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RESUMEN

Un proceso experimental en el que la excitabilidad neuronal se encuentra
aumentada es durante la epilepsia producida por la estimulacion eléctrica repetida,

subconvulsiva de baja intensidad, en algunas areas cerebrales principatmente limbicas,
este proceso se denomina kindling.

Se ha observado que este proceso requiere tanto de sintesis de proteinas como
del transporte axonal para que se desarrolie un foco epiléptico secundario. Siendo éste

un paso fundamental en la propagacion y la generalizacion de la actividad epiléptica,
&s decir para s desagrolio.

En este trabajo se analizd si la hiperexcitabilidad neuronal que caracteriza a la
epilepsia, producida por el kindling amigdalino, incrementa la velocidad de! transporte
axonal, valorada a través de un frazador neuronal como es la peroxidasa de rabano
conjugada con la lectina aglutinina de germen de trigo (HRP-WGA), en las fibras

comisurales amigdalinas y en otras estructuras cerebrales; durante el desarrollo del
kindling.

£l estudio se realizé con ratas Wistar de 280 a 310 g de peso distribuidas en
siete grupos: 1) Control: ratas que no recibieron ningln tratamiento; 2) Falso Operado:
ratas implantadas con un electrodo en amigdala izquierda, pero que no fueron
estimuladas; Grupos experimentales: ratas implantadas con un electrodo en la
amigdala y fueron estimuladas hasta producir la fase conductual deseada: 3) ratas en
Fase 1: cierre de ojo ipsilateral, olfateo, masticacion; 4) ratas en Fase 2-3: balancec de
la cabeza y clonus de las extremidades anteriores; 5) ratas en Fase 4. levantamiento
sobre las patas posteriores; 6) ratas en Fase 5: levantamiento y caidas; 7) ratas con 10
CCG: los animales presentaron al menos diez crisis convulsivas generalizadas (CCG).
Todos estos cambios conductuales fueron correlacionados con la actividad
electroencefalografica de la amigdala estimulada; ademas, se cuantificd tanto la
duracion como la frecuencia de las posdescargas. Todos los animales se inyectaron
con HRP-WGA al 10% (15 nl) en el nicleo amigdalino basolateral derecho,
contralateral al nticleo estimulado (izquierdo) y se les did un tiempo de sobrevivencia
de 48 hrs. Se realizaron cortes coronates de 40 pm y se analizaron en el Microscopio
optico y mediante un sistema de analisis de imagenes.

Los resuitados sefalan que existe un incremento en el transporte axonal,
valorado como un aumento en la densidad de fibras que presentaron el frazador y en el
numero de neuronas localizadas en puntos mas distantes al sitio de inyeccidn, estos
resultados tienen estrecha refacion con ta evolucion del kindling eléctrico amigdalino.
Los resultados de este trabajo se discuten con base en que el aumento en la actividad
neuronal, producida por el fendmeno kindling, se correlaciona con un incremento en la
captura y el transporte del complejo HRP-WGA. Ademas, estos cambios en la




velocidad se relaciona con un aumento en la excitabilidad celular, juzgada a partir del
incremento en la frecuencia y la duracion de las posdescargas. Todo elio sugiere un
cambio en los procesos metaboticos celulares que culminan con una exacerbacion de
la actividad celular y se acompafa de las crisis convulsivas generalizadas. Estes
resultados podrian formar parte de los cambios en la concentracion de
neurofransmisores como resuktado del proceso de epileptizacion.




INTRODUCCION

La epilepsia es un desorden del sistema nervioso que se caracteriza por ia
hipersincronia anormal de la actividad neuronal (Aird et al, 1984). Se ha propuesto, que
este desorden puede ser debido a alteraciones en fos mecanismos excitadores e

inhibidores de la neurotransmisién neuronal; ya sea por una disminucién en el

componente inhibitorio o por un aumento en el excitatorio 0 una combinacion de ambos

(Jackson, 1889).

La limitacion natural que existe al intentar estudiar la epilepsia en humanos,
mediante técnicas invasivas o ensayos farmacologicos, ha creado la necesidad de
buscar modelos experimentales de epilepsia en otros mamiferos, que presenten
caracteristicas semejantes a las observadas en la epilepsia en humanos. Uno de estos
modelos es el denominado 'kindling" o encendimiento. Goddard et al (1969)
introdujeron este término, para indicar el desarrollo progresivo de los cambios
conductuales y electroencefalograficos (EEG) que culminan en crisis convulsivas
generalizadas (CCG), en respuesta a la aplicacion repetida de estimulos eléctricos,

inicialmente subconvulsivos, en sitios especificos del cerebro.

El modelo de! kindling ofrece varias ventajas sobre otros modelos de epilepsia
experimental. Algunas de las ventajas del kindling son las siguientes: no se utilizan
sustancias quimicas extrafias al organismo; el sitio anatoémico del lugar que se estimula
puede ser elegido, dependiendo del objetivo del experimento; la naturaleza del
estimulo permite establecer diferentes estrategias de experimentacion, es decir, el
estimulo se puede controlar de tal forma que se apliquen intensidades de estimulacion

que siempre desencadenen crisis convulsivas (estimulos supraumbrales) o




intensidades que permitan provocar cambios en el tejido nervioso de forma gradual y
progresiva, de manera que refleje los cambios que se observan en el hombre. Estas
caracteristicas hacen del kindli'ng un modelo altamente reproducible, permitiendo una
gran variedad de estrategias experimentales durante el curso de la epileptogénesis
{Goddard et al,1969). Otra ventaja que ofrece el kindling como modelo experimentat de
epilepsia es la de poder estudiar su evolucion, su instalacién y su permanencia en los
fendmenos electrofisiologicos, conductuales y bioquimicos (Vindrola et al 1981,
Cain,1989; Talavera et al, 1989; Cain et al,1980; Kamphius et al,1990; During et
al,1992; Hernandez y Condés-Lara, 1989 y 1992; Rocha, 1995),

Existe una vasta literatura que sugiere que durante el kindling eléctrico se
producen -modificaciones en las éoncentraciones de diferentes neurotransmisores asi
como en distintas etapas de la neurotransmision, como lo son: la biosintesis, la
liberacién, la degradacion y {a unidn a receptores postsinapticos (Kalichman, 1982;
Bajorek et al, 1986; Siggins,1986; McNamara et al, 1987, Kamphius et al, 1991). Sin
embargo, un aspecto poco estudiado es el del transporte axonal, el cual podria también
estar implicado en las alteraciones en las concentraciones de neurotransmisores que

se han encontrado como consecuencia del proceso de epileptizacion.

Entre los trabajos que demuestran cambios metabdlicos neuronales gue ocurren
concomitantemente con el desarrollo y con la instaiacion de la actividad epileptica.
esta el estudio realizado por Talavera et al, (1989} en el cual se muestran
incrementos en ia concentracién de Met vy Leu-encefalinas en diferentes areas
cerebrales. También, se han descrito las alteraciones en la bomba Na+/K+ ATPasa
dependiente de la serotonina y de 1a noradrenalina tanto en tejido neuronal como glial
(Hernandez y Condés-Lara, 1889 y 1992). Por otro lado, se ha demostrado también

que la actividad epiléptica produce un aumento en la expresion del gen c-fos (White y
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Price, 1993; McNamara, 1995; Hosford et al, 1995). Estos cambios en el contenido de
neurofransmisores cerebrales, no son 10s Unicos que se han descrito como
consecuencia de la epilepsia experimental, pero ponen de manifiesto la impaortancia del
sistema de iransporie axonal, que es el responsable de proveer a las terminales
sindpticas de todos los elementos necesarios para que se efectie la neurotransmision
y en esta situacion se podrian explicar en parte los incrementos en las concentraciones

de diferentes neurotransmisores como resultado de la epilepsia experimental.




ANTECEDENTES

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

al 1977; Holtman et al,1973; Heuser y Reese,1973; Teichberg et al, 1975).

Asi mismo, en varios trabajos en los cuales se ha utilizado la peroxidasa de
rébano (HRP) como trazador, se ha demostrado que la actividad neuronal influye en la
raecaptura (Cooke et al, 1975; Turner, 1977) y el transporte ( Litchy, 1973; Teichberg &t
al, 1975) de dicha sustancia. Esto indica la existencia de una interaccion dinamica
entre {a actividad de la neurona, la cantidad de endocitosié y el transporte axonal de

HRP (Broadwell et al,1979; Nishino et al,1979).

