaleza e identificacion de los sistemas neuronales que producen epilepsia, porqué y
cémo se inician y difunden las crisis, qué tipos de patologias dan origen a las crisis, si
estas causan dado al cerebro y el mecanismo de accién de los anticonvulsivantes. Con
base en estos factores y a las variables a estudiar se debe elegir correctamente el tipo
de qrisis que se requiere inducir y la utitidad del modelo para contestar cualquiera de
estas preguntas (Fisher, 1989, 1861).

Son pocas las especies animales gue presentan crisis en forma espontanea (perros,
ratas, ratones, hamsters), sin embargo estos no se utilizan frecuentemente en la prueba
de farmacos anticonvulsivantes dado que son pocos los laboratorios en donde se
pueden adquirir dichas especies ya que son cepas escrupulosamente cuidadas y
seleccionadas, ademas de que las crisis no se pueden inducir en cualquier tiempo, su
frecuencia es baja y no se han demostrado de manera conveniente las similitudes
fisiopatolégicas entre los modelos y fa condicion epiléptica en humanos (Engel, 1992).
Los modelos experimentales de crisis estdn basados en la aplicaciéon de sustancias
quimicas (Penicilina, Acido Kainico, Bicuculina, Pentilentetrazol, Pilocarpina, etc.),
estimulos eléctricos {Electrochoque, Kindling) y sensoriales {Fotoestimulacién, ruido)
directamente al tejido cerebral, por via sistémica y estimulacion sensorial (Tabla 3}).
Todos estos tipos de estimulacion dan origen a manifestaciones conductuales y
electrofisiclégicas que simulan a las crisis epilépticas que se observan en humanos

(Fisher, 1989; 1991; De Deyn et al, 1992).




Tabla 3.- Modelos animales de las crisis epilépticas

« Parcial simple, aguda

-Convulsivantes tépicos: Penicilina, Bicuculina, Picrotoxina, etc.
-Estimulacién eléctrica aguda.

-Sindroma de la abstinencia al GABA.

-Rebanadas de corteza cerebral.

« Parcial simple, ¢ronica

-Metales en corleza: Cobalto, Tungsteno, Hidrixido de aluminio, Zinc, etc.
-Dafio por congelacién.

-Inyeccién de Gangliosidos.

-Epileplogénesis focal sistémica.

s Ténico-clénica genenalizada.

-Genética: mandriles fotosensibles, crisis audiogénicas en ratén, ratas, perros epiléticos.
-Electrochoqtte,

-Convulsivanies quimicos: Pentilentetrazol, Penicitina, Bicuculina, Picrotoxina, etc.

-Trastomos metabdlicos: hipoxia, hipoglicemia, uremia, temperaturas aftas, abstinencia de
drogas.

+ Parcial compleja

-Acide Kalnico.

-Inyecclén en el drea tempestas.
-Kindling.

+ Ausencias generalizadas

-Estimulacién taldmica.
-Focos corticales bilaterales.

« Estatus epiléptico

-Litio-Pitocarpina.
-Cabalto-Homocisteina Tomado de Fisher, 1989,




Pentilentetrazol (PTZ)

El 6,7,8 0-tetrahidro-5H-tetrazol{1 5-a}azepina, también llamado Cardiazol o Metrazot o
Pentilentetrazol (PTZ), es un derivado del tetrazol con accién convulsivante uilizado
desde |a década de 1940 (Richards and Everet, 1944).

A nivel molecular se ha reportado que el PTZ se une al sitio de la Picrotoxina del
complejo receptor GABAwBenzodiazepina (Ramanjaneyulu and Ticku, 1984).
Concentraciones milimolares de PTZ producen despolarizaciones paroxisticas

{Speckman and Caspers, 1973; Fowler and Parlridge, 1984} y alteran la conductancia
del ion cloruro (Prichard, 1971; Pellmar and Wilson, 1977) en neuronas de invertebrados.
DeDeyn y McDonal en 1989, encontraron que se inhibe la conductancia del ibn cloruro
&n cultivo de neuronas de médula espinal de ratén. También el PTZ se ha utilizado como
modeio de kindling quimico (Pinel and Cheung, 1977; Grecksch et al, 1990).

