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1. RESUMEN

La epilepsia del I6bulo temporal es el sindrome epiléptico mas frecuente alrededor
del mundo y es el que muestra mayores indices de farmacorresistencia. Ademas,
es un padecimiento asociado a lesiones en sustancia gris y sustancia blanca. El
férnix es un tracto de sustancia blanca que ha mostrado alteraciones en pacientes
con epilepsia farmacorresistente, por esta razon es necesario conocer su
participacion en el proceso de epileptogénesis. Sin embargo, hacer el seguimiento
de este proceso en pacientes resulta imposible y los modelos animales son una
herramienta de vital importancia. Realizando modificaciones en las neuronas de la
via septo-hipocampal con saporinas (sustancias que inhiben la sintesis de
proteinas de células especificas) se pueden observar cambios hipocampales que
pueden contribuir a la modificacién de procesos epileptogénicos. El objetivo de
este trabajo fue analizar longitudinalmente los cambios de la microestructura de la
via septo-hipocampal tras la lesién selectiva de las aferencias del hipocampo.
Para esto, se utilizé el modelo del tensor para calcular la fraccion de anisotropia
de tales estructuras en diferentes puntos temporales. Para ello, utilizamos ratas
Sprague-Dawley macho de 38 dias de edad al inicio del estudio. A través de
cirugia estereotaxica, los animales de 44 dias de edad fueron inyectados (325
ng/ml de saporina GAT1-Sap (lesion GABAérgica) 6 375 ng/ml de saporina 192-
IgG (lesidn colinérgica) a nivel del septum medial. Doce dias post-cirugia, la mitad
de los animales fueron llevados a status epilepticus inducido con inyecciones
sistémicas de pilocarpina (340 mg/kg dosis inicial y 170 mg/kg dosis
subsecuentes). Los animales fueron escaneados in vivo en un resonador 7T a
diferentes tiempos: 1) inicio del protocolo, 2) 10 dias después de la cirugia del
septum medial, 3) 24 dias después de la induccién del status epilepticus y 4) 64
dias post-status epilepticus. Los resultados muestran que la lesién de grupos
neuronales GABAérgicos o colinérgicos del septum medial no produce cambios
observables en las imagenes de difusion en fimbria o hipocampo dorsal. Sin
embargo, la saporina GAT1-SAP duplicé el indice de mortalidad de los animales
en el modelo de pilocarpina, mientras que la saporina 192-IgG no mostr6 este

cambio. Los resultados del analisis inmunohistoquimico sugieren que, si bien las



saporinas son efectivas para depletar las células del septum medial y son
selectivas para células inmunorreactivas a parvalbumina o acetilcolinesterasa,
tienen un efecto parcial sobre el resto de las células de esta estructura. Esto
sugiere que la integridad del septum medial es un factor determinante en la
susceptibilidad para presentar crisis epilépticas, sin embargo, se necesitan
técnicas mas especificas para observar los cambios microestructurales en el

proceso de epileptogénesis.



2. ABSTRACT

Temporal lobe epilepsy is the most common epileptic syndrome in the world, with
the highest index of pharmacoresistance, and associated to gray and white matter
lesions. Although the fornix is a white matter tract usually altered in patients with
refractory temporal lobe epilepsy, its involvement in the epileptogenic process is
still not fully understood. However, monitoring this evolution in patients is
impossible and animal models become a very useful tool. By lesioning the septo-
hippocampal pathway neurons with saporins (substances that inhibit the protein
synthesis of specific cells) we can achieve hippocampal changes that can
contribute to epileptogenic processes. The aim of this work was to longitudinally
analyze the microstructural changes of some of the brain regions that integrate the
septo-hippocampal pathway after selectively lesioning the GABAergic and
cholinergic septal connections. For this matter, we used the tensor model to
calculate the fractional anisotropy of medial septum, dorsal hippocampus and
fimbria at four different time points. Male Sprague-Dawley rats (44 days old) were
injected into medial septum with the following toxins: 1) GAT1-Sap (325 ng/ml; for
GABAergic lesion) or 2) 192-IgG saporin (375 ng/ml; for cholinergic lesion). Twelve
days after the stereotaxic surgery, half of the injected animals were submitted to
the pilocarpine model. Animals were scanned using a 7T scanner at four different
time points: 1) before any manipulation, 2) 10 and 3) 24 and 4) 64 days after the
status epilepticus induction. The results show that the injuries of GABAergic or
cholinergic neuronal groups induce no observable changes in diffusion-weighted
images in fimbria or dorsal hippocampus. Nevertheless, the GAT1-SAP increased
the mortality rate of those animals submitted to the pilocarpine model; effect that
was not observed in those animals injected with 192-IgG saporin. The
immunohistochemical analysis suggest that, although saporins are effective in
depleting the cells of the medial septum and are selective for specific cells, they
have a partial effect under the rest of the cells from this structure. This suggests
that the medial septum integrity is a determining factor in the susceptibility to
trigger seizures. However, more specific techniques are required to determine the

microstructural specific changes during the epileptogenic processes.



