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1. RESUMEN
La callosotomia anterior es un procedimiento quirurgico efectivo, que en pacientes
bien seleccionados disminuye la frecuencia de crisis epilépticas en un 70 a 80%.
Pend! et al., utilizaron radiocirugia estereotactica para la ablacién del tercio
anterior de cuerpo calloso en tres pacientes, con resultados similares a los
observados en la callosotomia “abierta”. Sin embargo, esto no ha sido sustentado
por estudios experimentales que definan la dosis efectiva para interrumpir la
actividad epiléptica sin causar lesiones adyacentes. El modelo de epilepsia
kindling se caracteriza por la propagaciéon de la actividad focal epiléptica al
hemisferio contralateral, lo que resulta ideal para demostrar los efectos de la
interrupcion del cuerpo calloso en la epilepsia. El objetivo de este estudio fue
determinar los cambios conductuales, eléctricos e histologicos de la callosotomia
anterior mediante radiocirugia estereotactica en el modelo Kindling para epilepsia
en ratas. Se realizé un estudio experimental en ratas, aleatorizado y controlado,
con 3 grupos (n=21); 1) Control sin tratamiento, 2) Callosotomia por radiocirugia
con dosis de 40 Gy y 3) con dosis de 80 Gy. Procedimiento. 1° Desarrollo de
Modelo Kindling en ratas. 2° Radiocirugia estereotactica. 3° Seguimiento de 4
meses. Resultados En el grupo de 40 Gy fue evidente una disminucién de
intensidad de las convulsiones, y una reduccién del Tiempo de Posdescarga,
asociado a minimos cambios histolégicos, mientras que con la dosis de 80 Gy los
cambios conductuales, electrocorticograficos, e histologicos fueron mas
evidentes. Conclusién. Ambas dosis fueron efectivas para disminuir intensidad de

las convulsiones, aunque con latencias y hallazgos histologicos diferentes.



2. MARCO TEORICO.

El modelo de Kindling. Es el modelo mas utilizado para estudiar la
epileptogénesis en la actualidad, y nos permite estudiar las crisis parciales,
(limbicas), asi como las generalizadas™ % * *. Se puede inducir con estimulos
subconvulsivos a través de un electrodo bipolar implantado en una estructura
limbica, generalmente la amigdala, y mediante la estimulacién diaria, con lo que
se provoca cambios conductuales y electrocorticograficos durante el estimulo®.
Los cambios conductuales se dividen en 5 estados de acuerdo a la escala
descrita por Racine®y son; Estado 1) Mioclonias faciales, parpadeo y movimientos
masticatorios; 2) Movimientos oscilatorios de la cabeza; 3) Movimientos
mioclénicos de extremidades anteriores, 4) Movimientos mioclonicos de
extremidades posteriores; 5) Pérdida del control de la postura, y crisis tonico-
clénicas generalizadas. Con este modelo se producen cambios estructurales y
funcionales en el sistema nervioso central en especial a nivel hipocampal,
caracterizados por pérdida neuronal, gliosis, neurogénesis, y proliferacion de

ramificaciones de fibras musgosas, etc’.

Se han descrito cambios electroconductuales en animales con el modelo Kindling
de epilepsia, sometidos a seccion parcial o completa del cuerpo calloso, Los
resultados obtenidos describen una modificacion de las crisis generalizadas
establecidas, al modo lateralizado y asimétrico, con hemiconvulsiones
contralaterales, y con una disminucion del Tiempo de Posdescarga (TPD), estos
estudios sugieren que el cuerpo calloso juego un rol fundamental en la

propagacion interhemisférica del impulso epileptogénico” & 9 10-11.12



La callosotomia anterior por medios quirdrgicos convencionales, ha sido
estudiada experimentalmente, y en la actualidad es un procedimiento plenamente
aceptado en la practica clinica, demostrando una disminucion de la frecuencia y
severidad de las crisis en un 70 a 80%, particularmente en los casos de caidas
recurrentes y traumas frecuentes en pacientes con epilepsia refractaria '3 #1516
7OA pesar de tener una morbi-mortalidad baja, se han reportado complicaciones
en relacién con el abordaje microquirurgico (sangrado, infeccion, lesion vascular,
hematomas posoperatorios, etc)”.

La radiocirugia estereotactica se define como la administracién precisa y
terapéuticamente efectiva de una dosis uUnica de radiacion, a un blanco
determinado por estudio imagen, la utilizacion del término radiocirugia enfatiza el
principio quirdrgico del procedimiento'®.

La creciente aplicacion de procedimientos de radiocirugia en epilepsia han hecho
que se realice investigacion respecto a su aplicacion en cuanto a su capacidad
para suprimir el foco epiléptico, como es el caso de epilepsia del I6bulo temporal,

19, 20, 21

de los cuales existen estudios experimentales en animales y su aplicacion

clinica en pacientes con epilepsia de lobulo temporal 2% %

, Sin embargo esto
contrasta con la escasez de investigacion en lo que respecta a su potencial uso
en la interrupcion de las vias de propagacion de la actividad epiléptica, como es el

fundamento de la callosotomia anterior.

Radiobiologia. Los cambios histologicos en el tejido nervioso secundarios a la
radioterapia han sido bien caracterizados y dependen de la dosis y el volumen

radiado.



La respuesta a la radiacion tiende a ser mayor en la sustancia blanca, y existe una
latencia en su efecto relacionado con la dosis. Los cambios histologicos posterior
a la radiocirugia estereotactica han sido descritos en diferentes especies
animales y en humanos. Existe una variabilidad importante en los hallazgos
histolégicos, esto probablemente justificado por los diferentes blancos utilizados,
diferentes especies de animales, y finalmente de las distintas modalidades de
radiacion empleadas (Acelerador Lineal LINAC, Gamma knife, etc.)**'®. Se
considera que el tiempo de latencia de aparicion de cambios histologicos en ratas
tras la administracion de una dosis determinada de radiacion es
considerablemente menor que en humanos, siendo estos evidentes en este ultimo
generalmente a partir del 6° mes, a diferencia de las ratas cuyos efectos son
visibles a partir del segundo mes, dependiendo de la dosis %* 8. El tiempo de
aparicion de los cambios histoldégicos es variable, se han descrito cambios
hiperagudos posradiocirugia (horas) en ratas utilizando como blanco el nucleo
caudado y el putamen, encontrando dilatacién capilar y positividad aumentada de
la proteina acida glial fibrilar (GFAP) con dosis de 100 Gy a las 3 horas de la
administracién de la misma y desarrollo de lesidn necrética circunscrita posterior a
los 90 dias %. En otro estudio se encontré el marcador acido desoxirribonucleico
fraccionado (DNAf) en el hipocampo de la rata a las 5 horas de la irradiacion
estereotactica con una dosis de 2Gy, sugiriendo que incluso dosis tan bajas

21 Se ha evidenciado muerte

pueden tener un efecto neurotéxico hiperagudo
celular no necrotica (apoptosis) en la zona subependimaria, cuerpo calloso, la
zona proliferativa subgranular y giro dentado de cerebro de la rata adulta, esto a

las pocas horas de una dosis tan baja como 0.5 Gy .



