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Resumen.

La neurogénesis es el proceso de formacidn de neuronas que se inicia
durante la gestacion y finaliza pocos dias después del nacimiento. Solamente el
giro dentado del hipocampo y la zona subventricular (ZSV) mantienen este
proceso a lo largo de toda la vida. Las células progenitoras de la ZSV migran hacia
el bulbo olfatorio (BO) donde se diferencian. La neurogénesis es estimulada en el
hipocampo por la epilepsia, el ejercicio, el aprendizaje, el estres y otros factores.
Se ha propuesto que las crisis convulsivas generan una reorganizaciéon aberrante
de las nuevas neuronas, y ésta reorganizacidon sostiene a la misma actividad
epiléptica. Para explorar la posibilidad de que el incremento de la neurogénesis
inducido por las crisis se de como una respuesta general de todos los sitios
neurogénicos y no solamente en e! hipocampo, decidimos investigar si las crisis
convulsivas modifican la tasa de neurogénesis en el BO de la rata. Para ésto
utilizamos un marcador especifico de proliferacion celular, BrdU, un analogo de la
timidina que se une al ADN durante la replicacién celular y lo detectamos con el
meétodo de inmunohistoquimica.

Estudiamos el efecto de una crisis convulsiva generalizada producida por la
inyeccion del convulsivante pentilenetetrazol (PTZ) a animales sanos y el efecto
de varias crisis convulsivas generalizadas inducidas por el método de
epileptizaciéon llamado “kindling”. Este consiste en la estimulacién eléctrica
repetitiva (un estimulo diario) de la amigdala del I6bulo temporal hasta producir
crisis convuisivas. Se determino la cantidad de células marcadas con BrdU, como
indice de la neurogénesis, en animales no tratados y a diferentes tiempos despueés
de una o varias crisis convulsivas. Ademas, evaluamos la neurogénesis durante el
proceso de epileptizacion. Utilizamos dos vias de administracion del BrdU,
intraperitoneal e intra-cerebroventricular y comparamos su efectividad para marcar
las células en el BO.

Nuestras observaciones mostraron que la via de administracion
intraperitoneal fue mas efectiva para marcar con BrdU a las células del BO. Cuatro
dias después de 5 crisis convulsivas o de una crisis Unica inducida por PTZ, se
aumenta la cantidad de células inmunoreactivas a BrdU en la capa subependimal
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del BO 80.5 y 95.3%, respectivamente. Asimismo, la estimulacidon repetitiva
aplicada hasta alcanzar la fase conductual 3 del procedimiento del “kindling”, que
no involucra crisis epilépticas, produce un incremento del 43%. Ocho dias después
de las crisis, la cantidad de células inmunorreactivas continuan aumentadas 25.5%
después de 5 crisis convulsivas y 16.5% después de una crisis aislada, con
respecto al control. Sin embargo, el aumento observado a los 8 dias es menor en
un 55% que la observada a los 4 dias. Cuando el grupo estimulado alcanzoé la fase
conductual 3 de “kindling” mantuvo un incremento del 52% en la cantidad de
células marcadas 8 dias después de la ultima estimulacion.

Los resultados indicaron que las crisis convulsivas aisladas o las crisis
repetidas inducidas por un modelo de epilepsia aumentan la neurogénesis en el
BO. Mas aun, la induccion de un estado creciente de excitabilidad en el sistema,
es suficiente para incrementar la neurogénesis en esta estructura. Estos datos
sugieren que las zonas neurogénicas del sistema nervioso central responden al
incremento de la excitabilidad neuronal, independientemente de su relaciéon con

las estructuras involucradas en la epileptogénesis.
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Capitulo 1. Neurogénesis.
1.1 Generalidades.

La neurogénesis es el proceso de formacién de nuevas neuronas en el
sigtema nervioso. Normalmente, la neurogénesis comienza en la gestacién y
finaliza poco tiempo después del nacimiento en casi todas las estructuras
(Angevine, 1985; Bayer, 1980; Bayer, 1983). Solamente en la base de la capa
granular del hipocampo (zona subgranular) y en la zona subventricular (ZSV) del
cerebro se mantiene la neurogénesis a lo largo de toda la vida (Bayer y col. 1982;
Goldman y Nottebohm, 1983; Lois y Alvarez-Buylla, 1993; Cameron y col. 1993;
Kaplan y col. 1977). De la ZSV migran células progenitoras que daran lugar a
neuronas en el bulbo olfatorio (BO; Bertarbet y col. 1997, Parent y col. 2002). La
neurogénesis varia de acuerdo con la edad de los individuos (Kuhn y col. 1996;
Kaplan y col. 1985, Newman y col. 2000; Martinez-Marcos y col. 2000).

Ramoén y Cajal (1959) escribid “... en centros aduitos, las rutas nerviosas
son algo arreglado, completado e inmutable. Todo puede morir, nada puede ser
regenerado”. Por mucho tiempo prevalecié la idea de que la neurogénesis era
inexistente después del nacimiento. Sin embargo, esta idea ha sido reevaiuada en
las dltimas décadas, se han acumulado evidencias que han demostrado la
existencia de la neurogénesis en los vertebrados adultos (Eriksson y col. 1998;
Goldman y Nottebohm, 1983).

1.2 Ciclo celular
L.a neurogénesis puede ser detectada mediante la adhesidn de marcadores

celulares al DNA (acido desoxirribonuciéico), durante la fase de replicaciéon célular.

Para que las células se dividan se requiere que el DNA sea fielmente
replicado, y que los cromosomas duplicados sean segregados en dos células
separadas (Alberts y col. 1994). El ciclo célular consta de 4 fases: la fase G1 es el
intervalo entre el final de la mitosis y el comienzo de la sintesis del DNA; la fase de
sintesis (fase S) es cuando ocurre la replicacion del DNA nuclear. En ese
momento es posible agregar moléculas marcadas para detectar la neurogénesis
(analogos de las- bases nucleicas). La fase G2, es el siguiente intervalo de
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preparacién de la célula para inciar la division, y el ciclo finaliza con la mitosis
(fase M), donde ocurre la segregacién de los cromosomas hacia dos células
separadas (Alberts y col. 1994).

1.3 Técnicas de marcaje de neurogénesis

Una de las técnicas mas empleadas para el marcaje de células de nueva
generacion es mediante la incorporacion de *H*'Timidina al DNA durante la fase S.
Este meétodo semicuantitativo resulta costoso, laborioso e involucra el uso de
isdtopos radiactivos y equipo especializado para su deteccion; se requiere exponer
al tejido durante 3 a 12 semanas a una emulsion sensitiva al tritio. La marca se
localiza en una banda superficial de 2 o 3 um de grosor.

Un método alternativo es usar la bromodeoxyuridina (BrdU), un analogo de
- la timidina, que se une a la cadena sencilla del DNA y que es posible detectarla
mediante un anticuerpo monoclonal (Magaud y col. 1988). Esta molécula requiere
s6lo 2h para ser incorporada al nticleo célular y deja una marca irregular de puntos
dispersos en la cromatina nuclear (Nowakowski y Rakic, 1981). Esta marca es
indicativa de que la célula se ha dividido y su presencia se interpreta como una
célula de nueva formacion. Las células son marcadas durante un periodo discreto
de tiempo (una o dos horas; Cameron y col. 2001) después de la administraciéon
de BrdU; este método es mas rapido y accesible que con el uso de *H*Timidina
(Nowakowski y col. 1989; Houng y col. 1991; Migheli y col. 1991). El BrdU ha-sido
probado en el sistema nervioso central (SNC) in vivo (Miller y Nowakowski, 1988;)
y en cultivo (Trent y col. 1986). Con esta técnica se puede estudiar la
temporalidad de la distribucion de las células proliferativas, en proceso de division
celular y se ha analizado la neurogénesis y la migracién de células de nueva
generacion (Altman y Das, 1966; Bayer, 1980; Bayer, 1983; Doetsch y col. 1997;
Haydar y col. 2000; Kuhn y col. 1996; Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Miller y
Nowakowski, 1988).




