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Mecanismo de control de las crisis temporales en un modelo de kindling quimico

1. GENERALIDADES SOBRE LA EPILEPSIA

1.1 Breve evolucion histoérica de la epilepsia

Las convulsiones han fascinado y preocupado a la humanidad desde la
antigledad, en la época de Hipdcrates por ejemplo (aproximadamente 400 afios
a. de C) los griegos eran consciente de la relacion que existia entre las lesiones
de la cabeza y la actividad convulsiva que afectaba al lado contrario del cuerpo;
sin embargo, a pesar de la asociacion observada con las lesiones fisicas se
mantenia la idea de que la enfermedad era producto de posesiones de espiritus
malignos o de castigo de los dioses. En respuesta a la enferemedad se
recomendaba una terapia basada en tres puntos: dieta, regulacion de las
excreciones y gimnasia terapéutica. Asi mismo, en menor medida se empleaban

“medicamentos”, que eran, practicamente, hierbas medicinales.

Durante la Edad Media se olvidaron los conocimientos que se tenian sobre el
origen natural de la enfermedad y se volvio a creer que el origen de la epilepsia
era algo sobrenatural y que su aparicion se debia a la influencia de espiritus
malignos y de los demonios, asi, de acuerdo con el pensamiento de la época, el
tratamiento se basaba principalmente en rezos, ayunos, ofrendas vy
peregrinaciones. Posteriormente, durante el renacimiento, se empleaban cada
vez mas, junto a los componentes de las plantas medicinales, sustancias
quimicas definidas como “remedios contra las convulsiones”. Las mas
significativas eran: el cobre (utilizado ya en la antigtiedad), el 6xido de zinc, el

nitrato de plata, el bismuto y el estafio (Garcia-Albea, 2007).

El analisis moderno de la epilepsia se inicio con el trabajo de John Hughlings
Jackson en el Hospital de Quenn Square de Londres entre la década de 1860-
1870. Jackson se percatd que las crisis epilépticas no implicaban
necesariamente pérdida de la conciencia, si no que podian estar asociadas a
sintomas focales, como sacudidas de brazos. Este es considerado el primer
reconocimiento de lo que actualmente llamamos crisis parciales (focales). Por
otro lado, un avance importante fue el primer tratamiento quirurgico de la

epilepsia realizado por Victor Horsley, quien en 1886 extirpé la corteza
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adyacente a una fractura craneal deprimida y curé a un paciente con crisis
motoras focales. Sin embargo, no es hasta el afno 1934 cuando Wilder Penfield y
Herbert Jasper en el Instituto Neurolégico de Montreal (Canada) generan toda
una metodologia para el diagnostico y tratamiento quirurgico de las epilepsias
parciales basandose en el registro directo de la actividad eléctrica de la corteza
cerebral expuesta durante el acto quirdrgico. Las innovaciones médicas
comprenden en 1912 el empleo por primera vez del fenobarbital como
anticonvulsivo por Hauptmann, el desarrollo de la electroencefalografia en 1929
y el descubrimiento de la fenitoina por Houston Merritt y Tracey Putnam en 1937
(L6épez-Muinoz et al.,, 2005; Westbrook, 2000). En la actualidad el estudio y
entendimiento de la epilepsia han avanzado considerablemente gracias al
empleo de las nuevas técnicas exploracién, sin embargo aun se desconocen
muchos factores que rodean tanto la epileptogenésis como el establecimiento y

la recurrencia.
1.2 Concepto y prevalecia de la epilepsia

La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE) y la Oficina Internacional para la
Epilepsia (IBE) han llegado a un consenso para las definiciones de los términos
crisis epiléptica y epilepsia. Una crisis epiléptica es una ocurrencia transitoria
de signos y/o sintomas debido a la anormalidad excesiva o sincronismo neuronal
de la actividad cerebral. Y |la Epilepsia es un desorden del cerebro caracterizado
por una permanente predisposicidbn a generar crisis epilépticas y por las
consecuencias neurobiologicas, cognitivas, psicologicas, y sociales de esta
condicion. Igualmente, la definicidon de epilepsia requiere la ocurrencia de al

menos una crisis epiléptica (Fisher et al., 2005; Berg et al., 2010).

Para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la epilepsia es definida como
“afeccion crénica producida por diferentes etiologias, caracterizada por la
repeticion de crisis debidas a una descarga excesiva de las neuronas cerebrales
(crisis epiléptica) asociadas eventualmente a sintomas clinicos o paraclinicos”.
Igualmente, define epilepsia como “condicion caracterizada por crisis epilépticas
recurrentes (dos o mas) no provocadas por alguna causa inmediatamente
identificable” (Gastaut, 1976).

12
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Los estudios epidemiolégicos estiman que al menos el 0.5-2 % de la poblacién
mundial padece de epilepsia (Juul-Jensen y Foldsprang, 1983; Thon et al., 2008)
y el 20-50 % de estos pacientes no responden a los farmacos antiepilépticos y
no son candidatos para cirugia de epilepsia (Theodore y Fisher, 2004; Bialer et
al., 2007). La OMS sefala que la proporcion estimada de la poblacion general
con epilepsia activa (es decir, ataques continuos o necesidad de tratamiento en
algun momento) oscila entre 4-10 %. Asi mismo, cerca del 90% de los casos
mundiales de epilepsia se registran en poblaciones en via de desarrollo.
Finalmente, la OMS indica que la aparicion de un ataque no implica padecer la
enfermedad (hasta un 10% de la poblacién mundial sufre algun ataque en su

vida), la epilepsia se define por dos 0 mas ataques no provocados.

1.3 Clasificacion de las epilepsias

El primer intento de clasificacion de las epilepsias fue realizada por la Liga
Internacional Contra la Epilepsia (ILAE del inglés International League Against
Epilepsy) en 1981 (Tabla 1) y revisada posteriormente en 1989 por la ILAE
(ILAE, 1981, 1989) (Tabla 2). La clasificacion fue sometida a una revision en el
2001 y se introdujo varias sindromes epilépticos y condiciones relacionadas que

no fueron incluidas en las clasificacion de 1989 (Engel, 2001).

A rasgos generales se puede decir que la clasificacion llevada a cabo en 1981
se baso solamente en fendmenos descriptivos clinicos y EEG. Igualmente, en
esta clasificacion las crisis que sucedian en un hemisferio se definian como
crisis parcial, mientras que crisis que iniciaban en ambos hemisferios se
determinaban como crisis generalizada (Engel y Philip, 2006; ILAE, 1981). A su
vez la clasificacion dividia crisis parciales en simple; si no habia alteracion de la
conciencia y compleja si la conciencia estaba comprometida. Por otro lado, en
cuanto a las crisis generalizadas se dividian a menudo en tipo convulsivo y no
convulsivo. En el tipo convulsivo se incluia crisis tonico-clénica generalizada las
cuales previamente se habian llamado gran mal. Asi como crisis que eran
puramente clonicas, puramente tonicas y varias que combinaban las dos
manifestaciones ictales. En las crisis generalizadas no convulsivas incluian crisis

de ausencia anteriormente llamadas pequeiio mal, asi como atipicas crisis de

13



Mecanismo de control de las crisis temporales en un modelo de kindling quimico

ausencia (Engel y Philip, 2006). Por su parte la clasificacién realizada en 1989
supuso un gran avance desde el punto de vista clinico pues se basé en la
diferenciacion entre sindromes generalizados, sindromes focales o relacionados
con una localizacién, sindromes indeterminados y sindromes especiales (Salas-
Puig y Gil-Nagel, 2004). La clasificacion distingue en cada uno de los grupos, los
sindromes idiopaticos, criptogénicos y sintomaticos (ILAE, 1989). Actualmente
se ha realizado una nueva revision con las correspondientes modificaciones
propias del conocimiento que se ha venido obteniendo gracias al desarrollo de
nuevas técnicas y métodos de identificar las crisis, como la neuroimagen, la
genética de las epilepsias, entre otros. Esta nueva revision llevada por la acabo
en ILAE, debaten sobre la terminologia empleada en la actualidad y en las
clasificacion anteriores, aclarando conceptos empleados con anterioridad (Berg
et al., 2010).

| Crisis parciales (focal, local)
A. Crisis paiciales simples:
1. Con signos motores.
2. Con alucinaciones somatosensoriales o sensoriales especiales.
3. Con signos y sintomas autondmicos.
4. Con sintomas psiquicos.

B. Crisis parciales complejas:
1. De inicio como parcial simple seguida de alteracion de la conciencia.
2. Con trastomo de conciencia desde el inicio.

C. Crisis parciales con generalizacion secundarnia:
1. Crisis parciales simples que se generalizan.
2. Crisis parciales complejas que se generalizan.
3. Crisis parciales simples que evolucionan a complejas y se generalizan.

Il Crisis generalizadas (convulsivas o no convulsivas)
A. Crisis de Ausencia:
1. Ausencia Tipicas.
2. Ausencia Atipicas.
B. Crisis Mioclénicas.
C. Crisis Clonicas.
D. Crisis Tonicas.
E. Crisis Ténico-clonicas.
F. Crisis Atdnicas.

Il Crisis epilépticas no clasificables

Tabla 1 Clasificacion de las epilepsias segun ILAE, 1981 (Engel, 2001).

14



Mecanismo de control de las crisis temporales en un modelo de kindling quimico

1. relacionados con una localizacién (parcial, focal)

1.1 epilepsias parciales idiopéticas (dependientes de la edad):
Epilepsia infantil benigna con puntas centrotemporales.
Epilepsia infantil benigna con paroxism os occipitales.
Epilepsia primaria de la lectura.

1.2. Epilepsias parciales sintomaticas:

Epilepsia del I6bulo temporal.
Epilepsia del |6bulo frontal.
Epilepsia del I6bulo parietal.
Epilepsia del Iobulo occipital.
1.3. Criptogénicas, definidas por:
Tipo de crisis.
Caracteristicas clinicas.
Etiologia.
Localizacion anatomica.
2. Epilepsias y sindromes epilépticos generalizados
2.1. ldiopaticas (primaria):
Convulsiones neonatales benignas familiares.
Convulsiones neonatales benignas.
Epilepsia mioclonica henigna del nifio.
Epilepsia de ausencia de la nifiez (picnolepsia).
Epilepsia de ausencias juvenil.
Epilepsia mioclénica juvenil (pequefio mal impulsivo).
Epilepsia con crisis de gran mal al despertar.
Epilepsias con crisis reflejas.
Otras epilepsias generalizadas idiopaticas.
2.2 epilepsias generalizadas criptogénicas o sintomaticas:
Sindrome de west.
Sindrome de lennox-gastaut-dravet.
Epilepsia con crisis mioclono-astaticas.
Epilepsia con ausencia mioclonicas.
2.3. Epilepsias generalizadas sintomaticas.
2.3.1 etiologia inespecifica:
Encefalopatia mioclonica precoz.
Encefalopatia epiléptica infantil precoz con brotes de supresion.
Otras epilepsias generalizadas sintomaticas.
2.3.2 sindromes especificos.
Crisis epilepticas como complicacion de otfras enfermedades.
3. epilepsias y sindromes epilépticos imposible determ inar
3.1. Epilepsias y sindromes epilépticos que son crisis generalizadas y
crisis focales a la vez:
Crisis neonatales.
Epilepsia mioclonica severa de |la infancia.
Epilepsia con puntas-ondas continuas durante el suefio lento.
Sindrome de landau-kleffner.
Otras epilepsias indeterminadas.
3.2. Epilepsias y sindromes epilépticos cuyas caracteristicas no permiten
clasificaos como generalizados o focales
4. Sindromes especiales
4.1. Crsis en refacion a una situacion en especial:

Tabla 2 Clasificacion internacional de las epilepsias, sindromes epilépticos, y crisis convulsivas
relacionadas. ILAE, 1989 (Engel, 2001).
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2 EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL (ELT)

La ILAE en su clasificacion de 1981 define fenomenologicamente los términos
crisis parcial simple y crisis parcial compleja. Sin embargo, fue en la clasificacion
de 1989 donde se dividio las epilepsias y los sindromes epilépticos sintomaticos
localizados en funcién del lI6bulo cerebral donde se originan y se reconocioé un
sindrome denominado “epilepsia temporal” (ILAE, 1989) (Tabla 2). La epilepsia
del I6bulo temporal (ELT) se encuentra dentro de las epilepsias mas frecuentes
de origen focal y su resistencia al tratamiento médico es de aproximadamente el
50% en los pacientes, de esta manera la ELT es la que con mayor frecuencia
requiere un tratamiento quirurgico (Rojo 2003; De llano, 2005). El sindrome
epiléptico temporal incluye crisis originadas en estructuras mesio-basales
(hipocampo, amigdala, corteza entorrinal). Las denominadas Epilepsia del
Lobulo Temporal Medial (ELTM) también pueden originarse en regiones del
neocortex temporal denominadas Epilepsias del Lobulo Temporal Lateral
(ELTL), siendo estas ultimas menos frecuentes (Kanner y Campos., 2004; De
llano, 2005). Sin embargo, cabe sefalar que de todas estas estructuras

probablemente la mas importante fisiopatolégicamente es el hipocampo.

Desde el punto de vista neuropatolégicos, el hallazgo mas comun asociados son
la atrofia asociada con la pérdida de neuronas en el I6bulo temporal mesial
siendo este hallazgo patoldgico el mas frecuente en estas epilepsias. A su vez la
combinacién de pérdida neuronal de al menos 30% en el hipocampo y gliosis se
denomina esclerosis temporal mesial (esclerosis hipocampal o esclerosis del
cuerno de Ammon) correspondiendo al correlato anatdmico que subyace en la

ELT de origen mesial (Spencer, 2002).

Por otro lado, aunque la electroencefalografia (EEG) siempre ha sido
considerada clasicamente la técnica empleada en la clinica y en la investigacion
en la epilepsia, en la actualidad gracias a la incorporacién de técnicas de
neuroimagen en investigacion se ha avanzado a grandes pasos en su estudio. A
continuacion se realizara una descripcion de las técnicas de neuroimagen
empleadas en la presente tesis doctoral y su relacién con el estudio de las

epilepsias.
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2.1 La electroencefalografia (EEG) y epilepsia

El electroencefalograma fue descubierto por Hans Berger, un psiquiatra aleman,
en 1929 y desde entonces ha experimentado un gran desarrollo. El
electroencefalograma es la técnica clasica para detectar y diagnosticar las
epilepsias, basicamente es una exploracién neurofisioldgica que se basa en el
registro de la actividad bioeléctrica cerebral en diferentes condiciones. El
electroencefalograma es una mezcla de fluctuaciones (ondas) ritmicas y de
forma sinusoidal y cuyo origen radica, principalmente, en las conexiones entre el
talamo y la corteza, que se producen de forma ritmica y continuada. Asi mismo,
la actividad eléctrica de las celular piramidales de la corteza cerebral es la
principal fuente de los potenciales del electroencefalograma. Las células
piramidales proyectan sus axones a otras areas cerebrales y a la médula.
Ademas presentan axones colaterales que se proyectan localmente. Algunos
pueden extenderse muchos milimetros en un plano paralelo a las capas de la
corteza. Las conexiones hechas por los axones colaterales juegan un importante
papel en la actividad eléctrica de las agrupaciones neuronales de la corteza

cerebral. Asi como de la aparicion y propagacién de la actividad epiléptica.

Experimentalmente se puede hacer trazados de la actividad cerebral con
electrodos intracelulares que registran la actividad eléctrica de neuronas
individuales o con electrodos extracelulares que detectan los potenciales de
accion en neuronas proximas. El trazado extracelular puede detectar también la
actividad sincronizada de grandes cantidades de células; estas sefales reciben
el nombre de potenciales de campo. Con la baja resolucién temporal del trazado
extracelular, los potenciales de campo aparecen como oscilaciones eléctricas

fugaces denominadas puntas.

En humanos el EEG normal muestra actividad en el espectro de 1-30 Hz, con

amplitudes de 20 uV. El rango de frecuencias con interés fisioldgico se divide
basicamente en las siguientes bandas: delta ¢ (< 4Hz), theta 6 (4-8Hz), alfa a (8-

14Hz), beta B (14-30Hz) y gamma (>30Hz), con propiedades fisiologicas y

patolégicas propias. La crisis epiléptica se presenta en el EEG como una
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alteracion caracterizada por una breve y episodica descarga sincronica neuronal
con un incremento dramatico de la amplitud. Asi mismo, las ondas ¢ (0.5-4 Hz)

como 6 (4-7 Hz) son normales durante la somnolencia y la fase precoz del suefo
(Westbrook., 2000).

2.1.1 Las descargas epilépticas intercriticas (DEI)

Las descargas epilépticas intercriticas (DEI) representan el correlato extracelular
de las descargas excesivas y sincronicas de un grupo de neuronas corticales,
éstas poseen una respuesta eléctrica estereotipada que se caracteriza por
cambios despolarizantes rapidos, intensos y duraderos del potencial de
membrana (PDS). La magnitud despolarizante de este fendmeno es tal que el
potencial de membrana puede variar de —-85mV hasta +30mV en una duracién
entre 50 y 200 ms. Cada PDS hace que se disparen rafagas de potenciales de
accién en su pico despolarizante siguiéndole un periodo de hiperpolarizacion. En
los registros intracelulares de los focos epilépticos experimentales aparece un
potencial abrupto de despolarizacién coincidete con el componente inicial de la
espiga interictal. Este potencial de despolarizacion es generado por un potencial
postsinaptico excitatorio que es amplificado por una respuesta intrinseca de
membrana voltaje-dependiente, que puede originarse por diferentes
mecanismos, incluyendo la reduccion de las sinapsis inhibitorias. Esta
amplificacion también puede deberse a la produccion de potenciales de accion
de regeneracién dendritico. Existen dos tipos de potenciales dendriticos: unos
pequefios y rapidos y otros grandes y lentos. Los rapidos se bloquean por
tetrodotoxina (bloqueante de los canales de Na*), indicando que son espigas de
Na*. En contraste los potenciales lentos son inhibidos por Mg®*, el cual bloquea
los canales de Ca®". En la epilepsia el balance normal entre excitaciéon e
inhibicion esta alterado, favoreciendo la excitacion. Un potencial excitatorio
postsinaptico puede provocar la aparicion de salvas de potenciales de accion
dendriticos, especialmente espigas de Ca®" cuyas sumacién producen una gran
y prolongadas despolarizacion. En definitiva el origen de la respuesta eléctrica
habria que buscarlo en las propiedades intrinsecas de la membrana de las

células (canales de Na, K y Ca dependientes de voltaje) y las diferentes

18



Mecanismo de control de las crisis temporales en un modelo de kindling quimico

entradas sinapticas excitatorias (glutamatérgicas) o inhibitorias (GABAérgicas)
(Westbrook, 2000; Rojo, 2003).

El axon de las células piramidales tiene muchos blancos postsinaptico. Una
neurona que dispara un simple potencial de accion puede no activar la neurona
postsinaptica al no alcanzar su umbral de excitacion, pero una salva de
potenciales de accion, debido a la sumacion temporal, es mucho mas probable
que produzca la excitacidon de la neurona postsinaptica. Los cambios en el
espacio extracelular juegan también un importante papel en la sincronizacion de
la actividad neuronal. Asi, la excitabilidad neuronal puede alterarse por la
descarga de un grupo de neuronas, sumacién de corrientes extracelulares.
También ciertos cambios idénicos como la acumulacion de iones K* en el espacio

extracelular pueden incrementar la excitabilidad neuronal.

2.1.2 Patron electroencefalografico paroxistico ictal (PPI)

Durante el desarrollo de las crisis el EEG puede registrar diferentes alteraciones
que muestran un repentino cambio de frecuencia (en gama, delta, theta o beta)
que rapidamente, domina el trazado y que a veces son precedidas por un
aumento o disminucion de la DEI (Williamson et al., 1993). En el seno del foco
epiléptico, las neuronas epilépticas se caracterizan no solo por su
hiperexcitabilidad, si no también por su pronunciada tendencia a sincronizar aus
descargas, sincronizacion que produce la formacion de “puntas” en el trazado
electroencefalografito. El patron electroencefalografico paroxistico ictal (PPI)
puede ser local o difuso. El patrén tipico, cuando el comienzo es focal, es un
ritmo reclutante localizado o una atenuacion de la actividad ritmica normal, lo
cual, presumiblemente refleja una manifestacion a distancia de un fendmeno
electroencefalografico. Este aumento o disminucion de las frecuencias, presenta
una lateralizacién, mas o menos marcada de amplitud maxima durante las crisis
y una lentificacién postictal de las frecuencias del trazo EEG (Rojo, 2003). El
comienzo ictal en el EEG consiste habitualmente, en descargas unilaterales
ritmicas de 5-7 Hz que aparecen dentro de los primeros 30 segundos tras la
primera anomalia ictal del EEG (Risinger et al., 1989). Las ondas agudas

interictales y las crisis focales a menudo estan limitadas en su propagacion,
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debido a que la despolarizacion es seguida por un periodo de hiperpolarizacion
en el que la excitabilidad neuronal esta disminuida. Un mecanismo importante de
|a hiperpolarizacion es la potente sinapsis inhibitoria de la corteza cerebral
(Rojo., 2003). En la actualidad el uso del EEG acompafnado de otras técnicas de
neuroimagen vienen siendo de gran relevancia para el diagnostico de las

epilepsias (Engel et al., 2006).

2.2 La Tomografia por Emision de Positrones (PET)

La tomografia por emision de positrones (PET, del inglés, positron emission
tomography) es una técnica de imagen molecular in vivo capaz de medir la
funcion fisioldgica regional a partir del registro temporal de la evolucion de
farmacos trazadores marcados con un is6topo emisor de positrones. La
aplicaciéon de la PET con 2-deoxy-2-fluoro-D-glucosa marcada con un emisor de
positrones, el 18F, que posee un semiperiodo de 110 minutos (2-deoxy-2-
[18F]fluoro-D-glucosa), permite evaluar el metabolismo celular proporcionando

imagenes tomograficas cuantitativas de la distribucidén del consumo de glucosa.

La infraestructura necesaria para la aplicacion de la técnica de PET esta
formada por tres unidades interrelacionadas: 1°) una unidad de produccion de
isétopos emisores de positrones de vida media corta, 2°) una unidad de
radiofarmacia con un médulo de sintesis y control de calidad para la produccién
de FDG, y por ultimo, 3°) una unidad de imagen médica, con una camara PET
con un sistema de anillos que detectan los fotones simultaneos emitidos en el
proceso de aniquilacion del positrén y un electron. Tras la reconstruccidon
tomografica de las imagenes, un médico nuclear interpreta las imagenes
(Phelps; 2002; Gispert et al., 2002).

Para el estudio cuantitativo de neuroimagenes PET se requiere de una
cuidadosa comprension del proceso de formacién de la imagen y de todas las
fuentes de error que distorsionan la verdadera informacion fisioldgica objeto de
estudio. Podemos distinguir tres tipos de factores que limitan la calidad final de
la imagen: las propiedades intrinsecas del trazador, los efectos exdgenos y las

limitaciones de la técnica. En cuanto a esta ultima hablamos de un término
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importante, la “resolucién espacial” (axial, radial y tangencial) que esta
influenciada por las especificaciones técnicas del sistema como el numero, el
tamano y el material de los detectores y su disposicidén geométrica, por el rango
del positron, por la no colinealidad y por el proceso de reconstruccion de la
imagen. También hablamos del denominado “efecto de volumen parcial” en el
que estan implicados la precisidn de la medida, el tamafio y la localizacion de la

zona de interés, la anatomia subyacente y la resolucién del tomdgrafo.

2.2.1 Ciclo de la FDG y metabolismo neurona-glia

La 2-deoxy-2-[18F]fluoro-D-glucosa es el radiofarmaco PET mas utilizado en la
practica clinica con aplicacion en multitud de patologias gracias a sus
caracteristicas metabdlicas, a la rapidez de su sintesis y a las posibilidades de
transporte desde el lugar de su produccion. Tanto la glucosa como la FDG
entran en las células por medio de los transportadores de glucosa. Existen dos
tipos fundamentales de estas familias de proteinas transportadoras, las SGLT
Na+ dependientes (principalmente en el intestino y en el tubo renal proximal) y
las GLUT, Na+ independientes. Las GLUT estan presentes en casi todas las
regiones pero tienen unas caracteristicas diferenciadoras que posibilitan un
mayor acumulo en algunos tipos celulares. Existen al menos once
transportadores distintos caracterizados por ser proteinas con doce segmentos
transmembrana que actuan mediante mecanismos de difusion facilitada
(Pefiuelas., 2002).

En el cerebro, tanto la glucosa como la FDG atraviesan la barrera
hematoencefalica via GLUT-1, pero su incorporacion a las células nerviosas se
produce por GLUT-3, transportador con una mayor afinidad por la glucosa que
posibilita la incorporacién de ésta a las neuronas incluso con niveles circulantes
muy reducidos. Tras su entrada en la célula, tanto la glucosa como la FDG
inician la via glicolitica, con la fosforilacion por la enzima hexoquinasa en el
carbono seis. La desfosforilacion del compuesto fosforilado es muy lenta, en
comparacioén con el proceso directo, por lo que el efecto neto es la acumulacion
del precursor fosforilado, FDG-6-P. A continuacién en la via glicolitica se

produce la isomerizacién por accion de la encima fosfoglucosa isomerasa para
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formar fructosa-6- fosfato. La intervencién del grupo hidroxilo del segundo
carbono es fundamental para que pueda desencadenarse la isomerizacion;
como la 2-FDG-6-P carece de dicho grupo funcional no se produce este paso y
sufre atrapamiento metabdlico al no poder ser metabolizado (a excepcion del
higado). El resultado final del proceso es el acumulo progresivo del derivado
fosforilado en el interior de la célula que sera metabolizado lentamente (Heiss et
al., 1984; Pefuelas., 2002).