Se han descrito cambios agudos (menos de una semana) bioquimicos e
histoldgicos en los cerebros de ratas sometidas a radiacién con Gamma Knife ?y
con acelerador lineal (LINAC) #'.

También se han estudiado los efectos con un mayor tiempo de seguimiento, como
en la investigacion en la cual se aplico radiocirugia al ventriculo lateral en gatos,
con dosis de 35Gy, observando que a los 7 meses la mayoria de los animales
desarrollaban inflamacién y astrocitosis reactiva en el blanco, mientras que en un
caso se encontrd proliferacion vascular .

En otro estudio experimental en animales, se encontrd que con dosis de 60Gy a
no existian cambios histoldgicos a los 90 dias, mientras que con 80Gy se hallo
engrosamiento arteriolar moderado, con 100Gy se reportd en un caso necrosis, y
hemorragias, y finalmente con dosis de 150Gy presencia de cavitacién en el
blanco %°.

Otras investigaciones senalan que la irradiaciéon de la sustancia blanca frontal en
gatos a diferentes dosis, con dosis de 50Gy no provoco lesiones
microscopicamente visibles a los 6 meses, mientras que con dosis de 75 Gy fue
evidente la proliferacidn vascular y reaccion glial, con cambios en la membrana
basal observados mediante microscopia electronica, finalmente con dosis de mas

de 100Gy se desarrollé necrosis de coagulacién bien demarcada *.

En general las dosis altas (mas de 150Gy) producen desmielinizacion,
microhemorragias, astrocitosis y necrosis 31 Las principales investigaciones en

radiocirugia se resumen en el siguiente cuadro:



HALLAZGOS HISTOLOGICOS EN RADIOCIRUGIA

AUTORES DOSIS | BLANCO TECNICA MODELO FINALIDAD RESULTADOS
Gy ANIMAL Dosis aproximadas a la tesis
Heschat- 35 Ventriculo lateral LINAC 6Mev, portal cuadrado | Gato No 6 RM hasta los 8 2 especimenes desarrollaron cambios
Leavitt 1987 derecho de 1.5x1.5cm meses a imagen e histoldgicos.
(28) intervalos de 4 a 1ro : a los 7 meses hiperintensidad
6 semanas y su en T2 correspondié con inflamacion,
correlacioén desmielinizacién y astrocitosis
histologica(H-E, reactiva.
lugol fast blue y 2do: a 8 meses T2 sefal sust
PAS subcortical, y reforzamiento con
gadolinio. HP CC necrosis,
proliferacion vascular* radionecrosis
Lunsford et 150 n. caudado, talamo y | Gamma Knife, 201 colimador | Mono Cambios de RM, 1..Caudado 6s, areas focales de
al., 1990 (31) puente. de 8 mm, duracién de tto No:3 histolégicos. desmielinizacion, microhemorragias
TCyIRM 31.5a42 min. Seguimiento 24 astrocitosis.
semanas(2)y 6 2 Talamo, 3 puente, 24s necrosis,
sem, en un caso astrocitosis, edema
Lo 1991 (32) | 15-30 Cerebro no se Bragg peak Helium 20 x 10 Conejo No | Cambios de RM e | 15 Gy sin cambios en RM, PET.
GyE especifica. mm 16 histologicos de 8 | 30 Gy : cambios a los 9-11 meses, en

a 20 meses

T2 aumento de senal sust. Blanca, T1
con gadolinio reforzamiento local,
PET ruptura e BHE, se correlaciono
con; edema desmielinizacion,
astrocitosis reactiva, vasos
sanguineos dilatados

RM Resonancia magnética

PET Tomografia por emision de positrones

BHE Barrera Hemotoencefalica




HALLAZGOS HISTOLOGICOS EN RADIOCIRUGIA

AUTORES DOSIS | BLANCO TECNICA MODELO FINALIDAD RESULTADOS
Gy ANIMAL Dosis aproximadas a la tesis
Lébulo frontal, GK 201 .colimador de Ratas. Cambios 60 Gy; Sin cambios patolégicos (H-E)
30-200 | isocentro putamen 4mm. Blanco. Objeto de | No: 30 total histopatolégico | con dosis menor
de 5.4 x 5 mm, metal para localizacion 275a300g S- | salos 90dias. | 70; 2rat encogimiento neuronal.
Kondziolka isodosis 50% Stx del blanco D Latencia de 80; engrosamiento arteriolar moder.
1992 (29) 18 cambios HP a 100; 1 rat=Degeneracion endotelial,
2 ratas por dosis fija de astrocitosis. Extravasacion proteica
dosis. 200 Gy 1rat; necrosis 4 mm.
12 : estudio de Mayor de 150 Necrosis, cavitacion y
latencia con astrocitosis, edema, microhemorragias
dosis de 200Gy perilesional(2mm).
de 1 a 60 dias 200Gy 1 a 7 dias normal, 14 dias edema, 21
dias necrosis , 30 a 60 mayor volumen de
necrosis
Blatt, 1994 125 Brazo anterior de LINAC 8Mev Colimador | Gatos No19 2.4 | Caracteristicas | Dosis 125Gy en semanas:
(33) capsula interna de 10 mm, 84% linea ab5.2Kg temporales de | 3.5 s necrosis temprana, hemorragias
derecha, isodosis lesiones por puntiformes, trombosis
coordenadas del radiocirugia 6 s edema, necrosis, pequeina cavitacion.
atlas STx RM de 6 a 69 12s Cavitacion , hipervascularidad, edema.
semanas. 18 s + hemorragias.
HP cambios 23s cavitacion demarcada menos edema,
temporales, H- | hemorragias.
E y luxol fase 29 s Hemorragias, hemosiderina.
blur para 63s astrocitosis leve, sin hemor.
mielina
Spiegelmann Frontal sustancia LINAC colimador de 1 Gatos : No15. Cambios HP 50Gy(2) macros no era apreciable lesién
1993 (30) blanca cm(der) yde 0.5 cm peso 2 a 4 Kg (H-E luxol fase | 75. Realce con tincién con azul de Evans
(izq.) linea de isodosis blue) y de RM demarcada( proliferacién vascular,