Capitulo 2. Bulbo olfatorio.

El BO es la zona de proyeccion primaria de la via olfativa. Los estimulos
odoriferos interactian con las neuronas receptoras olfatorias del epitelio olfatorio
que revisten el interior de la nariz. Las neuronas receptoras olfatorias envian sus
axones directamente al BO. Las neuronas del BO se proyectan a algunos blancos
en el encéfalo anterior, que incluyen el nidcleo olfatorio, el hipotalamo, la amigdala
y varias regiones de la corteza cerebral. Las neuronas receptoras olfatorias
presentan microvellosidades donde se localizan los receptores especificos a
substancias odoriferas. Los receptores son selectivos para una clase de
compuestos que tienen una composicion quimica definida (Purves y col. 1997).

El BO es una estructura ailtamente organizada y ésto permite que sea
utilizado como un modelo para estudiar las interacciones sinapticas y su desarrollo
(Betarbet y col. 1997; Newman y col. 2000). Se forma a partir de células que
migran desde una zona proliferativa localizada en la zona subventricular (ZSV). En
vertebrados, esta zona presenta neurogénesis continua y esta conformada por
una capa ependimal y una subependimal, compuestas por 4 tipos celulares:
neuroblastos migratorios, precursores inmaduros, astrocitos y células ependimales
(Doetsch y col. 1999; Garcia-Verdugo y col. 1998). Las células germinales migran
de 3 a 8 mm hacia la capa subependimal del BO, a través de la via migratoria
rostral (Rousselot y Nottebohm, 1995; Doetsch y col. 1997) (figura 1); parte de |la
via rostral también presenta neurogénesis (Gritti y col. 2002, Parent y col. 2002).
En canarios, la neurogénesis se presenta durante el periodo de aprendizaje del
canto (Alvarez-Buylla y Kirn, 1997) y representa un estado funcional y dinamico de
proliferacién, diferenciacion y muerte celular (Newman y col. 2000). En esta
especie, la neurogénesis se puede estimular mediante la administracion de

testosterona (Goldman y Nottebohm, 1983).
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Figura 1. Esquema sagital de la proyeccion de la zona subventricular (ZSV), localizada junto al
corpus callosum (cc), hacia el BO. Las células progenitoras de la ZSV migran hacia el BO a través
de la corteza cerebral (Cxt) y llegan a la zona subependimal (cse) y de alli migran hacia las
diferentes capas del BO, principalmente hacia la capa de células granulares (cgi), y hacia la capa
glomerular (cgl). La migracion hacia la capa de células mitrales (ccm), la capa externa plexiforme
(cpe) y la capa de nervios olfatorios es minima (cno). La "D" indica dorsal y la "A" anterior. La barra
de calibracion es de 1 mm. Esquema modificado de Parent y col. 1997.

lLos astrocitos se desdiferencian y se transforman en los precursores
primarios de las neuronas; su migracién ocurre en cadenas a una velocidad
aproximada de 23-30 um/h, y estos precursores se asocian entre ellos sin requerir
de fibras axonales o glia radial (Luskin, 1993; Lois y Alvarez-Buyila, 1993 y 1994).
Durante la migracion, existe una adherencia estricta de las células a los bordes de
la ruta, y al llegar a la capa subependimal las células cambian su patron de
migracion y se dirigen de manera radial hacia las distintas capas del BO (Luskin,
1993). El 75% de las células precursoras se diferencian en células granulares
GABAérgicas y el 25% en periglomerulares GABAérgicas y dopaminérgicas
(Luskin, 1993; Lois y Alvarez-Buyila, 1993; Betarbet y col. 1997). La proliferacién y
migraciéon continla desde la ZSV adulta aun en ausencia del BO, la via migratoria
rostral persiste por varias semanas y se hace mas larga y ancha (Kirschenbaum y
col. 1999). Sdlo algunas interneuronas granulares y células mitrales nacen
directamente en el BO en los primeros dias postnatales (Luskin, 1993).
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Existen factores que alteran la generacion y supervivencia de nuevas
neuronas en el BO y se han observado tanto in vivo (Doetsch y col. 1997 y 1999)
como en cultivo (Reynolds y Weiss, 1992). La aplicacién intracerebro ventricular
del factor neurotréfico derivado del cerebro (Zigova y col. 1998), del factor de
crecimiento ependimal y del factor de crecimiento de fibroblastos tipo 2 estimulan
la proliferacién, supervivencia y diferenciacion neuronal en la ZSV, BO y epitelio
olfatorio (Newman y col. 2000; Herzog y Otto, 1999; Mackay-Sim y Chuan, 2000).
La aplicacion de GABA y glutamato a cultivos de rebanadas organotipicas
incrementa la proliferacion en la ZSV al reducir el tiempo del ciclo celular, efecto
mimetizado mediante la aplicacion de agonistas de estos neurotransmisores, y
bloqueado mediante la aplicacion de antagonistas (Haydar y col. 2000).

El BO se encuentra conformado por 7 capas concéntricas (Figura 2; Ramoén
y Cajal, 1955; Bayer, 1983; Altman y Das, 1966; Hinds, 1967; Betarbet y col.1997):
1) Capa externa de nervios olfatorios, compuesta por los axones de las neuronas
receptoras olfatorias.

2) Capa glomerular con glomérulos e interneuronas granulares periglomerulares,
consideradas como neuronas de salida, algunas son GABAérgicas y otras son
dopaminérgicas, se forman entre el dia E17 y el dia P16.

3) Capa plexiforme externa compuesta por fibras y células mitrales pequefias
excitatorias y células en penacho que proyectan hacia los limites del bulbo; son
formadas entre los dias E15 y E18. Las células en penacho se dividen en internas,
externas e intersticiales.

4) Capa de células mitrales largas y células granulares asociadas; las primeras
son formadas hacia el dia E15 y E18, mientras que las células granulares se
forman entre el dia PO y P3. Las células mitrales son las principales neuronas de
proyeccién del BO.

5) Capa plexiforme interna con interneuronas plexiformes, que se generan hacia el
dia P3.

6) Capa granular interna, con células granulares bipolares GABAérgicas
arregladas en paquetes densos con procesos que establecen relaciones
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sinapticas con las ramas terminales del nervio olfatorio y dendritas de las células
mitrales. Estas se desarrollan entre los dias E17-19 y el dias P20.

7) Capa subependimal, compuesta por células subependimales no diferenciadas,
que se forma desde el dia E12.

<no

cgl

cpe

ccm

cgi

cse

Figura 2. Fotomicrografia de campo claro de un corte sagital de bulbo olfatorio teflido con
hematoxilina de Gill, que muestra su arreglo laminar concéntrico, conformado por: capa externa de
nervios olfatorios (cno), capa glomerular (gl), capa plexiforme externa (cpe), capa de células
mitrales (ccm), capa granular interna (cgi), capa subependimal (cse). La barra de calibracion
corresponde a 100 um. Figura modificada de Betarbet y col. 1997.