3. INTRODUCCION

La epilepsia es una enfermedad crénica del sistema nervioso central que se
manifiesta a través de la predisposicion a presentar crisis epilépticas espontaneas
recurrentes (CEER). Especificamente, la Epilepsia del Lébulo Temporal (ELT) es
la forma mas frecuente de epilepsia de origen focal, identificandose a las crisis
febriles, al status epilepticus, a las infecciones y a los traumatismos padecidos
durante la infancia temprana como factores predisponentes del desarrollo de dicha
enfermedad. Numerosos estudios tanto clinicos como experimentales han
demostrado que la actividad epileptiforme en sujetos con ELT se origina en
regiones del sistema limbico, describiéndose también alteraciones de sustancia
gris y blanca a nivel de esta area cerebral (destacando la esclerosis hipocampal).
Sin embargo, algunos trabajos también han identificado anormalidades en
estructuras distantes al sistema limbico, lo cual ha modificado la perspectiva de la
enfermedad, redireccionandola hacia un enfoque mas global y menos focalizado.
Dichas anormalidades alejadas del foco epiléptico han sido identificadas gracias a
la imagenologia por resonancia magnética (IRM) sensible a difusién pues es
capaz de inferir la microestructura del tejido nervioso con base a la deduccion de
los movimientos aleatorios de las moléculas de agua. El problema radica en que
tales hallazgos sélo se han descrito en pacientes con ELT instaurada,
desconociéndose si éstos son causa 0 consecuencia del proceso epileptogénico.
La dificultad para hacer el seguimiento de estas lesiones en pacientes ha
impulsado el uso de modelos animales capaces de simular algunas de las
caracteristicas clinicas del trastorno. Uno de los modelos de epilepsia adquirida
mas usados es el de la pilocarpina pues reproduce algunas de las alteraciones
estructurales de la enfermedad, favoreciendo el desencadenamiento de CEER de
origen limbico en los animales. En general, durante las ultimas cuatro décadas,
dicho modelo ha ayudado a comprender mejor el proceso epileptogénico. Por ello,
el presente trabajo tiene como objetivo caracterizar los cambios microestructurales
que aparecen tras la lesion selectiva de conexiones GABAérgicas o colinérgicas y

analizarlos longitudinalmente mediante el uso de IRM sensible a difusién.
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4, ANTECEDENTES
4.1 DEFINICION DE EPILEPSIA

La palabra epilepsia proviene del griego epilambanein, que significa ser “poseido o
ser atacado”. Este término se deriva de la idea de que la epilepsia representaba
un ataque o un castigo de los dioses o espiritus malignos (Magiorkinis et al.,
2010). Actualmente, la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas
en inglés) define una crisis epiléptica como la ocurrencia de signos y/o sintomas
debidos a una actividad neuronal excesiva sincronica o asincronica anormal; y a la
epilepsia la define como una enfermedad cerebral cronica caracterizada por
predisposicion duradera a generar crisis epilépticas espontaneas y recurrentes
(CEER) y por las consecuencias neurobiolégicas, cognitivas, psicolégicas y
sociales propias de esta condicion (Fisher et al., 2014; ILAE, 2014). Dichas CEER
son secundarias a descargas neuronales anormalmente excesivas y sincronicas
cuyo origen puede estar limitado a una sola region cerebral o provenir de
diferentes sitios cerebrales. De acuerdo con la distribucion de las descargas, esta
actividad del sistema nervioso central se manifiesta de diferentes formas y se
asocia a una variada comorbilidad (ILAE, 2014). En cuanto a su etiologia, se
propone que su clasificacion sea genética, estructural, metabdlica, inmunitaria,

infecciosa o desconocida (ILAE, 2014).

4.2 EPIDEMIOLOGIA DE LA EPILEPSIA

La epilepsia comprende mas de 40 sindromes clinicos y afecta a cerca de 60
millones de personas en el mundo, de las cuales el 80% se encuentran en los
paises en vias de desarrollo, . La mediana de incidencia de la epilepsia en estos
paises es de 68.7, en comparacion con 43.4 en los paises desarrollados. Ademas,
en los paises de ingresos altos, el riesgo de muerte prematura de las personas
que viven con epilepsia es de dos a tres veces mas alto que en la poblacion
general; cifra que se dispara en los paises de ingresos bajos (seis veces superior)
(Kotsopoulos et al., 2002; Burneo et al., 2005; Olmos-Hernandez et al., 2013;
Guzman-Jiménez y Velasco-Monroy, 2015). En México, al menos 2 millones de
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personas sufren epilepsia y se estima que la prevalencia oscila entre 11.4 y 20.3

casos por cada 1000 habitantes (Guzman-Jiménez y Velasco-Monroy, 2015).

