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Este trabajo esta dedicado a las personas que viven
con el estigma de la epilepsia
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1. Resumen.-

La epilepsia se considera un problema prioritario de salud por su alta
prevalencia e incidencia y los mecanismos responsables de este padecimiento
son parcialmente conocidos. Entre los mecanismos responsables se ha
involucrado una disfuncién de la bomba [Na'/K') ATPasa en el tejido cerebral
de pacientes con esta alteracion. Para el estudio experimental de la epilepsia
se han desarrollado diversos modelos, entre los cuales se encuentra el llamado
kindling etéctrico. En el modelo de kindling también se ha demostrado la
disfuncién de la bomba [Na'/K'] ATPasa preferentemente glial y regulada por
serotonina. De Ja misma manera se ha demostrado que la serotonina en
diferentes preparaciones experimentales retrasa el proceso de epileptogénesis,
ademnas de ocasionar una disminucion en la frecuencia de las crisis epilépticas.

En el presente trabajo se utilizaron transplantes de {ejido procedente de
rafe mesencefalico fetal con células serotoninérgicas y células gliales en el
modelo de kindling eléctrico amigdalino, para evidenciar la importancia de la
serotonina y las células gliales en el proceso de epileptizacion. El tejido del rafe
mesencefdlico fetal se transplanté en el ventriculo lateral ipsilateral al sitio de
estimulacién. Las células gliales se transplantaron en la amigdala contralateral
al sitio de estimulacién.

El transplante de tejido procedente del rafe mesencefalico fetal,
ocasiond una mayor estancia en las fases 1 y 3 de acuerdo a la clasificacion de
Racine, sin tener efecto en el resto de las fases analizadas de manera
individual. Ademas, {os animales con este transplante requirieron un mayor
ndmero de estimulos para presentar la primera crisis convulsiva generalizada.
La duracién de la posdescarga también fue modificada por la presencia del
transplante de rafe mesencefalico fetal, siendo menor en la fase 1 y mayor en
la fase 3 en comparacién con los animales control.

El transplante de células gliales, procedentes de cultivo primario no
modificd ninguno de los parametros durante la evolucién del kindling.

Los resultados obtenidos muestran que el transplante de tejido del rafe
mesencefalico fetal con células serotoninérgicas retrasa el proceso de
epileptogénesis de tal forma que los animales permanecen més tiempo en los
estadios iniciales del proceso de kindling. En efecto, puede deberse a la accion
inhibitoria de la serotonina sobre la actividad neurconal y esta accion podria
favorecer la activacién de la bomba [Na'/K'] ATPasa glial. No obstante, esta
interaccién neurona-glia no se manifiesta con el solo incremento del tejido glial

mediante los transplantes.



2. Introduccidn.-

La epilepsia es una disfuncién cerebral, de caréacter recurrente que esté
caracterizada por una hipersincronfa en la descarga de un grupo de neuronas
cerebrales y que presenta la tendencia a la generalizacion (Jackson, 1931). Se
considera, que esta disfuncién puede tener un componente tanto en la
neurotransmision inhibitoria (por déficit) como la excitadora (por exceso)
(Dichter y Ayala, 1987; Brailowsky ef a/, 1989).

La importancia de estudiar el fendmeno epiléptico estriba en su alta
incidencia y prevalencia en la poblacién. Hauser y Hesdorffer (1980) sefialan
que 1.65 millones de individuos en los E.U.A. padecen esta enfermedad. El
dato anterior corresponde al 1% de la poblacién total.

En ta niflez se presentan aproximadamente dos terceras partes de los
eventos epilépticos, siendo ésta la causa mas frecuente de consulta para el
neurdlogo pediatra. En la edad aduita es la segunda causa mas frecuente de
consuita neuroldgica, excedida unicamente por las enfermedades vasculares
cerebrales (Adams y Victor, 1983).

Se debe puntualizar que la terapéutica actual es sintomatica y ain
usandola correctamente, Unicamente el 40% de los pacientes permanecen
libres de crisis epilépticas (Elwes et al., 1984).

Para el estudio experimental de la epilepsia se han desarrollado
diferentes modelos, entre los cuales se encuentra el kindling eléctrico (Goddard

et al, 1969). Este modelo consiste en la aplicacion repetida de estimulos
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eléctricos subumbrales en alguna regién del sistema limbico. Después de
varios estimulos el animal presenta crisis epilépticas focales que
posteriormente llegan a generalizarse {Goddard ef al, 1969). Ei modelo del
kindling permite estudiar los fendmenos involucrados en la epilepsia focal,
durante su propagacién (epileptogénesis) y en la generalizacion
(estableciemiento y permanencia).

Por ofro lado, la serotonina ha sido descrita como un neurotransmisor
con propiedades inhibitorias capaz de retrasar la evolucion del proceso
epiléptico. Entre los mecanismos responsables se encuentra la capacidad de
este neurotransmisor en producir inhibicién cortical (Kovacz y Zoll, 1974).

Asimismo, la actividad de la bomba [Na'/K'] ATPasa glial sensible a la
activacion por serotonina se encuentra disminuida en el modelo del kindling
eléctrico amigdalino (Hernandez y Condés-Lara, 1992), pudiendo ser éste otro
mecanismo mediante el cual la serotonina retrasa el proceso epiléptico.

Ahora bien, los transplantes cerebrales son una técnica que se utiliza
para el estudio de la funcién de las estructuras y/o los neurotransmisores
involucrados en algdn fendmeno o proceso. En esta tesis mediante el uso de
transplantes de tejido fetal productor de serotonina, asi como de células gliales
se estudié la importancia de estas estructuras en el proceso de la epilepsia,
utitizando el modelo de! kindling eléctrico amigdalino.

Para la mejor comprensién del proyecto planteado en esta tesis, se
haré una breve revisiones de los temas de epilepsia, epilepsia experimental,

kindling eléctrico, bomba [Na'/K'} ATPasa y transplantes cerebrales. En lo que
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respecta a la participacion de la serotonina, la informacion se encuentra

contenida en cada uno de los apartados mencionados.

3. Epilepsia.-

La epilepsia debe considerarse como un signo de disfuncién cerebral
(Brailowsky et al., 1989) y que puede ser causada por muy diversas etiologias,
teniendo todas ellas en comin el ocasionar crisis recurrentes y paroxisticas
cuyas manifestaciones son muy variadas. Debido a la diversidad de las
manifestaciones clinicas que se pueden presentar, existe una dificuitad con
relacidn a la terminologia que se utiliza.

El término “crisis” hace referencia a un cambio repentinc de
comportamiento ocasionado por la activacién desordenada, sincronizada y
ritmica de un grupo de neuronas en el sistema nervioso central (SNC). Se
calcula que entre el 7 y el 10% de la poblacién tendrdn una crisis en algun
momento de su vida (Hauser y Hesdorffer, 1988; Rutecki, 1993). El término
“convulsion” se refiere a las crisis con manifestaciones motoras, siendo
inapropiado hablar de convulsion cuando las manifestaciones son unicamente
sensitivas o de consciencia (Adams y Victor, 1993). El término “epilepsia”
deriva de palabras griegas que significan “aprovecharse de” o “estar alejado”.
Los griegos la refieren como “mal en que se cae” o ‘caida malvada™. La
terminologia médica actual la define como una disfuncion cerebral

caracterizada por la presencia de crisis periddicas y no predecibles
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(McNamara, 1994, Adams y Victor, 1993). Otros términos usados con
frecuencia son ictal (crisis) e interictal (entre las crisis). El término status
epilepticus describe una condicién caracterizada por una crisis lo
suficientemente prolongada o que se repite tan frecuentemente que no existe
recuperacion de la consciencia entre los ataques (Wasterlain ef al,, 1993).

La clasificacion para las crisis epilépticas de “La Liga Internacional
contra la Epilepsia” propuesta en 1981, se basa principalmente en las
manifestaciones clinicas de las crisis y en sus caracteristicas en el
electroencefalograma (EEG) (tabla 1).

Basicamente podemos dividir a las crisis epilépticas en 2 grupos:
parciales, aquellas con un inicio focal o localizado a un area cerebral y
generalizadas, cuando la crisis se extiende a todas las areas cerebrales. Las
crisis con inicio parcial frecuentemente se vuelven generalizadas al extenderse
la actividad a otras &reas cerebrales, llamandose secundariamente
generalizadas. Las crisis parciales a su vez se dividen en: simples, cuando se
preserva la consciencia y complejas, cuando hay pérdida de la misma. Las
crisis generalizadas siempre se acompafian de pérdida de la consciencia,
siendo ejemplos las crisis de ausencia y las ténico-cldnicas.

La clasificacion de las crisis epilépticas estd en constante revision,
existe otra clasificacion mas reciente (1989) (tabla 2) donde se clasifica por
sindromes epilépticos, pero debido a su complejidad la mayoria de los autores
contindan usando la descrita en 1981 (Commision on Classification and

Terminology of the International League Against Epilepsy, 1981). Se debe
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indicar que un paciente puede presentar diferentes tipos de crisis epilépticas,

complicando aun mas cualquier tipo de clasificacion (McNamara, 1894).

Tabla 1

I. Crisis Generalizadas (simétrica sin inicio local)
a) Ténica, clénica o ténico-clonicas (gran mal)
b} Ausencia (pefit mal)
1. Simple (solo pérdida de la consciencia)
2, Compleja (con movimientos breves tonicos, ciénicos o automatismos)
¢) Sindrome de Lennox-Gastaut
d) Epilepsia mioclonica juvenil
e) Espasmo Infantil (Sindrome de West)
f) Crisis aténica (astéatica, aquinética) en ocasiones con gesticulaciones mioclonicas
1l. Crisis parciales o focales (crisis de inicio local)
a) Simples (sin pérdida de la consciencia)
1. Motoras (ténico, clénica, ténico-clénicas; jacksoniana; epilepsia benigna de la
infancia; epilepsia partialis continua)
2. Somatosensorial y sensorial especiales (visual, auditiva, offatoria, gustativa,
vertiginosa)
3. Autondémica
4. Psiquica
k) Complejas {con pérdida de ta consciencia)
1. Comienza como una crisis parcial simple y progresa a la pérdida de ia
consgiencia
2. Desde un inicio progresa a la pérdida de la consciencia
lii. Sindromes de epilepsias especiales
a) Crisis mioclonicas y miocionus
b) Epilepsia refleja
¢) Afasia adquirida con un proceso convulsivo
) Crisis febriles y otras de la infancia
e) Crisis Histéricas.

Tabta 1. Clasificacion Internacional de Epilepsia (1981) de la Liga Internacional
contra la Epilepsia
{Adaptada de Commision on Classification and Terminology of the International

League Against Epitepsy, 1981).



Tabla 2

1. Epilepsia y sindromes epilépticos relacionados con la localizacién (focales o
parciales)
1.1 Idiopaticas (relacionadas con la edad desde ef comienzo)
o Epilepsia infantil benigna con paroxismos centrotemporales (epilepsia
rolandica)
¢ Epilepsia Infantil benigna con paroxismos occipitales
¢ Epilepsia primaria de ia lectura
1.2 Sintomaticas
» Epilepsia parcial continua crénica y progresiva (sindrome de Kojewnikov)
« Sindromes con modalidades especificas de provocacion
« Epilepsias del I6buloc temporal
« Epilepsias dei [dbulo frontal
+ Epilepsias de! idbuio parietal
» Epilepsias del 6bulo occipital
1.3 Criptogenéticas
2. Epilepsias y sindromes generalizados
2.1 |diopéticas (relacionadas con la edad de comienzo)
+ Convulsiones neonatales familiares benignas
+ Convuisiones neonatales benignas
» Epilepsia miocidnica benigna de la infancia
s Epilepsia juvenil con ausencias
« Epilepsia miociénica juvenil
« Epilepsia con crisis de "gran mal” del despertar
s Otras epilepsias generalizadas
» Epilepsia con crisis provocadas por estimulos especificos
2.2 Criptogénica o sintomatica
» Sindrome de West
» Sindrome de Lennox-Gastaut
» Epilepsia con crisis astatomiocldnicas
» Epilepsia con ausencias mioclénicas
2.3 Sintométicas
» Encefalopatia mioclénica precoz
« Encefalopatia mioclonica precoz con brotes de supresion
e Qfras



3. Epilepsias y sindromes epilépticos indeterminados (localizados o
generalizados) .
3.1 Con crisis focales y generalizados
s Crisis neonatales
o Epilepsia mioclonica grave de la infancia
« Epilepsia con punta-onda lenta continua durante el suefio lento
¢ Afasia epiléptica adquirida (Sindrome de Landau-Kieffner)
e Otras
3.2 Sin caracteristicas focales o generalizadas inequivocas
4. Sindromes especiales
4.1 Crisis relacionadas con situaciones especiales
« Convuisiones febriles
+ Crisis 0 estatus aislados
o Crisis provocadas por factores metabdlicos o toxicos agudos

Tabla 2. Clasificacién Internacional de Epilepsia (1989} de la Liga Internacional
confra la Epilepsia.
(Adaptada de Commision on Classification and Terminology of the International
League Against Epilepsy, 1989).

3.1 Epilepsia Focal.-

La investigacion moderna sobre el mecanismo celular de la epilepsia
comenzé alrededor de los afios 60, al ser posible el registro intra y extracelular
de neuronas en el SNC, asi como e! estudio de los mecanismos responsables
de la excitacién neuronal y las funciones sinapticas (Dichter y Ayala, 1987). La
epilepsia focal ha sido la mas estudiada y a partir de ésta se ha obtenido una
gran cantidad de conocimientos sobre la funcidn de &reas cerebrales
especificas. La epilepsia focal ha generado diferentes modelos para su estudio
ya que se conoce el origen de la actividad epiléptica y que permite la
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ceolocacién de electrodos y el registro de éreas bien definidas det SNC
(Brailowsky ef a/., 1989; Dichter y Ayala, 1987).

Una caracteristica electroencefalogréfica de la epilepsia focal es la
presencia de las espigas interictales (Ell) tanto en modelos animales como en
humanos (Dichter y Ayala, 1987; Brailowsky ef al, 1989). Las EN son
potenciales transitorics de duracién inferior a 70 ms., asintomaticas, localizadas
con frecuencia en la regidn donde inicia la actividad epitéptica y son
consideradas como el producto de la suma temporal y espacial de eventos
sinapticos resultantes de la activacidon sincronica de numerosas neuronas
(Dichter y Ayala, 1987; Johnston y Brown, 1981).

En el ambito intracelular el correlato de las Efl son fas
despolarizaciones paroxisticas sostenidas (DPS), se trata de despolarizaciones
lentas, de gran amplitud y asociadas a trenes de potenciales de alta frecuencia.
La DPS es seguida de una hiperpolarizacion post-DPS (Dichter y Ayala, 1987,
Brailowsky ef al., 1989).

Cuando una crisis se desencadena, encontramos que en el foco
epiléptico se desarrollan una secuencia de eventos caracteristicos: la
hiperpolarizaciéon post-DPS se vuelve gradualmente menor y es reemplazada
por una despolarizacion (Dichter y Ayala, 1987). En el EEG después de varias
Ell comienzan a aparecer posdescargas (PDs), las PDs son cada vez mas
largas hasta el desarrollo de una crisis clinicamente manifiesta. El incremento
en la duracién de las PDs es paralelo con el reclutamiento sincrénico de las

neuronas del foco epiléptico. Durante la secuencia de los eventos anteriores,
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diferentes areas del cerebro van involucrandose para el desarrollo de las crisis.
La hiperactividad neuronal ocasiona un aumento de! K extracelular y una
disminucion del Ca™ extracelular que parecen tener un papel primordial en
perpetuar la secuencia antes mencionada (Dichter et al., 1972; Dichter y Ayala,
1987, McNamara, 1994).