No se conoce con exactitud el mecanismo molecular especifico responsable del
incremento del consumo cerebral regional de glucosa (rCMRGIu) en respuesta a
activaciones fisiologicas de regiones cerebrales concretas, aunque se ha
descrito un mecanismo de acoplamiento de actividad neuronal con la utilizacion
de este metabolito (Pellerin et al., 1994). Algunos autores afirman que la imagen
FDG-PET informa de la activacién asociada del transportador de la glucosa y el

metabolismo en los astrocitos mas que de las neuronas (Barros et al., 2005).

2.2.2 Tomografia por Emision de Positrones (PET) y epilepsia

La tomografia de emisién de positrones con FDG comenzé a utilizarse para el
diagnostico de patologias cerebrales a finales de los afos ochenta y
rapidamente se aplicé en la evaluacion prequirurgica de las epilepsias intratables
(Lavy et al., 1976; Kuhl et al., 1978; Ebersole, 1997; Barbara et al., 2002). En los
primeros estudios clinicos se describe la aparicion de cambios metabdlicos
cualitativos, principalmente una reduccion, en las regiones correspondientes al
foco epiléptico en estado intercritico y un aumento considerable en situaciones
de status epiléptico. Por su parte el uso del PET en investigacion en pequefios
animales se inicio a finales de los afnos noventa (Hume y Jones, 1998) y fue el
estudio de Kornblum el primer trabajo publicado en el que se observa la
actividad metabdlica con FDG in vivo durante crisis convulsivas agudas
(Kornblum et al., 2000).

En estudios dinamicos de FDG-PET interictales en pacientes con epilepsia en
los que se determinan a partir modelos compartiméntales la captacion de FDG

con analisis graficos (Fig. 1), han mostrado que en la region epileptogénica los
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valores de K1* y de K3* estan reducidos en comparacion a sus respectivos
valores en la region homodloga contralateral y no se observan diferencias
ipsilaterales versus contralaterales de ninguna constante en las areas externas a

la regién epileptogénica (Cornford et al., 1998).

MODELO DE DOS COMPARTIMIENTOS PARA FDG

FxC

s GLUT Hexokinase

K1 k3

Sangre | T+ —
F-18-FDG F-18-FDG-PO,

:-_ < :.ﬁ.{,g

k2 kd

Glucosc-6-Phosphatase
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Figura 1. Esquema del metabolismo de la FDG segun el modelo de dos compartimentos. El
primer compartimento representa el paso de la FDG a la célula desde el torrente sanguineo. El
segundo compartimento representa la fosforilacion de la FDG a FDG-6-P. K; que es una
constante que refleja el flujo de FDG hacia el interior de la célula y K; la salida a sangre a través
del transportador de glucosa. K3 representa la fosforilacion de la FDG y K, la desfoforilacion, que
en el caso de FDG no se da, por ello es siempre igual a 0 (Selberg et al., 2002; Castell y Cook,
2008).

La barrera hematoencefalica juega un importante rol en la regulaciéon
homeostatica del microentorno necesario para la actividad estable y coordinada
de las neuronas (Abbott, 2002). El flujo sanguineo cerebral (CBF) normal en
adultos es del orden de 50ml/100g/min y el consumo de glucosa del orden de
5.5mg/100g/min (entre 5.8-10.3 mg/100g/min para la sustancia gris y entre 3.6-
5.2 mg/100g/min para la sustancia blanca). Bajo condiciones de reposo
normales, el cerebro humano adulto utiliza el metabolismo oxidativo de la
glucosa para suplir sus necesidades energéticas (aportando mas del 95% de la
energia necesaria). En estas condiciones, el cerebro presenta una fuerte
correlacion regional entre el CBF y la velocidad de metabolismo del oxigeno y de
la glucosa -regiones con mayor flujo tienen mayor metabolismo y viceversa. El
transporte de glucosa a través de la barrera hematoencefalica tiene lugar por un
sistema mediado por transportadores saturable y especifico. La cantidad de
glucosa transportada desde la sangre al cerebro depende basicamente de dos

factores, la concentracion de capilares y la capacidad de transporte de la barrera
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hemetoencefalica (Shulman et al., 2004). Numerosas caracteristicas normales
de la barrera hematoencefalica aparecen alteradas en la epilepsia cronica. Estos
cambios patologicos incluyen pérdida o alteracion de la expresion del
transportador GLUT-1 de la barrera hematoencefalica, el cual se ha encontrado
sobre-regulado durante las crisis epilépticas, asi como la elevacién de la
actividad del transportador, la que esta caracterizada por un incremento de los
transportadores GLUT-1, en particular en las membranas capilares (luminares)
(Cornford et al., 1994). Otros cambios incluyen pérdida de la permeabilidad
selectiva de varias proteinas y la alteracién del transporte de una variedad de
iones. Como resultado, esta ampliamente aceptado que en la epilepsia cronica
la barrera hematoencefalica esta danada. Lo que todavia no se ha demostrado
es si las crisis contribuyen al fallo de la barrera o si la pérdida de la
permeabilidad selectiva y la capacidad de transporte de glucosa de la barrera
estan implicadas en la epileptogénesis (Van-Vliet et al., 2007). Los experimentos
muestran que el flujo cerebral y el metabolismo en la epilepsia focal deben estar
desacoplados en regiones extensas pero esto no es debido ni a alteraciones
estructurales ni a la duracion o descarga ictal (Bruehl., 1998). Una rapida
sobreregulacién de la barrera hematoencefélica ocurre dentro de los tres

primeros minutos del inicio de una crisis (Cornford et al., 2000).

En los ultimos anos, con los avances en la adquisicion y el analisis de las
imagenes han surgido muchos estudios que identifican caracteristicas
metabdlicas en grupos de pacientes epilépticos con algun rasgo en comun como
puede ser la localizacion del foco, la presencia de una lesidn, hallazgos de
esclerosis temporal mesial o los afios de evolucién de la enfermedad, en ellos se
han descrito aspectos como la extensién del hipometabolismo, su graduacién, el
porcentaje de presencia de hipometabolismo o el porcentaje en el que el
hipometabolismo puede identificar el foco. El hipometabolismo alrededor del foco
es la principal caracteristica del metabolismo de la glucosa en la fase intercritica
de la epilepsia. Por otro lado, el hipometabolismo temporal debe estar ya
presente al comienzo de la epilepsia temporal, pero es menos frecuente y
menos severo en los recién diagnosticados que en los pacientes crénicos
(Gaillard., et al 2002). En algunos estudios se ha correlacionado la alteracion

metabdlica con el numero de crisis, sus hallazgos sugieren que una disfuncién
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inicial estd presente en un numero considerable de pacientes y que el
metabolismo empeora por la actividad epiléptica continua (Matheja et al., 2001).
El hipometabolismo temporal neocortical correlaciona con la atrofia del I6bulo
temporal en la esclerosis del hipocampo asociada con displasia cortical
microscopica (Diehl et al., 2003) En el trabajo de Cornford, realizando un
protocolo dinamico de captacion de 2-deoxy-2-[18F]fluoro-D-glucosa (FDG) con
tomografia de emision de positrones (PET) en ocho pacientes con epilepsia
parcial compleja, obtiene que el foco epileptogénico en fase intercritica es
hipometabdlico y es también una region en donde la barrera hematoencefalica
presenta reducida actividad del transportador de glucosa. La epilepsia de larga
evolucion es asociada con mayor grado de hipometabolismo, sugiriendo que la
epilepsia es una enfermedad progresiva (Theodore et al., 2004). Similar a lo
visto en pacientes humanos con epilepsia del I6bulo temporal, estudios en
animales que ha empleado modelos de SE como pilocarpina o acido kainico han
generado un hipometabolismo en el cerebro de ratas tras un SE, este
hipometabolismo es mas pronunciado en estructuras tales como; el hipocampo,
la corteza entorrinal y tdlamo (Jupp et al., 2007; Goffin et al., 2009; Guo et al.,
2009).

Como se indico anteriormente, la FDG es el radiofarmaco que mas se emplea.
Sin embargo, en los ultimos afos con el surgimiento de los trazadores del
receptor 5-HT1a: 18F-WAY 100635 y 18F-MPPF (Aznavour y Zimmer, 2007). Se
ha podido estudiar la participacion de la serotonina y su relacion con la epilepsia.
En estos pacientes se ha podido identificar que existe una disminucién del
receptor 5-HT1a en el foco epileptégeno (Merlet et al., 2004,,; Savic et al., 2004;
Giovacchini et al., 2005; Ito et al., 2007; Lothe et al., 2008). Se discute cual es el
significado de este hallazgo. Merlet, relaciona esta disminucion del receptor 5-
HT1A con el grado de epileptogenicidad, mientras que en los trabajos siguientes
se sugiere que este hallazgo esta relacionado con la susceptibilidad de los
pacientes con TLE a la aparicion de sintomas neuropsiquiatricos como la
depresion o ansiedad. Por otro lado, la unién de ['®F]-MPPF también ha sido
monitoreado durante la estimulacion eléctrica del Nucleo Dorsal del Rafe en
ratas anestesiadas, esta estimulacién presumiblemente imita el incremento

fisiolégico de liberacidon de serotonina. La estimulacion del NDR a frecuencia de
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(20 HZ durante 30 minutos) mostré un significativo incremento de niveles
extracelulares de 5-HT en hipocampo, asociado con una reduccion significativa
(27-76 %) de la union especifica del ['®F]-MPPF en esta regién (Rbah et al.,
2003).

Finalmente, en la literatura se han sefalado algunos modelos tedricos de
acoplamiento entre la actividad eléctrica cerebral y el metabolismo (Aubert et al.,
2002) por ejemplo, modelos de animales de epilepsia parcial han mostrado que
las espigas interictales incrementan el metabolismo de la glucosa (Handforth et
al., 1994). De esta manera el metabolismo cerebral de la glucosa a partir de la
PET como la actividad eléctrica cerebral medida mediante EEG reflejan directa o
indirectamente los mismos mecanismos de actividad neuronal (Ebersole et al.,
2002; Aubert et al., 2002; Shulman et al., 2004).

2.3 Imagen de Resonancia Magnética (MRI) y epilepsia

Es una técnica no invasiva que utiliza el fendbmeno de laresonancia
magnética para obtener informacion sobre la estructura y composicién del
cuerpo a analizar. Se basa en la visualizacibn de moléculas, usualmente
protones dentro de un fuerte campo magnético (Nehlig y Obenaus, 2006). La
Resonancia Magnética Nuclear RM presenta las siguientes ventajas: 1.
visualizacion en los tres planos del espacio. 2. gran nitidez. La identificacion
inicial por RM de esclerosis del hipocampo fue una atrofia demostrada por
imagenes coronales en T1 y aumento de la intensidad de la sefal dentro del
campo en T2 (Jackson et al., 1990). 3. capacidad de reconstrucciones
tridimensionales, con fusién de imagenes. 4. posibilidad de obtener imagenes
anatomo-funcionales mediante las técnicas de espectroscopia (Rojo, 2003). Los
primeros estudios que emplearon la RM en epilepsia son de mediado de los
afnos noventa (Berkovic et al., 1992; Williamson et al.,, 1993; Kuzniecky y
Jackson, 1995).

La principal aplicacidon clinica de la RM en el caso de las epilepsias esta en
identificar la base estructural de la epilepsia y determinar la presencia de una

lesiébn o cambio que pueda ser la causante o estar vinculada con la epilepsia.
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Los hallazgos mas visibles con MRI son estudios en Esclerosis Temporal Mesial
(Berkovic et al., 1992; Williamson et al., 1993; Kuzniecky y Jackson, 1995;
Craven et al.,, 2011), malformaciones del desarrollo cortical, malformaciones
vasculares, tumores y dano cortical adquirido (ILAE., 2003). El porcentaje de
alteraciones estructurales varian segun los estudios y varian también segun la
situacién lobular del foco, pero aproximadamente en el 60-70% los hallazgos
visuales de resonancias convencionales realizadas en pacientes diagnosticados
de epilepsia del I6bulo temporal son compatibles con una falta de lesidon o sin
alteraciones especificas (Cascino et al., 1991). Igualmente, estudios en animales
se ha observado mediante Resonancia Magnética estructural (RMe) pérdida
neuronal y degeneraciéon en capas CA1 y CA3 del hipocampo, la cual es
acompafada de una fuerte activacion microglial tras el SE con acido kainico y
eléctrico (Wolf et al., 2002; Nairismagi et al., 2004; Jupp et al., 2006).

Asi mismo, cuando la RM confirma hallazgos patologicos en el I6bulo temporal
mesial, habitualmente incluye no sélo el hipocampo y la amigdala, sino también
la corteza entorrinal y perirrinal. La muestra de atrofia se explica por una pérdida
celular secundaria a la interrupcion de las conexiones entorinal-hipocampal
como resultado de la interrupcion eléctrica entre estas dos estructuras

(Bernasconi et al., 2005).

La esclerosis del hipocampo esta caracterizada por un incremento en la seial T2
y en la senal FLAIR (fluid-attenuated inversion recovery). La presencia de un
incremento de la sefial FLAIR se correlaciona con una mayor pérdida de células
del hipocampo (Diehl et al., 2001). También se han encontrado valores
anormales en el tiempo de relajacion T2 en regiones remotas al foco epiléptico
(Briellmann et al., 2004). Cambios en la forma de activacién (incremento) o
desactivacion (disminucion) de la sefial BOLD (Blood-oxygen-level dependent)
de la RM funcional (fMRI) ocurren simétricamente en la corteza de ambos
hemisferios, tanto en regiones anteriores como posteriores, pero varian entre los
pacientes. Cambios talamicos bilaterales también se han observado en el 80%
de los pacientes, asi como en modelos animales de epilepsias (Tenney et al.,
2003;2004). Las activaciones predominan sobre las desactivaciones en el

talamo, mientras lo contrario ocurre en la corteza cerebral (Aghakhani., 2006).
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2.4 Autorradiografia y epilepsia

La autorradiografica es un meétodo derivado de las técnicas de fijacion de
radioligandos en el cual se emplean secciones histolégicas en lugar de
preparaciones de membranas y la detecciéon de ligando se realiza mediante
emulsiones fotograficas adecuadas. El principio de esta técnica consiste en la
interaccion de un ligando marcado radiactivamente con su lugar de unién o
receptor. Es un método de tipo farmacolégico con lo cual tiene que cumplir con
una serie de criterios en cuanto a saturabilidad de la fijacién, selectividad y
afinidad del ligando por la molécula que se va a fijar (Yamamura et al., 1990;
Romero, 1998).

Asi mismo, la autorradiografia, permite la visualizacion de moléculas receptoras
(receptores especificos, moléculas transportadoras para neurotransmisores,
etc.) en secciones de tejido y tiene una gran resolucién anatdmica. EI mayor
inconveniente es su falta de resolucion molecular, es decir, es imposible
determinar con precision en que células estan presentes las moléculas
marcadas radiactivamente. Sin embargo, con el tiempo se han venido
solventando el problema al contar con marcadores especificos de determinadas
neurotransmisores como el ['®F]-MPPF un radiotrazador especifico del 5-HTa
(Aznavour y Zimmer 2007). Los estudios sefalan al MPPF como un antagonista
competitivo del 5-HT 4 tanto en autoreceptores como en heteroreceptores in vivo
(Thielen y Frazer., 1995; Thielen et al., 1996). El ['*F]-MPPF fue exitosamente
trazado con fluor -18 para estudios PET (Shiue et al., 1997) y posteriormente
optimizado por Le Bars (Le Bars et al., 1998). El primer estudio clinico con ["8F]-
MPPF fue llevado acabo en sujetos epilépticos (Merlet et al., 2004 a,b)
basandose en la evidencia experimental de las propiedades anticonvulsivos y

antiepilépticas del receptor de 5-HT1a en roedores (Wada et al., 1997).

En experimentos realizados en cerebros de ratas, la distribucién del ['*F]-MPPF
en el tejido era caracterizado por una alta captacion inicial en todo el cerebro
seguida de un rapido declive de la radiactividad. Sin embargo, en regiones ricas
en receptores de 5-HT1a como el hipocampo el lavado del ['®F]-MPPF tomaba

mas tiempo en desaparecer comparado con estructuras como el estriado o
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cerebelo (Plénevaux et al., 2000a). En un experimento llevado a cabo en
pacientes epilépticos empleando el trazador ['®F] MPPF se observé una
disminucion de la fijacion del ligando en la zona ictal epileptdégena, concluyendo
que esta se debia posiblemente a la pérdida neuronal debido a la crisis (Merlet
et al., 2004). Por otro lado, estudios de PET in vivo en lo que se ha encontrado
un hipometabolismo en varias estructuras cerebrales han sido confirmados
empleando estudios de autorradiografia ex vivo con [14C]2-deoxyglucose
seguido de un SE inducido por pilocarpina (Dube et al., 2001; Andre et al.,
2007). Finalmente, los estudios de autorradiografia se han empleado para
demostrar alteraciones de neurotransmisores receptores de en tejido epiléptico
humano. Se ha demostrado por ejemplo un incremento de lugar de union de
AMPA en tejido neocortical de pacientes que sufren epilepsia temporal (Zilles et
al., 1999) igualmente se ha encontrado reduccion de receptores de
GABAérgicos acompanado de una aumento de receptores de NMDA (Crino et
al., 2001).

3 MODELOS ANIMALES DE EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL

Entre las epilepsias mas frecuentes y resistentes al tratamiento farmacolégico se
encuentra la ELT, sin embargo, ante la imposibilidad de estudiar la ELT en
profundidad mediante la experimentacion en pacientes humanos debido a obvias
razones éticas y ante la necesidad de avanzar en el entendimiento de la
fisiopatologia que sucede en la ELT surgen la necesidad de emplear modelos
animales de epilepsia (Martin y Pozo, 2006; Morimoto et al., 2004). Entre los
modelos animales mas empleados para el estudio de la ELT se encuentran los
modelos de kindling tanto eléctricos como quimicos, los cuales son considerarlos
los mas proximos a representar los aspectos fisiopatolégicos que sucede en la

ELT en pacientes humanos.

3.1 Kindling eléctrico

El modelo de kindling eléctrico es un modelo ampliamente empleado y aceptado
como modelo de ELT croénico. Descrito inicialmente por Grahan Goddard en

1967 (Goddard, 1967), el kindling eléctrico refiere al desarrollo gradual de crisis
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convulsivas comportamentales y electroencefalograficas en respuesta a la
aplicacion (generalmente en el hipocampo o amigdala) de estimulos eléctricos
de baja intensidad (Racine, 1972, 1978). Estos estimulos son aplicados de
manera repetida en el transcurso de varios dias o meses y posteriormente
conlleva a generar cambios permanentes en el lugar de la aplicacion (Mclintyre,
et al.,, 2002) asi como a las zonas cercanas, fendmeno denominado como
transferencia positiva (Albensi et al, 2007). Este modelo tiene la ventaja de que
tanto los estimulos como los cambios que se producen se pueden cuantificar
(Mclintyre, et al., 2002), otra ventaja del kindling eléctrico es contar con una
escala de comportamiento, la llamada escala de Racine, que ayuda al
investigador a monitorizar y mantener el control del desarrollo progresivo de las
crisis en el trascurso del tiempo (Racine, 1972). La escala de Racine evalua las
crisis dando una puntuacién de 0 a 5 (estadios de crisis). Donde los estadios 0-3
representan crisis focales (parciales), tras un tiempo en el estadio 3 la crisis
tiende a propagarse (recluir nuevas estructuras) y envuelve el hemisferio
ipsilateral. Los estados 4 y 5 representan crisis convulsivas de diferente
severidad. Tradicionalmente muchos investigadores consideran el desarrollo de
crisis generalizadas, escala 4-5 como el punto final del kindling (Moshe, 1991).
El kindling tiene la ventaja de no generar muerte neural a diferencia de otros
modelos como los de Estatus Epiléptico (SE) (Tuunane y Pitknen, 2000;
Mclntyre, et al., 2002; Marimoto et al., 2004).

3.2 Kindling quimico con pentilentetrazol (PTZ)

El kindling quimico puede ser inducido por repetida administraciéon en bajas
dosis ya sea localizada (intracerebral) o sistémica de agentes farmacolégicos
que generan convulsiones (Moshe, 1991; Gilbert y Goodman, 2006). Por otro
lado, tanto el kindling quimico como el eléctrico parecen activar vias anatomicas
similares (Gilbert y Goodman, 2006). Finalmente, muchos quimicos (toxicos asi
como agentes farmacéuticos) con una variedad de acciones primarias sobre la
funcidn del SNC pueden desencadenar convulsiones con exposicion a altas
dosis (Gilbert, 1992).
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3.2.1 Generalidades del modelo de kindling con pentilentetrazol

El agente quimico mas usado para generar Kkindling quimico es el
pentilentetrazol (PTZ), el cual comunmente se administra mediante la inyeccién
de dosis subumbrales de PTZ hasta generar crisis convulsivas (Cain, 1981). Asi
mismo, el PTZ es un potente antagonista de GABA-A (Park et al., 2006) con
propiedades de bloquear selectivamente los canales de cloruro acoplados al
receptor de GABA-A (Gilbert y Goodman 2006). Ahora bien, aunque existen
otras drogas que interfieren con la funcion GABAérgica y han sido efectivas para
generar kindling quimico en bajas dosis tales como el beta carboline (FG7142),
picotroxina y bicuculina (Little et al., 1987; Luo et al., 2009; Godukhin et al.,
2009). El kindling con PTZ se caracteriza por ser uno de los mas reconocidos,
asi como por sus amplias ventajas cuando es comparado con otros modelos
quimicos de epilepsia. Por otro lado, una importante caracteristica del PTZ es la
facilidad con la que atraviesa la barrera hematoencefalica (Padou et al., 1995), y
la latencia del inicio de la crisis, la cual es dependiente de la dosis suministrada,
asi como de la edad del animal (Marescaux et al., 1984; Snead, 1995; Weller y
Mostofsky, 1995; Snead et al., 2000; Keogh et al., 2005; Zhao y Holmes, 2006;
Veliskova, 2006). Para el caso de animales inmaduros, se ha visto que kindling
con PTZ induce status epilepticus (SE) (Pereira de Vasconcelos, 1995; Nehlig y
Pereira de Vasconcelos, 1996; Pineau et al, 1998; Erdogan et al., 2004; Nehlig
et al., 2006). El SE es considerado una emergencia medica por el dafio neuronal
que este genera, asi mismo es asociado a una alta morbilidad y mortalidad
(Martin et al., 2005). Por otro lado, se ha demostrado que el dafio neuronal
(hipocampo, amigdala y corteza cerebral) en ratas inmaduras (PN10) 24 horas
posterior al SE inducido con PTZ es solo transitorio y no resulta en ningun caso

en muerte neuronal (Pineau et al, 1999).

3.2.2 Ventajas del kindling con pentilentetrazol

El kindling con PTZ ha demostrado ser un modelo robusto y altamente
reproducible entre laboratorios y especies, ademas de tener ventajas en su
valoracion comportamental y EEG comparado con otros modelos de kindling

quimicos. La ventaja del modelo de PTZ radica en la facilidad de encontrar la
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dosis-respuesta al umbral, de tal manera que una dosis puede llegar a ser
identificable para detectar el umbral en casi todos los animales. Como resultado,
un aumento gradual de las crisis es facilmente inidentificable, y con suficientes
repeticiones de PTZ la mayoria de los animales progresan a crisis ténico-
clénicas (Gilbert y Goodman 2006).

3.2.3 Estructuras implicadas en el desarrollo del kindling con

pentilentetrazol

Las crisis convulsivas generadas con pentilentetrazol (PTZ) tienen su origen en
el prosencéfalo y se desarrollan dentro de los veinte minutos posteriores a la
aplicacion del PTZ (Gilbert y Goodman 2006; VeliSek, 2006). Estudios que han
buscado trazar un mapa bioquimico de las estructuras implicadas en el modelo
de kindling con PTZ han observado cambios sustanciales en los niveles de
noradrenalina (NA), 5-hidroxitriptamina (5-HT), dopamina (DA) y metabolitos
cerebrales en zonas conocidas por recluir nuevas estructuras cerebrales durante
el kindling, como la corteza piriforme, entorrinal, prefrontal e hipocampo (in vitro)
(Szyndler et al., 2010). lgualmente, se ha encontrado un aumento en la tasas de
redistribucién en el consumo de glucosa en la corteza y el hipocampo, asi como
en el mesencéfalo, tronco encefalico, hipotalamo y Septum en ratas que habian
sufrido un SE inducido con PTZ (Pereira de Vasconcelos et al., 1992). Por otro
lado, c-fos se ha empleando como marcador de la actividad neuronal y de
distribucion espacial en una variedad de paradigmas experimentales (Gilbert y
Goodman, 2006), se ha visto expresion del c-fos durante el kindling eléctrico,
que se ha relacionado con la propagacion de la actividad neuronal durante las
crisis (Clark et al., 1991). Asi mismo, se ha observado incrementada expresion
del mRNA c-fos en kindling con PTZ en corteza, caudado, septum, amigdala e
hipocampo (Erdtmann-Vourliotis et al., 1998). Se ha visto igualmente que tras
aplicar dosis subconvulsivas de PTZ en ratas adultas c-fos es expresado en
talamo e hipotalamo y en crisis clonicas, c-fos es expresado en striatum, tronco

encefalico y hipocampo (Andre et al., 1998).
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3.2.4 Valoraciéon de comportamiento con pentilentetrazol

En el desarrollo del kindling los animales presentan cambios comportamentales
que incluyen: inmovilidad, tirones mioclonicos (posicidén de canguro), ataques
clénicos y ataques ténico-clonicos (VeliSek, 2006), posteriormente en la fase
post-ictal se genera una inhibicidon que es observado con un EEG totalmente
deprimido (plano). Para valorar el comportamiento observado en el kindling con
PTZ se ha venido empleando de manera errbnea en muchas investigaciones
una escala de evaluacion de crisis convulsivas similares a la empleada en el
kindling eléctrico, olvidando las diferencias que existen entre crisis al emplear
diferentes modelos. De esta manera tirones mioclonicos y convulsiones clénicas
por ejemplo ocurren en kindling con PTZ, pero no en el kindling eléctrico.
Teniendo en cuenta lo anterior se deberia emplear una escala que haya sido
desarrollado para kindling de PTZ teniendo en cuanta las diferencias tanto
comportamental como EEG que distingue a los modelos (Luttjohann, et al. 2009;
Ono et al., 1990).

