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1. RESUMEN

La imagenologia con tensor de difusion ha permitido la identificacion de anormalidades
microestructurales en regiones de sustancia gris y blanca de pacientes con epilepsia de I16bulo
temporal. En el fornix, en particular, estas anormalidades se han vinculado con una densidad
axonal reducida y a alteraciones en la vaina de mielina. No obstante, la temporalidad y el
sustrato histoldgico de estas lesiones continGan en investigacion. Por ello, se analizaron
longitudinalmente los cambios en distintas estructuras cerebrales que surgen después de la
induccidn de status epilepticus (SE) y se buscaron correlatos histoldgicos.

Se indujo SE con la inyeccion intraperitoneal de pilocarpina en ratas Sprague-Dawley macho,
con la finalidad de generar animales epilépticos (n=11) y controles (n=8). Todos los animales
fueron escaneados in vivo en un resonador 7 T en tres puntos temporales: 16 dias antes de la
induccioén del SE, 24 y 64 dias después. Empleando el modelo del tensor se calculé la fraccion
de anisotropia (FA), la difusividad media (DM), la difusividad radial (DR) y la difusividad
axial (DA) en estructuras de sustancia gris [hipocampo dorsal (HD), giro dentado (GD) y
CA3] y sustancia blanca [fimbria-fornix (FF), cingulo (CG), cuerpo calloso (CC) y capsula
interna (CI)]. Finalmente, se validaron los cambios observados in vivo, con imagenes ex vivo
y con las caracteristicas histoldgicas identificadas con tincion Luxol Fast Blue.

Las métricas de difusion in vivo y ex vivo, asi como la histologia de animales control no
presentaron anormalidades a lo largo del estudio. EI HD y el GD mostraron incrementos en
la FA (HD 7%, p < 0.05; GD 21%, p < 0.01) a los 24 dias y estos se mantuvieron a los 64
dias post-SE. La FF presentd una disminucion en la FA (30%, p < 0.001) dependiente de una
reduccion en la DA (24%, p < 0.001) y un incremento en la DR (14%, p < 0.001). Al igual
que los cambios observados en sustancia gris, en la FF los cambios descritos fueron
constantes en las mediciones post-SE. Otras estructuras de sustancia blanca tuvieron una
conducta similar a la FF con reducciones en su anisotropia (CG 16%, p < 0.001; CC 8%, p <
0.05; CI 13%, p < 0.01). Las tendencias de reducciones o incrementos en las métricas de
difusion fueron similares entre el andlisis in vivo y ex vivo. En la histologia del HD, se
observo muerte de neuronas piramidales bilateral con predominio en CA1 y CA3. Mientras
que, en la fimbria se distinguié una morfologia adelgazada y con un patron fibrilar laxo.

La reduccion FA, asociada a un incremento en la DR y un decremento en la DA en la FF,
reflejaron la pérdida axonal, las alteraciones en la vaina de mielinay la gliosis que caracteriza
la fase cronica de la degeneracion Walleriana. Estos hallazgos fueron asociados con los
cambios observados en el HD, GD y CA3, donde la muerte neuronal y el nacimiento de fibras
musgosas conducen a cambios en la anisotropia. La afectacion de estructuras distantes al
foco epiléptico podria reflejar un mecanismo distinto de dafio asociado a la propagacion de
la actividad epileptica. Estudios adicionales son requeridos para evaluar las poblaciones
especificas de axones que se pierden en la FF después del SE.



2. ABSTRACT

Diffusion Tensor Imaging (DTI) has allowed the identification of microstructural
abnormalities in grey- and white-matter regions in patients with temporal lobe epilepsy. In
the fornix, in particular, these abnormalities correspond to reduced axonal density and
alterations of the myelin sheaths. Nevertheless, the timing and the histologic substrate of
these lesions are still undergoing research. Therefore, we aimed to longitudinally analyze
structural changes that occur in different brain regions after the induction of status epilepticus
(SE) and to seek its histological correlate.

SE was induced by intraperitoneal pilocarpine on male Sprague-Dawley rats in order to
generate epileptic (n=11) and control (n=8) animals. All animals were imaged usinga 7 T
scanner at three time-points: 16 days prior to SE induction, and 24 and 64 days post-SE.
Fractional anisotropy (FA), mean diffusivity (MD), radial diffusivity (RD) and axial
diffusivity (AD) were calculated employing the tensor model in grey matter structures [dorsal
hippocampus (DH), dentate gyrus (DG) and CA3] and white matter structures [fimbria-fornix
(FF), cingulum (CG), corpus callosum (CC) and internal capsule (IC)]. At last, the changes
observed in vivo were validated by the ex vivo imaging protocol and the histological features
pointed out by the Luxol Fast Blue stain.

DTI parameters and histological features did not change over time in control animals. DH
and DG showed a FA increase (DH 7%, p < 0.05; DG 21%, p < 0.01) at 24 days post SE,
which remained abnormally augmented at 64 days. FF presented a FA reduction (30%, p <
0.001) in association with reduced AD (24%, p < 0.001) and an increase in RD (14%, p <
0.001). As well as changes observed in grey matter, the described FF changes were consistent
between post SE evaluations. Other white matter structures had a similar behavior of
anisotropy reductions, like FF (CG 16%, p <0.001; CC 8%, p <0.05; Cl 13%, p <0.01). The
increasing and decreasing trends in the DTI parameters were analogous among ex vivo and
in vivo results. In DH histology was observed bilateral neuronal death predominantly in the
pyramidal cell layer of CA1 and CA3. Whereas in fimbria, a thinner morphology and a lax
fibrillar pattern were identified.

A reduced FA, which was dependent of an increased RD and a decreased AD in the FF,
reflected an axonal loss, abnormal myelin sheaths and gliosis. These findings correspond
with the chronic phase of the Wallerian degeneration and have been related to changes in
DH, DG and CA3, where the neuronal loss and the mossy fiber sprouting lead to anisotropy
changes. In regard to the abnormalities found in distant structures from the epileptic focus,
the underlying damage mechanisms could be secondary to epileptic activity propagation.
Future studies are needed to evaluate the specific axonal populations within the FF that are
lost after SE.



3. INTRODUCCION
La epilepsia es un trastorno crénico del sistema nervioso central que se manifiesta por una

predisposicion a presentar crisis epilépticas espontaneas recurrentes (CEER).
Especificamente, la Epilepsia del Lobulo Temporal (ELT) es la forma mas frecuente de
epilepsia de origen focal, identificandose a las crisis febriles, al status epilepticus, a las
infecciones y a los traumatismos padecidos durante la infancia temprana como factores

predisponentes del desarrollo de dicho padecimiento.

Numerosos estudios tanto clinicos como experimentales han demostrado que la actividad
epileptiforme en sujetos con ELT se origina en regiones del sistema limbico, lo que deriva
en alteraciones de sustancia gris y blanca, como muerte neuronal, neurodegeneracion, gliosis
y desmielinizacién, a nivel de esta area cerebral. Entre las alteraciones de sustancia gris,
destaca la esclerosis hipocampal, que se caracteriza por la muerte segmentaria de neuronas
piramidales y la consecuente sustitucién de la citoarquitectura normal hipocampal, por
astrogliosis, brotes axonales, crecimientos dendriticos y dispersion de neuronas granulares.
Sin embargo, algunos trabajos también han identificado anormalidades en la sustancia
blanca, como pérdida axonal y desmielinizacion, en fasciculos distantes al sistema limbico,
lo cual ha modificado la perspectiva de la enfermedad, redireccionandola hacia un enfoque
mas global y menos focalizado. Dichas anormalidades alejadas del foco epiléptico han sido
identificadas gracias a la imagenologia por resonancia magnética (IRM) sensible a difusion
pues es capaz de inferir la microestructura* del tejido nervioso con base a la deduccién de

los movimientos aleatorios de las moléculas de agua.

El problema radica en que tales hallazgos s6lo se han descrito en pacientes con ELT
instaurada, por lo que se desconoce si éstos son causa 0 consecuencia del proceso
epileptogénico. La dificultad para hacer un seguimiento de estas lesiones en pacientes ha
impulsado el uso de modelos animales capaces de semejar algunas de las caracteristicas
clinicas del trastorno. Uno de los modelos de epilepsia adquirida méas usados es el de la
pilocarpina pues reproduce algunas de las alteraciones estructurales de este sindrome
epiléptico, favoreciendo la aparicion de CEER de origen limbico en los animales. En general,

durante las ultimas cuatro décadas, dicho modelo ha ayudado a comprender mejor el proceso



epileptogenico. Por ello, el presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar los cambios
microestructurales que aparecen en &reas del sistema limbico tras la instauracion de la ELT

y analizarlos longitudinalmente mediante el uso de IRM sensible a difusion.

* El término microestructura hace referencia a las caracteristicas morfoldgicas y/o fisicas de
los componentes del tejido nervioso, tales como mielina, axones, dendritas, soma neuronal,
glia, vasos sanguineos y matriz extracelular. Sin embargo, para los fines de la presente tesis
la microestructura se delimité sobre aquellos elementos que son detectables en la resonancia
magnética sensible a difusion, como las membranas celulares y vainas de mielina. Por lo
tanto, la contribucién de estas estructuras a la citoarquitectura contenida dentro de un
volumen especifico y el como éstas interactian con la difusion de las moléculas del agua,

constituyeron las principales determinantes de los resultados aqui descritos.



2. ANTECEDENTES

2.1. DESARROLLO HISTORICO Y CONCEPTUAL DE LA EPILEPSIA
La epilepsia es tan antigua como la existencia del hombre mismo. Pocas enfermedades

ostentan una representacion en el imaginario social de distintas civilizaciones, tan vetusto y
heterogéneo, como dicha afeccion. Por ello, tenemos que ahondar en la historia de la
humanidad y de la medicina para encontrar testimonios y descripciones de dicha entidad

nosologica.

La primera referencia médica alusiva a la epilepsia se encuentra en el Sakkiku-miqtu,
considerado el libro de todas las enfermedades en la cultura asirio-babilénica (1067-1046
a.C.). En él se detallan diferentes tipos de crisis epilépticas y se engloban bajo el término
antashubba (enfermedad de las caidas, en sumerio) (Wilson y Reynolds, 1990). Para el 900
a.C., Atreya (padre de la medicina hind() describe a la epilepsia en los tratados médicos
ayurvédicos y la denomina como apasmara (pérdida de conciencia), proponiendo diversos
factores que podrian desencadenar las crisis epilépticas (Manyam, 1992). Afios mas tarde, en
China, el libro clasico de medicina del emperador Huang Di Nei Jing (770-221 a.C.)
considera que las crisis convulsivas son congénitas y las describe bajo el nombre de Dian-
Kuang (epilepsia-psicosis) (Lai y Lai, 1991). Sin embargo, a pesar de su descripcion en
diversos escritos médicos, el origen de la epilepsia se pensaba sobrenatural o consecuencia
de algun castigo divino. Esta creencia de la epilepsia como una enfermedad sagrada perduro
hasta Hipocrates (460 a.C.), siendo el primero en desvincularla de cuestiones religiosas y en
sugerir al cerebro como el sitio de origen de la enfermedad (Temkin, 1971; Wolf, 2014;
Rubio y cols., 2016). Posteriormente, Galeno (130 a.C.) fue el primero en distinguir entre
crisis primarias (originadas en los ventriculos cerebrales) y crisis simpatéticas (originadas
conforme al inicio del aura, ya sea en el estbmago u otras partes del cuerpo) (Temkin, 1971;
Wolf, 2014). Finalmente, la complejidad de la epilepsia como tal y el poco éxito en la cura
de la mayoria de los enfermos, aunado a las transformaciones religiosas de la época bizantina
y a menciones biblicas de curas milagrosas, provocaron que la Iglesia Catolica ocupara el
vacio dejado por la mitologia greco-romana, retomando asi las antiguas creencias divinas y

frenando el avance en el conocimiento de la enfermedad por varios siglos (Makris, 1995).



El estudio moderno de la epilepsia inicia en 1870 cuando John Hughlings Jackson identifica
a la corteza peri-rolandica como el origen de las crisis focales motoras en pacientes con
disfasiay pardlisis de Todd. Ademas, trata de explicar los diferentes tipos de crisis epilépticas
y sugiere por primera vez que la actividad epiléptica es capaz de propagarse e involucrar
diversas regiones cerebrales mas alla del foco inicial (Jackson, 1870). Gustav Fritsch y
Edouard Hitzig, contemporéneos a J.H.Jackson, marcaron un hito en la historia de la epilepsia
al identificar a la corteza cerebral como una estructura capaz de generar crisis epilépticas
(Fritsch y Hitzig, 1870). Esto permitio que Victor Horsley y J.H.Jackson realizaran en 1886
la primera cirugia de epilepsia en un paciente con un tuberculoma a nivel cortical, liberandolo
de las crisis epilépticas (Horsley, 1886). Tales hallazgos derivarian en la concepcion de una
definicién aplicable a todo el espectro del fendmeno epiléptico y que aln sigue vigente: La
epilepsia es una condicién en la cual se producen descargas neuronales subitas, excesivas y
transitorias, las cuales inician y se propagan a partir de algun sitio de la corteza o substancia
gris (Jackson, 1932).

Actualmente, la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés) y la
Organizacion Mundial de la Salud definen a la epilepsia como un trastorno cerebral crénico,
caracterizado por la predisposicion de padecer crisis epilépticas espontaneas y recurrentes.
Dichas CEER son secundarias a descargas neuronales anormalmente excesivas y sincronicas
cuyo origen puede estar limitado a una sola regién cerebral o provenir de diferentes sitios
cerebrales (Fisher y cols., 2005; Organizacion Mundial de la Salud, 2019). De esta forma,
los distintos grupos neuronales y redes implicadas seran los que determinen una vasta gama
de presentaciones semioldgicas de crisis epilépticas, con multiples etiologias y distintas
fisiopatologias (Lowenstein, 2015). Es importante resaltar que, aunque las CEER son la
caracteristica clinica mas evidente de este trastorno, también existen una variedad de
afectaciones neurobioldgicas, cognoscitivas, psicoldgicas y sociales, que le son

concomitantes (Fisher y cols., 2005).



2.2. EPIDEMIOLOGIA
Con base en distintos estudios epidemioldgicos se estima que entre 50 y 65 millones de

personas viven con epilepsia a nivel mundial (Ngugi y cols., 2010; Organizacion Mundial de
la Salud, 2019). Alrededor del 80% residen en paises en desarrollo y la proporcion de
individuos sin un tratamiento efectivo es muy alta (Meinardi y cols., 2001; Organizacion
Mundial de la Salud, 2019). Problemas como la distribucion etaria de pacientes epilépticos
entre poblaciones, el dificil acceso a sistemas de salud, el estigma social, la presencia de
enfermedades parasitarias endémicas y la diversidad de metodologias implementadas para la
identificacion de casos, han generado grandes discrepancias entre estudios (Sander, 2003;
Banerjee y Hauser, 2009). El dato alarmante proviene de la Organizacion Mundial de la Salud
(2016) al sefialar que cada afio se agregan 2 millones de nuevos casos en el mundo (De Boer
y Sander, 2007; Banerjee y cols., 2009; Thurman y cols., 2011, Moshé y cols., 2015).
Ademas, es importante resaltar que la curva de incidencia ajustada a la edad, presenta un
comportamiento bimodal. Esto es, un pico en la infancia temprana (generalmente relacionado
a condiciones congénitas, perinatales y del desarrollo) y otro en la séptima década de vida
(éste generalmente asociado a enfermedades cerebrovasculares y demencias) (Hauser y
Kurland, 1993; Forsgren y cols., 1996; Olafsson y cols., 2005).