El PTZ se puede administrar por via intravenosa {IV), subcutanea (SC) e intraperitoneal
{IP) a dosis que van desde 50-100 mg/kg en ratones o ratas. Sus efectos se pueden
ohservar a los 30 minutos después de haberlo administrado, su vida media es de
aproximadamente de 3.8 horas manteniéndose constante la concentracion intracerebral
hasta 2 horas después de |a primera crisis, 24 horas después de su administracion las
concentraciones cerebrales han disminuido en forma significativa y son tan pequefias
que los cambios que se producen no se asocian a la actividad de! PTZ (Halonen et al,
1992). La dosis convuisivante 97 (DCw ) det PTZ, es decir la dosis a la que convuisionan
el §7% de los animales es de 85 mg/kg en ratones y de 70 mg/kg en ratas administrados
por via IP o SC y de 27mg/kg en gatos por via IP. Conductualmente el FTZ induce por
orden de aparicion: a) sacudidas mioclonicas, b) mioclonias de miembros anteriores y
posteriores y c) crisis generalizadas tonico-clonicas con pérdida de equilibrio. En el EEG

durante las crisis se observan espigas punta-onda y poliespigas (Fisher, 1981; Lascher

10




et al, 1991, 1993; De Deyn et al, 1992). El origen de esta actividad no se conoce con
certeza pero se ha propuesto que se inicia en sitios subcorticales (Velasco et al, 1975,
Mirski and Ferrendelli, 1986; 1987).

Kindling

E! Kindling es un fendmeno por el cual, estimulos eléctricos repetidos en varias partes
del cerebro, dan como resultado un incremento en la excitabilidad cerebral. Este
fendmeno fue desarrollado y efaborado por Delgado y Sevillano (1961) y por Goddard
{1969). Ha llegado a ser uno de los modelos méas usados, para observar los cambios a
largo plazo de la plasticidad cerebral. Se cree que esta plasticidad no sélo se manifiesta
durante la epileptogénesis sinc también durante el aprendizaje y la memeria (Goddard,
G. V. and Douglas, R. M., 1975; Majkowski, J., 19856).

El Kindling se inicio por la estimulacion de la amigdala cerebral, pero también otras
regiones del cerebro anterior pueden ser estimuladas (Goddard, 1969). Para realizar este
modelo, se implantan electrodos bipolares concéntticos en amigdala de especies
animales que van desde ranas hasta primates. Después de la recuperacién, trenes de
estimulos eléctricos se aplican diariamente, a través de los electrodos, usando los
parametros aceptados intemacionalmente. Después de varios dias de estimulacion se
comienza a inducir postdescargas eléctricas, las cuales llegan a ser progresivamente
mas complejas y prolongadas con cada estimulo; si se continua por algunas semanas,
los roedores exhiben crisis epilépticas espontdneas aln en ausencia del estimulo
eléctrico; posiblemente, la excitabilidad cerebral en este punto ha alcanzado un estado
en el cual la actividad aferente puede disparar postdescargas epileptiformes.

Racine (1972), ha clasificado ta respuesta conductual del kindiing de roedores en cinco
estados conductuales: 1)clonus facial; 2) clonus facial y movimiento ritmico de la cabeza;

3) clonus facial, movimiento ritmico de la cabeza y clonus de miembros delanteros; 4)

11



clonus fadal, movimientos ritmicos de la cabeza, clonus de miembros delanteros y
sacudidas: 5) clonus facial, movimientos ritmicos de la cabeza, clonus de miembros
delanteros, sacudidas y caida. Por ofro lado, Wada y Sata (1974), describieron el mismo
modelo en gatos y lo clasifican en seis estados conductuales: 1) guifieo facial unilateral
ipsilateral al sitic de estimulacion, masticacion, salivacion, midriasis; 2) guifieo facial
bilateral, olfateo fino, masticacion; 3) sacudida de cabeza, inmévilidad con manifestacion
de los automatismos antes mencionados; 4) giro contralateral de la cabeza con
extension tonica de los miembros anteriores, saltar, cormer, 5) sacudidas cldnicas
generalizadas irmegulares de todo el cuerpo con las patas abiertas, miccién; 8) crisis
convulsiva genralizada, caida con convulsiones clénice-tanica-cldnicas bisincrénicas y
vocalizacion ritmica.