3.2.5 Estudios de neuroimagen con pentilentetrazol

En los ultimos afos se han empezado a desarrollar estudios en pequefos
animales empleando técnicas de neuroimagen tanto con Resonancia
Magnética Nuclear funcional (RMNf) (Berkovic et al., 1992; Williamson et al.,
1993; Kuzniecky y Jackson, 1995) como con Tomografia por Emision de
Positrones (PET) en epilepsia (Kornblum et al., 2000). EI PET con el trazador
8EDG permite visualizar cambios metabdlicos en todo el cerebro, asi como los
cambios metabdlicos que se producen en un foco epiléptico, igualmente el
estudio se puede repetir en el mismo animal lo que permite visualizar los
cambios metabdlicos y el desarrollo del foco epiléptico durante el proceso de
epileptogénesis (Dedeurwaerdere et al., 2007; Jupp et al., 2007). Entre los
trabajos realizados con PET hasta la fecha no hay ninguno que se haya utilizado
el modelo de kindling con PTZ. Si bien los estudios PET han tenido mayor
implementacion en estudios clinicos humanos antes que en estudios

experimentales en animales (Doherty et al., 2004; Scott et al., 2003), los pocos
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estudios que han empleado PET y epilepsia se encuentran en modelos de SE
con pilocarpina o acido kainico en donde se ha visto un hipometabolismo
generalizado en el cerebro de ratas tras el SE (Jupp et al., 2006; Goffin et al.,
2009; Guo et al.,, 2009). Otros estudios con SE indican un aumento del
metabolismo en hipocampo después de generar SE con la administracion de
pilocarpina en ratones C57BI/6 (Mirrione et al, 2006), asi como un aumento de la
actividad metabdlica tras la inyeccion de acido kainico en ratas (Kornblum et al.,
2000).

En estudios con resonancia magnética nuclear funcional (RMNf) en modelos de
kindling con PTZ se ha observado un rapido aumento de la sefial segundos
después de la administracion de PTZ en el nucleo talamico anterior, giro
dentado, corteza retrosplenial y otras estructuras hipocampales, asi mismo,
segundos antes del inicio de las crisis, y posteriormente se observé un rapido
descenso de la actividad (Brevard et al., 2006; Keogh et al., 2005). Igualmente,
se ha observado mediante Resonancia Magnética estructural (RMe) pérdida
neuronal y degeneracién en capas CA1 y CA3 del hipocampo, la cual es
acompafnada de una fuerte activacion microglial tras el SE con acido kainico y
eléctrico (Wolf et al., 2002; Nairismagi et al., 2004; Jupp et al., 2006). Por ultimo,
empleando autorradiografia la cual ha determina ubicacién, asi como fisiologia
de los diferentes receptores (Roberts et al., 1997; Aznavour y Zimmer, 2007), se
ha descrito una disminucion del receptor de 5-HT1a en corteza temporal lateral

ipsilateral al foco epiléptico en pacientes con TLE (Rocha et al., 2007).

4 FISIOPATOLOGIA DE LA EPILEPSIA

En la actualidad, a pesar de contar con una amplio numero de investigaciones
tanto clinicas como experimentales en epilepsia, su etiologia es en muchos
casos desconocida, ante lo cual, los mecanismos basicos celulares y
moleculares de la epileptogénesis estan actualmente sujetos a la investigacion.
Cabe senalar que a pesar de lo anterior, la hipétesis que posee mayor consenso
es que el mecanismo basico de la epileptogénesis radica en la pérdida del
balance entre excitacion / inhibicidon neuronal, necesaria para mantener el estado

normal de las neuronas corticales (Jacobs et al., 2001), de esta manera las crisis
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pueden sobrevenir si la transmision excitadora cerebral esta aumentada o la
transmision inhibitoria es reducida (Bagdy et al., 2007). Esta pérdida del balance
es muchas ocasiones consecuencia de una lesion neuroldgica (Dichter, 2006;
Herman, 2006) y en otras es idiopatica, es decir, sin causa conocida (6 de cada
10 casos). Se tiene claro es que la epileptogénesis es el proceso por el cual un
cerebro normal se hace epiléptico (Gibbs y McNamara, 2006) y que debido a la
epileptogénesis el cerebro experimenta una serie de cambios quimicos,
anatémicos, y fisiolégicos que desencadenan continuas y frecuentes crisis
convulsivas, las cuales se caracterizan por disparos sincronizados de algunas

poblaciones neuronales del Sistema Nervioso Central (SNC) (Herman, 2006).

En la actualidad los dos neurotransmisores estudiados por excelencia en
relacion a la epilepsia son el GABA y el glutamato (Bradford, 1995), se ha
sugerido que receptores de GABA y glutamato juegan un importante rol en el
inicio, mantenimiento y finalizacion de las crisis convulsivas (Miller et al., 1997;
Sierra-Paredes y Sierra-Marcufio, 2007; Kharlamov et al., 2011). Asi como se ha
sefalado que el tratamiento farmacolégico antiepiléptico, que tienen como
dianas terapéuticas receptores GABAérgicos y glutamatérgicos es efectivo en

mas del 70%.

4.1 Participacion del GABA en la epilepsia

Entre las hipotesis mas consideradas en el estudio de las epilepsias se piensa
en posibles fallos en el sistema inhibitorio como posible responsable del inicio de
las crisis convulsivas (Bradford, 1995; Banach et al., 2011). Especificamente se
apunta al papel crucial que tendria una alteracion de la inhibicién procedente de
las interneuronas que secretan el neurotransmisor inhibidor acido -
aminobutirico (GABA) Estudios farmacologicos experimentales apoyan esta
hipotesis, asi, la administracion exdgena de agonistas glutamatérgicos o
antagonistas GABAérgicos es capaz de inducir crisis epilépticas (André et al.,
2001; Brooks-Kayal et at., 2009). Estos datos concuerdan con los obtenidos en
modelos in vitro en hipocampo, en los que se ha podido comprobar que la
hiperexcitabilidad del cerebro epiléptico es debida a una disminucion en la via

inhibitoria GABAérgica o a un aumento en la actividad glutamatérgica (Gibbs y
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McNamara, 2006). En modelos animales se ha comunicado una disminucién del
60-70% de GABA extracelular en ratas con kindling amigdalar reportado

mediante microdialisis (Kaura et al., 1995).

4.2 Participacion del glutamato en la epilepsia

Un desorden en la neurotransmision excitatoria mediada por glutamato ha sido
por mucho tiempo candidato central como factor para la etiologia de algunas
formas de epilepsia humana y experimental. El glutamato reconoce al menos
cuatro tipos de receptores, que reciben su denominacidén de acuerdo al tipo de
agonista al que responde: receptores ionotrépicos; AMPA, NMDA (N-metil-D-
Aspartato), Kainato (canales iénicos regulados por ligando) y los receptores
metabotrdpicos (Bloss y Hunter, 2010). De esta manera el glutamato en si
mismo y sus receptores agonistas genera convulsiones cuando es dado
intracerebralmente (Bradford, 1995). Por su parte, el glutamato es el aminoacido
excitador mas rapido y de mayor prevalencia en el SNC. Realiza su accion
excitadora actuando sobre receptores especificos localizados en la membrana
neuronal (Bloss y Hunter, 2010). La participacién de glutamato en las crisis
convulsivas se ha evaluado en estudios in vivo empleando microdialisis en la
amigdala. Durante el proceso de generacién de kindling (epileptogénesis) asi
como durante las crisis inducidas eléctricamente en animales con kindling
totalmente establecido, los niveles de glutamato son de 2-3 veces mas altos que
en animales control. Asi mismo, en este mismo estudio, los niveles de GABA
con microdialisis en animales kindling se redujeron aproximadamente entre un
70% ipsilateral y un 60% contra lateral en la amigdala (Kaura et al., 1995). Un
efecto similar fue encontrado en estudios in vitro en rodajas de amigdala de
ratas kindling en donde se encontré un aumento de liberacion 2 veces mas alto
que en rodajas de animales control (Kaura et al., 1995). De esta manera parece
que existe una tendencia a un aumento de liberacion de glutamato en la
ocurrencia en el foco epiléptico durante el kindling (Bradford, 1995). También se
ha demostrado que un kindling inducido por inyecciones de glutamato, puede ser
prevenido con inyecciones simultaneas de AP7 un potente receptor antagonista
de NMDA mostrando que la inyeccion de glutamato requiere interaccion con los

receptores locales de NMDA para la accion del kindling (Croucher y Bradford,
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1990). Asi mismo, se ha observado que kindling eléctrico puede llegar a ser
bloqueado con inyeccion de receptores antagonistas de AP7 y CPP aplicado 15
minutos antes de la generacion del estimulo eléctrico (Croucher et al., 1992;
Sato et al., 1988).

5 SISTEMA SEROTONERGICO

El sistema serotonérgico actua como neurotransmisor y neuromodulador
involucrado en multiples funciones tanto fisiolégicas como patolégicas en el
SNC. Fuera del SNC la 5-HT esta involucrada en la contraccion del musculo liso,
movilidad gastrointestinal, mecanismos secretores periféricos e interacciona con
neuronas sensoriales. A nivel circulatorio esta implicada en la agregacién
plaquetar y puede actuar como vasodilatador o vasoconstrictor segun la zona de
circulacién o el estado de la misma (Fozard, 1989). En el SNC, la 5-HT esta
involucrado en numerosas funciones fisiolégicas como la regulacion del dolor,
regulacion de la temperatura corporal, ingesta de comida y bebida, control del
voémito, regulacion neuroendocrina, actividad motora, control de la funcidn
cardiovascular, contraccion muscular, regulacion de la actividad sexual, ciclo
sueno-vigilia y procesos de memoria y aprendizaje (Bradley et al., 1992). En
cuanto a su participacion en desérdenes psiquiatricos se ha relacionado con
ansiedad y depresion (Coppen et al., 1963; Heisler et al., 1998; Parks et al.,
1998; Ramboz et al., 1998; Pifeyro y Blier, 1999), esquizofrenia, trastornos
obsesivo-compulsivos, anorexia/bulimia (Woolley 1962; Coccaro et al., 1990) asi
como en el sindrome Down (Whitaker-Azmitia, 2001) y en la conducta agrasiva
(Carrillo et al., 2009) igualmente, esta involucrado en la sintomatologia de
algunas enfermedades neurodegenerativas tales como el Parkinson (Chinaglia
et al., 1993), Alzheimer (Toghi et al., 1992; Steckler T., Sargal, 1995; Buhot et
al., 2000; Porter et al., 2000) o Huntington (Cross, 1990). También esta
implicada en algunos trastornos neurolégicos como la migrafia (Lance, 1993).
Asi como en la epilepsia (Lu y Gean 1998; Wada et al. 1999; Bobula, et al. 2001;
Theodore 2003; Chugani 2004) tema el cual nos concierne en la presente tesis

doctoral y el cual sera explicado con mayor detalle a continuacion.
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5.1 Las neuronas serotonérgicas

La 5-HT es sintetizada a partir del triptéfano, que es convertido a 5
hidroxitriptofono por la enzima triptéfano hidroxilada, y este a su vez es
convertido a 5-HT por la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos. Una vez
formada la 5-HT, es almacenada en vesiculas hasta que llega el momento de
ser liberada. Cuando se libera al espacio sinaptico es recaptado por el
transportador serotonérgico e inactivada por la Monoamino oxidasa (MAO) que
la convierte en 5-acido-hidroxiindolacético. Por otro lado, la serotonina esta
presente en la mayoria de las especies animales y vegetales, localizandose en
el caso de los mamiferos, en un 95 % en el sistema enterocromafin del tracto
gastrointestinal, y el resto en las plaquetas y neuronas triptaminérgicas del
sistema nervioso central y del Sistema Nervios Enterico (Gronstad et al., 1985;
Gershon et al., 1965; Wade et al., 1994; Gershon, 2004).

Especificamente en los mamiferos, muchas neuronas serotonérgicas residen
dentro de las fronteras del nucleo del rafe (NR) como se ha mostrado con
parametros de citoarquitectura, asi como se ha demostrado que segun su
tamano y arbol dendritico, las neuronas serotonérgicas son diversas (Baker et
al., 1990, 1991). Estudios de trazado anterogrado muestran que las neuronas 5-
HT del Nucleo Dorsal del Rafe (NDR) y del nucleo Medial del Rafe (NMR)
presentan terminaciones axoénicas morfolégicamente distintas en la corteza
cerebral: los axones de las neuronas del NDR son finos (0.2-1.25 pm de
diametro), con varicosidades de pequefio diametro (granulares o fusiformes),
estdn ampliamente ramificados y presentan un elevado numero de
terminaciones (denominadas de tipo D); por el contrario, las fibras del NMR
poseen axones de mayor diametro (1.0-2.1 um), contienen varicosidades
esféricas voluminosas y presentan un menor numero de terminales (tipo M)
(Kosofsky y Molliver, 1987; Wilson y Molliver, 1991).

La proyecciones de las neuronas serotonérgicas constituye uno de los sistemas
anatomicos y funcionales mas complejos y extensos del cerebro (Jacobs y
Azmitia, 1992) y auque la proporcion de neuronas 5-HT respecto al resto de

neuronas del SNC es muy baja (1/200,000), su capacidad de inervacion de
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estructuras anteriores, como la corteza cerebral o el hipocampo, es muy alta,
estimandose de 3 a 6 millones el nimero de varicosidades por mm® (Audet et
al., 1989; Oleskevich y Descarries, 1990). Igualmente, dentro del NDR el cual
contiene cerca de 11000 neuronas de serotonina en ratas (Descarries et al.,
1982), las neuronas estan relativamente empaquetadas mientras que el NMR
estd menos organizado. Se conoce que las neuronas del NDR tienen una
disposicion relativamente mas condensada, mientras que en el NMR se
encuentran mas pobremente organizada (Adell et al., 2002). En cuanto a su
estructura interna los tipos celulares del NDR presentan poca variacion entre
distintas especies, lo que sugiere una elevada conservacion a lo largo de la

evolucion.

5.2 Receptores de 5-HT

Hasta la fecha, se han identificado hasta siete miembros dentro de la familia de
los receptores de serotonina (5-HT¢ al 5-HT-7) y diversos subtipos incluidos en
algunos de estos miembros. Ello ha conducido a la descripcion y consideracion
un total de hasta 14 subtipos distintos (Hoyer y Martin, 1997; Lanfumey
y Hamon, 2000). Inicialmente, los receptores se caracterizaban empleando
herramientas farmacologicas, pero mas recientemente, técnicas moleculares en
biologia han permitido la clonacion y la secuenciacion de estos receptores
codificados por genes diferentes (Barnes y Sharp., 1999). El 5-HT pertenece a
la superfamilia de receptores acoplados a proteina G (del 5-HT1 al 5-HT-7)
menos el receptor 5-HT3 que actua ligado a un canal i6nico (Harrington et al.,
1988; Hensler, 2006). Ahora bien, aunque se conoce la existencia de catorce
subtipos diferentes de receptores de serotonina (Hoyer y Martin, 1997; Lanfumey
y Hamon, 2000) solamente el papel de 5-HT4a, 5-HT,c y 5-HT; han sido
estudiadas en relacién con el control de las crisis epilépticas (PeriCic¢, et al.
2005). Razon por la que se realizara una breve descripcion de estos receptores

y sus funciones en el SNC.
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5.3 Elreceptor 5-HT,

Desde la introduccion de técnicas de fijacion de radioligandos, seguido por la
llegada de la clonacion molecular, al menos 14 subtipos de receptores 5-HT se
han identificado en el SNC de mamiferos. Por su parte, los receptores de 5-HT;
comprende cinco subtipos: 5-HT1a, 5HT4s, 5HTip, SHT.e, SHT4r Estos
receptores estan acoplados a proteinas Gi/o que a su vez inhiben la enzima
adenil ciclasa, disminuyendo asi la produccién de AMPc. Se sabe que el
receptor de 5HT1 se encuentra en las regiones limbicas en especial en el
hipocampo (Hoyer et al., 1997). El receptor de 5HT 1 fue el primer receptor que
fue secuenciado o clonado en humanos (Fargin et al., 1988; Fujiwara et al.,
1990) y posteriormente en ratas (Albert et al., 1990). La disponibilidad de
agonistas como el 8-OH-DPAT (Arvidsson et al., 1981; Gozlan et al., 1983) asi
como el antagonista WAY-100635 (Laporte et al., 1994; Gozlan et al., 1995),
hacen del receptor de 5-HT1a uno de los mejores caracterizados en términos de
rasgos estructurales, caracteristicas, distribucion en el cerebro y propiedades

electrofisiologicas.

Este receptor es muy conservado entre especies de mamiferos; en la rata tiene
un 89% de homologia con el receptor humano y un 85 % entre rata y ratdn
(Albert et al., 1990). El gen del receptor subtipo 5-HT1a se encuentra situado en
la parte distal del cromosoma 13 del ratén y en el humano se encuentra sobre el
cromosoma 5 (5911.2-q13) y se compone de una proteina de 422 aminoacidos
(Fargin et al., 1988; Lanfumey y Hamon, 2000) (Fig. 4). A nivel celular, estudios
de hibridacion in situ y inmunocitoquimicos demuestran la presencia de
receptores 5-HT1a en las neuronas piramidales y granulares del hipocampo
(Pompeiano et al., 1992). Igualmente, estudios con autorradiografia y
posteriormente con hibridacion in situ han reportado alta densidad de sitios de
unién de 5-HT 14 en areas limbicas en especial en el hipocampo, septum lateral,
zonas corticales (particularmente en corteza entorrinal y cingulada), también en
el nucleo del rafe mensencefalico (tanto dorsal como media), en hipotalamo y en
la medula espinal (Marcinkiewicz et al., 1984; Miquel et al., 1991; Pompeiano,
1992; Plénevaux et al., 2000, Aznavour et al., 2006,,). En contraste los niveles

de union del receptor de 5HT+a en los ganglios basales y cerebelo apenas son
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perceptibles. (Hoyer et al., 1994; 1997; Barnes y Sharp., 1999; Lanfumey
y Hamon, 2000). En cuanto a su localizacion el receptor 5-HT1a se encuentra
presente en los cuerpos neuronales y posee dos localizaciones. Se expresa pre-
sinapticamente en las dendritas y soma de las neuronas serotonérgicas de los
nucleos del rafe lo que le permite regular a nivel presinaptico la liberaciéon de
serotonina cuando actua como autoreceptor y post-sinapticamente ejerciendo
una funcion primordialmente inhibidora en las células que inerva. El receptor 5-
HT1a post-sinaptico se expresa con una alta densidad en la regiéon CA1 del
hipocampo, septum, amigdala, nucleo del rafe y la corteza entorrinal (Albert et
al., 1990; Hoyer y Martin., 1997). Se ha encontrado que la activacién de los
receptores de 5HTia causan hiperpolarizacion neuronal, cuyo efecto esta
mediado a través de las proteinas G acopladas a canales de K* (Andrade y
Nicoll, 1987).

EXTRACELLULAR

1
DOEGEOEEEEOODDDAREDIDHDDODH,,

Figura 2. Organizacion molecular del receptor de 5-HT1A. Tomado de Albert et at., 1990.

En cuanto a los receptores de 5HT g estudios de autorradiografia han indicado
que posiblemente son primariamente expresados presinapticamente y parecen
actuar como autoreceptores terminales (Roberts et al., 1997) y encontrarse en
muy altos niveles en las células de purkinje del cerebelo, en la region CA1 del
hipocampo, y en el caudado-putamen y posiblemente estdan envueltos en el
control del movimiento (Voigt et al., 1991; Maroteaux et al., 1992). Por otro lado,
altos niveles de ARNm para el receptor subtipo 5-HTp fueron hallados en la

capa piramidal del tubérculo olfativo. Asi mismo, existe mucha confusién en
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cuanto a la nomenclatura y farmacologia del receptor subtipo 5-HT1p y el 5-HT4g
debido a que los dos receptores estan estrechamente relacionados, sin embargo
sorpresivamente muestra dos desviaciones separadas en su forma y funcion. En
humanos el 5-HT1p y el 5-HTg difieren en un 23 % en su posicion aminoacido
transmembrana (Hartig, 1997). Asi mismo el receptor 5-HTp parece ejercer

como autoreceptor del NR (Pifieyro et al., 1996).

Por otro lado, en cuanto al receptor 5HT g, fue originalmente llamado como S31
y fue encontrado primariamente en la corteza y el estriatum pero es muy poco lo
conocido sobre su rol fisiolégico. Finalmente en relacion al receptor subtipo
S5HT+r aunque se ha descrito la secuencia del ARNm y su localizaciéon y
caracteristicas farmacoldgicas, igual que el receptor subtipo 5SHT1p, no se han
encontrado con exactitud evidencias que indiquen la funcion que realiza (Hoyer y
Martin, 1997).

5.4 Elreceptor 5-HT;

Hasta la fecha se han identificado 3 subtipos de receptores 5-HT2: 5-HTza, 5-
HT2s y 5-HT,c. Esta establecido que su activacion produce un aumento en la
hidrdlisis de fosfoinositidos y movilizacion de Ca2+ a través de la fosfolipasa C
tras la activacion inicial de una proteina Gq (De Chaffoy et al, 1985; Doyle et al.,
1986). Los receptores 5-HT,a se encuentran ampliamente distribuidos en la
corteza, pero también se localizan, aunque en menor grado, en el claustro,
algunas areas del sistema limbico, principalmente en el nucleo olfativo, y en
zonas de los ganglios basales (Pazos et al.,, 1985). El 5-HT,a se encuentra
localizado en el cromosoma 13q14-q21 y tiene una secuencia relativamente alta
de aminoacidos que se identifica con el receptor de 5-HT,c, aunque esta es
menor en comparacion con el del receptor de 5-HT,s de humanos. Estudios del
receptor empleando autorradiografia con [3H]-spiperona, [3H]-ketanserina,
[1251]-DOI y, mas recientemente, [3H]-100907 MDL como radioligandos, han
encontrado altos niveles para sitios de union 5-HT,n en las regiones del
prosencéfalo, pero sobre todo en areas cortical (neocorteza, la corteza
entorrinal y piriforme, asi como en el claustro), el nucleo caudado, el nucleo

accumbens, tubérculo olfatorio y el hipocampo, de todas las especies estudiadas
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(Pazos et al., 1985; Lopez-Giménez et al., 1997). El interés actual por receptor
de 5-HT,a se centra en la evidencia de que la estimulacion del receptor 5-HTza
provoca la activacion de una cascada bioquimica que conduce alteraciones en la
expresion de una serie de genes que inclyue los que codifican al factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) (Vaidya et al., 1997). Ademas se ha
visto la posibilidad de que cambios en estos sitios de conectividad sinaptica en el
cerebro puedan contribuir al efecto terapéutico de antidepresivos (Barnes vy
Sharp, 1999).

Por otro lado, el receptor 5-HT25 media la contraccion del estbmago inducida por
el 5-HT en la rata (Vane, 1959). Asi mismo, el receptor 5-HT,z (481
aminoacidos) es relativamente homologo con el receptor humano 5-HTza y 5-
HT>c. En el humano el gen del receptor 5-HT2B se encuentra localizado en la
posicion del cromosoma 2q36.3—2q37.1 Experimentos recientes que investigan
la accion de los receptores 5-HT2 con agonista BW 723C86 sugieren un papel
para el receptor 5-HT2B en la ansiedad (Barnes y Sharp, 1999). Sin embargo,
extranamente el BW 723C86 tiene un efecto ansiolitico, cuando se inyecta

directamente en la amigdala medial (Duxon et al., 1997).

En cuanto al receptor 5-HT,¢ fue identificado como un lugar de unién del [3H]-5-
HT en el plexo coroideo de diversas especies que también podrian ser
etiquetados por [3H]-mesulergine y [3H]-LSD, pero no por [3H]-ketanserina. Asi
mismo, originalmente este sitio de union fue visto como un nuevo miembro de la
familia del receptor 5-HT1, y se calificé como 5-HT1C por su alta afinidad por
[BH]-5-HT (Pazos et al., 1984) pero, una vez que el receptor se clono y se
obtuvo mas informacion sobre sus caracteristicas se realiz6 un cambio a la
familia del receptor 5-HT2 y su reclasificacibn como receptor 5-HT2C fue
inevitable (Humphrey et al., 1993). Ademas de altos niveles detectados en el
plexo coroideo, lugar de union del 5-HT2C, este receptor esta ampliamente
distribuido y presente en las areas de la corteza (olfativas nucleo, piriforme,
cingulo y retrosplenial), sistema limbico (nucleo accumbens, hipocampo,
amigdala) y los ganglios basales (nucleo caudado, sustancia negra). Aunque
dos estudios han reportado el receptor 5-HT,c en el Nucleo Medial del Rafe
(Hoffman and Mezey, 1989; Molineaux et al., 1989; Palacios et al., 1991; Radja.,
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1991) estos hallazgos no fueron confirmados en un sucesivo estudio (Mengod
et al., 1990). En cuanto a la busqueda de antagonistas para este subtipo se ha
demostrado que los antagonistas SB 242084 y RS-102 221 son al menos dos
veces mas selectivos para el 5-HT2C que para el 5-HT2B y el 5-HT2A (Bonhaus
et al., 1997; Kennett et al., 1997). Finalmente, se ha sugerido que los receptores
5-HT2C del plexo coroideo puede regular la formacion de liquido cefalorraquideo
(LCR), como resultado de su capacidad para mediar en la formacién de cGMP
(Kaufman et al., 1995).