Durante la formacion del BO primero se producen las células
periglomerulares seguidas por las granulares y sirven de guia en la generaciéon
posterior de las células mitrales y las células en penacho. Esta secuencia temporal
es necesaria para el establecimiento de conexiones anatdmicas apropiadas entre
el BO y la amigdala (Bayer, 1980; Hinds, 1967).

Los cilios del epitelio olfatorio transforman la sefial quimica de la substancia
odorifera en una senal eléctrica que estimula a los glomérulos, que son un
conjunto de acumulaciones esféricas del neuropilo. Dentro de los glomérulos, los




11

axones de las células receptoras hacen contacto con las dendritas apicales de las
células mitrales. Los cuerpos de las células mitrales extienden una dendrita
primaria y dan origen a un penacho glomerular elaborado en el cual hacen
sinapsis los axones olfatorios primarios. Las células granulares hacen sinapsis
sobre las dendritas de las células mitrales y afinan la selectividad quimica de las
células mitrales (Purves y col. 1997). En las células granulares y en las
periglomerulares se ha encontrado GABA, calbindina, calretinina, paralbumina,
taurina, péptido intestinal vasoactivo y neuropéptido Y (Betarbet y col. 1997).

Sélo las células mitrales transmiten informacién olfatoria a los blancos en el
resto del encéfalo. El principal blanco es la corteza piriforme y ésta proyecta, a su
vez, a varios nucleos talamicos, a regiones neocorticales, al hipocampo y la
amigdala. En consecuencia, la informacién acerca de los olores alcanza una
amplia variedad de regiones del encéfalo anterior para influir en la conducta
cognitiva, la emocional y en la homeostasis (Purves y col. 1997).

Muchos vertebrados dependen del sentido del olfato para su reproduccion,
forrajeo, jerarquizacion, rastreo, identificacion y otras conductas sociales (Stock y
col. 2001; Farbman, 1990). Sin la posibilidad de formar nuevas neuronas olfatorias
continuamente, es probable que la supervivencia de los organismos se vea
afectada. Las células oifatorias pueden morir en cualquier etapa de su
diferenciacién (jovenes, inmaduras y maduras), es posible que un exceso de
neuronas sensoriales se genere continuamente aun bajo condiciones fisiologicas
normales (Farbman, 1990). Se ha comprobado que neuronas de nueva
generacion del BO participan en la memoria a corto plazo sobre el reconocimiento
de olores. La reduccidén especifica de la poblacién de interneuronas nuevas resulita
en una reduccion de la discriminacion de olores (Gheusi y col. 2000), sin embargo
existe discusion sobre como se benefician los mamiferos al presentar
neurogénesis durante su vida adulta en su ambiente natural (Boonstra y col.
2001).
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Capitulo 3. Neurogénesis en el hipocampo.

La otra region que presenta neurogénesis sostenida a lo largo de la vida es
la base de la capa granular (CG) del giro dentado (GD) del hipocampo. Varios
estudios han demostrado la existencia de neurogénesis en el hipocampo de
distintas especies animales como la rata, el ratén, el cobayo, la musarafa, la
marmota, el macaco y el humano (Gould y Tanapat, 1997; Gould, 1998 y 1999b;
Eriksson y col. 1998; Kornack y Rakic, 1999).

El hipocampo es una estructura del sistema limbico que participa en la
regulacion de la conducta y las emociones e interviene en los procesos de
memoria y aprendizaje (Scoville y Milner, 1957; Squire, 1993). También es de
interés por su susceptibilidad a producir actividad epileptiforme. v

Se ha sugerido que la neurogénesis continua de células granulares es
esencial para el aprendizaje y la memoria, procesos en los cuales participa
activamente el hipocampo al servir de enlace entre las cortezas (Derrick y col.
2000; Crespo y col. 1986). La experiencia puede modular la proliferacion celular
del GD y ésto puede implicar una importancia bioldgica, ligada con el aprendizaje
y el medio ambiente (Squire, 1993). Las neuronas recién generadas pueden
participar en el almacén de la memoria en la que participa el hipocampo (Dash y
col. 2001; Nakagawa y col. 2000) y establecer conexiones funcionales (Stanfield y
Trice 1988; Scharfman y col. 2000; Gray y Sundstrom 1998; Kempermann y col.
1997 y 1998; Gould y col. 1999a; Nilsson y col. 1999; Shors y col. 2001). En el GD
existe una tasa de proliferacion minima de una neurona por cada 1000 células
granulares existentes por dia (Bieb! y col. 2000).

La formacion del GD en los roedores ocurre en parte después del
nacimiento (Altman y Bayer, 1990; Squire, 1993). Las células progenitoras del GD
son multipotenciales y pueden diferenciarse en neuronas excitatorias e inhibitorias
y glia (Vicario-Abején y col. 2000). Se puede inducir su diferenciacion vy
proliferacion in vitro e in vivo mediante factores de crecimiento como el factor de
crecimiento de fibroblastos (Gage y col, 1998; Aberg y col. 2000), tal como sucede
en BO, o mediante hormonas (Gould y col. 1992; Fuchs y Gould, 2000). También
es posible inducir la diferenciacidén de las células progenitoras en regiones del
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hipocampo donde normalmente no ocurre esta neurogénesis (Magavi y col. 2000).
La proliferacion de los progenitores neuronales del GD decrece con la edad (Gould
y col. 1999a; Gould y col. 1992) y presenta cambios degenerativos con pérdida
neuronal en hilus y CA3 (Kuhn y col. 1996) y la supervivencia de las céluias
granulares de nueva generacion depende de condiciones ambientales adecuadas
(Kemperman y col. 1997).

Las neuronas de nueva generacidon nacen en el borde de la zona
subgranular. Una semana después se alinean en el borde de la CG, migran de 4
a 10 dias hasta ocupar toda la capa y extienden procesos neuronales y
conexiones sinapticas. Treinta dias después, éstas células son ya células
maduras. El 80% de las neuronas de nueva dgeneracion expresan enolasa
especifica de neuronas, que es un marcador neuronal (Dash y col. 2001), asi
como la forma embrionaria de la molécula de adhesiéon neural (PSA-NCAM) y
calbindina (Kuhn y col. 1996; Sloviter, 1989).

La proliferacion neuronal en el GD del hipocampo de rata adulta se
incrementa por crisis epilépticas (figura 3) y se ha propuesto que ésto contribuye a
la reorganizacion de redes neuronales aberrantes (Parent y col. 1997) que, a su
vez, pueden estar involucradas en la generacion o mantenimiento de la actividad

epileptiforme.