El alto indice de prevalencia de este padecimiento y los numeros elevados de
individuos sin un tratamiento efectivo, asi como el hecho de que aproximadamente
50% de la poblacién con epilepsia sufre comorbilidades psiquiatricas como
trastornos de conducta, ansiedad, depresion y alteraciones cognitivas, convierten
a esta enfermedad en un grave problema de salud publica en los paises en vias
de desarrollo. Aunado a lo anterior, otro de los problemas a los que se enfrentan
los pacientes epilépticos en paises como México es la poca disponibilidad de
recursos para detectarla a tiempo y asi evitar un mayor impacto en sus actividades
cotidianas y a la postre en su calidad de vida (Kwan y Brodie, 2000; Téllez-

Zenteno et al., 2005; Téllez-Zenteno y Hernandez-Ronquillo, 2012).

4.3 NEUROBIOLOGIA DE LA EPILEPSIA

La membrana neuronal es semi-permeable, permitiendo el paso de forma selectiva
a algunos iones cargados eléctricamente (principalmente Na*, K*, Ca?* y CI-). Esta
caracteristica le confiere la capacidad de originar cambios rapidos que alteran
subitamente la diferencia de potencial entre el interior y el exterior de la célula
(Scharfman, 2007). Durante el estado de reposo de la membrana neuronal, las
células se mantienen cargadas negativamente con respecto al exterior y gracias a
la bomba de sodio-potasio se logra la regulacion de la concentracion de iones en
el interior de la neurona. Sin embargo, para originar un potencial de accién o
descarga neuronal es necesario alterar el estado de reposo de la neurona a través
de dos fenémenos: 1) la despolarizacion (la neurona recibe una carga positiva y se
vuelve menos negativa con respecto al exterior) y 2) la hiperpolarizacién (la
neurona alcanza una carga mas positiva que su exterior) (Llinas, 1988; Zhang y
McBain, 1995; Bean, 2007). Finalmente, dichos potenciales de accion o descargas
neuronales se propagan a lo largo de los axones hacia neuronas vecinas y se
favorece la liberacion de neurotransmisores en las hendiduras sinapticas (Stuart et

al., 1997). El problema radica en la aparicion de estados de hiperexcitabilidad que
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perturban el ambiente idnico antes descrito y desencadenan la actividad epiléptica
(Chamberlin et al., 1990; Kullmann, 2002; Somjen, 2002; Vaillend et al., 2002).

La epileptogénesis es el proceso mediante el cual un grupo de neuronas
desarrolla hiperexcitabilidad y alcanza un estado en el que puede generar crisis
epilépticas de forma espontanea. En este proceso se involucran dos tipos de
fendmenos: 1) el inicio de descargas que un cierto grupo de neuronas repiten de
manera anomala y 2) la propagacion de dichas descargas hacia neuronas vecinas
y distantes. En este sentido, el desbalance entre la neurotransmision excitadora e
inhibidora ha sido sefalado como uno de los mecanismos esenciales de la
ictogénesis (proceso a través del cual se inicia una crisis epiléptica) (Thomas et
al.,, 2003, 2004; Blauwblomme et al., 2014; Luna-Munguia et al., 2019).
Aseveracion sustentada a partir de estudios clinicos de microdialisis realizados en
el foco epiléptico de pacientes con epilepsia del l6bulo temporal (ELT)
farmacorresistente, los cuales han reportado niveles extracelulares elevados de
glutamato y niveles extracelulares disminuidos del acido gamma-amino butirico
(GABA) durante el periodo ictal e interictal (During y Spencer, 1993; Cavus et al.,
2005, 2008). Luna-Munguia et al. (2011) reportaron resultados similares en un
modelo de epilepsia adquirida. Todos estos resultados sugieren que las
concentraciones extracelulares de glutamato permanecen elevadas entre crisis y
crisis, situacion que puede llegar a generar excitotoxicidad (Barker-Haliski y White,
2015).

La aseveracion de que el sistema glutamatérgico esta involucrado en el inicio,
propagacion y mantenimiento de la actividad epiléptica se fundamenta en los
trabajos descritos anteriormente y en estudios realizados en el tejido epiléptico
removido de pacientes sometidos a cirugia. Estos sugieren un ciclo glutamato-
glutamina perturbado (Eid et al., 2016), consecuencia de diversas alteraciones
como: 1) fallas en la expresién y/o funcionamiento de los transportadores de
glutamato (Proper et al.,, 2002), 2) pérdida de la enzima glutamina sintetasa
astroglial (Eid et al., 2004; van der Hel et al., 2005) y 3) cambios en la densidad y
funcionalidad de receptores NMDA, AMPA, kainato y metabotrépicos (Mathern et
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al., 1998; Blumcke et al., 2000; Tang y Lee, 2001; Das et al., 2012). Similar a lo
descrito con el glutamato, la falla en el sistema GABAérgico no sdlo involucra los
niveles extracelulares disminuidos del GABA descritos anteriormente. También se
han sugerido otras causas como parte del proceso que antecede al desarrollo de
descargas epilépticas. Algunas son: 1) desensibilizacion de receptores
GABAérgicos a nivel pre- y post-sinaptico (Kamphuis et al., 1991; Asprodini et al.,
1992), 2) alteracion en la homeostasis de los iones Cloro (Auer et al., 2020), 3)
anomalias en la liberacion del GABA, posiblemente reguladas por los
autorreceptores GABAs (Mott et al., 1993), 4) fallas en los transportadores
GABAérgicos (Mathern et al., 1999; Mattison et al., 2018; Schijns et al., 2020) y 5)
pérdida masiva de neuronas GABAérgicas en CA1, CA3 y giro dentado, asi como
de interneuronas GABAérgicas que conectan hipocampo y septum medial (Liu et
al., 2014; Rocha et al., 2014).