5.5 Elreceptor 5-HT;

El receptor 5-HT7 es el mas nuevo de la familia de serotonina en ser identificado.
Esta acoplado positivamente a la adenilato ciclasa a través de proteinas Gs y
tiene también baja homologia con el resto de receptores 5-HT. Se han descrito 4
isoformas (5-HT7@), 5-HT7 (), 5-HT7(c), 5- HT7 () pero en rata y humanos soélo se
han encontrado que se expresen tres de las variantes. Su ARNm se expresa en
el cerebro de rata, en concreto en el talamo, hipotalamo, corteza, hipocampo y
amigdala. lgualmente, no esta clara su funcion fisiologica pero se ha relacionado
con el comportamiento afectivo ya que responden farmacolégicamente a

algunos antidepresivos y antipsicéticos (Roth et al., 1994; Sleight et al., 1995).

En mamiferos se cree que el receptor 5-HT7 tiene entre 445-448 aminoacidos de
longitud (Nelson et al., 1995; Jasper et al., 1997) y que el gen del receptor 5-HT7
se encuentra en el cromosoma diez del humano (10921-q24; Gelernter et al.,
1995). La expresion del receptor 5-HT; es relativamente alta dentro de las
regiones del talamo, el hipotalamo, el hipocampo con niveles generalmente mas
bajos en areas tales como la corteza cerebral y la amigdala (To et al., 1995;
Gustafson et al., 1996; Stowe y Barnes, 1998; Hagan et al., 2000). Se ha
relacionado con los ritmos circadianos, sin embargo, es un tema de discusion
(Edgar et al., 1993). Hasta hace muy poco, se conocia que el receptor 5-HT
mediaba la respuesta de los ritmos circadianos y se consideraba en general que
el receptor 5-HT1a era el encargado de esta funcion, esto se basaba en gran

medida en la capacidad de 8-OH-DPAT de imitar la respuesta de 5-HT (Cutrera
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et al., 1996). Sin embargo, ahora se reconoce que el 8-OH-DPAT es también un
agonista de los receptores 5-HT7 (Bourson et al., 1997; Barnes y Sharp 1999;
Vanhoenacker et al., 2000; Chapin y Andrade 2001; Perici¢ et al., 2005; Lopez-
Meraz et al., 2005, 2007). Igualmente el 5-HT; se ha venido relacionando con
una lenta post-hiperpolarizacion en neuronas CA3 piramidales del hipocampo
(Beck y Bacon 1998,,). En la actualidad, estudios han puesto de relieve un

paralelismo entre el receptor subtipo 5-HT1a y 5-HT7 (Le Corre et al., 1997).

Los dos receptores tienen similitudes farmacolégicas incluida alta afinidad por el
5-HT, 5-carboxamidotryptamine (5-CT), y 8-OH-DPAT (Lovenberg et al. 1993;
PeriCi¢c et al., 2005; Lopez-Meraz et al., 2007 PeriCi¢ y Strac, 2007). Asi como
una distribucion superpuesta en el cerebro, incluido el hipocampo y estructuras
corticolimbicas (Lovenberg et al. 1993; Gustafson et al. 1996; Le Corre, 1997;
Harte et al., 2005).

5.6 Autoreceptores serotonérgicos

Por otro lado, en el cerebro las neuronas serotonérgicas ascendentes son
negativamente controladas por autoreceptores de 5-HTqa y 5-HT1p localizados
en el soma y dendritas de neuronas en el NMR (Sotelo et at., 1990; Briley y
Moret 1993). La Importancia de los autoreceptores somatodendriticos de 5-HT1a
localizados en el NMR es el control de la neurotransmision de 5-HT y ha sido
confirmado con inyeccion local de 8-OH-DPAT un agonista de 5-HTqa el cual
genera una reduccidn en los niveles extracelular de 5-HT en la formacion

hipocampal de la rata (Sharp et al., 1989; Hillegaart et al., 1990).

5.7 5-HT en el Nucleo del Rafe Dorsal (NRD) y Medial (NMR)

La mayoria de las neuronas serotonérgicas estan localizadas a lo largo de la
linea media del tronco encefalico, en el NDR y NMR. Las neuronas 5-HT
presentes en el mesencéfalo se conocen desde Santiago Ramoén y Cajal
(Ramon y Cajal, 1911) siendo ademas el primero en proveer un esquema de la
estructura neuronal tanto del Nucleo del rafe dorsal (NDR) y medial (NMR). En

1960 Brodal y sus colegas observaron, como resultado de estudios de
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degeneracion y tincidon no especifico en gatos que el nucleo del rafe presentaba

masivas conexiones con el prosencéfalo (Brodal et al., 1960,).

5.8 Proyecciones serotonérgicas al Nucleo del Rafe Dorsal y Medial

Se ha demostrado que un relativo pequefio numero de cuerpos celulares
neuronales localizados en el NDR y NMR dan origen a una densa red de
varicosidades axonales las cuales impregnan por completo el prosencéfalo,
incluyendo estructuras limbicas e hipocampo (Segal, 1975; Azmitia y Segal,
1978; Moore et al., 1978; Parent et al., 1981; Imai et al., 1986; Molliver, 1987,
Tork, 1990; Jacobs y Azmitia, 1992; Hornung, 2003) A continuacion se indicaran
las aferencias y eferencias que el NDR y NMR origina a todo el cerebro con

central interés en las proyeccién que se dirigen desde el rafe al hipocampo.

5.8.1 Aferencias del Nucleo del Rafe

La actividad de las neuronas serotonérgicas estd regulada por numerosas
aferencias de distinta procedencia siendo de especial relevancia: la corteza
prefrontal (CPF) y el locus coeruleus (LC). (Jacobs y Azmitia, 1992; Peyron et
al., 1998; Adell et al., 2002).

- Aferencias glutamatérgicas: Las neuronas piramidales de la CPF
proyectan a los nucleos aminérgicos del tronco del encéfalo y densamente a las
neuronas serotonérgicas tanto del NDR como del NMR (Aghajanian y Wang,
1977; Sesack et al., 1989; Takagishi y Chiba, 1991; Lee et al., 2003; Vertes,
2004). Sin embargo, el NDR también recibe aferencias de glutamato-aspartato
de la habénula lateral (Stern et al., 1981; Kalén et al., 1989) que, de hecho,
parecen ser las de mayor densidad de entre todas las aferencias que le llegan.
Aunque la naturaleza de las aferencias de la habénula lateral es glutamatérgica
(Kalén et al., 1985), se ha descrito que el caracter de dichas aferencias es
inhibitorio, debido probablemente a la actuacion del glutamato sobre neuronas
GABAérgicas localizadas a nivel del NDR (Aghajanian y Wang, 1977; Stern et
al., 1981; Kalén et al., 1989).
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- Aferencias noradrenérgicas: Existe una fuerte interrelacién anatémica vy
funcional entre los NR y el LC. Este ultimo nucleo contiene la mayor parte de las
neuronas noradrenérgicas (NA), que regulan tonicamente la actividad de las
neuronas 5-HT a través de los receptores a1-adrenérgicos (Aghajanian y Wang,
1977; Baraban y Aghajanian, 1981; Peyron et al., 1996).

- Aferencias adrenérgicas: procedentes del nucleo hipogloso, perihipogloso

y del nucleo del tracto solitario (Aghajanian y Wang, 1977; Sakai et al., 1977).

- Aferencias dopaminérgicas: parece ejercer una importante influencia
excitadora sobre el NDR (Ferré et al., 1994; Martin-Ruiz y Ugedo, 2001). Tanto
la sustancia negra como el Area tegmental ventral (ATV) envian aferencias al
NDR, asi como grupos aislados de neuronas del nucleo dopaminérgico

hipotalamico (Lee y Geyer, 1984; Peyron et al., 1995).

- Aferencias GABAérgicas: proceden del hipotalamo lateral, dorsal,
posterior y ventromedial (area predptica), del nucleo paragigantocelular (bulbo
raquideo), del nucleo central de la amigdala (Peyron et al., 1998) y de la

sustancia gris periacueductal (Jolas y Aghajanian, 1997).

- Aferencias acetilcolinérgicas e histaminérgicas: las primeras procedentes
del nucleo vestibular superior (Kalén et al., 1985) y las segundas del nucleo

arcuato y del nucleo dorsomedial del hipotalamo.

5.8.2 Eferencias del Nucleo del Rafe

- Ascendentes: Los grupos serotonérgicos de la protuberancia y el tronco
encefalico (B5-B9) (Fig. 2) comprenden los nucleos de los rafe pontigo, dorsal y
mediano, y se proyectan practicamente a todo el prosencéfalo (Fuxe, 1965;
Olsten y Seiger, 1972 Clifford, 2000). Las vias desempefan importantes
funciones reguladoras en el control cardiovascular y termorregulador del
hipotalamo, y regulan la capacidad de respuesta de las neuronas corticales

(Clifford, 2000). Se ha descrito que las proyecciones ascendentes estan
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divididas, en dos haces situados en posicion dorsal y ventral y que el haz

ventral: dividido a su vez en dos haces o tractos:

a) Tracto del rafe dorsal. Sus fibras inervan estructuras laterales del cerebro

anterior: ganglios basales, nucleo accumbens y corteza piriforme.

b) Tracto del rafe medial. Inervan estructuras mediales del cerebro anterior:
septum, hipocampo y corteza cingulada (Azmitia y Henriksen, 1976; Azmitia y
Segal, 1978; Jacobs y Azmitia, 1992).

- Descendientes: Las neuronas del rafe de los grupos celulares B1-B3
situados a lo largo de la parte caudal del bulbo concretamente del nucleo del
rafe oscuro, nucleo del rafe palido y del nucleo del rafe magno (Fig.2) envian
proyecciones descendentes a los sistemas motor y autbnomo de la medula
espinal. El nucleo magno del rafe (B4), situado a nivel de la parte rostral del
bulbo, se proyecta al asta posterior de la medula, y se piensa que regula la
percepcion del dolor (Jacobs y Azmitia, 1992; Clifford, 2000).

Cerebelo

Corteza
cerebral

Fasciculo

cingulado
Cépsula Fasciculo prosencefalico
externa interno

— Inervacion serotoninérgica

Figura 3. Neuronas serotonérgicas a lo largo de la linea media del tronco encefalico. Las
neuronas B4-9 que incluyen los nucleos de los rafes pontigo, dorsal y mediano, y se proyectan a
la parte superior del tronco encefalico, el hipotalamo, el talamo y la corteza cerebral. CD= nucleo
caudado; FH= formacién del hipocampo; H= hipotalamo; T= talamo. Tomado de Clifford, 2000.
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5.9 5-HT en el hipocampo

Estudios de distribucion de receptor de 5-HT4ao mediante autorradiografia en
ratas, ha demostrado abundancia de receptores de 5-HTiao en varios
componentes del sistémica limbico, tales como la corteza cingulada, corteza
infralimbica e hipocampo, asi como en Nucleo del Rafe (Marcinkiewicz et al.,
1984). Igualmente, estudios que han combinado hibridacién in situ y
autorradiografia han revelado presencia de 5-HT1o» ARNmM en estas mismas
regiones anatémicas, tanto en las regiones de origen (NMR y NDR) como de

proyeccion (hipocampo) (Miquel et al., 1991; Pompeiano et al., 1992).

5.10 Proyecciones serotonérgicas al hipocampo

5.10.1 Aferencias al hipocampo

La formacion hipocampal recibe dos principales clases de fibras aferentes:

El primero se origina en la corteza y se conoce que transmite informacién rapida
y precisa a través de la formacion hipocampal. Sistema de fibras de esta clase
incluye la via Perforante; procedente desde la corteza entorrinal establece
conexiones excitadoras con las células granulosas de la circunvolucién dentada.
Las células granulosas son el origen de los axones que forman la via de las
fibras musgosas. Via de las fibras musgosas; la cual conecta las células
granulares del giro dentado a las piramidales de la regién CA3 del hipocampo y
la via Colateral de Schaffer; la cual proyecta las células piramidales de la regién
CAS a las células piramidales region CA1 (Segal, 1982; Kandel, 2000) (Fig.3).

Via colateral de Schaffer
(PLP asociativa)

Regidn
dentada

Via de las fibras musgosas

" Via de las fibras perforantes
(PLP no asociativa)

(PLP asociativa)

49



Mecanismo de control de las crisis temporales en un modelo de kindling quimico

Figura 4. Las tres vias aferentes principales del hipocampo (las flechas denotan la direccion del
flujo de impulsos). Tomado de Kandel, 2000.

La segunda clase de aferencias se origina en el nucleo subcortical y tiene
patrones completamente diferentes de innervacion, funciones fisiologicas y
modos de accion. Estos incluyen el Nucleo del Rafe (NR), en particular el Nucleo
del Rafe Medio (NMR), el locus coeruleus y el nucleo septal medial, todos los
cuales son moduladores de la actividad hipocampal en respuesta a entradas
corticales primarias. Este sistema afecta la actividad primaria hipocampal por
sus acciones sobre la interneuronas inhibitorias (Freund et al., 1990; Halasy et
al., 1992). Se ha reportado ampliamente que el Nucleo del Rafe Medio (NMR)
inerva predominantemente la formacion hipocampal dorsal y el nucleo septal
medial, mientras que el Nucleo Dorsal del Rafe (NDR) inerva principalmente el
hipocampo ventral (Azmitia y Segal, 1978; Molliver, 1987; Mokler et al., 1998,
1999).

5.10.2 Eferencias del hipocampo

Las vias eferentes del hipocampo consisten en las proyecciones corticales y
subcorticales de las células piramidales del hipocampo (Reznikov, 1991). El
hipocampo da lugar a una extensa serie de conexiones intracorticales. El area
CA1 envia proyecciones unilateralmente al subiculum y da lugar también a
proyecciones mas limitadas al presubiculum, parasubiculuin, corteza entorrinal,
corteza cingulada, y corteza prelimbica prefrontal. Las areas CA2 y CA3 envian
proyecciones al subiculum, parasubiculum y area perirrinal. La unica proyeccion
subcortical de las células piramidales de las areas CA1-3 es al nucleo septal
lateral. Las fibras eferentes hipocampales alcanzan el fornix a través de la
fimbria, que es un haz de fibras que constituye el borde ventrolateral del
hipocampo durante alguna distancia. Cada componente de la formacién
hipocampal (hipocampo, giro dentado y subiculum) tiene distinto patrén de

conexiones eferentes y una representacion especifica en el férnix.
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5.11 Participacion de la serotonina en la epilepsia

En la busqueda de nuevas dianas terapéuticas para el control de la TLE se ha
sugerido que el sistema serotonérgico podria tener efecto en el control de las
crisis epilépticas (Theodore, 2003; Mainardi et al., 2008). Se ha visto por ejemplo
que algunos farmacos antiepilépticos como la carbamazepina, el valproato o la
zonisamida pueden modificar la actividad serotonérgica (Okada et al., 1999;
Bagdy et al. 2007). Asi mismo, se ha constatado un déficit serotonérgico en
modelos animales de epilepsia asi como en pacientes epilépticos (Jobe et al.,
1999).

Varias investigaciones han estudiado con anterioridad los cambios en la sintesis
serotonérgica mediante el empleo de agonistas y antagonistas (Rbah et al.,
2003; Tohyama et al.,, 2001, 2002, 2007), asi como se ha demostrado que
estimulacion eléctrica tanto del NDR como del NMR modifica las
concentraciones serotonérgicas (Mokler et al., 1998, 1999). Igualmente, estudios
anteriores con estimulacién eléctrica del NMR habia sido explorado en el control
de las crisis convulsivas empleado diferentes modelos experimentales de
epilepsia, asi como protocolos de estimulacion con variados resultados (Kovacs
& Zoll, 1974; Perryman et al., 1980; Nishi et al. 1980).

Por otro lado, se ha visto en el modelo de kindling con PTZ cambios en la
actividad de las monomanias NA y 5-HT en estructuras limbicas asociadas con
la reduccién de las crisis (Szyndler et al., 2010). Asi como se ha venido
observando que la deplecion de 5-HT cerebral conlleva a un reduccion del
umbral para la generacion de convulsiones evocadas por estimulos
audiogénicos, quimicos y eléctricos (Bagdy, et al., 2007) y que por el contrario
una acentuacion serotonérgica aumenta el umbral de la aparicion de la descarga
epileptiforme y reduce su duracion de las crisis en modelos animales (Wada et
al., 1993). Similarmente, el aumento de 5-HTP eleva significativamente el umbral
para ataques generados por electro convulsiones y PTZ en rata y raton pero
extrafamente no tiene efecto anticonvulsivo en crisis en gerbos y ratas con
kindling de amigdala (LAscher et al, 1985). Por otro lado, se han descrito efectos

anticonvulsivantes de fluoxetina (inhibidor de la re-captacion de 5-HT) en ratas
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genéticamente propensas a epilepsia y en crisis generadas por estimulacion
eléctrica del hipocampo (Wada et al., 1999; Merrill et al., 2007) asi como se ha
observado un efecto anticonvulsivo del 5-HT 1 en crisis inducidas por picrotoxina
(Lu y Gean 1998; PeriCic et al 2005).

En estudios (in vitro) algunos autores han observado que la serotonina
hiperpolariza las neuronas piramidales CA1 (Andrade y Nicoll, 1987) pero otros
autores han observado el efecto contrario en neuronas piramidales de CA1
(Schmitz et al., 1995) y células granulares (Levkovitz y Segal, 1997) inhibiendo
las interneuronas GABAérgicas a través del mismo receptor (Palchaudhuri y
Fligger, 2005).

De esta manera, en los ultimos afios se ha venido incrementado la evidencia
que vincula la neurotransmision serotonérgica con la modulaciéon de una gran
variedad de modelos experimentales de crisis epilépticas inducidos tanto in vivo
como in vitro (Bobula, et al. 2001, Lu and Gean 1998, Theodore 2003, Wada, et
al. 1999). Sin embargo, algunos investigadores han indicado que los receptores
serotonérgicos modulan las crisis en funcién de la estructura inervada, asi como
del modelo epiléptico empleado (Lopez-Meraz, et al. 2005). Pese a todo lo
anterior, la participacion de la serotonina en la epilepsia del I6bulo temporal es
aun controvertida, debido a que se han descrito efectos tanto convulsivantes
como anticonvulsivantes atribuidos a este neurotransmisor. Ahora bien,
actualmente de los catorce subtipos diferentes de receptores de serotonina,
solamente el papel de 5-HT 4, 5-HT,c y 5-HT7 ha sido estudiados en relacion con

el control de las crisis epilépticas (PeriCi¢, et al. 2005; Perici¢ y Strac, 2007).

5.12 Participacién de receptores 5-HT1a, 5HT2c y SHT7 en la epilepsia

Se sabe que en el rafe la activacion de los autoreceptores del 5-HT 14 produce
una inhibicion de las neuronas serotonérgicas y reduce la liberacion y
neurotransmision de 5-HT. En contraste, la activaciéon del receptor 5-HTqa
postsinaptico en el hipocampo incrementa la neurotransmision de 5-HT (Clarke,
1996; Theodore 2003; Lanfumey y Hamon 2000). Este aumento y reduccion en

la trasmision serotonérgica se ha venido relacionando en los ultimos afios con la
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modulacién de las crisis epilépticas. Esta modulaciéon se ha relacionado con la
activacion de receptores postsinapticos del 5-HT1a, que abren canales de K*
(Andrade et al., 1986; Colino y Halliwell, 1987) acoplados a proteinas G, que
inicia una hiperpolarizacién de la membrana e inhibicién del disparo celular y
reduciendo la poblacién de espigas epilépticas (Lu and Gean 1998, Salgado y
Alkadhi 1995; 1997, Theodore, 2003). En otras palabras, la activacion de
receptores de 5-HT4a genera una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica
y disminuye la excitabilidad neuronal (Chaput y de Montigny, 1988; Sprouse vy
Aghajanian, 1988).

En varios estudios se ha visto disminucion del receptor 5-HT 14 en la regién CA1
en el hipocampo tanto en el gerbo como en ratas propensas genéticamente a la
epilepsia (GEPRs, del inglés genetically epilepsy prone rats) comparado con
ratas control (Statnick, et al., 1996; Kim et al., 2007), asi mismo, se ha hallado
una reduccion en la actividad epileptiforme mediante la activacién del recetor
5HT-1a en el hipocampo (Salgado-Commissariat y Alkanhi, 1997,). Ahora bien,
estudios de pacientes con TLE con autorradiografia y PET han descrito una
disminuciéon del 5-HTa en corteza temporal lateral ipsilateral al foco epiléptico
(Rocha et al., 2007; Merlet et al., 2004). Por otro lado, las investigaciones sobre
la participacidon del 5-HT1a en las epilepsias se ha realizado empleando
agonistas no especificos como el 8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin (8-OH-
DPAT) con variados resultados. Empleando 8-OH-DPAT se ha demostrado la
disminuciéon de las crisis tonicas y el indice de mortalidad inducido por
pentilentetrazol (PTZ), asi como se ha visto un efecto inhibitorio en la
propagacion del estado epiléptico (SE), aumento de latencia y reduccién en la
frecuencia de sacudidas de perro (WDS del inglés Wet Dog Shakes), ataques
generalizados y aumento del umbral en crisis inducidas por acido kainico
(Gariboldi et al., 1996; Lopez-Meraz, et al., 2005, 2007). También se ha visto
retraso en la progresion del kindling hipocampal, y aumento el umbral de

postdescarga (AD, del inglés afterdischarge) en ratas (Wada, et al. 1997).

En cuanto al WAY100635, un potente inhibidor del receptor subtipo 5-HT1a
(Cliffe et al., 1993; Laporte et al., 1994; Gozlan et al., 1995) tanto

presinaptico (autoreceptores) como  postsinaptico (heteroreceptores) que

53



Mecanismo de control de las crisis temporales en un modelo de kindling quimico

atraviesa facil y rapidamente la barrera hematoencefalica, modifica los efectos
anticonvulsivos alcanzados con agonistas 8-OH-DPAT (Gariboldi et al., 1996;
Watanabe et al., 2000; Lopez-Meraz, et al., 2005; Pericic, et al., 2005).

Por otro lado, los hallazgos en relacion con el receptor 5-HT,c son controvertidos
y son materia de investigacion. Se ha sugerido que los ratones mutantes que
carecen de este subtipo de receptor son muy susceptibles a sufrir crisis
audiogénicas y son propensos a muerte espontanea mediante convulsiones
(Brennan et al, 1997; Applegate y Tecott 1998). Experimentos han demostrado
que el agonista de 5-HT,c, el m-CPP, causa una marcada disminucion en el
numero de descargas en punta-onda (DSC) ya sea administrado por via
intraperitoneal o ventriculocerebral. El tratamiento previo con el antagonista de
5-HTyc el SB-242084 elimina los efectos de m-CPP sobre DSC. Sin embargo, el
SB-242084 por si solo no consiguid causar ningun cambio significativo (Jakus et
al, 2003). Los registros intracelular y extracelular muestran que la inhibicién de
descargas inducidas por 5-HT en el Nucleo Talamico Reticular (NTR) es
mediada a través de receptores del 5-HT2 asi como el receptor subtipo 5-TH2C
(McCormick y Wang 1991).

Por ultimo, en cuanto al receptor subtipo 5-HT7, estudios con ratones knock out
del receptor 5-HT7 indican que el umbral de las crisis tanto en modelos
eléctricos como quimicos de epilepsia se reducen significativamente. Asi mismo,
se ha visto que las crisis inducidas con PTZ son mas potentes (Witkin et al.,
2007). En un estudio aparte se encontré6 que el efecto anticonvulsivo del
agonista no especifico 5-CT actua a través de receptores 5-HT;, ya que al
administrar SB-269970 previamente se bloquea el efecto del 5-CT en un modelo
de epilepsia con picrotoxina (PeriCi¢ y Strac, 2007). Se ha informado igualmente
que SB-258719, un antagonista selectivo del 5-HT7 significativamente disminuye
el numero de paroxismos y la duracion de las descargas de punta-onda
registradas electrofisiolégicamente en un modelo de rata WAG/RIj de epilepsia
de ausencia (Graf et al., 2004). Los datos anteriores implican el talamo en la
generacion de las descargas de punta-onda (Steriade et al., 1993; McCormick,
2002). Asi mismo, es conocido que los receptores de 5-HT7 son especialmente

abundantes en este nucleo (Bonaventure et al., 2002; 2004). Igualmente,
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antagonistas no selectivos de 5-HT7 han demostrado que protegen a ratones
DBA 2J de intensas convulsiones inducidas por estimulacion auditiva (Bourson
et al 1997). Estos datos sugieren que antagonistas de 5-HT7 pueden proteger
contra las crisis audiogénicas y de un modelo de epilepsia de ausencia (Bourson
et al 1997; Graf et al., 2004). Sin embargo, otros estudios empleando SB-258741
un antagonista de 5-HT7 en modelos de crisis inducidas por electroshock y
pentilentetrazol (PTZ) en ratones no demuestran ningun efecto benéfico de los
antagonistas en crisis convulsivas en estos modelos de epilepsia (Christensen y
Larsen, 1982; Nutt et al., 1986; Pouzet, 2002). Asi mismo se ha encontrado que
el antagonista SB-269970 carece de efecto en convulsiones inducidas por
picrotoxina (PeriCic y Strac, 2007). Se conoce actualmente que la similitudes
farmacolodgicas entre los receptor 5-HT1a y 5-HT7, asi, como su alta expresion en
las estructuras corticolimbicas (Le Corre, 1997; Harte et al., 2005) Esta
familiaridad hace dificiles de interpretar los datos debido al uso de ligandos que
no discriminan receptores de 5-HTa del receptor 5-HT7 (Bagdy et al., 2007)
Esta dificultad hace que los estudios opten por utilizar ratones knock out
carentes del receptor 5-HT7 (Witkin et al. 2007).
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Il. OBJETIVOS
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La hipdtesis de partida de este trabajo es que el sistema serotonérgico esta
implicado en el mantenimiento de la actividad neuronal epileptiforme que se
genera en el hipocampo. Varios estudios en modelos animales tanto in vitro
como in vivo, asi como estudios clinicos, han descrito un efecto anticonvulsivo
de la serotonina. Sin embargo, se desconoce el mecanismo y los receptores de
serotonina implicados en la modulacién de las crisis epilépticas. Dado que el
Nucleo Medial de Rafe (NMR) es un importante centro de proyecciones
serotonérgicas a la formacion hipocampal (Azmitia y Segal, 1978; Molliver, 1987;
Mokler et al., 1998, 1999), es posible que su estimulacion module las crisis
epilépticas. De acuerdo con estas premisas, se estudiara el papel de la

serotonina en la epileptogénesis.

