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RESUMEN

Antecedentes: La epilepsia es un problema de Salud Publica mundial, caracterizado por
crisis paroxisticas recurrentes que resultan de una descarga excesiva de las neuronas
cerebrales, causando deterioro fisico y psicolégico progresivo en el paciente. De
acuerdo a su presentacion clinica, se clasifica en dos tipos: primaria o idiopatica,
condicionada por diversas alteraciones genéticas, es generalizada y no evidencia
dafo estructural que la produzca; y la secundaria o sintomatica, que es caracterizada
por un dafio cerebral focal demostrable y representa la mayor parte de las epilepsias
del adulto. La epilepsia secundaria es causada por lesiones inflamatorias cronicas por
procesos infecciosos, tumorales, traumaticos y accidentes cerebrovasculares,
aceptandose que la inflamacién juega un papel importante en la epileptogénesis.
Objetivo: evaluar el efecto del tratamiento crénico con antiinflamatorios e
inmunoduladores, sobre el desarrollo del granuloma cerebral inducido en ratas y su
repercusion funcional en la induccion de epilepsia experimental con inyecciones
subumbrales crecientes de pentilentetrazol (PTZ) (’kindling quimico”). Métodos:
Mediante la inyeccién estereotactica de silicato de aluminio se indujo un granuloma en la
amigdala cerebral derecha de 70 ratas Wistar, macho, que inmediatamente después de
la cirugia se comenzaron a tratar con: ciclosporina (Cs), colchicina (Col),
metilprednisolona (MP), talidomida (Tali) o vehiculo (agua, agua-alcohol 2% vy
aceite)(Ctrl), durante 45 dias. Al finalizar el tratamiento se indujo epilepsia mediante la
inyeccién de dosis subumbrales crecientes de PTZ y se midid el tiempo de latencia y
dosis necesarios para la presentacion de la primera mioclonia (PM) y crisis ténico clonico
generalizada (CTCG). Previo al kindling, ratas de cada grupo fueron implantadas con
electrodos corticales para registro encefalogréafico y andlisis de la actividad eléctrica. Se
midié la duracion de la PM y CTCG, y el nimero de postdescargas. Luego de la
presentacion de CTCG, los animales fueron sacrificados y perfundidos para el
procesamiento histolégico para la obtencién de cortes y su tincion con con hematoxilina
y eosina (H-E) y con tricrdmico de Masson (3M). Ademas, se determiné la colagena
tisular mediante la medicién de hidroxiprolina (método de Woessner modificado).
Resultados: Se registré una latencia de 2.19 minutos para el desarrollo de la PM en el
grupo control (n = 9) frente a 3.97 en el grupo de talidomida(n= 3)(p < 0.01). El nUmero
de postdescargas promedio tras la primera dosis de PTZ fue de 30 en el grupo control y
de 10 en el grupo de ratas que recibi6 tratamiento con talidomida sin que esta relacion
fuera estadisticamente significativa. La dosis acumulada de PTZ requerida para el
desarrollo de CTCG fue de 164.8 mg en el grupo control, de 255 mg el grupo que recibid
tratamiento con metilprednisolona (p < 0.05) y de 290 mg las ratas que recibieron
talidomida (p < 0.01) La latencia acumulada para la presentacion de la primera CTCG
fue de 107.85 minutos en el grupo de ratas control, de 143.94 minutos el grupo que
recibié metilprednisolona y de 155.92 minutos el grupo de talidomida (p < 0.04, 0.02,
respectivamente). La cantidad de colagena (mg de hidroxiprolina / gr de tejido)
cuantificada fue signifiactivamente menor en todos los grupos tratados (Cs, 14.65 mg/gr,
p < 0.05; Col, 9.24 mg/gr, p < 0.01; MP, 6.37 mg/gr, p < 0.001; Tali, 14.71 mg/gr, p <
0.05) respecto a los controles (Ctrl, 24.93 mg/gr). Conclusiones: La talidomida
disminuye la deposicion de colagena durante la formaciéon de un granuloma cerebral
inducido en ratas, y aumenta los requerimientos de pentilenetetrazol (PTZ) necesarios
en los animales para el desarrollo de mioclonias y crisis convulsivas tdnico-clonico
generalizadas.



INTRODUCCION
1. Epilepsia.
1.1 Definicion.
La epilepsia es un problema de salud publica internacional que afecta alrededor de 38
millones de individuos (WHO, 2002). Se caracteriza por crisis paroxisticas, recurrentes,
de origen multifactorial, que resultan de una descarga excesiva de las neuronas
cerebrales y que causan deterioro fisico y psicoldgico progresivos en el paciente (Rubio,
2002). La epilepsia representa una proporcion significativamente alta en la carga
mundial por todas las enfermedades (Murray, 1994) y su costo econdémico, social y
personal se debe principalmente a la falta de control de las crisis (Begley y col., 2000).
La Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) considera como crisis epiléptica a la
aparicion transitoria de signos y/o sintomas debido a actividad neuronal excesiva y
sincronica en el cerebro. La epilepsia es un desorden crénico del cerebro caracterizado
por la predisposicidbn permanente a presentar crisis epilépticas y por las alteraciones
neurobioldgicas, cognitivas, psicolédgicas, y sociales derivadas de esta condicion (Chang
y Lowestein, 2003; Fisher y col 2005).

1.2 Clasificacion.

La clasificaciéon actual de la LIAE divide a la epilepsia en generalizada y focal,
dependiendo si la actividad epiléptica se origina simultaneamente en ambos hemisferios
cerebrales o se localiza en alguna parte de un hemisferio, respectivamente. De acuerdo
al mecanismo que origina la epilepsia puede dividirse en idiopatica o hereditaria, cuando
existe una alteracion genética condicionante de las crisis, sin una alteracion estructural
gue pueda justificarlas; y secundaria o sintomatica, cuando la actividad eléctrica anormal
resulta de lesiones estructurales o metabolicas del sistema nervioso central (SNC), que
pueden ser: adquiridas, como en procesos infecciosos del SNC (Calvillo, Paz y Sotelo,
1996, Stringer, 2006; Vaquez y Sotelo, 1992); accidentes vasculares cerebrales (De
Reuk JL, 2007; Vercueil L, 2007); y traumatismos craneoencefélicos, TCE (Annegers y
col., 1998; Ates y col., 2005). Pueden ser enddgenas, como la epilepsia derivada del
desarrollo tumores cerebrales (Salanova y col., 1995; Panda y col., 2005; ) o por la
presencia de malformaciones congénitas (Hauser y Mohr, 2011; Josephson y col., 2011);

0 genéticos, en los casos de sindromes que en espectro condicionan alteraciones



estructurales o trastornos metabdlicos que desencadenan como en la esclerosis
tuberosa o fenilcetonuria. Se reserva el término de epilepsia criptogénica para aquellas
crisis cuya causa no ha podido determinarse. Se estima que mas de la mitad de las
epilepsias son sintomaticas y corresponden a las de mayor dificultad en el control de las
crisis (Engel J, 2001). La mas comun de las formas de epilepsia humana es la esclerosis
mesial temporal (EMT) con esclerosis hipocampal que se considera una epilepsia
adquirida por una lesién ocurrida en el periodo perinatal y los 5 primeros afios de vida, y
gue probablemente condiciona la muerte selectiva de neuronas hipocampales (Wieser y
col., 2004).

1.3 Epilepsia secundaria.

Se denomina epilepsia secundaria o sintomatica a la presencia de crisis que resultan de
lesiones estructurales y alteraciones metabdlicas del sistema nervioso central, que
pueden ser demostrables mediante estudios de imagen. Se debe principalmente a las

siguientes causas:

1.3.1 Infecciones del sistema nervioso y epilepsia.

Las infecciones del sistema nervioso central estan asociadas a un riesgo
significativamente mayor de desarrollar epilepsia (Labar y Harden, 1998). Las crisis
pueden presentarse como la primera o la Unica manifestacion de un proceso infeccioso
cerebral. La infecciones que mas comunmente se asocian con crisis convulsivas
incluyen: herpes simplex, citomegalovirus, arbovirus, virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), cisticercosis, malaria, toxoplasmosis, meningitis bacterial, y abscesos
cerebrales. Durante una infeccion las crisis pueden ser causadas por la invasion directa
del tejido cerebral por el organismo infectante, la produccion de toxinas por el patégeno
o la produccion cerebral de mediadores inflamatorios. Las infecciones sistémicas que
resultan en hipoxia u otros desajustes metabolicos severos pueden desencadenar el
desarrollo de crisis eplépticas. Aproximadamente 5% de los pacientes con alguna
infeccion del SNC experimentara algun tipo de crisis epiléptica (Annegers y col., 1988),
mientras que el 15% de todas las crisis convulsivas secundarias que se presentan de
manera aguda corresponden a procesos infecciosos del SNC (Eisenschenk y Gilmore,
2001).



1.3.2 Tumores cerebrales.

Aproximadamente 127,000 nuevos casos de cancer del sistema nervioso central
son diagnosticados cada afio en todo el mundo (Parkin y col, 1999). Se presentan
clinicamente con signos y sintomas generales o focales, los primeros generalmente en
relacion al aumento en la presion intracraneal, como son cefalea y nauseas; los
segundos reflejan la localizacion de la tumoracién en el cerebro, como puede ser la
presencia de una paresia o afasia. Las crisis son usualmente el primer sintoma de un
tumor intracraneal y puden preceder a otros sintomas o al propio diagndstico por varios
afos. No es infrecuente que al momento aparecer las crisis, la tomografia simple se
aprecie normal y en la resonancia magnética existan sélo cambios sutiles que pueden
pasar desapercibidos. Se estima que las crisis convulsivas se presentan en pacientes
con digandstico de tumor cerebral con una frecuencia de 20-60% (Liigan y col., 2001),
aunque se reporta que puede ir de 15-95%, dependiendo del tipo tumoral y la
localizacion cerebral de la neoplasia (De Angelis, 2001). Se observan crisis en alrededor
del 90% de los pacientes portadores de oligodendroglioma; en 65-95% de los pacientes
con gliomas de bajo grado; en el 15-25% de los pacientes con gliomas malignos (WHO
l1I-1V); en el 30-40% de los pacientes con meningiomas; en aproximadamente 10% de
los pacientes con linfoma primario del sistema nervioso; en 20-40% de los pacientes con
metastasis cerebrales; y en mas del 15% de los pacientes con metastasis
leptomeningeas (Gorji Ay Speckmann E, 2006; de Angelis, 2001). La reseccion tumoral
“‘completa” de la neoplasia permite un adecuado control de las crisis convulsivas hasta
en un 42.8% de los casos (Guilioni, 2009). Se considera que la epilepsia que persiste
luego de la reseccidén quirdrgica de una tumoracion cerebral es consecuencia de la
presencia de tejido residual no aparente al cirujano en el momento de la cirugia, a gliosis
desencadenada por el acto quirargico o a la presencia de displasia cortical adyascente a
la tumoracién, no considerada preoperatoriamente o no incluida en el tejiodo resecado
(Tian y col., 2011).
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1.3.3 Malformaciones vasculares del cerebro.