Las descripciones previas dejan claro que la ictogénesis surge como
consecuencia de alteraciones en las propiedades intrinsecas de las neuronas, de
la perturbacion del ambiente idnico y del desbalance entre la neurotransmision
excitadora e inhibidora. Sin embargo, estas explicaciones aun resultan
insuficientes para tratar de explicar la naturaleza cronica y recurrente de las crisis
epilépticas espontaneas. Por ello cobra relevancia el estudio de la epileptogénesis
y la descripcidn de los procesos patoldgicos a través de los cuales las redes
neuronales aumentan su excitabilidad y su susceptibilidad para presentar crisis
epilépticas espontaneas hasta alcanzar el establecimiento de la enfermedad
(Pitkanen et al., 2015). Actualmente se ha reportado que el proceso de
epileptogénesis involucra tres etapas: 1) el insulto cerebral inicial o evento
precipitante (traumatismos craneoencefalicos, tumores, accidentes
cerebrovasculares, infecciones, crisis febriles, status epilepticus), 2) el periodo de
latencia (tiempo entre el insulto cerebral y la aparicion de la primera crisis
epiléptica espontanea; puede durar meses o afios) y 3) la fase cronica o epilepsia
per se (Pitkanen et al., 2015; Lukawski et al., 2018).
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4.4 SISTEMA LIMBICO EN CONDICIONES NORMALES Y
PATOLOGICAS
4.4.1 ANATOMIA

El sistema limbico es un conjunto de estructuras corticales y subcorticales
localizadas en la cara medial de cada hemisferio cerebral y que rodean al
diencéfalo. Dichas estructuras son: la formacion hipocampal, el area subcallosa, el
cingulo, el giro parahipocampal, el area septal, el nucleo accumbens, el complejo
amigdalino, los cuerpos mamilares, las formaciones olfatorias, la corteza orbito-
frontal y todos aquellos fasciculos de sustancia blanca que interconectan estas
estructuras entre ambos hemisferios (Wilkinson, 1992; Catani et al., 2013).
Describir a detalle el sistema limbico resultaria complejo y extenso. Por ello,

explicaremos brevemente lo relevante para este trabajo de tesis.

La formacion hipocampal es un conjunto de estructuras que se encargan de
canalizar la informacion aferente de las areas somatosensoriales y asociativas
neocorticales hacia el giro dentado y el hipocampo. En el caso especifico del
hipocampo, se caracteriza por ser una prominencia de sustancia gris localizada en
el piso del ventriculo lateral y dividida en 4 subareas conocidas como cornus
ammonis (CA1, CA2, CA3 y CA4). Esta estructura laminar a su vez también se
divide en 6 estratos (moleculare, lacunosum, radiatum, lucidum, pyramidale y
oriens) (Buhl y Dann, 1991; McDonald y Mott, 2017; Fogwe et al., 2021).
Actualmente se sabe que la plurifuncionalidad del hipocampo se basa en su
capacidad para establecer conexiones plasticas con regiones intra- y extra-
limbicas. Sin embargo, esta caracteristica es la que también lo implica en el

proceso epileptogénico (Scharfman, 2007).

4.4.2 CONECTIVIDAD
El circuito de Papez es un conjunto de estructuras conectadas que unen al
sistema limbico entre si y con regiones extra-limbicas. El hipocampo es
considerado como una estructura crucial pues representa el origen del circuito al

permitir que la informacion multimodal procesada por la corteza entorrinal entre a
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través de él y cruce a través de la via perforante hasta llegar al giro dentado y
cornus ammonis tras atravesar el subiculo. De esta forma, las proyecciones del
hipocampo y del subiculo se juntan en la fimbria y viajan a través del férnix hasta
los tubérculos mamilares, los cuales se comunican con los nucleos anteriores del
talamo via el tracto mamilotalamico. A partir de estos nucleos, las fibras talamo-
corticales ascienden por la capsula interna hasta llegar a la corteza del giro
cingular. Finalmente, el circuito continua bajo el giro cingular, llegando hasta la
corteza entorrinal del giro parahipocampal; completandose asi el circuito (Figura
1). Aunque pareciera ser un circuito cerrado y unidireccional, éste también
presenta conexiones extrinsecas y bidireccionales (Wilkinson, 1992; Fogwe et al.,
2021). Estudios tanto clinicos como experimentales han reportado alteraciones
especificas de este circuito (fornix y cingulo) en sujetos con epilepsia del l6bulo
temporal (ELT). Es importante mencionar que otras dos vias intrahipocampales
también han sido descritas en la fisiopatogenia de la ELT: la via trisinaptica y la via

monosinaptica (Amaral y Lavenex, 2007).