Figura 3. Fotomicrografia de campo claro de un corte coronal del GD de hipocampo de rata que
muestra células marcadas con BrdU en la zona subgranular del GD en la condicion control (A), y
13 dias después de un estado epiléptico inducido por pilocarpina (B). La barra de calibracion
equivale a 100 um. Figura modificada de Parent y col. 1997.
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En pacienes con epilepsia de lébulo temporal y en roedores sometidos a
un modelo de epilepsia limbica, las fibras musgosas (FM) se ramifican y
establecen conexiones aberrantes (Davenport y col. 1990; Kato y col. 2001b;
Holmes y col. 1999; Gombos y col. 1999; Van der Zee y col. 1995; Represa y col.
1994, Pollard y col. 1996; Cavazos y col. 1990; Sutula y col. 1988; Babb y col.
1991). Este estado epiléptico también produce un incremento de la neurogénesis
(Parent y col. 1997 y 1998; Sankar y col. 2000; Gray y col. 1998; Nakagawa y col.
2000; Scott y col. 1998; Arvidsson y col. 2001; Dash y col. 2001, Eriksson y col.
1998, Parent y col. 2002). Muchas de las células de nueva generacién migran
anormalmente y se dispersan (Parent, y col. 1998; Scharfmann y col. 2000).

Los modelos de epilepsia en los que se usa la pilocarpina (Parent y col.
1997, 2002; Sankar y col. 2000), el acido kainico (Gray y Sundstrom, 1998;
Nakagawa y col. 2000) o la estimulacion iterativa del sistema limbico (“kindling”)
producen un incremento de la neurogénesis en la zona proliferativa subgranular
del GD, en un rango que va del 75 al 140% (Parent y col. 1998; Nakagawa y col.
2000; Scott y col. 1998; Represa y col. 1989). Los dafios producidos por isquemia
focal (Arvidsson y col. 2001), por isquemia global (Liu y col. 1998), y el dafio
cerebral cortical también provocan proliferacion neuronal en el GD (Dash y col.
2001). Es interesante que la estimulacion de las FM para inducir potenciacion a
largo plazo (LTP) es también capaz de incrementar la neurogénesis de las células
granulares en el GD (Derrick y col. 2000; Snyder y col. 2001; Van Praag y col.
1999).

Capitulo 4 “Kindling”.

El “kindling” es un modelo de epileptogénesis experimental basado en la
estimulaciéon repetida, eléctrica o quimica, de diversas estructuras del sistema
limbico que produce un incremento progresivo de su excitabilidad, que se propaga
a otras regiones del SNC y que culmina con la generacién de crisis convulsivas
generalizadas (CCG; Goddard y col.1969). El estimulo mas utilizado es el eléctrico
y generalmente se da en amigdala del I6bulo temporal, pues es una regién que
requiere bajo numero de estimulos para generar CCG (de 10 a 12). Los
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parametros de estimulacidon mas usados son pulsos monopolares de un
milisegundo de duracién a 60 Hz durante un segundo, con una intensidad de
150puA — 500 puA (Goddard y col. 1969). Este modelo de epilepsia presenta
caracteristicas similares a la epilepsia de I6bulo temporal de humano y genera
cambios plasticos en la excitabilidad cerebral que se traduce en un estado
epiléptico permanente (Goddard y col.1978; Nakagawa y col. 2000).

En la rata se presentan respuestas conductuales epileptiformes
progresivas, conforme se incrementa el numero de estimulaciones. Estos cambios
conductuales se clasifican en 5 fases (Racine, 1972):

- Fase |. Guifio del ojo ipsilateral.

- Fase Il. Guifio bilateral, movimientos faciales y masticacion.

- Fase Illl. Movimientos de cabeza y faciales, masticacion, sacudidas del
perro mojado y mioclonias de miembros anteriores.

- Fase IV. Las conductas de la fase anterior y levantamiento sobre las patas
traseras (posicidon de canguro).

- Fase V. Las conductas de la fase anterior mas levantamientos repetidos

sobre las patas traseras hasta la caida al suelo y CCG.

La epileptizacion por el método kindling es efectiva en varias especies de
mamiferos, con variaciones a lo largo de la escala filogénetica (Wada y col. 1978;
Mclintyre y Racine, 1986). Los cambios que genera son permanentes ya que una
vez que se ha alcanzado la fase V puede dejarse de estimular por un periodo y las
CCG vuelven a aparecer inmediatamente después de someter a los animales al
estimulo original (Mcintyre y Racine, 1986).

El modelo presenta varias ventajas: el proceso ocurre in vivo; facilita la
produccién de actividad epiléptica de una zona a través de la estimulacion de otra,
fendmeno conocido como transferencia; el sitio de estimulacién puede ser
escogido, se estimula el mismo sitio por la permanencia del electrodo, sin que
exista dafio por su implantacion; el estimulo es controlado en intensidad, duracién
y frecuencia; es confiable debido a que siempre se presentan los mismos patrones

conductuales, es objetivo y reproducibie.
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Capitulo 5

5.1 Justificacion.

La neurogénesis es un proceso que sucede de manera normal en la ZSV y
en el hipocampo del adulto (Bayer y col. 1982; Goldman y Nottebohm, 1983; Lois y
Alvarez-Buylla, 1993; Cameron y col. 1993, Kaplan y Hinds, 1977). Ademas, las
crisis convulsivas producen un incremento en la neurogénesis del hipocampo,
estructura que esta relacionada con la generacién de la epilepsia (Parent y col.
1997). Se desconoce el efecto que tienen las crisis epilépticas sobre la neurogésis
de una regidén no involucrada directamente con la generacion de la epilepsia. Sin
embargo, puede suponerse que la neurogénesis sea un proceso reactivo a las
crisis epilépticas que pueda presentarse en estas zonas neurogénicas.

.Con estos antecedentes, decidimos investigar si las crisis convulsivas, Ia
epileptogénesis y un estado epiléptico permanente provocan cambios en la tasa
de neurogénesis en el BO, que es una zona con una tasa alta de generacion de
neuronas en el adulto. Si la neurogénesis responde al incremento progresivo de la
hiperexcitabilidad del SNC, esperamos encontrar un correlato entre ésta y la tasa
de proliferacion neuronal en el BO.
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5.2 Hipotesis
Si en el hipocampo, las crisis epilépticas favorecen la neurogénesis,

entonces es otras zonas neurogénicas con crisis convulsivas también aumentaran
su tasa de proliferacion neuronal.

5.3 Objetivo General

Determinar el efecto que tienen las crisis convuisivas rpoducidas por
“kindling” amigdalino y por pentilenetetrazol y la hiperexcitabilidad en la tasa de
neurogénesis en el bulbo olfatorio de rata.

Objetivos particulares.

Determinar la efectividad de la incorporacion de BrdU en el BO,
administrandolo por dos diferentes vias: intraperitoneal (i.p.) e
intracerebroventricular (i.c.v).

Determinar cuantitativamente, con técnicas inmunohistoquimicas:

1. La cantidad de células marcadas por BrdU en el BO después de producir

crisis convulsivas generalizadas Unicas con pentilenetetrazol (PTZ).

2. La cantidad de células marcadas por BrdU en el BO durante Ia
epileptogénesis producida por estimulacién eléctrica repetitiva de la amigdala
(kindling) y después de producir 5 crisis convulsivas generalizadas.
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Capitulo 6 Material y Métodos.

Los experimentos se realizaron con 33 ratas Wistar macho adultas (280-
340g; Harlan Sprague Dawley Inc., U.S.A.). Se determiné el nimero de células de
nueva generacion en el BO, mediante el uso del marcador de divisién celular
bromodeoxiuridina (BrdU), que fue reconocido mediante un anticuerpo monoclonal
para BrdU conjugado a fluoresceina. El BrdU fue administrado por dos vias,
intraperitoneal e intracerebroventricular.