84%

alos 6 meses a
diferentes dosis
de 50 a 150 Gy

reaccion glial ), centro descoloracién
rojiza( HP hemorragia aguda o crénica)
100 + macro pequefia area blaquecina (
necrosis de coagulacién) bien demarcada

H-E Tincidn Hematoxilina-Eosina LINAC Acelerador Lineal




HALLAZGOS HISTOLOGICOS EN RADIOCIRUGIA

AUTORES DOSIS | BLANCO TECNICA MODELO FINALIDAD RESULTADOS
Gy ANIMAL Dosis aproximadas a la tesis
100 Caudado y putamen | GK, colimador de 4 mm Ratas No Definir efectos 3 horas dilatacion capilar. GFAP en CC.
volumen de 0.034 cc | marco de disefio propio, RM 71 peso hiperagudos de la | 6h ;cel. Reactivas a GFAP aumentan en
Yang 2000 localizacion de target, 180 a 200 radiacion y la el blanco.
(44) duracion de tratamiento 30 g. 45 reaccion 12 a 24hrs hiperplasia endotelial,
min divididas en | astrocitca astrocitos hipertréficos especialmente
9 grupos temporalmente en CC.
experiment 3 a 7 dias, astrocitos hipertroficos en
ales y 26 blanco y areas corticales, primer pico de
controles GFAP.
14 a 30 dias 2do pico de GFAP,
astrocitos polimorfos y puntos de
hemorragias en el blanco.
90 dias; lesion necrética circunscrita
de 4 mm, tejido periferico células
inmuno reactivas
Kamiryo 75 Corteza Parietal GK colimador de 4 mm Rata Microscopia Disminucion de la vascularidad,
2001 (15) electrénica a las incremento en el diametro capilar,
3.5 meses, foco cambios en la membrana basal
vascular preceden al vascular
Karger 2002 | 26-50 Corteza parietal LINAC colimador de 3 mm Rata RMalos 15,17 y | Reforzamiento con gadolinio15
(16) 20 meses semanas a partir de 50 Gy y 19
semanas luego de 40 Gy

GK Gamma Knife

GFAP Proteina acida glial fibrilar

CC Cuerpo Calloso




Callosotomia mediante radiocirugia. Dentro de las pocas investigaciones al
respecto se encuentra el estudidé experimental de Gaffey et al., quien evalué la
capacidad de seccionar las vias comisurales en gatos “split brain”, probando la
eficiencia de la bomba de Helio para interrumpir la transmision interhemisférica a
nivel del cuerpo calloso, por lo que evaluaron el tiempo-dosis para abolir el
potencial de accion transcalloso, iniciado eléctricamente, y concluyeron que la
radiaciéon necesaria para suprimir la conduccion interhemisférica es de 10 krads
(100Gy) con bomba Helio 910 MeV., mientras que con dosis mayores de 20 krads
se producia indefectiblemente dafio vascular importante®’. El Unico estudio
publicado en pacientes, fue realizado por Pendl et al., quienes radiaron
estereotacticamente el tercio anterior del cuerpo calloso de tres pacientes con
dosis maximas de 150Gy, con lo cual lograron una disminucion de la frecuencia de
crisis en un 70 a 80% (equiparables a la callosotomia “abierta”). Este estudio
sugiri6 que la callosotomia anterior mediante radiocirugia estereotactica podria
ser una alternativa promisoria en casos seleccionados, aunque se plantearon

muchas interrogantes atn no resueltas®.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen pocos trabajos publicados sobre radiocirugia en epilepsia en modelos
animales, sin embargo hay un resurgimiento en este campo, resultado del
desarrollo de estudios de imagen de mayor resolucion, que a su vez permiten una
localizacion de un blanco especifico. En el INNN’"MVS” actualmente se cuenta con
la tecnologia necesaria para poder realizar trabajos de investigacion de esta

indole.

Algunos aspectos, que permanecen poco claros para la radiocirugia en el
tratamiento de la epilepsia, es la determinacién de la dosis a administrar
(necrotizante vs no-necrotizante). Los métodos de localizacion para la epilepsia no
asociada a lesiones, asi como el volumen necesario del blanco para la radiacion y
la evolucién esperada a corto y largo plazo han sido poco estudiadas. Se
desconoce el tipo de efecto a nivel tisular, necesario para interrumpir la
propagacion de las crisis. Algunos grupos han usados dosis bajas (10 a 20 Gy),
con lo cual se esperarian cambios tisulares minimos o incluso ninguno. Otros
grupos han propuesto el uso de dosis tan altas como 100 Gy, que eventualmente
producen necrosis en el blanco y por lo tanto una interrupcién estructural del

impulso epileptogénico.

Para tratar de responder a algunas interrogantes consideramos determinar la
dosis ideal y los efectos morfoldgicos de la radiocirugia en un modelo animal de
epilepsia y valorar la posibilidad de de extrapolar estos resultados a una

aplicacién clinica.



4. OBJETIVOS.

GENERAL.

e Determinar los efectos conductuales, eléctrocorticograficos e histolégicos
de la callosotomia anterior mediante radiocirugia estereotactica a diferentes
dosis, (40 y 80 Gy), utilizando el modelo de epilepsia Kindling en ratas
Wistar.

ESPECIFICOS.

e Determinar el efecto de la callosotomia anterior mediante radiocirugia
estereotactica en:

1. Los estados conductuales de Racine, en el numero de caidas y en la
simetria de las crisis, tras la estimulacion eléctrica en el modelo Kindling.