En este sentido, existen evidencias que sugieren que la hiperactividad neuronzl
producida por el kindling eléctrico involucra procesos de endocitosis, exocitosis y 10s
mecanismos relacionados con el transporte axonal. Langmeier et al, (1980) realizaron
un estudio en el cual estimularon eléctricamente la corteza cerebral somatosensorial y
examinaron por medio de microscopia electronica la region homotopica contralateral.
Estos autores encontraron un incremento significativo del numero de vesiculas
sindpticas, diez minutos despulies de la estimulacion en los animales experimentales.
Estos mismos autores (1983) llevaron a cabo otro estudio de microscopia electronica
en €l que cuantificaron el nimero de sinapsis y de vesiculas en ia corteza sensorial
motora, en ratas a las que se les produjo una posdescarga automantenida durante el

kindling. Estos autores abservaron un incremento en el porcentaje de las sinapsis con




signos de exocitosis, de 0.7% (en controles) a 11.4% (en ratas kindling), asi como

como un incremento en las sinapsis con endocitosis, de 2.8 a 7.1%.

Por otro lado, Marrell y Morrell (1983) demostraron la importancia del transporte
axonal en el paso de la informacion transindptica, para formar un foco epiléptico
secundario, a través de la comisura cerebral en la Rana catesbeiana. Estos autores
utilizaron una combinacion de técnicas que distinguen entre el tréfico de potenciales de
accion y el transporte axonal, al aplicar por un lado colchicinag, la cual suprime el
transporte axonal, pero mantiene la transmision eléctrica intacta, y por ofro lado,
blogueando los potenciales de accion con lidocaina sin modificar et transporte axonal.
En animales tratados con lidocaina se desarrolld un foco epiléptico secundario,
mientras que en los tratados con colchicina, el foco no se desarrolld. Estos resultados
sugieren que el kindling requiere tanto de una sintesis de proteinas como del
transporte axonal para que se desarrolle un foco epitéptico secundario. Siendo éste un
paso fundamental en ia propagacion y generalizacién de la actividad epiléptica, es

decir en su desarrollo.

También se ha establecido que cuando se aplican inhibidores de la sintesis
proteinica como cicicheximida, en ia rata y en la Rana catesbeiana, asi como
anisomicina, en la rata y ef raton, hay una supresion del kindling. Esto sugiere que el
kindling requiere de una sintesis proteinica activa, la cual es importante para la
realizacion de muchos eventos neuronales (Morell et al, 1975; Jonec y Wasterlain,

1979; Cain et al, 1980).

Ademds, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que los cambios que se
producen debido a la hiperexcitabilidad neuronal como consecuencia del kindiing estan

asociados a un incremento en el transporte axonal (Martinez-Lorenzana G, 1994). En
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este estudio se analizd el transporte axonal del trazador peroxidasa de rabano
conjugada a la lectina de germen de trigo (HRP-WGA) en las fibras comisurales
amigdalinas en ratas integras y epileptizadas. Nuestros resuitados mostraron que el
grupo epileptizado (ratas que presentaron diez crisis convulsivas generalizadas)
presentd un incrementio en la velocidad del transporte axonal; medido como un
aumento en la densidad de fibras comisurales que muestran el trazador a un tiempo
similar (48 h), al ser comparado con los grupos control y falso operado. Estos
resultados sugieren que el incremento en la actividad neurcnal, producida por el
fenémeno kindling, se correlaciona con un incremento en la captura y el transporte del
complejo HRP-WGA. No obstante, no tenemos informacion sobre el proceso de
propagacion, es decir, si los cambios en el transporte empiezan desde las primeras

etapas del kindling © una vez que ya ha sido establecido.

En otro trabajo, Engel et al, (1978) mostraron, mediante la técnica de
autoradiografia de 140-2-deoxiglucosa, un incremento en la captura de glucosa en
diferentes estructuras cerebrales, durante ias diferentes fases del kindling amigdalino
en ratas. Estos resuitados indican la participacion de diferentes sistemas anatoémicos
en la generacidn de las crisis epilépticas. Asi mismo, los trabajos sobre la sintesis de
proteinas (Morell et al, 1975; Jonec y Wasterlain, 1979; Cain et al, 1980) aunados a
nuestros resultados sobre el incremento en el transporte axonal sefalan que ambos

pro¢esos son fundamentales para el establecimiento del kindling.



AMIGDALA

1.a amigdala cerebral es una estructura con forma de atm.endra, que se
encuentra localizada por debajo del manto cortical del (ébulo temporal inferior. Esta
region esta interconectada con la region cortical, con el sistema offatorio y et sistema
estriatal, asi como con algunas regiones del talamo e hipotalamo (De Qimos et al,
1985). La amigdala participa en la modulacion de funciones endocrinas y en patrones
- de integracién conductual tales como: defensa, ingestion, agresion, reproduccién y
aprendizaje (Hamilton, 1976; De Olmos et al, 1985); asi como en procesos de
codificacion sensorial como es el caso de estimulos nociceptivos ( Bemard et al, 1992,
Guilbaud et al, 1994).

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

amigdala (De Olmos et al, 1985):

OLFATORIO: este grupo esta formado por el drea amigdala anterior (AA), el nucleo det
tracto olfatorio lateral (TOL), el extremo dorsal del nicleo amigdalino medial (Me), i0s
nucleos amigdalinos cortical anterior (CoA) y posterotateral {CoPL), asi como el area

de transicién amigdalopiriforme (APir).

MEDIAL: éste incluye la amigdata medial {Me), la porcion posteromedial de la
substancia sublenticular inominata (SSLI) y las divisiones medial (BSTM) e intermedia

(BSTI) dei nlcleo de la cama de la estria terminalis (BST).




CENTRAL: incluye el nicleo central de la amigdala {(Ce) y la porcién dorsolateral de la
substancia sublenticular inominata, asi como las divisiones lateral y ventral del nicleo

de la cama de la estria terminalis (BSTL, BSTV).

BASOLATERAL; el cual estd constituido por los siguientes ndcleos: lateral (La),

basolateral (BL), basolateral ventral (BLV) y basomedial (BM).

En esta tesis se estudia en particular, el nucleo basolateral (BL) va que
interconecta ambos complejos amigdalinos y a ta corteza prefrontal medial (Krettek y
Price, 1977; Niteka et al, 1981; Oitersen, 1982; McDonald, 1991a), éste se subdivide
en los ndcleos basolateral anterior (BLA) y basolateral posterior (BLP). El nicieo BL
alcanza los limites rostrocaudales del complejo basolateral, rostralmente se encuentra
localizado cerca de los nucleos La, BM y BLV (figura 1), se extiende hasta la region
caudal a diferencia de los deméas nucleos basolaterales. El nucleo BL se encuentra
delineado por ofras estructuras vecinas: rostralmente, por una prolongacion ventral del
nucleo La, el cual se interpone entre el BL y la capsula externa. La capsula externa
separa ventral y caudalmente al BL de la corteza oifatoria. A nivel caudal, cerca de la
salida de la estria terminalis de la amigdala, el nuclec BL queda casi completamente
separado del resto del nicleo La, por la banda de células y fibras del nucleo La
orientadas medialmente, adoptando una forma de media Juna antes de alcanzar su

terminal caudal (Paxineos, 1982; De Olmos et ai, 1985).
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Fig. 1. Localizacidon esquematica del complejo basolateral amigdalino a nivel de
anteroposterioridad (AP 6.2 mm, linea interaural). Nucleos: lateral (La), basolateral (BL),
basolateral ventral (BLV) y basomedial (BM). Paxinos y Watson {1982)

| Interconexiones

El grupo amigdalino no sélo recibe proyecciones de un gran nimero de

estructuras corticales y subcorticales, sino que también envia conexiones a diferentes

estructuras mediante la estria terminalis y la via conocida como amigdalofuga (Leonard
y Scott, 1971; Hamilton, 1976).