La malformaciones vasculares con mayor repercusion clinica son las
malformaciones arterio venosas (MAV) y los angiomas cavernosos o cavernomas (CA),
son entidades bien reconocidas por su capacidad para producir crisis convulsivas, entre
otros sintomas. Al igual que los pacientes con tumor cerebral, las crisis epilépticas
pueden ser la primera o la Unica manifestacion clinica en estos pacientes (Hauser y
Mohrt, 2011). La forma de presentacion de las crisis difiere entre los pacientes con
diagnostico de MAV y CA, aungque aproximadamente un 25% de ambos tipos de
pacientes debutaran clinicamente con crisis convulsivas. En los casos de MAV, un 50%
adicional de los pacientes que debutaron con crisis se diganosticara por presentar
hemorragia o algun déficit neuroldgico focal. Un 50% los pacientes con CA que
presentaron crisis epilépticas seran diagnosticados de manera incidental, generalmente
en albordaje diagnéstico de sintomas inespecificos como cefalea o nauseas.
Aproximadamente un 15% de los pacientes de ambos grupos, que se manifestaron con
hemorragia, habran experimentado al menos una crisis al momento del ictus. De la
misma forma que en otras patologias cerebrales (traumatismos, infartos o infecciones),
la presencia temprana de crisis convulsivas sera predictora de epilepsia subsecuente. Es
también importante considerar otros factores como el volumen de la lesion, su
localizacion y el antecedente de sangrado subclinico previo. Es importante informar al
paciente y familiares ademas de los riesgos vasculares inherentes a estas patologias,
sobre la posibilidad del desarrollo de epilepsia o0 sobre el curso que puedan seguir sus

crisis si ya se han presentado (Josephsony col., 2011).

1.3.4 Accidentes vasculares cerebral y crisis epilépticas.

Las crisis convulsivas y el estado epiléptico pueden presentarse como una
complicacion temprana (<7-14 dias) o tardia (>14 dias) de un accidente cerebrovascular
(AVC), hemorragico o isquémico (Ferro y Pinto, 2004). Actualmente no existen guias
estandarizadas con relacion a los factores de riesgo, el diagnéstico y el tratamiento de
las crisis convulsivas secundarias a un AVC. La division entre crisis de inicio temprano y
tardio, es aun arbitraria pues otros autores consideran como tardias las crisis que se
presentan un mes después del ictus, principalmente entre los 30 dias y los seis meses

(Vercueil, 2007). Varios factores de riesgo han sido identificados para el desarrollo de
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crisis posteriores a un AVC. Las crisis tempranas son mas frecuentes con eventos
isquémicos o hemorragicos mas severos e inhabilitantes, o en aquellos con involucro
cortical. Aproximadamente un 4% de los pacientes con un AVC agudo tendran al menos
una crisis, en cualquier momento de su evolucion, y de estos, la mitad desarrollara
epilepsia. Aproximadamente un 10.6% de los pacientes con AVC hemorragico
desarrollaran crisis epilépticas, frente a un 8.6% de aquellos que presentaron un evento
isquémico (Bladin y col., 2000). Si bien tanto las crisis de aparcion temprana como las de
inicio tardio no parecen tener un impacto significativo en la mortalidad de los pacientes,
la presencia de un estado epiléptico es habitualmente un fuerte predictor de fatalidad. La
decisién de si iniciar tratamiento antiepiléptico después de una primera crisis 0 esperar a
gue exista recuerrencia es aun controversial, y se debe considerar entre otros factores,
el riesgo de interacciébn farmacologica en pacientes habitualmente polit-tratados y

criticamente enfermos (Ferro y Pinto, 2004; De Reuk JL, 2007).

1.3.5 Epilepsia postraumatica.

Las contusiones traumaticas y la hemorragia cerebral conducen a encefalomalacia
local, depdsito de hemosiderina y en alguno pacientes, a crisis epilépticas crénicas y
recurrentes o epilepsia postraumatica (Frey, 2003). La mayor informacion que se tiene
sobre el riesgo del desarrollo de epilepsia postraumética proviene de estudios realizados
con heridos en combates militares (Caveness y col., 1962) . Sin embargo, el riesgo en la
poblacién civil no esta del todo establecido. En un estudio que evalud 5984 episodios de
traumatismo craneoencefalico, Annegers y col. reportan que el riesgo relativo para el
desarrollo de epilepsia postraumética fue de 1.5 (95% de intervalo de confianza, 1.0-2.2)
en los casos de traumatismo leve, definido por la pérdida de la conciencia o amnesia
menores a 30 minutos, sin que existiera un incremento del riesgo a 5 afos. En los
pacientes con trauma craneoencefalico moderado (pérdida de la conciencia mayor a 30
minutos y menor a 24 horas, o la presencia de fractura craneal), el riesgo relativo fue de
2.9 (95% de intervalo de confianza, 1.9-4.1). El reisgo relativo atribuido a traumatismos
severos (pérdida del estado de conciencia mayor a un dia, hematoma subdural o
contusién cerebral) fue de 17.2% (95% de intervalo de confianza, 12.3-23-6). Los

factores de riesgo significantes fueron: contusion cerebral con hematoma subdural,
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fractura craneal, pérdida del estado de despierto o amnesia mayor a 1 dia y edad mayor

a 65 afnos (Annegers y Coan, 2000; Annegers y col., 1998).

2.0 Epilepsia experimental.

2.1 Modelos animales de epilepsia.

Los modelos animales de epilepsia son utilizados para investigar mecanismos
neuronales fundamentales en la funcion cerebral anormal (principalmente epilepsia) e
indemne. Estos modelos son utilizados también para evaluar nuevos abordajes
diagnodsticos especificamente disefiados para cada trastorno, o para probar la eficacia
de nuevas drogas antiepilépticas. Actualmente estan siendo utilizados también en el
estudio de estrategias que permitan prevenir la epilepstogénesis. Es posible argumentar
gue los estudios en humanos serian ideales. Sin embargo, ademas de que existen
consideraciones éticas obvias que salvaguardan la integridad de los pacientes sobre
todo en relacién a la utilizacibon de métodos invasivos que proverian sin duda de
respuestas a preguntas cientificas importantes. El control de las variables y manejo de
los datos en estudios clinicos resulta complicado, pues se requiere de grandes
poblaciones para fortalecer el poder estadistico de estos estudios, asi mismo, los costos
de investigacion restringen la posibilidad de llevarlos a cabo en muchos paises del
mundo. Hasta antes del avance imagenoldgico vigente, la mayor parte de la informacion
sobre los mecanismos de la epilepsia fue obtenida de estudios en animales, que han
aportado también conocimiento sobre el funcionamiento cerebral normal (Engel y
Schwartzkroin, 2006) .

Se describen modelos que reproducen crisis epilépticas agudas y modelos de epilepsia
cronica. Los primeros se basan principalmente en la aplicacion al animal de descargas
eléctricas maximas (electrochoques), la administracién de distintos
guimioconvulsivantes, y mediante otros meétodos que conducen a crisis convulsivas
como el choque de insulina o traumatismos creaneales directos. Estos modelos permiten
obtener informacion sobre los mecanismos de reclutamiento neuronal y las
caracteristicas de iniciacion, descarga, propagacion y cese de la actividad eléctrica
(Engel, 1992). Los modelos de epilepsia cronica permiten investigar distintos
mecanismos importantes con posible repercusion clinica como la excitotoxicidad, la

reorganizacion sinaptica, las alteraciones en los canales voltaje-dependientes, el
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desarrollo de nuevos receptores y la activacion astrocitica y microglial. Se denomina
‘kindling” al desarrollo progresivo de crisis epilépticas en respuesta a un estimulo
previamente subconvulsivante, administrado de manera intermitente y repetida. Estos
modelos incluyen la aplicaciéon sistémica o local de quimioconvulsivantes como
pilocarpina, &cido kainico o pentilenetetrazol (kindling quimico, KQ), y la estimulacion
eléctrica de estructuras cerebrales que conduce a estados permanentes de crisis
epilépticas (kindling eléctrico, KE) (Goddard y col., 1969; Schwartzkroin, 1997).