Se realizaron conteos de células inmunofluorescentes a dos tiempos
distintos después de la administracion de BrdU en todos los grupos estudiados.
Estos fueron:

Grupo control: a) animales sanos inyectados via intracerebro ventricular
(i.c.v.) con BrdU, evaluados después de 4 dias de la inyeccion (n=3); b) animales
sanos, inyectados con BrdU via intraperitoneal (i.p.) y evaluados 4 (n=3) y 8 (n=3)
dias después de la inyeccion.

Grupo con crisis Unicas: a) animales con una crisis convulsiva generalizada
inducida por la administracion i.p. del convulsivante PTZ, inyectados i.c.v. con
BrdU y evaluados 4 dias (n=3) después de la inyeccion; b) animales tratados con
PTZ e inyectados i.p. con BrdU y analizados 4 (n=3) y 8 (n=3) dias después de la
inyeccion.

Grupo estimulado sin crisis convulsivas: a) animales estimulados por el
método de Kkindling hasta alcanzar la fase conductual 3 del proceso de
epileptizacién; inyectados con BrdU i.c.v y evaluados 4 dias después de la
inyeccién (n=3), b) animales estimulados de la misma manera pero inyectados i.p.
con BrdU y evaluados 4 (n=3) y 8 dias (n=3) después de la inyeccion.

Grupo con 5 crisis convulsivas: a) animales a los que se les indujeron 5
CCG por el método de kindling e inyectados ic.v. con BrdU y evaluados 4 dias
después de la inyeccion (n=3); b) animales estimulados de la misma manera e
inyectados i.p. con BrdU y que evaluados 4 (n=3) y 8 dias (n=3) después de la
inyeccion (ver Tabla 1).
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Control Fase lll Kindling PTZ
i.c.v 4 dias n=3 ——— n=3 n=3
i.p. 4 dias n=3 n=3 .In=3 n=3
i.p.8 dias n=3 n=3 n=3 n=3

Tabla 1. Cuadro de grupos experimentales: animales control (control), animales estimulados hasta
la fase 11l del kindling, animales con 5 CCG inducidas por Kindling y animales con una crisis aguda
inducida por PTZ inyectados con BrdU por las vias intracerebro ventricular (i.c.v.) e intraperitoneal
(i.p.). Los conteos de células inmunorreactivas se realizaron 4 u 8 dias después de ia inyeccion de
BrdU.

Para la administracion i.p. de BrdU, se utilizé una dosis de 100mg/kg,
disuelto en soluciéon salina a 15mg/ml. El volumen inyectado fue de 2m! (Kuhn y
col. 1996). Para la administracion i.c.v. de BrdU se implanté una canula guia
(aguja No. 22), cuya punta se fijo 0.3 mm sobre el tercer ventriculo del cerebro
mediante cirugia estereotaxica en las coordenadas AP -4.3, L 0.0 y H 3.8; con 15°
de inclinacién, segun el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson, 1997. Después
de un periodo de descanso postoperatorio de una semana, se introdujo una
jeringa Hamilton por la canula guia hasta el tercer ventriculo H 3.85 y se inyectd el
BrdU a una concentracion de 150ug/10ul diluido en solucién salina (Gray y
Sundstrom 1998).

Para realizar el Kindling amigdalino se implanté un electrodo, para esa
cirugia se anestesié a los animales con ketamina (60 mg/kg i.p.) y se implantd
estereotaxicamente un electrodo bipolar de acero inoxidable en el nlcleo
basolateral de la amigdala izquierda, AP -2.8, L 4.8, H —-8.4 con respecto a
Bregma (Paxinos y Watson, 1997). El grupo de animales que recibio inyeccién
i.c.v. de BrdU fue implantado ademas con la canula guia en la misma operacion.
Las ratas fueron mantenidas en un periodo de descanso postoperatorio de una
semana y después se fijé el umbral de estimulacion (cantidad minima de corriente
necesaria para producir un guifio del ojo ipsilateral) con el que posteriormente se
estimularon diariamente. Se aplicé un tren de pulsos de un segundo de duracion,
compuesto a su vez por pulsos de un milisegundo a una frecuencia de 60Hz, y con

una intensidad de 500 pA cada 24h. Un grupo de 6 animales fue estimulado hasta
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que presentd por 3 dias consecutivos las respuestas conductuales
correspondientes a la fase Il segin la escala de Racine (1972); y otro grupo de 9
animales fue estimulado hasta que presenté 5 CCG consecutivas. El BrdU se
administré dos horas después del estimulo que indujo por dos dias consecutivos
las conductas correspondientes a la fase lll de la escala de Racine (1972) y en el
grupo que recibidé el protocolo completo de kindling, dos horas después de la
cuarta CCG.

El grupo de animales que fue inyectado con PTZ (60 mg/ kg I.P.) presentd
una crisis convisiva generalizada clénico-ténica de aproximadamente 2 minutos de
duracién. Dos horas después de la crisis se inyectaron con BrdU.

La preparacion del tejido para los estudios inmunohistoquimicos se realizd
4 u 8 dias después de la administracion de BrdU (ver tabla 1). Los animales fueron
anestesiados con una inyeccidon de pentobarbifal sodico (Anestesal 50 mg/kg) y se
perfundieron via intracardiaca con 50 ml de buffer de fosfatos (pH 7.4) a una
velocidad de 10 ml/ minuto, seguido por 500 ml de paraformaldehido al 4% diluido
en buffer de fosfatos 0.1M a pH 7.4 a 4°C. Posteriormente, se removieron los
cerebros y se colocaron en 20 ml de la misma solucién fijadora por 2h a
temperatura ambiente y después en una solucion de buffer de fosfatos salino
(PBS) con sacarosa al 30% a pH 7.4, para su crioproteccién, durante 48 h a 4°C.

Los BO se cortaron en un microtomo de deslizamiento (Jung Histoslide
2000R Leica) a -18°C en cortes coronales de 30 um que se colectaron en PBS
0.1M pH 7.4 en cajas de cultivo de 24 pozos.

Para realizar la inmunohistoquimica contra BrdU se utilizaron los siguientes
reactivos y soluciones, siguiendo el método previamente descrito (Kuhn y col.
1996; Scharfman y col. 2000; Parent y col. 1997).

- BrdU, Sigma, No. catalogo B9285

- PBS, Buffer de fosfatos salino 0.1MapH 7.4 y a pH 9.5.

- Solucién de 50% Formamida (Sigma) / 50% citrato de sodio salino (SSC)

2x 0.03M. (Sigma) a 65°C.

- Solucién de HCI 2N a 37°C.

- Solucién de acido bérico 0:1M pH 8.5.
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- Solucion de bloqueo: PBS 0.1M con 10% de suero de cabatllo y 0.3% de

detergente Tween20 (Sigma).

- Solucidn de incubacién del anticuerpo: antiBrdU acoplado a fluoresceina
(Harlan, anti-Bromodeoxyuridine FITC conj, de Sera Lab, No catalogo 18-0103)
diluido 1:80 en PBS 0.1M pH 7.4, con 5% de suero de caballo.