La via amigdalofuga, es un sistema difuso que se caracteriza por la participacion

de fibras que se originan en una gran extension de los nucleos basolateral, basomedial

y medial (Leonard y Scott, 1971).
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Fig. 1. Localizacién esquematica del complejo basolateral amigdalino a nivel de
anteroposterioridad (AP 6.2 mm, linea interaural). Nucleos: lateral (La), basolateral (BL},
basolateral ventral (BLV) y basomedial (BM). Paxinos y Watson (1982)

Interconexiones

El grupo amigdalino no sélo recibe proyecciones de un gran numero de
estructuras corticales v subcorticales, sino que tambien envia conexiones a diferentes
estructuras mediante la estria terminalis y la via conocida como amigdalofuga (Leonard

y Scott, 1971; Hamilion, 1976).

La via amigdalofuga, es un sistema difuso que se caracteriza por la participacion
de fibras que se originan en una gran extension de los nucleos basolateral, basomedial

y medial (Leonard y Scott, 1971).
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Estudios neurcanatomicos han demostrado que las fibras de la esfria terminalis
se originan de los complejos basolateral y corticomedial. Ademas, la estria terminalis

ha sido dividida en tres componentes: el supracomisural, comisural y postcomisural
(Leonard y Scott, 1971).

En este trabajo se estudia, el componente comisural, ya que las fibras eferentes
provenientes del nGcleo basolateral y corticomedial cursan por la estria terminalis que
ascienden por la parte medial de la cola del nuclec caudado, ocupan después el surco
talamo-estriado y descienden hacia la comisura anterior por la cual gran parte de ellas
pasan al hemisferio opuesto para seguir un trayecto inverso, hasta alcanzar el complejo
amigdalino y otras estructuras (Leonard y Scoft, 1971; Hamilton, 1976; Kreitek y Price,
1977, Kelley et al, 1982; McDonald, 1991).

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

(Figura 2), formadas de fibras finamente mielinizadas.

Fig. 2. Esquemas representativos de la localizacidon de la comisura anterior. A) Comisura a
nivel rostral (AP 9.2 mm, linea interaural), donde se observa dnicamente la division anterior. B)
Comisura a nivel caudal (AP 8.7 mm, linea interaural), donde se observan ambas divisiones
anterior y posterior. Ca= comisura anterior, Cap= comisura anteroposterior (Paxinos y Watson,
1982).
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La division anterior se deriva de las fibras comisurales del nicleo olfatorio
anterior, las cuales se proyectan a los mismos nucleos del lado opuesto asi como al
buibo olfatorio, al bulbo accesorio olfatorio y a la corteza prepiriforme. Ademas, cabe
mencionar que algunas fibras de la estria terminalis originadas en la amigdala también
atraviesan por la comisura anterior (De Olmos et al, 1985). La divisidn posterior

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

Los estudios neuroanatémicos del sistema nerviosc han avanzado durante las
dos Ultimas decadas, debido al desarrolio de nuevas técnicas, una de éstas es el
empleo del transporte axonal con la finalidad de encontrar conexiones en el sistema
nervioso central. Anteriormente, las proyecciones neuronales eran mapeadas mediante
la degeneracion de los axones, localizando unicamente los cuerpos celulares afectados
(Ralston, H.J. Ill, 1990). Sin embargo, ahora con el empleo del marcaje por transporte
axonal anterdgrado y retrogrado, se pueden localizar los axones y las terminales
nerviosas de cuerpos celulares especificos, como es el caso mediante el trazado
autorradiografico de proteinas, después de haber administrado aminoacidos o
azucares (precursores de glicoproteinas) marcados radioactivamente, por ejemplo
prolina y leucina tritiada. Asi mismo, la localizaciéon de los cuerpos celulares
pertenecientes a terminales especificas pueden ser identificados por el uso de
marcadores fales como proteinas, colorantes o substancias fluorescentes que son
endocitados en las terminales nerviosas y transportados hacia el cuerpo celuiar. Entre
estos marcadores, se encuentran el azul de Evans, la primulina y la peroxidasa de
réabano (HRP), Ia cual ha sido ampliamente utilizada para este tipo de estudios

(Enerback et al, 1980; Nennesmo y Kristensson, 1982; Mesulam, 1982).

La HRP es una glicohemoproteina, con un peso molecular de 40,000 daltons y

un diametro de 5.34 nm en estado hidratado. Esta molécula es endocitada facilmente
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por las terminales sindpticas y transportada retrégradamente hacia el soma neuronal.
La HRP , puede ser conjugada con la lectina aglutinina de germen de trigo (WGA), por
medio de enlaces covatentes (Gonatas et al, 1979). La WGA se liga a sitios especificos
de la membrana como son los residuos acidos N-acetil-D-glucosamina y N-acetil-
neuraminico, os cuales son ubicuos en las membranas neuronales (Karlsson, 1979;
Gonatas et al, 1979), asi el complejo HRP-WGA entra a la neurona a través del
proceso de endocitosis y al ser captada se transporta en direccién retrograda,

anterégrada, por las colaterales y de manera transganglionar.

La deteccidon histoquimica de la HRP, se utiliza como una técnica
neuroanatdmica en el trazado de vias neuronales en el sistema nervioso central (Divac
et al, 1984; Ottersen, 1982). Con esta técnica se puede localizar el cuerpo celular de
una neurona en una cierta estructura nerviosa, asi como las conexiones neuronales

entfe una estructura y ofra.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las evidencias sefaladas en los antecedentes indican que la hiperexcitabilidad
neuronal produce modificaciones en los procesos de endocitosis y exocitosis, asi como
en el transporte axonal (Ceccarelii et al,1973; Cooke et al,1975; Dolivo et al,1977:
Holtzman et al,1973; Heuser y Reese,1973; Litchy, 1973; Teichberg et al,1975; Turner,
1977).

La hiperexcitabilidad neuronal producida por el kindling genera variaciones
importantes en las concentraciones de neurotransmisores que se acompafan de
alteraciones en la transmision tanto eléctrica como quimica, asi como en 0s procesos
de endocitosis, exocitosis y velocidad del transporte axonal. Ademas, es necesario el
transporte axonal de ciertas moléculas para que se produzca el paso de informacion
transinaptica para obtener un foco epiléptico secundario (Morrell y Morrell, 1983).
Siendo éste un suceso esencial en la propagacion y generalizacién de la actividad
epitéptica. También se ha demostrado, mediante la técnica de autorradiografia de ia 2-
deoxiglucosa, la participacion de diferentes estructuras cerebrales en las crisis

parciales (fase 1y 2) y en las crisis generalizadas (fase 3,4 y 5) ( Engel et al. 1978).

Sin embargo, nc hay estudios que muestren la existencia de cambios en fa
velocidad del transporte axonal en cada una de las fases conductuales caracteristicas
del kindling. El kindling amigdalino presenta una evolucion caracteristica en sus fases y
esto permite el estudio gradual de la propagacion e instalacion del fenémeno epitéptico
desde el punto de vista conductual y electroencefalogréfico. Es por esta razon que se
decidio estudiar ei transporte axonal utilizando el trazador HRP-WGA, durante la

evolucion de la epilepsia experimental producida por este modelo.
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HIPOTESIS

La epilepsia experimental producida por el kindling implica cambios en la
excitabilidad neuronal y una hiperactividad sincronica que lleva a las crisis convulsivas
generalizadas (CCG), con cambios concomitantes en las concentraciones de
neurotransmisores; asi como, un incremento en el transporte axonal observado en
animales con 10 CCG, tomando en cuenta todos estos cambios que ocurren asumimos
que la velocidad en el transporte axonal, durante las diferentes fases del kindling (fase
1, 2-3, 4 y 5), podria incrementarse de manera progresiva como resultado de la

propagacion y generalizacion de la actividad epiléptica.
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OBJETIVOS GENERALES

Los objetivos generales de este trabajo son determinar la velocidad del transporte
axonal del trazador peroxidasa de rabano conjugado con la lectina aglutinina de
germen de trigo (HRP-WGA), en las fibras comisurales amigdalinas; asi como
cuantificar el nimero de neuronas marcadas en la amigdala izquierda y en ambos
lados de la corteza del cingulo, en ratas sometidas a la estimulacion eiécirica en el
nacleo basolateral amigdalino, en las diferentes fases conductuales durante el
desarrollo del kindling. €l kindling amigdalino presenta etapas conduciuales
caracteristicas que se manifiestan de una manera gradual y progresiva (fase -5} lo
cual aunado a la valoracién de la actividad eléctrica nos permite el estudio de la

evolucion del fendmeno epiléptico.