2.2 Fenomeno de “kindling”

El kindling fue descrito en 1967 y nombrado dos afios mas tarde por Graham Goddard.
Parece un fenbmeno simple que se produce al provocar crisis focales cominmente por
estimulacion eléctrica especifica de ciertas areas del cerebro, y se manifiesta con
cambios progresivos claramente identificables en la respuesta diaria del animal a dichos
estimulos. El primer dia que se estimula al animal se produce una postdecarga (PD) de

corta duracion y baja intensidad a nivel de la punta del electrodo, asociada a una

respuesa conductual minima. No obstante, al pasar los dias y repetir las dosis, la
complejidad del fendbmeno se vuelve evidente, estimulos de la misma magnitud son

capaces de disparar PD’s de gran duracién y alto voltaje asociadas a una respuesta

clinica severa (Goddard y col, 1969), y que llegan a presentarse en ocasiones de
manera espontanea (Pinel y col., 1975). Esta progresion es rapidamente evidente
cuando se estimula cualquier estructura limbica y un gran numero de sitios
neocorticales, pero su desarrollo es especialmente dramatico cuando se estimulan
estructuras del I6bulo temporal como la amigdala y cortezas adyascentes, incluyendo la
prepiriforme, perirrinal, insular y entorrinal (Mcintyre, 1979). En realidad lo que define al
kindling es su incremento progresivo en la severidad de la respuesta diaria, conductual y
electroencefalografica. El fendmeno inicia modelando crisis parciales simples pero con
la progresion diaria termina remedando crisis parciales complejas secundariamente
generalizadas, que como ya se mencion0 pueden presentarse de manera espontanea,
en ese momento se dice que el animal ha sido “kindleado”, y se le considera un animal
epiléptico (Goddard y col, 1969).
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2.3 “Kindling” eléctrico

Las crisis inducidas eléctricamente tienen una ventaja: el agente epileptogénico actia
so6lo durante la activacion de la descarga y la actividad epiléptica desencadenada no se
ve "contaminada” por este agente. Por otro lado tiene el inconveniente de que la
corriente eléctrica estimula a todas las células, neuronas y no neurales, dentro del area
de tejido estimulado. Las crisis eléctricamente inducidas pueden dividirse de acuerdo al
modelo de estimulacién que siguen en dos tipos principales: las provocados con la
estimulacion cerebral total (crisis por electrochoque), y aquéllas inducidas por la
estimulacién eléctrica de estructuras cerebrales bien definidas (postdescargas
epilépticas) mediante la implantacion estereotéctica de electrodos de descarga. Este
tipo de kindling modela crisis parciales complejas secundariamente generalizadas por lo
gue reproduce alguno tipos de epilepsia humana como la que se manifiesta con crisis
parciales complejas, por ejemplo la epilepsia del I6bulo temporal mesial (Wieser, 2004).
El KE puede elicitar crisis con patron clonico de baja intensidad o minimo, condicionando
sacudidas de la cabeza y extremidades anteriores; y maximo, condicionando crisis
convulsivas toénico-clénico generalizadas que involucran pérdida de los reflejos

posturales y caida del animal (Mares y Kubova, 2006) .

2.4 “Kindling” quimico
La estimulacién repetida con un agente quimico produce crisis epiléptica manifestadas
conductual y electrograficamente. Se utiliza principalmente como un modelo de epilepsia

clinica particularmente

2.4.1 ;Qué modela el “kindling” quimico?

El kindling quimico modela tipicamente a la epilepsia parcial compleja con
generalizacion secundaria, aunque recientemente se ha descrito un modelo de crisis de
ausencia utilizando inyecciones repetidas de dosis bajas de PTZ o gamma-
hidroxibutirato que comparten algunas caracteristicas con los paradigmas del KQ
tradicional (Wieser, 2004).
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2.4.2 Métodos de generacion

Los roedores son los animales tipicamente utilizados en ensayos de KQ. En un
experimento tipico de KQ, los animales son inyectados bajo un esquema intermitente
con una droga con propiedades convulsivas, a una dosis por debajo de de la
concentracion umbral en todos los animales. Se observa en los sujetos las
manifestaciones conductuales de la hiperexcitabilidad y la actividad convulsiva. La tasa
de desarrollo del KQ puede ser variable, depende de la droga, la dosis, la via de
administracion, la duracion del tratamiento y el intervalo entre las administraciones. El
desarrollo del kindling puede ser caracterizado por el nUmero de animales que presentan
crisis clonicas a un cierto nimero de tratamientos, el nimero promedio de tratamientos
requeridos para inducir crisis clénicas, o el registro promedio de las crisis después de un

numero definido de tratamientos. En general existen dos formas de lograr el KQ:

2.4.2.1 Infusiones intracerebrales

Los estudios que emplean la introduccion intracerebral directa de un
guimioconvulsivante en regiones limbicas o corticales se orientan
tipicamente a las caracteristicas electrograficas y conductuales de la
respuesta convulsiva. En la mayoria de los trabajos, el sitio de inyeccion es
la amigdala, lo que permite comparar directamente con los paradigmas del
KE, que han utilizado rutinariamente a la amigdala como el foco principal
del kindling. Los quimioconvulsivantes son inyectados lentamente a través
de canulas implantadas permanentemente para evitar el dafio neuronal
inducido por la perfusion en el sitio de la inyeccion. La actividad eléctrica en
el sitio es monitorizada simultaneamente por medio de un electrodo pegado
en la canula de inyecciéon. Esta forma de KQ se parece mucho a los

procedimientos del kindling eléctrico (Gilbert y Goodman, 2006) .

2.4.2.2 Administracién sistémica de quimioconvulsivantes
La administracién sistémica de agentes convulsivantes es la forma mas
comun de KQ. Los procedimientos son los siguientes: a los animales se les

dosifica, 1V, IP, SC o en el alimento, en intervalos de 24-72 hs anotando
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los signos conductuales. Es posible realizar monitoreo electrografico de la
actividad cerebral para detectar la descarga de la crisis durante el kindling,
sin embargo no siempre se lleva a cabo, por lo que se deja de conocer
informacion electrografica valiosa para la interpretacion de las
manifestaciones conductuales o clinicas secundarias a las descargas
paroxisticas. La aparicion gradual de los indicios conductuales de la
actividad eléctrica subyascente son tomados en cuenta como evidencia del
kindling, aunque en realidad corresponden a un efecto, por lo que estas
evaluaciones son mas subjetivas que las basadas en el analisis de los
registros electroencefalograficos de los animales. Mediante ensayos
especificos es posible utilizar estudios de KQ con evaluacién observacional
para determinar las propiedades pro y anticonvulsivantes de algunos
agentes. Los parametros que se pueden registrar en los estudios de KQ
basados en observaciones conductuales incluyen: la severidad de la
respuesta de la crisis, la frecuencia de una respuesta conductual particular
dentro de un periodo de registro dado (tipicamente de 30-60 minutos,
dependiendo de la droga y de la via de administracién), la latencia de inicio
de las manifestaciones conductuales, la duraciébn de la respuesta
conductual y el nimero de tratamientos de drogas requeridos para inducir
una respuesta convulsiva (Gilbert y Goodman, 2006). El agente mas comun
es el PTZ, aunque también son efectivas para el kindling otras sustancias
que interfieren con la funcion del acido gamma-aminobutirico (GABA). El
PTZ es un bloqueador selectivo del canal de cloruro acoplado al receptor
de GABA y estd asociado con una reduccién de la neurotransmision
mediada por el receptor-GABA en el SNC. La ventaja del PTZ es su efecto
dosis-respuesta de tal manera que una dosis puede ser identificada cuando
es subumbral y su evolucion hasta ser disparadora de crisis intensas. Por
lo tanto, una aparicion gradual en la respuesta clinica a las crisis es
facilmente identificable, y con las suficientes repeticiones, la mayoria de los
animales progresan hacia las crisis clonicas. En los animales kindleados
con PTZ, es mantenida una aumentada sensibilidad a las convulsiones por

varias semanas sobre la provocacion con una dosis baja de PTZ o de una
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variedad de otros inhibidores de la funcion GABAérgica central (e.g.
picrotoxina, bloqueador del canal de cloruro, ligandos del receptor a
benzodiazepinas, FG-7142 y RO15-4513, y el inhibidor de la sintesis de
GABA isoniazida) (Corda, 1991).

2.4.2.3 Consideraciones de la metodologia

Las interpretaciones del KQ pueden ser confundidas por cuestiones
metodolégicas hasta admitir falsos positivos. Una incrementada
sensibilidad en la crisis puede resultar de la acumulacion del quimico en el
cuerpo; la edad avanzada del animal puede llevar a una incrementada
sensibilidad a los agentes convulsivantes; el incremento del peso corporal
durante el periodo de dosificacibn puede resultar en una mayor dosis
absoluta requerida; y alteraciones en la farmacocinética pueden llevar al
incremento de los niveles plasmaticos y cerebrales. Por lo tanto, se debe
reunir algunos criterios en un experimento de KQ para concluir que un
namero de exposiciones repetidas a un quimico produjo kindling: 1) El KQ
debe empezar con una dosis inicial subconvulsiva del quimico de interés
con el objeto de monitorizar la aparicion gradual de la respuesta conductual
ante la aplicaciéon repetida. 2) Se debe mantener una relacion entre la
respuesta conductual y los hallazgos electrograficos tras la dosis
inicialmente subconvulsiva con un periodo de lavado de suficiente duracion
que permita la eliminacion del quimico del cuerpo. 3) La exposicion
repetida del quimico inductor de kindling debe demostrar una transicion
positiva al kindling eléctrico, es decir, obtener respuestas en el animal
guimicamente kindleado con relativa facilidad mediante estimulos eléctricos
y al revés, desencadenar respuestas conductuales y eléctricas con la
aplicacion de guimiconvulsivantes en animales eléctricamente kindleados
(Mori y col, 1989). Cuando se generalicen los hallazgos de los modelos del
KQ se debe tener en mente que existe una rapida distribucion del farmaco
y que la activacion de la circuiteria se mantiene relativamente sostenida
luego de administra sistémicamente el proconvulsivante. En contraste con

la estimulacién eléctrica focal en los paradigmas tradicionales del kindling,
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la administracion sistémica de un quimioconvulsivante como el PTZ
produce un acceso rapido a todas las areas cerebrales sin necesidad de
disrupcion en la barrera hematoencefalica, permitiendo la activacion

simultanea de toda la circuiteria de las crisis (Gilbert, 2006).