Después de varias décadas de estudio, los mecanismos de! kindling todavia no son muy
bien entendidos. Varios estudios han mostrado interacciones transitorias entre el kindling
y sistemas de neurotrasmisores, incluyendo acetilcolina, norepinefrina, serotonina,
glutamato, GABA y aminoacidos. Sin embargo, ninguno de ellos es consistente para

explicar su mecanismo.
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OBJETIVOS.-

1.

Inducir la formacién de un granuloma parenquimatoso, mediante la microinyeccién de

Talco o Kaolin en la amigdata central de gatos.

_ Definir el efecto de un granuloma crénico sobre la aparicién de crisis epileptiformes

inducidas por el PTZ en gatos.

_ Observar el desarrollo del kindling amigdatino en gatos con un granuloma crénico en

amigdala central pretratadoscon PTZ.

HIPGTESIS

Si ja formacion de un granuloma como secuela de una reaccion inflamatoria crénica
en cerebro de humanos genera crisis convulsivas, entonces un granuloma de Kaolin o
Talco en una zona epileptégena generaran un foco epitéptico en el cerebro de gato,

facilitando las crisis inducidas por PTZ y kindling.
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OBJETIVOS.-
1. Inducir la formacion de un granuloma parenquimatoso, mediante |a microinyeccion de

Talco o Kaolin en la amigdala central de gatos.

2. Definir el efecto de un granuloma cronico sobre la aparicién de crisis epileptiformes

inducidas por ei PTZ en gatos.

3. Observar el desarrolio del kindling amigdalino en gatos con un granuloma cranico en

amigdala central pretratadoscon PTZ.

HIPGTESIS

« Sila formacién de un granuloma como secuela de una reaccion inflamatoria crénicé
en cerebro de humanos genera crisis convulsivas, entonces un granuloma de Kaolin o
Taleo en una zona epileptégena generaran un foco epiléptico en el cerebro de gato,

facilitando las crisis inducidas por PTZ y kindling.
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MATERIALES Y METODOS

Se utitizaron 36 gatos adultos con peso promedio de 3.5 Kg, cada animal fue puesto en
jaulas individuales y alimentados con gatina y agua ad fibitum, se separaron €n un
subgrupo K {n=10) los cuales recibieron 100l de una suspension de Kaolin al 50 %
(silicatos de aluminio en NaCl 0.9% pH=7); el subgrupo T (n=15) que recibieron 100 de
una suspension de Talco al 50 % (silicatos de magnesic en NaCl 0.9 % pH=7),
inyectados mediante cirugia estereotaxica (Fig.1) en amigdala central izquierda de
acuerdo a las coordenadas del atlas de Snyder y Niemer (1961). anterior= 13.5 mm;
lateral= 10.0 mm y profundidad= —4.0 mm para inducirles el granuloma; y un grupo
control {n=11) sin silicatos. Se hicieron registros mensuales durante un afo para
observar si presentaban crisis espontaneas; a .todos los animaies se les inyectaron por
via IP (Fig.2) dosis crecientes de 3 mg/kg de PTZ cada tercer dia, hasta observar una
Crisis Parcial (CP) y Crisis Generalizada {CG). Las dosis promedio necesarias de PTZ de
cada gato fueron registradas en una tabla. Los pardmetros que se midieron fueron la
dosis umbral de PTZ para generar CP y CG. Para el andlisis estadistico se utilizaron las
pruebas de ANOVA y Tukey (Wayne, 1987). Al final de esta parte del experimento, dos
gatos uno de K y otro de T fuercn anestesiados con Pentabarbital sédico {30 mg/kg via
IF), y se perfundieron por via intracardiaca con salina y formol al 4 %, se diseco el
carebro y se les realizé una Tomografia Axial Computarizada (TAC) y una Imagen de
Resonancia Magnética (IRM) para localizar el granuloma, posteriormente para observar
diferencias histolégicas de los granulomas los cerebros se pracesaron con las técnicas
de Hematoxilina-Eosina, Tricrémica de Masson, Holzer y Kliver Barrera (Luna, G.L.,
1960). Con el fin de ver la astrogliosis se realizé la ténica de inmunohistoquimica con