17
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Produgcir el kindiing eléctrico amigdalino, hasta obtener la fase conductua! deseada.

- Efectuar la técnica histoquimica de la HRP-WGA, en los grupos:

a) Control

b) Falso Operado

¢) Experimentales: fase 1
fase 2-3
fase 4
fase 5
10 CCG

- Analisis histologicos del tejido en estudio, por medio de microscopia optica y

mediante digitalizacion de imagénes:

- Realizacion de fotomontajes en campo obscuro a nivel de la comisura anterior para
efectuar una comparacion cualitativa del marcaje encontrado en esta regién y en los

nucleos de la cama de la estria terminalis, en los diferentes grupos.
- Analisis cuantitativo del numero de neuronas marcadas con HRP-WGA en amigdala

izquierda y corteza del cingulo ipsi y contralateral, en los distintos grupos, mediante un

analisis de imagenes.
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MATERIAL Y METODO

Animales experimentales

Se utilizaron 34 ratas macho de la cepa Wistar de 280 a 310 g de peso, las
cuales fueron mantenidas en condiciones de temperatura y luz controfadas (23 + 1°C

con 12 horas de iluminacion comenzando a las 6:00 hrs), con agua y alimento ad

libitum.

El kindling amigdalino presenta una evolucion gradual, en la cual se muestran
patrones conductuales caracteristicos que se han clasificado en: Fase 1: cierre de 0jo
ipsilaterat, olfateo, masticacién; Fase 2: balanceo de la cabeza; Fase 3: clonus de las
extremidades anteriores; Fase 4: levantamiento sobre las patas posteriores y Fase 5:
levantamiento y caidas (Racine, 1972). Es importante mencionar que las fases

conductuales son aditivas, es decir, cada fase presenta todas las anteriores.

Grupos experimentales
Para su estudio los animales fueron agrupados de la siguiente manera:
1) Grupo Controf (n=5). ratas que no recibieron ningun tratamiento.

2) Grupo Falso Operado (n=5): animales implantados con un electrodo en amigdala

izquierda, pero que no fueron estimuiadas.
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Grupos Experimentales: ratas a las que se les implantd un electrodo en la amigdala

izquierda y fueron estimuladas hasta producir la fase conductual deseada:

3) Fase 1 (n=4): cierre de ojo ipsilateral, olfateo, masticacion.

4) Fase 2-3 (n=5): batanceo de la cabeza y clonus de las extremidades anteriores.
5) Fase 4 (n=5): levantamiento sobre las patas posteriores.

6) Fase 5 (n=5}: levantamiento y caidas.

7) 10 CCG (n=5): animales que presentaron diez crisis convulsivas generalizadas

Implantacion det electrodo

Las intervenciones ‘quirdrgicas para la implantacion del electrodo de estimulacion
y de registro se llevaron a cabo en animales anestesiados con una dosis de
pentobarbital sddico de 40 mg/kg de peso, via i.p. Una vez anestesiada la rata se
coloco en el aparato estereotaxico y se le implanté en amigdala izquierda un electrodo
bipolar trenzado. Se utilizaron las coordenadas estereotaxicas (Paxinos vy
Watson,1982) (anterior 6.2 mm; lateral 5 mm; aitura 1.5 mm, linea interaural) para la
colocacion del electrodo que se llevé a cabo con la ayuda del registro de ia actividad
eléctrica bajo el criterio de la actividad espontanea y de los potenciales evocados a la
estimulacién olfativa y somato sensorial (Talavera et al, 1989; Hernandez y Condés-
Lara, 1989 v 1992). Los electrodos y el conector se fijaron en el craneo por medio del

pegamento super bond y de acrilico dental. Una vez concluida la implantacion, los
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animales fueron sometidos a un periodo de recuperacion post-quirdrgico de una

semana.

Estimulacion amigdalina

Una vez terminado el periodo de recuperacion se inicid el kindling amigdalino.
Los parametros de estimulacion utilizados fueron tos siguientes: un tren de un segundo
de duracién, constituido por pulsos rectangulares de 1 mseg de duracién a una
frecuencia de 60 Hz. La intensidad de los estimulos se determiné a partir del umbral a
la posdescarga*® y fue entre 20 y 150 pA. La busqueda de esta intensidad umbral se
ltevd a cabo al aplicar éstimulés de intensidad creciente a intervalos de 5 minutos. La
estimulacion inicial fue de 20 pA, la cual fue incrementandose de 10 en 10 YA, hasta
producir una posdescarga breve de varios segundos constituida por 5 a 10 espigas de
atto voltaje, acompanada por la conducta caracteristica de cierre del ojo ipsilateral. La
actividad neuronal fue amplificada y monitoreada en el osciloscopio e impresa en papel

con la ayuda de un poligrafo de un canal.

* El umbrat a la posdescarga amigdalina esta definido como la intensidad minima de estimulacion
eléctrica, gue puede provocar una posdescarga en la estructura cerebral estimulada y/o cambios
conductisates que pueden ser: inmoévilidad, giro y cierre del ojo.
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La estimulacién amigdalina se llevo a cabo dos veces al dia: a las 9:00 y a las

15:00 hrs, cinco dias a la semana (semana inglesa).

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

Racine (1972).

Inyeccion del complejo HRP-WGA

Las ratas de los grupos: control, falso operado y experimentales (fase 1, 2-3, 4,

5, y 10 CCG) fueron sometidas al mismo procedimiento de inyeccion.

La inyeccidon del complejo HRP-WGA se llevd a cabo anestesiando a los
animales con una dosis de pentobarbital sédico de 40 mg/kg de peso por via i.p. Una
vez anestesiada la rata, se colocé en el aparato estereotaxico para realizar a inyeccion
del complejo HRP-WGA por medio de un electrodo de vidrio con una punta de diametro
de 10-20 micras. Este electrodo estaba unido a una jeringa Hamilton de un microlitro,
montada a su vez en una torre micrométrica para estereotaxico. Se tomaron 10
nanolitros de azul de poniamina * y 100 nanolitros de nugol* antes de tomar tos 16
nanolittos del complejo HRP-WGA, disuelta al 10% en solucion salina estéril. La
inyeccion se realizd en el nucleo amigdalino basotateral derecho, contralateral al sitio
de estimulacion, siguiendo las coordenadas esterotaxicas de Paxinos y Watson (1982)

(anterior 6.2 mm, lateral derecho 5 mm; altura 1.5 mm interaural). Después de inyectar

* Estas soluciones sirvieron como indicadores al momento de inyectar tos 15 nanolitros de HRP-WGA.
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los 15 nanolitros de HRP-WGA se esperd unos minutos y se saco el electrodo, el
trépanoc se selld con cera de hueso y se suturd la piel con hito quirdrgico estérit. Una
vez terminada la inyeccidn, Jos animales fueron sometidos a un periodo de

sobrevivencia de 48 h.

Fijacion y obtencion del cerebro

Los animales fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital sddico vy
se fijaron por periusidn via intracardiaca con 250 ml de solucion Ringer (pH 7.2 a 37
°C), 250 ml de solucidn fijadora (paraformaldehido 5%, giutardialdehido 2.5% en buffer
fosfatos 0.1M, pH 7.2) a 4'°C. Posteriormente, se extrajeron los cerebros y se colocaron
en 50 ml de la solucion fijadora durante 24 h a 4 °C. A continuacion tos cerebros se

colocaron en una solucion de sacarosa al 10 % en buffer fosfatos 0.1 M pH 7.2 durante

48 h, para su crioproteccion.