En México se han llevado a cabo diversos estudios epidemiolégicos que han dado como
resultado una prevalencia (nUmero de casos activos, es decir, pacientes que hayan sufrido
una crisis epiléptica en los ultimos 5 afios y/o se encuentren bajo tratamiento) de 15 casos
por cada 1000 habitantes. Este dato se aproxima mucho a las cifras reportadas en América
Latina y el Caribe, pero dista mucho de los 4/1000 que reportan los paises desarrollados (De
Boer y cols., 2007; Organizacion Panamericana de la Salud, 2013; Moshé y cols., 2015;
Rubio y cols., 2016). A nivel mundial, no hay evidencia de que exista predominio hacia algun
sexo 0 alguna raza. Aunque si hay mayor incidencia en poblaciones con un estado

socioecondémico bajo (De Boer y cols., 2007; Banerjee y cols., 2009).

Trastornos neuroldgicos tales como la depresion, la ansiedad y la psicosis, provocan que los
pacientes epilépticos presenten indices de mortalidad elevados. Dicha tasa puede llegar a

quintuplicarse debido a la susceptibilidad que tienen estos pacientes a sufrir eventualidades



como traumatismos, muerte subita, status epilepticus y suicidio (Gaitatzis y Sander, 2004;
Neligan y cols., 2010; Nashef y cols., 2012; Fazel y cols., 2013).

2.3. CLASIFICACION DE LA CRISIS EPILEPTICAS Y LAS EPILEPSIAS
Los sistemas de clasificacion en epilepsia se erigen a partir de constructos complejos,

resultantes de los Ultimos avances en investigacion basica y clinica. Por ello, son
considerados como un arreglo dinamico. EI marco actual de clasificacion se basa en un
sistema multinivel donde en cada peldafio se consolidan distintos grados de integracion
diagndstica, dependientes de los recursos informativos y diagndsticos con los que se cuenten
(Sheffer y cols., 2017; Brodie y cols., 2018).

En el primer nivel se debe discernir el tipo de crisis epiléptica (definida como la aparicion
transitoria de signos y/o sintomas, secundarios a una actividad neuronal excesiva y
sincrénica) (Fishery cols., 2005). De acuerdo al sitio de origen de la actividad epiléptica, las
crisis pueden tener un inicio focal, generalizado o desconocido. Aquéllas de inicio focal se
originan en una red neuronal limitada y circunscrita a un hemisferio cerebral, o bien, con una
distribucién més amplia, pero dentro del mismo hemisferio (Berg y cols., 2010). El nivel de
conciencia durante la crisis focal también permite subclasificarlas en crisis con conciencia
preservada o alterada. Asimismo, la naturaleza del signo o sintoma al comienzo de la crisis
(motor o no motor), también puede ser implementado para caracterizar una crisis focal
(Fisher y cols., 2017). Finalmente, aquellas crisis focales capaces de propagarse hacia el
hemisferio contralateral se denominan crisis focales con evolucion a bilateral tonica-clénica.
Ahora bien, en el caso de las crisis generalizadas, éstas se originan en algin punto capaz de
conectar redes neuronales de forma rapida e inmediata en ambos hemisferios cerebrales
(Berg y cols., 2010). Debido a que la mayoria de las crisis generalizadas cursan con estados
de conciencia alterados, éstas Unicamente se subclasifican en motoras y no motoras (Fisher
y cols., 2017). Subdividiéndose las motoras en tonicas, clonicas, tdénico-cldnicas,
miocldnicas, atdnicas, mioclonicas-atonicas, miocldnicas-tonicas-clénicas y espasmos
epilépticos. Mientras que las no motoras estan representadas por las crisis de ausencia y sus
variedades (ILAE, 1981; Fisher y cols., 2017). Aquellos casos donde se desconoce el sitio de

origen de la actividad epiléptica, la crisis es denominada como de inicio desconocido; éste



sera un nivel de clasificacion temporal hasta la recopilacion de nuevos elementos

diagndsticos (Fisher y cols., 2017).

En el segundo nivel se identifica el tipo de epilepsia, el cual serd definido con base en la
variedad de crisis prevalente. Por ello, las epilepsias se dividen en focales, generalizadas,
focales que evolucionan a generalizadas, y de origen desconocido (Sheffer y cols., 2017,
Brodie y cols., 2018). En esta etapa se debe integrar el diagnostico de epilepsia, el cual
requiere la ocurrencia de al menos dos crisis espaciadas por un intervalo minimo de 24 horas,
o0 de la ocurrencia de una unica crisis ligada a un alto riesgo de una segunda crisis, o de la

identificacion de un sindrome epiléptico (Fisher y cols., 2014).

El tercer nivel se reserva a los sindromes epilépticos. Estos hacen alusion a un conjunto de
caracteristicas clinicas, electroencefalograficas, imagenoldgicas y genéticas que concurren
simultaneamente y constituyen un patrén comun e identificable (ILAE, 1985; Sheffer y cols.,
2017; Brodie y cols., 2018).

En cada etapa clasificatoria es imperativo emprender la busqueda etioldgica de la epilepsia.
Por ello, con base en la etiologia, la epilepsia puede ser identificada como secundaria a
alteraciones estructurales, genéticas, infecciosas, metabdlicas, inmunolédgicas o
desconocidas. De igual forma, se fomenta la pesquisa de comorbilidades para una mejor

tipificacion de la epilepsia (Sheffer y cols., 2017; Brodie y cols., 2018).

2.4. NEUROBIOLOGIA DE LA EPILEPSIA
La excitabilidad es una propiedad funcional de las neuronas que les permite generar

respuestas eléctricas ante los estimulos que reciben. Dicha excitabilidad depende de un
gradiente electroquimico de iones, provisto por la capacidad de transporte activo de la
membrana neuronal y la accion reguladora de las células gliales (Scharfman, 2007). De esta
forma, las neuronas se mantienen cargadas negativamente, con respecto al exterior, y
presentan un potencial de reposo que puede oscilar hacia tendencias positivas
(despolarizacion) o negativas (hiperpolarizacion) via innumerables interacciones

neurotransmisor-receptor (Llinas, 1988). En condiciones normales, cuando los estimulos



excitadores reducen el potencial de reposo hasta un valor umbral, canales sensibles a voltaje
van a permitir la entrada de iones sodio (Na*) y calcio (Ca?*) a la célula, invirtiendo
temporalmente la polaridad membranal. Milisegundos después, los canales de Na*y Ca®* se
cerraran, mientras que los de potasio (K*) se abriran, favoreciéndose la salida de los iones K*
hacia el espacio extracelular y permitiendo restaurar el potencial de membrana hacia el
potencial en reposo (repolarizacion) o més alla de éste (hiperpolarizacion) (Zhang y McBain,
1995). Todos estos movimientos idnicos bidireccionales constituyen lo que se conoce como
potencial de accion o descarga neuronal (Llinas, 1988; Bean, 2007), el cual es capaz de
propagarse a partir del cono axonico hacia neuronas vecinas, favoreciendo la liberacion de
neurotransmisores en las hendiduras sinépticas (Stuart y cols., 1997). Sin embargo, ciertas
perturbaciones en dicho ambiente i6nico se han asociado a estados de hiperexcitabilidad, los
cuales llegan a favorecer la actividad epiléptica (Chamberlin y cols., 1990; Kullmann, 2002;
Somjen, 2002; Vaillend y cols., 2002).

El desbalance entre la neurotransmision excitadora e inhibidora ha sido sefialado como uno
de los mecanismos esenciales de la ictogénesis (proceso a través del cual se inicia una crisis
epiléptica) (Bradford, 1995; Scharfman, 2007; Jefferys, 2010; Staley, 2015). Aseveracion
sustentada a partir de estudios de microdidlisis realizados en el foco epiléptico de pacientes
con ELT farmacorresistente, los cuales no s6lo han reportado niveles extracelulares elevados
de glutamato y niveles extracelulares disminuidos del &cido gamma-amino butirico (GABA)
durante el periodo ictal, sino también durante el periodo interictal (Carlson y cols., 1992;
During y Spencer, 1993; Cavus y cols., 2005). Resultados similares se obtuvieron a partir de
un modelo de epilepsia adquirida (Luna-Munguia y cols., 2011). Lo anterior indica que las
concentraciones extracelulares de glutamato permanecen constantemente elevadas entre
crisis y crisis, situacion que al paso del tiempo podria generar excitotoxicidad (Ankarcrona
y cols., 1995; Dong y cols., 2009). Este incremento sostenido sugiere, entre otras cosas, fallas
en la expresion o funcionamiento de los transportadores de glutamato en el cerebro epiléptico

(Proper y cols., 2002; van der Hel y cols., 2005).

Estudios realizados en el tejido epiléptico resecado de pacientes sometidos a cirugia sugieren

un ciclo glutamato-glutamina aberrante pues enzimas como la glutamina sintetasa presentan
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una reduccion en la expresion dependiente del grado de muerte neuronal, lo cual podria
provocar una disminucion en la recaptura de glutamato y una subsecuente elevacion de sus
niveles extracelulares (Proper y cols., 2002; Eid y cols., 2004; van der Hel y cols., 2005).
Ademas, los resultados obtenidos a partir de estudios autorradiogréaficos,
inmunocitoquimicos y de hibridacion in situ, han sugerido que las CEER pudieran incidir
directamente tanto en la densidad de receptores NMDA, AMPA y kainato, asi como en
ciertos cambios conformacionales que pudieran sufrir dichos receptores (Mathern y cols.,
1998a, 1998b). Con respecto a los receptores glutamatérgicos metabotrépicos, algunos
trabajos han reportado incrementos focalizados de mGIuR1 (receptor metabotrépico para
glutamato 1, por sus siglas en inglés) en el giro dentado de roedores y humanos epilépticos
(Blimcke y cols., 2000). Mientras que, la expresion de receptores mGIuR2, 3, 4 y 8 en
astrocitos se ha asociado a gliosis y neurodegeneracion por actividad epiléptica recurrente
(Tang y Lee, 2001). Estos factores pudieran jugar un rol importante en la modulacion de la

actividad epiléptica (Arvanov y cols., 1995; McBain, 1995).

Como se menciond anteriormente, la otra parte del desbalance involucra la ausencia o
decremento significativo del GABA (principal neurotransmisor inhibidor del Sistema
Nervioso Central); falla también descrita como antecesora del desarrollo de descargas
epilépticas (Morimoto y cols., 2004; MacDonald y Mody, 2008). A la fecha se desconocen
los mecanismos que conllevan a tal disminucién. Sin embargo, se han propuesto diversas
causas, como: 1) Desensibilizacion de receptores GABAEérgicos a nivel pre- y post-sinaptico
(Kamphius y cols., 1991; Asprodini y cols., 1992), 2) Alteraciones en las conductancias de
iones Cloro (CI"), derivadas de su redistribucion y pérdida de gradiente i6nico (MacDonald
y Mody, 2008) y 3) Liberacion andémala del GABA, independiente o no, de una
retroalimentacion inhibitoria mediada por autorreceptores pre-sinapticos GABAgs (Mott y
cols., 1993).

Similar a lo que ocurre con el glutamato, los niveles sinapticos del GABA son regulados
mediante simportadores GABA-Na" neuronales y gliales (GAT-1 a 4, por sus siglas en

inglés), los cuales se encargan de mediar la recaptura del GABA con el fin de continuar las
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rutas catabdlicas de dicho neurotransmisor (Richerson y Wu, 2004; MacDonald y Mody,
2008). La particularidad de estos transportadores radica en poseer una propiedad de
transporte reverso, la cual les permite incrementar los niveles extracelulares del GABA ante
situaciones ictogénicas tales como las descargas excesivas o el incremento de los niveles de
K™ extracelular. Sin embargo, tanto a nivel clinico como experimental, se ha reportado la
afeccion de dicha propiedad neuroprotectora, provocando una falla en la liberacién del
GABA no vesicular (During y cols., 1995; Richerson y Wu, 2004). Ademas, los sujetos
presentan alteraciones tanto en la liberacion como en la recaptura del GABA debido a una
expresion aberrante de GAT1 y GAT3 en diversas subregiones hipocampales (Mathern y
cols., 1999).

Actualmente se sabe que las alteraciones en las propiedades intrinsecas de las neuronas, la
perturbacion del ambiente ionico y el desbalance entre la neurotransmision excitadora e
inhibidora, son caracteristicas imprescindibles de la ictogénesis. Sin embargo, no son
suficientes para explicar la naturaleza crénica y recidivante de las CEER. Para ello, se
desarrollo el concepto de epileptogénesis, el cual se encarga de describir los procesos
patoldgicos continuos y progresivos requeridos para que una red neuronal incremente su
excitabilidad y, en consecuencia, su susceptibilidad para presentar actividad epiléptica
recurrente hasta lograr el establecimiento de la enfermedad (Pitkdnen y Lukasiuk, 2011;
Pitkénen y cols., 2015). Los 3 procesos consecutivos que integran la epileptogénesis se

muestran en la Figura 1 (Arzimanoglou y cols., 2002; Pitkanen y cols., 2015). Estos son:

A) Insulto cerebral inicial.

Evento lesionante que facilita el desencadenamiento de los procesos epileptogénicos
(Hauser, 2008; Verhaert y Scott, 2010). Los mas frecuentes son: traumatismos
craneoencefalicos, enfermedad vascular cerebral, infecciones y neoplasias cerebrales, crisis
febriles y ciertas condiciones sistémicas tales como el sindrome de abstinencia y la eclampsia
(Hauser, 2008).
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B) Fase latente.

Periodo de tiempo entre el insulto cerebral inicial y la aparicion de la primera CEER
(Pitkénen y cols., 2015). Aqui se inician los cambios moleculares, celulares y de redes
neuronales que provocaran la generacion de CEER (Pitkénen y Lukasiuk, 2009). Esta fase
puede durar meses 0 afios y su estudio en humanos es complicado (Bragin y cols., 2000;
Dudek y Staley, 2011). Por ello, la importancia de los modelos animales de epilepsia que
semejan esta situacion (Morimoto y cols., 2004; Pitkénen y Lukasiuk, 2009). Dentro de las
alteraciones epileptogénicas mas reportadas esta el dafio axonal (Coleman y Perry, 2002), la
gliosis (Jergensen y cols., 1993; Itoh y cols., 2007), las alteraciones en las vainas de mielina
(Coleman y Perry, 2002), la ruptura de la barrera hematoencefalica y la consecuente
angiogenesis (Marchi y cols., 2007a; Rigau y cols., 2007), la infiltracion de células
inflamatorias (Vezzani y cols., 2011), la neurodegeneracion por muerte neuronal (Cavazos y
cols., 1994), los brotes axonales (Nadler, 2003; Cavazos y cols., 2004; Sloviter y cols., 2006),
la neurogénesis (Parent y cols., 1997), la remodelacion dendritica (Isokawa, 2000), los
cambios en la composicion de la matriz extracelular (Dityatev y Fellin, 2008) y los trastornos

de la funcion intrinseca neuronal (Ellerkmann y cols., 2003), entre otros.

C) Fase crénica o epilepsia per se.

En conjunto, los cambios progresivos observados durante la fase de latencia, desencadenaran
una reorganizacion sinaptica aberrante (Sutula y cols., 1988), procesos plasticos de depresion
y/o facilitacion de sinapsis excitadoras y/o inhibidoras sobre distintos blancos post-sinapticos
(Le Douigou y cols., 2011; Mendez y Bacci, 2011), aparicion de redes excitadoras recurrentes
y la consolidacién de un circuito neuronal hiperexcitable capaz de generar CEER (Bragin 'y
cols., 2000; Lillis y cols., 2015). Es importante resaltar que los cambios epileptogénicos no
culminan con la aparicion de la primera CEER vy el subsecuente diagnostico de la epilepsia.
Estos progresaran y habra un incremento en la frecuencia y severidad de las CEER a lo largo
del tiempo (Dudek y Staley, 2011).
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Figura 1. Curso temporal de la epileptogénesis. En la grafica se muestran los distintos mecanismos
fisiopatologicos que caracterizan la epileptogénesis y su relacién temporal con los 3 eventos

principales que demarcan la epileptogénesis (Insulto cerebral, fase latente y fase cronica). Modificado
de Pitkénen y cols., 2019.