El fornix es una lamina de sustancia blanca constituida por axones mielinizados y
no mielinizados. Dicha estructura se ubica sobre la cavidad del tercer ventriculo y
su forma semeja una boveda de 4 columnas. El cuerpo del fornix se forma cuando
cada columna posterior emerge de la fimbria ipsilateral, asciende, y traza una
curva céncava que se une con la columna contralateral. El cuerpo del fornix sigue
un curso subcalloso hasta curvearse y bifurcarse en su porciéon anterior para asi
formar las columnas anteriores. A nivel de la comisura anterior, cada columna se
divide en dos porciones, la precomisural y la poscomisural, las cuales se dirigen
hacia los nucleos septales y hacia los tubérculos mamilares, respectivamente
(Chronister y Hardy, 2003; Latarjet y Ruiz-Liard, 2006).

El papel que juega el férnix en todo el circuito cobra fuerza pues representa la
principal ruta eferente del hipocampo. Las fibras eferentes glutamatérgicas que se
originan de neuronas piramidales de CA1, CA3 y subiculo, viajan a través de la via

precomisural hasta llegar al nucleo septal lateral (NSL) (Swanson y Cowan, 1977,
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1979; Stevens y Cotman, 1986; Gaykema et al., 1991; Dutar et al., 1995; Liu y
Alreja, 1998; Amaral y Lavenex, 2007; Khakpai et al., 2013). En el NSL, las
neuronas GABAérgicas no son reactivas a parvalbumina pero si son positivas a
calbindina o calretinina, es decir, las células de este nucleo expresan las proteinas
calbindina o calretinina (Bjerke I.E., Yates S. C., Laja A., Witter M. P., Puchades
M. A., Bjaalie J. G., and Leergaard T.B., 2021).

. o
d b -
R
p— . Tracto mamilo-talamico
. Cingulo . Proyecciones taldmico anterior
D Férnix E Fasciculo uncinado

Figura 1. Conexiones del sistema limbico. Este sistema conecta estructuras intra- y extra-limbicas a través de
tractos. El cingulado se conecta a la corteza érbito-frontal (COF) y al talamo a través de proyecciones talamico
anteriores (linea verde). La COF se conecta con la amigdala y el cingulado a través del fasciculo uncinado
(linea azul). La amigdala tiene conexiones hacia el cingulado a través del cingulo (linea roja). El talamo se
conecta hacia el hipotalamo y los cuerpos mamilares por proyecciones talamicas anteriores; conectandose

también con el hipocampo a través del férnix. Modificado de: Wilkinson, 1992.

Posteriormente, dicho NSL envia proyecciones GABAérgicas al complejo del
Nucleo Septal Medial y la Banda Diagonal del area de Broca (NSMBD), el cual
estd constituido por una poblacion heterogénea de neuronas GABAérgicas,

colinérgicas y glutamatérgicas (Figura 2) (Swanson y Cowan, 1979; Gaykema et
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al., 1991; Liu y Alreja, 1998; Sotty et al., 2003; Colom et al., 2005, 2006; Khakpai
et al., 2013; Kitchigina et al., 2013; Unal et al., 2015). Las proyecciones de este
complejo constituyen las principales aferencias que viajan a través de la fimbria-
férnix hacia la formacion hipocampal (Amaral y Kurz, 1985; Khakpai et al., 2013;
Unal et al., 2015). Finalmente, es importante resaltar que la reciprocidad entre las
conexiones del complejo NSMBD y la formacién hipocampal radica en dos

razones principalmente:

1. El complejo NSMBD es inervado por fibras colaterales de neuronas no
piramidales ubicadas en el stratum oriens de CA1 y CA3 (Gaykema et al.,
1991; Colom et al., 2006) y éstas conectan principalmente con neuronas
septales GABAérgicas y en menor grado, colinérgicas (Toth et al., 1993).

2. Del complejo NSMBD surgen fibras colinérgicas que hacen sinapsis con
neuronas piramidales e interneuronas de CA1 y CA3 (Amaral y Kurz, 1985;
Frotscher y Leranth, 1985). También surgen fibras eferentes GABAérgicas
que solo se conectan con interneuronas hipocampales (Freund y Antal,
1988) y fibras glutamatérgicas que conectan con neuronas piramidales de
CA3 (Colom et al., 2005; Huh et al., 2010).

En conjunto, todas estas conexiones establecen las vias septo-hipocampales
(Figura 2), las cuales tienen como principal objetivo el generar y mantener la
actividad eléctrica hipocampal conocida como ritmo theta (Lee et al., 1994;
Buzsaki, 2002; Unal et al.,, 2015). En el caso especifico del septum, éste se
encarga de decrementar las espigas de las neuronas piramidales del hipocampo al
regular las oscilaciones de la actividad neuronal y de sincronizar potenciales post-

sinapticos que llegan a las células piramidales.
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Septum medial Hipocampo
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Conexiones septohipocampales

Figura 2. Conexiones de la via septo-hipocampal. Los cuerpos neuronales de las células GABAérgicas (azul),
colinérgicas (amarillo) y glutamatérgicas (rojo) que se encuentran en el septum medial envian aferencias hacia

las células glutamatérgicas de CA1, modulando la actividad de esta region. Modificado de: Miiller, 2018.