2. En la electrocorticografia a través del Tiempo de Posdescarga (TPD).

3. Los cambios histolégicos (desmielinizacion, astrocitosis, edema o necrosis)
producidos a diferentes dosis

4. Determinar si estos cambios son dosis dependiente.



5. HIPOTESIS

H1 La callosotomia anterior mediante radiocirugia estereotactica produce cambios
en el modelo de epilepsia Kindling en ratas:

e Conductuales: modificando al patrén de las crisis generalizadas con
patréon simétrico, a patrén asimétrico, y/o evitando la generalizacion de
la crisis y disminuyendo su severidad (menor numero de caidas durante
la crisis).

e Eléctricos; disminucion del Tiempo de Posdescarga en el hemisferio
contralateral

e Los cambios electroconductuales e histolégicos son dosis

dependiente.

Ho La callosotomia anterior mediante radiocirugia estereotactica no produce
cambios electroconductuales ni histologicos en el modelo Kindling de epilepsia

en ratas, ni tampoco existen diferencias dosis dependiente.



6. JUSTIFICACION
Esta investigacion pretendié ser pionera en el analisis de los resultados del
tratamiento mediante callosotomia anterior utilizando radiocirugia en modelos
animales de epilepsia generalizada ya que existe unicamente el reporte de tres
casos publicados con resultados interesantes, pero sin un sustento cientifico en
modelos animales experimentales. Existen datos que sugieren que se puede
interrumpir la transmisién y propagacion de la descarga epileptogénica a dosis
“subnecroéticas”, igualmente no existen investigacion cuyos hallazgos
histopatoldgicos se correlacionen con los efectos electro-conductuales en este
ambito.
Existe un vacio de informacion en cuanto a las dosis que se debieran utilizarse
especialmente en lo que respecta callosotomia anterior mediante radiocirugia, que
es lo que se pretende aportar también con este estudio.
Consideramos necesario tener datos propios del tipo de sistema que se cuenta en
el INNN para radiocirugia, es decir con acelerador lineal (LINAC), ya que la gran
mayoria de series publicadas utilizan al Gamma Kbnife tanto para trabajos
experimentales como tratamiento de pacientes con epilepsia focal.
Con los datos generados, se proveera de un sustento cientifico para su potencial
uso en el campo de la radiocirugia aplicada al tratamiento de la epilepsia, siendo
esta una técnica de minima invasion y con probables menores complicaciones en
pacientes bien seleccionados, y de esta manera esperamos tener un impacto en

la calidad de vida de este amplio grupo de pacientes.



7. METODOLOGIA
DISENO.
Estudio experimental en animales, aleatorizado y controlado.
Animales
Se utilizaron Ratas macho cepa Wistar (n=21) con peso de 270 a 310 g, criadas
y mantenidas en condiciones ambientales controladas (temperatura 20 a 23°C
ciclos de luz oscuridad de 12/12 horas). Los procedimientos fueron aprobados y

realizados de acuerdo a normas del Comité de Bioética institucional.

Tamano de muestra.

Se utilizé el calculo de tamafio de muestra para comparacion de dos muestras
apareadas. Variable de respuesta principal Tiempo Posdescarga (TPD) en el

hemisferio contralateral al estimulo.

o Diferencia considerada significativa u1—u0= 30s
. Desviacion estandar de TPD o= 15
° Valor z de una cola con un o de 0.01 =2.326

o Valor z cola inferior  de 0.10 = 1.28

n=2[(Za+ZB)o? n=2[(2.326+1.28)15 =6.5=7 ratas
[ wl-po ] 30




MEDICIONES.

VARIABLE INDEPENDIENTE

Callosotomia anterior mediante radiocirugia estereotactica
Medicion Nominal Dicotomica

Definicion conceptual. Lesion de cuerpo calloso mediante la administracion de

una dosis de radiacion por medio de técnica estereotactica (Paxinos) *°

Definicién operacional. Radiacién dirigida a los 2/3 anteriores del cuerpo calloso

en las coordenadas estereotacticas de 9.7 mm rostral a linea interaural, 3.8 mm
de profundidad ( bregma) y sobre la linea media, con un colimador de 6 mm.
Instrumento. Acelerador Lineal LINAC

VARIABLES DEPENDIENTES O DE RESPUESTA

Estadios de Racine. Medicion ordinal

Definicion conceptual. Cambios conductuales en respuesta a un estimulo eléctrico

subconvulsivo ubicado en la amigdala.

Definicién operacional Estado conductual segun los 5 estados de Racine.

Tiempo de Posdescarga Medicidn numérica continua

Definicién _conceptual. Duracién de la descarga epiléptica secundaria a la

estimulacién eléctrica de la amigdalina, registrada mediante un poligrafo

Definicién operacional. Tiempo en segundos desde el inicio de la descarga en

espigas hasta el cese de la misma en el registro EEG del hemisferio contralateral

al estimulo convulsivo. Instrumento. Registro del poligrafo Grass



Cambios Histolégicos. Medicion ordinal.

Definicién conceptual. = Cambios microscopicos en la estructura celular vy

extracelular secundarios a la radiacién, evidenciado mediante técnicas especiales
de tincion y de inmunohistoquimica

Definicién operacional Cuantificacion de las alteraciones histolégicas mediante 4

grados: ausentes, leve, moderado o severo. Instrumento técnicas de tincion,
microscopia oOptica.

PROCEDIMIENTO.

Desarrollo de Modelo Kindling en ratas. Se seleccionaron a los animales de
acuerdo a los criterios de la muestra, los cuales fueron sometidos a cuidados
previos (7 dias) en el bioterio del laboratorio del departamento de neurofisiologia
del INNN’MVS”. Se anestesiaron con ketamina intraperitoneal a dosis de 100
mg/Kg, y posteriormente se colocaron en el marco estereotactico David Kopf,
exponiendo el vértex del craneo para la implantacion de los electrodos bipolares
en el nucleo amigdalino basolateral izquierdo para la estimulacién y el registro de
las descargas locales de acuerdo a las siguientes coordenadas; Anterior 6.2,
Lateral 5.0, Altura 1.5. Otro segundo electrodo fue colocado en la corteza
sensitivo-motora derecha para el registro de crisis generalizadas. Los electrodos
fueron colocados utilizando el Atlas estereotactico de Paxinos y Watson siguiendo
la linea interaural como puntos de referencia. Se manufacturaron los electrodos
entrelazando dos alambres de acero inoxidable cubiertos con teflon, con
excepcion de las puntas. Los electrodos fueron asegurados al craneo con un

miniconector hecho de acrilico dental.