Procedimiento. Los cortes, en libre flotacion, fueron lavados por 15 minutos
en PBS 0.1M pH 7.4, dos veces seguidas y luego con PBS pH 9.5 durante 30
minutos. Posteriormente se incubaron durante 2 horas en formamida/SSC para
eliminar estructuras secundarias del DNA. Posteriormente se cambié la solucion
por SSC vy se incubaron durante 10 minutos. Para desnaturalizar el DNA se
incubaron 30 minutos en HCI a 37°C; y se neutralizd la reaccién con un lavado de
acido bérico por 10 minutos. Se lavaron los cortes con PBS 0.1M pH 9.5 durante
30 minutos. Se realizaron después dos lavados en PBS 0.1M pH 7.4 de 10
minutos cada uno. Para bloquear la unién inespecifica del anticuerpo, las
rebanadas se incubaron 2 horas en la solucién de bloqueo. Después se incubaron
los cortes por 2 horas a temperatura ambiente con la solucién del anticuerpo para
BrdU y después a 4°C durante 48 horas en oscuridad y agitacién constante. Se
lavaron los cortes dos veces con PBS pH 7.4, por 10 minutos. Finalmente los
cortes fueron montados en portaobjetos y cubiertos con cubreobjetos con el medio
de montaje Citifluor (#0 Ted Pella).

Los cortes fueron observados en un microscopio invertido de
epifluorescencia (Axiovert-100 Zeiss) con filtros apropiados para fluoresceina, que
emite en color verde a 450-490 nm de longitud de onda. La marca de BrdU se
observa como puntos fluorescentes dispersos de cromatina en los nudcleos de las
células, claramente distinguibles del fondo. Se contaron Unicamente las células
inmunoreactivas en la capa subependimal del BO en 6 cortes de 30 um por rata.
Estos se seleccionaron a partir de 300um del extremo distal del BO, cada 300 um,
que en su conjunto abarcaron 1800 um de cada bulbo (Gray y Sundstrom, 1998).
Los cortes fueron observados y fotografiados con un microscopio confocal a 60x y
100x (Microscopio invertido Nikon Diaphot acoplado a un sistema de analisis
confocal BioRad), con el programa COMOS. Las fotomicrografias fueron
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ensambladas y digitalizadas por computadora mediante el programa Confocal
Assistant 4.02 y mediante Paint Shop Pro 7 (Jasc Software Inc.).

Se promedidé el nimero de células marcadas en 6 rebanadas por cada
animal, en cada grupo experimental de 3 animales; por lo tanto, cada promedio fue
el resultado de 18 cortes. Los datos de los distintos grupos fueron evaluados con
la pruéba estadistica ANOVA con un grado de confiabilidad del 99.9999%, seguido
por una prueba Post-Hoc HSD de Tukey.




23

Capitulo 7 Resultados.

La marca celular de BrdU se observdé como puntos dispersos en los nucleos
celulares, distinguibles del fondo. Los nlicleos marcados presentaron una forma
circular o alargada, de 6-7 um de diametro (figura 4B). Esta marca esta restringida
al ntcleo y no se observé en el citosol o prolongaciones celulares. Cuatro y ocho
dias después de la administracion del BrdU, las células inmunorreactivas se
concentraron exclusivamente en la capa subependimal del BO (fig 4A).

Figura 4A) Esquema de! bulbo olfatorio que muestra la orientacion de los cortes histolégicos
procesados y de las capas celulares que lo conforman. B) Fotomicrografia tomadas con un
microscopio confocal de cortes coronales de BO de una rata control, procesados para la deteccion
inmunohistoldgica de BrdU. Los nucleos de células positivas para BrdU estan restringidas a la capa
subependimal (SE). La barra de calibracién equivale a 200 um. C) Marca caracteristica de BrdU en
las células donde se observan puntos dispersos en el nucleo. La barra de calibraciéon equivale a 10

pm.
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Los resultados de la cuantificacién de células marcadas con BrdU en los
grupos controles se muestran en la figura 5. Las ratas del grupo control,
procesadas 4 dias después de la inyeccién i.c.v. de BrdU tuvieron en promedio
143.1+£16.01 células marcadas por rata (n=3), mientras que las inyectadas por via
i.p. tuvieron 203.7+22.07 células (n=3). Las ratas procesadas 8 dias después de la
inyeccion i.p. de BrdU tuvieron un promedio de 483.1+14.87 células con marca
(Figura 5). Las diferencias entre estos grupos control fueron estadisticamente
significativos (p<0.00001).

Comparacion de la neurogénesis en la condicién control
después de 4 y 8 dias de 1a administracion de BrdU ic.v e
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Figura 5. Histograma que muestra la media (+ desviacién estandar) de las células marcadas con
BrdU después de 4 dias de su administracion intracerebro ventricular, y 4 y 8 dias de su
administracién intraperitoneal. Cada barra equivale al nimero de células marcadas de 18 cortes
histoldgicos promediados de 3 ratas. Los asteriscos indican diferencias estadisiticamente
significativas entre los grupos unidos por lineas. ( * p< 0.001; ANOVA seguida por prueba post-hoc
HSD de Tukey).

La inyeccion ip. marco 42.3+0.5% mas células que las que Ila
administracion i.c.v.. Debido a ésto se decidié seguir este protocolo para el resto
del estudio. En estas condiciones, el incremento en el numero de células
inmunopositivas determinado a los 8 dias de la inyeccion i.p. de BrdU con
respecto al determinado a los 4 dias fue de 137.2 + 20.6 %.
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En la figura 6 se muestra el promedio de células marcadas en la capa
subependimal del BO 4 dias después de la inyeccidn i.c.v. de BrdU en la condicién
control, y después crisis inducidas por “kindling” y por PTZ. Los valores medios
fueron, para el grupo control: 143.1+16.01 células; grupo con 5 CCG:
216.6+12.23, grupo con una sola crisis inducida por PTZ: 211.1+23.63. Los
incrementos de cada grupo, con respecto al grupo control fueron: 51.32 + 7.54 %
para el grupo con 5 CCG, 47.48 + 0.01% para el grupo con una sola crisis. Las
diferencias entre ambos grupos experimentales y el control fueron
estadisticamente significativas F= (1,10) 1153.043 = p<0.00001. En ia figura 7 se
muestran las fotomicrografias de las condiciones: control (C), y PTZ (P), donde se
observa el aumento de la neurogénesis. En la figura 7 se muestra un
acercamiento de las fotomicrografias de la condicién control y después de la crisis
dnica inducida por PTZ; y en la figura 8 se muestran fotomicrografias de las 3
condiciones después de 4 dias de la administracion i.c.v de BrdU: control (C),
kindling (K) y PTZ (P).
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Figura 6. Histograma que muestra la media (+ desviacion estandar) de las células marcadas con
BrdU después de 4 dias de su administracion intracerebro ventricular en la condicién control,
después de 5 crisis inducidas por "Kindling", y después de una crisis Unica inducida por PTZ. Cada
barra equivale al nimero de células marcadas de 18 cortes histologicos promediados de 3 ratas.
Los asteriscos indican diferencias estadisiticamente significativas entre los grupos unidos por
lineas. ( * a< 0.00001; ANOVA seguida por prueba post-hoc HSD de Tukey).
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Control