La estimulaciéon del NMR se evaluo en un kindling con PTZ, si como en un
modelo de SE en animales jovenes. Por otro lado, se determiné mediante el
Micro-PET, los cambios metabdlicos que suceden en el cerebro durante la
inactivacion del sistema GABAérgico durante el desarrollo de un kindling quimico
con PTZ y finalmente, se determind mediante autorradiografia in-vitro y en ex
vivo la fijacion de radioligandos especificos de serotonina '®-MPPF y "®FDG en
las diferentes areas que pueden estar envueltas en la modulacién de las crisis
con pentilentetrazol (PTZ). De acuerdo a estas premisas, el proyecto que se

propone nos permitiria dilucidar el papel de la serotonina en la epileptogénesis.

1. OBJETIVOS GENERALES

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es estudiar el papel de la via
serotonérgica rafe-hipocampal en la regulacién de la actividad epileptiforme en
un modelo de kindling quimico y status epilepticus in vivo y determinar los

receptores serotonérgicos involucrados en esta modulacion.

Caracterizar mediante la Tomografia por Emision de Positrones (PET) los
cambios metabdlicos que suceden en el sistema nervioso central en un modelo
de epilepsia in vivo por bloqueo de las interneuronas GABAérgicas mediante la

administracion de pentilentetrazol (PTZ).
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Determinar los cambios moleculares que suceden en el cerebro de ratas que
habia sido expuestas a antagonistas del receptor GABAA pentilentetrazol (PTZ)
mediante el empleo de ligando especificos de serotonina el '®F-MPPF in vivo y in

vitro.
2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar y caracterizar electroencefalograficamente un modelo de epilepsia in
vivo inducido por la administracion de pentilentetrazol (PTZ), un antagonista del
receptor GABAA.

Estudiar el papel de las vias serotonérgicas rafe-hipocampales en la regulacién
de la actividad epileptiforme inducidas por PTZ mediante la estimulaciéon del
Nucleo Medial del Rafe.

Investigar si es posible controlar el Status Epilepticus mediante la estimulacion
del NMR.

Determinar la participacion de los receptores de serotonina tipo 5-HT1a, 5-HT2c y

5-HT7 en las crisis convulsivas inducidas por PTZ.

Caracterizar mediante Tomografia por Emisién de Positrones (PET) los cambios
metabdlicos que suceden en el sistema nervioso central en un modelo de

epilepsia in vivo inducido por PTZ.
Determinar las estructuras de mayor captacion de glucosa con '®F-FDG Yy fijacion

a ligandos especificos de serotonina con '*F-MPPF mediante el empleo de la

autorradiografia in vitro y ex vivo.
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Il. MATERIAL Y METODOS
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ESTUDIO DE LA MODULACION DE LAS CRISIS EPILEPTICAS
MEDIANTE LA ESTIMULACION DEL NUCLEO MEDIAL DEL
RAFE (NMR) EN UN MODELO DE KINDLING QUIMICO
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1.1  Sujetos y grupos experimentales

Se emplearon ratas macho (Sprague-Dawley) con un peso de 300 + 30 g
(Harlan Interfauna, Espafia) mantenidas en parejas a una temperatura constante
(22°) y en una sala con ciclo de 12 horas de luz, con libre acceso a comida y
agua. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices de la
Union Europea (86/609/EEC) para el uso de animales de experimentacion,

procurando minimizar el sufrimiento y el numero de animales utilizados.

En los estudios sistémicos se emplearon 68 animales los cuales fueron divididos
en ocho grupos experimentales de la siguiente manera, (a) grupo de control
experimental en los que se administré PTZ (n=8); (b) animales tratados con PTZ
y estimulados en el NMR una vez los espasmos se iniciaban (estado 2) (n=12);
(c) animales tratados con WAY100635 (1 mg/kg, s.c., 40 min.) antes de la
inyeccion de PTZ y estimulados una vez que los espasmos se iniciaban (estado
2) (n=8); (d) animales tratados con WAY 100635 (1 mg/kg, s.c., 40 min.) antes de
inyeccion de PTZ (n=8); (e) animales tratados con SB-269970 (10 mg/kg, i.p, 40
min.) antes de la inyeccion de PTZ y estimulados una vez iniciados los
espasmos (estado 2) (n=8); (f) animales tratados con antagonista SB-269970
(10 mg/kg, i.p, 40 min.) antes de la inyeccion de PTZ (n=8); (g) animales
tratados con SB-242084 (0.2 mg/kg, i.p, 30 min) antes de la inyeccion de PTZ y
estimulados una vez que los espasmos se iniciaban (estado 2) (n=8); (h)
animales tratados con antagonista SB-242084 0.2 mg/kg, i.p, 30 min antes de la

inyeccion de PTZ (n=6).

Por otro lado, en los estudios de microperfunsion intracerebral no se estimulé el
NMR y se emplearon 12 animales, los cuales fueron divididos en cuatro grupos
experimentales: (a) grupo control experimental con FCE (n=4); (b) animales
tratados con FCE +WAY100635+PTZ (100 uM), (n=4) (c) animales tratados con
FCE +SB-269970+PTZ (1 mM), (n=4).

Tras los experimentos los animales fueron anestesiados profundamente con
isofluorano y decapitados con una guillotina. El cerebro se extrajo rapidamente y

luego congelado mediante inmersién en isopentano en hielo seco para la
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verificacion posterior, mediante cortes histolégicos, de la posicion de los

electrodos y canulas de microperfusion.

1.2 Farmacos

Los farmacos empleados en los estudios sistémicos y con microperfunsion se
detallan en la tabla 3. Para el caso de la microperfunsion intracerebral in vivo se
preparé diariamente fluido cerebroespinal artificial (FCE) con la siguiente
composicion: NaCl 147 mM, KCI 3 mM, CaCl2 1.2 mM, MgCI2 1 mM, Hepes 10
mM. Todos los farmacos fueron adquiridos a Sigma-Aldrich, (Sigma-
Aldrich Quimica,S.A. Barcelona, Espana), excepto isofluorano (Esteve,
Barcelona, Espafa). La dosis y tiempo de administracion de WAY100635,
SB242084 y SB269970 se determind en base a estudios previos que indican que
estas drogas son antagonista de 5-HT1a, (Forster et al., 1995; Romero, et al.,
1996; Artigas y Romero., 1996; Watanabe et al., 2000) 5-HT,c (Jakus et al,
2003) and 5-HT7 (Monti y Jantos 2006; Perigi¢ y Svob 2007) respectivamente.
Para su administracion intraperitoneal, los farmacos fueron disueltas en salino

estéril (NaCl 0.9%) y preparados inmediatamente antes de ser utilizados.

Farmacologia Abreviatura Farmacologia

N-[2-[4-(2-Methoxyphenyl}-1-piperazinyl]ethyl} WAY100635 Antagonista 5-HT1A
N-2-pyridinylcyclohexanecarboxamide maleate

6-Chloro-2,3-dihydro-5-methyl-N-[6-[(2-m ethyl-3-p yridinyl)

oxy]-3-pyridinyl]-1H-indole-1-carboxyamide dihydrochloride SB 242084 Antagonista 5-HT2C
hydrate,6-Chloro-5-m ethyl-1-[[2-(2-methylp yrid-3-yloxy)

pyrid-5-yllcarbamoyl] indoline dihydrochloride hydrate

SB 269970A, (R)-3-[2-[2-(4-Methylpiperidin-1-yl)ethyl] SB 269970 Antagonista 5-HT7
pyrrolidine-1-sulfonyl]phenol hydrochloride

A-Cyclopentamethylenetetrazole, 1,5 PTZ Antagonista GABA-A
Pentamethylenetetrazole, 6,7,8 9-Tetrahydro-5H-
tetrazolo[1,5-a] azepine, Metrazole

Isoflurano Anestésico inhalatorio
1-cloro-2,2 2-trifluoroetil difluorometil éter

Tabla 3. Farmacos empleados en los experimentos.
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1.3 Kindling quimico y su valoracion comportamental

La generacidon de crisis epilépticas en los estudios sistémicos y con
microperfusion se realizé mediante un kindling quimico con pentilentetrazol
(PTZ), un antagonista de receptores GABAa, (Cain, 1981; Ono et al., 1990;
Erdogan et al., 2004; Pineau et al., 1999). El kindling quimico se llevé a cabo
suministrando dosis subconvulsivas de PTZ bajo el siguiente protocolo; una
dosis de 40 mg/kg i.p., seguido 10 minutos luego de una nueva dosis de 20
mg/kg y diez minutos después una dosis 10 mg/kg (i.p). Disuelto en NaCl 0.9 %
hasta que el animal alcanzaba el nivel 4-5 de la escala del comportamiento,
disefiada para valorar crisis inducidas experimentalmente por PTZ. (Revisar y
ponerlo mas claro). En caso de no observarse crisis, se aplicaba una dosis
suplementaria de PTZ (10 mg/kg) hasta alcanzar un maximo acumulado de PTZ
de 90 mg/kg. La evaluacion comportamental se realizé teniendo en cuenta la
escala comportamental empleada por Lamberty (Lamberty y Klitgaard, 2000). El
empleo de esta escala obedece a que evalua correctamente todos los
fendbmenos comportamentales que suceden durante las crisis inducidas por un
kindling con PTZ (Lamberty y Klitgaard 2000; VeliSkova 2006) y que otras
escalas, como la de Racine, no contempla (Mclntyre et al., 2002; Luttjohann et
al., 2009), entre los cuales se encuentra la posicién de canguro (Ono, 1990). Los

parametros comportamentales valorados fueron:

0. Inmovilidad.

1. Asentimiento con la cabeza y estereotipos faciales.

2. Ondas convulsivas a través del cuerpo (espasmos).

3. Sacudidas mioclénicas en las extremidades anteriores (postura de
canguro).

4. Convulsiones clénicas en todas las extremidades, caida sobre el
costado.

5. Convulsiones ténico-clénicas en todas las extremidades, caida

sobre la espalda.

1.4 Implantacion de electrodos en los estudios sistémicos

Todos los experimentos se realizaron en el laboratorio de electrofisiologia animal
de la unidad de cartografia cerebral del Instituto Pluridisciplinar (figura 5A). En

los estudios sistémicos los animales fueron anestesiados Fluido Cerebro Espinal
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(FCE) con isofluorano (5 % para la induccion y 2 % para el mantenimiento) y
colocados en un dispositivo esterotaxico (Stereotaxic Stoelting, Psymtec, Madrid
- Espana). Las constantes vitales (electrocardiograma, ECG, temperatura,
frecuencia cardiaca y respiraciéon) del animal fueron monitorizadas
permanentemente con un sistema de Monitorizacion de pequenos animales
(MR-Compatible, Model 1025, Psymtec, Madrid — Espana; figura 5B).

Figura 5. Secuencia fotografica de la implantacion de electrodos en el NMR. A. Set-Up de
electrofisiologia de la Unidad de Cartografia. B Animal bajo anestesia inhalatoria isoflorano y
monitorizado.

Luego de tener el animal anestesiado y sujeto al equipo esterotaxico se procedid
a exponer el craneo del animal y localizar el bregma (figura 6A), a continuacion
se fijaron dos tornillos (0-80 Screw-Holding PlasticOne) al hueso frontal y parietal

del craneo como soporte de los electrodos (figura 6B).
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Figura 6. Secuencia fotografica de la implantacion de electrodos en el NMR. A. Ubicacion del
Bregma y coordenadas esterotaxicas. B. Fijacion de tornillos al craneo.

Teniendo el Bregma como referencia se implantaron electrodos de estimulacién
y registro de acero inoxidable, de acuerdo con las coordenadas del atlas
esterotaxico (Paxinos y Watson, 1986). Para el registro se implant6 un electrodo
monopolar (MS333/1-A - Plastic One, Bilaney Consultants; Dusseldorf,
Alemania) en la region de CA1 del hipocampo (AP:-3,6; ML:+2,0; DV:-2,6), un
electrodo de tierra en la corteza prefrontal y un electrodo de referencia en el
parietal (figura 7A). Para la estimulacion se implantd un electrodo bipolar
(MS333/1-B - Plastic One) en Nucleo Medial del Rafe (NMR) (AP -7.80, L +3.1,
DV -9.2) en un angulo de 20° para evitar bloquear el acueducto cerebral y
prevenir el dafo de la arteria cerebral media (Mokler et al., 1998, 1999) (figura
7B).

Figura 7. Secuencia fotografica de la implantacién de electrodos en el NMR. A. Implantaciéon del
electrodo monopolar de registro en CA1 hipocampal. B. Implantacién del electrodo de registro en
NMR en angulo de 20°.

Finalmente, los electrodos se fijaron con cemento dental al craneo (figura 8A).
Los experimentos se realizaron tras 8 dias de recuperacion de los animales,
tiempo durante el cual se efectuaron los cuidados postoperatorios y
mantenimiento del animal, Todos los experimentos se realizaron con el animal
despierto, libre y conciente en una caja de metacrilato disefiada en la Unidad de
Cartografia Cerebral. Para evaluar el comportamiento del animal se realiz6 el

registro por video camara de su actividad durante los experimentos (figura 8B).

65



Mecanismo de control de las crisis temporales en un modelo de kindling quimico

Figura 8. Secuencia fotografica de la implantacién de electrodos en el NMR A. Electrodos
implantados vy fijados con cemento dental. B. Set-Up de registro in vivo 8 dias luego de la cirugia.

1.4.1 Adquisicion de datos y estimulacién del Nucleo Medial del Rafe

(NMR) en estudios sistémicos

Los electrodos de estimulacion y registro se conectaron mediante un cable a un
conmutador (SL2C/SB - conmutador de dos canales; Plastic One) que permitio
el libre movimiento de los animales. La respuesta del campo extracelular de
CA1 fue amplificada (P55 AC, Grass Instruments; West Warwick, EEUU) vy
almacenada en un PC a través de un sistema de adquisicion de datos (e-corder
E-410, eDAQ; Denistone East, Australia). Para el almacenamiento y posterior
analisis de los datos fue utilizado el software Chart (eDAQ). La ventana de
tiempo para la adquisicion de los datos fue de una hora (60 minutos) a partir de
la primera inyeccion de PTZ (40 mg/kg). Sin embargo cuando un animal
requeria mayor dosis de PTZ se extendia el registro durante quince minutos (15

minutos).

La estimulacion del NMR consistié en un tren de estimulo (20Hz, 1s) monofasico
(duracion de 0.1 ms) con una amplitud de 150 pA, el cual fue aplicado a través
de una unidad de aislamiento de corriente constante (PSIU6; Grass Instrument)
y controlada por un estimulador (S88; Grass Instrument). Este nivel de
estimulacion se ha encontrado no adversivo a animales en estado consciente
(Mokler et al., 1999). El estimulo del NMR se realizaba solo cuando una onda

convulsiva (espasmos, estadio 2) se presentaba y se aplicaba durante un
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segundo (1s), con periodos de descanso de un segundo (1s) hasta la

desaparicion de la actividad convulsiva.

1.5 Implantaciéon de electrodo/guia intracerebral in vivo para estudios con

microperfunsion

Para la microperfunsion se implanté intracerebralmente un electrodo/guia
monopolar de registro (C311GMS333-1-A Plastic One,) en la region de CA1 del
hipocampo (AP:-3,6; ML:+2,0; DV:-2,6; figura 9A) con un electrodo de tierra en la
corteza prefrontal (figura 10AB), lo que permitia perfundir y registrar
simultaneamente en el mismo lugar. La perfusion intracerebral se realiz6 a
través de una sonda de microdialisis (MD-2200, 2 mm, Bioanalytical) con 2 mm

de membrana (figura 9B).

I Amarillo: entrada
verde: zalida

BR Microdialysis
Probe

Figura 9 Secuencia fotografica de la implantaciéon de electrodos/guia en CA1 del hipocampo
para la microperfusién. A. Ubicacion del bregma y coordenadas esterotaxicas para implantacién
de electrodo/guia B. Esquema de una sonda de didlisis con su membrana de (2 mm).

Tras ocho dias de recuperacion, tiempo durante el cual se realizaron los
cuidados postoperatorios y mantenimiento del animal, asi como se aplicacion de
farmacos antiinflamatorio Baytril (5 mg/kg) y rimadyl antiinfeccioso (Baytril 2,5
%). Se realizo el protocolo experimental, tiempo durante el cual el electrodo/guia
fue protegido con un capuchon (303DC - Plastic One) para evitar obstrucciones

o infecciones
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Figura 10. Secuencia fotografica de la implantacion de electrodos/guia en CA1 del hipocampo
para la microperfusiéon. A. Implantacion de electrodos/guia monopolar B. Implantacion de
electrodos/guia monopolar.

1.5.1 Adquisicion de datos mediante microperfusién intracerebral

Todos los experimentos fueron realizados en animales despiertos a los ocho
dias de la cirugia. Posteriormente, tras la recuperacién, los animales eran
nuevamente anestesiados con isoflorano (5 % para la induccion y 2 % para el
mantenimiento) para ser colocados y fijados nuevamente en un dispositivo
esterotaxico a fin de introducir en el electrodo/guia la sonda de dialisis (MD-
2200, 2 mm. bioanalytical) la cual permitiria perfundir mientras se obtenia la
respuesta del campo extracelular desde CA1 hipocampal. Luego la sonda de
didlisis se fijaba mediante cemento dental y se despertaba al animal para la
realizacion del experimento. Con el animal despierto se perfundia FCE durante
sesenta minutos mediante una bomba de perfusion (Plus Syringe Pumps Pump
11 - Harvard Apparatus) a un flujo de 10 pl/min y posteriormente se procedia a

hacer el protocolo de kindling con PTZ.

1.6 Analisis estadistico

Los parametros elegidos para hacer la evaluacidon cuantitativa del EEG de las
crisis fueron: umbral, se refiere a la suma acumulada de PTZ antes de generar la
primera crisis convulsiva (estadio 4-5); latencia de Inicio de crisis convulsiva, el
cual es el tiempo trascurrido desde el primera inyeccion de PTZ hasta la

ocurrencia de espigas sincronizadas de alto voltaje y alta frecuencia asociadas
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con crisis clonicas o ténicos-clonicos (estadio 4-5); nimero de crisis, numero de
episodios ictales que ocurren en el animal durante sesenta minutos tras el
establecimiento del kindling con PTZ (estadio 4-5); y duracion media de las

crisis, tiempo medio de la duracion de los episodios ictales (estadio 4-5).

Por otro lado, para el analisis de los datos en los experimentos sistémicos como
con microperfusion, el rango de frecuencia de la banda gamma (> 30 Hz) fue
seleccionado para actividad relacionada con convulsiones registradas por el
EEG. Esta estrategia reduce fuentes de ruido por movimiento u otros artefactos,
asi como permite una rapida, objetiva y cuantitativa valoracion de prolongada
actividad eléctrica (Lehmkuhle et al., 2009). Para hacer los analisis estadisticos
se empled el software SPSS 15.0. Empleando una (ANOVA) seguido de una
prueba post-hoc Dunnett. Los resultados fueron expresados como el valor medio

+ SEM. Indicamos significancia si p < 0.05.
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2. ESTUDIO DE MQDULACI()N DE LAS CRISIS EPILEPTICAS
MEDIANTE LA ESTIMULACION DEL NUCLEO MEDIAL DEL RAFE (NMR) EN
UN MODELO DE STATUS EPILEPTICUS EN RATAS
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2.1 Sujetos y grupos experimentales

Para estos estudios se emplearon 9 ratas macho inmaduras (Sprague-Dawley)
con un peso de 170 £ 30 g (Harlan Interfauna Iberica, Espafia) mantenidas en
iguales condiciones a las ya detalladas. Los animales fueron divididos en dos
grupos experimentales de la siguiente manera; (a) grupo de control experimental
en el que se indujo SE pero no se estimuldé el NMR (n=4); (b) animales en los
que se indujo SE y fueron estimulados una vez que se iniciaban los espasmos
(estado 2) (n=5).

2.2 Modelo de Status Epilepticus (SE) mediante pentilentetrazol (PTZ) y

valoracion comportamental

El Status Epilepticus (SE) con pentilentetrazol (PTZ) ha sido empleado con
anterioridad en animales jovenes (El Hamdi et al., 1992; Pereira de Vasconcelos,
1995; Nehlig y Pereira de Vasconcelos, 1996; Erdogan et al., 2004, 2005; Nehlig
et al., 2006) y el protocolo consiste en aplicar una dosis inicial de 40 mg/kg,
seguido de una segunda dosis de 20 mg/kg a los diez minutos y finalmente una
nueva dosis de 10 mg/kg (i.p) diez minutos después. La maxima dosis
acumulada de PTZ que se suministré a los animales fue, en todos los casos, de
120 mg/kg. Para determinar si se trataba de un SE se tenia en cuenta el tiempo
(> 5 minutos) durante el cual la rata permanecia en crisis (Lowenstein et al.,
1999; Martin et al., 2005). El SE es reconocido por ser una emergencia medica y
esta asociado con morbididad y mortalidad (DeLorenzo 1990,;). Esta condicién

de mortalidad fue igualmente evaluada en el estudio.

La evaluacién comportamental del SE se realizé teniendo en cuenta la escala
comportamental empleada por Lamberty (Lamberty y Klitgaard, 2000) a la que
se afnadioé una puntuacion adicional que indicaba que el animal habia establecido
un SE. De esta manera, se consideraba un SE cuando el trazo EEG mostraba
un crisis de mas > 5 minutos de duracion y cuando el animal alcanzaba un crisis

convulsiva comportamental de seis en la escala.
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2.3 Implantacion de electrodos y estimulacion del Nucleo Medial del Rafe

(NMR) en animales jovenes

Con el Bregma como referencia para hipocampo y Lambda para NMR se
implant6 dos electrodos de acero inoxidable; un electrodo monopolar de registro
(MS333/1-A - Plastic One, Bilaney Consultants; Dusseldorf, Alemania) en la
region CA1 hipocampal (AP:-3,1; ML:+2,1; DV:-2,0) con un electrodo de tierra en
la corteza prefrontal y un electrodo de referencia en el parietal. Y otro electrodo
bipolar para estimulacién (MS333/1-B - Plastic One, Bilaney Consultants;
Dusseldorf, Alemania) en el Nucleo Medial del Rafe (NMR) (AP +1.2, L +1.4, DV -
5.0) en un angulo de 20° para evitar bloquear el acueducto cerebral y prevenir

dano del vaso cerebral medio (Mokler et al., 1998, 1999).

Todos los experimentos fueron realizados en animales libres y consientes tras
ocho dias de recuperacion. Los electrodos de estimulacion y registro eran
conectados mediante un cable conector (SL2C/SB - conmutador de dos canales;
Plastic One, Bilaney Consultants; Dusseldorf, Alemania) que permitio libre
movilidad de los animales. La respuesta del campo extracelular desde CA1 fue
amplificada (P55 AC, Grass Instruments; West Warwick, EEUU) y registrada en
un PC a través del sistema de adquisicion (e-corder E-410, eDAQ; Denistone
East, Australia). Para el almacenamiento y posterior analisis de los datos fue
utilizado el software Chart (eDAQ). Asi mismo, la ventana de tiempo para la
adquisicion de los datos fue de dos horas (120 minutos) e inicia desde la
primera inyeccion de PTZ (40 mg/kg). El estimulo eléctrico en el NMR consistio
en un tren de estimulo (20Hz, 1s) de pulso monofasico (duracion de 0.1 ms) con
una amplitud de 150 pA, el cual fue aplicado a través de una unidad de
aislamiento de corriente constante (PSIU6; Grass Instrument) y controlada por
un estimulador (S88; Grass Instrument). Este nivel de estimulacién se ha
demostrado que no es aversivo a animales es estado conscientes (Mokler et al.,
1999). La estimulacién en el NMR era dada solo cuando se presentaba una
onda convulsiva (espasmos) y era generado de la siguiente manera: un estimulo
(1), durante un segundo (1s) se paraba un segundo (1s) y luego se generaba
otro estimulo similar al anterior (1s), asi hasta que la actividad convulsiva

desaparecia.
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2.4 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron los mismos a los realizados en el primer estudio
de kindling con PTZ, de esta manera lo primero que se realizo fue caracterizar el
trazo electroencefalografico (EEG) del SE inducidos por el PTZ y Posteriormente
hacer un analisis cuantitativo de los parametros EEG mas importante que estan
presentes durante la modulacion de las crisis epilépticas por estimulacion
eléctrica del nucleo medial del rafe (NMR). Los parametros elegidos para hacer
la evaluacion cuantitativa del EEG de las crisis fueron: Umbral, se refiere a la
suma acumulada de PTZ antes de generar la primera crisis convulsiva (estadio
4-5); Latencia de Inicio de crisis convulsiva, el cual es el tiempo trascurrido
desde el primera inyeccion de PTZ hasta la ocurrencia de espigas sincronizadas
de alto voltaje y alta frecuencia asociadas con crisis cldnicas o tonicos-clonicos
(estadio 4-5); Numero de crisis, numero de episodios ictales que ocurren en el
animal durante sesenta minutos tras el establecimiento del kindling con PTZ
(estadio 4-5); y Duracion media de las crisis, tiempo medio de la duracion de los
episodios ictales (estadio 4-5). Ademas se tubo en cuanta la mortalidad

generada por e SE.