peroxidasa antiperoxidasa (PAP} contra proteina glial fibrilar acida (GFAP).

14




Fig. 1.- Inyeccién de silicatos en amigdala central, mediante coordenadas

estereotaxicas (Atlas de Snyder y Niemer, 1961).
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Fig. 2.- Inyeccién de Pentilentetrazol alos gatos por via intraperitoneat.
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Después de 3 meses de reposo, los animales del grupo control (n=11), de K (n=6) yde T
(n=12) fueron anestesiados con Pentobarbital (30 mg/kg via [V) y por cirugia
estereotaxica los electrodos bipolares concéntricos de acero inoxidable cubiertos con
teflon, se colocaron en amigda central derecha e izquierda segun las coordenadas del
atlas de Snyder y Niemer {1961): anterior= 13.5 mm: lateral= 10.0 mm; y profundidad=-
4.0 mm, y en corteza motora (Fig.3); un tomillo colocado cerca de Lambda sirvié como
electrodo de referencia para el registro EEG. Los electrodos fueron soldados a un
conector y fijados a! craneo con cemento acrilico dental. Después de dos semanas de
reposo, cada animal fue colocado en una camara de registro (Fig.4) donde los electrodos
fueron conectados a través de cables flexibles, a un estimulador Grass-S88 o a un
poligrafo Grass-780. Cinco minutos antes de! registro, se estimulé la amigdala por un
segundo usando un pulso cuadrado de un milisequndo de duracion a una frecuencia de
60 Hz. La primera estimulacion fue de 5 volts y subsecuentemente la estimuiacion diaria
se incremento 1 volt hasta provocar una postdescarga. Después, esta estimulacién
umt;ra! se aplico en cada prueba subsecuente hasta inducir la crisis convulsiva
(Goddard, et al. 1969; Wada and Sata, 1974})). El grupo con granuloma (K y T) se
estimuld ipsilateral (n=9) y contralateralmente (n=9). Al fina! de la estimulacién se
analizaron los siguientes parametros: numerc de estimulaciones requeridas para
alcanzar la crisis generalizada (estado 6, Wada and Sata, 1974) y la duracién de la
postdescarga (después de 9 estimulaciones adicionales). Los parédmetros fueron
analizados con la prueba de ANOVA y t de Student (Wayne, 1987). Al final, todos los
gatos se sacrificaron por perfusion intracardiaca con salina y formol al 4 %. Con el fin de
jocalizar tanto al granuloma como el sitio de los electrodos, los cerebros se procesaron
histolégicamente. Ei diametro del granuloma y la astrogliosis perilesional fueron medidas

y promediados los valores.
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Fig. 3.- Colocacién de los electrodos en amigdala central y corteza cerebral,

mediante coordenadas estereotixicas (Atlas de Snyder y Niemer, 1961).
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Fig. 4.- Esquema del registro electroencefalografico mediante el poligrafo, un
estimulador y la cdmara donde se coloca a los gatos.
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RESULTADOS

No hubo diferencias en el registro mensual durante el afo que transcurrié entre la
inyeccion de los silicatos y la inyeccién del PTZ.