Una vez finalizado el procedimiento, las ratas pasaron a jaulas individuales con
una estrecha vigilancia de su recuperacion.

Posterior a la cirugia y tras un periodo de recuperacion de 7 dias, se inicio la
estimulacion diaria de la amigdala basolateral izquierda, colocando a los animales
en una camara a prueba de sonido y donde se unié un miniconector al poligrafo
Grass mediante cables flexibles.

Los parametros de estimulacion fueron dados inicialmente con un pulso
rectangular de 60Hz por un segundo (1ms y 20 pyA) con una intensidad de 5V, con
incrementos diarios de 1 V hasta obtener una posdescarga del nucleo amigdalino,
y posteriormente hasta obtener crisis generalizadas (Estado V).

Asignacion de Grupo. Una vez que las ratas alcanzaron el Estado V de Racine,
fueron asignadas de forma aleatoria en 3 grupos; 1) Grupo control, no se aplico
ninguna maniobra (n =7), 2) Grupo callosotomia por radiocirugia con dosis de 40
Gy (n =7) 3) Grupo callosotomia por radiocirugia con dosis de 80 Gy, (n= 7).
Callosotomia anterior mediante Radiocirugia estereotactica. Para este
procedimiento, se anestesio a los animales con Ketamina intraperitoneal con
dosis de 100mg/kg y se fijaron mediante barras a nivel del conducto auditivo
externo a un dispositivo especial para ratas mismo que se adapto a su vez al
marco estereotactico o caja de localizacion BrainLAB. Se procede a la obtencién
de imagen mediante Tomografia helicoidal Computarizada (General Electric
Systems) con cortes coronal, sagital y axial, de 1mm de espesor, para

localizacion del blanco.



Posteriormente se pasa a la unidad de radiocirugia para la aplicacion de las dosis
seleccionadas bajo la supervision del fisico médico de la unidad de la
radiocirugia, mediante el software comercial (BrainScan 5.31) adaptado al
acelerador lineal NOVALIS 6 MeV.

El blanco fue seleccionado de forma de abarcar los 2/3 anteriores del cuerpo
calloso segun las siguientes coordenadas; Anterior 9.7 mm (rostral a linea
interaural), 3.8 mm de altura (bregma) y 0 en el lateral, segun el atlas
estereotactico de cerebro de la rata, incluyendo la dosis (de 40 o 80 Gy segun el
grupo) en el 90% de la linea de isodosis, mediante 9 de arcos circulares con un
colimador de 6 mm. Luego de la radiocirugia se vigilo la recuperacion anestésica
de las ratas en sus jaulas individuales.

Seguimiento. Después de una semana de recuperacion de la radiocirugia, se
continuo el Kindling con la estimulacion de la amigdala con los parametros
previamente mencionados de forma semanal hasta cumplir 16 semanas en
promedio, en cada estimulacién semanal se evaluaron los siguientes parametros;
1) Conductuales basados en los criterios de Racine y poniendo especial atencion
en lateralizacion o asimetria de las crisis convulsivas o numero de caidas del
animal (pérdidas de postura), y 2) Las diferencias Electrofisiolégicas mediante
registro electroencefalografico (corteza sensitivomotora), en donde se analizo el
Tiempo de Posdescarga (TPD) en ambos hemisferios y la asimetria.

Anadlisis Histoldgico. Finalizado el tiempo de seguimiento, se sacrificaron a los
animales mediante perfusion intracardiaca con solucién salina, seguida de infusion
de paraformaldehido al 4%, posteriormente se extrajo cerebro almacenandolo en

paraformaldehido al 4%, y se realizaron cortes coronales de 1y de espesor para el



analisis histolégico, tanto para la confirmacion de la posicion del electrodo de
estimulacion, como para evaluar las caracteristicas de las lesiones en el blanco
radioquirurgico. Los cortes fueron teiidos con Hematoxilina-Eosina y Kluver-
Barrera, esta ultima para identificar las lesiones de las fibras comisurales blancas
de la porcion anterior del cuerpo calloso, se incluyd Analisis inmunohistoquimico
con Proteina acida glial fibrilar (GFAP), y Proteina basica de Mielina (MBP), P53
descritos en el Anexo Histopatologia. La valoracion histolégica fue llevada a cabo
por un Neuropatologo, con cegamiento respecto al grupo al que pertenecian las
ratas.

ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizara estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y de
dispersion para variables numéricas, en caso de que las variables tenga
homogeneidad de varianzas y una distribucion normal (pruebas de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov), se aplicaran pruebas paramétricas, de lo contrario pruebas
no paramétricas, considerando una P significativa <0.05 con intervalos de
confianza de 95%. Los datos se analizaran con el paquete estadistico SPSS
version 11. Para los Estados de Racine con nivel de medicién ordinal, se aplico
Prueba de Friedman para muestras relacionadas.

Para la comparacion de medias de mas de los tres grupos se utilizé prueba de
analisis de varianza de una via, con prueba Pos Hoc de Tukey.

Para la variable TPD posradiocirugia, para la comparacion de muestras
relacionadas con mas de dos mediciones y con variables dependientes con
medicion de tipo escalar; analisis de varianza para medidas repetidas, y para la

variacion intrasujetos e intersujetos, mediate analisis Post Hoc de LSD, Bonferroni.



8. RESULTADOS
Desarrollo del modelo de epilepsia Kindling en ratas. En |la fase del desarrollo
del Kindling, los 3 grupos presentaron cambios conductuales de acuerdo a lo
referido por Racine, asi como un aumento progresivo en el TPD hasta alcanzar
crisis generalizadas (Estado V) caracterizadas por multiples caidas y relajacion de
esfinteres. Ver Grafica No 1.
Cambios conductuales en los Estados de Racine. Si bien los 3 grupos
presentaron los estados conductuales de Racine y se mantuvieron sin
modificaciones (en Estado V) hasta el 3° mes, a partir de 13° semana de
estimulacién, se evidencio en tres ratas del Grupo que recibieron una dosis 80
Gy, una regresién al Estado IV o lll de Racine hasta el final de seguimiento. De la
misma forma en el grupo que recibieron una dosis de 40Gy, dos ratas
regresionaron a un estado conductual de IV y Ill de Racine a partir de la 15°
semana de estimulacion, mientras que las ratas del grupo control se mantuvieron
en el Estado V de Racine hasta el final del seguimiento. Ver Grafica No 2.
En cuanto a las caidas, los primeros meses de seguimiento no existieron
diferencias evidentes entre el control y los grupos de callosotomia anterior
mediante radiocirugia estereotactica a diferentes dosis, sin embargo los ultimos
dos meses y particularmente en el ultimo mes de estimulacion Kindling se
constaté una disminucion significativa en el numero de caidas (pérdida de postura)
tanto en el grupo con dosis de 40 Gy como en el que recibié 80 Gy en