2.4.3 Aspectos clinicos/conductuales

Las crisis inducidas por la administracion repetida de PTZ se originan en el
cerebro anterior, cuando los animales han sido bien kindleados, se desarrollan
eventualmente algunos elementos en el cerebro posterior. Para caracterizar al KQ
muchos reportes publicados han utilizado la escala de progresion de las crisis motoras
de 5 estadios de Racine (Racine, 1972). Se han introducido modificaciones a este
sistema de registro para capturar caracteristicas mas sutiles del progreso conductual
gue ocurren durante la repeticion de dosis subumbrales de los quimioconvulsivantes
(Becker, 1999). La variabilidad asociada con el desarrollo del KQ es influida nuevamente
por la droga, la dosis, el intervalo de administracion y la via que se use. Las dosis de 25-
45 mg/kg de PTZ han sido utilizadas para el KQ, el desarrollo méas rapido ocurre
generalmente con las dosis mayores. Sin embargo, muchos de estos estudios reportan
crisis clénicas en subgrupos de animales con la administracién inicial y por lo tanto, no
son realmente representativos del proceso kindling. La interpretacion de los efectos de la
manipulacion experimental bajo investigacion sobre el proceso epileptogénico se pueden
comprometer bajo estas circunstancias.
La mortalidad asociada con el kindling por PTZ no se reporta por lo general, pero crisis
severas y la muerte pueden ser mas prevalentes con convulsivantes con una curva
dosis-respuesta muy pendiente. Como con el kindling eléctrico, es mantenida la alta
sensibilidad a los niveles subumbrales de los quimioconvulsivantes durante varias

semanas (Corda y col., 1991).

2.4.4 Aspectos electrograficos

Aunque muchos reportes publicados han registrado la actividad cerebral durante
el desarrollo del KQ, esto es mas la excepcién que la regla. Dependiendo de la dosis, el
intervalo y la potencia del quimioconvulsivante, los signos conductuales comienzan a

aparecer después de 10-15 inyecciones. En las inyecciones iniciales pueden ser



19

evidentes espigas aisladas en los registros corticales o limbicos, aparecen descargas
breves, algunas quizd acompafadas por un signo conductual. Pueden registrarse clonus

acompafados por descargas punta-onda en areas limbicas y corticales (Gilbert, 1995).

2.4.5 Estructura de las redes

La rapida induccién de la actividad del proto-oncogen c-fos se ha aplicado
ampliamente como un marcador de la distribucién espacial de las redes multisinapticas
en una gran variedad de paradigmas experimentales. El patrén espacial de la expresion
de c-fos durante el KQ identifica la propagacion de la actividad convulsiva y mapea a la
expresion conductual de las crisis con un alto grado de resolucién celular y anatémica
(Samoriski, 1998). Se ha observado la expresion temprana del ARNm de c-fos en
estructuras limbicas en los estados previos al clonus del kindling, mientras que la
activacion bilateral de los sitios limbicos y corticales acompafa a las crisis generalizadas
inducidas por el kindling (Clark, 1991). Esta propuesta ha sido aplicada en una extension
mucho mas limitada en los modelos del KQ, la expresion del ARNm del c-fos esta
incrementada bilateralmente en la corteza, nucleo caudado, nudcleos septales, amigdala
e hipocampo de animales kindleados con PTZ o cocaina. En los animales kindleados
con PTZ que expresan crisis generalizadas tonico-clénicas, el patron de expresion de c-
fos es indistinguible de las crisis agudas inducidas por una dosis convulsiva de PTZ.
Las manifestaciones conductuales de las sacudidas mioclonicas al principio del proceso

son comunes en el KQ, y sugieren un involucramiento cortical.

2.4.6 Neuropatologia

Durante varios afios, se pensaba que el kindling eléctrico y las crisis inducidas por
el kindling no conducian a muerte celular. El objetivo de las primeras investigaciones fue
identificar los cambios neuroanatomicos responsables del proceso kindling, mas que los
mecanismos sobre el dafio neuronal que producia la epilepsia. Varios estudios no
reportaban evidencias de pérdida celular o gliosis reactiva después del kindling eléctrico.
Posteriormente se logré identificar los cambios anatomicos que pueden acompafar al
kindling eléctrico. Sutula y colaboradores demostraron los cambios inducidos por el
kindling en el hipocampo, especialmente en el giro dentado, el cual evidencia pérdida

celular neuronal en el giro dentado y la reorganizacion sinaptica de las fibras musgosas
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del la capa molecular interna (Cavazos y col, 1990). Este grupo ha reportado
recientemente que neuronas inmunoreactivas a colecistoquinina y al transportador de
GABA GAT-1 son particularmente vulnerables al kindling, esto puede explicar el
decremento en los mecanismos neuronales inhibitorios a los que conduce el kindling. Se
ha reportado también que hay una disminucion en la densidad neuronal de la amigdala y
la corteza amigdalina de ratas kindleadas (von Bolen, 2004), y existe evidencia de que
las crisis kindleadas pueden inducir pérdida de células granulares del dentado por
apoptosis (Bengzon, 1997). Se ha hipotetizado que el incremento en el area hilar
después del kindling es debido al incremento en la gliosis reactiva. A pesar de estas
observaciones, todavia permanece en debate la naturaleza y magnitud de los cambios
estructurales y si estas son causa 0 consecuencia de la actividad convulsiva (Adams,
1998). Existen varios reportes de pérdida neuronal y reorganizacion sinaptica en
animales kindleados por la administracion sistémica de PTZ. Se observo la pérdida de
células neuronales en hipocampo de células kindleadas con PTZ, acompafiado de un
aumento en la inmunoreactividad de la PGFA (GFAP), un marcador de astrocitos. El
incremento en la tincion de GFAP sugiere un incremento de la gliosis reactiva (Franke,
2001). Ademas de la gliosis reactiva y muerte neuronal, se ha reportado que el kindling
con PTZ induce un incremento en los brotes de fibras musgosas, y un brotamiento en
CAlYy el subiculum de las ratas (Gilbert, 2006).

3. Inflamacién cerebral

La inflamacion participa en la promocién de un gran niamero de procesos neurolégicos
agudos y crénicos. Recientemente se ha considerado la importancia de la inflamacion en
la patogénesis de la epilepsia y el dafio cerebral inducido por las propias crisis. Se ha
demostrado ya el desarrollo de procesos inflamatorios como la activacién de astrocitos y
microglia, y la produccion de citocinas proinflamatorias, tanto en cerebros de pacientes
con epilepsia como en modelos experimentales de la misma. La respuesta al
tratamiento con antiinflamatorios esteroideos en algunos pacientes con epilepsias de

dificil control ha puesto de manifiesto el papel funcional que la inflamaciéon cerebral
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posee. Asi mismo, muchas enfermedades inmunoldgicas en nifios se acompaan de
crisis convulsivas. Cada dia hay méas informacién que demuestra el papel de la
inflamacion en la epileptogénesis, sin embargo, es también la epilepsia fuente de
inflamacion por lo que resta mucho para entender con claridad la relacion entre

inflamacion y epilepsia (Lerner-Natoli, 2011; Temkin, 2009).

3.1 Inflamacion cerebral aguda

Se ha demostrado la elevacion de citocinas proinflamatorias en los cerebros de
animales sometidos a epilepsia experimental, asi como en muestras de liquido
cefalorraquideo de pacientes con AVC y epilepsia. Esta liberaciébn conduce una
regulacion a la alza de moléculas de adhesion endotelial y de neutrofilos, y favorece la
migracion leucocitaria a través del endotelio y la barrera hematoencefalica. El
reclutamiento leucocitario inicia cascadas de sefializacion que resultan en una
desorganizacion de las uniones estrechas de las células endoteliales y un colapso en la
integridad de la barrera hematoencefalica. Desafortunadamente la mayor parte de los
estudios que evaltan el papel de la inflamacién aguda en la epilepsia, se enfocan al
estudio de las repercusiones inflamatorias del fendmeno eléctrico (Ravizza, 2011).
Existen distintos mecanismos que justifican la hiperexcitabilidad del tejido nervioso
secundaria a un proceso inflamatorio agudo, como el efecto de las citocinas sobre
canales iénicos y otros receptores. Se ha demostrado que las citocinas pueden alterar
rapidamente la funcién de los neurotransmisores mediante la modulacion del ensamblaje
y fosforilacion de su receptor a nivel de la membrana neuronal (Viviani, 2007); por
incremento en la concentraciébn de glutamato, por reduccién de la recaptura de
glutamato por los astrocitos mediante la inhibicién de la glutamina sintetasa, y mediante
la induccién de la liberacion de glutamato de las celulas gliales por la via del éxido nitrico
(Hu, 2000); por ateraciones en la permeabilidad de la barrera hemtoencefalica; y de la
excitabilidad mediada por prostaglandinas (Ravizza, 2011).
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3.2 Inflamacion cerebral crénica

La inflamacion cerebral crénica se acompafa de la activacion de procesos de
reparacion tisular, que favorecen el desarrollo de fibrosis y cicatrizacion, limitantes del
dafo tisular, pero que ocasionan alteraciones estructurales y funcionales en el
parénquima cerebral (Gilroy, 2000; Golarai y col., 2001; Santhakumar y col., 2001;
Mathews, Oommen y Francel, 2001). Los mediadores del proceso inflamatorio y de
reparacion tisular actian conjuntamente en redes complejas de regulacidon autocrina y
paracrina (Erlich y col., 1977; Prockop y col., 1979; Vazquez y Sotelo, 1992; Bedossa,
1993, Calvillo, Paz y Sotelo, 1996; Cotran y col., 1998; Aguirre-Cruz y Sotelo, 2002).
Algunos de tales mediadores son: citocinas, factores de crecimiento, proteasas,
eicosanoides y cininas (Cotran y col., 1998; Ginard y Warren, 2003). Entre los
principales mediadores inflamatorios del sistema nervioso central se encuentran: la IL-1
B, la IL-6 y los factores de necrosis tumoral (TNF) a y B, los cuales modulan la expresion
de moléculas de adhesién en células endoteliales y astrocitos, inducen la liberacion de
otras citocinas, incrementan la expresion de moléculas MHC | y la de su propio receptor
para TNF-a y favorecen la astrogliosis (Benveniste, 1997; Gordon, 1992; y Peetre y col.,
1986); y el factor-B de crecimiento transformante (TGF-B), que modula la actividad de
astrocitos y microglia, actia como agente quimiotactico de astrocitos y microglia (Lerner-
Natoli, 2011) y favorece el acimulo de proteinas de matriz extracelular (tales como
fibronectina y coldgena) mediante la inhibicibn de la produccién de colagenasas vy el
incremento en la expresion de inhibidores de metaloproteinasas (Ignotz y Massagué,
1986; Edwards y col., 1987; Flanders y col.,1993; Border y Noble, 1994; Cotran y col.,
1998; Blobe, Schiemann y Lodish, 2000).