El reclutamiento neuronal observado durante el desarrolio de las crisis
es una manifestacion de la actividad de las subpoblaciones neuronales
relacionadas con el foco epiléptico, como ha sido mostrado al producir
epilepsia focal en el mono mediante la aplicacion de crema de altimina {gel de
hidroxido de aluminio). Las neuronas que se encuentran en el centro del foco
tienen la capacidad de producir DPS en forma de trenes y alrededor de éstas
se encuentran células con la capacidad de descargar normalmente o en trenes.
Las células que estan en el centro del foco, al encontrar las neurcnas de su
alrededor en estado excitable podrian reclutarlas y generar una Ell e incluso
una crisis focal con posibilidad de generalizacion (Brailowsky et al., 1989).

No obstante, hasta el presente no se cuenta con una explicacion
satisfactoria para la propagacién de las E!l hasta ocasionar una crisis (focal o
generalizada)(McNamara, 1994).

Traynelis y Dingledine en 1888 proponen un modelo (Fig. 1) donde el
aumento del K extracelular juega un papel fundamental como causa del
desarrollo de las crisis. Este modelo tiene el inconveniente de ser hipotético y
de estar basado en modelos in-vitro, ain cuando algunos de sus componentes

ya han sido demostrados experimentalmente in-vivo.
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Fig. 1. Modelo propuesto por Traynelis y Dingledine en 1988 donde se muestra
el papel del K* en el desarrollo y mantenimiento de las crisis epilépticas. Abreviaturas:
HPD: hiperpolarizacién post-despolarizacién; PPl: potenciales post-sinapticos
inhibitorios; EC: extra celular; NMDA: n-metil-d-aspartato. {(Modificado de Traynelis y
Dingledine, 1988)

La elevacion del K™ extracelular aproxima a la membrana neuronal a su

umbral para desencadenar un potencial de accion. Esta despolarizacion parcial

provoca una disminucién en la corriente de K', que tiene un impacto en otras

corrientes idnicas que regulan la excitabilidad de la célula. La disminucién en la

corriente de K* puede reducir los potenciales post-sindpticos inhibitorios (PPI).

El efecto de la elevacion del K' extracelular sobre los receptores GABA, (de

corta latencia) es bloquear la corriente de Ci" y el efecto sobre los GABA, (de

larga latencia) es bloquear la corriente de K (Dutar y Nicoll, 1988; Chamberlin

y Dingledine, 1988).
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Después de trenes de despolarizacion se presenta un largo periodo de
hiperpolarizacion, que se ha denominado hiperpolarizacion post-
despolarizacion (HPD), este periodo parece ser dependiente de K. La
disminuciébn en la corriente de K' disminuird ja amplitud de esta
hiperpolarizacion limitando su efecto (McNamara, 1994).

El incremento del K* extracelular parece ser el responsable del edema
celular (hinchamiento celular) encontrado tanto en neuronas como en glia, esto
se debe a que la disminucion de las corrientes de K' ocasiona un aumento de
la concentracién de iones y agua infracelular. El aumento en el volumen celular
de las neuronas y la glia disminuird el espacio extracelular. Esta disminucion
aumenta los potenciales efapticos (acoplamiento electroténico) al aproximar los
cuerpos celulares (Traynelis y Dingledine, 1988).

El efecto de campo de estos potenciales podria ser suficiente para
despolarizar a células vecinas, ya cercanas a su umbral debido al aumento en
la concentracién de K' extracelular. Este mecanismo pudiera contribuir para la
sincronizacién de los trenes de DPS y su generalizacién aln en ausencia de
actividad sinaptica.

La despolarizacion, junto con la disminucién de los PPl y de la HPD,
parece que promueve la actividad de los receptores tipo NMDA (N-metil-d-
aspartato) para e! glutamato al remover el bloqueo mediado por Mg™, esto
resultaria en una despolarizacién mas prolongada de las células (Dingledine et

al., 1990).

12



De acuerdo con Dichter y Ayala (1987), en circunstancias mas
naturales, la sola elevacién del K extracelular no parece ser suficiente para la
generacion de DPS e implica la participacion de neuromoduladores como
norepinefrina, acetilcolina y algunos péptidos que tienen la capacidad de
disminuir aiin mas las corrientes de K’. En el caso de focos epilépticos cronicos
la distorsién anatémica y la redistribucién de canales parece tener participacion
en la génesis de las DPS y su propagacién.

Iniciaimente se pensé que la esclerosis encontrada en el hipocampo
(disminucién de tamaiio con gliosis) en pacientes con epilepsia del Iébulo
temporal era la causa de esta disfuncién (McNamara, 1994). En la década de
los setenta y al inicio de los afios ochenta, se demostrd que el status epilepticus
era causa suficiente para ocasionar la esclerosis hipocampal (Olney ef al.,
1979; Sloviter, 1994.). El hecho de que la reseccién del hipocampo con
esclerosis ocasione que mejoren los pacientes con epilepsia del 16bulo
temporal y que la mayoria de éstos tengan antecedentes de haber tenido algun
tipo de crisis en la infancia, hace pensar que la crisis inicial es causa de la
esclerosis hipocampal a largo plazo y ésta por si misma seria la causa de las
crisis epilépticas subsecuentes (Wasterlain et al., 1993, McNamara, 1994).
Para poder explicar por qué la esclerosis hipocampal causa la perpetuacion de
la epilepsia se propuso a mediados de los afios ochenta como mecanismo una
disminucién en la actividad de las interneuronas GABAérgicas. Esta

disminucion resultaria en una hiperexcitabilidad de las neuronas en el

hipocampo (McNamara, 1924).

13



En 1987, Sloviter demostr6 que las células GABAérgicas en el
hipocampo son mas resistentes a la muerte neuronal inducida por
hiperexcitabilidad que los demas tipos celulares existentes. Ademés se
encontré una reorganizacion y proliferacion de las fibras musgosas {(axones de
células granulosas) tanto en tejido hipocampal de humanos con epilepsia del
J6bulo temporal como en la epilepsia generalizada de origen idiopatico (Glass y
Dragunow, 1995). Esta reorganizacion también se ha encontrado en modelos
de epilepsia experimental incluyendo el inducido por kindling, por
pentilenetetrazol y por acido kainico (Cavazos et al., 1891; Glass y Dragunow,
1995).

La activacién neuronal intensa y repetitiva durante las crisis ocasiona
una pérdida en la inhibicion mediada por GABA en las células granulosas del
girus dentado, en el hipocampo. Esto plantea que la pérdida de la inhibicidn o
la desinhibicién sinaptica contribuye a la hiperexcitabilidad encontrada. Sin
embargo, la preservacion de las células GABAérgicas en esta region es un
resultado paraddjico. Sloviter, en 1991 plantea la hipétesis de “las células en
cesta durmientes”. Esta hipdtesis propone que las células musgosas del
hipocampo son mas sensibles a la muerte inducida por la excitacion repetitiva
durante las crisis epilépticas. Estas células estimulan a las células gn _cesta
(GABAérgicas) que tienen accidén inhibitoria sobre las células granulosas.
Durante la epilepsia hay muerte de las células musgosas y por lo tanto la
estimulacion (glutamatérgica) sobre las células en cesta desaparece. Este

hecho bloquéa el estimulo inhibidor de las células en cesta sobre las
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granulosas (fig. 2). Posterior a ésto las fibras musgosas tienen un aumento y
reorganizacion que inicia uno a dos meses después del estimulo excitatorio
anormal (Glass y Dragunow, 1995) y corresponde con la restauracion de
circuitos inhibitorios. La reorganizacion de las fibras musgosas, segun Sloviter
(1991) tiene preferencia sobre ias células en cesta, por lo que se ha sugerido
que es un fenémeno compensatorio.

Cronin et al. en 1992 sugieren que la funcidon de la proliferacion de las
fibras musgosas no es Unicamente inhibitoria sino también excitadora. Esto
conjunta la hipdtesis de “las células en cesfa durmientes” con la hipotesis de
Tauck y Nadler (1985) en donde la proliferacion de las fibras musgosas es para

estimular a las células granulosas, es decir, tiene una funcidén excitatoria.

Via Perforante Via Perforante

oy

(8) .

Células Misgosas muertas

'Y

Fibras Musgosas Fibras Musgosas

Fig. 2 Hipétesis de las Células “En Cesta Durmientes”
Nétese la desapariciéon de las células musgosas que ocasiona una disminucion
en la acci6n inhibitoria de las células en cesta. Ver el resto de fa explicacién en

el texto. G: célula granulosa; B: célula “en cesta”; M: célula musgosa.

({llustracién tomada de McNamara, 1994).
15



3.2 Epilepsia Generalizada.-

La excitacion de un area cortical, por los mecanismos antes descritos,
logra su propagacién a la corteza contralateral y a estructuras subcorticales lo
que ocasiona el inicio de las manifestaciones propias de una crisis. Las
manifestaciones dependen del sitio cortical donde se inicia fa descarga. La
actividad excitadora es amplificada en los nicleos subcorticales (ganglios
basales, talamo, formacion reticular) que retroalimentan el foco inicial pero
ademas de manera difusa (Brailowsky et al., 1989; Adams y Victor, 1993).

La propagacion subcortical da origen a una fase ténica con pérdida de
la consciencia acompafiada o precedida de signos de hiperactividad del
sistema nervioso autdnomo como salivacion, midriasis, taquicardia, bradicardia
e hipertension. La representacion EEG de esta etapa de la crisis corresponde a
poliespigas de alto voltaje. Después de la fase tonica de excitacién, comienza
una inhibicion diencéfalocortical que interrumpe intermitentemente vy
subitamente la crisis y cuya representacién es la etapa clénica de la
convulsién. La inhibicién diencéfalocortical ocasiona un trazo de espiga-onda
en el EEG. Conforme evoluciona la crisis generalizada ténico-clénica las
etapas tonico y clénicas se hacen mas cortas hasta desaparecer. Un tipo sui-
generis de crisis generalizada son las crisis de ausencia que se caracterizan en

el EEG por un patron cortical difuso del tipo espiga-onda durante toda su
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evolucion y cuyo origen de encuentra probablemente a nivel talamico (Adams y
Victor, 1993; Brailowsky ef al., 1989; Steriade, 1993).

Penfield y Jasper en 1954 describen la hipdtesis centroencefalica
donde sugieren que el inicio de la descarga tipo punta-onda se encuentra en
un drea entre el tallo cerebral y el talamo. Sin embargo Bancaud ef al. (1974)
demostraron gue la estimulacién de areas corticales frontales también puede
desencadenar el mismo patron punta-onda. Gloor en 1968 con su hipétesis
corticoreticular apoya los conceptos de Penfield y Jasper (1954), mencionando
que la descarga tipo punta-onda se origina por la interaccion anormal entre la
corteza y las areas subcorticales. La estimulacién de los ndcleos talamicos
intralaminares y de la linea media ocasionan un fenémeno llamado “respuesta
de reclutamiento cortical” cuya manifestacion normal corresponde a los husos
de suefio caracteristicos de las fases il y lll en el hombre. La estimulacion de
estos mismos nacleos ocasiona un estado conductual similar a las ausencias
epilépticas con un patrén punta-onda en el EEG. Los estudios comparativos de
los husos de suefio y los registros tipo espiga-onda sugieren una actividad
resonante talamo-cortico-talamica como responsable en la generacién del
patrén espiga-onda (Steriade, 1993). También debe resaltarse la participacion
de la formacioén reticular en la regulacion del tono cortical, ya gue la depresién
de la formacion reticular aumenta las descargas punta-onda y su estimulacion

las diminuye (Morison y Dempsey, 1942, 1943; Hess, 1929).
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3.3 Epilepsia Experimental.-

En el estudio de las alteraciones electroencefalogréficas, bioquimicas y
celulares que acompafan a esta disfuncién existe una limitacién natural al
estudiar la epilepsia en humanos. Mediante técnicas invasivas, ensayos
farmacolégicos 0 modificaciones genéticas se han desarrollade modelos
experimentales de epilepsia en diversos animales. Estos modelos presentan
caracteristicas semejantes a fas observadas en la epilepsia en humanos. Esta
disfuncién cerebral es la que ha originado un nimero mayor de modelos entre
todas las enfermedades del SNC. Esto se debe a la extraordinaria diversidad
de formas de expresién de la epilepsia y a la gran excitabilidad del cerebro,
siendo relativamente facil hacer que un grupo de neuronas responda en una
forma exagerada y paroxistica ante una estimulacién intensa (Fernandez-

Guardiola, 1992).
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1. Modelos de actividad epileptégena inicialmente focal y con posibilidades de
generalizacién (administracién tépica).
1.1 Agudos:
e farmacos convulsivantes : penicilina, ouabaina, estricnina, estrogenos
conjugados, acido kainico (adminisiracién sistémica).
» estimulacidn eléctrica focal supraumbral, congefacién
1.2 Crénicos:
« crema de alimina, sales de hierro, kindling eléctrico, toxina teténica, cobatto,
tungsteno, bicuculina®, {-aspartado*, L-glutamato™.
1.3 Modelos genéticos:
« Ratones E1 (estimulacion vestibular), tottering (tgAg) (estimulacién vestibular).
2. Modelos de actividad epileptégena inicialmente generalizada (administracién
sistémica)
2.1 Crisis producidas por privacion;
s DbarbitGricos, alcohol, bromuros, etc,
2.2 Crisis inducidas por fammacos
2.2.1 Estimulantes de la excitacién
« Inespecificos: pentilenetetrazol*, anticolinesterasicos, fluorotil, substancia P
¢ Especificos: glutamato, aspartato, dcido homocisteinico, 4cido pteroilglutamico,
ibotenato
« Indirectos: 4cido 3-mercaptopropifnico, tiosemicarbazida
2.2.2 Bloqueadores de 1a inhibicién
2.2.2.1 Accion sobre los sisternas GABASmgicos
» Bloqueadores de la sintesis: DL-alilglicina, 3-mercaptopropionato, O, a alla
presion, tiosemicarbamato, antagonistas del fosfato de piridoxina, isoniazida.
« Bloqueadores del receptor: bicuculina®, penicilina*, 8-carbolina, picrotoxina,
barbitdricos convulsivantes, hemegride, pentilenetetrazol®,
2.3 Convuisivantes metabdlicos: metionina sulfoximina, &cido monofluoroacético,
deoxiglucosa, fluorotil, lidocaina*, cocaina*,
2.4 Modelos genéticos:
¢ gallina (estimulacion fética); gerbiles; perro beagle; ratones: weaver
(estimuiacion vestibular), quaking (estimulacion sensorial), DBA/1 y DBA/2J
(estimuiacién auditiva); ratas; GEPR 9 y 3 (esfimutacién auditiva, eléctrica o
hipertérmica); Papio papio (estimulacién fotica).

* Substancias con capacidad de producir kindfing quimico

Tabla 3. Modelos experimentales de epilepsia.
{adaptada de Brailowsky et al,, 1989).