comparacion al grupo control. Ver Grafico No 3



RESULTADOS

GRAFICOS
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Grafica No1. Desarrollo del Kindling semanal con el promedio de Tiempo de
Posdescarga (TPD), desde la primera estimulacion (k1) hasta el desarrollo de 10
estados V de Racine consecutivos. Comparacion de los tres grupos en la fase de
desarrollo de Kindling, con error estandar correspondiente. No existieron
diferencias durante la fase del desarrollo del modelo de kindling entre los tres

grupos (F =1.895, P = 0.193)



Cambios en el Tiempo de Posdescarga (TPD).Se demostré diferencias en el
TPD mismas que se acentuaron el ultimo mes de estimulacion (k) con una
tendencia a la disminucion en los grupos que recibieron radiocirugia

En cuanto al grupo control el tiempo de posdescarga se mantuvo si tendencia ni al
descenso ni ascenso, sin embargo el que recibio dosis de 40 Gy presentd un
aumento transitorio del TPD hasta la novena semana con una posterior tendencia
discreta a la disminucién hasta el final de seguimiento, por el contrario en el grupo
de 80 Gy, a partir de la 12° semana se evidencié un disminucién del TPD
significativa y constante hasta la ultima semana. Ver GraficaNo 4y 5

Hallazgos histolégicos La histologia se realizé en la mayoria de los
especimenes, en cuanto all grupo control no existieron cambios, y se comprobo la
posicion adecuada de la punta de electrodo bipolar a nivel de nucleo amigdalino
basolateral izquierdo. En el grupo de 40 Gy se observaron cambios minimos a
nivel vascular con engrosamiento arteriolar y dilatacion de algunos vasos
capilares, en algunos una reaccion astrocitica leve, y areas desmielinizacion leve a
nivel de cuerpo calloso. En cuanto al grupo de 80 Gy los hallazgos fueron mas
evidentes, con dilatacidén vascular, engrosamiento arterial, areas de
desmielinizacion, y de reaccion astrocitica importante a nivel del blanco y en zonas
aledanas, asi como alteraciones de la morfologia de estructuras cerebrales como
dilatacion importante de tercer ventriculo, interrupcion anatdomica del cuerpo

calloso y necrosis coagulativa, Ver cuadro de Hallazgos histolégicos



Estados de Racine en la estimulacion Kindling
posterior a callosotomia mediante radiocirugia

Estados de
Racine

No de estimulos (k)

@ Grupo 80Gy m Grupo 40Gy O Control

Grafico No2 Estados de Racine posradiocirugia. Observe una regresion a estados
[l o IV en los grupos que recibieron radiocirugia. Prueba de Friedman para
muestras relacionados, existieron diferencias estadisticamente significativas de

grupo control vs. grupo 80 Gy ( P = 0.001) y control vs. 40 Gy ( P=0.089 )
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Grafico No 3. Cuantificacion de caidas de la rata durante la estimulacion semanal,

existe una tendencia a la disminucién tanto en el grupo de 40 Gy (F = 2.52, P =
0.004) como en el Grupo de 80 Gy (F =4.862, P = 0.0001), existen diferencias
estadisticamente significativas entre el Grupo de 40 Gy (p 0.039) y el Grupo de 80

Gy (p 0.021) respecto al Grupo control.



Tiempo de Posdescarga posradiocirugia
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Grafica No 4 Seguimiento del Tiempo de Posdescarga (TPD) posterior a la
callosotomia mediante radiocirugia comparacion de los diferentes grupos. Con
diferencia estadistica en el cambio del TPD en el transcurso del seguimiento
durante las estimulaciones (k) (F =1.887, P = 0,024), sin embargo la diferencia
intergrupos fue significativa solamente cuando comparamos Grupo de 40 Gy con

el Grupo de 80 Gy.
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Grafica No 5. Comparaciéon de medias con error estandar del tiempo de

Posdescarga del 4to mes (ultimo mes) de seguimiento Posradiocirugia del grupo
control, de dosis de 40Gy y de 80Gy.

Diferencias estadisticamente significativas ANOVA ( F= 10.8, P=0.002).



HALLAZGOS HISTOLOGICOS POSTERIOR A LA RADIOCIRUGIA POSTERIOR (4 MESES)

TECNICA

RATA 2 (control)

RATA 5(control)

RATA 7(control)

TINCION

Hematoxilina-eosina
Kluver-Barrera

Hematoxilina-eosina
Kluver-Barrera

Hematoxilina-eosina
Kluver-Barrera

DESMIELINIZACION/ASTROCITOSIS

Astrocitosis perivascular

Ausente

Ausente

ALTERACION VASCULAR
(proliferacion, hemorragia,vasos
dilatados, engrosamiento arteriolar

Aspecto vascular normal

Aspecto vascular normal

Aspecto vascular normal

NECROSIS Ausente Ausente Ausente
GFAP + Ausente Ausente
MBP Ausente Ausente Ausente
P53 Ausente Ausente Ausente
TECNICA RATA 10(40 Gy) RATA 13 (40 Gy) RATA KCC 1(40 Gy)
TINCION Hematoxilina-eosina Hematoxilina-eosina Hematoxilina-eosina

Kluver-Barrera

Kluver-Barrera

Kluver-Barrera

DESMIELINIZACION/ASTROCITOSIS

+

Ausente

edema celular citotéxico

ALTERACION VASCULAR
(proliferacion, hemorragia,vasos
dilatados, engrosamiento arteriolar

Dilatacién capilar

Aspecto vascular normal

Aspecto vascular normal

NECROSIS Ausente Ausente Ausente
GFAP + Ausente Ausente
MBP Ausente Ausente Ausente
P53 Ausente Ausente Ausente




HALLAZGOS HISTOLOGICOS POSTERIOR A LA RADIOCIRUGIA (4 MESES)