2.5. SISTEMA LIMBICO EN CONDICIONES NORMALES Y PATOLOGICAS
La necesidad de conocer la anatomia y conectividad del sistema limbico en condiciones

normales resulta primordial pues la naturaleza de la ELT es esencialmente estructural.

2.5.1. ANATOMIA
El sistema limbico hace referencia a un conjunto de estructuras corticales y subcorticales

ubicadas en el borde medial (el limbo) de cada hemisferio cerebral y que rodean a manera de
anillo al diencéfalo. Dichas estructuras, segin Broca (1878), Papez (1937) y Maclean (1952),
son: la formacion hipocampal, el area subcallosa, el giro cingular, el giro parahipocampal, el
uncus, los ndcleos septales, el nacleo accumbens, el complejo amigdalino, el tdlamo anterior,
los tubérculos mamilares, las formaciones olfatorias, la corteza oOrbito-frontal y todos
aquellos fasciculos de sustancia blanca que interconectan estas estructuras entre ambos
hemisferios (Figura 2) (Chronister y Hardy, 2003; Amaral y Lavenex, 2007; Mclintyre y
Schwartzkroin, 2008). Dada la complejidad y extension que involucraria describir el sistema
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limbico en su totalidad, a continuacion, solo se describiran brevemente aquellas estructuras
de interés para este trabajo de tesis.

Fornix
Formnix poscomisural

Cingulo

precomisural

Fomix

Area septal =

Hipotalamo =
medial ,
Tubérculos — ' 7

mamilares \'\\: _J \*~Y>_ -

[ f Hlpoéunu.\o \

Amigdala ikeon
entorrinal

Figura 2. Estructuras corticales y subcorticales mesiales del sistema limbico vistas desde una
perspectiva sagital en el encéfalo humano. En el dibujo se muestran el circuito de Papez, que se inicia
en la corteza entorrinal y continda con las eferencias hipocampales que viajan a través del fornix
(lineas rojas) hasta los tubérculos mamilares. Ahi surge el fasciculo mamilotalamico y después de
llegar al talamo anterior, asciende hasta el giro cingular donde el cingulo completa el circuito llegando
de regreso a la corteza entorrinal (Lineas azules). lgualmente, se muestra la estria terminal que

conecta la amigdala con el hipotalamo (Lineas verdes). Modificado de Chronister y Hardy, 2003.

La formacién hipocampal es un complejo de estructuras paleocorticales y arquicorticales

contiguas donde las paleocortezas (corteza entorrinal del giro parahipocampal y el subiculo
y sus subdivisiones) se encargan de canalizar la informacion aferente de las &reas
somatosensoriales y asociativas neocorticales hacia las regiones arquicorticales (hipocampo

y giro dentado) (Figura 3).

El hipocampo es una prominencia de sustancia gris ubicada en el piso del ventriculo lateral.

Desde un punto de vista coronal, éste representa la continuacion de la corteza entorrinal que
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se enrolla medialmente dentro del 16bulo temporal. Esta disposicion motivo a De Garengeot
(1742) a compararlo con un cuerno de carnero y denominarlo cornus ammonis (CA) (asta de
Amon, en espafiol). Siendo Lorente de N6 (1934) quien nombrara como CA1, CA2, CA3y
CA4 a cada una de las subareas en que se divide al hipocampo. Actualmente se sabe que el

cornus ammonis es una estructura laminar dividida en 6 estratos:

1) y 2) Stratum moleculare y stratum laconosum. Son los estratos mas superficiales. Aqui,
las fibras aferentes de la via perforante y las fibras colaterales de Schaffer hacen sinapsis con

las dendritas apicales de las neuronas piramidales.

3) Stratum radiatum. Este contiene interneuronas, dendritas apicales piramidales, fibras

aferentes septales, comisurales y colaterales de Schaffer.

4) Stratum lucidum. Presente Unicamente en la sub-region CA3. Contiene las sinapsis de las

fibras musgosas provenientes del giro dentado.

5) Stratum pyramidale. Aqui residen distintos tipos de interneuronas y los somas de las

neuronas principales del hipocampo, las neuronas piramidales.

6) Stratum oriens. Por aqui transitan los axones de las neuronas piramidales y se extienden
sus dendritas basales, las cuales reciben aferencias de fibras septales, comisurales y

colaterales de Schaffer. También se encuentran varias poblaciones de interneuronas.

Finalmente, la agrupacion de los axones mielinizados que surgen de las neuronas piramidales
y del subiculo, forman una capa de sustancia blanca en el plano mas profundo y colindante a
los ventriculos laterales. Dicha capa se denomina alveo, la cual contintia con la fimbria 'y el

férnix.

El giro dentado tiene una intima relacion anatomica con el cornus ammonis y se organiza en

3 capas:
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1) Capa molecular. La mas externa y practicamente acelular. Esta constituida por las
dendritas apicales de neuronas granulares, en canasta y polimorficas, asi como por axones

provenientes de la via perforante.

2) Capa granular. Constituida por los somas de las neuronas granulares. Dichas neuronas

emiten axones que inervan las células musgosas de la capa multiforme y la sub-region CA3.

3) Capa multiforme o regidn hilar o sub-region CA4. Se encuentra delimitada por la fascia
dentata, que es una estructura en forma de “V” conformada por la agrupacion de la capa
molecular y granular. En ésta residen las células musgosas, que reciben informacion de las

fibras musgosas y varias poblaciones de interneuronas.

Actualmente se sabe que el hipocampo participa en la modulacion de la memoria semantica,
episodica y espacial, el aprendizaje, la navegacién espacial, el comportamiento emocional y
algunas funciones hipotalamicas (Anand y Dikhav, 2012). El sustento de dicha
polifuncionalidad se basa en la capacidad que tiene el hipocampo para establecer conexiones
plasticas con regiones intra- y extra-limbicas. Sin embargo, esta misma capacidad de
neurogénesis y plasticidad es la que llega a provocar que el hipocampo esté implicado en el
proceso epileptogénico (Scharfman, 2002).

2.5.2. CONECTIVIDAD DEL SISTEMA LIMBICO
El circuito de Papez es uno de los multiples circuitos que conectan al sistema limbico entre

si y con regiones extra-limbicas. Este circuito comienza en el hipocampo y recibe aferencias
de la corteza entorrinal a través de la via perforante. Los axones de la via perforante
atraviesan el subiculo y llegan hasta el giro dentado y cornus ammonis. De esta forma, las
proyecciones del hipocampo y del subiculo se juntan en la fimbria y viajan a traves del fornix
hasta los tubérculos mamilares, los cuales se comunican con los ntcleos anteriores del talamo
via el tracto mamilotalamico. A partir de estos nucleos, las fibras talamo-corticales ascienden
por la capsula interna hasta llegar a la corteza del giro cingular. Finalmente, el circuito
continda bajo el giro cingular, llegando hasta la corteza entorrinal del giro parahipocampal;
completandose asi el circuito (Figura 2). Aungue la descripcion de este circuito pareciera
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cerrada y unidireccional, éste presenta conexiones extrinsecas y bidireccionales. Estudios
tanto clinicos como experimentales han reportado alteraciones especificas de este circuito
(fornix y cingulo) en sujetos con ELT. En este sentido, es importante mencionar que ademas
del circuito de Papez, existen otras dos rutas intrahipocampales que juegan un rol importante

en la fisiopatogenia de la ELT. Dichas rutas son:

I) La ruta polisinaptica. Esta ruta es unidireccional. Inicia en corteza entorrinal, donde surgen
fibras que conforman la via perforante, la cual atraviesa el subiculo y llega al giro dentado.
En esta ruta, las fibras excitadoras entorrinales contactan a las neuronas granulares, cuyos
axones (fibras musgosas) se encargan de alcanzar a las células musgosas y a las neuronas
piramidales de CA3. Estas ultimas emiten axones que siguen la ruta de la fimbria-fornix y
también dan origen a las colaterales de Schaffer (encargadas de inervar a las neuronas
piramidales de CA1). Finalmente, estas neuronas piramidales de CA1 proyectan al subiculo
y junto con las neuronas del subiculo, a la corteza entorrinal, formando asi el fasciculo
angular (Amaral y Lavenex, 2007; Anand y Dhikav, 2012) (Figura 3).

Figura 3. La formacion hipocampal. En la imagen se muestran los circuitos intrahipocampales que
forman la ruta polisindptica. CE: Corteza entorrinal, Sub: Subiculo, Para: Parasubiculo, Pre:

Presubiculo, GD: Giro dentado. Modificado de Amaral y Lavenex, 2007.
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I1) La ruta directa. Esta ruta se origina en la corteza perirrinal y en la corteza entorrinal,
conectandose con las neuronas piramidales de CA1 sin la necesidad de recurrir a la via
perforante. En esta ruta, los axones de las neuronas de CA1 llegan al subiculo, surgiendo
proyecciones que se dirigiran hacia el alveo o de vuelta a la corteza entorrinal. A partir de
este punto, la informacién es dirigida hacia la corteza temporal inferior y hacia la corteza
prefrontal (Amaral y Lavenex, 2007; Anand y Dhikav, 2012).

En condiciones normales, el fornix es una estructura de sustancia blanca constituida por
axones mielinizados y no mielinizados. Dicha estructura semeja una boveda de 4 columnas,
ubicada sobre la cavidad del tercer ventriculo. Cada columna posterior emerge de la fimbria
ipsilateral, asciende, y traza una curva concava que se reune con la columna contralateral
para formar el cuerpo del férnix. El cuerpo del fornix sigue un curso subcalloso y en su
porcién anterior, se curvea y bifurca, formando las columnas anteriores. A nivel de la
comisura anterior, cada columna anterior se divide en dos porciones, la precomisural y la
poscomisural, las cuales se dirigen hacia los nucleos septales y hacia los tubérculos
mamilares, respectivamente (Chronister y Hardy, 2003; Latarjet y Ruiz Liard, 2004). En
humanos, las fibras que constituyen al fornix son bidireccionales y % de ellas siguen un
camino precomisural. El tercio restante alcanza los tubérculos mamilares (Daitz, 1953;
Powell y cols., 1957). Finalmente, es importante resaltar que la mayoria de estas fibras son
asociativas. Sin embargo, por el fornix también transitan fibras comisurales que comunican
regiones homologas tanto del hipocampo como del parahipocampo (Gloor y cols., 1993)
(Figura 4).
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Figura 4. Sistema fimbria-férnix y vias septo-hipocampales. (A) Dibujo de la estructura

macroscopica del sistema fimbria-fornix mostrado desde una perspectiva oblicua caudo-rostral. (B)
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Vias septohipocampales mostradas en una perspectiva coronal, donde se resaltan las fibras aferentes

y eferentes que comunican el hipocampo con el area septal (lineas rojas y verdes).

El fornix es la principal ruta eferencial del hipocampo. Las fibras eferentes glutamatérgicas
que se originan de neuronas piramidales de CA1, CA3y del subiculo, se desplazan por la via
precomisural y su destino es el nucleo septal lateral (NSL) (Swanson y Cowan, 1977;
Swanson y Cowan, 1979; Stevens y Cotman, 1986; Gaykema y cols., 1991; Dutar y cols.,
1995; Amaral y Lavenex, 2007). Dicho nucleo emite proyecciones GABAérgicas al
complejo del Nucleo Septal Medial y la Banda Diagonal (NSMBD), el cual esta constituido
por una poblacion heterogénea de neuronas GABAGérgicas, colinérgicas y glutamatérgicas
(Swanson y Cowan, 1979; Gaykema, 1991; Sotty y cols., 2003; Colom y cols., 2005, 2006;
Kitchigina y cols., 2013; Unal y cols., 2015). Las proyecciones de dicho complejo
constituyen las principales aferencias que viajan a través del sistema fimbria-fornix, la estria
supracallosa y una via amigdalina, hacia la formacion hipocampal (Amaral y Kurz, 1985;
Unal y cols., 2015). Es importante resaltar que las conexiones entre el complejo NSMBD y

la formacion hipocampal son reciprocas pues (Figura 5):

A) El complejo es inervado por fibras colaterales de neuronas no piramidales ubicadas en el
stratum oriens de CA1 y CA3 (Gaykema, 1991; Colom vy cols., 2006) y estas conectan
principalmente con neuronas septales GABAérgicas y en menor grado, colinérgicas (Tath,
Borhegyi, y Freund, 1993).

B) Del complejo surgen fibras colinérgicas que hacen sinapsis con neuronas piramidales e
interneuronas de CAly CA3 (Amaral y Kurz, 1985; Frotscher y Léranth, 1985) y con células
musgosas y granulares del giro dentado (Libke y cols., 1997; Amaral y Lavenex, 2007). Asi
como, fibras eferentes GABAérgicas que se conectan exclusivamente con interneuronas
hipocampales (Freund y Antal, 1988) y finalmente, fibras glutamatérgicas que establecen

conexiones con neuronas piramidales de CA3 (Colom y cols., 2005; Huh y cols., 2010).
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Figura 5. Representacion esquematica de las conexiones septohipocampales. (A) Neuronas de
diferente naturaleza neuroquimica conectando de forma reciproca las areas CA3 y CAl
hipocampales, con el nucleo septal lateral (NSL) y el complejo nucleo septal medial banda diagonal
(NSMBD). (B) Reconstruccion tridimensional del hipocampo de rata (verde) y el &rea septal (azul),
desde una perspectiva coronal caudorostral (izquierda) y desde una perspectiva sagital (derecha).
Modificado de Teles-Grilo y Mellor, 2013.

En conjunto, todas estas conexiones establecen las vias septo-hipocampales, las cuales tienen
como principal objetivo el generar y mantener la actividad eléctrica hipocampal conocida

como ritmo theta (Lee y cols., 1994; Buzsaki y cols., 2002; Unal y cols., 2015).

2.5.3. EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL
La ELT es la forma maés frecuente de epilepsia con crisis focales secundaria a una etiologia

estructural. En ella, las CEER se pueden originar a partir de las estructuras limbicas
temporales, o bien, las crisis se propagan hacia las regiones limbicas, provenientes de
regiones extra-temporales (Engel, 1996; Engel y cols., 2008; Blair, 2012). Inicialmente, estas

crisis suelen responder a tratamientos farmacoldgicos. Sin embargo, 30% de los pacientes
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con ELT llegan a desarrollar farmacorresistencia (L6scher, 2005; Léscher y Schmidt, 2011).

Actualmente se conocen dos tipos de ELT:

A) ELT mesial. Corresponde al 80% de todos los casos. Aqui, las CEER involucran regiones

como la formacion hipocampal, la circunvolucion parahipocampal y la amigdala

B) ELT lateral. Aqui, el origen de las CEER es la neocorteza temporal (ILAE, 1985; Engel,
1996).

Ademas, resalta el hecho de que un elevado porcentaje de los pacientes con ELT mesial
reportan haber sufrido crisis febriles o algn otro insulto cerebral durante sus primeros cinco
afios de vida, seguido de un periodo de latencia de meses o afios y finalmente, la aparicion

de CEER durante la adolescencia o adultez temprana (Mathern y cols., 1995).

Clinicamente, las CEER limbicas suelen presentarse como crisis focales (con conciencia
preservada o alterada) que pocas veces llegan a convertirse en bilaterales. Las auras
sensoriales o psiquicas son la modalidad de crisis focal con conciencia preservada mas
frecuente. Mientras que las crisis focales con conciencia alterada se manifiestan de la
siguiente forma: 1) Fijacién de la mirada y arresto conductual, 2) Actividad motora
estereotipada e involuntaria (automatismos) y 3) Periodo postictal en el que hay confusion y
amnesia (Fisher y Frost, 1991; Engel, 2001; Alarcon y Valentin, 2010; Blair, 2012).