Cortes histolégicos del cerebro

Los cerebros fueron cortados en un microtomo de congelacidon. A estos se les
realizd un corte posterior a nivel de puente y una muesca a lo largo del lado derecho.
Ei cerebro se colocd en posicion posterg-anterior y se congelé a -20 °C. Se realizaron
cortes coronales de 40 micras de espesor en el sentido antero-posterior,
recolectandose a partir de 13.20 mm (un corte cada 160 micras) hasta 3.7 mm y de ahi
hasta 1.2 mm (un corte cada 240 micras). Los cortes se colocaron en buffer fosfatos
(0.1 M, pH 7.2).
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Reaccion histoquimica

Para el revelado del complejo HRP-WGA se utilizé agua oxigenada (H.0;) como
substrato y tetrametilbenzidina (TMB) como cromdgeno, la cual da un producto de

reaccion facilmente visible de color café oscuro en el sitio de actividad del complejo

HRP-WGA.

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

Solucién A: 92.5 ml de agua destilada, 5 ml de buffer acetatos 0.2M (pH 3.3) y 100 mg

de nitroprusfato de sodio (Merck).

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

Los cortes fueron lavados 3 veces durante un minuto (cada lavado) en agua
destilada. Posteriormente, se realizd el periodo de preincubacion, se mezcld la
Solucion A con la Solucion B en los cortes de tejido flotados, los cuales fueron
colocados en una plancha con movimiento y en obscuridad durante 20 min. Al termino
de este tiempo se prosiguid a realizar la reaccion enzimatica, se adicionaron 3 ml de
H.O, al 0.3% hasta obtener una sensibilidad maxima, durante 20 min. Despues, los
cortes fueron lavados 3 veces por un minuto en buffer acetatos (0.02 M a 4 °C) y se

montaron en portacbjetos gelatinados.

Contratincion

Todos los cortes se contratifieron con safranina al 0.1%, debido a que con esta
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técnica se obtiene un excelente contraste de color entre el producto de reaccién (café
| de la TMB) y el color (rojo) que presentan 10S cuerpos neuronales después de la
contratincién. Posteriormente, los cortes se deshidrataron ( alcohol al 70%, 95%,

100%, 100% y xilot) y se montaron con resina sintética.
Analisis histoldgico

El andlisis de los cortes se lievd a cabo por microscopia de luz fotonica. La
distribucion y noGmero de neuronas marcadas con HRP-WGA, fueron
semiautomaticamente determinadas usando un sistema de analisis de imagenes
(Histoscan.S BIOCOM, Francia). A partir de los cortes se obtuvieron cartografias
digitalizadas y se marcéron, en éstas, las regiones a analizar y las neuronas con HRP-
WGA. El nimero total de neuronas marcadas fue contado automaticamente mediante

el programa. Las regiones analizadas fueron la amigdala contralateral al sitio de

inyeccién y la corteza del cingulo ipsi y contralateral. Posteriormente se tomaron
fotomicrografias en campo obscuro a nivel de las fibras comisurales, para cada uno de

los grupos en estudio.

Andlisis estadistico

| El nimero total de neuronas marcadas en cada una de las regiones analizadas,
fue contado automaticamente mediante el programa. La diferencia estadistica entre ios
grupos se calculd mediante la prueba de analisis de varianza de un factor, seguida de
una comparacion muitiple entre los grupos mediante la prueba de Tukey, con un nivel

de significancia de 0.01 y 0.05.
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- RESULTADOS

: Desarrollo del kindling

La evolucion del kindling se evalud por la duracion de las posdescargas y por la
conducta de los animales, tomando como referencia los criterios definidos por Racine
(1972). Esta expresién conductual, que acompana a la actividad electroencefalografica
durante el desarrotlo del kindling, se encuentra representada (con nUmeros romanos)
en la figura 3. Se observa que existe un aumento en la duracidn de la posdescarga, asi
como en la frecuencia de las espigas al ir evolucionando el kindling, hasta alcanzar
una fase V en la cual se llega a la crisis convulsiva generalizada {(CCG). Estos
resultados sobre el desarrollo del kindling, no difieren de los descritos en la literatura
(Burnham,1976) o de experimentos previamente realizados en nuestro laboratorio,
obteniendo asi satisfactoriamente cada una de las fases caracteristicas del kindling

para el estudio del transporte axonal.

Analisis histologico

La distribucion de la HRP-WGA en el tejido nervioso se detectd mediante el
producto de reaccion, el cual se manifiesta por ia presencia de granulos café oscuros,
que se encueniran en las fibras y dentro y fuera de los cuerpos neuronales. Este

resultado se ilustra en la figura 4.
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Fig. 3. Registro de la actividad eléctrica cerebral en una rata, inducida por la
estimulacion eléctrica en el nucleo basolateral amigdalino izquierdo, en el cual quedoé
establecido el fendmeno del kindling (fase V).

Fig. 4. Fotomicrografia que muestra el producto de la reaccion de la HRP-WGA. Note
los granulos café oscuros presentes en los cuerpos neuronales ( T ). Corte coronal de
40 um, contrateriido con safranina al 0.1 % (250X)




Para cada grupo experimental, solo se tomaron en cuenta los animales en los cuales
se localizo el centro del sitio de inyeccién en el nucleo basolateral amigdalino (6.2 mm)
como se observa en la figura 5. Notese alrededor del sitio de inyeccion, un halo
obscuro debido al transporte local de la HRP-WGA, en el complejo amigdalino. El
numero de animales que presentaron el sitio de inyeccion en el nucleo basolateral de

la amigdala (AP 6.2 mm) fue de 4 para todos los grupos experimentales

Fig. 5. Fotomicrografia del sitio de inyeccion de la HRP-WGA, en el nucleo basolateral
amigdalino (BL). Corte coronal de 40 um, contratenido con safranina al 0.1% (16X). Las
lineas discontinuas encierran el sitio de inyeccion




En este trabajo se presenta Unicamente el conteo realizado mediante la
digitalizacion de imagenes, de |las neuronas marcadas con HRP-WGA en las regiones
de la amigdala contralateral y de la corteza del cingulo ipsi y contralateral. Asi como la
agensidad de la marca de HRP-WGA en la comisura anterior (Ca) y en los nucleos de la
cama de la estria terminalis (BST); tanto del lado ipsilateral como contralateral. Nos
referimos a ipsilateral o contralateral, a las neuronas y fibras marcadas con HRP-WGA

con respecto al sitio de inyeccion, el cual se realizé en la amigdala derecha.

Los criterios tomados para indicar la densidad de marcaje presente en estas
estructuras, para los grupos control, falso operado y cada una de las fases
caracteristicas del kindling, fueron los siguientes: leve, moderada y densa (fig. 6)
Tambien, se tomaron como referencia los resultados previos obtenidos por nuestro
grupo de trabajo en animales con 10 CCG; ya que en esta etapa se encontré un

incremento del transporte axonal en ratas epileptizadas por kindling.

76







COMISURA ANTERIOR Y ESTRIA TERMINALIS

A continuacion se describen, los resultados obtenidos sobre la densidad de
marca presente en las fibras comisurales amigdalinas y en estria terminalis a nivel de

9.2 mmy 8.7 mm; en los grupos controles y en las diferentes fases del kindling

CONTROL

En el grupo control a nivel rostral (9.2 mm) y caudal (8.7 mm) de las fibras comisurales
no se encontro marcaje de HRP-WGA. Sin embargo, en los nlcleos de la cama de la
estria terminalis tanto medial (BSTM) como lateral (BSTL); se encontré un marcaje

leve, unicamente del lado ipsilateral ( figs. 7A v 8A)

FALSO OPERADO

En este grupo, a nivel rostral de la comisura anterior, se observé un marcaje leve
ipsilateralmente en esta estructura y en BST(fig. 7B). Asi mismo, a nivel caudal en

BSTM y BSTL se encontré un marcaje leve del lado ipsilateral (fig. 8B). Ademas, a lo

largo de la comisura (dorsalmente) hubo una marca leve de HRP-WGA
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Fig. 8. Fotomontajes en campo obscuro a nivel caudal de la comisura anterior (8.7 mm)
de los grupos Control (A) y Falso Operado (B). Cortes coronales de 40 um (100X)
ac=comisura anterior, BSTM=nucleoc medial y BSTL=nucleo lateral de la cama de la
estria terminalis




FASE 1

En esta fase experimental no se presenté marcaje de HRP-WGA, a nivel rostral (9.2
mm) ni caudal (8.7 mm) de ambos lados (ipsi y contralateral) de la comisura anterior y

estria terminalis (figs.9 y 10, respectivamente).