TECNICA

RATA 1(control)

RATA CCCF 2 (40Gy)

RATA14 (control)

TINCION

Hematoxilina-eosina
Kluver-Barrera

Hematoxilina-eosina
Kluver-Barrera

Hematoxilina-eosina
Kluver-Barrera

DESMIELINIZACION/ASTROCITOSIS

Ausente

Ausente

Ausente

ALTERACION VASCULAR
(proliferacion, hemorragia,vasos
dilatados, engrosamiento arteriolar

Aspecto vascular normal

Aspecto vascular normal

Aspecto vascular normal

NECROSIS Ausente Ausente Ausente
GFAP Ausente Ausente Ausente
MBP Ausente Ausente Ausente
P53 Ausente Ausente Ausente
TECNICA RATA 15* (80 Gy) RATA 16 (80 Gy) RATA 17 (40 Gy)
TINCION Hematoxilina-eosina Hematoxilina-eosina Hematoxilina-eosina

Kluver-Barrera

Kluver-Barrera

Kluver-Barrera

DESMIELINIZACION/ASTROCITOSIS

Hipercromasia nuclear,
encogimiento neuronal,
edema celular citotdxico

Astrocitosis perivascular

Astrocitosis perivascular

Ausente

ALTERACION VASCULAR
(proliferacion, hemorragia,vasos
dilatados, engrosamiento arteriolar

Dilatacion capilar

Dilatacion capilar

Engrosamiento arteriolar

NECROSIS Ausente Ausente Ausente
GFAP ++ + Ausente
MBP Ausente + Ausente
P53 Ausente Ausente Ausente




HALLAZGOS HISTOLOGICOS POSTERIOR A LA RADIOCIRUGIA (4 MESES)

TECNICA

RATA 18%(80 Gy)

RATA 19%(80 Gy)

RATA 20(80 Gy)

TINCION

Hematoxilina-eosina
Kluver-Barrera

Hematoxilina-eosina
Kluver-Barrera

Hematoxilina-eosina
Kluver-Barrera

DESMIELINIZACION/ASTROCITOSIS

Astrocitosis moderada

Astrocitosis perivascular
moderada

Astrocitosis perivascular
leve

ALTERACION VASCULAR
(proliferacion, hemorragia,vasos
dilatados, engrosamiento arteriolar

Vasodilatacion

Dilatacion del tercer
ventriculo dilatacion de
vasos leptomeningeos

interrupcion de fibras del
cuerpo calloso.

Dilatacién de capilares

NECROSIS Necrosis coagulativa Ausente Ausente
periventricular
GFAP ++ + +
MBP ++ ++ Ausente
P53 Ausente Ausente Ausente




9. DISCUSION
Modelo kindling de epilepsia
El modelo de epilepsia Kindling en ratas es el mas utilizado como modelo de
epileptogénesis estudiado en ratas, su uso se ha extendido a otras especies
animales. El desarrollé de las crisis parciales (limbicas) con generalizacion
secundaria nos permite realizar maniobras encaminadas a modificar los
mecanismos de generalizacion de la crisis , otros modelos como el de kainato
intrahipocampal provocan muchas crisis parciales pero pocas generalizadas 2.
Para fines de este estudio, el modelo Kindling, es ideal ya que determinamos el
momento y la frecuencia del estimulo convulsivo y la observacion del evento es
inmediata.
En esta investigacion se desarrollé el modelo Kindling bajo condiciones
controladas y se excluyeron todos los especimenes que no cumplieron con los
criterios preestablecidos (Ej. aquellos que excedian el numero de estimulaciones
habituales para alcanzar el Estado V de Racine) disminuyendo el sesgo de
medicion, al mismo tiempo que se aleatorizaron los animales a los diferentes
grupos lo que nos aseguro la homogeneidad de grupos.
Existen estudios experimentales con la callosotomia quirurgica previa %0 posterior
al desarrollo del modelo kindling”, en este experimento la callosotomia anterior se
realizé una vez que el modelo de epilepsia estuvo plenamente desarrollado
(Estado V de Racine), similar condicion esta presente en pacientes con epilepsia
refractaria al tratamiento médico que se someten a un procedimiento quiruargico

como la callosotomia anterior.



Dentro las limitaciones de utilizar el modelo kindling de epilepsia esta el efecto de
reclutamiento, es decir la formacion de “focos en espejo” en el hemisferio
ipsilateral y contralateral’®, de alguna manera esta seria fuente de sesgo incluso
de subvaloracién del efecto antiepiléptico de la callosotomia anterior mediante
radiocirugia con este modelo. Igualmente el efecto de la callosotomia para
interrumpir la propagacion del estimulo epileptogénico es proporcional al grado de
encefalizacion del animal por lo que la respuesta en otras especies de animales se
esperaria sea mas intensa®®, sin embargo el modelo en ratas es mas factible y

versatil.
Efectos conductuales

Grupo Control. Una vez que el fendmeno de Kindling esta plenamente
establecido con crisis convulsivas y caidas, estas persisten durante toda la vida

| 356 Igualmente en este estudio no se registraron modificaciones

del anima
importantes en el TPD, numero de caidas o en los estados de Racine en el Grupo
control, de manera que nos aseguramos que los cambios en las variables

dependientes mencionadas en los otros grupos (40, 80Gy) puedan ser atribuibles

a la maniobra (callosotomia anterior mediante radiocirugia).

Grupo de 40 Gy. Los cambios en este grupo fueron evidentes (aunque menos
intensos) en los estados conductuales de Racine y en el numero de caidas.

Si bien existié un disminucion del TPD a partir del ultimo mes de seguimiento este
no llegd a tener significancia estadistica, hay que considerar que si la tendencia a
esta reduccion continuaba probablemente esta diferencia hubiera alcanzado

significancia con un mayor tiempo de seguimiento, sin embargo la finalidad del



estudio era determinar los cambios comparativos en los tres grupos en un tiempo
determinado preestablecido de 4 meses, es probable que el grupo de 40Gy
requiere un mayor tiempo de latencia para su efecto “antiepileptogénico”.