Asi mismo para el analisis de los datos en los experimentos se tubo en cuenta a
la hora de considerar un SE el tiempo (> 5 minutos) durante el cual la rata
permanecié en crisis. Ademas un rango de frecuencia cercano a la banda
gamma (30 Hz) fue seleccionado para actividad relacionada con convulsiones
registradas por el EEG. Esta estrategia reduce fuentes de ruido por movimiento
u otros artefactos, asi como permite una rapida, objetiva y cuantitativa valoracién
de prolongada actividad eléctrica (Lehmkuhle et al., 2009). Para hacer los
analisis estadisticos se empleo el software SPSS 15.0. Empleando una
(ANOVA) seguido de una prueba post-hoc Dunnett. Los resultados son
expresados en mediastSEM. Indicamos significancia si p < 0.05. Para el
analisis estadistico se llevd a cabo con el software SPSS 15.0, empleando una t
student para muestras independientes. Los resultados son expresados en

mediastSEM. Se consideran que existe significancia si p < 0.05.
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ESTUDIO MEDIANTE TOMOGRAFIA POR EMISION DE POSITRONES
(PET) DE LOS CAMBIOS METABOLICOS QUE SUCEDEN EN EL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL EN UN MODELO DE EPILEPSIA IN
VIVO POR LA ADMINISTRACION SISTEMICA DE
PENTILENTETRAZOL (PTZ2)
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3.1. Sujetos y grupos experimentales

Para todos los experimentos se emplearon ratas macho (Sprague-Dawley) con
un peso de 300+30 g mantenidas en las condiciones ya detalladas. Para los
estudios estaticos se emplearon 10 ratas, mientras que en los estudios
dinamicos se utilizaron 3 animales. La actividad EEG fue registrada a través de
electrodos implantados con ocho dias de anterioridad. En los estudios dinamicos
y estéticos los animales se dejaron en ayunas durante seis horas para evitar asi
la interferencia de la glucosa plasmatica con el radiotrazador '®F-FDG. Para
asegurar la inmovilizacion durante los registros con el Micro-PET, las ratas
fueron anestesiadas inhalatoriamente mediante isofluoranoa una concentracion
de 2% en 100% de oxigeno. Cada animal fue utilizados como su propio control,
para ello se les realizé un estudio basal antes de la realizacion del escaner con
PTZ.

3.2 Equipo de Micro-PET

El equipo utilizado en los experimentos fue un tomografo Albira PET de
OncoVision (Valencia) de la unidad de Cartografia Cerebral del Instituto
Pluridisciplinar. ElI Micro-PET cuenta con una resolucion de 1.5 mm y un campo
axial de 4 cm y transaxial de 8 cm. Todas las imagenes se reconstruyeron
mediante el algoritmo OSEM cross (3 iteraciones) y se les aplicaron las
correcciones de tiempo muerto, “decay” y “random” En los estudios estaticos se
adquirieron 6 frames de 10 minutos cada uno y en los estudios dinamicos se
realizaron adquisiciones de 27 frames de diferente duracién (4x15”; 4x307
4x60”; 4x120”; 5x180”; 4x3007; 2x600).
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Figura 11. Tomégrafo Albira PET de Onco Vision — Unidad de Cartografia Cerebral del Instituto
Pluridisciplinar — UCM.

3.3 Modelo de kindling quimico y valoracion comportamental

Para la generacion de crisis epilépticas en los estudios estaticos se utilizo el
mismo protocolo de administracién para el kindling quimico con PTZ ya
descripto, mientras que en los estudios dinamicos se administré unicamente una
dosis convulsiva de PTZ (70mg/kg). En ambos casos se realizé una valoracion
comportamental teniendo en cuenta la escala de Lamberty (Lamberty y
Klitgaard, 2000).

3.4 Estudios de adquisicion estatica de PET

El estudio basal y el kindling con PTZ fueron realizados con dos dias de
separacion entre ellos. Primero se les inyecto el radiotrazador "®F-FDG (500uCi)
intraperitonealmente (i.p) para evitar que la anestesia interfiriera en la actividad
del PTZ. Cinco minutos después de la aplicacién del radiotrazador, se comenzo

el protocolo de kindling quimico con PTZ descrito anteriormente.
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Treinta minutos después de iniciada la crisis convulsiva se anestesio al animal
con lIsoflorano (5 % para la induccién y 2 % para el mantenimiento) y se

comenzo el estudio PET consistente en 6 frames de 10 minutos cada uno.
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Figura 12. Representacion cronoldgica del estudio estatico. Se administra FDG antes de
comenzar el protocolo de PTZ. Treinta minutos después de que se produzca una crisis de nivel 4
6 5 comienza la adquisicion PET.

Par los estudios basales cada animal fue utilizado como su propio control, de
esta manera en los controles se empleo el mismo protocolo descrito
anteriormente inyectando en cada ocasion NaCl 0.9 %, en vez del

pentilentetrazol (PTZ).
3.5 Analisis de datos obtenidos con el Micro-PET

Para el analisis de las regiones de interés del cerebro del animal en cada
condicion experimental, se utilizé el programa informatico especializado PMOD
(versidon 2.9). Los pasos realizados para el andlisis de las imagenes se resumen
a continuacion. Para cada rata, la imagen PET obtenida se normalizé por la
actividad de "®F-FDG inyectada al animal corregida al inicio del estudio PET. La
imagen obtenida se fusiond con una imagen de resonancia magnética (MRI) del
mismo animal obtenida antes de la realizacidon del experimento. Cada imagen de
MRI a su vez se corregistro al template de resonancia magnética de Petra
(Schweinhardt et al., 2003), aplicando los parametros del corregistro a las
imagenes PET correspondientes de cada animal. Sobre la imagen de MRI se
utilizaron los volumenes de interés (VOIs) de las distintas areas cerebrales
establecidas por Schiffer (Frumberg et al., 2007). Posteriormente los VOls se
trasladaron a la imagen estatica de PET (un promedio de los 6 frames),
permitiendo obtener asi la actividad para cada region normalizada a la dosis
inyectada. Los resultados obtenidos para cada estructura se expresan en

funcién de la actividad captada por la misma (mCi).
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3.6 Estudios de adquisicion dinamica de PET

3.6.1 Implantacién de electrodos

Luego de antestesiar el animal con isofluorano y una vez fijado en el marco
estereotaxico, se le implantdé un electrodo monopolar (MS333/1-A, Plastic One)
en la corteza motora (AP:+2,4; ML:-2,8; DV:-1,2), un electrodo de tierra en la
corteza prefrontal y un electrodo de referencia en el parietal. Se utilizaron 2
tornillos (0-80 Screw-Holding, PlasticOne) para fijar los electrodos al craneo con
cemento dental. Posteriormente se dej6 8 dias para la recuperacion de los
animales tras la operacion antes de comenzar los experimentos, tiempo durante
el cual se realizaron los cuidados postoperatorios de cuidado y mantenimiento
del animal, asi como se aplicacion de farmacos antiinflamatorio Baytril (5 mg/kg)

y rimadyl antiinfeccioso (Baytril 2,5 %).

3.6.2 Método de adquisicion dinamica de PET

Los estudios de adquisicion dinamica se realizan con la rata anestesiada. El PTZ
y el "F-FDG fueron administrados practicamente de forma simultanea y
coincidiendo con el inicio del escaner. El PTZ, en esta ocasién se administrd
unicamente una dosis convulsiva de 70 mg/kg. El radiotrazador, en estos
estudios, se administré por via intravenosa con una dosis de 18F-FDG de
400uCi. Las adquisiciones fueron de 27 frames de diferente duracién (4x15”;
4x307; 4x60”; 4x120”; 5x180”; 4x300”; 2x600).

Partiendo del hecho que tanto la medida del metabolismo cerebral de la glucosa
a partir de la PET como la actividad eléctrica cerebral medida mediante EEG
reflejan directa o indirectamente los mismos mecanismos de actividad neuronal
(Ebersole et al., 2002; Aubert et al., 2004; Shulman et al., 2004; Furié 2010),

durante la adquisicion PET se registré la actividad eléctrica en la corteza motora.
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3.7 Analisis estadisticos de resultados estaticos y dinamicos

En los estudios estaticos se realizé un test ANOVA a la actividad media de cada
VOI en ambos grupos: control y PTZ. Para este analisis se calcul6 la actividad
media de las estructuras cerebrales de cada animal y, con éstas, se obtuvo una
actividad media por estructura de cada grupo. El test estadistico se aplicdé a
estas medias con sus respectivas desviaciones. En los estudios dinamicos se
analizaron las constantes cinéticas de la incorporacion de 18F-FDG en cada uno
de los grupos. Al igual que en los estudios estaticos se hallé un promedio de la
constante cinética para cada uno de los grupos. El test estadistico al que fueron

sometidos estos datos fue el modelo lineal general.
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4 ESTUDIO DE FIJAC[()N DE RADIOLIGANDOS MEDIANTE
AUTORRADIOGRAFIA EN ANIMALES TRATADOS CON
PENTILENTETRAZOL (PTZ)
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4.1 Sujetos y grupos experimentales

Para la autorradiografia con '®MPPF se emplearon cortes histoldgicos de
cerebro de ratas maduras que habian sido implantadas y sometidas a kindling
quimico del estudio 1. Luego de los experimentos, los animales fueron
profundamente anestesiados con isoflorano, decapitados y el cerebro extraido
rapidamente para luego ser congelado mediante inmersidn en isopentano y
conservado a -80°C. Posteriormente, las rodajas de hipocampo y NMR de los
cerebros fueron cortados en un criostato (Leica CM1850, Germany) en rodajas
de 20 um de grosor y puestos sobre unos portaobjetos de vidrio (Menzel-Glaser,
Braunschweig, Germany) previamente gelatinizados y almacenados nuevamente
en un frigorifico a -80°C para posterior autorradiografia. Los cortes fueron
divididos en cuatro grupos experimentales de la siguiente manera: a) rodajas de
animales tratados con PTZ y estimulados en el NMR, b) rodajas de animales
tratados con PTZ sin estimular el NMR, ¢) rodajas de animales sin PTZ y

estimulados en el NMR, d) animales sin PTZ y sin estimulacion en el NMR.
4.1.1 Fijacion de radioligandos mediante autorradiografia con '*MPPF

Para la autorradiografia con "®MPPF se sigui6 el protocolo descrito por Riad
(Riad et al., 2004), con ligeras modificaciones. Basicamente, el procedimiento a
seguir fue el siguiente: las rodajas de los diferentes grupos experimentales
fueron descongeladas con aire frio para evitar el dafo y los cortes de 20 um se
introdujeron en un estuche “coplin jar” para dejar preincubar con Tris-HCL (50
Mm a 7.5 PH) durante 5 minutos. El objetivo de la preincubacion es eliminar los
ligandos enddgenos (neurotransmisores) del tejido, asi como los farmacos
residuales que pueden haber quedado unidos al transportador de 5-HT1a como
consecuencia de los experimentos realizados con anterioridad. Algunos de
estos productos podria competir con el ligando radioactivo en la fijacion en su
lugar de union, dando como resultado interferencias en el marcaje.
Posteriormente, se realiza la incubacion y para ello se llena el “coplin jar” con
Tris-HCL+MPPF (227 uCi en 250 ml de Tris-HCL) y se deja reposar durante 20
minutos, a continuacion se lava con agua fria y se expone durante 60 minutos en

una pelicula autorradiografica (Kodak BIOMAX X-AR) para posteriormente hacer
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el revelado manual. El procedimiento de revelado manual fue el siguiente: en la
habitacién oscura se sumergio la pelicula en liquido revelador (5 minutos); a
continuacion, se lavo en agua corriente (1 minuto) y, para finalizar, se sumergio

en liquido fijador (5 minutos). Finalmente, se dejo secar con aire caliente.
4.2 Estudio autorradiografico con ®MPPF y '8F-FDG en una rata ex vivo

Se realiz6 un unico estudio autorradiografico en una rata ex vivo, a la cual no se
le implantaron electrodos pero se le inyectd intrahipocampalmente PTZ con el
objetivo de hacer autorradiografia con '®FDG y posteriormente con '®*MPPF. El
protocolo experimental para esta rata fue el siguiente: se dejo la rata en ayunas
(12 horas) antes del experimento y posteriormente fue anestesiada en una
camara de anestesia con lIsoflorano (5 % para la induccion y 2 % para el
mantenimiento). Luego de ser fijado en el marco estereotaxico se aplicd en el
hipocampo (AP:-3,6; ML:+2,0; DV:-2,6) mediante una aguja Hamilton (Hamilton-
Stoelting, Inc), durante 5 minutos, una dosis unica de PTZ (1 mg/5 pl) la cual fue
disuelta en fluido cerebroespinal artificial (NaCl 147 mM, KCI 3 mM, CacCl2
1.2 mM, MgCI2 1 mM, Hepes 10 mM). Al mismo tiempo que se inyectaba
intrahipocalmente el PTZ, se administré por via intravenosa (i.v) '®F-FDG (55
MBqg en aprox. 0.2 ml de solucion salina) y con el animal despierto se dejo
incorporar el '®F-FDG durante treinta minutos antes de hacer sacrificar el animal

y hacer el protocolo de autorradiografia.

4.21 Fijacion de radioligandos mediante autorradiografia con *MPPF Y
"*F-FDG

Primero se realizé la autorradiografia ex-vivo con '®F-FDG y posteriormente con
"®MPPF. De esta manera treinta minutos después de la administracion de la "®F-
FDG el animal fue sacrificado y el cerebro congelado en isopentano. El cerebro
fue cortado usando un criostato (Leica CM1850) en secciones de 40 um de
grosor y los cortes fueron puestos en portaobjetos de vidrio y descongelados con
aire frio para evitar el dafo. A continuacion, las rodajas fueron expuestas sobre
una pelicula autorradiografica (Agfa Curix RP2 Plus) una durante hora. Tras ese

tiempo, las peliculas se revelaron manualmente y fueron secadas empleando
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aire caliente. Posteriormente, a esos mismos cortes se les realizd el mismo
protocolo de autorradiografia empleado con anterioridad con Tris-HCL+ "®MPPF
varios dias después, tiempo durante el cual se dejo decaer toda la actividad de
la "®F-FDG.

4.3 Captura de imagenes y analisis de datos

Las imagenes fueron capturadas digitalmente a 1300 x 1030 pixeles de
resolucioén (Leica DC300F) y procesadas con el software Imaged v 1.37 (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). En Ila
autorradiografia con '"®MPPF se realizé analisis estadistico con el software
SPSS 15.0 empleando una ANOVA con una post hoc de Tukey. En el caso de la
autorradiografia ex —vivo, dado que se tenia solo un sujeto experimental se

empled un analisis teniendo en cuenta el porcentaje.
4.3.1 Tincién de Nissl

Para la comprobacion histologica en los diferentes grupos experimentales de la
posicidon de los electrodos y canulas, se empled la tincion de Nissl. El objetivo de
esta técnica fue aumentar el contraste relativo de determinadas estructuras
(hipocampo y NMR). Se empled el azul de toluidina que debido a su caracter
basico posee una elevada afinidad por lo acidos nucleicos de las neuronas.
Dado que el soma de las neuronas posee grandes concentraciones de acidos
nucleicos en el nucleo, el nucleolo y ribosomas (en particular los adheridos al
reticulo endoplamatico rugoso o sustancia de Nissl), la técnica produce una
tincion clara y definida de los somas neuronales mostrando una panoramica
general de la distribucién y organizacién cito arquitectonica bastante clara de la

neurona (Rodriguez et al., 2006).
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IV. RESULTADOS
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1. ESTUDIO DE LA MODULACION DE LAS CRISIS EPILEPTICAS
MEDIANTE LA ESTIMULACION DEL NUCLEO MEDIAL DEL
RAFE (NMR) EN UN MODELO DE KINDLING QUIMICO
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1.1  Anadlisis electroencefalografico del kindling con pentilentetrazol

Para el analisis de la actividad electroencefalografica que sucede al suministrar
PTZ en animales in vivo se empleo una ventana de tiempo de una hora (60
minutos) el cual iniciaba desde la primera inyeccién de PTZ (40 mg/kg). Durante
este tiempo de adquisicion el fendbmeno grafolégico del electroencefalograma
presentan cambios en el trazo los cuales estan relacionados con los cambios
comportamentales que presentan los animales durante las crisis, estos incluyen:
congelamiento, tirones mioclénicos (posicidon de canguro), ataques clonicos vy
ataques ténico-clonicos (VeliSek, 2006). Con anterioridad el analisis de trazo
electroencefalografico y su relacién con la actividad comportamental durante el
kindling quimico con PTZ se habia realizado empleando otro protocolos (Ono et
al., 1990), asi como en otros modelos en aminales y en humanos (Rojo et al.,
2001; Menendez de la Prida et al., 2002;2003), sin embargo para la presente
tesis hacer un analisis del fenomeno EEG en animales y su relacion con el
comportamiento durante las crisis es importante, dado que el inicio de la
estimulacién del Nucleo Medial de Rafe (NMR) era generada cuando una onda
convulsiva (espasmos) (estadio 2) sucedia en el animal el cual se correlacionaba

con ondas ritmicas agudas de entre 5-7 Hz.

1.1.1 Cambios comportamentales y correlacion electroencefalografica

Durante el estadio 0 los animales tratados con PTZ no mostraban cambios
comportamentales, mientras que en el estadio 1, los animales presentaban un
movimiento de cabeza ritmico de entre 3-4 segundos que no involucraba las
extremidades. En el estadio 0 y 1 el EEG presentaba una actividadad normal
con ocasionales ondas ritmicas agudas de 4 a 5 Hz (Fig. 13) que se

correlacionaban con las contracciones de la cabeza en el estadio 1.
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Figura 13. Registro electroencefalografico durante los estadios 0 y 1 respectivamente con
ocasionales ondas ritmicas agudas de entre 4-5 Hz. Este tipo de patrén del potencial de campo
esta altamente correlacionado con el comportamiento durante las crisis. Registro monopolar en
CA1 hipocampal.

Por otro lado, durante el estadio 2 los animales presentaban momentaneamente
contracciones musculares en todas las extremidades del cuerpo y que
comportamentalmente se manifestaban como pequefos saltos hacia atras.
Estos saltos ocurrian de manera continua y duraban entre 1-35 segundos
segundos. Los cambios observados en el estadio 2 son faciles de reconocer asi
como de puntuar y es una de las caracteristicas mas frecuentes que suceden
durante las crisis inducidas por el PTZ. Por lo tanto, fue utilizado en nuestro
modelo para iniciar la estimulacion en el NMR. Igualmente, este tipo espasmos
en algunas oportunidades también se presentaba acompafado con o sin
movimientos estereotipados de la cabeza. El EEG caracteristico en este estadio
era de multiples espigas de entre 5-7 Hz (Fig. 14), igualmente se podian

observaba espigas solitarias visibles en el trazo del EEG.
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Figura 14. Registro electroencefalografico durante el estadios 2 (ondas convulsivas o espasmos)
con ondas ritmicas agudas de entre 5-7 Hz. Este tipo de patrén del potencial de campo esta
altamente correlacionado con el comportamiento durante las crisis. Registro monopolar en CA1
hipocampal.

El estadio 3 se caracteriza por ser el inicio de una crisis convulsiva en el animal,
este tipo de crisis usualmente progresa a convulsiones clénicas de las
extremidades superiores, caida y finalmente a una crisis ténico-clonica en todas
las extremidades (Ono et al.,, 1990). Durante este estadio una de las
caracteristicas mas visibles es la denominada posicién de canguro, la cual
consiste en una postura erguida seguida de continuos movimientos de los
miembros superiores que conlleva a una posterior perdida del equilibrio y
espasmos intermitentes. Diferente al estadio 2 el cual presentaba anormalidades
con espigas solitarias, el estadio 3 se caracteriza por tener espigas continuas y
ondas complejas de gran amplitud cuya frecuencia fluctua entre los 10 y 12 Hz
(Fig. 15).
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Figura 15. Registro electroencefalografico durante el estadios 3 (Sacudidas mioclonicas en las
extremidades anteriores (postura de canguro) con espigas continuas y ondas complejas que
fluctan entre los 10-12 Hz. Este tipo de patron del potencial de campo esta altamente
correlacionado con el comportamiento durante las crisis. Registro monopolar en CA1
hipocampal.

Por su parte el estadio 4-5 se caracteriza porque el animal ha progresado a
convulsiones clonicas en todas las extremidades, caida sobre el costado para el
caso del estadio 4 y convulsiones tonico-clénicas en todas las extremidades,
caida sobre la espalda en el caso del estadio 5. Los animales usualmente
alcanzaban este estadio luego de tener una dosis acumulada de 70 mg/kg de
PTZ. Por su parte, el EEG refleja anormalidades en el trazo con ondas
complejas y espigas continuas que fluctuan entre los 20-30 Hz (Fig. 16). Para
los analisis y por razones practicas se utilizd el rango de frecuencia de la banda
gamma (30 Hz) para relacionarlo con los estadios 4-5 para hacer los respectivos
analisis estadisticos. Esta estrategia reduce fuentes de ruido por movimiento u
otros artefactos y permite una rapida, objetiva y cuantitativa valoracién de la

prolongada actividad eléctrica (Lehmkuhle et al., 2009).
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Figura 16. Registro electroencefalografico durante los estadios 4 y 5 con espigas continuas y
ondas complejas que fluctuan entre los 20-30 Hz. Este tipo de patron del potencial de campo
esta altamente correlacionado con el comportamiento durante las crisis. Registro monopolar en
CA1 hipocampal.

Por ultimo, al finalizar las crisis el EEG muestra una severa depresion post ictal
(Fig. 17) la cual esta relacionada con total inactividad en el comportamiento del

animal.
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Figura 17. Registro electroencefalografico durante la depresion post ictal luego de una crisis.
Este tipo de patrén del potencial de campo esta altamente correlacionado con el comportamiento
durante las crisis. Registro monopolar en CA1 hipocampal.

1.2 La estimulacion del Nuicleo Medial de Rafe reduce la actividad

convulsiva inducida por pentilentetrazol

Los animales del grupo control (n = 8) en los que el PTZ fue administrado sin
estimular el NMR, presentaron actividad epileptiforme en el 100% de los casos.
Ademas, se observo que un alto porcentaje de los animales controles (75 %)
alcanzaban una crisis convulsiva (estadio 4-5) con una dosis acumulada de 70
mg/kg de PTZ (tabla 4). Por otro lado, en el grupo de animales en los que se
estimulé el NMR al inicio del estadio 2 (n = 12), tan solo el 33.3% desarrollaron
crisis convulsivas (estadio 4-5) y en solo el 25 % se establecieron crisis
convulsivas (estadio 4-5) con una dosis acumulada de PTZ de 80 mg/kg. Estos
dato nos indican que la estimulacion del NMR reduce en un alto porcentaje
(66.7%) el desarrollo de las crisis convulsivas (estadio 4-5) inducidas con PTZ
(tabla 4).
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Umbral (mg/kg)

Tratamiento del grupo 40 60 70 80
PTZ (8) 0 0 75 25
PTZ+NMR Estimulacion (12) 0 0 83 25
WAY100635+ Estimulacion NIVIR (8) 0 100 0 0
WAY100635+PTZ (8) 50 50 0 0
SB269970+PTZ+Estimulacién NMR (8) 0 100 0 0
SB269970+PTZ (8) 0 100 0 0
SB242084+PTZ+Estimulacién NMR (8) 0 12,5 87,5 0
SB242084+PTZ (8) 15,5 87,5 0 0

Tabla 4. Porcentaje de animales, en diferentes condiciones experimentales, que alcanzan
convulsiones ténico-clonicas (Estadios 4 y 5) tras la administracion de dosis acumulada de PTZ
(40- 80 mg / kg).

Por otro lado, los registros electroencefalograficos en la fase ténico-clonico se
caracterizaron por complejos punta-onda de alta frecuencia en la fase ictal y que
posteriormente generaron una evidente depresion potsictal (Fig. 18A). Por su
parte, la estimulacién del NMR, solo cuando las ondas convulsivas (espasmos)
se presentaban (estadio 2), redujo sustancialmente la actividad convulsiva
generada por el PTZ cuando se compararon con el grupo control (Fig. 18B). La
media de estimulos requeridos para controlar la crisis inducidas con PTZ en el
grupo de NMR-ST fue de 16.4 + 1.6 (Fig. 21; Tabla 5; n = 12). En estas
condiciones se observo que, en los animales en los que se estimulé el NMR,
habia un aumento significativo de la dosis acumulada de PTZ antes de alcanzar
el umbral de generacién de las crisis convulsiva (Fig. 19A; n = 12; p < 0.05), asi
como un incremento en el tiempo al inicio de las crisis (Fig. 19B; n = 12; p <
0.001). Por otra parte, se vio una significativa reduccion en el numero (Fig. 20A;
n =12; p < 0.001) y duraciéon de las crisis (Fig. 20B; n = 12; p < 0.001)
comparado con el grupo control. Estos datos, analizados en su conjunto, nos
indican que la estimulacion del NMR controla efectivamente las crisis inducidas
por PTZ.

90



Mecanismo de control de las crisis temporales en un modelo de kindling quimico

1.3 El efecto antiepiléptico de la estimulaciéon del Nucleo Medial del Rafe
(NMR) es mediado por receptores serotonérgico 5-HTqa 5-HTc y
5HT,

Tras determinar que la estimulacion del NMR modulaba las crisis convulsivas en
el modelo de kindling quimico con PTZ, se procedié a investigar el efecto de
diferentes antagonistas serotonérgicos a fin de evaluar el rol de los receptores 5-

HT1a, 5-HT2c y 5-HT7 en el efecto antiepiléptico de la estimulacion del NMR.