Con respecto a las anomalias estructurales que se observan en la ELT, la mas representativa
es la esclerosis hipocampal. Dicha lesion se encuentra en un 33% de los pacientes que son
sometidos a reseccion quirargicay su frecuencia de deteccion asciende hasta un 70% en casos
de refractariedad al tratamiento con farmacos antiepilépticos (Bernasconi, 2006; Blimcke y
Spreafico, 2012). La esclerosis hipocampal (EH) es caracterizada por una pérdida
segmentaria de neuronas piramidales, acompafada de astrogliosis, en regiones como el
prosubiculo, CA1 y CA4. Mientras que CA3 y CA2 muestran dafio variable y minimo,
respectivamente. En el giro dentado, suele existir pérdida masiva de neuronas hilares

asociada a la adopcion de un patrén de dispersion de las neuronas granulares, lo cual provoca
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que aumente el grosor y se difuminen los bordes de la capa granular (Sloviter, 1987; Houser,
1990; Bernasconi, 2006; Mathern y cols., 2008; Blimcke y Spreafico, 2012). La anterior
descripcidn histopatoldgica se ajusta a la EH tipo 1a de la ILAE, subtipo mas frecuente (60-
80% de los casos). No obstante, se describen otros patrones de pérdida neuronal y gliosis, ya
sea generalizada a todos los sectores CA1-4 (1b), restringida a CA1 (EH tipo 2) o a CA4 (EH
tipo 3), e inclusive presencia exclusiva de gliosis sin muerte de neuronas piramidales
(ausencia de EH) (Blimcke y cols., 2013; Coras y Bliimcke, 2015; Gales y cols., 2017)
(Figura 6). Este patrdn restringido del dafio permite diferenciar la esclerosis hipocampal de
otras patologias como las lesiones isquémicas o hipdxicas, donde el dafio es usualmente mas

generalizado.

Figura 6. Cortes coronales donde la tincion de Nissl muestra la apariencia del hipocampo de un sujeto
normal (pénel izquierdo) y la apariencia de un hipocampo esclerético obtenido de un paciente con
ELT (panel derecho). La esclerosis hipocampal se observa como un patron de pérdida neuronal en
pro-subiculo y CA1 (sector de sommer) y a la regidn hilar o CA4 (esclerosis terminal). En CA2 el
dafio es minimo; por ello es considerada como una zona resistente (Imagen tomada de Mathern y
cols., 2008).

Finalmente, los cambios estructurales e histopatoldgicos antes descritos culminaran con
cambios a nivel de conectividad (Curiay cols., 2014). En este sentido, la hipotesis de la célula
en canasta durmiente describe aquellos cambios observados a nivel de giro dentado (Sloviter,
1991). Esta hipdtesis afirma que la descarga excesiva y repetida de las neuronas granulares
es capaz de destruir a las células musgosas, las cuales establecen contactos sinapticos

excitadores sobre las interneuronas en canasta GABAGérgicas. De esta forma, las
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interneuronas en canasta perderan su impulso aferente excitador y no lograran mantener la
inhibicion en el giro dentado (Sloviter, 1987, 1989, 1991). Algo muy similar ocurre cuando
las neuronas piramidales de CA3 mueren y se provoca una disminucién en el tono inhibitorio
de las interneuronas en canasta de CA1, las cuales recibian estimulos excitatorios de dichas
neuronas (Sloviter, 1991). Ademas, la pérdida de células musgosas y neuronas piramidales
en CA3 condicionara que las neuronas granulares pierdan sus dianas sinapticas y en un
Intento por recuperar estas conexiones, se suscite el nacimiento de fibras musgosas aberrantes

que formaran circuitos excitadores recurrentes (Kuo y cols., 2008) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de una red normal (izquierda) y de distintos tipos de reorganizacion sinaptica
excitadora e inhibidora (derecha) a nivel del giro dentado. La reorganizacion sinaptica excitadora
incluye (a) la potenciacion glutamatérgica y (b) el nacimiento de fibras musgosas que crean vias
excitadoras recurrentes. La reorganizacion sindptica inhibidora incluye (c) el nacimiento de fibras
musgosas sobre interneuronas inhibidoras, (d) la pérdida de las aferencias excitadoras sobre las
interneuronas inhibidoras, (e) la pérdida selectiva de interneuronas inmunoreactivas a somatostatina
y reduccion de la inhibicién dendritica, (f) los brotes axonales sobre interneuronas GABAérgicas o
NPY, y (g) la reduccidn de las entradas inhibidoras sobre neuronas granulares.

G: neurona granular, B: célula en canasta, H: célula musgosa hilar, PC: célula piramidal, MFS:

nacimiento de fibras musgosas. Imagen modificada de Morimoto y cols., 2004.
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2.6. MODELOS EXPERIMENTALES DE EPILEPSIA Y CRISIS EPILEPTICAS EN
RATAS
Un modelo animal tiene como objetivo representar las caracteristicas celulares, moleculares,

clinicas y fisiopatoldgicas de una enfermedad especifica (Curia y cols., 2008). Dichos

modelos pueden ser:

I) Isomorficos. Cuando el modelo reproduce las caracteristicas y los mecanismos
patoldgicos, pero no la etiologia de la enfermedad.

I1) Predictivo. Cuando el modelo no se asemeja a la enfermedad como tal, pero permite

evaluar respuestas a diversos tipos de manipulaciones y estimulos.

En el caso de la epilepsia, el desarrollo de modelos experimentales se ha basado
principalmente en mimetizar las crisis epilépticas observadas en el humano. Sin embargo, es
importante diferenciar los modelos de crisis epilépticas agudas, Unicas e inducidas, de los
verdaderos modelos de epilepsia que se caracterizan por la presentacion CEER o crisis
cronicas. Actualmente, existen distintas consideraciones que ayudan a clasificar a los

modelos experimentales en el campo de la epilepsia (L&scher, 2011) (Figura 8). Estas son:
1) La naturaleza del insulto cerebral inicial que desencadena de la actividad epiléptica (e.g.
predisposicion genética, alteraciones metabolicas, induccion quimica o eléctrica, status

epilepticus, traumatismo).

2) La temporalidad de las crisis epilépticas (e.g. crisis agudas o aisladas, o crisis recurrentes

o0 crénicas).

3) El sitio de origen y propagacion de la actividad epiléptica a partir del foco inicial (e.g.

limbicas, corticales, focales o generalizadas)

4) La asociacion de las crisis con manifestaciones conductuales especificas (e.g. convulsivo

0 no convulsivo, clénicas o tonicas).
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5) Los mecanismos fisiopatoldgicos asociados a ciertos tipos especificos de epilepsia.

6) Otros factores que permiten diferenciar a los modelos animales son la finalidad del mismo

o sus aplicaciones y la existencia de umbrales para la aparicion de las crisis.

Modelos de epilepsia y crisis epilépticas
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Figura 8. Diagrama que muestra los distintos tipos de modelos de epilepsia y crisis epilépticas.
GAERS: por sus siglas en inglés, ratas genéticamente propensas a crisis de ausencia, GEPR: Ratas
genéticamente propensas a epilepsia, MES: crisis de maximo electroshock, PTZ: Pentilentetrazol,

BLA: Amigdala basolateral. Modificada de Ldscher 2011.

2.6.1 MODELO DE PILOCARPINA
La pilocarpina es un alcaloide con accién colinérgica que actla principalmente a nivel de los

receptores muscarinicos M1 y M2 (Scorza y cols., 2009), desencadenando los siguientes

efectos:

a) La union al receptor M1 induce la activacion de la fosfolipasa C y favorece la produccién

de diacilglicerol e inositol trifosfato. Esto provoca una modificacion tanto de las
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conductancias de Ca?* como de K*, incrementando la excitabilidad (Segal, 1988). Dicho
incremento es facilitado por la baja en la actividad de las ATPasas hipocampales, las cuales
son incapaces de repolarizar la membrana neuronal y de exportar el exceso de Ca*
intracelular (Fernandes y cols., 1996; Funke y cols., 2003). Estas concentraciones elevadas
de Ca?* promueven la liberacion presinaptica de glutamato, generando un desequilibrio entre
la neurotransmision excitadora e inhibidora y el desencadenamiento de las crisis epilépticas
y el status epilepticus. Una vez iniciada la actividad epiléptica, ésta es sostenida por la accion
del glutamato sobre el receptor NMDA. Ademas, su union a receptores AMPA y kainato
favorece la entrada de Na* y mas Ca?* a la neurona postsinptica, lo cual provoca

excitotoxicidad y muerte celular (Scorza y cols., 2009).

b) La activacion del receptor M2 provoca la inhibicion de la adenilato ciclasa, disminuyendo

la liberacidn de acetilcolina y la neurotransmision excitadora.

Actualmente se sabe que ademas de las acciones colinérgicas de la pilocarpina, ésta también
es capaz de inducir un dafio focal a nivel de la barrera hematoencefalica, asi como un estado

proinflamatorio a nivel sistémico (Yang y cols., 2005; Marchi y cols., 2007a y 2007b).

El modelo de pilocarpina en roedores es considerado como un modelo isomoérfico de la ELT.

Integrado por 3 etapas principalmente:

1) La induccion quimica de un status epilepticus. Tras la administracion sistémica de
pilocarpina, los animales desarrollan conductas de actividad epileptiforme focal asociadas a
una estimulaciéon colinérgica (arresto conductual, movimientos orofaciales, salivacion,
parpadeo y movimientos de vibrisas). Dichos cambios se presentan de forma discontinua por
un determinado periodo de tiempo hasta la aparicion de crisis motoras limbicas
caracterizadas por salivacion intensa, movimientos clénicos de cabeza y extremidades,
adopcion de una postura de canguro y finalmente, movimientos ténico-clonico generalizados
gue provocan caidas repetidas del animal (Turski y cols., 1983). Dichas crisis motoras
limbicas progresan hasta constituir un status epilepticus (Cavalheiro, 1995). La evolucién de

las manifestaciones conductuales antes mencionadas ha sido correlacionada con una
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actividad electroencefalografica rapida y de alto voltaje cuyo origen es el hipocampo. Sin
embargo, se ha descrito que puede propagarse hacia otras estructuras como la amigdala y la
neocorteza (Turski y cols., 1983).

2) Periodo silente o de latencia de duracion variable. Este periodo inicia con la terminacion
del status epilepticus y su duracion varia de acuerdo a diversos factores como: la cepa
elegida, la edad de los animales al dia del experimento (Biagini y cols., 2006; Goffin y cols.,
2007), la dosis de pilocarpina administrada (Liu y cols.,1994), y el tiempo que durd el status
epilepticus (Lemos y Cavalheiro, 1995; Fujikawa, 1996; Biagini y cols., 2006, Goffin y cols.,
2007). En promedio, la duracion del periodo latencia es de 15 dias (Cavalheiro y cols., 1991),
concluyendo con la aparicion de la primera CEER. Diversos estudios sugieren que los
cambios epileptogénicos necesarios para la consolidacion de un circuito recurrente

hiperexcitable acontecen en esta etapa (Dalby y Mody, 2001; Pitkanen y Sutula, 2002).

3) Periodo croénico. Caracterizado por la ocurrencia de CEER, las cuales comienzan como

crisis parciales con bilateralizacion secundaria.

2.7. IMAGENOLOGIA POR RESONANCIA MAGNETICA EN EPILEPSIA DEL
LOBULO TEMPORAL
La IRM es una técnica no invasiva, fundamental en el diagndstico y deteccién de lesiones

asociadas a ELT, un trastorno esencialmente de sustancia gris. En el caso de la IRM sensible
a difusion, ésta ha permitido identificar alteraciones en la sustancia blanca del sistema
limbico; especificamente, anomalias bilaterales en los parametros de difusion, reduccion en
la fraccion de anisotropia e incremento en la difusividad perpendicular de ciertas regiones
cerebrales como el fornix (previamente descrito como un fasciculo con eferencias y
aferencias hipocampales). Esto llama poderosamente la atencidn pues son pacientes con ELT
cuya afeccion neuroldgica focal es unilateral. En resumen, la IRM sensible a difusion logra
este objetivo pues permite monitorear cambios estructurales de manera longitudinal mediante
la inferencia de la citoarquitectura a través del registro del movimiento aleatorio de las
moléculas de agua. Dicho movimiento presentara distintos grados de restriccion de acuerdo

a la coherencia estructural del tejido analizado (Concha y cols., 2007, 2009, 2010).
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Estudios realizados en modelos animales han reportado que solo los sujetos que desarrollaron
CEER, presentaron una difusion del agua anormal dentro del fornix (similar a lo descrito en
humanos) (Parekhy cols., 2010). Esto sugiere que dichas anormalidades pudieran representar
un factor predisponente para el desarrollo posterior de ELT (Parekh y cols., 2010). Sin
embargo, aun se desconoce el origen de los axones afectados en el fornix, es decir, si son
aferencias o eferencias hipocampales, y qué papel juegan en la regulacion de esta estructura
durante la epileptogénesis. En este sentido, van Eijsden y cols. (2011) sugieren que las
alteraciones observadas tanto en fornix como en el cuerpo calloso representan una fase

temprana del proceso patogénico de la epilepsia crénica.

Otros estudios se han enfocado en evaluar cuéles son los elementos celulares que contribuyen
en la determinacién de las diferentes magnitudes observadas en los pardmetros de difusion.
En el caso de regiones altamente implicadas a la ELT, como el hipocampo, las fibras
musgosas aberrantes que surgen de neuronas granulares del giro dentado y forman circuitos
excitatorios recurrentes, se han propuesto como uno de los principales sustratos que
restringen la difusion en esta estructura (Kimy cols., 2004; Kuo y cols., 2008; Parekh y cols.,
2010). Igualmente, Salo y cols. (2017) reportaron modificaciones en la difusién asociadas a
axones mielinizados y procesos astrociticos. Por lo anterior, la basqueda de los sustratos
histolégicos que subyacen el proceso epileptogénico y que puedan ser detectados de forma

no invasiva por resonancia magnética sensible a difusion continda su marcha.
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3. JUSTIFICACION
Alrededor de 65 millones de personas sufren epilepsia a nivel mundial. Especificamente, la

ELT es el tipo de epilepsia mas frecuente y el que esta mas asociado a la resistencia al
tratamiento farmacoldgico. Generalmente, los pacientes con ELT sufrieron un insulto
cerebral en la infancia temprana, seguido de un periodo de latencia de duracion variable
caracterizado por la ausencia de manifestaciones clinicas de la enfermedad. Durante este
periodo silente se ha propuesto que ocurren los mecanismos epileptogénicos necesarios para
la aparicion subsecuente de CEER vy la instauracion de la epilepsia. En este sentido, una de
las descripciones del proceso epileptogénico en ELT se ha enfocado en las anormalidades
estructurales que se observan especificamente en el sistema limbico. Estudios recientes han
demostrado que los cambios microestructurales también abarcan regiones cerebrales de
sustancia blanca y gris, intra- y extra-limbicas. La razén por la que esta enfermedad llega a
convertirse en un trastorno con dafo estructural extenso, aun se desconoce. Si consideramos
que la epileptogénesis es un proceso dinamico, resulta crucial el estudio longitudinal de los
cambios en la microestructura de sujetos epilépticos. Sin embargo, en humanos resulta
complicado dar este seguimiento pues generalmente el paciente llega con la enfermedad
establecida. Por ello, la relevancia de los modelos animales y de las técnicas no invasivas de
IRM con capacidades inferenciales de la microestructura tisular. Esto nos permitira evaluar
longitudinalmente las anomalias anatémicas que aparecen durante la ELT, ayudandonos a

caracterizar los cambios estructurales que ocurren tras un insulto inicial.