3.2.1 Astrogliosis

Por mas de 100 afos la proliferacion astroglial ha sido vista como un hallazgo
patognomonico en las muestras de hipocampo de pacientes sometidos a
lobectomia temporal por epilepsia de dificil control. Actualmente ya no representa
un proceso simple de cicatrizacién cerebral cuando existe degeneracion neuronal
pues estudios recientes demuestran que tienen un papel importante en el
establecimiento y propagacion de actividad eléctrica cerebral anormal (Tian,

2005). Los astrocitos son un componente critico de la barrera hematoenfecalica y
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participan activamente en la recaptura de potasio y glutamato, y en la produccion
de factores de crecimiento, citocinas y proteinas de matriz extracelular (Edkahl,
2003). La estimulacion directa de los astrocitos por fotolisis induce
despolarizaciones paroxisticas y tiempos de despolarizacion anormalmente
alargados en modelos de epilepsia experimental. El estudio mediante cultivo de
astrocitos ha permitido conocer que tienen potenciales de membrana en reposo
normalmente despolarizados y que son capaces de generar potenciales de
accion. Los astrocitos se activan inicialmente por descarga neuronal excesiva,
mediante vias calcio dependientes, sin embargo, una vez activados, no requieren
subsecuentemente del estimulo neuronal para perpetuar su actividad inducida, lo
que sugiere que participan activamente en procesos epilépticos crénicos (Choi,
2008). Luego de la activacion astroglial se producen nuevos astrocitos con
cambios importantes a nivel de los receptores y canales membranales,
favoreciendo asi que el fenébmeno de hiperexcitabilidad se mantenga vigente. Los
cambios que denotan son principalmente: alteraciones en los receptores GluR1,;
afectacion en la recaputra de potasio; sobreexpresion de adenosin cinasa,
subexpresion de glutamina sintetasa, glutamato deshidrogenasa y transportador
de GABA glial (Kang, 2006) .

3.2.2 Fibrosis

La fibrosis inducida por una lesion tisular sustituye a las células parenquimatosas
no regeneradas por tejido conectivo (Bedossa, 1993; Cotran y col., 1998). La
molécula principal de este proceso es la coladgena (Prockop y col., 1979),
constituyente de una familia de proteinas de la matriz extracelular relacionadas
estrechamente, que son los componentes fibrilares del tejido conectivo (Vuorio,
1990; Mayne y Brewton, 1993; Prockop y Kivirikko, 1995; Brown y Timpl, 1995).
Actualmente, mas de 20 tipos de colagena constituyen el andamio de soporte de
todos los tejidos conectivos (van der Rest, 1991; Brown y Timpl, 1995). Mientras
qgue las colagenas mayores (Tipo I, Il y IIl) se agregan formando fibrillas rigidas
gue poseen gran fuerza de tension, las colagenas menores desempefian diversas

funciones accesorias (Mayne y Brewton, 1993). Otros elementos con
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propiedades quimiotacticas, opsonicas y adherentes a la matriz extracelular son:
las membranas basales que forman la interfase entre las células y el estroma,
contienen colagena Tipo IV y en el SNC son soélo vasculares; la laminina
adherente de células con receptor especifico; la fibronectina, glicoproteina con
dominios especializados con sitios de fijacion especificos que le permiten fijarse
con avidez a colagena, fibrindgeno, fibrina y otras superficies celulares; y los
proteoglicanos, formados por largas cadenas no ramificadas de polisacéridos que
se unen a colagena, fibras elasticas y fibronectina, organizando la matriz
extracelular y constituyendo los componentes de depdsito que predominan en las
fases iniciales de la reparacion, antes de que la concentracion de colagena se
torne prominente (Martinez-Hernandez, 1990).

3.3 Inflamacién y epileptogénesis

La fisiopatologia del tejido cerebral lesionado no se conoce del todo, pero se cree
gue en el sitio dafiado se produce una descarga paroxistica local, por liberacion excesiva
de glutamato o aspartato y mayor actividad del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA),
gue se transmite desde el sitio original a través de una red dendritica anormal, carente
de mecanismos inhibitorios, generandose asi una descarga excitatoria que escapa a la
accion de los mecanismos inhibitorios (Sloviter, 1994). Algunos estudios con modelos de
dafo focal en el cerebro, evidencian pérdida progresiva de algunas neuronas,
hiperexcitabilidad de otras y reorganizacion sinaptica (Golarai y col.,, 2001 vy
Santhakumar y col., 2001; Mathews y col., 2001; Dudek y Shao, 2002).

3.4 Antiinflamatorios e inmunmoduladores.

A pesar del uso difundido de agentes farmacolégicos clasicos e innovadores, que
inciden sobre canales idnicos, transmision de aminoacidos y receptores para controlar la
epilepsia (Solbrig y Koob, 2004; Kelso y Cock, 2005), no existen terapias preventivas de
epilepsia secundaria a infecciones persistentes, resecciones quirdrgicas extensas,
lesiones trauméticas o vasculares del sistema nervioso central, condiciones que se han
asociado comunmente a respuestas refractarias al tratamiento (Singhvi y col. 2000;
Solbrig.y Koob, 2004; Panda y col., 2005).
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Algunos agentes farmacoldgicos con propiedades anti-inflamatorias que podrian tener
actividad potencial para prevenir el desarrollo de epilepsia secundaria a una lesion

cerebral son: los corticosteroides, la colchicina, la talidomida y la ciclosporina-A.

3.4.1 Antiinflamatorios esteroideos

La administracion complementaria de corticosteroides, reduce la morbilidad y
mortalidad en pacientes con padecimientos agudos o crénicos, que cursan con
inflamacion cerebral (Koroshetz y Swartz, 1998; Sheld, 1998; y Gilroy, 2000). Los
corticoesteroides incluyen moléculas naturales y sintéticas que se utilizan para el
tratamiento de trastornos de la funcién suprarrenal y de procesos inflamatorios e
inmunitarios (Goldfieln, 1998). De especial interés, es el efecto de varios
glucocorticoides sobre tejidos conectivos diversos (Cutroneo, Rokowski y Counts,
1981; Oikarinen y Uitto, 1985), en los que se ha encontrado disminucién del
depdsito de colagena. (Stevanovic, 1972; Smith, Wehr y Chalker 1976; Booth y
col.,, 1982; Aguirre-Cruz, Calvillo y Sotelo, 1998) y reduccion de IL-1B (;
Koroshetz y Swartz, 1998; Sheld, 1998; Gilroy, 2000). Un estudio de la accion de
la administracién crénica de acetato de metilprednisolona sobre el desarrollo de
un granuloma cerebral demostré la utilidad de este agente para limitar la lesiones
inflamatorias (Aguirre-Cruz, Calvillo y Sotelo, 1998). No obstante, el uso
prolongado de corticosteroides puede producir cataratas subcapsulares,
glaucoma con posible dafio de los nervios Opticos, sindrome de Cushing vy
facilitar el desarrollo de infecciones secundarias.

3.4.2 Ciclosporina-A

Otro agente inmunomodulador prometedor en la actualidad es la Ciclosporina-A
(Cs), el cual es utilizado ampliamente en el campo clinico para disminuir el
rechazo tisular secundario a transplante de 6rganos (Riess y col., 2001). Muchas
de sus acciones inmunosupresoras no han podido ser esclarecidas. Ha sido
propuesto que es util para limitar el dafio cerebral inducido por traumatismo

craneal, (Riess y col., 2001; Okonkwo y col., 2003). La ciclosporina actua
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mediante su unidn a las ciclofilinas, un grupo de proteinas de la familia de las
inmunofilinas, a las que se ligan drogas inmunosupresoras tales como el FK506,
rapamicina y la propia cliclosporina (Avramut, 2003). Se ha vinculado a las
inmunofilinas con varias funciones generales entre las que se incluyen regulacion
de la permeabilidad mitocondrial, modulacién de la estabilidad de los canales
ionicos y actividad chaperonina (Udina, 2002). Se reporta que la accion
inmunosupresora de la ciclosporina deriva de inhibicion de la calcineurina
fosfatasa mediante la union del complejo Cs-inmunofilina a dicha enzima,
actuando como un potente inhibidor del dafio mitocondrial inducido por calcio
(Sabatini, Lai y Snyder, 1997; Buki, Okonkwo y Povlishock, 1999; Alessandri y
col., 2002). Se ha demostrado que la administracion de Cs no solamente favorece
el mantenimiento de la integridad funcional de la mitocondria al administrarlo
posterior al traumatismo, previniendo con esto el desarrollo y la progresion del
dafio axonal difuso(Buki, Okonkwo y Povlishock, 1999). No obstante, es necesario
estudiar los efectos de su administracion a largo plazo.

3.4.3 Colchicina

Otro agente con actividad anti-inflamatoria potencial es la colchicina que es el
alcaloide activo de varias especies de Colchicum (Aguirre-Cruz, Calvillo y Sotelo,
1998; Salai y col., 2001; Al-Fayyad y col., 2002). Este agente se ha utilizado
tradicionalmente en el tratamiento de la gota, la fiebre mediterranea familiar
(Garcia-Gonzélez y Weisman, 1992; Chappey Yy col., 1994), en la enfermedad de
Paget del hueso (Theodors, Askari y Wieland, 1981), y en otras artritis. La
colchicina forma parte de un grupo de compuestos biolégicos con la capacidad de
unirse a los microtubulos, ocasionando inestabilidad del enrejado microtubular y
supresion de su dinamica, mediante la formacion preferencial de conexiones y
polimeros alternos en los extremos del enrejado (Correia y Lobert, 2001) e
interfiriendo asi con diferentes funciones microtubulares, tales como el
mantenimiento de la forma celular, la translocacion cromosomal durante la
mitosis, el transporte de macromoléculas extracelulares y la exocitosis de varias

sustancias como histamina, insulina y melanina (Kersenobich y col., 1990). A nivel
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articular, la colchicina modula la produccion de quimiocinas y prostanoides e
inhibe las moléculas de adhesion de células endoteliales y neutrofilos interfiriendo
con el inicio y la amplificacion de la respuesta inflamatoria (Molad, 2002).
Experimentos diversos con colchicina, desarrollados en modelos de inflamacion
cronica en higado, pulmén y vias biliares muestran un efecto preventivo de la
fibrosis (Kersenobich, 1990; Zhang y col., 1992; Marcovici, Brill y Scommegna,
1993; Peters y col., 1993; Poo y col., 1993; Montasser y col., 1994; Katz y col.,
1994; Ghayad y Thome, 1995; Sobh y col., 1995; Frysak y Hrckova, 1996). En el
cerebro, la administracién crénica de colchicina en animales con un granuloma
amigdalino evidencié un efecto limitante de la fibrosis perilesional (Aguirre-Cruz,
Calvillo y Sotelo, 1998). No obstante, es necesario determinar si la limitacion de la
fibrosis tiene repercusiones funcionales sobre la actividad eléctrica del cerebro y

hacer estudios cuantitativos de sus efectos a nivel celular.