Los diferentes modelos con los que se cuenta, han sido de gran utilidad
en el estudio de la fisiopatologia y para el desarrolio de medicamentos para el
control de este padecimiento (Freeman, 1995; Brailowsky et al., 1989; David et

al, 1992). Entre algunas limitantes que tienen la mayoria de los modelos se
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pueden encontrar. la necesidad de administrar sustancias para inducir
disfuncion cerebral; la presencia de alteraciones genéticas que afectan también
otros sistemas del animal; la falta de modelos que reflejen con suficiente
fidelidad la sintomatologia humana en especial de los cuadros neurolégicos
paroxisticos observados en nifios, como los espasmos infantiles (Sindrome de
West), las crisis neonatales o el Sindrome de Lennox-Gastaut (Fernandez
Guardiola, 1992; Moshé ef al., 1995).

En la tabla 3 se presenta una clasificacién de los principales modelos
experimentales, separados esencialmente en dos grupos: aquellos con
actividad epileptégena localizada que recuerdan las crisis parciales y aquellos
con actividad epileptégena generalizada que recuerda este tipo de crisis. Uno
de estos modelos es el denominado kindling o encendimiento. Goddard ef a/.
(1969) introdujeron este término para indicar el desarrollo progresivo de los
cambios conductuales y EEG que culminan en crisis convulsivas generalizadas
(CCG). El desarrolio del kindling es en respuesta a la aplicacién repetida de
estimulos eléctricos, inicialmente subconvulsivos, en sitios especificos del
cerebro.

El modelo de kindling ofrece varias ventajas sobre otros modelos de
epilepsia experimental. Entre las propiedades del &kindling eléctrico se
encuentran las siguientes: ausencia de sustancias quimicas extrafias al
organismo; el sitio anatémico del lugar que se estimula puede ser elegido,
dependiendo del objetivo del experimento; la naturaleza del estimulo permite

establecer mejores estrategias de experimentacion, es decir, el estimulo se
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puede controlar de tal forma que se apliquen intensidades de estimulacion que
siempre desencadenen crisis convulsivas (estimulos supraumbrates) o
intensidades que permitan provocar cambios en el tejido nervioso de manera
gradual y progresiva (estimulos subumbrales), de manera que reflejen lo que
sucede en el hombre. Estas caracteristicas hacen del kindling un modelo
altamente reproducible, que permite una gran variedad de esfrategias

experimentales durante el curso de la epileptogénesis (Goddard et af., 1969).

3.4 Kindling.-

Goddard ef al en 1969 describieron el modelo de epilepsia
experimental llamado kindling. Este modelo surgié durante un estudio sobre los
procesos de aprendizaje en ratas durante la estimulacion eléctrica en el
cerebro. Goddard ef al. (1969) observaron que ai aplicar estimulos eléctricos
subconvulsivos en diferentes regiones de! sistema limbico, en especial en la
amigdala, se desarrollaban convulsiones después de varios estimulos. Asi, el
estimulo inicial ocasionaba cambios minimos en la conducta del animal y en el
EEG pero al aumentar el nimero de estimulos comenzaban a presentarse
cambios en el EEG posteriores al estimulo, Estos cambios o posdescargas
fueron cada vez de mayor amplitud, duracién y complejidad y estuvieron
acompafados de cambios conductuales progresivos que clasificé Racine para

la rata en (1972b):
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Fase 1. Cierre del ojo ipsilateral, retraccién, quieta.

Fase 2. Masticacion, balanceo de la cabeza busqueda, automatismos.
Fase 3. Sacudidas, clonus de las patas anteriores.

Fase 4. Posicién de canguro con clonus.

Fase 6. Clonus con caida.

Es importante resaltar que las fases conductuales son progresivas y

acumulativas.

Delgado y Sevillano (1961) reportaron alteraciones similares a la
estimulacion eléctrica repetida de la amigdala, sin embargo; Goddard ef al.
(1969) fueron los primeros en reconocer su uso potencial como un modelo de
epilepsia, aprendizaje y memoria.

Ei kindling hace referencia a los cambios progresivos que se presentan
en respuesta a estimulos eléctricos repetidos en un sitic especial. Para el
desarrolio de! kindling es necesaria la presencia de posdescargas posterior al
estimulo eléctrico (Racine, 1972a). El kindling es un proceso dinamico durante
el cual las conexiones sindpticas y demas mecanismos asociados se activan.
Kindling se refiere al periodo de estimulaciones durante el cual se desarrollan
cambios hasta un estado estable con crisis generalizadas ténico-clénicas
llamado kindled. El proceso del kindling puede ligarse con algunos aspectos del
aprendizaje, correspondiendo a una etapa de adaptacién mientras que el

estado kindled al recuerdo de una actividad previamente aprendida (Joy, 1985).
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La respuesta que encontramos durante la evolucién del kindling es
progresiva hasta el estado kindled donde se presentan crisis generalizadas con
las siguientes caracteristicas: 1) pueden ser registradas en la mayoria de las
regiones del SNC (patrén generalizado), 2) se acompafian de manifestaciones
motoras y autonémicas, 3) se presentan con cada estimulacion, 4) su duracion
y su evolucién son estables y estereotipadas, 5) el umbral de estimulacion es
estable y menor que el umbral necesario para desarrollar una crisis al inicio del
kindling, 6) es un proceso permanente 0 de larga duracién aln durante meses o
anos sin estimulacidn y sin haberse encontrado la manera de revertirlo
(Goddard ef al., 1969; Racine, 1972a; Joy, 1985; McNamara et al., 1980;
Kalichman, 1982).

El reporte inicial de Goddard et al. (1969) se basé en experimentos con
ratas Wistar, gatos y monos Rhesus. Estudios posteriores en otros animales
como rana, lagarto, ratén, gerbo, conejo, perro, mono baboon, entre otros,
también demostraron el desarrollo del kindling (McNamara et al., 1980; Joy,
1985).

Ei desarrollo del kindling parece ser una propiedad universal del
sistema nervioso (Goddard et al., 1968). El kindling en genera! se desarrolla
mas rapidamente en animales filogenéticamente menos evolucionados,
independientemente del sitio de estimulacibn empleado. Ocurre mas
répidamente en la rata, seguida por el gato y mono (Joy, 1985). El kindling se

desarrolla también mas facilmente en las estructuras cerebrales
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filogenéticamente mas antiguas, ocurre mas rapido en [a amigdala que en la
corteza entorrinal {Joy, 1985; Goddard et al., 1969).

Las areas positivas (para kindiing) fueron divididas por Goddard et al.
(1969) de acuerdo al tipo de crisis que presentaron en: 1) el campo antero-
limbico, que present6 crisis tonico-clénicas con una latencia muy corta, 2) el
sistema olfatorio-limbico, que presentd crisis de predominio clonico con una
latencia gradual y progresiva. El campo antero-limbico corresponde a un area
de corteza cerebral cercana a las fibras del cingulo entre las areas 24, 10 y 6
de Brodman. Cain en (1977) describié que la estimulacién de los cuerpos
geniculados tanto mediales como |aterales también desarrollaban el kindling de
una manera abrupta e inicialmente con crisis generalizadas de manera muy
similar al campo antero-limbico de Goddard et af (1969). El sistema olfatorio-
limbico se extiende desde los bulbos olfatorios a la corteza entorrinal
inciuyendo la region septal y el hipocampo.

Algunas de fas regiones relacionadas con el sistema limbico que
pertenecen al sistema extrapiramidal también son positivas, en especial el
globus pallidus. El nicleo caudado y putamen son puntos positivos pero con
una respuesta variable. Las areas mas dorsales del sistema extrapiramidal
como el ndcleo rojo, sustancia nigra y cerebelo son negativos. Algunas areas
del tronco cerebral como la formacion reticular, la substancia gris central, los
nGcleos ventrales del tegmento y el tectum mesencefélico también son
negativas (Goddard et al, 1969). Fernandez Guardiola et al en 1981

agregaron a estas dreas negativas el nlicleo del rafe dorsal.
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El ndmero de estimulos necesarios para el desarrollo del kindling varia
de acuerdo con la regi6n, siendo la amigdala la que requiere menor nimero de
estimulos. Los estudios iniciales de Goddard et al. (1969) no encontraron
ninguna diferencia entre los diferentes nucleos amigdalinos, sin embargo Cain
y Corcoran (1985) reportaron que el area amigdalina anterior evoluciona mas
rapido al estado kindled que areas més posteriores.

La hora y la periodicidad de la aplicacidon de los estimulos asi como
sexo del animal parecen tener influencia en el desarrollo del kindling (Joy,
1985; McNamara et al., 1980 Goddard et al., 1969). Las estimulaciones diarias
a las 22:00 h durante la fase activa del ciclo de la rata son mas eficientes que
los estimulos diarios a las 10:00 h. durante la fase inactiva para llegar al estado
kindled (Joy, 1985). Esto es contradictorio con el hecho de que durante el
suefio se preéentan la mayor parte de las crisis epilépticas en el humano
(Malow, 1996).

Asimismo, se requiere un mayor numerc de estimulos para desarrollar
el kindfing cuando estos se aplican en intervalos menores de 12 h. Cuando los
estimulos son en intervalos menores a 30 mi.n. ocasionan adaptacion, sin llegar
a desarrollar e! kindling (Goddard ef al., 1969; McNamara et al., 1980). Este
evento se tratara mas adelante.

En la rata hembra se encuentran variaciones dependiendo de la etapa
del ciclo estral (ovarico) en que se encuentre. Las variaciones no se reflejan en

la duracién de las posdescargas ni en el cambio conductual, solamente en la
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respuesta diaria. Estas variaciones son eliminadas mediante ovariectomia (Joy,
1985).

La naturaleza de! estimulo eléctrico también es importante para el
desarrollo del kindling. Un protocolo que se utiliza con frecuencia consiste en la
administracion diaria de estimulos de 1 s de duracion con pulsos cuadrados de
1 ms a una frecuencia de 60 Hz (en el presente trabajo se utiliza este
protocolo). Estimulos a frecuencias de 25, 60 o 150 Hz son igualmente
efectivos para el desarrollo del kindling (Goddard ef al., 1969). En contraste, la
aplicacion de 60 pulsos de 1 ms de duracion a la frecuencia de 1 por segundo
no produce ninguna respuesta (McNamara et al, 1980). El kindling se
desarrolla de igual manera cuando se utilizan pulsos cuadrados o sinusoidales
y con trenes de duracion de 1 s 6 60 s. Los estimulos a una frecuencia de 60
Hz son mas efectivos para ocasionar una crisis en el animal kindled que los
estimulos a frecuencias de 25 6 150 Hz.

Como se menciond anteriormente, los estimulos con un intervalc menor
de 30 min. ocasiocnan adaptacion (Goddard et al, 1969; Joy, 1885). Este
fendmeno de adaptacién parece corresponder a un mecanismo de inhibicidn.
Se han descrito mecanismos de inhibicién de corta y de larga duracion durante
el kindling (McNamara et al., 1980).

La inhibicion de corta duracion se demuestra en animales en el estado
kindled a los que se les estimula en diferentes tiempos (Goddard et al., 1969).
Los estimulos con un intervalo de 10 min. no producen respuesta conductual y

al incrementar el intervalo de los estimulos, la respuesta es mas evidente,
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hasta regresar a la basal cuando el periodo entre estimulos es de 70 min. (fig.
3) (McNamara et al., 1980).

La inhibicién de larga duracion se demuestra mediante la estimulacion
repetida (19 estimulos) en animales en estado kindled a un intervalo de 90 min.
A pesar de este esquema intensivo de estimulacién no hay disminucién del
nivel basal de las crisis. La estimulacién de estos mismos animales 24 h
después, ocasiona una disminucién muy importante de la intensidad y duracién
de las crisis. Este efecto de inhibicion desaparece gradualmente durante los
siguientes 5 dias (McNamara et al., 1980; Goddard et al., 1969).

Los mecanismo por los cuales se presentan estos periodos de
inhibicién no son claros, en especial la inhibicién de larga duracidon que no se

puede adjudicar al agotamiento neuronal (McNamara et al., 1980).
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Fig. 3 Inhibicién de Corta duracion.
El grado de inhibiciéon de la fase conductual (ordenada) posterior a [a crisis
disminuye progresivamente, desapareciendo por completo cuando el intervalo

entre estimulos es de 70 min. (absisa)
{(Hustracién tomada de McNamara et al., 1980).

El kindling produce importantes cambios en la funcién y conectividad
neuronal, como sé menciond previamente. Los cambios que pudieran estar
involucrados son la formacidn de nuevas conexiones sindpticas o el
reordenamiento de conexiones preexistentes (Goddard et al., 1969, McNamara
et al., 1980). Con el empleo de técnicas de microscopia tanto optica como
electrénica se han descrito algunos cambios morfoldgicos como  son:

alteraciones en la arquitectura sinéptica; reorganizacion de las conexiones
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sinapticas de las fibras musgosas de! hipocampo; muerte o pérdida neuronal en
poblaciones neuronales especificas del sistema limbico (Sutula ef al,, 1994).
Sin embargo, no existe alguno de ellos que se presente de manera consistente
(McNamara ef al., 1980; McNamara, 1984, 1986; Girgis, 1981; Joy, 1985).

Los cambios funcionales se pueden encontrar en el sitio primario de
estimulacion y en otras regiones de cerebro (sitios secundarios) (Joy, 1985).
Los cambios més evidentes en el sitio primario de estimulacién son: 1) la
reduccion del umbral para provocar una posdescarga durante la evolucion del
kindling y su estabilidad en el estado kindled (Racine, 1872a), 2) ! incremento
en la duracién de las posdescargas durante el kindling (Racine, 1972b), 3) el
aumento gradual de la complejidad en la morfologia de las posdescargas
(Racine, 1972b).

Los sitios de proyeccién de las dreas primarias de estimulacién van
involucrandose en los cambios electrofisioldgicos descritos para el sitio
primario. Las posdescargas llegan a ser mas prominentes y complejas en los
sitios secundarios hasta poder ser registradas en cualquier area del cerebro
ante una crisis generalizada (Racine, 1972b; McNamara et a/,, 1980).

En resumen, el kindling eléctrico amigdalino ofrece varias ventajas para
su estudio, al ser comparado con otros modelos experimentales de epilepsia: 1)
se puede inducir por la estimulacién de un area especifica del cerebro; 2)
presenta un desarrollo gradual y progresivo, el cual puede ser caracterizado
por diferentes fases conductuales y EEG; 3) produce cambios que son

irreversibles y permanentes; 4) su desarrollo gradual permite estudiar los
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cambios conductuales, electroencefalograficos y bioquimicos que acomparian a
la evolucién del proceso epiléptico (McNamara ef a/, 1980; Talavera ef al.,
1989; 1998; Hernéndez y Condés-Lara, 1989, 1992).

Las caracteristicas que validan al modelo del kindling como paradigma
de epilepsia, en especial del tipo parcial compleja secundariamente
generalizada son: la presencia de crisis esponténeas; el comportamiento del
animal durante la crisis semeja las crisis parciales complejas secundariamente
generalizadas del humano; los cambios en el EEG son similares a los registros
en amigdala e hipocampo de pacientes con epilepsia parcial compleja; se
presentan espigas interjctales tanto en el animal kindfing como en el humano
con epilepsia; hay gran correspondencia en el efecto de los farmacos
anticonvulsivantes; la evolucion de la esclerosis hipocampal es paralela en el
animal kindling y en humanos con epilepsia parcial compleja (McNamara, 1986;
Sutula et af., 1994; Sloviter, 1994).

Ahora bien, existen evidencias clinicas que relacionan Ia
epileptogénesis del humano con el mecanismo de kindling, por ejemplo: la
presencia del foco en espejo; en el humano la estimulacién eléctrica repetida
ocasiona epilepsia; la latencia entre un trauma encefalico y la presencia de
actividad epiléptica (McNamara, 1986; Lopes da Silva ef al., 1992).