FASE 2-3

Al igual que en la fase 1, en este grupo experimental no hubo presencia de HRP-WGA
en ias fibras comisurales amigdalinas a nivel rostral (fig. 9) y caudal (fig. 10). No
obstante, en el nucleo medial v lateral de la estria terminalis, solamente del lado

ipsilateral, se encontré un marcaje leve de HRP-WGA (fig. 10).

FASE 4

La densidad de la marca de HRP-WGA en este grupo, fue la siguiente:

A nivel rostral (9.2 mm) se encontré un marcaje moderado, por arriba de las fibras
comisurales en BST del lado ipsilateral, contralateraimente no se encontrdé marca.
Ademas, en ambos lados de |a comisura anterior se observd un marcaje leve de HRP-

WGA en dicha estructura {fig. 9).

A nivel caudal (8.7 mm) de las fibras comisurales se presentd un marcaje leve a lo
largo de la comisura (dorsaimente). En los nucleos medial (BSTM) vy lateral (BSTL) de
la estria terminalis, del lado ipsilateral y contralateral se encontré un marcaje denso y

leve de HRP-WGA, respectivamente (fig.10).
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FASE 5

En 9.2 mm se presenté un marcaje denso a lo largo de las fibras comisuraies del lado
ipsitateral y contralateral al sitio de inyeccion. También, en BST se encontro un
incremento de dicha densidad, siendo densa ipsilateraimente y moderada

contralateralmente (fig. 9).
En 8.7 mm el marcaje se incrementd a lo large de la comisura anterior (dorsal y

ventralmente) y en los niicleos medial (BSTM) y lateral (BSTL) de la estria terminalis.

Este marcaje fue denso del lado ipsilateral y moderado en el contralateral (fig. 10).

10 CCG

.En estos animales experimentales, se observé un incremento en la densidad del

marcaje clasificado como denso en las fibras comisurales, a nivel rostral y caudal..

A nivel rostral se encontrd un aumento en la densidad de la marca a lo largo de las
fibras comisurales de ambos lados ipsilateral y confralateral al sitio de inyeccidn, como

se muestra en la figura 9.

A nivel caudal de las fibras comisurales se presentd marca de HRP-WGA, a lo largo de
fa parte superior de ésta, asi como en las fibras de la estria terminalis del lado
ipsilateral y confralateral. Notese como estas fibras se encuentran muy bien
demarcadas en ambos lados y cOmo ascienden para realizar interconexiones a
diferentes estructuras cerebrales. También, se observa muy bien demarcado el nuicleo

BSTL del lado ipsilateral (fig.10).

35




En resumen, en los grupos experimentales se observé un incremento en el transporia

axonal de HRP-WGA, en las fibras comisurales asi como en los nicleos de la cama de

la estria terminalis, en relacion con el progreso de ta epilepsia experimental por el

kindling eléctrico amigdalino. Al comparar estos resultados con las condiciones control.

se detectd que existe un incremento notablé en el fransporte axonal de HRP-WGA, 2

partir de la fase IV (ver tabla I).

TABLA |. Densidad de HRP-WGA, en la comisura anterior (rostral y caudal) y en los
ndcleos medial (BSTM) v lateral (BSTL) de la estria terminalis, en ambos lados ipsi y
contralateral al sitio de inyeccidn; en fos diferentes grupos experimentales.

CONDICION "EST RIA
EXPE’(‘""L’)ENTAL COMI SURA TERMI NAUIS
n:
ROS TRAL CAU DAL BS TM BS TL
IPSI | CONTRA | IPSt [ CONTRA| 1psi |CONTRA] 1PSt | CONTRA
CONTROL NO NO NO NO LEVE NO LEVE NO
FALSO LEVE NO LEVE DORSAL| LEVE NO LEVE NO
OPERADO
FASE 1 NO NO NO NO NO NO NO NO
FASE 2-3 NO NO NO NO LEVE NO LEVE NG
FASE 4 LEVE LEVE LEVE DORSAL|DENSO| LEVE | DENSO | LEVE
FASE 5 DENSO | DENSO | DEN SO DENSO | MOPERADO | g | MORERDO
’ DORSALY VENTRAL
10 CCG DENSO | DENSO | DENSO DORSAL | DENSO | MObERADO | DENSO | DENSO
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Fig. 9. Fotomontajes en campo obscuro a nivel rostral de la comisura anterior (9.2
mm), de los diferentes grupos experimentales: fase 1, 2-3, 4, 5 (representados en
numeros romanos) y 10CCG. Notese como la densidad de Ia marca de HRP-WGA
incrementa en la comisura anterior (Ca) asi como en el niicleo de la estria terminalis
(BST), a lo largo de la instalacion del kindling eléctrico amigdalino. Cortes coronales de
40 pm (100X).
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Fig. 10. Presenta los fotomontajes en campo obscuro a nivel caudal de la comisura
anterior (8.7 mm), en los diferentes grupos experimentales: fase 1, 2-3, 4, 5 (numeros
romanos) y 10CCG. Donde se observa el incremento de HRP-WGA a o largo de la
comisura anterior (Ca) y a nivel de los nlcleos de la cama de la estria terminalis (BSTM
y BSTL); durante ei establecimiento del kindling eléctrico amigdalino. Observe como las
fibras de Ia estria terminalis se encuentran muy bien delineadas en ambos lados de la
comisura anterior, en el grupo experimental que a presentado 10 CCG.



8. 7wm

IV

10CCG

1500 pm
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AMIGDALA

La distribucion de las neuronas marcadas con HRP-WGA en la amigdata izquierda, a
partir de 7.2 a 6.2 mm, para los grupos control y falso operado; se muestra en la figura
11 y para cada grupo experimentai (fase 1,2-3,4,5 y 10 CCG) en la figura 12. En estas
figuras, se representan los esquemas digitalizados de un solo animal para cada
condicion experimental. De todos los grupos solamente en falso operado y fase 1 no se

observaron neuronas marcadas en esta region.

De manera cualitativa, se observd que el ndmero de neuronas en amigdala se
incrementa en relacion a cada una de las fases experimentales (fig. 12). La
cuantificacién de las neuronas marcadas con HRP-WGA se muestra en la tabla Il. Al
comparar el grupo control con los experimentates, se encontré una disminucion en el
numero de neuronas marcadas en fase 1, 2-3 y 4, siendo igual en fase 5 y un

aumento significative en 10 CCG.
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TABLA II. Namero de neuronas marcadas con HRP-WGA, en la amigdala izquierda, en los

grupos control, falso operado y en las diferentes fases caracteristicas del kindling.

CONDICION EXPERIMENTAL MEDIA + EE

{n=4)* (n=12)**

Control 1774435

Falso Operado 0"

Fase 1 0"

Fase 2-3 2.2+£0.97 %

Fasc 4 # 33410

Fase 5 ® 17.4+3.5%

10 CCG 106.7 +24.5*°

* Namero de ratas por condicidn experimental
** Niimero total de cortes analizados por grupo
E.E error estandar

* Diferencia significativa al comparar con €l Control (p<0.05)

® Diferencia significativa al comparar con falso operado (p<0.05)

¢ Diferencia significativa al comparar con 10CCG (p<0.05)

Los grupos que comparten la letra A o B, no son significativemente diferentes.
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CORTEZA DEL CINGULO

En la corteza dei cingulo ipsi y contralateral, la distribucion y el nimero de neuronas

marcadas con HRP-WGA, se realiz6 a partir de 13.20 mm hasta 9.7 mm.

Todos los animales de los grupos control y falso operado (fig. 13), asi como de las
diferentes fases experimentales (fase 1, 2-3, 4, 5y 10 CCG) (fig. 14); presentaron una
distribucion homogénea en ambos lados de la corteza del cingulo. Unicamente, en los
grupos falso operado y fase 1 no se encontraron neuronas marcadas con HRP-WGA,

en ambos lados de esta region.

Ademas, se observd a partir de la fase 2-3 y grupo control un incremento significativo
del ndmero de rieurcnas marcadas con HRP-WGA del lado ipsilateral con respecto al

lado contralateral de la corteza. Los datos de este anadlisis se muestran en la figuraib.