3.4.4 Talidomida.

El resurgimiento de la talidomida, a pesar de su historia como teratégeno, la sitia
como un compuesto con actividad inmunosupresora y anti-inflamatoria potencial
en el tratamiento de los procesos inflamatorios ocasionados por infecciones,
problemas reumatoldgicos y diversos canceres, que se atribye a su capacidad de
inhibir la produccion de factor de necrosis tumoral alfa (Sampaio y col., 1991;
Franks y col., 2004), pero cuyo mecanismo de accion no se conoce por completo
(Sheskin, 1965; Bernal y col., 1992; Hauschild y col., 1997; Oliver y col, 1998;
Ehrenpreis y col., 1999; Oliver y col. 1999; LaDuca y Gaspari, 2001). La
talidomida es un derivado sintético del acido glutamico cuya molécula consiste en
un anillo de phthalimida orientado a la izquierda y un anillo de glutarimida
orientado a la derecha y que existe como mezcla racémica de ambos isdmeros,
S(-) y R(+) (Eriksson y col., 1995; Franks y col., 2004). Fue sintetizada en 1954
por la compafia farmacéutica CIBA y prescrita como sedante, tranquilizante y
antiemético para malestares matutinos. Quimicamente es similar a los
barbituratos y causa anormalidades en las extremidades (focomelia, dismelia y

amelia) y otras alteraciones congénitas en los productos de madres que lo
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ingieren en las 3 a 8 semanas después de la concepcion, por lo que fue retirado
del mercado en 1961. No obstante, ademas de sus propiedades sedantes es
inmunomodulador, anti-inflamatorio y antiangiogénico, por lo que se considera un
agente promisorio para el tratamiento de diversas condiciones infecciosas e

inflamatorias (Ng y col., 2003; Franks y col., 2004).
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OBJETIVO

Buscar terapias que permitan prevenir el desarrollo de epilepsia secunadaria a una
lesion cerebral estructural derivada de un proceso inflamatorio crénico. En este trabajo
probamos el efecto de la administracion prolongada en ratas de: acetato de
metilprednisolona (esteroide de depdsito), ciclosporina-A, colchicina y talidomida, sobre
el desarrollo de un granuloma en amigdala cerebral y su repercusion funcional en la

induccion de epilepsia experimental por kindling quimico, en ratas.

Analizar y estadificar la respuesta de los animales al kindling quimico.

Medir la latencia d la primera mioclonia y crisis tonico generalizada, inducidas por

“kindling” quimico.

Analizar el registro de la actividad eléctrica de los animales y correlacionarlo con los

hallazgos condutuales.

Analizar el nimero de postdescargas y las caracteristicas morfologicas de las mismas en

los animales administrados con los distintos anti-inflamatorios e inmunomoduladores

Analizar histolégicamente la lesibn granulomatosa inducida por la inyeccién

estereotactica de silicato de aluminio en la amigdala cerebral derecha.

Determinar la cantidad de colagena en la lesibn mediante cuantificacién biogquimica

cuantitativa de hidroxiprolina.
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METODOS

Induccién de granuloma amigdalino por cirugia estereotactica.

Setenta ratas Wistar de 280 g se anestesiaron con ketamina (100 mg/kg, IP) y xilacina
(12 mg/kg, IM) y se sometieron a cirugia estereotactica (en equipo estereotactico
Stolting) para inyeccion de 20 pg de kaolin (SIGMA, St. Louis Missouri, USA) en el
nucleo amigdalino basolateral derecho (Ant, 6.5 mm, Lat. 5.0 mm y Alt. 8.5 mm, segun el
atlas de Paxinos y Watson), tomando como referencia la linea interaural. Finalmente, se
administré una dosis Unica IM, de 12 mg/kg de peso de gentamicina (Ikatin, Lab. Pisa,

México D.F.). Esta técnica ha sido estandarizada por nuestro equipo (Fig. 1).

Fig. 1 Im4genes de cirugia estereotactica
para induccion de granuloma amigdalino.
A. Equipo estereotactico; B. y C. Montaje y
sujecion del animal; D. Inyeccién
estereotactica en amigdala.

Administracion de tratamientos.

Las ratas inyectadas con kaolin, se distribuyeron al azar en cinco grupos (cuatro grupos
experimentales, n = 10, y tres grupos control, n = 10). Inmediatamente después de la
cirugia iniciaron tratamiento durante cuarenta y cinco dias con: vehiculo (agua, IM; agua
alcohdlica al 5%, VO; o aceite de maiz, VO: grupos control); 4 mg/kg/semana IM de
acetato de metilprednisolona, MP (Radilem, Lab. Lemery, D.F., México); 300 pg/kg/dia
VO de colchicina, Col (SIGMA, St. Louis Missouri, USA), disuelta en agua-alcohdlica al
5%; 160 mg/kg/dia VO de talidomida, Tali (Talizer, Lab. Serral, D.F., México),
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suspendida en aceite vegetal; 10 mg/kg VO de ciclosporina-A, Cs (Neolem, Lab
Lemery), disuelta en agua alcohdlica al 5%; mediante una sonda para alimentacién
intragéstrica de 50.8 mm (Daigger & Co, Inc). Los tratamientos que recibieron los
animales por via oral fueron administrados en volimenes de 200 puL mientras que los

tratamientos intramusculares fueron de 0.2 ml.

“Kindling "quimico con petilentetrazol

Posterior al tratamiento inmunomodulador las ratas se sometieron a la inyecciéon IP con
dosis subumbrales crecientes de pentilentetrazol, PTZ (SIGMA, St Louis, Missouri |,
USA), cada 48 h, iniciando con una dosis de 20 mg/kg de peso, con incrementos de 5
mg/kg de peso en cada aplicacion (“kindling”1, k1, 20mg/kg; “kindling “2, k2, 25 mg/kg;
“kindling” 3, k3, 30 mg/kg, y asi sucesivamente hasta) hasta la aparicion de la primera
crisis tonico-clénico generalizada, CTCG. En 7 ratas de cada grupo, se cronometro la
latencia de la primera miocloniay CTCG, observadas. La latencia se consider6 como el
tiempo transcurrido desde la aplicacion del convulsivante hasta el desarrollo de la
manifestacion epiléptica. La identificacion de mioclonias y CTCG se realizé en base a la
clasificacion de manifestaciones del kindling de Racine modificada por Becker: Fase 0,
asintomatica; Fase |, mioclonias faciales, fasciculaciones de ojos y orejas, movimiento
de vibrisas; Fase I, sacudidas micoldnicas sin reparo; Fase lll, sacudidas mioclonicas
con reparo; Fase IV, caida lateral, crisis tdénico-clénica; Fase V, caida sobre el dorso,
crisis ténico-clénico generalizada (Becker, 1999) y se registré la dosis acumulada de
PTZ inductora de CTCG en cada uno de los animales. Tres ratas de cada grupo
experimental, se implantaron con electrodos corticales para registro electrografico, antes
del “kindling”, en estos animales se midi6 ademas de las variables sefialadas para el
resto de los animales, la duracion de la PM y de la primera CTCG asi como el numero de

postdescargas registrados en el estadio k1.

Implantacién de electrodos corticales para registro electrografico

Dos semanas después de finalizar el tratamiento farmacoldgico, tres ratas de cada
grupo se anestesiaron con ketamina-xilacina (10 y 12 mg/kg. IP e IM, respectivamente),
se colocaron en el aparato estereotactico (Stolting) y con técnicas de asepsia y

antisepsia se rasuroé la cabeza del animal y se hizo una incision en la linea media para



32

descubrir el craneo. Se diseco por planos y se retird el tejido conjuntivo para dejar solo
el hueso y visualizar el punto de interseccion entre las suturas sagital y frontoparietal
(punto Bregma). Se marcaron sobre el craneo, tres puntos (tierra: anterior a la sutura
frontoparietal; positivo y negativo, posteriores a la sutura frontoparietal) paramediales,
derechos. Con fresa del No. 2, se realizaron tres trépanos sobre el craneo para colocar
dos electrodos de acero inoxidable en la corteza motora para el registro electrogréafico y
uno mas en el hueso frontal como tierra (Fig. 2). Por ultimo se colocaron dos tornillos de
acero inoxidable (Small Parts Inc.) en el craneo. Los electrodos se soldaron a un
conector hembra, fabricado en el laboratorio y todo el dispositivo se fijo con acrilico
dental. Al final de la cirugia se aplicé una dosis IM Unica de gentamicina (12 mg/kg de
peso) y se suturd la piel. Los animales implantados se dejaron en recuperacion en cajas
individuales de acrilico durante siete dias antes de inducir el kindling quimico.

Fig. 2 Implantacién de electrodos corticales y registro de actividad electrogréafica. A. Sitios de
implantacion de electrodos corticales (1, tierra; 2, positivo; 3, negativo), proyectados a la
corteza motora del animal; B. Electrodos de acero inoxidable implantados; C. Colocacion de
conector “hembra” y fijacion del mismo con acrilico dental; D. Rata en caja de observacién
conectada al sistema poligrafico. E. Poligrafo Grass 78D, calibrado para registro
electrogréfico; F. Registro electrogréafico sobre papel.
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Para el registro de cada dosis del kindling, los animales se colocaron individualmente,
en cajas de observacion de acrilico transparente de 30 X 30 X 30 cm, se conectaron a
un poligrafo Grass 78D mediante un cable aislado y se registré la actividad eléctrica
basal, con una sensibilidad de entre 15 y 50 mV y una velocidad del papel de 10
mm/seg, en los animales despiertos y en libre movimiento durante 3.5 minutos (registro
basal, control). Posteriormente, se inyecto la dosis de PTZ correspondiente, segun el
namero de aplicacion de PTZ (k1-k12) y se continué el registro durante otros 20
minutos. Esta técnica ha sido estandarizada por nuestro grupo.