El tratamiento con el antagonista de 5-HT14 WAY100635 (1 mg/kg, s.c) previo a
la estimulacion del NMR, redujo el umbral (Fig. 19A; n = 8; p < 0.01) y latencia al
inicio de las crisis (Fig. 19B; n = 8; p < 0.001), contrarrestando la reduccion del
numero de crisis (Fig. 20A; n = 8) y la duracion de las crisis (Fig. 20B; n = 8)
inducidos por la estimulacion del NMR. La media de estimulos aplicados en cada
crisis en este grupo experimental fue de 57.9 + 2 (Fig. 21; n = 8; p < 0.001).
Todos los animales en este grupo experimental (100 %) desarrollaron crisis
ténico-clonicas (estadio 4-5) con una dosis acumulada de 60 mg/kg de PTZ
(Tabla 4). Por otro lado, durante el tratamiento con WAY100635 (1 mg/kg, s.c)
sin estimulacion del NMR, se encontré que se redujo significativamente el
umbral (Fig. 19A; n = 8; p < 0.01) y la latencia del inicio de las crisis (Fig. 19B; n
= 8; p < 0.001), incrementandose el numero de crisis (Fig. 20A; n = 12; p <
0.001) inducidas por PTZ. Ademas, el WAY100635 facilité las crisis a bajas
dosis de PTZ dado que, en este grupo, el 50% de los animales experimentaron
crisis tonico-clonicas (estadio 4-5) con una dosis acumulada de 40 mg/kg de
PTZ (Tabla 4). El pretratamiento con SB269970 (10 mg/kg, i.p), un antagonista
de 5-HT; también contrarresté el umbral (Fig. 19A; n = 8; p < 0.01) y latencia al
inicio de las crisis (Fig. 19B; n = 8; p < 0.001), contrarrestando la reduccion en el
numero de crisis (Fig. 20A; n = 8) y la duracion de las crisis (Fig. 20B; n = 8)
inducidos por la estimulacion del NMR. En este caso, el numero de estimulos
medios durante cada crisis fue de 68.1 + 3.9 (Fig. 21; n = 8; p < 0.001). Todos
los animales en este grupo experimental (100 %) desarrollaron crisis ténico-
clonicas (estadio 4-5) a una dosis acumulada de 60 mg/kg de PTZ comparado
con el grupo control (Tabla 4). De forma similar al WAY100635, el pretratamiento

con el antagonista de 5-HT7; en ausencia de estimulaciéon del NMR, redujo el
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umbral (Fig.19A; n = 8; p < 0.01) asi como la latencia del inicio de las crisis
convulsivas (Fig. 19B; n = 8; p < 0.001), aumentando significativamente el
numero de crisis (Fig. 20A; n = 12; p < 0.001). La totalidad de animales de este
grupo experimental (100%) desarrollaron crisis ténico-clonicas (estadio 4-5) con

dosis acumuladas de 60 mg/kg de PTZ.

Finalmente, la estimulacion del NMR fue efectiva para reducir el numero de crisis
(Fig. 20A; n = 8; p < 0.01) y duracion de las crisis (Fig. 20B; n = 8; p < 0.001)
luego de pretratamiento con SB202484 (0.2 mg/kg, i.p), un antagonista de 5-
HT.c. Ademas, se encontré diferencias significativas en el numero de crisis (Fig.
20A; n = 8; p < 0.001) o duracion de las crisis (Fig. 20B; n = 8; p < 0.05) cuando
estos animales eran comparados con ratas sin tratamiento de SB242084 (Fig.
20). En este grupo experimental, el 87.5 % de los animales con SB242484
presentaron crisis tonico-clénicas (estadio 4-5) a 70 mg/kg (tabla 4). La media de
estimulos durante cada crisis fue de 32.6 + 2.7 (tabla 5; n = 8; p < 0.001). Por
otra parte, la administracion sistémica de SB242084 sin estimulacién del NMR
no cambia el numero o duracion de las crisis pero reducen el umbral e inicio de
las crisis con PTZ (Fig. 19AB; n = 8; p < 0.001). Estos datos, analizados en
conjunto, nos sugieren que el efecto antiepiléptico que se genera por la
estimulacién del NMR en el modelo de kindling quimico con PTZ es mediado por

lo receptores serotonérgicos 5-HTqa 5-HT2c y 5-HT5.
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Figura 18. La estimulacion del Nucleo Medial del Rafe (NMR) suprime las crisis tonico-clénicas
inducidos con pentilentetrazol (PTZ) en el hipocampo. (A) Registro representativo de la actividad
basal de la region CA1 del hipocampo derecho y evolucion de las descargas convulsivas tras la
administracion de PTZ (dosis acumulada de 70 mg/kg) en un animal control. (B) La estimulacion
del NMR suprime las crisis inducidas por PTZ; nétese la ausencia de crisis tonico-clénicas. El
estimulo era aplicado solo cuando se presentaban ondas convulsivas (espasmos). PD:
Depresion post-ictal.
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Figura 19. Gréfica de los diferentes grupos experimentales con antagonistas serotonérgico. (A)
Suma acumulada de PTZ antes de generar la primera crisis convulsiva (umbral) en los estadios
4-5. (B) Latencia del inicio de crisis convulsiva (estadio 4-5). Significancia estadistica con
respecto al control p <0.05 (*), p < 0. 01(**), p < 0.001 (***). Datos presentados como valores
medios + S.E.M.
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Figura 20. Grafica de los diferentes grupos experimentales con antagonistas serotonérgico (A)
Valores medios del numero de crisis (B) Valores medios de duracion de crisis de los diferentes
grupos experimentales con antagonistas serotonérgicos. Significancia estadistica con respecto al
control p <0.05 (#), p < 0. 01(**), p <0.001 (***, ###). Datos presentados como valores medios +
S.E.M.
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Tratamiento del grupo Numero de estimuos
PTZ+NMR Estimulacién (12) 16.4 1.6

WAY100635+ Estimulacion NMR (8) 57.9 £2.0™*
SB269970+PTZ+Estimulacion NMR (8) 68.1 3.9 ™
SB242084+PTZ+Estimulacién NMR (8) 326 2.7+

Tabla 5. Numero de estimulos y eventos durante las crisis inducidas con PTZ. Los resultados
presentan significancia respecto al grupo control. Datos presentados como medias + S.E.M. p <
0.001 (***).
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Figura 21. Numero medio de estimulos en cada grupo experimentales. (A) Niumero de estimulos
para controlar una crisis inducida con PTZ. Significancia estadistica con respecto al control.
Datos presentados como valores medios £ S.E.M. p < 0.001 (***).
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1.4 Efecto de los antagonistas serotonérgicos administrados mediante
miroperfusion en crisis convulsivas inducidas con PTZ

Dado que nuestros datos indican que los antagonistas de los receptores 5-HT1a
y 5-HT7 aplicados sistémicamente modifican los efectos de la estimulacién del
NMR en el modelo de epilepsia inducida por PTZ, nos propusimos estudiar sus
efectos localmente en el hipocampo mediante microperfusion. Los resultados
indican que el WAY100635 (100 uM), antagonista del receptor 5-HT1a,
perfundido localmente en la region de CA1 del hipocampo, reduce
significativamente tanto el umbral (Fig. 22A; n = 4; p < 0.05) como la latencia al
inicio de las crisis convulsivas (Fig. 22B; n = 4; p < 0.001), aumentando, por otro
lado, el numero de crisis (Fig. 22C; n = 4; p < 0.05) y la duracion de las mismas
(Fig. 22D; n = 4; p < 0.001) comparado con el grupo control. Ademas, el 100 %
de los animales tenian una crisis convulsiva (estadio 4-5) y requerian una dosis
mas baja de PTZ (entre 40-60 mg/kg) para lograrlo. Por otro lado y en
concordancia con este antagonista, la perfusion local de SB269970 (1 mM), un
antagonista del receptor 5-HT7, redujo significativamente el umbral (Fig. 22A; n =
4; p < 0.05) y la latencia del inicio de las crisis convulsivas (Fig. 22B; n = 4; p <
0.01), incrementando la duracion de las crisis (Fig. 22C; n = 4; p < 0.001)
comparado con el grupo control. En el caso de este antagonista, el 100 % de los
animales establecian una crisis convulsiva (estadio 4-5) y requerian una dosis
mas baja de PTZ (entre 40-60 mg/kg) para alcanzarla. Estos resultados nos
indican que la accion de los antagonistas 5-HT1a y 5-HT7 sobre la estimulacién
del NMR en el modelo de epilepsia inducido por PTZ se realiza a nivel de las

conecciones rafe-hipocampales.

Umbral (mg/kg)

Tratamiento del grupo 40 60 70 80
LCR+PTZ (4) 0 0 100 0
LCR+WAY100635+PTZ (4) 25 75 0 0
LCR+SB269970+PTZ (4) 25 75 0 0

Tabla 6. Porcentaje de animales, en diferentes condiciones experimentales, que alcanzan
convulsiones ténico-clonicas (Estadios 4 y 5) segun la dosis acumulada de PTZ (40- 80 mg / kg).
En estos experimentos se perfundieron los antagonistas serotonérgicos en la region de CA1 del
hipocampo a través de una microcanula de dialisis.
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Figura 22. Grafica de los diferentes grupos experimentales con antagonistas serotonérgicos
administrados mediante microperfusion. (A) Suma acumulada de PTZ antes de generar la
primera crisis convulsiva (Umbral) en los estadios 4-5. (B) Latencia de Inicio de crisis convulsiva
(estadio 4-5). (C) Numero de crisis y (D) Duracion de crisis de los diferentes grupos
experimentales con antagonistas serotonérgicos. p <0.05 (*), p < 0. 01(**), p <0.001 (***).

98




Mecanismo de control de las crisis temporales en un modelo de kindling quimico

2. ESTUDIO DE MODULACIC)N DE LAS CRISIS EPILEPTICAS
MEDIANTE LA ESTIMULACION DEL NUCLEO MEDIAL DEL RAFE
(NMR) EN UN MODELO DE STATUS EPILEPTICUS (SE) EN RATAS
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2.1 Analisis electroencefalografico del SE inducido con pentilentetrazol

Para el analisis de la actividad del EEG tras la administracion de PTZ y hasta
alcanzar el SE, se empleo una ventana de tiempo de dos horas (120 minutos), la
que se iniciaba desde la primera inyeccion de PTZ (40 mg/kg). Durante este
tiempo de adquisicion, el fendmeno grafoldgico del EEG presenta cambios en el
trazo similares a los registrados en animales adultos tratados con PTZ, los
cuales fueron descritos con anterioridad. Esta caracteristica es importante pues
se parti6 del mismo principio visto en el kindling quimico para iniciar la
estimulacién del Nucleo Medial de Rafe (NMR), es decir, cuando se generaba
una onda convulsiva (estadio 2) correlacionada con ondas ritmicas agudas de
entre 5-7 Hz.

En estos casos la evaluacion comportamental se realizé teniendo en cuenta la
escala comportamental empleada por Lamberty (Lamberty y Klitgaard, 2000),
afiadiendo un estadio mas, el estadio seis, el cual indicaba el Status epilepticus
(SE). Para la determinacion del SE se tuvo en cuenta el tiempo (> 5 minutos)
durante el cual la rata permanecié en crisis (Lowenstein et al., 1999; Martin et
al., 2005). Comportamentalmente, durante el SE, el animal sufre crisis tonico-
clénicas con pequefios intervalos de inmovilidad en los que no recupera la
postura. Es una crisis severa que involucra todas las extremidades y con una
alta tasa de mortalidad en los animales. Los animales control usualmente
alcanzaba el SE luego de tener una dosis acumulada de 100 mg/kg de PTZ. Por
su parte, el EEG refleja anormalidades en el trazo con ondas complejas vy

espigas continuas de >30 Hz (Fig. 23).
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Basal Status epilepticus PD
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Figura 23. Registro electroencefalografico durante el SE con espigas continuas y ondas
complejas que fluctian entre los 20-30 Hz. Registro monopolar representativo de la actividad en
region CA1 del hipocampo derecho con una dosis acumulada de 100 mg/kg de PTZ en un animal
control y posterior depresion post-ictal (PD).

2.2 Laestimulacion del Nucleo Medial de Rafe elimina el establecimiento
del SE inducido por pentilentetrazol

Distintos datos experimentales indican que que el PTZ es dependiente de las
dosis, asi como de la edad de los sujetos de experimentaciéon. De de esta
manera, en animales inmaduros el kindling con PTZ induce SE (Pereira de
Vasconcelos et al, 1995; Nehlig y Pereira de Vasconcelos, 1996; Pineau et al,
1999; Erdogan et al., 2004). Los resultados que se muestran en la grafica (figura
19) senalan el efecto del PTZ acumulado en animales jovenes antes del
establecimiento del SE. La estimulacion del NMR en animales jovenes fue
efectiva aumentando significativamente el umbral (Fig. 24A; n = 4; p <0.05) y la
latencia del inicio de las crisis convulsivas (Fig. 24B; n = 4; p < 0.05),
disminuyendo, por otra parte, el numero de crisis (Fig. 24C; n=4; p <0.05) y la

duracion de las crisis (Fig. 24C; n = 4; p < 0.05) comparado con el grupo control.
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Por otro lado, en el grupo control el 100 % de los animales establecieron un SE
al llegar a una dosis acumulada de 100 mg/kg de PTZ, mientras que en el caso
de animales estimulados en el NMR recibieron una dosis acumulada maxima de
120 mg/kg de PTZ sin establecer en ningun caso un SE (tabla 7). Otro
importante dato radica en la mortalidad que se genera al inducir SE con
diferentes modelos, en nuestro caso no es diferente, el SE inducido con PTZ
genero una tasa de mortalidad en el 100% de los animales control frente a una

mortalidad del 0 % en los animales estimulados en el NMR.

Umbral (mg/kg)

Tratamiento del grupo 90 100 110 120
SE(4) 25 75 0 0
SE+Estimulacion NMR (5) 0 0 0 0

Tabla 7. Porcentaje de animales, en diferentes condiciones experimentales, que alcanzan un SE
luego de la administracion de dosis crecientes de PTZ (90-120 mg / kg). Experimentos realizados
en animales inmaduros en los que se estimulé el NMR y grupo control.

De esta manera, los resultados confirman que sumado al hecho de que la
estimulacién del NMR no solo reduce las crisis convulsivas en animales
maduros, sino que evita en un 100 % de los casos el establecimiento de un SE y
la muerte del animal pudiendo conluir que la estimulacién del NMR es eficaz en

controlar un SE en nuestro modelo experimental.
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Figura 24. Grafica de los grupos control y con estimulacion del NMR en ratas jovenes en los que
se establecion un SE. (A) Dosis acumulada de PTZ antes de generar la primera crisis convulsiva
en los estadios 4-5. (B) Latencia de Inicio de crisis convulsiva (estadio 4-5). (C) Numero de crisis
(D) Duracion de la crisis en los diferentes grupos experimentales. Datos presentados como
valores medios + S.E.M. p <0.05 (*).
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3. ESTUDIO MEDIANTE TOMOGRAFIA POR EMISION DE POSITRONES
(PET) DE LOS CAMBIOS METABOLICOS QUE SUCEDEN EN EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL EN UN MODELO DE EPILEPSIA IN VIVO POR LA
ADMINISTRACION SISTEMICA DE PENTILENTETRAZOL (PTZ2)
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3.1 Estudios de adquisicion estaticos de PET durante la actividad

metabodlica intercritica

En los estudios estaticos, en los que se realiz6 el protocolo de inyecciones
consecutivas de dosis subconvulsivas de PTZ, pudimos observar una

disminucion generalizada de la captacion de la "®F-FDG en el cerebro (Fig. 25).

Figura 25. Imagenes por PET de un mismo individuo en situacion basal (arriba) y tras la
administracion de pentilentetrazol (abajo) correlacionadas con la Resonancia Magnética (RM) del
mismo animal. Podemos observar como en situaciones basales hay una mayor captacion de
FDG que luego del tratamiento con PTZ. Esta disminucion del metabolismo se observa de forma
generalizada en todas las estructuras del cerebro de la rata.

Como se puede apreciar en la grafica de la figura 26, esta disminucion se
produce en todas las regiones estudiadas y su magnitud oscila entre un 20 y un
30 %. Sin embargo, el descenso del metabolismo fue mas significativo en
aquellas estructuras cerebrales (talamo, hipocampo y estriado) relacionadas con

la epilepsia (Fig. 27; n =10; p < 0.01).
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Como hemos demostrado, tras la crisis tonico-clénica ocurre una fase
denominada depresion post-ictal en la que el animal no da indicios de
movimiento espontaneo y el EEG muestra un registro plano (Fig. 28). Este tipo
de trazo puede extenderse por varios minutos antes de la recuperacion del
trazado EEG basal, coincidiendo con el momento en el que se realizé el PET y la

reduccion de la actividad metabdlica observada.
De esta manera, los resultados indican que hay una disminucién del

metabolismo generalizada en todas las estructuras cerebrales tras la crisis

epiléptica inducida por PTZ.
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Figura 26. Representacion en un grafico de barras del promedio de captacion de FDG en mCi/cc
de las diferentes estructuras analizadas del cerebro en cada grupo experimental. En azul, el
grupo basal, tratado Uunicamente con salino. En naranja, el tratado con pentilentetrazol (PTZ). Las
barras de error se corresponden con el error estandar para cada estructura. Se aprecia
claramente la mayor captacion de FDG en todas las estructuras en los individuos del grupo basal
respecto a la del grupo PTZ.
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Figura 27. Representacion en un grafico de barras que muestra la disminucion de glucosa
cerebral en las estructuras cerebrales relacionadas con las crisis inducidas con PTZ. Datos
presentados como los valores medios + S.E.M. p <0.05 (*), p < 0. 01(*).
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Figura 28. Registro electroencefalografico en regién CA1 de hipocampo tras una crisis inducida
con 70 mg/kg de PTZ. En él podemos observar el aumento de descargas durante el periodo ictal
(2 minutos) y la posterior reduccion de actividad tras el periodo critico (depresion post ictal) el
cual puede llegar a durar varios minutos.

3.2 Estudios de adquisicion dinamicos de PET durante la actividad

metabdlica en el periodo critico

Para analizar los datos obtenidos de los estudios dinamicos, en los que

unicamente se aplicd una dosis convulsiva de PTZ, obtuvimos las constantes
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cinéticas de cada estudio para posteriormente obtener un promedio de cada
grupo, con y sin PTZ. Para este estudio, comparamos la constante Ki; que es
una constante que representa el flujo total de la FDG hacia el interior de la célula
(Castell y Cook, 2008) (Ver 2.2.2, esquema 1), la que se obtiene de la curva de

incorporacion de '®F-FDG.

En contraste con los resultados obtenidos de los estudios estaticos, en el grupo
al que se le administr6 PTZ (70 mg/kg) en una sola dosis, se observd un
aumento de la velocidad de captacion de glucosa. Como se puede ver en la
grafica (Fig. 29) la incorporacién de FDG es mucho mas rapida cuando se le
provoca la crisis con PTZ que en las condiciones basales. La variacion de Ki fue
de un aumento de un 70% respecto a los valores basales en la actividad total del
cerebro (Fig. 30). Sin embargo, en estos experimentos se observdé una

variabilidad mayor entre diferentes estructuras que en los estudios estaticos.
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Figura 29. Grafica de incorporacion de FDG en un mismo animal. En azul el estudio control con
salino, en naranja el estudio posterior a la aplicacion de PTZ. Se observa claramente como en el
estudio con PTZ alcanza el maximo en un tiempo menor (210 s) que el basal (270 s).

Posteriormente, analizamos estos estudios como estaticos, haciendo un
promedio de todos los frames adquiridos. En este segundo analisis se obtuvo
también un aumento de la captacion de 18F-FDG en el grupo tratado con PTZ.
Sin embargo, al realizar el promedio, la diferencia entre ambos grupos se redujo
sensiblemente comparada con el analisis dinamico, de tal modo que se perdio la

significaciéon estadistica entre ambos grupos (Fig. 31).
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Figura 30. Representacion en un grafico de barras del promedio de la constante Ki en unidades
1/min de las diferentes estructuras analizadas del cerebro en cada grupo experimental. En azul
el grupo basal, tratado unicamente con salino y en rojo el grupo PTZ tratado con pentilentetrazol.
Las barras de error se corresponden con el error estandar para cada estructura. Se aprecia
claramente la mayor velocidad de captaciéon de FDG en todas las estructuras en los individuos
del grupo tratado con PTZ respecto a sus condiciones basales.
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Figura 31. Gréfica de barras de la constante Ki media por grupo experimental de las estructuras
con mayor diferencia entre los dos tratamientos. En este caso, se aprecia una mayor velocidad
de captacion de FDG en el grupo tratado con PTZ. De igual forma que en el estudio estatico, las
estructuras en las que mayores diferencias se observan son el estriado, el hipocampo y el
téalamo.
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4. ESTUDIO DE FIJAC[ON DE RADIOLIGANDOS MEDIANTE
AUTORRADIOGRAFIA EN ANIMALES TRATADOS CON
PENTILENTETRAZOL (PTZ)
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41 Fijacion de radioligandos mediante autorradiografia con '*MPPF

La autorradiografia es una técnica de fijacion con radioligandos que permite la
visualizacion de receptores celulares en secciones de tejido. Esta técnica,
permite determinar la distribucion de los receptores endégenos mediante la
fijacion de ligandos radiactivos y cuantificar su presencia en distintas estructuras
cerebrales. Por consiguiente, teniendo en cuenta esta condicion, los cerebros de
los animales control, tratado con PTZ con y sin estimulacion, asi como animales
sin PTZ pero estimulados, fueron incubados con un radiotrazador especifico del
5-HT1a el '®F MPPF (Aznavour y Zimmer, 2007) a fin de determinar si el PTZ y
la estimulacion de NMR modificaban la densidad de receptores en los diferentes

grupos experimentales.

Cabria esperar una disminucién en la densidad de receptores en los que se fija
el "®F-MPPF en el grupo en los que se estimuléd el NMR si se compara con el
control, teniendo en cuenta que la liberacién de serotonina por la estimulacion
del NMR no se podria fijar al receptor al estar éste ocupado. Asi mismo, se
esperaria que esta reduccion tuviera su maxima expresion en regiones donde el
receptor 5-HT1a se expresa en una alta densidad, como CA1 del hipocampo
(Fig. 32AB), septum, amigdala, nucleo del rafe y la corteza entorrinal, nucleo
medial y dorsal del rafe (Fig. 32CD) (Marcinkiewicz et al., 1984; Albert et al.,
1990; Miquel et al., 1991; Pompeiano., 1992; Hoyer et al., 1997; Plénevaux et
al., 2000, Aznavour et al., 2006,,). Sin embargo, la autorradiografia realizada en
los grupos experimentales con ['®F]-MPPF no evidencié ninguna diferencia

significativa entre los diferentes grupos experimentales.

Estos resultados indican que en los grupos experimentales en los cuales se
incubo un radiotrazador especifico del 5-HT1A, el 18F MPPF, no se observo
fijacion del radioligando 18F-MPPF, posiblemente debido al modelo agudo a cual
los animales fueron sometidos con PTZ, asi como posiblemente a la baja
intensidad del estimulo al cual fue sometido el animal, lo que no permitié al 18F-
MPPF fijarse al receptor de serotonina. Asi mismo, cabe rechazar la idea de que
la no fijacion se deba posiblemente a muerte neuronal, teniendo en cuenta que

el modelo de kindling quimico con PTZ no la genera (Pineau et al., 1998), en un
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estudio con acido kainico se observé una reduccién de la fijacién del 18F MPPF
como consecuencia de la muerte neuronal inducida por el SE (Van Bogaert et
al., 2001). Cabria suponer que si el modelo de PTZ hubiera sido cronico, asi
como si el estimulo fuese mas fuerte y de mayor duracién como en anteriores
estudios de estimulacion del NMR (Kovacs & Zoll, 1974; Perryman et al., 1980;
Nishi et al. 1980), posiblemente se podrian haber fijado estructuras que estan

implicadas crisis inducidas por PTZ.

4.2 Fijacion de radioligandos mediante autorradiografia con
"*MPPF y '°F-FDG

La autorradiografia ex vivo con '®F-FDG en una rata a la que se aplico PTZ (1
mg/5 pl) intrahipocampalmente en CA1 pero no fue estimulada en el NMR,
evidenci® un aumento en la incorporacién del '®F-FDG en un 10 % en el
hipocampo y un aumento de incorporacion del 25 % en la regién de CA1
comparados con el hemisferio contralateral (Fig. 33A). Asi mismo, en cortes del
mismo animal (hipocampo y NMR) a los cuales se le realizd posteriormente
autorradiografia con ['®F] MPPF se observo una disminucion en la densidad de
receptores de 5-HT1a en los cuales se fijo el ['®F] MPPF (Fig. 33B).

El tratamiento de PTZ suministrado localmente en hipocampo en animales ex
vivo y posterior autorradiografia sefalan un notable aumento de la captacion de
18F-FDG y aun mas interesante, se observa una notable disminucion de fijacion
de 18F-MPPF en area de alta densidad de este receptor de serotonina
(Marcinkiewicz et al., 1984; Albert et al., 1990; Miquel et al., 1991; Pompeiano.,
1992; Hoyer et al., 1997; Plénevaux et al., 2000, Aznavour et al., 2006a,b) el
cual ademas se correlaciona con el lugar de aumento de captacién de 18F-FDG.
Consolidaria nuestros datos al indicar que el receptor de 5-HTa esta implicado
en la modulacién de las crisis convulsivas, al confirmar experimentalmente la
participacion de la serotonina en la modulacién de las crisis experimentales,
posiblemente como una forma de modular las crisis se ha liberado serotonina a

fin de contrarrestar las crisis inducidas por el PTZ.
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Figura 32. Estructuras anatomicas de registro y estimulacion del NMR. (A) Vista panoramica de
los hipocampos dorsales (B) Vista ampliada de CA1 de hipocampo izquierdo en donde se
ubicaban los electrodos de registro. C. Implantacion de electrodo de registro. A-B-C Realizados
con tincién de Nissl. D. Imagen TAC corregistada a la resonancia del mismo animal permite
observar la ubicacion del electrodo de estimulacion en angulo de 20° en el NMR (imagen
obtenida por el Tomografo Albira PET de Onco Vision).
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Figura 33. Imagen autorradiografica de una rata ex vivo en una escala de frio. (A) Imagen por
autorradiografia realizada con el radiotrazador 'F-FDG. (B) Imagen por autorradiografia
realizada con radiotrazador [18F] MPPF (nétese el aumento de actividad metabdlica en
hipocampo dorsal con el "°F-FDG (A) y la correspondencia anatomica, con la disminucion de
fijaciéon de [18F] MPPF en las zonas de alta densidad de receptores de 5-HT 4 .
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V. DISCUSION
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El modelo de kindling quimico inducido por pentilentetrazol (PTZ)

El modelo de epilepsia inducido quimicamente mediante el kindling con PTZ es
uno de los modelos de epilepsia mas aceptados y reproducidos en diferentes
laboratorios y especies. El PTZ es un potente antagonista GABAa (Park et al.,
2006) reconocido clasicamente como un modelo de epilepsia generalizada (Ono.
et al., 1990) con una alta preferencia por crisis que involucran estructuras
temporales (Erdtmann-Vourliotis et al., 1998; Szyndler et al., 2010). Ademas se
sabe que el PTZ atraviesa la barrera hemantoenfalica con facilidad (Padou et al.,
1995), no genera muerte neuronal (Pineau et al., 1999), tiene una dosis-
respuesta facilmente identificable (Gilber y Goodman, 2006) y una respuesta
comportamental y electroencefalografica caracteristica (Ono et al., 1990), asi
como una baja mortalidad (Zhao, 2006). Por otro lado, hasta la fecha los
mecanismos por los cuales se establecen las crisis inducidas por PTZ, aun estan
por ser determinados (Engel y Philip, 2006). Es conocido que los farmacos
antiepilépticos tienen dos patrones de accion, por un lado el incremento de la
inhibicién a través de GABA o glicina y por otro la reducciéon de la excitacidon
debido al glutamato. De esta manera es conocido que anticonvulsivantes como
las benzodiazepinas, barbituricos, vigabatrina, tiagabina, o progabide actuan a

través de vias GABAérgicas (Pranzatelli y Nadi, 1995).