Se debe aclarar que nos hemos referido especificamente al kindfing
eléctrico ya que también se ha descrito el kindling quimico que se desarrolla

por la aplicacién de sustancias en dosis subconvulsivas, algunas de manera
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sistémica y otras en areas cerebrales especificas (Fernandez-Guardiola, 1992;
Fernandez-Guardiola et al. ,1995; McNamara, 1986).

Ei estudio de diferentes aspectos neuroquimicos en el kindling eléctrico
ha permitido conocer la participacién de distintas sustancias neurotransmisoras
6 neuromoduladores en el fendmeno epiléptico, por ;ajemplo el GABA, la
serotonina, las catecolaminas, los aminoacidos excitatorios, los neuropéptidos
y el éxido nitrico (ON).

Asi se han descrito modificaciones en la concentracion de los péptidos
met- y leu- encefalina, asi como alteraciones en la bomba [Na'/K'} ATPass,
dependiente de serotonina y noradrenalina, cambios en el transporte axonal y
en la cantidad de células que producen el éxido nitrico {Hemandez y Condés-
Lara, 1988, 1992; Martinez-Lorenzana, 1998; Talavera, et af., 1989, 1998).

Un dato interesante es el obtenido a partir de tejido glial y neuronal de
ratas kindled, que al ser sometidos a diferentes concentraciones de serotonina
y noradrenalina permiten evidenciar la disfuncién de la bomba [Na'/K'] ATPasa
como consecuencia del estado epiléptico. Los resultados dan una importancia
mayor a fas afteraciones de la bomba en tejido glial en comparacién con el

tejido neuronal (Hernandez y Condés-Lara, 1992).
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4. Bomba de Na'/K",

La bomba [Na'/K'] ATPasa (bomba de Na'/K' adenosintrifosfohidrolasa
estimulada por Na* y K', dependiente de Mg™, EC 3.6.1.3) en su forma més
simple se encuentra formada por una subunidad catalitica o (90 a 135 KDa) y
una subtinidad glicoproteica p (35 a §7 Kda) en cantidades equimolares.

La subunidad o es una proteina integral de la membrana celular que la
atraviesa de 6 a 10 veces dependiendo de los diferentes modelos descritos y
presenta sitios funcionales especificos para Na', iK', Mg™*, ATP, Pi y ouabaina
(Stephen y Amira, 1995; Hernandez, 1992).

Existen 3 isoformas identificadas de ia subunidad a que se clasifican de
acuerdo a su afinidad por la ouabaina siendo la a1l aquelia con muy baja
afinidad, a2 presenta afinidad intermedia y a3 tiene alta afinidad (Sweadner,
1992). También cada isoforma presenta una diferencia en la afinidad para los
iones Na’ y i, teniendo a1 y o2 una afinidad similar (K0.5=0.2mM) para el K'
extracelular siendo ésta aproximadamente 2.5 veces superior que la afinidad
de a3 (K0.5=0.09mM). Por otro lado a1 y a2 tienen una afinidad similar por el
Na' intracelular (K0.5=17-19mM), que en este caso es aproximadamente 3
veces inferior a la que presenta a3 (K0.5=63mM) (Stephen y Amira, 1995). Las
3 isoformas pueden ser expresadas por células neuronales. La glia solo
expresa las isoformas ot y o2 (Antonelli et al,, 1998; Cameron et a/., 1994).
Recienten\w\énte se identificdé que la isoforma o2 es la que participa en la

respuesta de la bomba [Na'/K'] ATPasa a la serotonina (Antonelli ef al., 1998).
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La subunidad B solamente atraviesa la membrana celular en una
ocasi6n, teniendo una gran porcién extracelular que se encuentra altamente
glicosilada. E! grado de glicosilacién varia en cada tejido y por lo mismo varia
su peso molecular {Stephen y Amira, 1995). Se han identificado 3 isoformas:
B1, que se expresa en fa mayoria de los tipos celulares; 2, que fue clonada del
cersbro de raton y de rata, encontrandose expresada de acuerdo con Cameron
ef al. (1994) solamente en astrocitos corticales y; B3, que recientemente se
encontré en el sistema nervioso de los anfibios (Stephen y Amira, 1995).

La subunidad B parece ser ia encargada de la estabilidad en la
estructura de {a bomba y de la unién de! K' a la subunidad a. Ei complejo
formado por las isoformas a3/B2 presenta mayor afinidad al Na* que el formado
por las isoformas «3/B1 (Cameron ef al., 1994), esto sugiere que la subunidad B
también participa en regular la afinidad para el Na’. Hay también evidencia de
su participacién en el ensamble de la bomba y en su distribucion en la
membrana celular. La B2 presenta homologia estructural con la molécula de
adhesién AMOG, que es expresada por la glia, por lo que se sugiere que ésta
isoforma interactda con las células adyacentes probablemente restringiendo la
bomba a regiones especificas de la membrana (Hermnandez, 1992; Cameron et
al., 1994; Stephen y Amira, 1985).

La bomba [Na'/K'} ATPasa se encarga de transportar Na' hacia el
exterior de la célula y K hacia el interior, esto con gasto de energia a partir de
ATP. La relacién de transporte de estos iones es 3 a 2 respeclivamente

originando de manera absoluta la pérdida de 1 catién intracelufar. La funcion
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de la bomba esté relacionada con la conservacién o recuperacion del potencial
de reposo en las células excitables, del mantenimiento del volumen celular, de
la recaptura de neurotransmisores, entre otras funciones (Hermmandez, 1992;
Cameron et al., 1984).

La actividad de la bomba estd regulada principalmente por fa
concentracion de Na" intracelular, esto se debe a que Ja concentracién de K
extracelular es suficiente para ocupar todos los sitios activos para este ion,
pero la concentracion de Na' intracelular en condiciones normales ocupa
menos de la mitad de sus sitios activos (Stahl, 1986). Sweadner en 1992
propone que la bomba [Na'/K'] ATPasa glial es estimulada principalmente por
la concentracion extracelular de K'. Esta propuesta implica un aumento en la
afinidad intracelular para el Na' y una disminucion para el K' (Sweadner, 1992)
con respecto a la bomba existente en otros tipos celulares. Esto es acorde con
el hecho de que los astrocitos sélo expresan 82 y ia bomba existente, a3/82,
tienen mayor afinidad por el Na’, como se menciond anteriormente.

Otros moduladores intrinsecos del sistema [Na'fK'} ATPasa son el ATP
como fuente de energia y el Mg™ como substrato primario del ATP (Hernandez,
1992). Se han identificado diversos moduladores extrinsecos como son las
hormonas: insulina, glucagon, tiroxina, los corticoesteroides, la aldosterona y
algunos neurotransmisores como norepinefrina y serotonina (Hemandez, 1992,

Stephen y Amira, 1995). La serotonina es el objeto de estudio del presente

trabajo.
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Mercado y Herndndez en 1892 encuentran que 5-HT (5-hidroxi-
triptamina) no altera la cinética enziméatica de la bomba con concentraciones de
K" menores a 10 mM. Esto apoya lo descrito por Kimelberg (1978) y Grisar
(1979) donde proponen que la activacién de la bomba a concentraciones
inferiores a 5 mM de K corresponde a ia bomba neuronal y mayores

concentraciones activan la bomba glial.

4.1 Bomba de Na'/K' y Serotonina

La actividad de la bomba {Na'/K'] ATPasa cerebral se incrementa de
manera sensible al aumento agudo y crénico de 5-HT (Herndndez, 1892),
incluso en el caso de la administracién de L-triptofano, bufotenida o la
quipazina (ambos inhibidores de la enzima monoamino oxidasa) aumenta la
actividad de la bomba de manera dosis dependiente. Por otro lado se suprime
la actividad de la bomba al administrar metisergida y ciproheptadina que son
antagonistas serotoninérgicos (Hernandez, 1982).

También se encontré que en los cerebros depletados del sistema
serotoninérgico, mediante la administracion neonatal de 5,7-DHT (5,7 dihidroxi-
triptamina), la actividad de ia bomba es superior a los controles lo que sugiere
que este aumento esta asociado a una hipersensibilidad de ios receptores a 5-
HT después de la deprivacion cronica de serotonina (Hermandez 1982).

Con los antecedentes mencionados se tienen evidencias suficientes

para postular que la bomba [Na'/K'] ATPasa es sensible a la estimulacién de
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algin receptor para la serotonina. Los astrocitos presentan los receptores 5-
HT1A y 5-HT2 para serotonina (Kimelberg, 1995). Ef receptor 5-HT1A ha sido
involucrado recientements en modular la actividad de la bomba [Na'/K')
ATPasa de fracciones gliales procedentes de ia corteza cerebral y en tejido
hipocampal (Pefia-Rangel ef al., en prensa).

Vizi y Oberfrank (1992) proponen que la actividad de la bomba [Na'/K’]
ATPasa sensible“a norepinefrina es por dos mecanismos: 1) por estimulacion
de los receptores adrenérgicos al y p gque como via final de su estimulacion
fosforile la subunidad catalitica o por medio de la proteina quinasa C; 2) por
quelacion de metales que estén interfiriendc a manera de moléculas del tipo de
la ouabaina sobre la subunidad catalitica a. No sabemos si 5-HT presenta
también una actividad quelante, sin embargo la evidencia ya mencionada es
suficiente para inferir una actividad por estimulacién de su receptor. Ademas se
ha demostrado mediante estudios de cinética de ATP, K y de unitn a la
[PHjouabaina que la serotonina estimula la actividad de la bomba [Na'/K']
ATPasa glial incrementado los sitios activos de la enzima (Mercado y
Hernandez, 1992).

La actividad de 5-HT sobre la la bomba [Na'/K'} ATPasa parece ser
mas especifica sobre células gliales en ef SNC. Experimentos comparando su
actividad en neuronas y glia demostraron solamente actividad sobre la glia de
una forma concentracion dependiente (Mercado y Hernandez 1992). En las

ratas kindled se encontré una disminucién en la respuesta glial de la bomba
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[Na'/K'] ATPasa dependiente de serotonina, no asi en la actividad neuronal de
la misma (Hemandez y Condés-Lara, 1989, 1992).

De lo anterior se concluye que la disminucidon en la actividad del
complejo enzimético llamado bomba [Na'/K'] ATPasa en el animal con
epilepsia experimental kindling esta relacionado al sistema receptor-segundo
mensajero-bomba, inclinandonos por una interferencia posterior at receptor
debido a que la respuesta a noradrenalina {(NE) en homogeneizados de corteza
cerebral de ratas kindling también se encuentra disminuida (Hernandez,
Condés-Lara, 1992), esto hace pensar en una via comdn de blogueo.

Los neurotransmisores monoaminérgicos (dopamina (DA), NE, 5-HT)
tienen acciones principalmente inhibitorias en la corteza cerebral (Goldstein ef
al, 1988). Estudios en tejido cerebral sobre la concentracién de éstos
demuestran resuitados contradictorios en animales y humanos con epilepsia
(Kalichman, 1982; Cavalheiro ef al., 1994; Goldstein et al., 1988; Femandez-
Guardiola, 1992).

Hay evidencias de que un aumento en la concentracion de 5-HT en la
hendidura sinaptica como la observada en {os recientes experimentos con
fluoxetina, sertralina y otros inhibidores de [a recaptura de serotonina, asi como
con el uso de algunos agonistas (en especial para 5-HT1A), aumenta el umbral
convulsivo y coadyuva la actividad de drogas como carbamazepina y las
benzodiacepinas en el control de las crisis (Kalichman, 1982; Yan et al., 1995;

Salgado y Alkadhi, 1995; Fernandez Guardiola, 1992; Wada et a/., 1993a y b).

37



Ahora bien, las neuronas serotoninérgicas se encuentran distribuidas
principalmente formando los nicleos del rafe y sus prolongaciones axoénicas se
encuentran a todo lo largo del encéfalo y de la medula espinal (McGrear,
1987). Dahlstrom y Fuxe en 1964 propusieron una clasificacién para estas
células agrupandolas en 9 grupos a io largo de! tallo cerebrai, numerados de
B1 a BS. El grupo principal por su alta concentracibn de células
serotoninérgicas corresponde al nucleo del rafe dorsal (B7). Asi, de acuerdo
con Wiklund y Bjsrkiund en 1980, la concentracién de células productoras de 5-
HT en el grupo B7, es del 70% en el gato.

Un dato muy importante que relaciona la actividad serotoninérgica con
la inhibicidn de la actividad epiléptica es que mediante la estimulacion eléctrica
de los ntcleos mediales del rafe se bloquea esta actividad, probablemente por
un aumento en la liberacién de 5-HT en el hipocampo (Wada ef a/., 1993 a y b;
Kovacz y Zoll, 1974).

Los receptores mas extensamente estudiados para 5-HT en el SNC son
del subtipo 5-HT1A. Su estimulacion en el hipocampo también aumenta el
umbral para el desarrollo de las crisis convulsivas, sin embargo su estimulacién
en el rafe lo disminuye (Wada ef al., 1993a y b; Salgado y Alkadhi, 1985;
Peroutka, 1988). Esto sugiere que tienen una accidon con un efecto
autoinhibitorio en el rafe. En el hipocampo el aumento en el umbral convuisivo
se puede deber a una hiperpolarizacion de las membranas neuronales
(Salgado y Alkadhi, 1995; Peroutka, 1988), ademas de la activacion de la

bomba [Na'/K'] ATPasa. En el hipocampo la bomba es estimula por medio de
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los receptores 5-HT1A gliales (Pefia-Rangel ef al., en prensa) en el cerebro
normal. En el cerebro epiléptico la respuesta a 5-HT desaparece, sugiriendo un
transtorno en el equilibrio catiénico que puede contribuir al estado convulsivo.

Un hecho interesante es que los receptores 5-HT1A se encuentran
aumentados durante el kindfing amigdalino solamente en el girus dentado
(preferentemente en la capa polimoérfica) y no en otras regiones del encéfalo
(Clark y Weis, 1993; Whitaker-Azmitia ef af., 1993).

Se ha encontrado en ratas normales una distribucién heterogénea de!
receptor SHTA1 en las células gliales. La estimulacién de este receptor en la
glia, induce !a sintesis del factor de crecirﬁiento S-100, tanto en el desarrollo
fetal como en el animal maduro. Esto relaciona la funcién de! receptor 5HTA1
con procesos de plasticidad neuronal probablemente regulando la formacion de
nuevos procesos sinapticos en ia etapa adulta (Whitaker-Azmitia ef al., 1993).

Se conoce que la S5-HT activa la bomba [Na'/K'| ATPasa
preferentemente en tejido glial y durante el kindling la respuesta de la bomba
en la glia se encuentra disminuida requiriendo concentraciones mas grandes
de serotonina para funcionar (in-vitro) (Hernandez y Condés-Lara, 1989, 1992).
Es evidente que el kindling modifica la actividad normal de Ia célula glial dando

COmo consecueancia una alteracion en ia funcién neuronal.
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5. Transplantes en el Sistema Nervioso Central.

El uso de transplantes en ef SNC es una técnica que comenzé a
utilizarse desde finales del siglo pasado, pero su estudio y utilizacién rigurosa
ha sido durante los Gltimos 20 afios (Gash, 1984; Bjorklund y Stenevi, 1984).