Histelogia.- Se observaron aigunas diferencias entre las lesiones de K y T; el granuloma
inducido por K fue redc '~ y campacto, relleno de macréfagos conteniendo granulos de
K fagocitado en su citopiasma, el granuloma estd encapsulado por colagena y tejido
astrogliat {Fig.5a). La lesion inducida por T mostro cavitaciones en el area donde la
suspension de los silicatos fue inyectada, y el area del granuloma estd rodeado por una
capsula de colagena conteniendo algunas particulas de T y pocos macréfagos rodeando
a estas particulas (Fig.5b). Se cbservo una fuerte positividad a GFAP en ambos grupos

(Fig.5c y 5d).

Fig. 5a.- Corte histolégico de cerebro de gato con granuloma formado por la inyeccion de
Kaolin. G, granuloma; F fibras de colagena; -» €, astroglicsis y B, tejido normal. Aumento
10X.
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Fig. 5b.- Corte histologico de cerebro de gato can la lesién formada por la inyeccién de Talco. C
cavidad; » €, astrogliosis; W, particulas de Talco y B, tejido normal.Aumento 10X.

Fig. 5c. Corte de cerebro de gato con granuioma formado por Kaolin con la técnica
inmunohistoquimica ¢con PAP contra proteina glial fibrilar 4cida, se muestra la reaccion positiva de
los astrocitos dentro y fuera del granulema (G y fiechas) 10X.
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Fig.5d.- Corte de cerebro de gato con lesién formada por la inyeccién de Talco, se observa

la reaccion positiva de la proteina glial fibrilar dcida alrededor (ftecha) de la zona que forma
la cavidad {C)
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Tomografia Axial Computarizada (TAC) e Imagen de Resonancia Magnética (IRM}.- La lesion
en el I5bulo temporal dié una imagen hiperdensa en la TAC (Fig.6a) y una imagen hipodensa en la

IRM (Fig.6b} en los animales del subgrupo K, en los animales del subgrupo T no se observaron

detalles.

Fig. 6a.- Tomografia de cerebro de gato con granuloma de K en amigdala izquierda. La flecha indica
el granuloma, zona hiperdensa.

, Fig. 6b.- Imagen de Resonancia magnética que muestra el granuloma formado por Kaolin dando una
sefial hipointensa, !a flecha indica el granuloma.
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Tamafo de) granuloma.- Los granulomas desarrollados por Ky T tuvieron variaciones
en el tamafo, el didmetro promedio para el granuloma de K fue, en el punto rostral
1.240.5 mm {14.5 mm anterior a la linea interaural), en el sitio donde se inyectaron los
silicatos fue de 5.040.6 mm (13.5 mm) y en el punto caudal fue de 1.720.5 mm (9.5 mm
anterior a la linea interaural). El drea del parénquima afectada dentro del granuloma de
K, comprendio el nicleo amigdaioide basal, central y lateral. Alrededor de! granuloma de
K se desarrollé un radic de astrogliosis de 0.5:0.04 mm de grosor extendiéndose hacia
el nucleo amigdaloide cortical y anterior asi como hacia la estria terminalis (Fig.7). El
granuloma desamollado por T tuvo un didmetro promedio de 5.1£0.5 mm en el sitio de

inyeccién solamente y una astrogliosis de 0.6£0.06 mm.

Fig. 7.- Esquema que representa el drea que abarco e} granuloma de K (circulos negros) de
acuerdo a las coordenadas del atlas de Snyder y Niemer {1961). El anillo alrededor del
granuloma representa a la astrogliosis.
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Pentilentetrazol (PTZ).- Los animales del grupo experimental (K y T), desarroliaron CP
con una dosis promedio da 13.9+1.0 mg, mas baja que |a requerida por los animales del
grupo control de 21.8+1.8 mg {P<0.01), mientras que el desarollo de las CG en el grupo
experimental se presentd a una dosis de 32.0£2.0 mg similar, a la que requirié el grupo
control de 30.841.1mg. Cuando los resultados obtenidos en cada subgrupo de Ko T se
compararon independientemente con el grupo control, los animales det subgrupo K
presentaron un umbral ain mas bajo para las CP de 10.2+0.5 mg, comparado con el
subgrupo de T de 15.641.2 mg (P<0.01} Gréfica 1; el umbral para las CG fue similar en
el subgrupo T de 28.9£25 mg y del grupo control de 30.8+1.1 mg. Se observan
diferencias significativas, entre el subgrupo K, 35.743.4 mg; el grupo controt 30.8+1.1 mg