Obtencion de cerebros y procesamiento para andlisis posteriores. Una vez
inducida la CTCG, se inyectaron las ratas con una sobredosis IP de pentobarbital y se
extrajeron sus cerebros previa perfusion secuencial con un soluciéon al 0.1% de
PBS/heparina (1000 Ul/ml) y formol al 10%, para analisis histolégico y estudios de
imagen por resonancia magnética, RM; o sin prefundir para determinacién de colagena.
Analisis histolégico. Previa inclusién en parafina de los cerebros, se realizaron cortes
de 5 ym de espesor, que incluian la amigdala lesionada y la amigdala contralateral
normal, que se tifieron con las técnicas convencionales de hematoxilina y eosina (HE) y
tricrémico de Masson (TM).

Imagen por resonancia magnética: Adicionalmente se realiz6 en 2 ratas de cada grupo
una secuencia basica de T1 en una sonda para mufieca para documentar la localizacion
de la lesion.

Determinacion de colagena. Se utilizaron los cerebros frescos de los animales, una
vez extraidos fueron resecados el tallo y cerebelo, al igual que los bulbos olfatorios, el
resto del encéfalo se pes6 y homogeniz6 con 2 ml de HCI 6N por gramo de tejido. El
tejido homogenizado se transfirid6 a una ampolleta de vidrio y fue sellada con mechero.
Posteriormente, se completdla hidrdlisis de la muestra a 100-120°C durante 24hrs. Se
procedié a romper las ampolletas para permitir el secado de las muestras. ElI material
adherido a la ampolleta fue resuspendido con 2 ml de una solucion amortiguadora de
acido citrico y acetato de sodio pH 6. La muestra fue transferida a tubos de ensaye
graduados, donde fueron neutralizadas hasta alficanzar un pH de 6.5-7.5, utilizando
NaOH 12N 6 saturado. y se anot6 el volumen final. Se trabajo con 2 ml de la muestra
neutralizada en un tubo de vidrio con tapa de rosca, al cual se le agregar6 1ml de

cloramina T y se dejo reposar por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
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se agrego 0.5 ml de una solucion de tiosulfato de sodio 2M, y se agitdé en vortex, luego
fue agregado 1 ml de NaOH 1N y agitado en vortex. La solucién se saturé con 2 gr. NaCl
y fue nuevamente agitada en vortex durante 2 min exactos, con una velocidad constante.
A continuacidn se realizaron dos extracciones consecutivas con tolueno, agregando 6
ml, agitando en el vortex por 30 segundos y retirando el sobrenadante. Una vez
realizada la segunda extraccion, los tubos se hirvieron durante 30 minutos y fueron
enfriados con agua corriente, para finalmente realizar una tercera extraccion con 3 ml de
tolueno, de la cual se obtuvo 1 ml del sobrenadante conteniendo la hidroxirpolina, que se
hizo reaccionar con 4 ml de reactivo de Erlich, previamente preparado. Se agito la
solucién vigorosamente en vortex y se dejo reposar por 30 minutos, para realizar por
ultimo la lectura de las densidades Opticas de cada tubo en el espectofotometro, en
cubeta de cuarzo, a 560.

Los valores obtenidos fueron extrapolados a una curva tipo que se preparo a partir de
una solucién estandar de hidroxiprolina (1 ug/ml), con los volumenes mencionados en la
Tabla 1.

Tubos Sol STD [Hidroxiprolina] Agua
destilada
Blanco = e 0 ug 2.0 ml
1-2 200 ul 2 ug 1.8 ml
3-4 400 pl 4 ug 1.6 ml
5-6 600 pl 6 ug 1.4 ml
7-8 800 ul 8 Mg 1.2 ml
9-10 1000 pl 10 ug 1ml

Tabla 1. Volimenes vy concentraciones de la curva tipo utilizada en la cuantificacién de hidroxiprolina.

Analisis estadistico. Se analizaron los resultados para determinar la significancia
estadistica mediante ANOVA para comparaciones entre grupos y t de Student para

comparaciones de medias entre dos grupos, con el programa SPSS version 17.0.
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RESULTADOS

Induccion de granuloma
La inyeccion estereotactica de 20ug de kaolin produjo la formacién de un granuloma a
nivel de la amigdala, como fue posible corroborar con estudios histolégicos y de imagen

(Figuras 3y 4).
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Figura 3. Granuloma en el nicleo basolateral de Figura 4. Ganuloma en el nicleo basolateral de
la amigdala cerebral derecha. Imagen la amigdala cerebral derecha, realizado mediante
microscopi-ca con tincion de HE, 100x, que IMR para demostrar la localizacién

demuestra el acimulo de la sal en células

fagociticas.

Kindling quimico

De entre los grupos evaluados se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en los animales tratados con talidomida y metilprednisolona, en el andlisis de las
variables conductuales observadas y de la actividad eléctrica registrada en los animales

implantados con electrodos de corticales (Tabla 2).

Efecto del tratamiento inmunomodulador en respuesta a la epilepsia inducida con PTZ.
No se encontraré en ninguno de los grupos diferencias estadisticamente significativas en
relacion a la dosis de PTZ inductora de la primera mioclonia. Las ratas tratadas con

ciclosporina mostraron una evolucion mas rapida al kindling evidenciada por menores
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dosis y latencias requeridas para la presentacion de ambas PM y CTCG, respecto a los

controles, sin que existieran diferencias estadisticamente significativas (Tabla 2).

Vehiculo Col Cs MP Tali
Latencia 22+0.2 25+13 146+0.1 24+0.3 40+1.0*
para PM
Dosis 200 200 200 200 200
para PM
Duracién 22+0.3 3.0+0.3 40+£15 3.2+£0.7 29+0.8
de la PM
Latencia 107.9+5.2 126.3+6.5 106.2 + 9.8 144.0 + 14.0 156.0 + 15.2
para CTCG * *x
Dosis 164.8 +12.2 207.0+16.0 164.0+21.5 256.0+33.3 290.0 + 45.1
para CTCG * *x
Duracién 110.2 +18.1 19.0+ 3.5 64.7 + 40.0 51+14 64.3 £13.2
de CTCG
Numero de | 30+5 38+ 10 50 + 30 45+ 14 10+5
postdescarg
as en K1

Tabla 2. Tiempos de latencia para PM y CTCG; dosis de PTZ inductora de PM y CTCG y nameros de
postdescargas encontrados en los animales observados y con registro de la actividad eléctrica cerebral.
Existieron diferencias estadisticamente significativas en los grupos tratados con talidomida vy
metilprednisolona. Los animales tratados con ciclosporina mostraron menor tolerancia al proconvulsivante
y una mayor facilidad para el fenémeno de kindling, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas. (*p < 0.05; **p < 0.01)

Para el desarrollo de la primera mioclonia la latencia en el grupo control fue de 2.19
minutos frente a 3.97 min en el grupo de talidomida (p < 0.01) (Figura 5). La dosis
desarrollo de crisis convulsivas tonico clonico

acumulada requerida para el

generalizadas fue de 164.8 mg de pentilenetetrazol en el grupo control, de 255 mg el
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grupo que recibié tratamiento con metilprednisolona (p < 0.01) y de 290 mg las ratas que
recibieron talidomida (p < 0.01) (Figura 6). La latencia acumulada para la presentacion
de la primera crisis convulsiva ténico clonico generalizada fue de 107.85 minutos en el
grupo de ratas control, de 143.94 minutos el grupo que recibié metilprednisolona y de

155.92 minutos el grupo de talidomida (p +0.04 y 0.02 respectivamente) (Fig 7).
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Figura 5. Tiempo de latencia transucurrido desde la aplicacion del proconvulsivante hasta la aparicién de
la PM (*p < 0.05)
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Figua 6. Dosis de PTZ necesaria para inducir la primera CTCG (*p < 0.05; **p < 0.01).
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Figura 7. Tiempo de latencia requerido para presentacition de la primera CTCG (*p < 0.05; **p < 0.01)

Efecto del tratamiento en el registro EEG durante la epilepsia inducida con PTZ.

El EEG se mantuvo sin actividad paroxistica en el registro basal en todas las ratas. Las
ratas tratadas con colchicina registraron una importante disminucion en la duracién de la
primera CCTG (19,0 £ 3,5) mientras que las ratas tratadas con vehiculo mostraron
convulsiones generalizada de mayor duracién (110,2 + 18,1), pero no se existi6 una
diferencia estadisticamente significativa (p = 0,07). Al igual que en los pardmetros de
conductuales, la tolerancia de las ratas tratadas con ciclosporina fue mas pobre respecto
a las ratas control. Las ratas tratadas con ciclosporina presentaron 50 + 30
postdescargas en el K1, mientras que las ratas tratadas con vehiculo tuvieron 30 + 5. La
duracioén de la PM fue mayor en las ratas tratadas con ciclosporina en comparacion con
el grupo control, pero sin que pudieran encontrarse diferencias estadisticamente
significativas (4,0 £ 1,5y 2,2 + 0,3 min, respectivamente).

La ratas tratadas con talidomida mostraron en la primera etapa del kindling una
diferencia estadisticamente significativa en el nUmero postdescargas en comparacion
con el grupo control (24,9 £ 11,1 y 9,3 + 7,4 respectivamente, p <0,01, t de Student)
(Tabla 3).
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Control Talidomida

(Media =+ DS) (Media = DS)

-Latencia de la PM* 2.31+1.02 3.98 + 3.04°
-Duracién de la PM 2.81+211 2.90 +1.42

-Postdescargas en
dosis inductora de PM 2489 +11.15 9.33+7.37

-Dosis Acumulada para

presentacion de CTCG? 165 + 67 290 + 142"
-Latencia de la

primera CTCG 3.19 £+ 3.60 3.92 £ 2.09
-Duracion

de la CTCG 110+ 54 64 + 23

Tabla 3. Andlisis de variables en la epilepsia inducida con PTZ en ratas con
granuloma amigdalino tratadas con Tali o vehiculo. 'PM, Primera mioclonia;
’CTCG, Crisis tonico-clénico generali-zada; * p < 0.05, t Student; ** p, 0.01, t
Student.