W. Gilman Thompson, en 1890, y Saitykow, en 1905, fueron los
primeros en reportar resultados de transplantes de tejido adulto de SNC, pero
fueron D’Abundo, en 1913, y Altobelli, en 1914, quienes reportaron una buena
supervivencia de los tejidos neurales transplantados (Gash, 1984).

Elizabeth Hopkins Dunn en el periodo de 1803 a 1917 hizo 2
importantes contribuciones: 1) demuestra que el tejido fetal puede ser
transplantado y 2) los transplantes colocados en camas con rica
vascularizacion tienen una mayor supervivencia (Gash, 1984). En 1930 e!
mexicano Raoul M. May ratificd que la edad de! tejido donador es un importante
factor de supervivencia y que los transpiantes se desarrollan mejor en lugares
inmunoldgicamente privilegiados como el ojo, sugirié ademas en 1945 la
importancia de las presencia de factores neurotréficos para favorecer el
crecimiento de tejido transplantado (Gash, 1984).

Los trabajos de Le Gros Clark’s (1840) tienen especial importancia ya
que demuestran la sobrevivencia de transplantes de tejido fetal y ademas

realizéd el primer transplante neural en un humano. (Gash, 1984, Bjorkiund y

Stenevi, 1984).



Et mayor desarrollo en el estudio de los transplantes en el SNC, ha sido
a partir de 1970. Entre las publicaciones de mayor importancia se encuentran
las de Oslon y Malmfors (1970) que iniciaron el estudio de la identificacidn
quimica del tejido transplantado; Hoffer y Seiger en 1974 demostraron que el
tejido transplantado conserva sus caracteristicas electrofisiolégicas; Lund y
Heuschka en 1976 demostraron la funcionalidad de las conexiones entre el
huésped y transplante.

Perlow ef al. (1979) desarroiiaron un modelo animal de la enfermedad
de Parkinson y demostraron que el transplante de sustancia nigra fetal revierte
las anormalidades motoras en éste modelo (Gash, 1984; Giordano y Freed,
1995). Un afio después Gash revirtid la diabetes insipida de las ratas
Braltleboro al transplantar células hipotaldmicas productoras de hormona
antidiurética (Gash, 1984).

Actualmente la utifizacién de transplantes del SNC se ha convertido en
una tecnica de gran utilidad en el estudio de la neurcbiclogia, como lo
demuestra el creciente nimero de publicaciones existentes (Gash, 1984;
Bjsrklund y Stenevi, 1984).

Los transplantes cerebrales permiten estudiar aspectos anatémicos y
funcionales en el desarroilo, diferenciacion y regeneracidn de diferentes
sistemas neurales (Bjorklund y Stenevi, 1984). Ademés, permiten resaitar la
importancia de estructuras o sistemas de neurotransmision en diversas
funciones como el suefio y el aprendizaje (Giordano y Freed, 1995; Drucker-

Colin et al., 1984, Richter-Levin-Levin et al.,, 1993; Richter-Levin-Levin y Segal,
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1991) y han ayudado a explicar la fisiopatologia de enfermedades como el mal
de Parkinson (Spencer ef af, 1992, Madrazo et al, 1987), la corea de
Huntington (Giordano y Freed, 1995, Giordano ef al, 1988), alteraciones
neuroendoerinas (Gash, 1984) e incluso deficiencias congénitas corrrlo las
observadas en los ratones shiverer {Seilhean ef al., 1996). Los transplantes en
el SNC también se plantean como alternativa terapéutica para enfermedades
degenerativas del sistema nervioso como ef mal de Parkinson (Spencer et al.,
1992; Madrazo ef al, 1987; Nikkhah ef al, 1994) y la corea de Huntington
(Lindvall, 1991) e incluso en problemas agudos como la seccién medular en un

intento por inducir la regeneracion de las vias afectadas (Gash, 1984).
5.1 Transplantes Neurales y Epilepsia.

El uso de transplantes cerebrales ha sido estudiado principalmente en
patologias donde hay deficiencia en algin neurotransmisor 0 en algun grupo
determinado de neuronas. En el caso de la epilepsia estas deficiencias no son
tan bien definidas y los estudios han sido enfocados principaimente a la
demostracion de un aumento de actividad de los sistemas excitadores y/o una
disminucion en los sistemas inhibitorios.

Los transplantes cerebrales en el estudio de la epilepsia deben de ser
utilizados para comprobar hipétesis especificas sobre la participacién critica de
algin tipo celfular, substancia o modulador en el fendmeno epiléptico o de

epileptizacion en una region determinada (Schwartzkroin y Lindvall, 1991). Por
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ejemplo el transplante de neuronas productoras de algun neurotransmisor
libera el neurotransmisor en una regidn determinada con un patrén mas
fisiolégico que la administracion sistémica o local de la substancia
(Schwartzkroin y Lindvall, 1991).

Se ha estudiado, en animales, el efecto de los transplantes
noradrenérgicos en la evolucion y el establecimiento del kindling (Bengzon et
al., 1993, 1990, 1991; Barry et al, 1987, 1989). Barry et a/. (1987) encontraron
un retraso en la evolucion del kindling sin efecto en el kindled establecido. Tal
refraso se encuentra (nicamente en animales transplantados que previamente
fueron depletados quimicamente de sus aferencias noradrenérgicas
procedentes del locus coeruleus. En animales transplantados sin la deplecion
del sistema, no se encuentra retraso en la evolucién del kindiing (Bengzon,
1991, 1993). E! retraso en ia evolucién del kindling esta relacionado con la
densidad de inervacion por el transplante en el hipocampo receptor (Barry et
al, 1987) siendo mayor el efecto cuando el transplante es en ambos
hipocampos (Barry ef al., 1989). Ei transplante de células noradrenérgicas no
unicamente tiene efecto cuando se localiza en el hipocampo. Barry ef al. (1989)
encontraron que el transplante bilateral en amigdala y corteza piriforme
también retrasa la evolucién del kindling. La accibn del transplante
noradrenérgico en la evolucién del kindling parece ser mediado por la accidn de
la noradrenalina sobre los receptores f; postsinapticos (Bengzon ef al,, 1990).

En otros modelos de epilepsia, como los producidos por cobalto, PTZ,

acido kainico o electrochoques, se encontrd una reduccion en la severidad y
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duracion de las crisis en animales con los transplantes noradrenérgicos
(Bengzon et al., 1993). También se ha logrado disminuir {a severidad de las
crisis en ratas genéticamente epilépticas (GEPRs 9) mediante transplantes
noradrenérgicos colocados en el tercer ventriculo (Holmes ef al.,, 1992).

Otro estudio que ratifica la importancia del sistema noradrenérgico en
la supresién de la actividad epiléptica es ef realizado por Buzséki ef al. (1988)
donde se cortaron todas las aferencias al hipocampo, fo que ocasiont actividad
de tipo epileptiforme en esta estructura y posteriormente se logré revertirla
mediante transplantes noradrenérgicos en el hipocampo.

De la misma forma se han realizado transplantes de hipocampo,
cerebelo, corteza cerebral, puente y neuronas GABAergicas en diferentes
regiones del encéfalo, encontréndose resultados contradictorios (Buzsaki et al.,
1991; Miyamoto et al., 1993; Holmes ef al., 1987; Fine ef al., 1990; Stevens ef
al., 1988; Ciough et al., 1991; Holmes et a/., 1992; Loscher et al., 1998).

El transplante de células serotoninérgicas, posterior a ia deplecién
quimica de este sistema con 5,7-dihidroxitriptamina, restablece los parametros
normales en el kindling (Camu et al., 1990). La deplecién serotoninérgica se
realizé en e! bulbo olfatorio, mismo lugar que fué estimulado durante el
paradigma de kindling. En los animales depletados se acelera {a evolucién del
kindiing y en los animales transplantados que previamente fueron depletados
se restablecen los parametros originales del kindling. Debe de resaltarse que el
efecto del transplante, normalizando los pardmetros del kindlfing, solamente se

logra a! transplantar tejido con células serotoninérgicas y no otros tejidos. En
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este experimento los transplantes se localizaron en el mismo bulbo olfatorio
previamente depletado,

También se ha demostrado que el transplante de rafe fetal en el tercer
ventriculo de ratas genéticamente epilépticas (GEPR 9), disminuye la severidad

de las crisis (Clough ef af., 1996).

5.2 Variedades de Transplantes.

Existen diferentes técnicas para la realizacién de transplantes en el
sistema nervioso. De manera general, los transplantes se realizan con células
disociadas, semidisociadas o en bloque dependiendo del lugar y la finalidad del
transplante (Bjorklund y Dunnet, 1991; Bjsrklund y Stenevi, 1984; Das ef al,
1979; Giordano y Freed, 1995).

El transplante de tejido en bloque es el método de mas tradicidn
(Bjorklund y Dunnet, 1991). En éste, el tejido es implantado en cavidades
naturales como en el sistema ventricular, el ojo o en cavidades preparadas
quirtrgicamente en el momento o con anterjoridad. Este tipo de transplantes
tienen poco éxito si se realiza en el parénquima (Bjorklund y Dunnet, 1991
Giordano y Freed, 1995). Los transplantes de tejido en bloque son adecuados
para estudiar el efecto de la liberacidn de neurotransmisores, de factores
tréficos, para observar las caracteristicas de reinervacion, diferenciacion e
integracién del tejido transplantado especialmente a la corteza y el cerebelo

(Giordano y Freed, 1995).
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El transplante de células disociadas permite utilizar las células
procedentes de alguna estructura, inmediatamente después de disociarias
(incubacién en tripsina por 20 minutos) o procedentes de un cultivo (Bjorklund y
Dunnet, 1991; Brudin, 1991). Esta técnica se desarrolld debido a las
dificuitades que se presentan ai implantar tejido sélido en parénquima.
Inicialmente fue usada para ftransplantar células catecolaminergicas vy
colinérgicas en el cuerpo neoestriado y en el hipocampo (Bjorkiund y Dunnet,
1991). Esta técnica se prefiere cuando se necesita abarcar una amplia zona de
implante, ya que permite implantaciones mdltiples con poco dafio al éarea
receptora 0 cuando se transplanta en estructuras profundas (Giordano y Freed,
1995).

En el transplante de células semidisociadas, el tejido es unicamente
disociado por métodos mecanicos (picado). Comparte algunas ventajas de los
transplantes de células disociadas y en blogue como: permitir ef desarrolio del
transpiante en estructuras parenquimatosas, conservar los vasos sanguineos
originales y que las células cuyos procesas neuriticos han comenzado a
formarse sobrevivan. Por lo tanto, el periodo critico para la obtencion del tejido
es menos estrecho (Bjérkiund y Dunnet, 1991).

La eleccion de la técnica depende del objetivo del estudio y en
ocasiones es necesario probar varias técnicas con el objeto de comparar la
supervivencia y funcionalidad del transplante (Giordano y Freed, 19895

Bjorklund y Stenevi, 1984; Das et a/., 1979).



Cada técnica tiene ventajas y desventajas que deben de considerarse.
El uso de células disociadas tiene las ventajas de que permite: fransplantar en
estructuras profundas y parenquimatosas sin la necesidad de preparar una
cavidad, dirigir la alicuota de células mediante estereotaxia, realizar implantes
multiples, seleccionar un tipo en especial de célula, controlar el nimero de
células a transpiantar, utilizar células de varios donadores que ayuda a
disminuir el error de un solo sujeto, ser poco traumatico (Bjsrklund y Dunnet,
1991; Das et al., 1979).

Algunas de las ventajas de los {ransplantes de tejido sodlido son: el
transplante es accesible para colocar electrodos, marcadores, etc.; se puede
obtener el tejido de un solo donador; utiliza sus vasos nativos para irrigarse; la
edad del tejido donador es mas flexible; sobreviven las células ya diferenciadas
al momento del transplante (Bjorklund y Dunnet, 1991; Das ef al., 1979).

l.a funcionalidad e integracién de los transplantes en el huésped han
sido ampliamente comprobados (Kromer, 1984; Freed ef al., 1984). Existe una
buena cantidad de evidencia que los transplantes de células fetales
procedentes del rafe, colocadas en alguna area cercana a la amigdala no
pierden su capacidad para secretar 5-HT. Los animales transplantados, con
tejido serotoninérgico, se ha encontrado que presentan niveles mayores de
esta amina con respecto a los controles, valorade mediante la técnica de
microdilisis y por concentrado celular {Daszuta ef al., 1988, 1989; Zhou et al,

1988).
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Los experimentos hasta la fecha, con transplantes serotoninérgicos, se
han basado principalmente en la evaluacién de modelos conductuales, en los
que se demusestra la recuperacion de la conducta normal posterior a los
transplantes (Richter-Levin y Segal, 1989). La mayoria de los estudios
descritos para serotonina depletan al animal, en el contenido de este
neutotransmisor, antes de realizar un fransplante para evidenciar la
recuperacion (Segal y Azmitia, 1986; Daszuta et al., 1988; Richter-Levin y
Segal, 1990; Richter-Levin et af, 1993). Sin embargo los niveles de 5-HT
aumentan adn sin depletar la 5-HT del huésped con respecto a controles no

transplantados (Zhou et a/., 1988).

6. Planteamiento del Problema.

El incremento en la concentracion de serotonina, por medio de
maniobras farmacoldgicas, ha demostrado aumentar el umbral convulsivo en
diferentes preparaciones experimentales. Ademas, se sabe que en animales
depletados del sistema serotoninérgico se restablecen los pardmetros del
kindling, después de ser transplantados con tejido productor de serotonina
(Camu ef al., 1990). Con base en las evidencias presentadas y resaitando que
el transplante de neuronas productoras de serotonina libera el neurotransmisor
con un patrén mas fisiologico que la administracion sistémica de un agonista,
es importante analizar el efecto del transplante, el cual, podria retrasar el

proceso de epileptogénesis en el modelo del Kindling eléctrico amigdalino. Uno
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de los objetivos de este estudio es determinar el efecto que ocasione el
transpiante en el sistema no depletado de serotonina. Esperamos que el efecto
correspondera a su accion neuro-inhibidora y ademas a su accion tcomo
activador de la bomba [Na'/K'] ATPasa glial.

Por otro lado, e! incremento del K extracelular favorece la
sincronizacion de fas neuronas al aproximarlas a su umbral de despolarizacién
(Traynelis y Dingledine, 1988). Las células gliales tienen diversas funciones
homeostaticas en el espacio extracelular, entre las cuales esta la modulacion
del K extracelular por medio de la actividad de la bomba [Na'/K'] ATPasa
(Kesslak y Bridges, 1994). En la epilepsia experimental la actividad de la
bomba [Na'/K'] ATPasa glial sensible a serotonina se encuentra disminuida
(Hernandez y Condes-Lara, 1989, 1992). Por lo anterior, el transplante de
células gliales debera aumentar la aptividad total de la bomba [Na'/K'] ATPasa
al incrementar la cantidad total de esta enzima. Esto puede tener un efecto

negativo en el proceso de epilepsia gracias a sus funciones homeostaticas en

el espacio extracelular.
7. Hipétesis.-

De acuerdo con la informacion anterior, durante el fenomeno de
epilepsia, se encuentra alterada la accidn de la serotonina en el SNC, asi como
la actividad de la bomba {Na'/K'] ATPasa glial. En esta situacién se propone

que:
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-El transplante de tejido fetal productor de S-HT prevendrd ia
hiperactividad neuronal durante la epilepsia experimental, al incrementar el
contenido cerebral de este neurotransmisor.

-El transplante de células gliales incrementara la accion global de la
bomba [Na'/K'] ATPasa, favoreciendo este sistema homeostdtico que
disminuira la hiperactividad neuronal patente en el fenédmeno de epilepsia.