y el subgrupo de T 28.932.5 mg (P<0.07 Tukey).
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Griéfica 1.- Dosis umbral de PTZ {Xte.2.) para inducir
crisis parciales (barras vacias) y crisis generalizadas

{barras rayadas} en los grupos C= control, K= kaolin y
T= talco. *P<0.01 Tukey.
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Los valores individuales para cada grupo se presentan en la Fig 8. La diferencia en la

dosis promedio de PTZ entre la induccién de las CP y el desarrolio de las CG fue de
9.5+5.4 mg para el grupo control y de 18.6 mg para el grupo con granuloma; en los
animales de K fue de 25.5:9.5 mg y de 14.018.8 mg para el subgrupo de T, comparados
con el grupo control (P<0.07). Durante la aplicacion del PTZ, 2 gatos de Ty 3 de K se

murieron en la convulsién.
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Fig. 8.- Umbral individual para las CP y las CG inducidas por
PTZ (mg/kg) en gatos con granuloma crénico y sin granuloma
(control).
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Kindling.- Después de la estimulacién diaria, el tiempo promedio requerido para
provocar la primera crisis generalizada en los gatos controles {n=11) fue de 17.4+1.3
dias; para los animales con estimulo en |la amigdala ipsilateral (n=8) fue de 29.4+5.0 dias
y para la estimulacion contralateral (n=8) fue de 30.115.6 dias con una P<0.01 (Gréfica
2). Dos animales del subgrupo K fueron descartados de este andlisis ya que a uno se le
cayo el conector y al ofro al procesarlo histolégicamente no se observé el Kaolin en

amigdala.
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Grafica 2.- Latencia (Xte.e.} para la primera crisis generalizada entre los grupos
con estimulacién ipsilateral (29.415 dias), contralateral {30.115.6 dias) y control
{17.411.3 dias); * p<0.01 t de Student.
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Duracion de la postdescarga (PD).- Una vez generada la primera crisis, se hizo el
promedio de 9 crisis mas (total 10), para observar cambios en la duracién de la duracion
de los grupos (Gréfica 3). La duracién promedic de |a postdescarga del grupo control fue
de 5314 s: de 90.042.2 s para el grupo con estimulacién ipsilateral y de 76.412.5 s para

los animales con estimulo contralateral (P<0.07).
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Grifica 3.- Esta grifica muesten 1a durscién (Xie.e.) de la estimulacién
ipsitateral comparado con sl grupo control; *p<0.01 t de Student.
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DISCUSION

Las diferencias histologicas entre las lesiohes provocadas por la inyeccién de Ky T,
parecen ser el tamaio de las particulas y la forma que se observé en los cortes de cada
uno. Las particulas. de K son pequefias y fueron engullidas por los macrdfagos, una
astrogliosis y fibras de coldgena rodean a la lesion; las particulas de T son de mayor
tamario y esto previno su ingestion y a largo plazo, estas particulas fueron rodeadas por
fibroblastos y colagena. La inyecion de K mostré la formacion de un granuloma parecido,
histologicamente, al granuloma del parénquima cerebral que permanece como secuela
en algunos pacientes con NCC, después de que la respuesta inmune del hospedero
destruye al pardsito (Escobar, A., 1983; Medina, M.T., et al, 1990); la manifestacioén
clinica usual de este granuloma es la epilepsia, que comunmente se expresa como CP
con ¢ sin generalizacién secundaria (Vazquez, V. and Sotelo, J., 1992). La lesién que
provocd la inyeccion de T sélo mostré una cavitacién la cual, semeja a una cavidad
-provocada por necrosis isquémica y astrogliosis mas que la formacion de un granuioma.
Las caracteristicas histologicas del granuloma pueden explicar las diferencias
epileptdgenas entre las lesiones producidas por la destruccion del tejido y lesiones
granulomatosas en las cuales, aunque también hay destruccién del tejido, se acompanan
de cambios de inflamacion mediados por la respuesta inmune, produciendo una
proliferacién intensa de tejido cicatricial alrededor de la lesién, mds si esta inflamacion es
crénica. La reaccion inmune a un agente infeccioso alojado en el parénquima cerebral es
responsable de un proliferacion marcada de astrocitos y células microgliales, éstas
lesiones son causa comin de epilepsia secundaria. Por lo tanto, mas que la lesién
histoldgica inducida por el granuloma, la astrogliosis puede ser la fuente principal de
descargas epilépticas en humanos y los cambios observados en la dinamica de las crisis