El andlisis de la morfologia de la actividad eléctrica de una rata representativa, permitio
observar una mayor complejidad en las postdescargas encontradas en los animales
tratados con vehiculo y una menor facilitacion eléctrica en los animales tratados con Tali,
en funcion de la cantidad de postdescargas caracteristicas de las Fases Ill y IV que los
animales eran capaces de resistir antes de presentar la primera CTCG, siendo esta de
mayor voltaje y frecuencia (ondas/seg) en los animales control, aungue no se realizaron

priebas estadisticas para valorar dichas apreciaciones. (Figs. 8 y 9).
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Figura 8. Registro elecrogréfico en las diferentes aplicaciones de dosis subumbales crecientes de

PTZ (k1-k7) en ratas con granuloma amigdalino. Mayor complejidad aparentede la actividad
eléctrica en los animales tratados con vehiculo (control) que en los animales que recibieron Tali.
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Fig 9. Actividad eléctrica representativa de ratas con granuloma en amigdala cerebral, tratadas
cronicamente (45 dias) con: A, B y C, talidomida (160 mg/kg); o D, vehiculo (aceite). A, registro
basal previo a la aplicacion del PTZ (K6). B, Registro post-PTZ (K6) demostrando la presencia de
ondas lentas de bajo voltaje parecida al suefio, que no constituian una postdescarga real; C,
actividad eléctrica registrada durante la presentacion de una crisis ténico-clénico generalizada; D,
registro durante CTCG de rata control, donde se aprecian ondas de mayor intensidad en voltaje y

frecuencia que en los animales tratados con talidomida.
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Analisis histolégico
La apariencia microscopica de la lesion en el grupo de ratas tratadas con Tali se
caracterizé por un entramado de coldgena menos denso que el encontrado en los otros

grupos de ratas (Fig. 10).

Figura 10. Microfotografia del granuloma amigdalino en cerebro de rata
Wistar. Mitad izquierda, lesion granulomatosa en ratas administradas con
vehiculo (control). Mitad derecha, lesion granulomatosa de ratas tratadas
cronicamente con Tali-domida (160 mg/kg). A y B, tinciébn con
hematoxilina y eosina, 100x; C y D, tincion con tricromico de Masson,
100x.

Determinacion de colagena

La determinacion de colagena se realiz6 en funcion de la cuantificacion de hidroxiprolina
por gramo de tejido, mediante la ecuacion de la recta en una curva tipo (Fig. 11). La
cantidad de hidroxiprolina (mg de hidroxiprolina / gr de tejido) cuantificada fue
signifiactivamente menor en todos los grupos tratados (Cs, 14.65 mg/gr, p < 0.05; Col,
9.24 mg/gr, p < 0.01; MP, 6.37 mg/gr, p < 0.001; Tali, 14.71 mg/gr, p < 0.05) respecto a
los controles (Ctrl, 24.93 mg/gr). que en la encontrada en los animales del grupo control
(Figura 12).
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Concentracién de hidroxiprolina

Figura 12. Concentracion de hidroxiprolina por gramo de tejido cerebral encontrado en los animales de

los distintos grupos experimentales. (*p < 0.05; **p < 0.01).
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DISCUSION

Se logré el desarrollo de un granuloma en una zona considerada epileptogénica por
excelencia. Si bien la mayoria de modelos de epilepsia con PTZ se encaminan a
modelar epilepsia mesial temporal, este modelo busco precipitar epilepsia en ratas con
una lesion estrucutral previamente establecida como sucederia en pacientes con
lesiones como las que han sido sefialadas ampliamente. El modelo de gel de alumnio
por si s6lo conlleva varios inconvenientes: la aplicacion del gel es a nivel cortical es
decir, extrinseco, por lo que el proceso inflamatorio seria més bien leptomeningeo y no
intrinseco como cuando existe una lesién parenquimatosa. El tiempo para desarrollar
crisis es muy prolongado lo que imposibilitaria realizar las pruebas que se llevaron a
cabo en este trabajo. Consideramos que este modelo puede representar bien a los
numerosos pacientes con lesiones estructurales del I6bulo temporal y epilepsia de
patrén parcial complejo, como aquellos con gliomas, cavernomas, hematomas
subdurales, infartos y hemorragias de esta region.

Las diferencias en la dosis de PTZ requerida para la presentacion de la primera
mioclonia responden al efecto del tratamiento crénico con los farmacos utilizados, sin
embargo debe considerarse la existencia de resistencia genética, tal y como ha sido
documentado por otros autores en ensayos genéticos realizados en animales (Racine y
col., 2003; Racine, Steingart y Mcintyre, 1999 ) y humanos (Sutula, 2004; Borivoj y col.,
2003).

El resultado en el analisis del nimero de postdescargas refleja que ambos tratamientos
(Tali y Cs) poseen un efecto modulador sobre la funcionalidad del tejido cerebral
perilesional, logrando en el caso de la primera la preservacién del mismo, mientras que
para la segunda, se evidencO una notoria disminucion al armaco como ha sido ya
reportado por otros autores (Franks, 2004; Ruiz y col., 2000; LaDuca y Gaspari, 2002).
La Cs ha demostrado tener efecto anticonvulsivante en ratas con crisis convulsivas
inducidas con PTZ cuando se administra en modelos de neuroproteccién aguda
(Homayoun, 2002). Sin embargo, la administracion cronica de este farmaco y la
induccion de crisis en nuestro modelo, permite tener la seguridad de que no existian
metabolitos farmacolégicamente activos durante el kindling, y arroj6 resultados

aparentemente deletéreos en la funcion eléctrica de este grupo de animales.. Se
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deberan disefiar ensayos posteriores para discernir los mecanismos implicados en esta
accion sinérgica. La talidomida produjo un efecto neuroprotecto global en los estos
animales. Los mecanismos que dieron origen a este efecto, deberan ser escudrifiados
cuidadosamente, pero las acciones inmunomoduladoras de este farmaco sobre la
respuesta inflamatoria granulomatosa parecen limitar los dafios estructurales,
repercutiendo sobre la funcionalidad de tejido, produciendo un retardo la propagacion de
la actividad neuronal excesiva y disminuyendo su intensidad; efectos seguramente
vinculados a la propiedad farmacoldgica de este compuesto para inhibir la actividad del
TNF-a (Franks y col., 2004). Sera necesario disefiar ensayos para evaluar la expresion
de este y otros mediadores.

Todos los farmacos disminuyeron la cantidad de hidroxiprolina en el tejido cerebral con
respecto a los animales control, es necesario todavia confrontar nuestros hallazgos con
otros reportes, sin embargo, la mayor parte de los trabajos sobre fibrosis en ratas, se
dirigen hacia patologias de higado y rifion, y la informacion existente sobre fibrosis
cerebral en ratas es escasa. Los niveles de hidroxiprolina encontrados en nuestro grupo
de animales no operados, corresponden a los reportados en un gramo de tejido
esplénico normal de rata (Woessner, 1961).

No existen reportes previos sobre los efectos funcionales que nosotros observamos,
pero numerosos grupos de trabajo han estudiado los cambios estructurales que siguen a
un proceso inflamatorio cerebral y las repercusiones que tales cambios pueden tener en
la funcionalidad (Dam, 1992; Golarai y col., 2001; Santhakumar y col., 2001; Mathes,
Oommen y Francel, 2001).
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CONCLUSIONES

La colchicina posee un efecto antifibrotico en el cerebro de ratas con un granuloma
experimental y parece preservar la funcionalidad del tejido neural perilesional; sin
embargo deberan investigarse las dosis y momentos en que el farmaco posea un mejor
efecto.

La metilprednisolona posee efecto antifibrotico y parece tener alguna repercusion en la
preservacion funcional del tejido cerebral viable.

La ciclosporina-A parece facilitar la excitabilidad del tejido que rodea una lesion
granulomatosa y preservarlo sélo en combinacién con metilprednisolona.

La talidomida parece disminuir el depdésito de fibras de colagena ypreservar el tejido
funcional cerebral que rodea a una lesion granulomatosa, por lo que podria ser una
alternativa promisoria para la prevencidbn de epilepsia secundaria. El analisis
inmunohistologico de mediadores y de proteinas de matriz en la lesion y la confirmacién
de la reproducibilidad de nuestros resultados es inminente Es fundamental enfocar el
trabajo hacia otras variables fundamentales en el proceso de epileptogénesis como la
actividad astrocitica y microglial y las efecto de citocinas y otros mediadores, sobre
receptores, canales i6nicos de membrana y el efecto de todo ello sobre la accion de
neurotransmisores y la excitabilidad neuronal del tejido que rodea a la lesion. Ademas
del efecto inmunomodulador descrito, la talidomida podria tener efecto sobre la actividad
eléctrica, lo cual explicaria el aumento de la latencia para el desarrollo de la 18. TCG,
pero este efecto debera aun ser analizado. Otros grupos de nuestro centro han probado
ya la utilidad del control de las crisis inducidas con PTZ con talidomida como
antiepiléptico (Palencia, 2007)

Los resultados de este trabajo evidencian la utilidad de la metilprednisolona y la
talidomida fundamentalmente, como agentes anti-inflamatorios y reguladores de la
estructura anatémica de una lesion experimental en el cerebro y podrian ser
potencialmente Utiles para prevenir el desarrollo de epilepsia secundaria a infecciones,
tumores o accidentes cerebrovasculares en el humano. EIl efecto anticomicial de la
talidomida, ya esta siendo evaluado en humanos, aunque falta aun encontrar la via
metabdlica de este efecto, por lo que este trabajo servird de base para continuar con el

estudio del efecto de este farmaco como tratamiento de la epilepsia.
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