4. HIPOTESIS
Los cambios microestructurales detectados por IRM sensible a difusion tendran una

distribucion predominantemente limbica. Dichos cambios mostraran un comportamiento
temporal paralelo al proceso epileptogénico progresivo observado en la fase crénica de la
ELT. Ademas, estas modificaciones microestructurales tendran un correlato histologico, es
decir, los patrones de dafio histolégico estaran directamente relacionados con los cambios en

las métricas de difusion.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar longitudinalmente los cambios microestructurales de regiones intra- y extra-limbicas

durante el proceso epileptogénico en un modelo de epilepsia cronica.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar la magnitud, temporalidad y tendencias de los cambios microestructurales a

nivel de hipocampo, sub-regiones hipocampales, férnix y cingulo.

b) Caracterizar la magnitud, temporalidad y tendencias de los cambios microestructurales en

estructuras extra-limbicas como cuerpo calloso y capsula interna.

b) Determinar la validez de las métricas imagenoldgicas empleadas para evaluar cambios

microestructurales mediante su correlato histoldgico.

c) Comparar y validar las capacidades inferenciales que tienen las técnicas imagenoldgicas

de difusion tanto in vivo como ex vivo.

d) Identificar biomarcadores estructurales que pudieran estar asociados al proceso

epileptogénico.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. ANIMALES
Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de 40 dias de edad al inicio del estudio,

provenientes del Bioterio del Instituto de Neurobiologia (INB). Los animales fueron alojados
(en cajas individuales y con acceso ad libitum a agua y alimento) dentro de este mismo
edificio en un cuarto con condiciones reguladas de ventilacion (12 cambios por hora),
temperatura (20-22°C), humedad (50%-60%) e iluminacion (ciclos luz-oscuridad de 12
horas). El cuidado y manejo de los animales se llevo a cabo de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999). El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del INB (Protocolo CICUAL
105A).

6.2. ADQUISICION DE IMAGENES IN VIVO POR RESONANCIA MAGNETICA
Los protocolos de escaneo fueron conducidos en un resonador para especies pequefias Bruker

de 7 Teslas (Biospec 70/16) conectado a una consola con software Paravision 6.0.1 integrado
(Bruker, Germany). EI magneto esta equipado con un arreglo de gradientes de 9 cm., capaces
de generar una fuerza de gradiente méxima de 760 mT/m. Para la deteccion de la sefial y la
transmision de pulsos de radiofrecuencia, se us6 una antena de superficie 2x2 de recepcién
Unica y una antena de volumen, respectivamente. Los animales fueron anestesiados con una
mezcla de isoflurano (4%) - aire a un flujo de 2.5 I/min. Una vez corroborada la sedacion,
los animales fueron posicionados sobre un marco con fijacion estereotaxica y les fue
suministrada una dosis de mantenimiento anestésico (mezcla de isoflurano (2%) - aire) a un
flujo similar al de la induccion. Durante el estudio, los sujetos fueron colocados dentro del
magneto, razon por la cual debieron mantenerse en normotermia (37° C) mediante un sistema
de recirculacién de agua caliente bajo el animal. Todas las ratas tuvieron un monitoreo
continuo de constantes fisiologicas como el ritmo cardiaco, la frecuencia respiratoria y la

saturacion de oxigeno.

Con el objetivo de inferir los cambios microestructurales que fueran ocurriendo a lo largo del
estudio, se implementd una secuencia eco-planar pesada a difusion con los siguientes
parametros: TR =2250 ms, TE =31.32 ms, 4 promedios, 6 =2.9 ms, A = 8.7 ms, 6 volumenes

no sensibles a difusion (b = 0 s/mm?) y volimenes con sensibilizacion a difusion en 40

32



direcciones no colineales y no coplanares, para dos valores de b (b= 650 y 2000 s/mm?). La
imagen resultante fue de una resolucion de 133 x 135 um y un grosor de rebanada de 750
pum. En la misma sesion, también se adquirieron las imégenes anatomicas con contraste T2,
utilizando una secuencia eco de gradiente con angulo limitado (FLASH, por sus siglas en
inglés) y con una resolucién isométrica de 100 pum por lado. La sesién completa de
adquisicién de imégenes, para ambas secuencias, tuvo una duracion de 20 minutos. La

primera adquisicion de imagenes se hizo en animales de 40 dias de edad (P40).

6.3. STATUS EPILEPTICUS INDUCIDO POR PILOCARPINA
Dieciseéis dias después del escaneo basal, las ratas (P56) fueron sometidas al modelo de status

epilepticus inducido con pilocarpina (Turski y cols., 1983; Leite y Cavalheiro, 1995; Luna-
Munguia y cols., 2017). Para ello, todos los animales fueron pre-tratados con sulfato de
atropina (5 mg/kg; i.p.) 20 minutos antes de inyectar la pilocarpina (340 mg/kg; i.p.) a los
animales del grupo epiléptico (n = 11), o el volumen equivalente de solucion salina a los
animales del grupo control (n = 8). Aquellos sujetos que no desarrollaron actividad
convulsiva en los 40 minutos posteriores a la dosis inicial de pilocarpina, recibieron dosis
adicionales de 170 mg/kg (i.p.) cada 40 minutos hasta desarrollar el status epilepticus. La
progresion de la actividad convulsiva fue evaluada con base en los cambios conductuales
descritos por Racine (1972). El status epilepticus se mantuvo por 90 minutos y se interrumpio
con una inyeccion de diazepam (10 mg/Kkg; i.p.). En algunos casos, al no ceder la actividad
convulsiva, fue necesaria una segunda dosis de 5 mg/kg (i.p.). Con respecto a los animales
del grupo control, éstos recibieron la inyeccion de diazepam 2 horas después de haber

recibido la inyeccion de solucion salina.

Los animales que recibieron la inyeccion de pilocarpina y desarrollaron el status epilepticus
se mantuvieron en un periodo de recuperacion de 7 dias. Al octavo dia, se inicié la
videograbacion continua de las ratas por dos semanas con el fin de garantizar que los
animales presentan CEER. Los animales volvieron al cuarto de videograbacion, 60 dias
después del dia de la induccion del status epilepticus. En esta ocasion, s6lo fueron grabados

ininterrumpidamente por una semana.

33



La segunda y la tercera adquisicion de imagenes de ambos grupos se hizo a los siguientes

tiempos:

1) Dia 80 de edad (P80). Imagenes adquiridas 24 dias después del dia de la induccion del
status epilepticus. Correspondiente a la etapa crénica temprana del desarrollo de la epilepsia

en los animales sometidos al modelo de pilocarpina.

2) Dia 120 de edad (P120). Imagenes adquiridas 64 dias después de la induccion del status
epilepticus. Correspondientes a la etapa crénica tardia del desarrollo de la enfermedad en

estos animales.

6.4. PRE-PROCESAMIENTO Y PROCESAMIENTO DE IMAGENES SENSIBLES
A DIFUSION
Las iméagenes crudas pesadas a difusién no son apropiadas para los procesamientos que

involucran aplicacion de modelos y andlisis de alto nivel. Por ello, requieren ser sometidas a
un proceso conocido como pre-procesamiento, el cual se encarga de corregir los artefactos
derivados de la adquisicion y de mejorar la calidad de la sefial. Todas las imagenes fueron
procesadas fuera de linea mediante el uso del software de acceso libre MRtrix version 3.0

(Brain Research Institute, Melbourne, Australia).

El pre-procesamiento consistio en: 1) Convertir los archivos al formato .mif con el fin de
habilitar las funciones de MRtrix, 2) Reducir el ruido y mejorar la relacion sefial/ruido; esto
se logra al suprimir las fluctuaciones de la sefial secundarias a factores térmicos y anatomicos
(Veraart y cols., 2016a, 2016b), 3) Corregir los artefactos de movimiento generados por la
respiracion del animal y las propias vibraciones del resonador, asi como las distorsiones
secundarias a las corrientes de Foucault generadas por variaciones del campo magnético de
los gradientes (uso de la herramienta eddy_correct (biblioteca de FSL 5.0.10)) con el fin de
estimar la transformacion afin optima aplicada a cada volumen de difusion (Andersson y
Sotiropoulos, 2015) y 4) Corregir la inhomogeneidad de la intensidad de la sefial para
eliminar las variaciones en la intensidad de la sefial sin relevancia anatomica derivadas del

uso de una antena de superficie (Belaroussi y cols., 2006).
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Durante el procesamiento se modelaron los datos de difusion contenidos en las imagenes pre-
procesadas con el modelo de tensor (Basser y cols., 1994). Este modelo permite la
cuantificacion de la difusion en cualquier direccion voxel a voxel y que el comportamiento
estocastico de la difusion de moléculas de agua se ordene en una matriz 3 x 3 (donde los 3
valores diagonales representan coeficientes de difusion a lo largo de los 3 ejes principales (X,
y, z) del marco de referencia de laboratorio). Los 6 valores fuera de esta diagonal
corresponden a correlaciones de movimientos aleatorios entre combinaciones de las
direcciones principales. Ademas, el modelo se representa geométricamente como una elipse,
donde la magnitud de sus ejes principales es determinada por los valores propios (A1, A2y A3)
equivalentes a los coeficientes de difusion principales y su orientacion resulta de los vectores
propios (V1, V2y V3) obtenidos a partir de las direcciones preferenciales de la difusion en cada
plano ortogonal. A través del uso de los valores propios, se derivaron los mapas de fraccion
de anisotropia (FA), difusividad media (DM) o coeficiente de difusién aparente (CDA),
difusividad radial (DR), difusividad axial (DA) y de direccionalidad del vector principal (Vz).

6.5. SELECCION DE REGIONES DE INTERES Y ANALISIS DE PARAMETROS
DE DIFUSION
Las regiones de interés (RDI) evaluadas corresponden a aquellas areas cerebrales que se sabe

presentan mayor dafio en sujetos con ELT (Turski y cols., 1983; Conchay cols., 2009; Parekh
y cols., 2010; Curia y cols., 2014; Salo y cols., 2017). El delineado de dichas RDI se hizo
manualmente, tomando como referencia los limites anatbmicos demarcados para cada
estructura y ayudandonos del contraste T2 en los volimenes no sensibles a difusion, de la
escala de grises en el mapa de FA, y del color en el mapa Vvi. Durante el delineado manual,
no se incluyeron aquellos voxeles ubicados en los limites de cada estructura para evitar
efectos de volumen parcial. Las RDI analizadas en este trabajo fueron las siguientes:
hipocampo dorsal y subregiones (CA3 y giro dentado), fimbria, cingulo, cuerpo calloso y

capsula interna.
Para la obtencion de las métricas de difusion (FA, ADC, DR, DA), se cuantificaron los

promedios de dichos escalares, aplicando las RDI sobre los respectivos mapas y tomando en

cuenta todos los voxeles contenidos en las regiones delimitadas.
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Cabe resaltar que las mismas RDI empleadas para la obtencion de las métricas de difusion
del hipocampo dorsal y la fimbria-fornix se utilizaron para evaluar cambios en el volumen
de dichas estructuras, debido a que la reduccion de volumen hipocampal es una de las
principales caracteristicas de la esclerosis hipocampal. Para este analisis se cuantificaron el
numero de voxeles que demarcaban estas estructuras después de la segmentacion y el nimero
de voxeles resultante, se multiplicé por las dimensiones de la matriz de la imagen (133 x 135

X 750 pum), obteniendo asi, el volumen aproximado de la estructura analizada.

6.6. PREPARACION DEL TEJIDO Y ANALISIS HISTOLOGICO
Dos dias después de la tercera adquisicion de imagenes, se realizé la eutanasia quimica de

los animales con pentobarbital sodico. Posteriormente, se realiz6 una incision y se expuso la
cavidad toracica. Se canulé el ventriculo izquierdo del corazon y se abrié una ventana en la
auricula derecha. Mediante dicha canulacién, primero se perfundieron 400 ml de solucién
salina y luego 400 ml de una solucion de paraformaldehido al 4% en una mezcla de buffer
fosfato salino y agua desionizada (pH 7.4). El cerebro fijado de los animales fue extraido y
sumergido en un recipiente estéril con solucidon fresca de paraformaldehido al 4% (pH 7.4).
El tejido fue almacenado hasta el dia del procesamiento histoldgico, en este caso, la tincion
de Kliver-Barrera (también conocida como Luxol azul rapido). En dicha tincién se usa
ftalocianina de cobre, pigmento que se adhiere a las bases de las lipoproteinas contenidas en
la vaina de mielina y permite ver los axones mielinizados en un color azul intenso (Kluver y
Barrera, 1953; Kiernan, 2007). Por ello, su utilidad para la deteccién de hallazgos patoldgicos
en trastornos desmielinizantes donde hay una fijacién débil del pigmento a la sustancia

blanca.

Es importante mencionar que dos animales del grupo control y dos animales del grupo
epiléptico fueron seleccionados al azar para ser perfundidos con una solucion modificada de
paraformaldehido al 4%. Esta mantuvo el pH de 7.4 pero incluia glutaraldehido al 2% y
gadolinio 0.002 mM. El tejido fue almacenado en esta solucién hasta el dia del escaneo ex
vivo en el resonador. Esta modificacién se hizo con el objetivo de determinar si los cambios
microestructurales observados in vivo sufrian o no alguna modificacion al ser sometidos a un

escaneo ex vivo cuya secuencia de difusion tiene mayor resolucion.
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A continuacidn, se describe brevemente la metodologia que se siguio para lograr la tincion

de Kliver-Barrera:

Cada cerebro fue enjuagado varias veces con agua destilada con el fin de remover el exceso
de paraformaldehido. Posteriormente, fueron deshidratados con etanol, aclarados con xilol,
e incluidos en parafina liquida. Una vez que el tejido ha quedado embebido en parafina, a
través del uso del microtomo, se obtienen cortes coronales de 7 um de grosor a nivel de
hipocampo dorsal. Las rebanadas son desparafinadas y rehidratadas para después sumergirlas
en una solucion de azul Luxol-resistente. Posteriormente, las rebanadas son colocadas dentro
de un horno a 56° C por 12 horas. Finalmente, el exceso de colorante es removido y las
rebanadas se sumergen en una solucion de carbonato de litio con el fin de diferenciar y
mejorar la definicion de la sustancia blanca. La solucion de violeta de cresilo se us6 como
tincién de contraste frente al azul-Luxol, permitiendo la visualizacion del soma neuronal y el
neuropilo en color rosaceo (Prophet y cols., 1992). Las muestras fueron observadas bajo un
microscopio de luz transferida a 4x, 10x y 40x.

6.7. ADQUISICION, PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE IMAGENES EX-VIVO
Los 4 cerebros fueron escaneados en el resonador Bruker 7T usando una antena refrigerada

(CryoProbe, Bruker), pues brinda una mejor relacion sefial/ruido y una mayor capacidad para
generar imagenes de alta resolucion. Para ello, cada cerebro se colocé dentro de una jeringa
de 10 ml y fue suspendido en una solucién fluorocarbonada (Fluorinert, 3M; disminuye los
artefactos de susceptibilidad magnética en escaneos ex-vivo). Las imagenes pesadas a
difusion se adquirieron utilizando una secuencia spin-eco, con el fin de evitar los artefactos
de susceptibilidad magnética en zonas de interfaz tejido-liquido que presentan los cerebros
epilépticos al tener un sistema ventricular dilatado. La resolucién de las imagenes fue de 100
x 100 x 100 pm y contaron con 20 volimenes no sensibles a difusion y volumenes sensibles
a la difusion con valores de b de 3000 y 5000 s/mm2, cada uno con 64 direcciones. El tiempo

total de escaneo fue de 11 horas.
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Las iméagenes fueron pre-procesadas con reduccion de ruido, multiples registros lineales
utilizando la herramienta FLIRT (biblioteca de FSL 5.0.10), concatenacion de volimenes
registrados para formar una imagen Unica y correccion de inhomogeneidades de campo. Al
igual que las imagenes in vivo, el procesamiento consistio en el calculo del modelo de tensor
y derivacion de mapas de métricas de difusion. Las RDI analizadas fueron las previamente

descritas.