Figura 7. Fotomicrografia que muestra la capa subependimal en la condicién control (C) y después
de una crisis Unica (PTZ) 4 dias después de la administracién i.c.v. de BrdU. Nétese el aumento en
la cantidad de células marcadas después de la CCG con respecto al control. La barra de

calibracion equivale a 50 pm.
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Figura 8. Fotomicrografia de cortes coronales de bulbo olfatorio. Se muestra la capa subependimal
en la condicién control (C), Kindling (K) y PTZ (P) después de 4 dias de la administracion i.c.v. de
BrdU. Noétese el aumento en la cantidad de células marcadas después de las CCG con respecto al

control. La barra de calibracion equivale a 100 pm.
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En la figura 9 se muestra el promedio de células marcadas en la capa
subependimal del BO 4 dias después de la inyecciéon i.p. de BrdU en cada
condicion experimental. El promedio de células marcadas para cada grupo fue:
control, 203.7+22.07 células; grupo “fase IlI”, 291.3+29.03 células; grupo kindling,
367.7+17.33 células y grupo PTZ 397.88+31.17 células. Asi, el aumento del
porcentaje de células marcadas de cada grupo con respecto al control fueron:
“fase 1" 43.04+1.4%; kindling, 80.52+12.4% y PTZ 95.36+6.58 %. Las diferencias
entre el control y las 3 condiciones experimentales fueron estadisticamente
significativas F= (1,10) 1153.043 = p<0.00001. En la figura 10 se muestran las
fotomicrografias 4 dias después de la administracion i,.p. de BrdU en las
condiciones: control (C), fase 1ll (FlII), "kindling" (K) y PTZ (P).
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Figura 6. Histograma que muestra la media (+ desviacion estandar) de las células marcadas con
BrdU después de 4 dias de su administracion intraperitoneal en la condicion control, después de la
estimulacion hasta fase Ill, después de 5 crisis inducidas por "Kindling", y después de una crisis
tnica inducida por PTZ. Cada barra equivale al numero de ceélulas marcadas de 18 cortes
histolégicos promediados de 3 ratas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos unidos por lineas. ( * o< 0.00001; ANOVA seguida por prueba post-
hoc HSD de Tukey).
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Figura 10. Fotomicrografia de cortes coronales de bulbo olfatorio. Se muestra la capa
subependimal en la condicién control (C), Fase N (FIIl), Kindiing (K)y PTZ (P) 4 dias después de la
administracion i.p. de BrdU. Notese el aumento en la cantidad de células marcadas después de
alcanzar la Fase Il de kindling y después de las CCG con respecto al control. La barra de
calibracién equivale a 100 um.
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En la figura 11 se muestra el promedio del nimero de células marcadas de
la capa subependimal de los distintos grupos experimentales procesados 8 dias
después de la inyeccion i.p. de BrdU. El grupo control tuvo 483.1+14.87 células
marcadas, el grupo “fase IlI”, 734.8+47.70 células, el grupo kindling, 606.3+14.08
ceélulas y el grupo PTZ, 5662.38+11.17 ceélulas. Con respecto al grupo control, estos
grupos presentaron un aumento de: 52.13+5.04% para el grupo “fase IlI";
25.52+0.98% para el grupo “kindling”; el grupo “PTZ" presenté un incremento del
16.5+1.31%. Las diferencias entre el grupo control y los 3 experimentales y entre
los grupos “fase IlII” y “kindling” fueron estadisticamente significativas F= (1,10)
1153.043 = p<0.00001. En la figura 12 se muestran las fotomicrografias 8 dias
después de la administracion i.p. de BrdU en las condiciones: control (C), fase Il
(FI), "kindling" (K) y PTZ (P)

Comparacion de la neurogénesis a los 8 dias de
administracion de BrdU i.p.
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Figura 11. Histograma que muestra la media (+ desviacion estandar) de las células marcadas con
BrdU después de 8 dias de su administracion intraperitoneal en la condicién control, después de la
estimulacién hasta fase lll, después de 5 crisis inducidas por "Kindling", y después de una crisis
unica inducida por PTZ. Cada barra equivale al numero de células marcadas de 18 cortes
histoldgicos promediados de 3 ratas. Los asteriscos indican diferencias estadlisiticamente
significativas entre los grupos unidos por lineas. ( * «< 0.00001; ANOVA seguida por prueba post-
hoc HSD de Tukey).




Figura 12. Fotomicrografia de cortes coronales de bulbo olfatorio. Se muestra la capa
subependimal en la condicién control (C), Fase 11l (Fill), Kindling (K) y PTZ (P) 8 dias después de la
administracion i.p. de BrdU. La barra de calibracién equivale a 100 pm.
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La neurogénesis fue mayor en todos los grupos experimentales
comparados con el control. En los animales estimulados hasta alcanzar la fase lll
de kindling, el incremento observado a los 4 dias se mantiene después de 8 dias.
Sin embargo, en los grupos después de una crisis inducida por PTZ o después de
5 crisis producidas por el “kindling”, el incremento del 85% observado después de
4 dias decayod para 8 dias a solamente un 20% con respecto al control (figura 13).

Comparacién del incremento de la neurogenesis con respecto al
control para todas las condiciones.
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Figura 13. Histograma que muestra el incremento en la cantidad de células marcadas en cada
condicidn experimental con respecto a la condicidon control. El control se consideré como el 100%
4d y 8d indican el procesamiento del tejido 4 y 8 dias después de la inyeccién intraperitoneal (ip) o
intracerebroventricular (icv).
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Capitulo 8 Discusion.

Nuestros resultados nos permiten concluir que las crisis convulisivas
producen un aumento en el nimero de ceélulas marcadas con el marcador de
division célular BrdU, que refleja un incremento de la neurogénesis del BO. Mas
aun, la estimulacion eléctrica repetitiva de la amigdala del 16bulo temporal, que
produce conductas epileptiformes sin producir crisis convulsivas generalizadas,
produce también un incremento de la neurogénesis.

Las caracteristicas de la marca con BrdU que se obtuvieron coinciden con
las reportadas en la literatura (Miller y Nowakowski, 1988; Nowakowski y Rakic,
1989; Luskin, 1993).

La inyeccién intraperitoneal de BrdU permitid una mayor incorporacién del
marcador que la inyeccion intracerebroventricular, posiblemente debido a que la
concentracion administrada i.c.v. fue insuficiente comparada con los 100 mg/kg
administrados i.p. Nosotros quisimos probar la efectividad de la inyeccion i.c.v por
el hecho de que en la ZSV se originan las células que migran al BO. Bielb y col.
(2000) inyectaron BrdU i.p. (200mg/kg) en ratas control, 4 dias después hizo una
cuantificacion y extrapolacidon de toda la estructura y encontré aproximadamente
59,150 células marcadas en toda la estructura del BO, si nosotros extrapolamos
los datos de las 203.7+22.07 células multiplicadas por los 100 cortes que tiene el
bulbo obtenemos un resultado similar con 20,370 células con la mitad de la dosis
de BrdU administrado. )

E! numero de células marcadas a los 8 dias en la condicion control fue
mayof que a los 4 dias en un 137.2 + 20.6 %, como se mostré en la figura 5. Este
incremento se debe a que la marca de BrdU se mantiene durante las siguientes
divisiones mitéticas, por lo que el efecto es acumulativo (Miller y Nowakowski,
1988; Nowakowski y Rakic, 1989). Podemos suponer que la neurogénesis control
mantiene una tasa de proliferacion constante.

Se sabe que la estimulacién diaria de la amigdala culmina en CCG,
mediante un aumento progresivo de la excitacidon del cerebro (Goddard y col.
1969). De acuerdo con esto, observamos que la estimulacion diaria de la
amigdala, hasta alcanzar el estadio ill de "kindling", produjo un aumento del
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numero de células BrdU-positivas con respecto a los animales no estimulados y al
terminar el procedimiento de "kindling" el niumero de células positivas era ain
mayor. Es decir, se incrementd la cantidad de células marcadas de acuerdo al
incremento en la epileptizacion de los sujetos experimentales.