inducidas experimentalmente, Los astrocitos como las neuronas, tienen canales

29



dependientes de voltaje (Bevan and Raff, 1985), estudios in vitro muestran que los
astrocitos poseen alta afinidad por ios mecanismos de captura para el glutamato y por el
GABA, por lo tanto pueden jugar un papel en la inactivacion de estos neurotrasmisores
(Schosbue, A., 1985). Considerando el efecto neurotéxico de varios aminoacidos, se
supone que el deteriorc en la captura de los neurotrasmisores por los astrocitos
contribuye a una necrosis neurcnal selectiva, tal y como se observa en la capa piramidal
del hipocampo en la epilepsia (Bignami, A., 1986). Es una experiencia comun ver a un
paciente con una primera crisis, en quien los estudios de imagen revelan un granutoma
calcificado en el parénquima cerebral (Del Brutto, O.H., 1992).

Las crisis inducidas por PTZ comienzan con mioclonias y progresan de una manera
dependiente del tiempo hasta presentar las convulsiones debido a una activacidon
secuencial, primero del cerebro anterior y mas tarde de los sustratos convulsivos del tallo
cerebral (Browning, R.A., et al., 1990; Magistris, M.R., et al., 1988; Mirski, M.A. and
Ferrendelli, J.A., 1986; Velasco, F. et al., 1975). El nlicleo talamico anterior es la
estructura encargada de disparar la propagacion de la actividad paroxistica desde la
corteza cerebral hasta las regiones de! diencéfalo, hipotdlamo caudal, formacién reticular
y bulbar {Miller, J. W., et al., 1987). En los experimentos realizados, en los gatos con
granuloma (K y T) en amigdala se disminuy6 el umbral de las CP, indicando ia facilitacion
del desarollo del componente del cerebro anterior de las crisis inducidas por el PTZ. La
falta de cambios en el umbral de las CG sugiere que una lesion granutomatosa en
amigdala cerebral, la cual destruye el niicleo amigdaloide facilita las CP, pero no altera la
ruta talamo-reticular, que origina las CG causadas por la inhibicion de sinapsis
GABAérgicas (Bekenstein, JW. and Lothman, EW., 1993, Corda, M.G., et al., 1880

Craig,CH.R. and Colasanti, B.K., 1989; Gramlich, CH.A. and Stripling, J.S., 1987).

30



Se puede sugerir que la astriogliosis que rodea al granuloma en la amigdala constituye
un foco irritativo que facilita el componente del cerebro anterior de las crisis inducidas por
PTZ en la corteza orbito-frontal. En contraste, la faita de influencia sobre la propagacion
de la descarga inducida por PTZ al tallo cerebral y diencéfalo pudiera indicar que la
mediacion del talamo anterior del componente tonico-clénico no es afectado por el
granuloma (Miller, J.W., et al., 1991).