6.8. ANALISIS ESTADISTICO
Aplicacion de pruebas t pareadas para determinar si habia diferencias o no entre el lado

izquierdo y derecho de las RDI a evaluar. La ausencia de cambios suscit6 que se promediaran
los escalares de ambos lados y asi poder describir las alteraciones de cada regién como una
sola entidad. Los datos resultantes fueron sometidos a la prueba de normalidad Shapiro-Wilk
para evaluar su distribucion. Una vez corroborada la normalidad de su distribucién, se evalué
la progresion en los parametros de difusion por medio de una prueba ANDEVA (Anélisis de
variancia), de medidas repetidas y con dos factores (tiempo y tratamiento). La prueba post-
hoc de Sidak fue aplicada para comparar las variaciones entre las distintas mediciones. Los
datos fueron analizados con los programas Rstudio (R, version 3.4.3) y SPSS (IBM SPSS
Statistics, version 25) y se presentaron como la media £ la desviacion estandar de la media

(o). Se consideraron significativas las diferencias con p < 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. CAMBIOS LONGITUDINALES EN LAS CARACTERISTICAS
ANATOMICAS DEL SISTEMA LIMBICO IN VIVO
Al comparar las imagenes anatomicas con contraste T2 de los dos grupos de animales,

obtenidas 24 dias post-status epilepticus, se observan cambios significativos a nivel de
hipocampo dorsal y fimbria de los sujetos epilépticos. En el caso del hipocampo dorsal, su
tamafio disminuyd y el espacio liberado fue ocupado por los ventriculos laterales (fendmeno
que se aprecia como hiperintensidades en las regiones colindantes del hipocampo) (Figura
9E). Ademas, se perdieron los limites de las subéareas que lo integran (region hilar y fisura
hipocampal). En el caso de la fimbria, ésta pasé de ser una estructura semi-rectangular con
bordes redondos y bien delimitados, a una region elongada y difusa (Figura 9E). Todos los
cambios descritos en las imagenes obtenidas a los 24 dias post-status epilepticus, persistieron

en las imagenes correspondientes a los 64 dias post-status epilepticus (Figura 9F).

Control

Intensidad de contraste T24

Epiléptico

Basal 24 dias post-SE 64 dias post-SE

Figura 9. Imagenes anatémicas ponderadas a contraste T2 que muestran rebanadas coronales a nivel
de hipocampo dorsal. Animal control (A-C) y epiléptico (D-F), evaluados antes y después de la
induccion del status epilepticus (SE). La cabeza de la flecha roja indica la hiperintensidad ventricular;
la flecha roja indica la reduccion del tamafio del hipocampo dorsal. Abreviaturas: HD: hipocampo

dorsal; F; fimbria.
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Para corroborar los cambios cualitativos antes mencionados, tanto hipocampo dorsal como
la fimbria fueron segmentados y asi poder cuantificar sus cambios volumétricos. En este
sentido, el hipocampo dorsal de los animales epilépticos mostr6 una reduccion del 30% con
respecto al de los animales control (F =55, ***p < 0.001) (Figura 10A); la fimbria disminuyo
un 37% (F = 51, ***p < 0.001) (Figura 10C). Las evaluaciones longitudinales realizadas en
el hipocampo dorsal de ambos grupos muestran que hay una diferencia significativa entre la
primera y la tercera medicion (F = 6.7, "p < 0.01) (Figura 10A). Las evaluaciones
longitudinales hechas en fimbria no mostraron cambios significativos en ambos grupos
(Figura 10C).
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Figura 10. Cambios volumétricos longitudinales. Evaluaciones hechas en hipocampo dorsal (A) y
fimbria (C) tanto del grupo control (negro) como del grupo epiléptico (rojo) en 3 tiempos diferentes
(basal, 24 y 64 dias post-status epilepticus (SE)). Regiones de interés empleadas para obtener las

métricas graficadas, delimitando el hipocampo dorsal en amarillo (B) y la fimbria en rosa (D). Las
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lineas tenues representan a cada uno de los individuos que integran los grupos; las lineas gruesas
representan la media de cada grupo. La linea punteada en azul indica el momento de la induccion del
status epilepticus. La comparacion entre grupos indica una diferencia significativa en ambas regiones
(***p < 0.001). Solo la comparacion longitudinal de hipocampo dorsal muestra que ambos grupos

presentan diferencias significativas al comparar la primera y la tercera evaluacion (p < 0.01).

7.2. CAMBIOS LONGITUDINALES EN LOS PARAMETROS DE DIFUSION
DERIVADOS DE LAS IMAGENES ADQUIRIDAS IN VIVO

7.2.1. FRACCION DE ANISOTROPIA
La fraccion de anisotropia (FA) es un indice de asimetria de la difusion asociado con

coherencia estructural. En el caso de los animales epilépticos, el hipocampo dorsal muestra
un incremento significativo (7%) con respecto al de los animales control (FA-basal =0.26, ¢
= 0.04; FA-post-status epilepticus (P80) = 0.28, o = 0.06; FA-post-status epilepticus (P120)
=0.29, 6 =0.04; F = 6, *p = < 0.05). Es importante resaltar que, aunque el incremento de la
FA en hipocampo dorsal se mantuvo hasta la tercera medicion, no hubo diferencias

significativas entre las dos mediciones post-status epilepticus (Figura 11A).

CA3 no mostré cambios significativos entre sujetos epilépticos y control. Sin embargo, si
mostré una tendencia creciente, aunque no significativa, a lo largo del tiempo (FA-basal =
0.25, 0 = 0.03; FA-post-status epilepticus (P80) = 0.29, ¢ = 0.06; FA-post-status epilepticus
(P120)=0.29,6=0.05; F=1.2, p =0.2) (Figura 11B).

Finalmente, al evaluar la FA del giro dentado de los animales epilépticos, ésta muestra un
incremento significativo (21%) con respecto al de los animales control (FA-basal = 0.30, o
= 0.06; FA-post-status epilepticus (P80) = 0.34, 6 = 0.1; FA-post-status epilepticus (P120) =
0.36,6=0.08; F=12, **p < 0.01). Similar a lo observado en las otras dos regiones evaluadas,
aqui tampoco hubo cambios significativos entre las dos mediciones post-status epilepticus
(Figura 11C).
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Figura 11. Cambios longitudinales en la fraccion de anisotropia (FA) de estructuras de sustancia gris
(hipocampo dorsal (A), CA3 (B) y giro dentado (C)) tanto del grupo control (negro) como del grupo
epiléptico (rojo). (D) Muestra las regiones de interés empleadas para obtener las métricas graficadas,
delimitando el hipocampo dorsal en amarillo, el giro dentado en verde y CA3 en rojo. Las lineas
tenues representan a cada uno de los individuos que integran los grupos; las lineas gruesas representan
la media de cada grupo. La linea punteada en azul indica el momento de la induccién del status
epilepticus. La comparacion entre grupos indica una diferencia significativa en hipocampo dorsal y
giro dentado (*p < 0.05y **p < 0.01, respectivamente). La comparacion longitudinal muestra que no

hay diferencias significativas en ninguna de las tres regiones evaluadas.

Al evaluar la FA en estructuras de sustancia blanca (fimbria, cingulo, cuerpo calloso y
capsula interna), el porcentaje de cambio disminuyo6 significativamente en los animales
epilépticos. En el caso de la fimbria, su valor de FA cay6 un 30% con respecto a los niveles
obtenidos en los animales control (FA-basal = 0.60, ¢ = 0.04; FA-post-status epilepticus
(P80) = 0.43, 6 = 0.06; FA-post-status epilepticus (P120) = 0.46, c = 0.06; F = 56, ***p <
0.001). Ademas, esta estructura mostré cambios longitudinales tanto en el grupo control
(basal vs P120) (F=0.5, 'p < 0.05) como en el grupo epiléptico (basal vs P80 y P120) (F =
10, ™p < 0.001) (Figura 12A).
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Similar a lo observado en la fimbria, el cingulo y el cuerpo calloso también mostraron
decrementos significativos en los animales epilépticos (16% y 8%, respectivamente)
(Cingulo: FA-basal = 0.51, o = 0.06; FA-post-status epilepticus (P80) = 0.44, o = 0.05; FA-
post-status epilepticus (P120) = 0.48, o = 0.05; F = 26, ***p < 0.001; Cuerpo calloso: FA-
basal = 0.57, o = 0.07; FA-post-status epilepticus (P80) = 0.55, ¢ = 0.06; FA-post-status
epilepticus (P120) = 0.58, 6 = 0.06; F = 5.9, *p < 0.05). Ambas estructuras no mostraron
cambios longitudinales en ninguno de los dos grupos (Figura 12B y 12C).

Finalmente, la capsula interna también present6 una reduccion significativa de la FA (13%)
en los animales epilépticos (FA-basal = 0.50, o = 0.06; FA-post-status epilepticus (P80) =
0.45, o = 0.06; FA-post-status epilepticus (P120) = 0.46, c = 0.06; F = 11, **p < 0.01).

Tampoco se observaron cambios longitudinales en los grupos evaluados (Figura 12D).
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Figura 12. Cambios longitudinales en la fraccion de anisotropia (FA) de estructuras de sustancia
blanca (fimbria (A), cingulo (B), cuerpo calloso (C) y capsula interna (D)) tanto del grupo control
(negro) como del grupo epiléptico (rojo). Las lineas tenues representan a cada uno de los individuos
gue integran los grupos; las lineas gruesas representan la media de cada grupo. La linea punteada en
azul indica el momento de la induccion del status epilepticus. La comparacion entre grupos indica
una diferencia significativa en las 4 estructuras evaluadas (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). La
comparacion longitudinal muestra que s6lo fimbria presenta una diferencia significativa en ambos
grupos ('p < 0.05, 7"p < 0.001).

7.2.2. COEFICIENTE DE DIFUSION APARENTE
El coeficiente de difusion aparente (CDA) refleja el promedio de la difusion hacia todas las

direcciones dentro de un espacio tridimensional, en este caso, dentro de un voxel. Al
comparar los valores de CDA entre grupos, no se observaron diferencias significativas en 6
de las 7 estructuras evaluadas; solo la capsula interna present6 una disminucion significativa
en los animales epilépticos (F = 6.5, *p < 0.05) (Figura 13G). Ademas, el comportamiento

longitudinal de este coeficiente no varié en hipocampo dorsal (F = 0.7, p = 0.3) y fimbria (F
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= 2.4, p =0.1) de ambos grupos (Figura 13A y 13D, respectivamente). Pero si en CA3 (F =
4.5, "'p < 0.05), giro dentado (F =5, 'p < 0.05), cingulo (F = 8.4, 'p < 0.05), cuerpo calloso (F
=13.8, "p < 0.001) y capsula interna (F = 5.3, 'p < 0.05) de ambos grupos al comparar basal
contra P120 (Figura 13B, 13C, 13E, 13F y 13G, respectivamente).

7.2.3. DIFUSIVIDAD AXIAL
La difusividad axial (DA) representa el movimiento del agua en la direccion preferencial de

la difusion, derivandose del autovalor principal del modelo de tensor. Al comparar animales
control y epilépticos, estos ultimos presentaron reducciones significativas en todas las
estructuras de sustancia blanca (fimbria 24%; F = 23, ***p < 0.001, cingulo 12%; F = 10,
**p < 0.01, cuerpo calloso 8%; F = 6, *p < 0.05 y capsula interna 18%; F = 12, **p < 0.01.
Ademas, el cuerpo calloso presenté cambios longitudinales en ambos grupos al comparar la
medicién basal vs P80 (F = 5.7, t+tp < 0.01). En estructuras de sustancia gris no se

identificaron cambios significativos entre grupos, ni longitudinales (Anexo 1).

7.2.4. DIFUSIVIDAD RADIAL
La difusividad radial (DR) se refiere al movimiento del agua en el plano perpendicular a la

direccidn preferencial de la difusién, resultando del promedio del segundo y tercer autovalor
del modelo de tensor. En los animales epilépticos se observo un incremento significativo
(14%) de la DR en fimbria (F = 26, ***p < 0.001) con respecto a los animales del grupo
control. En contraste, el giro dentado de sujetos epilépticos presentdé una disminucién
significativa (6%) de la RD (F = 6, *p < 0.05). Al realizar las evaluaciones longitudinales, la
DR present6 cambios significativos en hipocampo dorsal (F = 4.5, *p < 0.05), giro dentado
(F = 9.5, +tp < 0.01), CA3 (F = 6.2, ttp < 0.01), cingulo (F = 12, tttp < 0.001), cuerpo
calloso (F = 21, ++1tp < 0.001) y capsula interna (F = 9.3 < 0.01) de ambos grupos (Basal y
P80 vs P120) (Anexo 2).
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Figura 13. Cambios longitudinales en coeficiente de difusion aparente (CDA) en estructuras tanto de
sustancia gris (hipocampo dorsal (A), CA3 (B) y giro dentado (C)) como de sustancia blanca (fimbria
(D), cingulo (E), cuerpo calloso (F) y capsula interna (G)) del grupo control (negro) y del grupo
epiléptico (rojo). Las lineas tenues representan a cada uno de los individuos que integran los grupos;
las lineas gruesas representan la media de cada grupo. La linea punteada en azul indica el momento
de la induccion del status epilepticus. La comparacién entre grupos indica una diferencia significativa
en capsula interna (*p < 0.05). La comparacion longitudinal entre P40 y P120 muestra diferencias
significativas en CA3, giro dentado, cingulo, cuerpo calloso y capsula interna (‘p < 0.05, "p < 0.01y

'p < 0.001).
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7.3. CAMBIOS HISTOLOGICOS SECUNDARIOS A LA INDUCCION DE STATUS
EPILEPTICUS EN EL MODELO DE PILOCARPINA
El andlisis de los cortes histoldgicos identificd esclerosis hipocampal (muerte de neuronas

piramidales y reduccién del tamafio de la regién) bilateral en los animales epilépticos. La
disminucion en la densidad de neuronas piramidales predomin6 en CAl y CAS3,
observandose también un patron de dispersion de las células remanentes. Ademas, la
intensidad de la muerte neuronal registrada en CA3 provocé un desarreglo de la ldmina de
células piramidales y la presencia de numerosas neuronas picnéticas (Figura 14D — 14F).