En el lado ipsilateral de la corteza se encontrd que existen diferencias significativas en
el namero de newonas marcadas con HRP-WGA, en las diferentes fases
experimentales al ser compafadas con el grupo control y falso operado. Al cotejar las
diferentes fases entre si, se observé que no hay diferencias: entre las fases 2-3 y 4; ni

entre lafase 5y 10 CCG (ver grafica 15).

En el lado contralateral se encontré un aumento significativo de! nimero de neuronas
en todas las fases experimentales, con respecto al control y falso operado. Al comparar
las diferentes fases, se observd que unicamente la fase 5 y 10 CCG, no son

estadisticamente diferentes. Los datos de este estudio se muestran en la grafica 15.
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CORTEZA DEL CINGULO
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Figura 15. Namero de neuronas marcadas con HRP-WGA, en la corteza del cingulo. Las
barras cuadriculadas representan el promedio de las neuronas marcadas del lado ipsitateral en
los diferentes grupos: (C) control, (FO) falso operado, fase 1, fase 2-3, fase 4, fase 5 y 10
CCG. Las barras en rayas muesiran el promedio de las neuronas encontradas en el lado
contralateral. Media + E.E (n=24). Las letras en las barras, representan que estos grupos son

estagisticamente diferentes con crespecto al control con una significancia de p< 0.01 y .p<
0.05 vy falso operado de p< 0.01 (Analisis de varianza de un factor y prueba de Tukey).
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DISCUSION

Estudios neuroanatomicos indican que la amigdala estd ampliamente conectada
€on numerosas estructuras subcorticales y corticales ( De Olmos et al, 1985). También,
estudios electrofisiologicos han demostrado, que la estimulacion de los nucleos
basoclateral y corticomedial amigdalinos inducen un efecto funcional sobre estructuras

subcorticales a través de la estria terminalis (Gloor, 1955 a y b).

Por otro lado, la estimulacion eléctrica repetida en sitios especificos del cerebro
(kindling) provoca posdescargas que inicialmente son de duracién corta; la frecuencia
de las espigas de la posdescarga aumenta y éstas se propagan a ofras regiones del
cerebro hasta generalizar la actividad epiléptica. Los resultados obtenidos en este
trabajo, sobre el incrérnento en el transporte axonal de HRP-WGA en la comisura
anterior, nucleos de la cama de la estria terminalis (BSTM y BSTL); asi como en la
amigdala contralateral y corteza del cingulo, indican que estas estructuras cerebrales
se encuentran asoctadas con la propagacién y generalizacion de la actividad

epileptica; es decir, en la instalacion del kindling eléctrico amigdalino.

En el presente estudio se analizaron las mismas estructuras cerebrales para
cada una de las fases del kindling (fase 1, 2-3,4, 5 y 10CCG). Aln cuando el marcaje
de HRP-WGA aumenta en las estructuras estudiadas, no indica que estas sean las
unicas vias neuronales involucradas para la propagacion y el establecimiento del
kindling. Esto 1o demuestra la ausencia y menor marcaje presente en fase 1 y fase 2-3
respectivamente; en las cuales, quizas otras estructuras cerebrales no analizadas
podrian estar activas durante estas etapas y quizas también estar encendidas o

apagadas en fase 4 y 5. Esta suposicion se basa en el trabajo de Engel et al (1978)
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quienes, mediante la técnica de autorradiografia, observaron diferentes regiones
marcadas para crisis parciales (fase 1 y 2) y para crisis generalizadas (fase 3, 4 y 3).
En dicho trabajo, encuentran un incremento de captura de “C-2 deoxiglucosa en el
nucleo lateral de la estria terminalis (bilateralmente) asi como un incremento bilateral
en la amigdala, en crisis generalizada. Lo anterior, apoya nuestros resultados sobre el
incremento del transporte axonal de HRP-WGA en ios nicleos de la estria terminalis

enfase 4, 5y 10 CCG y en amigdala contralateral en 10 CCG.

Las conexiones interamigdalinas mediante el componente comisural, han sido
ampliamente discutidas por diferentes grupos de investigacion. Por un lado, se ha visto
que mediante este componente se interconectan ambos complejos amigdalinos
(Hamilton, 1976; Canteras et al, 1992). También se ha determinado que a través de
estas fibras comisurales, la amigdala se conecta al complejo estriatal (Kelley et
al,1982; McDonatd, 1991b) y a la corteza prefrontal medial (Krettek y Price, 1977). Por
otro lado, Canteras et al (1995) observaron, mediante un trazador neuronal, que fibras
que emergen del complejo amigdalino cruzan por la cormisura anterior, pero no llegan a
la amigdala contralateral. Niteka et al (1981) proponen que ambas amigdalas no se
conectan mediante un componente comisural sino por otra via diferente, sin cruzar por
estas fibras. Sin embargo, en este trabajo se muestra claramente que tas fibras que
conectan a la amigdala con otras estructuras pasan por la parte superior de la
comisura anterior. Una de estas estruciuras podria ser la amigdala opuesta, ya que en
este estudio se encontraron neuronas marcadas del lado coniralateral al sitio de

inyeccion.

Las investigaciones que demuestran ta conexion interamigdatina mediante la
comisura anterior, involucran Gnicamente a los nucleos medial y cortical posterolateral

(Hamilton, 1976; Canteras et al, 1992);, en la presente tesis, se inyectd el nucteo
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basolateral el cual no se ha reportado que participe directamente en esta via. Se sabe
que las fibras provenientes de este nucleo cruzan por la comisura, pero no han sido
identificadas en direccion hacia otras regiones (Leonard y Scott, 1971). No obstante,
no se descarta que el nucleo basolateral participe, indirectamente, en la comunicacion
interamigdalina, mediante las fibras comisurales, ya que este nucleo se encuentra
relacionado mediante conexiones intraamigdalinas con los nucleos central, medial y
cortical (Niteka et al, 1981; Otiersen, 1982; Paré et al, 1995). Lo anterior se fundamenta
con los resultados de este estudio del incremento en la densidad de fibras marcadas
con HRP-WGA en la comisura anterior y nimero de neuronas marcadas en la amigdala
izquierda cuando ha sido establecido e! kindling; ya que la estimulacion utilizada en el
presente estudio, permite que la corriente se extienda al menos 1 mm (revisar Hosford
et al, 1995), una distancia suficiente para depolarizar neuronas de nucleos vecinos al
sitio de estimulacion. En este caso, los nlcleos vecinas son el cortical y medial, tos
cuales se ha reportado que participan en esta via mediante el componente comisural.
Estudios ulteriores son necesarios para dilucidar detalles sobre el origen y término de

esta conexion.

Por ofro lado, el ndcleo basolateral se conecta con los ntcleos de la cama de
la estria terminalis (Krettek y Price, 1978) asi como con la corteza prefrontal medial
(Krettek y Price, 1977 a,b; Ottersen, 1982; Kita y Kitai, 1990; McDonald, 1987 y 1991
ab). La presencia de HRP-WGA en los nucieos de la cama de la estria terminalis
y éorteza prefrontal medial (corteza del cingulo) reafirma que hay conexion del

complejo amigdalino mediante el basolateral por esta via.

La corteza prefrontal medial es considerada el principal curso de proyecciones
reciprocas cortico-amigdalinas (Ottersen, 1982; Cassell et al, 1986). Granato et al

(1991) reportaron que las proyecciones amigdalo-corticales, mediante el complejo

49




basoclateral, son bilaterales y que ademas participa un numero mayor de neuronas dei
lado ipsilateral que contralateral, con respecto al sitic de inyeccion. Estos resultados
apoyan a los obtenidos en este trabajo sobre las diferencias estadisticas, entre la
corteza del cingulo ipsi y contralateral (siendo mayor del lado ipsilateral) en todas fas
fases experimentales y grupo control; con la excepcion del grupo falso operado y fase

1, en los cuales no se encontraron neuronas marcadas con HRP-WGA. El nucleo

basolateral, es considerado como un eslabon subcortical de comunicacion

interhemisférica, Sin embargo, el curso preciso de estas fibras no ha sido estabiecido
con exactitud; no obstante, nuestros resultados sobre el incremento det transporte
axonal de HRP-WGA a lo largo de la parte superior de las fibras comisurales a nivel
caudal: asi como en las fibras de la estria terminalis ipsilateral y contralateral en los
animales que présentaron 10 CCG, muestran cémo estas fibras ascienden en ambos
extremos. Este resultado podria indicar que las fibras se dirigen hacia la corteza
prefrontal medial; estructura también analizada en este estudio en la que se
encontraron cambios en et nimero de neuronas marcadas, en ambos lados, durante la

instalacion del kindling eléctrico amigdalino.