-El efecto de los transpiantes, gliales y serotoninérgicos, serd valorado
mediante una mayor latencia (conductual y/o electroencefalografica) para el

desarrollo del fenébmeno del kindling.

8. Objetivos.-

El objetivo principal es determinar el efecto de los transplantes
serotoninérgicos o gliales en los parémetros conductuales y electrofisiologicos
del modelo de kindling eléctrico amigdalino. Para esto se plantearon los
siguientes objetivos:

1) Implementar la técnica del kindling eléctrico amigdalino en la rata,
estableciendo los parémetros conductuales y electrofisiolégicos en el desarrollo
de este procedimiento.

2) Lievar a cabo transplantes de tejido del rafe mesencefélico fetal de
ratas, en animales que seran sometidos al procedimiento de kindling eléctrico

amigdalino.



3) Realizar cultivos primarios de células gliales para llevar a cabo
transplantes de glia en animales que seran sometidos al procedimiento de
kindling eléctrico amigdatino.

4) Valorar los cambios conductuales y EEG en los animales del los
incisos anteriores.

5) Comprobar por medio de la técnica de inmunchistoquimica las
caracteristicas de las células implantadas al finalizar el estudio de
epileptizacion.

8) Determinar la localizacion de los electrodos de estimulacion.

9. Material y Métodos.-

9.1 Sujetos experimentales.-

Se utilizaron ratas macho de las cepas Wistar y Sprague-Dawley, con
un peso entre 200-310 g conservadas en cajas con ciclos del luz-obscuridad de
12 h y alimentadas con Purina Chow y agua ad-libitum.

Se utilizaron fetos de ratas Wistar de 14 a 16 dias de edad gestacional
{10 a 14 mm. céfalo-sacra), de donde se obtuvo el tejido det rafe mesencefalico
y el tejido control para los transplantes. También se utilizaron neonatos Wistar

de 1 dia de edad para la obtencion de células gliales.

9.2 Grupos experimentales.-

Se dividieron las ratas en los siguientes grupos para su estudio.
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1. Grupo kindling (K): Ratas que se sometieron a todo el proceso del
desarrollo de kindling sin transplante.

2. Grupo Transplante neuronal + kindling (K+T): Ratas transplantadas
en el ventriculo lateral izquierdo, con tejido semidisociado procedente del rafe
obtenido de fetos entre 14 y 16 dias de edad (10 a 14 mm. céfalo-sacra). La
colocacion del electrodo de estimulacién se realizé 2 semanas posteriores al
transplante. La estimulacion para el desarrollo del kindling se inicio 21 dias
posteriores al transplante.

3. Grupo Transplante control muerto + kindling (K+TCM): Ratas
transplantadas en el ventriculo lateral izquierdo, con tejido semidisociado de
corteza cerebral muerto de rata aduita. La colocacién del electrodo de
estimulacién se realizé 2 semanas posteriores al transplante. La estimulacion
para el desarrolio del kindling se inicié 21 dias posteriores al transplante.

4. Grupo Transplante control vivo + kindling (K+TCC): Ratas
transplantadas en el ventriculo lateral izquierdo con tejido fetal semidisociado
(14 a 16 dias gestacionales) de corteza cerebral. La colocacion del electrodo
de estimulacion se realizd 2 semanas posteriores al transplante. La
estimulacién para el desarrollo del kindiing se inicié 21 dias posteriores al
transplante.

5. Grupo Falsa Transplante + Kindiing (K+ST). Ratas que se
sometieron al procedimiento del transplante depositando Unicamente solucidn
fisiolégica y al igual que los gfupos anteriores se sometieron al procedimiento

del kindling.
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6. Grupo Transplante Glial + Kindling (K+TG). Ratas transplantadas
en la amigdala derecha con células gliales procedentes de cultivo primario
(obtenidas de ratas recién nacidas). La colocacién del electrodo de
estimulacién en la amigdala izquierda fue durante el mismo tiempo quirtrgico
que la colocacion del transplante. La estimulacién para el desarrollo del kindling
se inici6 7 dias posteriores al transplante.

Todos los animales se sacrificaron para su estudio histolégico e
inmunohistoquimico al presentar 10 crisis convulsivas generalizadas que

correspondan a la fase 5 de Racine o al haber recibido 40 estimulos.

9.3 Procedimiento del Kindling.-

Bajo anestesia general con pentobarbital (40 mg/kg. i.p.) se colocd un
electrodo bipolar (recubierto de teflén excepto en la punta), en el nucleo
basolateral de la amigdala izquierda por medio de la técnica de estereotaxia,
utilizando las coordenadas (AP: 6.2, Lat.: 5, Alt.: 1.5 a partir de interaural) del
Atlas de Paxinos y Watson (1982).

El conector del electrodo se fij6 al craneo con acrilico dental.

Al introducir el electrodo en la amigdala, se monitorizo visual y
auditivamente la actividad registrada, tantc espontanea como por estimulacion
olfatoria para confirmar la correcta ubicacion del mismo.

Los datos aportados por Daszuta et al. (1988) demuestran que la

méaxima secrecion de seroionina de los tejidos implantados de neuronas
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procedentes del rafe fetal, es entre las semanas 3 y 7 posteriores al
transplante. Este periodo corresponde con el inicio del procedimiento de
estimulacion eléctrica. Por estos datos la estimulacién eléctrica, de los grupos
con transplante de tejido semidisociado, comenzd 21 dias después del
transplante. No hay datos con relacién a la maxima funcionalidad de las celulas
gliales transplantadas por lo que para iniciar la estimulacion se dejé un periodo
de 7 dias para la recuperacion postoperatoria del animal.

Se aplico, un estimulo diario 5 dias a la semana, para ello se utilizé una
fuente de corriente constante Grass PSIU-6 y un estimulador Grass-S11. Ei
estimulo consiste en trenes de 1 s de duracidon con pulsos cuadrados
monofasicos de 1 ms de duracidn a 60 Hz. Para encontrar la intensidad umbral,
se comenzd con una intensidad de 10 ua y se increment6 de 10 en 10 pa hasta
que aparecieron posdescargas de varios segundos (5-10), se fij6 la intensidad
10% arriba de la Gtima intensidad de estimulacion para cada animal.

La actividad de la amigdala se vigild y graficdé en un poligrafo
conectado al electrodo. El electrodo se utilizé también para estimulacién por
medio de un interruptor de 3 vias. Se midio la duracién y fa frecuencia de las
posdescargas que se presentaron inmediatamente después de la estimulacion
(fig. 4). Posterior a la estimulacion se califict la conducta de la rata de acuerdo

a la escala de Racine (1972b).
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Fig. 4. Trazo electroencefalogrifico donde se muestra de manera amplificada en los
trazos superior e inferior 10 segundos de la actividad antes y después del estimulo. El
registro previo al estimulo es utilizade como control para una mejor interpretacion del
registro posterior al estimulo. En el registro posterior al estimulo (posdescarga) se
puede observar claramente la presencia de actividad paroxistica. A manera de ejemplo,
ta duracién de la posdescarga es de 84 segundos con una frecuencia de 3.7 espigas por
segundo, La escala en [a parte inferior corresponde a la duracién del razo en segundos.

9.4 Transplantes.-

Se utilizaron fetos de rata Wistar de 14 a 16 dias de edad gestacional,
considerando el dia posterior al apareamiento como dia cero. Al obtener los
fetos se ratificd la edad gestacional con la longitud céfalo-sacra (crown-rump
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lenght). La longitud céfalo-sacra debe ser entre 10 y 14 mm. (Dunnett y
.Bjérklund, 1991).

La obtencion de los fetos fue por medio de laparotomia, utilizando
como anestesia una mezcla de halotano (1.5%) con &xido nitroso y oxigeno
(2/1). Los fetos fueron extraidos de manera individual, manteniendo a la madre
viva y con la temperatura controlada para favorecer la oxigenacién y viabilidad
de los fetos aun sin extraer.

El tejido fetal para transplante (rafe) corresponde al tejido disecado 0.5
mm. lateral a la linea media, entre la flexura mesencefélica y la flexura cervical
(fig. 5).

Durante el proceso de diseccidbn se mantuvo el tejido en solucion
fisiolégica a temperatura ambiente. El tejido del rafe, ya disecado, se fragmenté
en 10-20 pl de la misma solucién, procurando fragmentos menores a 0.5 mm’
(Bjorkiund y Dunnet, 1991; Zhou et al,, 1988). E! total de las células que se
transplantaron fue de 140,000 + 20,000, con una viabilidad de! 85%.

El tejido se inyecté utilizando una jeringa Hamilton de 50 pl con aguja
metalica en el ventriculo lateral izquierdo en un volumen total igual o inferior a
20 pl, depositado en fracciones de 10 ul. La aguja permanecié en el sitio del
transplante los 56 minutos posteriores a haber terminado el depbsito (Bjsrklund
y Dunnett, 1991).

El transplante fue por medio de estereotaxia, basado en las
coordenadas de Paxinos y Watson (1982) (AP. : 5.2 ; Lat. :0.5. ; Dorso-Ventral :

3.5 a partir de interaural).



El transplante de tejido de corteza cerebral fetal (K+TCC) se realizé con
el mismo procedimiento mencionado para el transplante de rafe. El transplante
de tejido de corteza adulta (K+TCM) se obtuvo de ratas adultas y fue calentado
hasta ebullicion para destruir a las células, el resto del procedimiento fue igual
al del transplante de rafe.

Las células gliales para fransplante se obtuvieron de un cultivo
primario, el procedimiento para su obtencién se describe a continuacion. El
procedimiento de transplante fue igual que para el transplante de rafe pero
depositando el tejido en la amigdala derecha (AP: 6.2, Lat.: -5, Alt: 1.5 a partir

de interaural).
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Fig. 5 Esquema para la diseccién de las neuronas monoaminérgicas.

a) Representacion sagital de los principales nicleos monoaminérgicos. b) Corte
antero-posterior para exponer el IV ventriculo. c) Exposicion de las estructuras
entre la MF y CF. d) Localizacién del Ic (células noradrenérgicas).e) Localizacién
del mr y pr {(células serotoninérgicas). f) Localizacion de los cortes para obtener Ic,
mr y pr. Los cortes para obtener el mr y pr son 0.5 mm. laterales a la linea media.
Abreviaturas: MF: flexura mesencefalica; PF: flexura del puente; CF.: flexura
cervical; Ri: istmo romboencefélico; Ic: locus coeruleus; pr: rafe del puente; mr:
rafe mesencefalico; sn: sustancia nigra. (Hustracién tomada de Dunnet Stephen B.,
Bjdrklund Anders, 1991).

9.5 Cultivo primario de glia.-

Se utilizd la corteza cerebral de ratas recién nacidas de la cepa Wistar
durante el primer dia de edad, el procedimiento fue el siguiente:

Los animales fueron decapitados para después obtenerse el encéfalo y
disecarse la corteza cerebral. La diseccién del encéfalo se realizd en una caja
de Petri manteniendo el tejido sumergido en medio de cultivo DMEM (medio de
Eagle modificado por Dulbecco). E! tejido cortical fue mantenide en medio
DMEM a 4°C. hasta colectar la cantidad de tejido necesaria. Se requirié
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aproximadamente el tejido de 5 cortezas para sembrar un plato de 10 cm. de
diametro.

Et tejido fue disociado mecanicamente, primero en pegquefios trozos
mediante una hoja de bisturi y después pasando el tejido en una jeringa de §
c.c. con aguja de 21x32 mm (verde} por no mas de 5 veces. Todo este
procedimiento manteniendo el tejido en medio béasico de DMEM.

El teji\do disociado fue centrifugado por 10 min. a 800 rpm y se
suspendio en medio basico DMEM aito en glucosa {Gibco) con suero fetal
bovino (FCS) al 10%. Se sembrd en cajas plasticas tipo Petri de 10 cm de
didmetro tratadas con silicon, utilizando como medio de cultivo DMEM alto en
glucosa (Gibco) con FCS 10%,lpenicifina 100 U/ml, estreptomicina 50 pg/mi,
insutina al 5 uM, factor de crecimiento para fibroblastos (FGF) al 5 ng/ml y
factor de crecimiento endotelial (EGF) al 5 ng/ml. En cada caja se sembroé el
tejido correspondiente a 5 cortezas cerebrales.

E)l medio de cultivo se cambié un dia después de la siembra y
posteriormente cada 3 6 4 dias. Cuando la cantidad de células en el plato de
cultivo fue suficiente, se disociaron incubando por no mas de 10 minutos en
tripsina al 0.25% deteniendo la reaccién con DMEM + FCS al 10%. Cuando las
células se disociaron en el primer pase, esta operacion se repitié en 2
ocasiones. Las primeras células que se obtuvieron corresponden a
oligodendrocitos y astrocitos tipo 2. Las células obtenidas en la segunda
disociacién correspondieron a astrocitos tipo 1 (lan, 1994). Los transplantes

fueron realizados con astrocitos tipo 1 en el tercer pase.
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Fig. 6 La microfotografia del lado izquierdo corresponde a células gliatles en
cultivo que resultaron positivas para GFAP mediante la reaccion de PAP, las
célutas del lado derecho son fibroblastos utilizados como control negativo.
Notese que la marca en las células gliales no se encuentra en el nicleo debido a
que la proteina GFAP es citoplasmatica, ademas es evidente la diferencia de
tamafio con los fibroblastos utilizados como control negativo. Las fotografias

fueron tomadas en 40x {600 didmetros) con un invertoscopio de luz,

Las células en el tercer pase se disociaron y se suspendieron en medio
de DMEM con bis-bencimida (Hoechst #33342) al 5 uM, incubéandose durante 1
hora en la estufa de cultivo. Se realizaron 3 lavados con DMEM y se
suspendieron en un volumen de 40ut de DMEM por caja disociada (2 x 10° + 2
x 10° células). El transplante se realizé con una jeringa Hamilton de 50 ul con
aguja metalica. Se transplantaron el total de las células de una caja de cultivo
(2 x 10% + 2 x 10° células) por cada rata.

El origen glial de las células se comprobd mediante
inmunohistoquimica, marcando la proteina acida fibrilar de la glia (GFAP). El
95% de las células en cultivo se consideraron como glia de acuerdo al
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resultado obtenido (Fig. 6). La técnica de inmunchistoguimica para células en

cultivo se describe mas adelante.

9.6 Histologia.-

Los animales fueron profundamente anestesiados con una sobredosis
de pentobarbital {>50 mg/kg.) y perfundidos por via intracardiaca primero con
250 mi de buffer fosfato al 0.1 M estabilizado a un pH de 7.4, seguido de 250
ml de paraformaldehido al 4% en solucién buffer fosfato al 0.1 M (pH=7.4) a 4°
C. El encéfalo fue extraido después de perfundir al animal, manteniendolo en
solucidn fijadora (posfijacién) por 24 horas y se almacend en sacarosa al 10% a
4°C. Con el microtomo de congelacién se realizaron cortes de 25 a 40 ym a
nivel del transplante y la amigdala izquierda. Los cortes de la amigdala fueron
teflidos con safranina o Nissl con la finalidad de localizar el sitio de
estimulacion. Los cortes correspondientes al area de transplantes fueron
sometidos a la técnica de inmunchistogquimica abajo sefialada.