4.4.3 EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL (ELT)

La ELT es la forma mas frecuente de epilepsia con crisis focales secundarias a
una etiologia estructural. En ella, CEER se pueden originar a partir de las
estructuras limbicas temporales, o bien, de regiones extra-temporales,
propagandose hacia las regiones limbicas (Engel, 1996; Blair, 2012). Un alto
porcentaje de estos pacientes reportan haber sufrido algun tipo de insulto cerebral
durante la nifiez, seguido de un periodo de latencia (meses o afios en los que
usualmente no se presenta algun sintoma), para finalmente presentar CEER
durante la adolescencia o adultez temprana (Mathern et al., 1995). Este proceso
sugiere la existencia de factores predisponentes que se suman a un evento
precipitante que favorece la aparicion de las CEER. Desafortunadamente, aunque
la mayoria de los pacientes con ELT responden bien a la terapia farmacoldgica,
30% de ellos llegan a desarrollar farmacorresistencia (Kwan y Brodie, 2000).
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La anormalidad anatémica que caracteriza a la ELT es la esclerosis hipocampal,
alteracidbn que usualmente se asocia con la refractariedad al tratamiento
farmacolégico (Bernasconi, 2006; Blumcke y Spreafico, 2012; Thom, 2014;
Walker, 2015). Los marcadores patognémicos de la esclerosis hipocampal
incluyen pérdida segmentaria de neuronas piramidales y astrogliosis en CA1 y
CA4, lo cual provoca atrofia y endurecimiento del tejido. A nivel de giro dentado se
reporta una pérdida masiva de neuronas hilares asociada a la adopcion de un
patrén de dispersion que toman las neuronas granulares y que provoca que
aumente el grosor y se difuminen los bordes de la capa granular (Sloviter, 1987;
Houser, 1990; Bernasconi, 2006; Blimcke y Spreafico, 2012; Bliumcke et al.,
2013). Este patrén restringido del dafo permite diferenciar la esclerosis
hipocampal de otras patologias como las lesiones isquémicas o hipoxicas (dafio

mas generalizado).

Finalmente, los cambios estructurales e histopatoldégicos antes descritos
culminaran con cambios a nivel de conectividad (Curia et al., 2014). En este
sentido, Sloviter (1991) describe que la descarga excesiva y repetida de las
neuronas granulares destruye a las células musgosas, las cuales hacen contactos
sinapticos excitadores sobre las interneuronas GABAérgicas. De esta forma, las
interneuronas perderan su impulso aferente excitador y no podran mantener la
inhibicién en el giro dentado (Sloviter, 1987, 1991). Algo similar ocurre cuando las
neuronas piramidales de CA3 mueren y se provoca disminucion en el tono
inhibitorio de las interneuronas de CA1 (Sloviter, 1991). Por lo tanto, la pérdida de
células musgosas y neuronas piramidales en CA3 condicionara que las neuronas
granulares pierdan sus blancos sinapticos y se facilite el surgimiento de fibras
musgosas aberrantes que propiciaran circuitos excitadores recurrentes (Kuo et al.,

2008).
4.5 MODELOS EXPERIMENTALES EN RATA

Los modelos animales tienen como objetivo representar las caracteristicas
celulares, moleculares, clinicas y fisiopatolégicas de una enfermedad (Curia et al.,

2008). En este trabajo usamos un modelo animal en el que es posible realizar
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lesiones de poblaciones neuronales especificas mediante saporinas.
Posteriormente, usamos el modelo de pilocarpina para mimetizar las
caracteristicas de las crisis epilépticas observadas en el humano y asi poder
evaluar los cambios longitudinales que ocurren durante el desarrollo de la
enfermedad (Stables et al., 2002). Actualmente, existen tres consideraciones que
ayudan a clasificar a los modelos experimentales de epilepsia. Estas son: 1) la
duracion del protocolo para inducir las crisis epilépticas (agudo o crénico), 2) la
causa de la actividad epiléptica (por substancias quimicas, estimulos fisicos,
alteraciones metabdlicas o mutaciones genéticas), y 3) el tipo de actividad
epiléptica que se genera (focales o generalizadas, corticales o limbicas, clénicas o

ténicas, status epilepticus) (Fisher, 1989; Léscher, 2011).