La posibilidad de que el proceso epiléptico puede activar nuevas vias que se
encuentran normalmente inactivas, puede explicarse por la participacion de mas
neuronas marcadas con HRP-WGA en amigdala izquierda asi como de las fibras
densamente marcadas en ambos lados de BSTM, en 10 CCG; ademéas de los
incrementos en el ndmero de neuronas, en ambos lados de fa corteza del cingulo
apartir de la fase 2-3. En la literatura no hay informacion que apoye este cambio
plastico; sin embargo, no podemos descartar un pProceso de reclutamiento que
involucra mas unidades neuronales, en relacion a un aumento en la hiperactividad

neuronal caracteristica del fenémeno epiléptico.
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Se debe sehalar que a medida que el proceso de generalizacidn y de
propagacion de la actividad convulsiva aumenta, {a velocidad del transporte axonal
también se incrementa. Este resultado presenta particularidades para cada estructura.
Por ejemplo, el nimero de neuronas marcadas con HRP-WGA en la amigdala
izquierda se encuentra disminuido en las fases 1, 2-3, 4 y sin cambios en fase 5. con
respecto al control. Sin embargo, en ta corteza del cingulo, del lado ipsilaterat y
contralateral al sitio de inyeccion, se ve aumentado el nimero de neuronas en ias
diferentes fases 2-3, 4, 5 y 10 CCG. Se sabe que el efecto de “transferencia” de la
amigdala contralateral, es un fendomeno de aparicion tardia si se compara con la
corteza prefrontal ipsi y contralateral (Femandez-Mas et al, 1992). Estos resultados

coinciden con nuestro trabajo, en el cual se observd un aumento de neuronas

marcadas, en amigdala hasta 10 CCG; sin embargo, en la corteza del cingulo ipsi y'

contralateral se encontraron cambios en el numero de neuronas marcadas con HRP-
WGA, a partir de la fase 2-3. Lo anterior indica que la corteza prefrontal se activa antes
que la amigdala contralateral. Estos cambios sugieren un posible mecanismo de
controt o de inhibicion de dicha actividad. Asi misrho, se sabe que la corteza cerebral
juega un papel importante en la propagacion de la actividad epiléptica (Lieb et al, 1991;
Fernandez-Mas et al, 1992). Ademas, se ha postulado que la activacion del sistema de
opioides enddgenos en la corteza cerebral, interviene en la supresion dé 12 actividad
epiléptica durante los periodos postictal e interictal (Rocha et al, 1993). Los resultados
obtenidos en este trabajo, sobre el incremiento en el nimero de neuronas marcadas
con HRP-WGA en las diferentes fases del kindling; es una evidencia mas, que podria

apoyar la participacion de la corteza en la inhibicién de la actividad epiléptica.

Cuando se compararon los grupos control y falso operado, se observo que éste
Gitimo presentd mas marca a nivel de la comisura y en BSTM, lo cual indica un leve

incremento en el transporte. No se conoce la causa de tal incremento, pero hay
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estudios que demuestran alteraciones neuroguimicas (Ben Attia et al, 1992, Lscher et
al, 1993), conductuates (Denti et al, 1970; Boast et al, 1976) y electrofisiologicas
(Blackwood, 1982; Lscher et al, 1995) en respuesta al periodo de implantacion del
electrodo. La ausencia de neuronas marcadas con HRP-WGA en la amigdala izquierda
y en corteza del cingulto en el grupo falso operado y fase I; asi como ta disminucion de
células en fase 2-3 y 4 con respecto al grupo control, sugieren la participacion de un
componente inhibitorio durante estas fases. Ben Attia et al (1992) sefialan que la
implantacién de un etectrodo en animales falso operado (sin estimulacion), produce un
incremento en la densidad de receptores a benzodiacepinas, unicamente en el sitio
donde se localiza el electrodo, en comparacion con los animates control. Asi mismo,
Ashton et al (1980) observaron un decremento significativo en la union del ligando

[*H] spiperona en la corteza prefrontal, en animales a los cuales se les implanté un

‘electrodo en amigdala pero que no fueron estimulados (falso operado) en relacion a los

animales control. No se descarta la participacion de eventos neuroquimicos que
podrian estar mediando respuestas inhibitorias, como resuiltado de la implantacion de
un efectrodo en el grupo falso operado, que percisten durante las fases iniciales de ta
actividad epiléptica. Una vez que ésta Ultima se generaliza, las respuestas inhibitorias
pueden haber desaparecidc o pueden estar sobrepasadas por un mecanismo
excitatorio que pueda estar reftejado en el incremento de neuronas marcadas con HRP-

WGA, en las fases 10 CCG y en la corteza del cingulo.

A lo largo de este trabajo, se ha hecho referencia a los cambios metabdlicos
celulares responsables de los procesos de propagacion y generalizacion de la
actividad epiléptica, afirmacion que falta precisar ya que en este estudio no se pueden
determinar los organelos y/o macromoléculas celulares responsables o implicadas en
los aumentos de )a velocidad del transporte axonal. Diversos repories en ia literatura

senalan que los procesos de propagacion y de generalizacion de la actividad epiléptica
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se acompafian de un incremento en la actividad del gen c-fos (McNamara,1995;
Hosford et al, 1995), de incrementos en los contenidos de neurotransmisores (
Kalichman, 1982; Bajorek et al, 1986; Siggins,1986; McNamara et al, 1987; Kamphius et
al, 1991; Talavera et al, 1989) y, como se sefiald en los antecedentes, la importancia
de la sintesis de proteinas para formar un foco epiléptico secundario, la cual es
importante para la realizacion de muchos eventos neuronales. Si bien, estos resultados
experimentales sugieren cambios en la actividad celular que pueden reflejar un
aumento en la sintesis de precursores de los neurotransmisores (que explicarian 1os
cambios en las concentraciones de ios mismos), se tendria que postular un cambio en
el mecanismo para el movimiento de los organelos a lo largo de los microtubulos que
explique los cambios en la velocidad del transporte axonal. Esto asociado a los
cambios en los procesos de exocitosis (Langmeier et al, 1980,1983), a las
modificaciones estructurales de la sinapsis (Geinisman et al, 1990; Hovorka et al, 1992)
y del funcionamiento de ia bomba [Na+ K+]ATPasa dependiente de serotonina y de

noradrenalina (Hernandez y Condés-Lara, 1989 y 1992); darian cuenta de un proceso
generalizado de la disfuncion celular que conlleva al estado de hiperexcitabilidad que

caracteriza a la actividad epiléptica.

Sin lugar a dudas, el incremento de la velocidad det transporte axonal tiene que
ser estudiado con mas detalle para dilucidar qué organelos yfo macromoléculas

celulares estan implicadas y cuates son las responsables.
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CONCLUSIONES

+ El resuitado méas sobresaliente de este trabajo es el incremento en el transporte
axoﬁal, como consecuencia del procesc de la epilepsia experimental. Este
incremento en la velocidad se correlaciona con el incremento en la excitabilidad
celular, juzgada a partir del incremento en fa frecuencia y la duracion de las
posdescargas. Todo ello sugiere un cambio en los procesos metabodticos celulares

que culminan con una exacerbacion de la actividad celular y se acompafia de las

crisis convulsivas generalizadas

+ Este trabajo aporta evidencias sobre las conexiones interamigdalinas, por el nicleo

basolateral mediante el componente comisural.

¢ Los resultados obtenidos sobre los cambios en el nimero de neuronas marcadas
con HRP-WGA en la corteza prefrontal medial, durante el establecimiento del

kindling; indican que la corteza prefrontal se activa antes que la amigdala

contralateral,
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