El tejido cerebral de los animales con transplante de células gliales fue
obtenido mediante el procedimiento arriba descrito. Los cortes se realizaron
con un microtomo de congelacion, obteniéndose éstos de 30 um, se montaron
en portaobjetos gelatinizados y se cubrieron con glicerol. Estos cortes fueron
observados en el microscopio de fluorescencia mediante excitacién ultravioleta.

Debe de resaltarse que la bis-bencimida fue utilizada como marcador de las
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1. Los cortes se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos
en solucion de perdxido al 3% para suprimir la actividad de las peroxidasas
enddgenas.

2. En una solucién de acido acético al 5% con alcohol etilico al 100%
en relacion volumétrica 1:1 se incubd durante 15 minutos a -20° C. La
incubacion con esta solucion se afiadié al método tradicional debido a que se

observé una mejor reaccion del anticuerpo (fig. 7).

PP

Fig. 7 Las microfotografias (10x) corresponden a cortes sagitales sobre el rafe
mesencefalico marcadas con anticuerpo anti 5-HT. Ndotese una mayor y mejor marca en
la fotografia del lado izquierdo, misma que fue incubada con la solucién det ac. Acético
y metanol de acuerdo al paso 2 del procedimiento de inmunohistoquimica en tejido. La

comparacion se realizé Gnicamente visual mediante microscopia de luz.
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3. Se incubd con el anticuerpo primario respectivo a las siguientes
diluciones y tiempos: 5-HT diluido 1:50 durante 48 h. a 4° C.; GFAP difuido
1:200 durante 12 h. a 4° C. y DBH diluido 1:1000 durante 48 h. a 4° C.

4. Se incubd con el anticuerpo secundario biotilinado, diluido 1:10
durante 2 h. a4°C.

5. En una solucion de estreptavidina conjugada con peroxidasa de
rabano (HRP) se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente.

8. Con solucién cromégena de 3, 3"-diaminobencidina se incubt por 5
minutos a temperatura ambiente.

Entre cada incubacién se realizaron 3 lavados con buffer fosfato al 0.1
M. Los cortes fueron montados en portaobjetos previamente gelatinizados y
cubiertos con resina para colocar el cubreobjetos.

Como control positivo para DBH y 5-HT se utilizaron cortes sagitales de
tallo cerebral, donde se observo la reaccion para DBH al limitar el nucleo del
Locus Ceruleus y 5-HT al limitar los nuclec del rafe mesencefélico y de la
protuberancia. E! contro! positivo para GFAP se realizé en cortes coronales
donde se observaron {as células gliales con una distribucién ubiqua.

El control negativo se realizé en cortes similares a los utilizados para el
control positivo, omitiendo la incubacién con el anticuerpo primario (DBH, 5-HT
o GFAP). No se observ6 ninguna reaccion.

No se realizd control de especificidad (incubacion del anticuerpo
primario en presencia de su antigeno en solucién) debido a que no contamos

con los antigenos para esta prueba. Sin embargo, los controles positivo
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mostraron mucha especificidad con respecto a la localizacién de su reaccion, lo

cuél apoya la alta especificidad indicada por los fabricantes de los anticuerpos.

9.7.2 Inmunohistoquimica en cultivo primario.-

Las células fueron sembradas sobre un cubreobjetos previamente
recubierto con fibronectina al 1 M, se dejaron proliferar hasta que lo recubrieron
en su totalidad. El procedimiento de inmunohistoquimica fue el siguiente:

1. Se coloch el cubreobjetos en paraformaldehido al 4% con un pH de
7.4 a 4° C. durante 15 minutos.

2. En una solucién de acido acético al 5% con etanol al 100% en
relacion volumétrica 1:1 se incub6 durante 5 minutos a —20° C.

3. Se incubd en solucién bloqueadora de suero de caballo al 10% en
buffer fosfato al 0.1 M. durante 10 minutos a temperatura ambiente.

4. Se incub6 con el anticuerpo primario, en este caso anti-GFAP
diluido 1:200 a temperatura ambiente y en una cdmara humeda durante 12h.

5. Se incub6 con el anticuerpo secundario biotilinado, sin diluir
durante 2 h. a temperatura ambiente y en una cdmara humeda.

6. En una solucién de estreptavidina conjugada con peroxidasa de
rabano (HRP) se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente y en una
camara humeda.

7. Con solucién cromédgena de 3, 3'-diaminobencidina se incubo por 5

minutos a temperatura ambiente.
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Entre cada paso se lavé 3 veces con solucién de buffer fosfato ai 0.1 M.

Se dej6 secar y se montd sobre un portaobjetos con resina sintética.

Se realizaron dos tipos de control negativo: en el primero se realizé el
procedimiento en fibroblastos inmortalizados (F3T3), sin observarse ninguna
reaccién. Ademas, en el segundo se realiz6 el procedimiento en células de
nuestro cultive primario (glial) sin incubar con el anticuerpo a GFAP, sin
observarse ninguna reaccion.

El contro! positivo no se realizé porque no contamos con celulas gliates
inmortalizadas (tumorales o por manipulacién genética) y el control de
especificidad tampoco se realizé porque no contamos con la proteina GFAP
purificada. Sin embargo la reaccién del anticuerpo a GFAP en las células se
observa solo en el citoplasma siendo este un dato de especificidad (ver

adelante especificidad de la bis-bencimida).

10. Valoracion de resultados.-

1) Se registré en cada animal e! tiempo de permanencia en cada una
de las fases conductuales, el numero de estimulos necesarios para presentar la
primera crisis generalizada, la duracién y frecuencia de las posdescargas.

2) Se establecié la localizacion de la punta de los electrodos de
estimulacién y se registr6 de acuerdo al Atlas de Paxinos y Watson (1 982).

3) Se establecié una correlacién entre los datos inmunchistoquimicos y

los resultados experimentales del los grupos experimentales.



10.1 Pruebas Estadisticas.-

Se utilizd6 un ANOVA para cada fage conductual, siendo las
comparaciones de interés solo entre las mismas variables. El método de Pos
Hoc de comparacién mdltiple fue el de Bonferrioni. La prueba se realizé con un
poder de al menos 0.8 y un error tipo | de 0.05.

En caso de no cumplirse los supuestos del modelo paramétrico, se
utitizb el Andlisis de Varianza con un solo criterio de clasificacién de Kruskal-

Wallis. El método de comparacién muitiple fue el de Dunn.

11. Resultados.-

Se analizaron los resultados de 36 ratas macho albinas, de las cuales
26 fueron de ia cepa Wistar y 10 de la cepa Sprague-Dawley. Los animales se
dividieron de la siguiente manera: 9 en el grupo kindling (K); 5 en el grupo falso
transplante + kindling (K+ST); 4 en el grupo transplante control muerto +
kindling (K+TCM); 4 en el grupo transplante control vivo + kindling (K+TCC); 9
en el grupo transplante neuronal + kindling (K+T); 5 en el grupo transplante
glial + kindfing (K+TG). Las 10 ratas de la cepa Sprague-Dawley formaron parte
de los grupos K (2 ratas), K+ST (2 ratas), K+T (1 rata) y K+TG (5 ratas), sin
encontrarse diferencia (conductual y EEG) con respecto a los animales de Ia

cepa Wistar (p=0.6556).
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11.1 Resuitados por Fase Conductual.-

Los grupos de K, K+ST, K+TCM K+TCC y K+TG presentaron en orden
ascendente cada una de las fases conductuales a través de las estimulaciones,
no asi el grupo K+T en el que no se presenté la evolucién ordenada a traves de

las fases conductuales (fig. 8).
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Fig. 8. Fases conductuales con respecto a los estimulos., A) Se compara la
tendencia en la evolucion de los grupos Kindling (K), Kindling + transplante
neuronal (K+T) y Kindling + transplansplante glial (K+TG) a través de los estimulos
con respecto a la presentacion media de fas fases conductuales, Observese que
los animales del grupo K+T no llegan a presentar crisis en fase 5. Las lineas
verticales representan el error estandar, B), C) y D) Cada graficas muestra Ia
evolucion de tres animales, uno de cada grupo (K, K+T y K+TG). Debe de
resaltarse que los grupos K y K+TG presentaron las fases de manera progresiva y

ordenada, no asi los animales del grupo K+T.
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El analisis de permanencia de los animales en las diferentes fases
conductuales demostrd que aquelios del grupo K+T presentaron una mayor
permanencia en las fases conductuales 1 {fig. 9) y 3 (fig. 10) con respecto al
resto de los grupos (p<0.05). Los animales del grupo K+TG no presentaron
diferencia en el nimero de estimuios en cada una de las fases conductuales

con respecto a los grupos K, K+STy K+TCC.

to
L

Media de! nimero de estimulos
en laFase 1
»

K K+T K+ST K+TCC K+TG
Grupos

Fig. 9 Media del namero de estimulos en la Fase conductual 1. El grupo K+T
presentd una mayor estancia en esta primera fase conductual. Las lineas
verticales corresponden al error estandar. p<0.05 {*).
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Media del niimero de estimulos
en la Fase 3

K K+T K+ST K+TCC K+TG
Grupos

Fig. 10 Media del nimero de estimulos en Ja fase conductual 3. El grupo K+T
presenté una mayor estancia en la tercera fase conductual. Las lineas verticales

corresponden al error estindar. P<0.01 {*)

La cantidad de estimulos necesarios para presentar la primera crisis ‘
generalizada {fase 5) fue mayor en el grupo K+T con respecto al grupo K |
(p<0.05). Los grupos K+ST, K+TCC y K+TG no presentaron diferencia entre

ellos ni con los grupos Ky K+T (Fig. 11). |
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Fig. 11 Media del namero de estimulos para presentar la primera crisis
convuisiva generalizada (fase 5). El grupo K+T requiri6 un mayor namero de
estimulos para presentar fa primera crisis en fase 5 con respecto al grupo K.
Las lineas verticales corresponden al error estandar. p<0.05 (*).

Los estimulos totales necesarios para presentar 10 crisis en fase 5 y/o
40 estimulaciones en el caso de aquellos animales que no lograron presentar
las 10 crisis generalizadas fue mayor para el grupo K+T con respecto a los
grupos K, K+TCC y K+TG (p<0.01). Los animales del grupo K+ST también

requirieron un mayor nimero de estimulos con respecto a los grupos Ky K+TG

(p<0.05) (fig. 12).
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Media del nimero de estimulos

¥

K K+T K+8T
Grupos

Fig. 12 Media del namero de estimulos totales para presentar 10 crisis

convulsivas generalizadas {Fase 5). E! grupo K+T requirié un nimero mayor de

estimulos para presentar 10 crisis en fase 5 con respecto a los grupos K,

K+TCC y K+TG (*). Ei grupo K+ST requirié un mayor niimero de estimulos con
respecto a los grupos Ky K+TG (™), Las lineas verticales corresponden al error

estandar. p<0.01 (*) y p<0.05 (**).

11.2 Resultados de la Duracion y la Frecuencia de las

Posdescargas.-

El analisis de la duracidn y la frecuencia de las posdescargas se

realizd para cada una de las fases conductuales. La frecuencia de la
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posdescarga no presenté diferencia entre jos grupos en ninguna de las fases

conductuales.

La duracién de la posdescarga fue menor en el grupo K+T para la fase

conductual 1 (p<0.05) ain cuando existe una gran varianza en cada uno de los

grupos (fig. 13).

18 1

Media de la duracion de las Posdescargas (s.)

K K+T K+ST K+TCC K+TG
Grupos

Fig. 13 Media de Ja duracién de las posdescargas en la fase 1. Obsérvese una
menor duracién de las posdescargas en el grupo K+T que en el resto de los
grupos. Las lineas verticales corresponden al error estandar. p<0.05 {(*).

La duracién de las posdescargas en la fase 3 fue mayor para el grupo

K+T con respecto al grupo K (p<0.05) (fig. 14). En el resto de las fases
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conductuales no se presentd diferencia en fa duraciéon de las posdescargas
entre los grupos. El anélisis de la duracién total de las posdescargas al

presentar 10 crisis convulsivas generalizadas no mostré ninguna diferencia

entre los grupos.

120

g

Medla de la duracién de las Posdescargas (s.)
3

K K+T K+ST K+TCC K+TG
Grupos

Fig. 14 Media de la duracién de las posdescargas en la fase 3. Obsérvese una
mayor duracién en el grupo K+T con relacién al grupo K. Las lineas verticales

corresponden al error estiandar. p<0.05 (*).
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11.3 Resuitados de Inmunohistoquimica e Histoldgicos.-

Todos los animales incluidos en el analisis presentaron la punta dei
electrodo de estimulacion en el nucleo basolateral de fa amigdala izquierda.
El transplante en los animales dei grupo K+T, K+TCC fue muy evidente

incluso de manera macroscopica (fig. 15).

Fig. 15 Microfotografia de un corte de 30um donde se observa el tejido transplantado
{sefialado por las flechas). El transplante esta ubicado en el ventriculo lateral izquierdo.

La amplificacién es de 20 diametros, observada con microscopia de luz.

Los cortes histoldgicos obtenidos de los animales del grupo K+T,
fueron positivos en la region del transplante para el anticuerpo anti-5 HT vy
negativos para et anticuerpo a dopa-B-hidroxilasa. Debe sefialarse que la

cantidad de células serotoninérgicas (fig. 16) en los transplantes fue escasa.
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Fig. 16. Microfotografias de células de transplante marcadas con el anticuerpo a 5-HT.
Las fotografias fueron tomadas en inmersion {1000 diametros} mediante microscopia de
luz.

La zona periférica al transplante presentd una ligera reaccion glial,
demostrado por la reaccién a GFAP (fig. 17).
Los cortes de los animales del grupo K+TCC fueron negativos para 5

HT v DBH.

Fig. 17 Microfotografias de un transplante con tincién inmunohistoquimica para GFAP. La
imagen de la izquierda corresponde a un transplante en el ventriculo lateral izquierdo,
obsérvese la escasa reaccion glial en la interfase del tejido transplantado (t) y el huésped (H).
La imagen de la derecha es una amplificacién del recuadro de la izquierda. Las fotografias
corresponden a magnificaciones de 40 y 200 didmetros tomadas con un microscopio de luz.

Los transplantes de tejido gliai fueron localizados por medio de

microscopia de fluorescencia con excitacion ulfravioleta (fig, 18 y 19). Antes de
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realizarse el transplante se comprob6 el origen glial de las células, asi como su
fluorescencia con bis-bencimida. Estas pruebas se realizaron a partir de una
alicuota obtenida de la suspension de células del cultivo primario a transplantar

(fig. 6 y 20).

Fig. 18 Microfotografia de un corte histolégico donde se observa el transplante de
células gliales después de 6 semanas de transplantadas, marcadas con bis-bencimida
{entre las flechas). El transplante se encuentra localizado en la regién amigdalina de!
lado derecho. El transplante se localizé mediante microscopia de fluorescencia vy la

imagen se obtuvo mediante microsocopia confocal con un aumento de 4x.
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Fig. 19 Microfotografia de un corte histoidgico donde se observan las células gliales
después de 6 semanas de transplantadas, marcadas con bis-bencimida (flechas). Las
células se encuentran en la cercania de un vaso sanguineo (estreila). El transplante se
localizé mediante microscopia de fluorescencia y la imagen se obtuvo mediante
microsocopia confocal con un aumento de 40x.

Fig. 20 Microfotografia de cultivo primario de células gliales marcadas con bis-
bencimida. Las células corresponden a una aliquota de la suspensién celular que fue
transplantada. Las células se observaron mediante microscopia de fluorescencia y la

imagen se obtuvo mediante microsocopia confocal con un aumento de 20x,
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12. Discusién.