4.5.1 LESION DE LA VIA SEPTO-HIPOCAMPAL MEDIANTE EL
USO DE SAPORINAS
4.5.1.1 GAT1 SAPORINA (GAT1-SAP)

La sintesis del GABA se da a nivel neuronal a partir de la descarboxilacién del
glutamato, mediada por la enzima glutamato descarboxilasa. Una vez sintetizado,
el GABA es introducido en vesiculas es liberado de las terminales nerviosas pre-
sinapticas. Al producirse el estimulo nervioso, el GABA se libera y llega hasta la
membrana neuronal post-sinaptica donde es reconocido por dos tipos de
receptores: 1) los ionotropicos GABAérgicos (GABAA), los cuales permiten el paso
de iones de Cloro, originan la hiperpolarizacion neuronal, y se encargan de mediar
la inhibicion sinaptica rapida en el sistema nervioso central y 2) los metabotropicos
GABAérgicos (GABAB), ampliamente distribuidos tanto a nivel pre-sinaptico
(inhibiendo canales de calcio) como a nivel post-sinaptico (activando canales de
potasio) (Liang et al., 2006; Eid et al., 2008).

El equilibrio en las concentraciones extracelulares del GABA se logra en buena
medida gracias a la accion de los transportadores del GABA (GATs). En el caso
especifico de los GAT1, se encuentran localizados principalmente a nivel neuronal
y son los responsables de mantener el 75% de los niveles del GABA extracelular y

de activar la liberacion vesicular de dicho neurotransmisor hacia las terminales
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post-sinapticas (Zafar y Jabeen, 2018). Sin embargo, diversos estudios han
evaluado la expresion de dichos transportadores en el tejido de pacientes con ELT
refractaria, reportando disminucion significativa a nivel hipocampal (During et al.,
1995; Schousboe et al., 2004; Lee et al., 2006). Esto podria llegar a provocar las
alteraciones reportadas en el sistema GABAérgico de pacientes con ELT
farmacorresistente pues el GABA que permanece en el espacio extracelular sin
ser re-capturado por los transportadores, podria ser captado por las células
gliales, degradandolo a semialdehido succinico y de ahi a succinato por la accién
de la enzima GABA transaminasa (Mathern et al., 1999; Liang et al., 2006; Eid et
al., 2008; Mattison et al., 2018; Schijns et al., 2020).

Las saporinas son sustancias que inactivan el ribosoma de las células a través de
la inhibicion de la sintesis de proteinas. Por ello, al conjugarse con anticuerpos
especificos son capaces de actuar sobre células especificas, provocando la
muerte de dichas células y alterando el funcionamiento de las zonas aledanas a la
inyeccion. En el caso especifico de las saporinas conjugadas a los transportadores
GAT1, éstas han sido utilizadas para lesionar de manera selectiva los cuerpos
neuronales localizados a nivel del septum medial con el fin de inducir cambios en
los procesos asociados con el correcto funcionamiento del circuito septo-
hipocampal (Pang et al., 2011; Koppen et al., 2013; Roland et al., 2014a, 2014b).

4.5.1.2 192-IgG SAPORINA

La sintesis de acetilcolina se produce en el interior de las neuronas mediante la
participacion de la enzima colinacetiltransferasa (ChAT). Tras ello, la acetilcolina
es enviada a lo largo del axon hasta el botdn terminal, donde sera almacenada
hasta su liberacién hacia el espacio sinaptico. Sin embargo, una falla en la
neurotransmision colinérgica puede alterar la actividad oscilatoria ritmica theta
(rango de frecuencia entre 6 y 12 Hz) y desencadenar desde trastornos de
aprendizaje y memoria hasta epilepsia (Jerusalinsky et al., 1997; Kitchigina et al.,
2013; Lévesque y Avoli, 2018).

22



Datos obtenidos a partir del tejido cerebral de pacientes con epilepsia refractaria
sometidos a cirugia han mostrado actividad alterada de los marcadores
enzimaticos de acetilcolinesterasa y ChAT. Ademas, la presencia de esclerosis
hipocampal en estos pacientes altera el nucleo septal, reportdndose cambios
hipertréficos en la inmunoreactividad de neuronas septales a ChAT y al
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) (Kish et al., 1988; Green et al.,
1989). El estudio de la evolucién de estos cambios a nivel clinico resulta
complicado, por ello la relevancia del uso de modelos animales y de saporinas
conjugadas a anticuerpos de células colinérgicas que sean capaces de modificar
selectivamente la reorganizacién sinaptica de regiones cerebrales especificas y en

consecuencia la excitabilidad de los circuitos (Soares et al., 2019).

Diversos estudios han demostrado que el uso de la saporina 192-gG provoca la
disminucién en la inmunoreactividad de células colinérgicas y de los VAChTs
cuando es inyectada a nivel del septum medial e hipocampo (Rosal Lustosa et al.,
2019; Soares et al., 2019). Sin embargo, cuando la saporina es inyectada a nivel
hipocampal antes de someter a los animales a la induccidn del status epilepticus,
aumenta la reactividad de VAChT (Soares et al.,, 2019). Otros estudios han
demostrado que la inyeccién intracerebroventricular de la saporina 192-IgG es
capaz de disminuir el numero de fibras colinérgicas a nivel de corteza, hipocampo
y septum medial; disminuyendo al mismo tiempo la inmunoreactividad de
neuronas positivas a ChAT a nivel de hipocampo dorsal y septum medial. Esto
sugiere que la saporina 192-IgG es capaz de actuar en estructuras diferentes al
sitio de inyeccion, alterando la excitabilidad de los circuitos involucrados (Silveira
et al., 2002).