El analisis de proliferacion neuronal 4 y 8 dias después del ultimo estimulo
eléctrico de la amigdala (con y sin crisis) y de la crisis inducida por PTZ reveld
diferencias, de acuerdo al tratamiento, en la tasa de proliferacion. En el grupo
estimulado hasta alcanzar la “fase lII”, el aumento observado a los 8 dias fue
similar al observado a los 4 dias. Sin embargo, en el grupo “kindling” observamos
que el incremento en el niumero de células BrdU positivas fue del 80.52+12.4%
después de 4 dias mientras que después de 8 dias fue de 25.52+0.98% (figura
13). Esto sugiere que las crisis convulsivas inducen un incremento inicial en la
neurogénesis que parece no ser sostenido en el tiempo al cesar las crisis.
Experimentos realizados en hipocampo muestran que las CCG también inducen
un incremento en la neurogénesis de las células granulares, que es elevado en la
primera semana y que se reduce después de 10 dias sin estimulacion del sistema
(Parent y col. 1998 y 1999; Nakagawa y col. 2000; Cameron y col. 1998;
Scharfman y col. 2000; Sankar y col. 2000; Gray y Sundstrom, 1998). En este
sentido, Parent y col (1997 y 1998) han sugerido que el namero total de descargas
de crisis generalizadas es critico para estimular la proliferacion en el giro dentado.
Nosotros encontramos que una sola crisis convulsiva es suficiente para generar un
incremento significativo de la neurogénesis en el BO, pero este aumento tampoco
se mantuvo a lo largo del tiempo, como se muestra en la figura 10; y es
interesante que una sola crisis convulsiva generalizada inducida por PTZ produzca
un incremento de las células inmunorreactivas a BrdU similar al observado
después de 5 CCG. Ademas, nuestros resultados coinciden con el reporte de
Parent y col. (2002) donde después de una CCG inducida por pilocarpina provoca
una mayor proliferacion celular en la ZSV que terminan su migracion en el BO, que
nosotros observamos también después de CCG. Una sola crisis convulsiva
provocada por PTZ implica una inhibicion de la inhibicion de todo el sistema
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(Huang y col. 2001), o desinhibicion, que produce crisis convulsivas y éste es un
modelo de CCG que no implica la existencia de un estado epiléptico.

Una explicacion del por qué se observa mayor neurogénesis en los
animales estimulados sin CCG (experimentos de fase 3) que en los animales con
crisis convulsivas inducidas por Kindling o PTZ, pudiera ser el que las crisis
convulsivas darfien a las células recién formadas. De hecho, se ha observado que
muchas células granulares en el BO se pierden después de un corto tiempo de
supervivencia (Kato y col. 2001a). Es entonces posible que las CCG modifiquen el
tiempo de supervivencia de estas células.

'Nuestras observaciones muestran que el BO, al igual que la otra zona del
SNC donde hay neurogénesis —el GD del hipocampo- presenta un incremento de
la neurogeénesis (Sutula y col. 1988; Scharfmann y col. 2000; Adams y col. 1997),
posiblemente como un fendmeno reactivo asociado al incremento de la
excitabilidad producido por la estimulacion eléctrica y quimica que conduce a crisis
convulsivas.

La ZSV genera células precursoras que migran hacia el BO (Luskin, 1993;
Lois y Alvarez-Buylla, 1993; Lois y Alvarez-Buylla, 1994, Kirschenbaum y col.
1999). Las células llegan a la capa subependimal y posteriormente migran
radialmente a las capas exteriores del BO. Nosotros encontramos que las células
inmunoreactivas estuvieron restringidas a la capa subependimal del BO después
de 4 dias de haber sido marcadas, como se observa en la figura 9, posiblemente
porque acababan de migrar de la ZSV. Esto coincide con reportes previos que
sugieren que 4 dias no son suficientes para que las células se desplacen a la capa
granular y subsiguientes del BO (Betarbet y col. 1997; Luskin, 1993; Lois y
Alvarez-Buylla, 1994). Tampoco es suficiente éste tiempo para que se maduren
las celulas, ya que el proceso de maduracion requiere mas de 20 dias (Dash y col.
2001; Betarbet y col. 1997).

En nuestro estudio se sugiere que las crisis o la induccién de
hiperexcitabilidad del SNC favorecen la neurogénesis del BO. Si bien estos datos
no permiten valorar el aporte de un posible incremento en la velocidad de la
migracion celular desde la ZSV, demuestran que finalmente hay un mayor nimero
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de células en el BO después del establecimiento de un estado de
hiperexcitabilidad. Sin embargo, el simple aumento de la velocidad de migracion
podria descartarse ya que la tasa de migracion es normalmente de 0.7mm/dia
(Luskin, 1993; Lois y Alvarez-Buylla, 1993) y nuestras observaciones muestran
que a los 8 dias las células inmunorreactivas a BrdU permanencen en la capa
subependimal en todos los grupos experimentales.

Se sabe que los progenitores en hipocampo se diferencian finalmente en
95% neuronas y 5% de glia (Cameron y col. 1993). En el BO, las células terminan
su migracion en la capa de células granulares y en la capa periglomerular.
Después de 3 semanas, aproximadamente el 59% de las células de la capa
granular y el 51% de la periglomerular son inmunorreactivas a GABA (Betarbet y

col. 1997, Bayer, 1993; Kato y col. 2001a) y 76.9% de las células periglomerulares
presentan calretinina. Dash y col (2001) encontraron que el 65% de las células con
BrdU presentaron colocalizaciéon con el marcador neuronal TOAD-64 después de
dano fisico.

Suhonen y col. (1996) mostraron que células progenitoras de hipocampo
de rata injertadas en la via migratoria rostral migraron a la zona subependimal en
un 73%, algunas a la capa de células granulares del BO (19%) y pocas (8%) ala

capa glomerular después de una semana.

) La neurogénesis en el BO del adulto seguramente tiene algin papel
funcional. Nuestro disefio experimental no nos permite saber si la proliferacion
provocada por CCG tiene una funcién activa en el proceso olfativo, sin embargo es

} posible que las crisis produzcan algin cambio en la capacidad olfatoria. Esta idea

es consistente con las observaciones que muestran que la neurogénesis en el BO

tiene implicaciones en la discriminacion de olores y ésto es dependiente de la

{ migracidn neuronal (Gheusiy col. 2000).

[ . r et e et e e+ o e e e e 5 Ry o g T
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Capitulo 9 Conclusiones:

La neurogénesis en el BO se aumenta al incrementar el estado de
excitabilidad del sistema.

La estimulacion del sistema limbico (kindling) produce un incremento
progresivo de la excitabilidad del SNC y éste coincide con un incremento de la
neurogénesis, aun antes de presentarse crisis convulsivas. Mas aun, una sola
crisis convulsiva generalizada (inducida por PTZ) provoca el mismo efecto en la
proliferacion que 5 crisis convulsivas inducidas por kindling.

Concluimos que el incremento de la neurogénesis en el BO puede ser un
proceso reactivo al incremento de excitabilidad del SNC. Esto implica que el
incremento de actividad de la zona neurogénica no depende de que la estructura
esté directamente involucrada en la generacioén de la actividad epileptiforme.
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