El modelo del kindling eléctrico amigdalino tiene numerosas ventajas
sobre otros modelos de epilepsia, entre ias mas importantes son: su evolucion
gradual y estereotipada, el no utilizar substancias extrafas ai organismo, la
presencia de un foco en espejo y el ser un modelo que genera cambios con alta
semejanza a los encontrados en el humano con epilepsia (McNamara ef al,,
1980; McNamara, 1986; Lopes da Silva ef a/., 1992).

Este modelo permite predecir y estudiar los efecios de los
medicamentos y las substancias al semejar diversos tipos de crisis epilépticas,
como son: las crisis parciales complejias (.focaies mbicas), las parciales
simples (focales en isocorteza), las tdnico-cibénicas generalizadas (estado
kindled) y las crisis parciales secundariamente generalizadas (Mcintyre, 1991).
Dependiendo dei sitio de estimulacién, el momento de evaluacidn y los
parametros registrados es posible el estudio de diferentes tipos de crisis
epilépticas en este modelo. Por ejemplo: se puede estudiar el efecto de algun
farmaco en el proceso de epileptogénesis al comparar el nimero de estimulos
necesarios para que ocurra la transformacion de una crisis focal en una crisis
generalizada. Asimismo es posible estudiar el efectc del farmaco sobre cada
una de las etapas de evolucidn mediante la cuantificacion de algun
componente estereotipado (i.e. duracién y frecuencia de la posdescarga)

(Albright et al., 1986).



En el presente estudio se evalud el efecto de los transplantes sobre la
evolucion del kindling y sobre cada una de sus fases. La evolucién se evalué
con base en el nimero de estimulos necesarios para presentar una crisis
generalizada, asi como mediante la permanencia en cada fase conductual. El
efecto en cada fase se evalué mediante la frecuencia y la duracion de las
posdecargas.

La evolucion gradual y estereotipada del! kindling nos permitié hacer
comparaciones bajo parametros bien definidos entre cada uno de los grupos
experimentales. Los parametros que se analizaron fueron conductuales (fases)
y electrofisiolégicos (duracién y frecuencia de la posdescarga).

| Debido a que los animales del grupo con transplante de rafe
mesencefalico fetal no presentaron una evolucion gradual {fig. 8), el analisis se
realizé por fase conductual y no de acuerdo a los estimulos consecutivos. El
analizar los resultados de esta forma nos permite conocer de manera
aproximada las regiones involucradas en la actividad paroxistica, gracias a Ia
relacion existente entre las fases y las regiones involucradas (Racine, 1972b).

En este trabajo se utilizé la técnica de transplante debido a que la
liberacion del neurotransmisor se realiza de manera mas fisiolégica que la
administracién sistémica o local de algin agonista serotoninérgico
(Schwartzkroin y Lindvall, 1991).

La técnica de transplante para el rafe mesencefdlico fue con tejido
semidisociado, porque ias células transplantadas de esta manera tienen una

mejor sobrevivencia que las células completamente disociadas (Bjorklund y
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Dunnet, 1991) y porque la colocacion de! transplante en el encéfalo sin una
lesidn previa dificulta la sobrevivencia de éste, en especial cuando las células
se disocian (Bjérklund y Dunnet, 1991). Por ofro lado, existe el inconveniente
de que el efecto observado es una mezcia de las diferentes substancias
producidas por el transplante.

Et transplante de tejido' giial se realizé a partir de cultivo primario para
asegurar que el efecto fuera el de las células de interés y no ofro, como es el
caso de los transplantes con tejido sélido o semidisociado. Ademas, esto nos
permite inferir que e! efecto del transplante de rafe mesencefalico no se debid a
las células gliales, sin poder descartar que lo observado puede deberse al
conjunto de ambas (gliales y serotoninérgicas).

El uso de células, a partir de cuitivo primario, posterior a varios pases
tiene el inconveniente de ocasionar pérdida de diferenciacion celular y cambios
en las funciones de las células in-situ (lan, 1994). Se utilizaron células en el
tercer pase para evitar este fendmeno de desdiferenciacién, sin embargo se
encontré una falta de respuesta de la bomba [Na'/K'} ATPasa a la serotonina
(comunicacion personal del Dr. Jorge Hernandez), asi como una ausencia de
migracién de las células transplantadas como la reportada por Goldberg y
Bernstein (1987). Lo anterior plantea un probable efecto de desdiferenciacién o
modificacion de las caracteristicas originales (Kesslak y Bridges, 1994).

El transplante de células gliales se colocé en la amigdala contralateral
al sitio de estimulacion debido a que el transplante de células disociadas tiene

mejores resultados al realizase en el parénquima (Bjsrklund y Dunnet, 1891).
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La amigdala contralateral fue seleccionada para intentar chservar un efecto
biogueando el reclutamiento del foco en espejo.

Los resuitados indican que e! transplante procedente de rafe
mesencefalico fetal ocasiona cambios en ia evolucidn normal del kindling
eléctrico amigdalino. Entre estos cambios se encuentra una pérdida en la
secuencia progresiva y acumulativa de las diferentes fases conductuales
presentandose de manera desordenada.

Los animales con transplante procedente del rafe mesencefélico fetal
requirieron un mayor nimero de estimulos para presentar la primera crisis
convulsiva generalizada (CCG), asf como para acumular 10 CCG. La
permanencia en las fases conductuales 1 y 3 se incrementé en los animales
con transplante de rafe mesencefalico.

De la misma forma, la duracion de la posdescarga durante la fase
conductual 1 disminuyé en los animales del grupo con transplante de rafe
mesencefalico fetal, no asi en la fase conductual 3 en la que se incremento la
duracién de la posdescarga. El analisis de la frecuencia de la posdescarga no
demostro diferencias entre los grupos para cada fase conductual.

Los animales con transplante de células gliales de cuitivo primario no
presentaron ninguna modificacion en los pardmetros basales del kindling.

Estos resultados sefialan que el transplante de rafe mesencefalico fetal
tiene efecto cuando la actividad epileptiforme se encuentra en el hemisferio
ipsilateral al sitio de la estimulacion, de acuerdo con ia correlacién entre la fase

conductual y la topografia de la actividad paroxistica (Racine, 1972b;
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McNamara et al., 1980). Los resultados obtenidos sugieren que el efecto del
transplante de rafe mesencefalico es sobre la propagacion de la actividad
epiléptica y no sobre el proceso ya generalizado.

La mayor permanencia en la fase conductual 1 y la disminucion en Ila
duracion de las posdescargas en esta misma fase conductual, plantean gue el
transplante tiene efecto sobre las crisis parciales compiejas (Mcintyre, 1991) y
sobre la propagacion de la actividad epiléptica.

Ei efecto del transplante de rafe mesencefalico puede deberse a
diferentes causas: a) el tejido transplantado puede tener una influencia trofica
en el drea receptora y estimular mecanismos de recuperacion (Bjoérklund ef af.,
1984) que mantengan localizada la actividad paroxistica; b) el transplante
puede funcionar como una bomba que libere neurotransmisor al tejido cercano
sin establecer conexicnes sinapticas, pudiendo ser su efecto tanto en neuronas
como en glia (Schwartzkroin y Lindvall, 1991); c) et tejido transplantado puede
establecer contactos sindpticos funcionales y ejercer una accion inhibitoria
tonica local sobre las neuronas con ias que establece contacto (Schwartzkroin
y Lindvall, 1991); d) el transplante puede tener una accién inespecifica de
masa y por esto retrasar la propagacién de la actividad paroxistica.

Para descartar que el retraso en la evolucion que se observd se deba a
un efecto de masa, se incluyd un grupo con transplante de tejido vivo (corteza),
diferente al potencialmente serotoninérgico, sin encontrarse diferencias con el
grupo kindling aun cuando los transplantes de tejido cortical crecieron de

manera considerable. Es interesante que el grupo K+ST requiridé un mayor
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numero de estimulos para presentar 10 CCG con respecto al grupo K. Esto
puede deberse a la activacion de algun sistema homeostatico en el sitio de la
inyeccion de la solucion salina o del tejido muerto.

En los animales del grupo transplante control (tejido cortical muerto;
K+TCM) no se encontrd ningtin tejido al realizar el estudio histologico y al ser el
comportamiento conductual y electrofisiolégico de este grupo similar al del
grupo K+ST, se analizaron de manera conjunta. Estos grupos analizados de
manera separada también requirieron un mayor nimero de estimulos para
presentar 10 CCG.

La disociacion entre la manifestacion conductual y la duracién de la
posdescarga que se presenté en la fase conductual 3, puede deberse a que el
transplante impide la propagacion de la actividad paroxistica al hemisferio
contralateral al sitio de estimulacion, sin tener efecto limitando Ia duracién de la
actividad paroxistica ipsilateral. Este resultado es de gran interés porque
plantea que el transpiante de rafe mesencefalico fetal inhibe o bloquea el
reclutamiento de nuevas estructuras sin tener efecto sobre las estructuras ya
involucradas en el proceso de la epilepsia. Ademas, implica que alguna(s)
substancia(s) secretada(s) por el transplante tiene(n) una accidén profilactica
reforzando la homeostasis de las estructuras aun no involucradas en Ia
epileptizacion.

La falta de efecto def transpiante de células gliales puede deberse al ya
mencionado mecanismo de desdiferenciacion (lan, 1994), sin embargo no se

pueden descartar otras causas como: a)} un bajo nimero de células
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transplantadas; b) la localizacion del transplante pudo no corresponder a! sitio
donde se formd el foco en espejo; ¢) un efecto secundario de la glia en la
fisiopatologia de la epilepsia e imposible de ser evidenciado mediante la
técnica de transplante (Kesslak y Bridges, 1994).

En el disefio de la mayoria de los estudios con relacion al efecto de los
transplantes sobre alguno de los aspectos del kindling, se lesiona iniciaimente
el sistema o estructura de interés para posteriormente documentar su
importancia mediante el uso de transplantes. En el caso del modelo de kindling,
la manera mas comun de evaluar los efectos del transplante es mediante la
cuantificacion del nimero de estimulos en cada fase conductual, el nimero de
estimuios para presentar la primera crisis generalizada y la duracién de la
posdescarga.

Bengzon et al. (1993) demostraron que el transplante bilateral de locus
coeruleus en el hipocampo de animales previamente depletados del sistema
noradrenérgico recupera los pardmetros normales del kindling, sin tener
preferencia por alguna de las fases de evolucién o modificando las crisis ya
establecidas. Los animales no depletados de este sistema de neurotransmisién
al ser transplantados, no presentaron ninguna modificacién en los parametros
del kindling, como las encontradas en nuestro estudio.

Camu et al. (1990) transplantaron células del rafe mesencefalico fetal
en el bulbc olfatorio de animales previamente depletados del sistema
serotoninérgico, encontrando que el transplante ocasiona una recuperacion

total de los parametros del kindling en )as fases conductuales 1y 2. En el resto
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de ias fases, que corresponden a la actividad epiléptica fuera del sistema
limbico ipsilateral, solo existe una recuperacion parcial de los parametros.
Estos resultados concuerdan con los nuestros donde encontramos un efecto
del transplante de rafe mesencefdlico preferente sobre la primera fase
conductual (actividad focal ipsilateral). En el estudio de Camu et af. (1990) se
colocH el transplante en un sitic muy cercano al de estimulacion (1 mm de
distancia), en el nuestro se colocé en el ventriculo ipsilateral al de estimulacion.
La comparacién de ambos estudios descarta un efecto puramente local sobre
el sitio de estimuiacion, como (o interpretado por Camu ef al. (1980),
planteando que la accidn del transplante es sobre una region mas extensa.

Comparando el estudio de Bengzon et al. (1993), el de Camu ef af.,
(1990) y el nuestro se puede concluir que el transplante noradrenérgico tiene
un efecto global sobre el fenémeno de epileptizacién, sin tener preferencia
sobre alguna de las fases como es el caso de los transplantes de rafe
mesencefalico. Por ofro lado, ninguno de {os estudios demosird que los
transplantes modifiquen los pardmetros del estado kindled.

El transplante de rafe mesencefalico fetal tiene un efecto similar al de
algunas substancias que ocasionan un retraso o bloqueo en la evolucion del
kindling (epileptogénesis) sin bloquear el kindfed ya establecido, entre ellas: los
antagonistas muscarinicos, agonistas de noradrenalina, antagonistas
glutamatérgicos e inhibidores de la recaptura de serotonina. Asimismo, los
antiepilépticos utilizados en humanos para las crisis tonico-clénicas

generalizadas tienen efecto blogueando la evolucién del kindling (Mcintyre,
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1991, Prendiville y Gale, 1993). Entre estos se encuentra la carbamazepina
que es utilizada como medicamento de primera linea para el control de las
crisis parciales complejas. Entre sus diversos mecanismos de adcién se
encuentra el aumentar la concentracion central de serotonina (Yang et al.,
1989).

Resulta de interés que los agonistas serotoninérgicos (Favale ef al.,
1995; Prendiville y Gale, 1993) y la carbamazepina (Yang ef al., 1989) sean
medicamentos para el control de las crisis parciales complejas, mismo tipo de
crisis donde encontramos un efecito selectivo por parte del transplante de rafe
mesencefalico fetal.

Nuestros resultados permiten especular que de acuerdo con los datos
in-vitro de Hemandez y Condés-Lara (1990, 1992) esta accién profilactica
podria corresponder a una sobreactivacién de la bomba [Na'/K'] ATPasa en
respuesta al incremento de ta concentracion de serotonina. La sobreactivacion
de esta ATPasa disminuiria la concentracion extracelular de K’ dificultando la
propagacion de la actividad paroxistica (ver fig. 1 de Traynelis y Dingledine,
1988). Sin embargo, debe de considerarse que el efecto observado puede
deberse también a la accion inhibitoria de la serotonina sobre las células
neuronales (Kovacz y Zoll, 1974).

El presente trabajo aporta conocimientos sobre ef efecto de los
transplantes de rafe mesencefalico fetal sobre el proceso de epileptogénesis.

Es necesario continuar investigando el mecanismo por el cual estos
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transplantes retrasan el fendmeno de ia epileptogénesis y tienen un efecto
selectivo sobre la fase 1 descrita por Racine.

Los resultados presentados plantean la necesidad de formular nuevos
experimentos para esclarecer el mecanismo de accion de los transplantes de
rafe mesencefalico. Entre ellos es la cuantificacion de substancias como fa
serotonina; caracteristicas electrofisiol6gicas de! transplante; el esclarecer la
participacion de diversas substancias por medio del uso de agonistas y
antagonistas; utilizar transplantes de células procedentes de cultivos
especificos e incluso de células manipuladas genéticamente para favorecer la
expresion ¢ inhibicion de alguna caracteristica; etc.

De la misma manera, la falta de efecto por parte de los transplantes de
células gliales plantea la necesidad de continuar trabajando sobre esta linea,
inicialmente compraobando que la falta de efecto es por la desdiferenciacion y
no por un papel secundario de las células gliales en la fisiopatologia de la
epilepsia.

El tratamiento actual tanto médico como quirtirgico para el controi de la
epilepsia es en su mayoria paliative y dificiimente curativo. Esto es debido a fa
falta del conocimiento exacte de la fisiopatologia de esta enfermedad. Antes de
plantear a los fransplantes cerebrales como una tercera posibilidad para el
tratamiento de la epilepsia, debemos de utilizar esta herramienta para
encontrar los detalles aun desconocidos de esta disfuncién cerebral y poder

plantear nuevas estrategias terapéuticas.
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