En general, los resultados de estos trabajos sugieren que la alteracion de la
actividad de AchT (Acetilcolina) dependera del sitio de inyeccion y del modelo de

epilepsia usado.

4.5.2 MODELO DE PILOCARPINA

El modelo de pilocarpina (agonista de los receptores muscarinicos M1 y Mz2) en
roedores es considerado como un modelo isomoérfico de la epilepsia del I16bulo
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temporal en humanos. En él, los animales son sometidos a la administracion
sistémica del agente quimico, provocando aumento de la excitabilidad (Segal,
1988). Dicho incremento es facilitado por la baja en la actividad de las ATPasas
hipocampales, las cuales son incapaces de repolarizar la membrana neuronal y de
exportar el exceso de Ca?* intracelular (Fernandes et al., 1996; Funke et al.,
2003). Estas concentraciones elevadas de Ca?* promueven la liberacion pre-
sinaptica de glutamato, generando desequilibrio entre la neurotransmision
excitadora e inhibidora y el desencadenamiento de las crisis epilépticas
secundariamente generalizadas y el status epilepticus. Esta actividad epiléptica
sera sostenida por la accion del glutamato sobre los receptores NMDA, AMPA y
kainato, lo cual favorecera la entrada de iones Na* y mas iones Ca?* a la neurona
post-sinaptica. Esto a la postre provocara excitotoxicidad y muerte celular (Scorza

et al., 2009). El modelo de pilocarpina esta integrado por tres etapas:

1. Inducciéon quimica del status epilepticus. La administracion sistémica del
farmaco provocara alteraciones progresivas en la actividad electrografica de
areas corticales y sub-corticales. Estas alteraciones van acompanadas de
cambios conductuales como arrestos conductuales, movimientos
orofaciales, guifio, movimiento de vibrisas y salivacién. Estas conductas
seran observadas por un determinado periodo de tiempo hasta la aparicién
de crisis motoras limbicas caracterizadas por salivacion intensa,
movimientos clonicos de cabeza y extremidades, adopcion de una postura
de canguro y finalmente, movimientos ténico-clénico generalizados que
provoquen las caidas repetidas de los animales (Racine, 1972; Turski et al.,
1983). Estas crisis motoras limbicas progresaran hasta alcanzar y
establecer el status epilepticus (Cavalheiro, 1995).

2. Periodo de latencia que puede durar de 7 a 15 dias. Inicia con la
terminacion del status epilepticus y finaliza con la aparicion de la primera
CEER (Cavalheiro et al.,, 1991). En esta etapa, los animales no suelen
presentar actividad conductual atipica (Cavalheiro et al., 1991; Cavalheiro,
1995) pero se inician una serie de cambios epileptogénicos que culminan

con la aparicién de la primera crisis epiléptica no provocada. Esto sugiere
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que se ha consolidado un circuito de actividad hiperexcitable (Dalby y
Mody, 2001; Pitkdnen y Sutula, 2002).

3. Periodo croénico. Caracterizado por la ocurrencia de CEERs. Esta etapa
esta integrada por la fase cronica temprana (abarca entre los 20 y los 30
dias posteriores a la induccion quimica) y crénico tardia (considerada a
partir de los 60 dias post-induccion) de la enfermedad. Observandose un
incremento en cuanto a la frecuencia y severidad de las CEERs que

presenten los animales al paso del tiempo (Soukupova et al., 2014).

4.6 IMAGENES CON TENSOR DE DIFUSION EN EPILEPSIA DEL
LOBULO TEMPORAL (ELT)

La Imagenologia por Resonancia Magnética (IRM) es una técnica no invasiva,
crucial en el diagndstico y deteccion de lesiones asociadas a ELT (edemas,
microhemorragias, esclerosis, reducciéon en el volumen de regiones cerebrales
especificas, entre otras) (Kuzniecky y Jackson, 2004). Sin embargo, también ha
sido ampliamente utilizada como una herramienta que permite la identificacién in
vivo de biomarcadores microestructurales asociados a las diferentes etapas que
integran a la epileptogénesis. Esto facilitaria la identificacion temprana de
caracteristicas anémalas especificas que puedan predecir el grado de desarrollo
de la enfermedad y anticipar intervenciones terapéuticas oportunas (Reddy et al.,
2019; Sidhu et al., 2018).

Las imagenes de difusion en resonancia magnética estan basadas en la medicion
del movimiento Browniano, es decir, el movimiento aleatorio de las moléculas del
agua en un voxel. Este concepto se basa en el hecho de que las moléculas se
dispersan con el tiempo, alejandose del punto inicial en forma simétrica,
disminuyendo su concentracion del punto de partida y alcanzando mayores
distancias. Este espaci