Las lesiones cerebrales producidas experimentalmente, modifican el patron de las crisis
inducidas por PTZ de hecho, se ha demostrado que el umbral se reduce y la
susceptibilidad a las crisis inducidas por PTZ es mayor en animales previamente
expuestos a hipoxia prenatal (Matsumoto, M., 1980) o a encefalomielitis alérgica
experimental {Levine, S., el al., 1963). En monos, un foco epitéptico en corteza cerebral
producido por crema de alumnio, a dosis bajas de PTZ induce CP (Johnson, C.H. and
Walker, A.E., 1952).

Durante la estimulacion eléctrica |a presencia de un granuloma crénico en amigdala
cerebral retrasa significativamente la primera crisis convulsiva y cuando ésta se
astablece, la duracién de la PD es mdas prolongada tanto ipsilateral como
contralateralmente, que aquella obtenida del grupo control. Nuestros resultados no
corresponden con lo esperado, ya que la presencia de un granuloma como secuela de la
NCC provoca la aparicidén de crisis epilépticas de inicio tardio; una caracteristica similar,
retraso en la generalizacion de las crisis con mayor duracion se ha obtenido de estudios
de interferencia y transferencia de! kindling contralateral (Hiyoshy, T. and Wada, J.A,,
1992}, mostrando que la reorganizacion neuronal inducida por el Kindling (Tanaka, T., et
al., 1991), es afectada por un fendmeno de transferencia desde la amigdala contralateral
{Hiyoshi, T. et al., 1982; Mclntyre, D.C. and Goddard, G.V., 1973). En este trabajo, los

resultados obtenidos son similares a los de estos reportes.
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Varios estudios han delineado la participacion de areas cerebrales especificas en la
epilepsia experimental. La ablacién o lesiones degenerativas, inducidas
experimentaimente en diferentes estructuras, producen cambios en las caracteristicas
del fenémeno del kindting. El kindling se retrasa por ia ablacion del cuerpo cailoso, el
nucleo rojo, el pedunculo cerebeloso superior o la cominsura hipocampal {Paz, C., et al.,
1991; Paz, C. and Reygadas, E., 1987); mientras que lesiones en la sustancia negra ¢
en el hipocampo no lo afecta (N' Gouemo, P., et al., 1990) y las lesiones de la estria
terminalis o el locus coeruleus lo facilitan (Engel, Jr. 1987).

En humanos, una ablacidon quirdgica de diferentes zonas cerebrales rara vez causa
epilepsia; en contraste los granulomas cronicos son ia causa mas frecuente de epilepsia
sintomatica (Medina, M.T. et al., 1980; Vazquez, V. and Soteio, J., 1952).

Como la calcificacién de un granuloma toma varios afios, esios casos muestran un
retraso prolongado en el desarrollo de la epilepsia, después de que la lesién aguda tomo
lugar también, en algunos de estos pacientes, las crisis son dificiles de controlar
terupeuticamente. Mostrando caracteristicas similares a las observadas en este estudio,
primero hubo un retraso en el desarrollc de las crisis, pero una vez que se establecid la
epilepsia, las crisis llegan a ser mas resistentes a la terapia anticonvulsiva. En pacientes
con granuloma crénico en parénguima cerebral es frecuente abservar CP, en los cuales
las manifestaciones clinicas son ipsilaterales al granuloma (Sotelo, J. et al, 1989)
apoyando la idea de una influencia mutua de areas contralaterales (Hiyoshi, T. and
Wada, J.A., 1992; Mcintyre, D.C. and Goddard, G.V., 1973) en la génesis de la descarga

epiléptica.
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CONCLUSIONES
La formacion de un granuloma (K) en parénquima cerebral de gatos fue similar en las
caracteristicas histolégicas de un granuloma en humanos producido como secuela de

una parasitosis como la NCC.

La presencia de un granuloma cronico en parenquima cerebral de gatos modifica el
patrén de Ja latencia {reduce la dosis umbral) a las CP pero no aitera la aparicion de las

CG inducidas por PTZ.

Un granuloma crénico en una area epileptdégena contralateral, produce una respuesta

que no corresponde a lo esperado, retrasa la aparicion de las crisis convulsivas y

prolonga l1a duracién,
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