A pesar que el blanco radioquirurgico no incluyo precisamente el “foco
epileptégeno” (como en la mayoria de investigaciones previas) sino la via de
propagacion, resulta interesante el incremento transitorio en el TPD en los dos
primeros meses de seguimiento en este grupo de 40 Gy ( dosis no precisamente
bajas) coincidente con estudios previos que observaron un efecto transitorio de
facilitacion de la actividad epiléptica (especialmente con dosis “bajas” de
radiacion). Ver grafico No 4, como en el trabajo experimental de Jenrow et al., en
ratas con modelo de epilepsia con Kindling, donde se administré una dosis de 18 a
25 Gy a la amigdala izquierda, y observaron cambios persistentes en las
manifestaciones dinamicas de las crisis convulsivas dentro la primera semana
posirradiacion, que consistieron en un incremento en la actividad epiléptica y un
aumento en las crisis convulsivas secundarias. Estos cambios representan una
desinhibicién de uno o varios circuitos neuronales inducidos por la radiacion?
En el area clinica se ha reportado, en pacientes con epilepsia del I6bulo temporal
mesial tratados mediante radiocirugia con Gamma Knife a dosis de 20 Gy, una
falta de reduccidon de las crisis convulsivas, es probable que esta dosis baja de
radiacion induzca cambios bioquimicos y celulares, pero no lo suficientes para
incrementar el umbral para la supresion de las crisis *'.

Es previsible que en algunos casos exista aumento en la intensidad moderado de
la intensidad de la crisis convulsiva lo que no debe ser interpretado como fracaso

terapéutico 2 1.



En el presente estudio este incremento transitorio del TPD ocurrié solo en el
grupo con 40 Gy.

Grupo 80 Gy. En este grupo fue evidente la disminucion en el numero de caidas
(pérdidas de postura), y en el TPD a partir de décimotercera semana de
seguimiento, se comprobo6 una falta de generalizacion en casi la mitad de
especimenes después de haber alcanzado un Estado 5 de Racine, como se
esperaba este efecto fue mas rapido e intenso comparativamente a la dosis de 40
Gy. Estos hallazgos apoyan el papel fundamental asignado al cuerpo calloso en
la generalizacion y sincronizacion de las crisis generalizadas que otros estudios
experimentales con Kindling previos ya describieron con la callosotomia abierta
experimental 75 °.

Cambios histolégicos. En este estudio se decidid hacer un seguimiento de 4
meses, tomando en cuenta que existen estudios experimentales en ratas que ya
describen cambios histolégicos en este lapso de tiempo con dosis similares y
para evitar los problemas técnicos en el registro en seguimientos prolongados con
los consiguientes potenciales sesgos en la medicion.

Existen datos muy heterogéneos en cuanto a los hallazgos histolégicos segun
dosis, pero el presente estudio coincide con otros en que la dosis 40 Gy produce
minimos cambios especialmente luego de un seguimiento de 4 meses, lo
interesante es que a pese a estos cambios minimos existieron cambios
conductuales evidentes sugiriendo un efecto “antiepileptogénico” mas funcional

que anatdmico, creemos que con un mayor tiempo de seguimiento probablemente



se encontraria mas cambios histologicos coincidente con la tendencia a la baja de
TPD.

Los cambios vasculares en el grupo de 40Gy sugieren que este es un evento
inicial que precede otros cambios, descritos también en otras series 2+ %. Como se
esperaba la dosis de 80 Gy fue mas efectiva en disminuir el TPD y la intensidad
de la convulsiones, con alteraciones estructurales del cuerpo calloso en diferentes
grados, estos hallazgos coinciden con otras publicaciones que describen
necrosis a dosis similares '® 2°.

En el reporte de casos pionero que hizd Pend! et al reportan la ausencia de
respuesta esperada con una dosis de 25 Gy a 3.2cc de la linea de isodosis
(volumen amplio/dosis bajas) por lo que utilizaron dosis altas comparativamente
(80Gy a 150Gy), y sugieren que la radiocirugia a un volumen pequefo/dosis alta
es un método seguro para la callosotomia, sin embargo mencionan que no se

conocen aun la dosis 6ptima para interrumpir la via de propagacion sincronicas de

las descargas epileptiformes.



11. CONCLUSIONES.
El modelo epilepsia Kindling demostro ser util para la investigacion de radiocirugia
aplicado a la epilepsia, sin embargo no permite un seguimiento mayor a 4 meses.
La dosis de 40 Gy, con blanco en el cuerpo calloso puede mejorar la intensidad
del evento convulsivo, aunque con menor intensidad y con una latencia mayor.
Los hallazgos en histologia fueron minimos para esta dosis, con la traduccion
clinica de que seria excepcional algun tipo de reaccion adversa dosis dependiente.
Con dosis 80 Gy el efecto fue mas rapido y efectivo, y a su vez existieron cambios
histolégicos en la mayoria, incluso necrosis, lo que hace que se considere con
precaucion esta dosis.
Resultaria interesante investigar la temporalidad de estos cambios histologicos en
el seguimiento y correlacionados con los efectos electrocorticograficos y
conductuales a largo plazo en un modelo animal con mayor grado de
encefalizacion.
Si bien estos datos no son totalmente extrapolables a seres humanos, concluimos
gue no son necesarias dosis demasiado altas de radiocirugia al cuerpo calloso
para “interrumpir” el impulso epileptogénico, con la consiguiente disminucion de
reacciones adversas como la radionecrosis y disminuyendo los tiempos de

tratamiento, con un efecto que se puede evidenciar a partir del tercer mes.
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ANEXOS

REGISTRO DE KINDLING
Hoja no. Proyecto de maestria: kindling y Callosotomia por radiocirugia Rata:
Especificaciones: electrodos en amigdala izquierda y corteza motora derecha. Vehiculo: Acetaldehido:
Fecha K Volts HA PD(s) | PD(s) | Estado| Voltaje © Voltaje amig Observaciones

K = estimulacién

A = Miliamperes

PD(s) = Posdescarga en segundos amig = amigdala

ANEXO HISTOPATOLOGIA




HISTOLOGIA PROTOCOLO DE CALLOSOTOMIA MEDIANTE RADIOCIRUGIA EN EL MODELO KINDLING DE EPILEPSIIA EN RATAS

TECNICA RATA No RATA No RATA No

TINCION

DESMIELINIZACION

ASTROCITOSIS

ALTERACION VASCULAR
(proliferacioén,
hemorragia,vasos dilatados,
engrosamiento arteriolar

NECROSIS

GFAP

MBP

P53

MICROSCOPIA ELECTRONICA
Cambios a nivel de membrana
basal
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