Al comparar los cortes histologicos de los animales control y los animales epilépticos a nivel
de fimbria, éstos develaron un evidente cambio morfol6gico de dicha estructura. En los
sujetos control, la fimbria tiene una forma rectangular bien delimitada con bordes
redondeados (Figura 15A). En contraste, los sujetos epilépticos tienen una fimbria triangular,
elongada y reducida en tamafio (especialmente en la porcion distal) (Figura 15D). Ademas,
al observar los cortes a 10x y 40x, se pudo apreciar que los animales control presentaban un
patron fibrilar denso y homogéneo, asi como una menor densidad de células gliales (Figura
15B y 15C). Muy diferente al patron fibrilar laxo, disperso y con menor intensidad de tincion

presentado por los animales epilépticos (Figura 15E y 15F).
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Epiléptico
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Figura 14. Cortes coronales a nivel de hipocampo dorsal, tefiidos con Luxol Fast-blue, evaluados con

los objetivos de 4x, 10x y 40x. El rectangulo muestra un acercamiento a la region de CA3 debido a
que fue la region evaluada que presenté mayores cambios entre grupos. (A-C) Los cortes obtenidos
del animal control muestran una lamina de células piramidales densa y compacta a lo largo del cuerno
de Ammon. (D-F) Los cortes obtenidos del animal epiléptico muestran un decremento en la densidad
de neuronas piramidales, muerte neuronal y dispersion de células remanentes. Abreviaturas: CC:
cuerpo calloso, HD: hipocampo dorsal, F: fimbria y Pi: célula piramidal.
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Fimbria

Control

Epiléptico

Figura 15. Cortes coronales a nivel de fimbria, tefiidos con Luxol Fast-blue, evaluados con los
objetivos de 4x, 10x y 40x. El rectangulo muestra un acercamiento a la region de la fimbria debido a
que fue la region evaluada de sustancia blanca que presenté mayores cambios entre grupos. (A) Los
cortes obtenidos del animal control muestran una fimbria con bordes bien definidos (flecha) y una
intensidad de tincion alta; (B-C) muestran un patron denso de fibras mielinicas. (D) Los cortes
obtenidos del animal epiléptico muestran una fimbria elongada (cabeza de flecha) y con una tenue
intensidad de la tincion; (E-F) muestran un patron de fibras mielinicas dispersas. Abreviaturas: CC:

cuerpo calloso, HD: hipocampo dorsal y F: fimbria.

7.4. CAMBIOS MICROESTRUTURALES INFERIDOS POR IMAGENES
SENSIBLES A DIFUSION EX VIVO

7.4.1. FRACCION DE ANISOTROPIA
Las imégenes ex vivo de alta resolucion confirmaron las tendencias observadas en las

secuencias in vivo. Al evaluar la FA de las estructuras de sustancia gris de los cerebros
epilépticos, éstos mostraron incrementos en todas las regiones analizadas; siendo el de giro
dentado el mas significativo. La evaluacion de estructuras de sustancia blanca constaté el
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descenso de la FA en cerebros epilépticos; siendo fimbria la que presentara el mayor
decremento (Figura 16). El andlisis de la capsula interna no se realiz6 en las imagenes ex vivo
pues dicha estructura no se encontraba lo suficientemente cerca a la antena para contar con

una buena calidad de sefial.

7.4.2. COEFICIENTE DE DIFUSION APARENTE
El CDA no presentd una tendencia definida en estructuras de sustancia gris. De igual forma,

no se observaron cambios en la difusién media de tejido vivo para estas estructuras en ambos
grupos de animales. Sin embargo, en la fimbria y en el cuerpo calloso de sujetos epilépticos
se registraron valores mayores de CDA respecto a los valores de los animales del grupo

control. EI CDA del cingulo no presenté cambios entre sujetos (Figura 16).

7.4.3. DIFUSIVIDAD AXIAL
El anélisis ex vivo revel6 un aumento en los valores de DA en sujetos epilépticos. A nivel de

sustancia blanca, similar a lo observado in vivo, los animales epilépticos presentaron valores

inferiores de DA con respecto a los animales del grupo control (Figura 16).

7.4.4. DIFUSIVIDAD RADIAL
La DR en estructuras de sustancia gris presentd una disminucién a nivel de giro dentado y

CA3 de los animales epilépticos; comportamiento similar al registrado in vivo a nivel de giro
dentado. Ademas, al igual que lo reportado in vivo, se observé un incremento de la DR en

fimbria. Misma tendencia se observo en cingulo y cuerpo calloso (Figura 16).
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Parametros de difusion derivados de imégenes ex vivo

Fraccié Coeficiente de Difusividad axial | Difusividad radial

Fraccion de difusion aparente (DA) (DR)
Estructura | anisotropia (FA) | (DA, (x10°mm?fs) | (x10°mm?/s)

Control | Epiléptico | Control | Epiléptico | Control | Epiléptico | Control | Epiléptico

= Fimbria 0.84 0.74 0.13 0.15 0.35 0.32 0.04 0.07

= Cingulo 0.59 0.57 0.18 0.18 0.31 0.29 0.11 0.12

m Cuerpo calloso 0.79 0.71 0.18 0.20 0.40 0.39 0.07 0.10

= Hipocampo

dorsal 0.22 0.29 0.23 0.24 0.28 0.31 0.20 0.20

= Giro dentado 0.27 0.41 0.22 0.23 0.29 0.35 0.19 0.18

m CA3 0.20 0.36 0.23 0.22 0.27 0.29 0.20 0.18

Figura 16. Cortes coronales a nivel de hipocampo dorsal adquiridos a partir de una secuencia ex vivo
sensible a difusién (izquierda, animal control; derecha, animal epiléptico). En la figura se muestran
las 6 estructuras cerebrales evaluadas ex vivo, observandose cambios evidentes entre grupos. Cada
region fue delimitada: fimbria (rosa), cingulo (azul), cuerpo calloso (café), hipocampo dorsal
(amarillo), giro dentado (verde) y CA3 (rojo). La tabla muestra los parametros de difusion derivados
del analisis de las imagenes ex vivo (promedio de dos animales del grupo control y de dos animales
epilépticos). Las 4 métricas analizadas: fraccion de anisotropia (FA), coeficiente de difusion aparente
(CDA), difusividad axial (DA) y difusividad radial (RD).
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8. DISCUSION
En el presente estudio se analizaron distintas estructuras limbicas y extra-limbicas en

distintos puntos temporales de la fase crénica del modelo de pilocarpina, y se encontraron
cambios significativos en la microestructura del sistema fimbria-fornix de animales
epilépticos, como consecuencia del insulto cerebral inducido por pilocarpina y el proceso
epileptogénico subsecuente. La caracterizacion de los cambios longitudinales anatomo-
patoldgicos se logré mediante el uso de IRM sensible a difusion, implementandose métricas
de difusion in vivo. Los resultados obtenidos in vivo fueron correlacionados con los

resultados obtenidos ex vivo y a nivel histoldgico.

Las anomalias bilaterales que se presentan en los patrones de difusion de pacientes
epilépticos con esclerosis hipocampal unilateral sugieren que distintas poblaciones de fibras
a nivel del fornix pudieran contribuir al dafio bilateral. Entre éstas destacan las aferentes 'y en
menor medida las comisurales (Concha y cols., 2005, 2007; McDonald y cols., 2010).
Estudios previos en modelos animales han reportado que las lesiones en el sistema fimbria-
féornix que llegan a provocar denervacion de las aferencias hipocampales, facilitan el
desarrollo de la actividad epiléptica (Buszaki y cols., 1989; Ferencz y cols., 1997, 2001). Este
efecto podria ser resultado de la pérdida de las acciones moduladoras que ejercen las vias
septo-hipocampales sobre la actividad eléctrica hipocampal pues dichas vias estan
intimamente relacionadas con el ritmo theta (potencial de campo oscilatorio hipocampal de
4-12 Hz) (Lee y cols., 1994; Buzsaki, 2002; Teles-Grilo Ruivo y Mellor, 2013; Unal y cols.,
2015). En este sentido, el mantenimiento de la actividad eléctrica hipocampal en un rango
oscilatorio limitado evitaria la aparicion de estados de excitabilidad anormales y por lo tanto,
evitaria la aparicion de crisis epilépticas espontaneas recurrentes (Miller y cols., 1994; Colom
y cols., 2006; Kitchiniga y Butuzova, 2009; Kitchigina y cols., 2013). A causa de la
complejidad de los circuitos involucrados en la modulacién de este ritmo, alin se desconocen
las alteraciones precisas responsables de estos cambios. A continuacion, se sugieren posibles

candidatos que pudieran estar involucrados:

- Las neuronas colinérgicas septales estan disminuidas y sufren cambios atréficos

(Cavalheiro, 1995; Follesa y cols., 1999). Esto podria causar el poder espectral disminuido,
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ya que a estas neuronas se les atribuye un efecto tonico y amplificador sobre el ritmo theta
(Leey cols., 1994).

- La muerte tanto de neuronas GABAZérgicas septales de proyeccion como de interneuronas
GABAérgicas septales; consideradas los tipos neuronales mas susceptibles al dafio
excitotoxico agudo y crénico (Covolan y Mello, 2000; Garrido Sanabria y cols., 2006). Esto
también contribuiria a los cambios de frecuencia del ritmo theta (Colom y cols., 2006;

Hangya y cols., 2009; Kitchiniga y cols., 2013).

Similar a lo establecido anteriormente, en este trabajo también se observo un adelgazamiento
en el extremo distal de la fimbria, sitio que corresponde a las fibras aferentes septales, y en
mayor proporcion, a las fibras eferentes de CA1 y CA3 del hipocampo ventral (Daitz, 1953;
Wyss y cols., 1980).

8.1. CAMBIOS LONGITUDINALES EN LOS PARAMETROS DE DIFUSION
DERIVADOS DE LAS IMAGENES ADQUIRIDAS IN VIVO

8.1.1. SISTEMA FIMBRIA-FORNIX
Estudios previos han descrito que pacientes con ELT farmacorresistente presentan

variaciones en el comportamiento de la difusién a nivel del fornix, sefalandose a la
degeneracion Walleriana como la responsable de dichos cambios (Concha y cols., 2005,
2006; Liu y cols., 2013). En este estudio, el valor de difusion de la fimbria post-status
epilepticus destaco por ser el que presentd un mayor porcentaje de cambio, observandose una
disminucion significativa de la fraccion de anisotropia (FA) y de la difusividad axial (DA),
asi como un incremento en los valores de difusividad radial (DR). Esto nos lleva a sugerir
que tras la induccion del insulto cerebral ocurren una serie de eventos degenerativos (llamese
inflamacion, desintegracion granular del citoesqueleto axonal, fragmentacion axonal, entre
otros) tanto en las regiones proximales como distales a la lesion primaria, concluyendo con
la atrofia de las diversas regiones cerebrales afectadas (George y Griffin, 1994;
Kerschensteiner y cols., 2005; Beirowski y cols, 2010). Tales cambios van a constituir
obstaculos que van a limitar la movilidad del agua en sentido paralelo a las fibras
(especialmente en el compartimento extracelular), lo que provocara un descenso en los

valores de DA. Sin embargo, las barreras conferidas por la pared axonal y la vaina de mielina
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(las cuales aun preservan cierto grado de integridad) seran las que se encarguen de mantener
estables los valores de DR pues continuan restringiendo la difusion en sentido perpendicular

a las fibras.

El cambio en conjunto de las métricas previamente mencionadas se ha asociado a pérdida
axonal, incrementos en el espacio extracelular y proliferacion de células gliales isotropicas
(Pierpaolli y cols., 2001; Song y cols., 2003; Concha y cols., 2005, 2006; Liu y cols., 2013).
En nuestro caso, la evaluacion de las métricas de difusion en los dias 24 y 64 post-status
epilepticus corresponde a la fase cronica de la degeneracion Walleriana, etapa caracterizada
por la activacion de la microglia, la degradacion de mielina y la eliminacion de los detritus
axonales (George y Griffin, 1994). Por lo tanto, la caida persistente en la DR de los animales
epilépticos se puede atribuir a la pérdida de la vaina de mielina pues se sabe que es la principal
estructura que limita la difusividad perpendicular (Song y cols., 2003). En el caso de la DA,
ésta presentd un marcado descenso sin variacion entre mediciones post-status epilepticus,
comportamiento que podria atribuirse a una eliminacion parcial de los detritus axonales
(George y Griffin, 1994; Concha y cols., 2005, 2006). Otra posibilidad es que los resultados
obtenidos también pudieran verse afectados, en parte, por la dificultad que representa detectar
variaciones de DR en roedores (considerando que DR sdlo representa 1/5 de la DA) (Xu 'y
cols., 2008).

Pocos estudios en animales han reportado el hallazgo de una reduccion en la FA del sistema
fimbria-fornix. Parekh y cols. (2010) usaron un modelo de estimulacion eléctrica hipocampal
y reportaron que la caida en la FA sélo aparece durante la fase aguda de aquellos animales
que presentaban crisis epilépticas espontaneas recurrentes. En contraparte, van Eijsden y
cols. (2011) usaron el modelo de litio-pilocarpina y Unicamente reportaron una reduccion en
la FA de los animales tras 8 semanas de haber sufrido la induccion del status epilepticus. En
nuestro caso, usamos el modelo de pilocarpina y observamos que la reduccion de la FA fue
definitiva e irreversible. Resultado similar a lo reportado en pacientes sometidos a
tratamientos resectivos del foco epiléptico y que incluso quedaron libres de crisis epilépticas

tras la cirugia (Concha y cols., 2007; McDonald y cols., 2010). Esto sugiere una evolucion
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anatomo-patologica progresiva de la degeneracion Walleriana, la cual al completarse es

capaz de arrojar un perfil de difusion caracterizado por alteraciones irreversibles.

Con respecto al coeficiente de difusion aparente (CDA), éste también sigue una dinamica de
cambio asociada a los mecanismos fisiopatoldgicos que prosiguen a la actividad epiléptica.
En este sentido, diversos estudios han reportado que durante los primeros 10 minutos post-
status epilepticus, el valor de CDA es capaz de ascender como consecuencia de una tasa
metabolica aumentada (Engelhorn y cols., 2007). Durante las proximas 24 horas se
desarrollara el edema citotdxico (caracterizado por una re-distribucion del agua extracelular
a favor del compartimento intracelular) como consecuencia de la inflamaciéon y las
alteraciones en la permeabilidad membranal. Por lo tanto, el valor del CDA disminuira
debido a que el ambiente intracelular es mas restrictivo al movimiento de las moléculas de
agua a causa de las barreras que representan los organulos y las interacciones electrostaticas
de las macromoléculas intracelulares (Nakasu y cols., 1995; Wang y cols., 1996; Gass y cols.,
2001; Fabene y cols., 2003; Engelhorn y cols., 2007; Concha y cols., 2012). Otros reportes
también atribuyen esta reduccion en el valor del CDA al incremento en la tortuosidad del
espacio extracelular, la cual es consecuencia de los cambios en la viscosidad de la matriz y
la proliferacién e inflamacion astrocitica y microglial (Wall y cols., 2000). Siete dias post-
status epilepticus, el valor del CDA vuelve a incrementarse tras la aparicién del edema
vasogenico (caracterizado por un incremento en el contenido neto de agua y dafio en la
barrera hematoencefélica, lo cual trae como consecuencia una salida masiva de proteinas al
espacio intersticial, asi como una expansion del volumen extracelular y un aumento de la
presion intracerebral) (Gass y cols., 2001; Yu y Tan, 2008). Finalmente, la muerte neuronal
asociada a la degeneracion Walleriana y la gliosis modularan un ligero incremento en el valor
del CDA pues la ruptura en la citoarquitectura otorgard mas libertad a la difusion (Pierpaoli
y cols., 2001; Conchay cols., 2007, 2012; Yu y Tan, 2008; Nguyen y cols., 2011).

Similar a lo reportado en otros estudios longitudinales que comprendieron periodos entre 7
dias y 18 meses post-status epilepticus (Righini y cols, 1994; Nakasu y cols., 1995; Wang y
cols, 1996), los valores de CDA que obtuvimos a nivel de fimbria en los puntos temporales

analizados no mostraron diferencias entre sujetos epilépticos y sujetos control.
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Probablemente debido a que el incremento esperado en el CDA ocasionado por la pérdida
axonal y la degeneracion de la vaina de mielina, sea contrarrestado por la acumulacion de
detritus axonales y la proliferacion glial, lo cual restringiria el movimiento global de la
difusion (Werring y cols., 2000). Ademas, hay que considerar que el CDA es un promedio
de los coeficientes de difusion en los 3 ejes principales, por lo que perdera sensibilidad debido
a que los decrementos en el eje mayor de la difusion (DA) serdan compensados por los
incrementos en los ejes menores ortogonales (DR) (Beaulieu y cols., 1996).

8.1.2. CINGULO
Pacientes con ELT farmacorresistente presentan una reduccion bilateral en los valores de FA

a nivel del cingulo tanto antes como después de realizado el procedimiento quirdrgico;
hallazgo correlacionado con la presencia de esclerosis hipocampal (Concha y cols., 2005,
2007, 2009; McDonald y cols., 2010; Scanlon y cols., 2013; Li y cols., 2019). Este
decremento en la FA, modulado por un incremento en la DR, también ha sido relacionado
con dafio axonal y mielinico (similar a lo reportado en férnix) (Concha y cols., 2005, 2007,
2009). En nuestro caso, el cingulo de los animales epilépticos registro un perfil de difusion
de dafio axonal crénico, caracterizado por un valor de FA reducido como consecuencia de
unadisminucion en el valor de DA. Sin embargo, no se observaron incrementos significativos
en la DR (Anexo 2). Esto probablemente debido a la dificultad para percibir cambios en este
parametro en roedores (Xu y cols., 2008). Si consideramos que el cingulo es un fasciculo
primario del sistema limbico carente de una conexion directa con el hipocampo, otros
mecanismos deben ser los responsables de los cambios registrados a nivel de la sustancia
blanca. Uno de los mecanismos sugeridos involucra la propagacion de descargas epilépticas
repetidas en fasciculos distantes, perturbando los procesos de remielinizacion y provocando

degeneracion axonal secundaria (Garbelli y cols., 2012; Deleo y cols., 2018).

8.1.3. CUERPO CALLOSO Y CAPSULA INTERNA
Multiples estudios realizados en pacientes con ELT han reportado una anisotropia reducida

en la rodilla (Gross y cols., 2006; Concha y cols., 2009; Scanlon y cols., 2013; Li y cols.,
2019), el cuerpo (Concha y cols., 2009; McDonald y cols., 2010 Scanlon y cols., 2013; Liy
cols., 2019) vy el esplenio (Arfanakis y cols., 2002; Concha y cols., 2007; Scanlon y cols,

2013) del cuerpo calloso. Estos resultados demuestran que hay un dafio cerebral generalizado
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y que no solo las fibras comisurales que conectan ambos I6bulos temporales se encuentran
afectadas. Por el contrario, van Eijsden y cols. (2011) no reportaron diferencias significativas
en la FA de ratas epilépticas; aunque si muestran decrementos en los valores de DA y CDA,

asi como alteraciones a nivel histologico.

Con respecto a la capsula interna, pocos estudios se han enfocado en su analisis. Scanlon y
cols. (2013) reportaron una anisotropia reducida, ipsilateral a la esclerosis hipocampal. Otros
estudios han reportado incrementos post-quirurgicos asociados a la capacidad plastica de las

redes del lenguaje y la memoria (Yogarajah y cols., 2010; Li y cols., 2019).

En este trabajo, con el fin de evaluar el efecto que tiene el status epilepticus y las crisis
epilépticas espontaneas recurrentes sobre la conectividad global, analizamos la porcién
medial del cuerpo calloso y la capsula interna. El resultado obtenido demuestra que ambas
estructuras presentan un perfil de difusion de dafio axonal crénico, con una caida en la FA
dependiente de una DA reducida. Estos cambios podrian ser el reflejo de una mielinizacién
alterada relacionada a dafio axonal, alteraciones en la permeabilidad membranal y una
densidad reducida del empaquetamiento neuronal; todo inducido por la propagacion de la

actividad epiléptica.

8.1.4. HIPOCAMPO
La capacidad deductiva sobre la citoarquitectura de la sustancia gris que ofrece el modelo de

tensor aplicado a imagenes sensibles a difusion es limitada. Esto debido a que los cambios
microestructurales involucran cuerpos neuronales, axones, dendritas, células gliales y vasos
sanguineos. Esta heterogeneidad estructural confiere una alta dificultad para dilucidar los
cambios que ocurren en regiones como el hipocampo (Sierra y cols., 2015). Sin embargo, a
pesar de dichas limitantes, pudimos observar la totalidad del hipocampo dorsal y del giro
dentado, apreciandose un perfil de difusion post-status epilepticus marcado por un

incremento significativo de la anisotropia.

El efecto a nivel de giro dentado se puede atribuir al nacimiento de fibras musgosas que, por

su disposicion regular y orientacion preferencial en las capas granular y molecular, restringen

57



y re-direccionan a la difusion en sentido paralelo a las mismas (Kim y cols., 2004; Kuo y
cols., 2008; Parekh y cols., 2010). Esta idea se sustenta en la correlacion positiva que existe
entre las regiones que presentan mayor anisotropia y aquéllas con mayor positividad a la
tincién de Timm (técnica que permite la deteccion de terminales de fibras musgosas ricas en
Zinc) (Kuoy cols., 2008; Parekh y cols., 2010). Aqui es importante recordar que la formacion
de circuitos excitadores recurrentes, mediados por el nacimiento de fibras musgosas, tiene un
rol fundamental en el proceso epileptogénico (Scharfman y cols., 2000). Similar a lo que
ocurre con las alteraciones en la difusion del sistema fimbria-fornix, estos brotes axonales
solo se observan en sujetos que desarrollan crisis epilépticas espontaneas recurrentes (Parekh
y cols., 2010) y su deteccién se correlaciona con la frecuencia y severidad de dichas crisis
(Nadler y cols., 2003). Otros cambios epileptogénicos tales como la gliosis y la
neurodegeneracion han sido descartados como responsables de los cambios en la anisotropia
(Immonen y cols., 2008; Parekh y cols., 2010). Es importante resaltar que, aunque los
incrementos en la anisotropia del giro dentado se han reportado como progresivos en la fase
cronica (Salo y cols., 2017), nosotros no observamos patrones de progresion en la FA.

A nivel de hipocampo dorsal, éste sufrié cambios muy evidentes de forma y tamafio. Esto
nos llevo a cuantificar su volumen, confirmando una franca disminucion bilateral. Estos
cambios en volumen, aunados a la muerte de neuronas piramidales a nivel de CA3, a la
dispersion granular, y al acortamiento de la fascia dentata, nos permitieron confirmar la
presencia de esclerosis hipocampal (Jackson y cols., 1990; Seidenberg, 2005; Blimcke y
cols., 2013). Aunque las evaluaciones longitudinales realizadas en el volumen del hipocampo
dorsal de ambos grupos mostraron diferencias significativas a lo largo del tiempo, tales
cambios se pueden atribuir al ritmo de crecimiento normal de los animales control. En
contraposicion, en los animales epilépticos otros factores como la muerte neuronal, la gliosis
y los cambios en la matriz extracelular pudieran también estar involucrados. Cabe mencionar
que, el incremento significativo en el valor de anisotropia registrado en esta region cerebral

pudiera verse influenciado por los intensos cambios reportados a nivel de giro dentado.

La regién de CAS3 resulté ser una de las areas mas vulnerables al mostrar cambios

histologicos compatibles con un alto grado de muerte de neuronas piramidales. La muerte
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neuronal y los brotes axonales a nivel de CA3 son hallazgos frecuentes que aparecen después
de la induccion del status epilepticus (Fujikawa, 1996; Liu y cols., 1999). En esta region se
han reportado incrementos progresivos en la anisotropia dependientes de los cambios en los
axones mielinizados y procesos astrociticos (Salo y cols., 2017). Sin embargo, nuestros
resultados no revelaron diferencias significativas en la anisotropia entre grupos. Es probable
que esta observacion se deba a la orientacion heterogénea de las fibras, ya que a diferencia
de la orientacion preferencial que adoptan las fibras musgosas en el giro dentado, en CA3 los
nuevos axones no muestran una orientacion preferente (Kim y cols., 2004). Asi, los brotes
axonales desorientados, la muerte neuronal y la proliferacion astrocitica daran a la region
CA3 una re-organizacion mas heterogénea reflejada en un menor incremento en la

anisotropia.

8.2. CAMBIOS HISTOLOGICOS SECUNDARIOS A LA INDUCCION DE STATUS
EPILEPTICUS EN EL MODELO DE PILOCARPINA
La microscopia electronica ha permitido el analisis del fornix removido quirdrgicamente de

pacientes con ELT refractaria, describiéndose una densidad axonal disminuida y alteraciones
en la vaina de mielina; hallazgos correlacionados a una anisotropia reducida como
consecuencia de una DA disminuida y una DR aumentada (Ozdogmus y cols., 2009; Concha
y cols., 2010). Esto apoya la idea de que los cambios en el perfil de difusion (principalmente
aquéllos que suceden en la fase aguda y luego se consolidan en la fase crénica) se deben a
procesos que tienen lugar en el espacio extra-axonal. El presente estudio confirma que la
diminucion de la densidad axonal (inferida por el perfil de difusion alterado) se presenta en
asociacion a una morfologia elongada y adelgazada de la fimbria; efecto observado tanto en
las imagenes obtenidas por resonancia magnética como por microscopia. Con respecto a las
alteraciones en la vaina de mielina, también influyeron en los resultados imagenoldgicos e
histologicos obtenidos. Similar a lo reportado por van Eijsden y cols. (2011), también
observamos una impregnacion débil de la tincion Luxol Fast Blue y un patron fibrilar laxo

en la fimbria de los sujetos epilépticos.
La muerte segmentaria de las neuronas piramidales (caracteristica de la esclerosis

hipocampal) ha sido propuesta como una de las principales causas de la degeneracion

Walleriana del sistema fimbria-férnix (Kuzniecky y cols., 1999; Concha y cols., 2009). Por
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lo tanto, la muerte de neuronas piramidales y no piramidales de CA1 y CA3, asi como la
degeneracion anterdgrada de los axones eferentes que surgen de estas areas y se integran al
fornix, seran las responsables de los cambios observados tanto a nivel clinico como
experimental (Turski y cols., 1983; Concha y cols., 2005; Parekh y cols., 2010; van Eijsden
y cols., 2011; Curiay cols., 2014). En nuestro caso, los animales epilépticos solo presentaron
pérdida de neuronas piramidales a nivel de CA3. Dada la magnitud de los cambios
observados, otras regiones ademés del cornus ammonis podrian estar involucradas. Un
posible candidato es el subiculo debido a su contribucidn de fibras eferentes hacia el sistema
fimbria-férnix y a la pérdida neuronal previamente descrita por algunos autores que usaron

el modelo de pilocarpina (Swanson y Cowan, 1977; Knopp y cols., 2008).

8.3. CAMBIOS MICROESTRUTURALES INFERIDOS POR IMAGENES
SENSIBLES A DIFUSION EX VIVO
El andlisis ex vivo ofrece mdltiples ventajas como: 1) Una mejor relacion sefial ruido, 2) una

mayor resolucion espacial y 3) menores artefactos de movimiento. La comparacion entre los
resultados in vivo y ex vivo nos permitié confirmar las tendencias de cambio que obtuvimos
en los parametros evaluados (FA, DR y DA) de las regiones cerebrales seleccionadas tanto
de sustancia gris como de sustancia blanca. En resumen, las diversas condiciones a las cuales
fue expuesto el tejido cerebral (extraccion, fijacion, cambios de temperatura, encogimiento
secundario a un menor espacio extracelular, incoherencia intravoxel debido al componente
sanguineo capilar), no alteraron los comportamientos de las métricas ya mencionadas, sélo

sus magnitudes (Sun y cols., 2003).

En contraparte, el CDA si se vio afectado. Posiblemente debido a las bajas temperaturas del
tejido fijado (Sun y cols., 2005). Con respecto a los valores elevados que presentaron los
cerebros epilépticos tanto a nivel de sustancia gris como de sustancia blanca, esto tal vez se
deba a que la microestructura se encuentra menos organizada como consecuencia de la
muerte neuronal y de la degeneracion Walleriana; es decir, menos barreras que limiten la

difusion libre de las moléculas de agua (Sun y cols., 2005).
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9. CONCLUSION
El modelo del tensor es la herramienta analitica mas usada en imagenologia sensible a

difusion para estudiar la microestructura de la sustancia blanca y gris. Los cambios en los
parametros de difusion descritos en las secciones previas podrian en algin momento usarse
como biomarcadores imagenoldgicos de epileptogénesis. Sin embargo, estos parametros
resultan de la suma de las caracteristicas estructurales de distintos elementos del tejido
nervioso (como cuerpos neuronales, axones, dendritas, células gliales, matriz extracelular y
vasos sanguineos). Por ello, el desarrollo y la implementacion de nuevos modelos analiticos,
asi como la combinacion con otras técnicas imagenoldgicas, bioquimicas, genéticas,
inmunoldgicas, moleculares y funcionales, que permitan discernir las contribuciones de cada
componente del sistema nervioso es imprescindible. A la fecha, la imagenologia por
resonancia magnética ha enriquecido la comprension de las alteraciones microestructurales
y funcionales que caracterizan el proceso epileptogénico y la epilepsia per se, evolucionando
la perspectiva de una enfermedad limitada a un foco epiléptico a la de una enfermedad con
una distribucion mas sistémica y con afectaciones que van desde un nivel celular hasta un

nivel de redes.

De esta forma el presente trabajo, se suma a la literatura ya existente, que sefiala a los cambios
imagenolodgicos identificados en el fornix y asociados a los cambios anatomopatol6gicos
hipocampales, como posibles biomarcadores de epileptogénesis. Igualmente, la dependencia
temporal de los cambios observados con la evolucion de procesos neurodegenerativos podria
extender su utilizacibn como biomarcadores de progresion del padecimiento. En lo
concerniente, a los cambios identificados en estructuras extra-limbicas estos pudieran tener
aplicaciones para evaluar el grado de extension del dafio y, por lo tanto, ser empleados como
biomarcadores de monitorizacion y severidad del trastorno. Lo anterior, permitiria emprender
intervenciones terapéuticas mas tempranas y enfocar los tratamientos de una forma mas

individualizada.
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Anexo 1. Cambios longitudinales en la difusividad axial (DA) de estructuras tanto de sustancia gris
(hipocampo dorsal (A), CA3 (B) y giro dentado (C)) como de sustancia blanca (fimbria (D), cingulo
(E), cuerpo calloso (F) y capsula interna (G)) del grupo control (negro) y epiléptico (rojo). Las lineas
tenues representan a cada uno de los individuos que integran los grupos; las lineas gruesas representan
la media de cada grupo. La linea punteada en azul indica el momento de la induccion del status

epilepticus. La comparacion entre grupos indica una diferencia significativa en fimbria (***p <
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0.001), cingulo (**p < 0.01), cuerpo calloso (**p < 0.05) y cépsula interna (**p < 0.05). La
comparacion longitudinal en cuerpo calloso entre P40 y P80 muestra diferencias significativas ("p <
0.01).
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Anexo 2. Cambios longitudinales en la difusividad radial (DR) de estructuras tanto de sustancia gris
(hipocampo dorsal (A), CA3 (B) y giro dentado (C)) como de sustancia blanca (fimbria (D), cingulo
(E), cuerpo calloso (F) y capsula interna (G)) del grupo control (negro) y epiléptico (rojo). Las lineas
tenues representan a cada uno de los individuos que integran los grupos; las lineas gruesas representan

la media de cada grupo. La linea punteada en azul indica el momento de la induccion del status
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epilepticus. La comparacion entre grupos indica una diferencia significativa en giro dentado (*p <
0.05) y fimbria (*p < 0.001). La comparacion longitudinal entre la medicion basal vs P80 y P120
muestra diferencias significativas en el grupo control y epiléptico en hipocampo dorsal ("p < 0.05),
CA3 ("'p < 0.01), giro dentado ('p < 0.01), cingulo ("'p < 0.001), cuerpo calloso ("''p < 0.001) y
capsula interna ('p < 0.01).
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