Conociendo las ventajas que el modelo de PTZ nos ofrece, establecimos que el
modelo de kindling con PTZ seria el mejor modelo para estudiar el papel de las
vias serotoninérgicas en la epilepsia, basicamente por las siguientes razones: 1,
es un modelo que presenta un comportamiento de crisis muy caracteristico que
permite una facil observacion y evaluacion; 2, es un modelo de crisis hipocampal
muy estudiado y estandarizado; 3, presenta similitudes con la epilepsia del
I6bulo temporal en humanos, lo que desde el punto de vista experimental es de

gran relevancia y 4, tiene una baja mortalidad asociada a las crisis (Zhao, 2006).

El concepto de kindling fue dado a conocer por Goddard, quien popularizé el
termino en 1967 con los primeros estudios con el kindling eléctrico (Goddard,
1967). Si bien cuando usualmente se hace referencia al kindling suele ser al

kindling eléctrico, el termino kindling implica un incremento progresivo de la
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respuesta comportamental y EEG ante un estimulo, ya sea quimico o eléctrico
(Morimoto, 2004). Son varios los protocolos de kindling con PTZ que se han
empleado con anterioridad, sin embargo, el protocolo mas usual es el empleado
en la presente tesis, en el que dosis subumbrales de PTZ se suministra en
varias dosis en un solo dia. Otros protocolos, por su parte, conllevan inyecciones
subumbrales o umbrales de PTZ por dias incluso semanas hasta alcanzar el
estadio cinco y una respuesta EEG de crisis tonico-clonica (Ono. et al., 1990).
Asi mismo, durante el establecimiento de las crisis el EEG presenta cambios en
el trazo relacionados con cambios comportamentales, estos incluyen:
inmovilidad, tirones mioclénicos (posicion de canguro), crisis clénicas y ténico-
clonicas (Velisek, 2006). Ahora bien, aunque para los analisis solo se tuvo en
cuenta los estadios comportamentales 4-5, asi como aquellos grafoelementos
que estuvieran en el rango de frecuencia de la banda gamma (30 Hz) para
reducir fuentes de ruido por movimiento u otros artefactos y mejorar su relacién

senal-ruido, realizamos un analisis correlacionando EEG y comportamiento.

Durante los estadios 0 y 1 respectivamente, el EEG presentd una linea base
normal con ocasionales ondas ritmicas agudas de entre 4-5 Hz que sucedian
usualmente cuando aparecian contracciones de la cabeza en el estadio 1. Por
su parte, durante el estadio 2 el animal presenta ondas convulsivas a través del
cuerpo (espasmos), que se observan como contracciones musculares
transitorias en todas las extremidades del cuerpo y que comportamentalmente
aparecian como pequefos saltos hacia atras. Este tipo de crisis es facil de
reconocer y puntuar, siendo una de las caracteristicas mas frecuentes durante
las crisis inducidas por el PTZ y ausentes en otros modelos (Luttjohann et al.,
2009). Ademas, el estadio dos era importante para nuestro trabajo experimental
al ser el indicador del inicio de la estimulacion del NMR. Este tipo de espasmos
en algunas oportunidades también se presentaba acompafiado con o sin
movimientos estereotipados de la cabeza. Por su parte, el EEG caracteristico de
este tipo de estadio era multiples espigas de entre 5-7 Hz, aunque también

podian observarse espigas solitarias visibles en el trazo.

En la actualidad, muchos investigadores continuan empleando la escala de

Racine como herramienta para la valoracién de cualquier modelo de epilepsia
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animal, entre ellos el de PTZ. Sin embargo, la escala de Racine no contempla
algunos estadios que el modelo de kindling con PTZ tiene. Por ejemplo, se ha
visto que el modelo de kindling eléctrico del hipocampo desarrolla el estadio
cinco (crisis ténico-clonicas generalizadas) sin la presencia de los estadios uno y
dos de las crisis inducidas por PTZ (espasmos). Estos estadios durante el
kindling eléctrico son remplazados por la expresién de “wet-dog shakes” que se
traduce como sacudidas de perro (Mclintyre et al., 2002; Luttjohann et al., 2009).
Por otro lado, se conoce que el kindling de la corteza corteza perirrinal expresa
rapidamente los estadios 3-5 de la escala de Racine, mientras que los estadios
uno y dos (movimientos faciales y cabeceado respectivamente) se presentan
posteriormente (Mclntyre et al., 2002), Asi mismo, nuestros resultados son
similares a los obtenidos otros autores quienes estudiaron la correlacion entre el
trazo del EEG y el comportamiento observado durante el desarrollo de las crisis
inducidas con PTZ (Ono et al., 1990; Bachiega et al., 2008; Luttjohann et al.,
2009).

Durante el estadio 3 el animal presenta sacudidas mioclonicas en las
extremidades anteriores y postura de canguro y su EEG muestra espigas
continuas y ondas complejas de gran amplitud que fluctian entre los 10-12 Hz.
La postura de canguro es definida como una postura en la que el animal se pone
de pie con el apoyo de las extremidades posteriores y la cola. Esta postura esta
acompanada, usualmente, de convulsiones clénicas de las extremidades
anteriores y la boca y, en algunas ocasiones, conlleva a la pérdida del equilibrio
y caida del animal para posteriormente desarrollar una crisis ténico-clonica (Ono
et al., 1990). El tiempo que transcurre entre el estadio tres y los estadios cuatro y
cinco para el establecimiento de las crisis es variable e impredecible. En cuanto
a la posicidn de canguro es un estadio que solo se ha reportado durante las
crisis inducidas con PTZ y no durante crisis inducidas por kindling eléctrico
(Luttjohann et al., 2009; Ono et al., 1990).

Por su parte el estadio 4-5 se caracteriza porque el animal ha progresado a
convulsiones clénicas en todas las extremidades y el EEG refleja anormalidades
en el trazo con ondas complejas y espigas continuas que fluctuan entre los 20-

30 Hz. Durante este estadio, que es la mayor expresion de las crisis convulsivas
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inducidas con PTZ en animales maduros, esta comprometido en tronco
encefalico (VeliSkova, 2006). Este estadio convulsivo se presenta igualmente en
otros modelos entre los cuales esta el kindling eléctrico. Por otro lado, igual que
en los estadio uno y dos, nuestros resultados tanto electroencefalograficos como
comportamentales en el estadio cuatro y cinco, estan en acuerdo a las
observaciones realizadas por otros autores durante las crisis inducidas con PTZ
(Schickerova et al., 1984; Ono. et al., 1990; Luttjohann et al., 2009).

Al finalizar el estadio 4-5 de convulsiones tonico-clénicas, pudimos observar que
el animal presenta un estado denominado depresion post-ictal en el que el sujeto
no presenta ningun movimiento espontaneo y el EEG muestra un trazado de
muy baja amplitud, algo otros autores habian descrito con anterioridad
(Schickerova et al., 1984; Luttjohann, et al. 2009).

Por ultimo, durante el SE generado por el PTZ en animales jovenes, el EEG
presenta continua espigas y ondas complejas que fluctuan entre los 20-30 Hz y
con una duracién mayor 5 minutos, lo que define el SE (Hellier et al., 1998; Glien
et al., 2001; Martin et al., 2005), y en donde sucede la muerte del animal (Martin
et al.,, 2005) si no se emplean farmacos adecuados (Mazarati et al., 1988;
Treiman, 1989). En nuestro caso esta situacion no fue diferente y los animales

que alcanzaron el SE murieron durante las crisis.

La estimulacion eléctrica del Nucleo Medial del Rafe modula crisis

generadas con PTZ

En la actualidad se sabe que el 25 % de los pacientes epilépticos no responden
a los farmacos anticonvulsivante (Durand, 2009) y que la estimulacion eléctrica
podria ser una nueva y prometedora alternativa para el tratamiento de las
epilepsias intratables (Boon et al., 2009). La estimulacion eléctrica cerebral ha
sido empleada anteriormente como alternativa terapéutica en la epilepsia, asi
como en distintas situaciones patologicas entre las que se encuentra la
enfermedad de Parkinson, el dolor y desodrdenes obsesivos-compulsivos
(Ngyuen et al., 2000; Nuttin et al., 1999; Pollak et al., 2002). En la epilepsia se

han realizado experimentos empleando dos tipos de estimulos. Por un lado,

121



Mecanismo de control de las crisis temporales en un modelo de kindling quimico

estimulos eléctricos de baja frecuencia (LFS del inglés Low frequency electrical
stimulation) in vivo e in vitro en donde se reduce tanto la excitabilidad neuronal
como la actividad convulsiva y, por otro lado, estimulos de alta frecuencia
conocidas como estimulacion cerebral profunda (DBS, del ingles, Deep Brain

Stimulation) a fin de modular crisis convulsivas (Durand, 2009).

En el caso de la DBS se han estimulado estructuras que se consideran juegan
un rol importante en el disparo de la red epileptogénica, como es el caso del
nucleo anterior del talamo, el talamo, el nucleo caudado, el cerebelo, el
hipocampo y la amigdala basolateral (Cooper y Upton., 1978; ladarola y Gale,
1982; Fisher et al., 1992; Chkhenkeli y Chkhenkeli 1997; Velasco et al., 2000;
Chabardes et al., 2002; Hodaie et al., 2002; Goodman., 2005; Lee et al., 2006;
Lim et al., 2007; Osorio et al., 2007; Fisher et al., 2010), asi como la estimulacién
de nervios periféricos como es el caso del nervio vago (Ben-menachenm et al.,
1994; Ramsay et al., 1994; DeGiorgio et al., 2000; De-Herdt et al., 2007).
Actualmente, la estimulacion del nervio vago es, sin duda, la mas utilizada. Un
ejemplo de ello son los cerca de 10.000 pacientes al afio con implantes para el
tratamiento de la epilepsia (Durand, 2009). Los estudios indican una efectividad
en el control de las crisis que se encuentra entre el 24 y el 50 % en la reduccion
de las mismas (Holder et al., 1992; Uthman et al., 1993; Ben-Menachem et al.,
1994; Ramsay et al., 1994; Handforth et al., 1998; The Vagus Nerve Stimulation
Study Group, 1995; Lee et al., 2006; Lim et al., 2007; Osorio et al., 2007). Sin
embargo, pese a todo lo anterior, el mecanismo exacto de como actua la
estimulacion sobre la modulacion de las crisis convulsivas, asi como los
parametros de estimulacion y estructuras diana para estimular contindan aun sin
ser establecidos. Se ha postulado que campos eléctricos y estimulacion eléctrica
aplicada directamente sobre el cerebro pueden generar hiperpolarizacion en la
membrana incrementando el umbral de la descarga neuronal, sin embargo esto
aun no se ha esclarecido totalmente (Durand, 2009). Esta opcién terapéutica no
esta excenta de efectos secundarios producto de la estimulacién eléctrica. En el
caso del nervio vago se encuentran, ronquera, tos, dolor cervical, disfonia y
alteracion del tono de voz que suelen mantenerse en los periodos de

estimulacién (Garcia-March et al., 2008). En el caso de la estimulacién de los
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nucleos subtalamicos se observa reducciobn de la memoria o trastornos

psiquiatricos en el 18.8 % de los pacientes implantados (Hariz et al., 2008).

La evidencia experimental en modelos animales de epilepsia han sehalado que
la serotonina y especificamente los receptores subtipo 5-HT 4, (Gariboldi et al.,
1996; Lopez-Meraz et al., 2005), 5HT7 (Peri¢i¢ y Svob Strac, 2007) y 5HTzc
(Tecott et al., 1995; Upton et al.,, 1998) juegan un papel importante en la
modulacién de las crisis convulsivas (Gariboldi et al., 1996; Bagdy et al., 2007).
Igualmente, con anterioridad se conocia que la estimulacién del NMR generaba
un incremento en la liberacién del 5-HT en varias partes del cerebro (Eccleston
et al.,, 1970; Sheard y Zolovick, 1971; Shields y Eccleston, 1972). Teniendo en
cuenta que experimentalmente se ha demostrado que la estimulacién eléctrica y
que diferentes receptores de serotonina modulan las crisis convulsivas en
diferentes modelos experimentales, se hipotetizé que la estimulacion eléctrica en
el Nucleo Medial del Rafe (NMR), un importante centro de liberacién de
serotonina con proyecciones al prosencéfalo, incluido la formacion hipocampal
(Conrad et al., 1974; Mokler et al., 1998), podria controlar las crisis convulsivas

hipocampales inducidas por PTZ.

Estudios previos de estimulacién eléctrica del NMR habian explorado el control
de las crisis convulsivas empleado diferentes modelos experimentales de
epilepsia asi como diferentes protocolos de estimulacion, con variados
resultados (Kovacs y Zoll, 1974; Perryman et al., 1980; Nishi et al. 1980). En el
estudio realizado por Kovacs y Zoll en ratas, antes de la inyeccion i.p. de PTZ se
estimulaba eléctricamente el NMR una hora con pulsos de 1 ms de duracién, 8-
10 Hz, a una intensidad de 0.2-0.24 mA. El estimulo se mantenia durante cuatro
minutos tras la inyeccion del proconvulsivante (tabla 8). Este protocolo fue
efectivo en reducir la severidad de las crisis inducidas por PTZ (Kovacs & Zoll,
1974). Por su parte, en un estudio encabezado por Nishi, se demostré6 que
estimulacion del NMR (pulsos de 0.2 msec, 10 Hz, con una intensidad de 2.0 a
4.0 V) en conejos era capaz de inhibir las crisis inducidas por la inyeccién de
carbacol en el hipocampo dorsal. En este caso, la estimulacién se aplicé durante
una hora antes de la inyecccion intrahipocampica y se mantuvo durante cinco

minutos tras la aplicacién de la misma (tabla 8; Nishi et al., 1980). Sin embargo,
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en ambos estudios el protocolo de estimulacion fue efectivo solo para bloquear
la generacion de las crisis experimentales pero no cuando las crisis ya estaban
establecidas, un hecho observado en otros estudios experimentales (Woodbury
and Woodbury, 1990). Por ultimo, Perryman y colaboradores observaron que
estimulacion eléctrica del NMR durante 24 horas a 0.1 ms, 10 Hz, 1 mA, durante
diez minutos alternados con periodos de diez minutos sin estimulacion, en dos
monos con crisis psicomotoras cronicas inducidas por hidréxido de aluminio
(tabla 8), reducia el promedio de crisis diarias en uno de los dos animales pero
con una significativa muerte neuronal en ambos (Perryman et al., 1980).
Actualmente, existe suficiente evidencia experimental que demuestra que la
estimulacién continua (por ejemplo, una hora) genera dafio neuronal, mientras
que la estimulacion intermitente no produce estos efectos (Agnew et al., 1989;
Agnew and McCreery, 1990; Ramsay et al., 1994). Se conoce, igualmente, que
la estimulacion sostenida del NMR durante 20 minutos a 20 Hz en ratas
concientes reduce en un gran porcentaje la liberacion de serotonina (Mokler et
al., 1998), lo que nos indica que, en una estimulacién prolongada, la integridad
funcional del sistema serotonérgico (sintesis, liberacion y recaptacién de
serotonina) puede estar comprometida. Estos hallazgos experimentales ponen
en evidencia la importancia que tienen los parametros de estimulacion, asi como
las estructuras dianas, en el control de las crisis epilépticas en los distintos

modelos experimentales.

Estudio Estimulacion Proconvulsivante Duracidn estimulo
Kovacs y Zoll, 1974 1msec, 8-10Hz y 0.2-0.24 mA PTZ (i.p) 64 minutos

Nishi et al., 1980 0.2msec, 10Hzy 24V Carbacol (intrahipocampal) 65 minutos

Perryman et al., 1980 O T, 40 He, A Hidraxido de aluminio (intrahipocampal) 24 horas

durante 10 minutos alternado
con peridos de 10 minutos
estimulacion

Tabla 8. Protocolos de estimulacién del NMR empleados en investigaciones anteriores.

En nuestros experimentos se demostré que la estimulacion del NMR (1 tren de
20Hz, 150 pA durante 1s alternando con periodos de 1s sin estimulo) cada vez

que sucedian los espasmos (estadio 2) reducian la incidencia de crisis tonico-
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clénicas hasta en un 66,7 % en un modelo de epilepsia temporal inducida con
PTZ (Javela et al., 2009). Lo que indica que este protocolo de estimulacion del
NMR es mas efectivo en el control de las crisis que los estudios cronicos con
DBS, los que han logrado una reduccion del 50 % de las crisis convulsivas
(Uthman et al., 1993). Ademas, este protocolo de estimulacién disminuye la
posibilidad de dafo neuronal y fallo del sistema serotonérgico. Asi mismo,
nuestros resultados experimentales indican que la estimulacion del NMR genera
un significativo aumento de la dosis y el tiempo requerido por el proconvulsivante
para el establecimiento de las crisis, asi como una reduccion en el numero y la
duracidn de las mismas. De esta manera, se demuestra con este estudio que la
estimulacién del NMR es efectiva para reducir la incidencia de las crisis tonico-
clénicas inducidas con PTZ y que las vias rafe-hipocampo son importantes en el

control de las crisis temporales.

Como se ha sefalado anteriormente, la estimulacion cerebral puede
considerarse como una nueva y prometedora alternativa para el tratamiento de
las epilepsias intratables. Sin embargo, el mecanismo exacto de como actua la
estimulacién sobre la modulaciéon de las crisis convulsivas, asi como los
parametros de estimulacion y estructuras diana, contindan aun sin ser
establecidos. Por lo tanto, la estimulacion del NMR podria convertirse en una
nueva terapia no farmacolégica para el tratamiento de las epilepsias. Un
equipamiento en tiempo real para la deteccion automatica de la actividad
convulsiva ha sido descrito previamente (Fanselow et al., 2000); en el futuro un
equipo similar podria ser implementado en humanos. Ademas, estudios en otros
animales y con otros modelos de crisis convulsivas seran necesarios para
determinar si es apropiado extrapolar los hallazgos presentados en esta tesis en

pacientes humanos y determinar cuales son los mejores métodos para hacerlo.
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La estimulacion eléctrica del Nucleo Medial del Rafe modula el SE inducido
con PTZ

Anteriores estudios habian demostrado que el proconvulsivante PTZ es
dependiente de las dosis asi como de la edad de los sujetos de
experimentacion, por lo cual animales inmaduros pueden alcanzar un SE
después de una elevada dosis acumulada de PTZ (Pereira de Vasconcelos,
1995; Nehlig y Pereira de Vasconcelos, 1996; Pineau et al, 1999; Erdogan et al.,
2004). Dado que la estimulacion del NMR es capaz de regular las crisis
temporales en un modelo de kindling quimico con PTZ, se investigd si el mismo
protocolo de estimulacién era capaz de modular un SE inducido con PTZ en
animales inmaduros. Nuestros resultados nos indican que la estimulacién del
NMR impidi6 el establecimiento del SE inducido PTZ en el 100% de los animales
tratados. Asi mismo, la estimulacion del NMR tuvo el mismo efecto
anticonvulsivo observado en el modelo de kindling con PTZ; es decir, un
significativo aumento de la dosis y el tiempo requerido por el proconvulsivante
para el establecimiento de las crisis, asi como la reduccién en el numero y la
duracion de las mismas. Por consiguiente, se puede concluir que el protocolo de
estimulacion eléctrica empleada para el NMR es efectivo tanto en el caso del

kindling quimico, como en un modelo de SE.

Participacion de los receptores de serotonina tipo 5-HT en la modulacién

de las crisis convulsivas inducidas con PTZ

Tras determinar que la estimulacién del NMR era efectiva en controlar las crisis
inducidas por un kindling quimico asi como el SE inducido por PTZ, se estudio si
esta regulacién era consecuencia de la liberacion de serotonina tras la
estimulacion. Como se indicé anteriormente, en afos recientes se ha
incrementado la evidencia de que la neurotransmision serotonérgica interviene
en una amplia variedad de crisis inducidas experimentalmente, asi mismo,
receptores de 5-HT son expresados en casi todas las redes que involucran las
epilepsias. Hasta la fecha, se ha podido determinar que los receptores
serotonérgicos subtipo 5-HT1a, (Gariboldi et al., 1996; Lopez-Meraz et al., 2005),
5HT (Perigi¢ & Svob Strac, 2007) y 5HT2c (Tecott et al., 1995; Upton et al., 1998)
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juegan un papel importante en la modulacién de las crisis convulsivas en
modelos animales experimentales (Gariboldi et al., 1996; Bagdy et al., 2007). En
el presente trabajo se ha demostrado que los receptores serotonérgicos 5-HTa,
5HT2c y 5HT7 participan en el control de las crisis temporales inducidas por PTZ
ya que la estimulacion del NMR en presencia de antagonistas especificos
contrarresté el efecto antiepiléptico de Ila estimulacion. Ademas, la
administracion de los antagonistas del los receptores tipo 5HT4a y S5HT7, en
ausencia de estimulacién del NMR, reduce significativamente el numero de crisis
(inyectados sistémicamente) y la duracion de las mismas (aplicados mediante
micropefusién). El efecto de los antagonistas puede explicarse porque bloquean
la accion de la serotonina enddgena liberada como consecuencia de las

convulsiones inducidas por PTZ.

Por otro lado, la evidencia neuroanatomica ha demostrado una densa
innervacion de fibras de 5-HT en el hipocampo, principalmente originadas en el
NMR. Estas fibras proyectan en su mayoria al stratum radiatum del hipocampo y
débilmente al striatum oriens y al giro dentado (Azmitia y Segal, 1978;
Oleskevich y Descarries, 1990). Asi mismo, los receptores de 5-HTs estan
presentes tanto en neuronas corticales como en neuronas granulares y
piramidales del hipocampo (Francis et al., 1992). Estos receptores se
encuentran principalmente localizados en las proyecciones dendriticas de las
neuronas piramidales y granulares (Pompeiano et al., 1992). Por su parte, el
receptor del 5-HT2C, esta ampliamente distribuido y presente en las areas del
sistema limbico (nucleo accumbens, hipocampo, amigdala) (Palacios et al.,
1991; Radja., 1991), Por otro lado, la expresién de los receptores de 5-HT; es
relativamente alta en talamo, hipotalamo e hipocampo, con niveles generalmente
mas bajos en areas tales como la corteza cerebral y la amigdala (To et al., 1995;
Gustafson et al., 1996; Stowe y Barnes, 1998). La ubicacion neuroanatémica del
receptores de 5-HTa, 5-HT,c y 5-HT7 se correlaciona con nuestros estudios de
PET, en donde estructuras mayoritariamente ricas en estos receptores como el
talamo, hipocampo y estriado, estan involucradas en las crisis inducidas con el
PTZ. Ademas, estas mismas estructuras estan involucradas en los mecanismos

neuronales del inicio y propagacion de la crisis epilépticas (ladarola y Gale.,
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1982; Fisher et al., 1992; Chkhenkeli y Chkhenkeli 1997; Velasco et al., 2000;
Chabardes et al., 2002; Hodaie et al., 2002; Goodman., 2005).

Existe evidencia electrofisiolégica de que la serotonina puede hiperpolarizar
neuronas piramidales en CA1y CA3 y células granulares (Ropert, 1988; Baskys
et al., 1989; Beck y Choi, 1991; Beck et al., 1992; Ghadimi y Jarolimek, 1994),
mediante el incremento de la conductancia de K* calcio dependiente (Beck y
Choi, 1991; Beck et al., 1992). Ademas, estudios experimentales indican que los
antagonistas de los receptores 5-HT1a, ¥ 5-HT7 inhiben la posthiperpolarizacion
lenta en neuronas piramidales CA1 y CA3 hipocampales (Beck et al., 1992; Beck
y Bacon 1998a,b McCormick y Wang, 1991), jugando un importante rol en la
regulacion de la excitabilidad. Se ha reconocido que una regulacion anormal de
la posthiperpolarizacién puede contribuir a la epileptogenésis (Matsumoto y
Ajmone-Marsan, 1964; Alger y Nicoll, 1980; Traub et al., 1993; Martin et al.,
2001), dado que la posthiperpolarizacién es un factor critico que limita la
duracion y propagacion de las crisis. Por otro lado, existe un paralelismo entre el
receptor tipo 5-HTx y 5-HT; (Le Corre, 1997), dado que ambos tienen
similitudes farmacolégicas incluida una alta afinidad por los agonistas de
serotonina, 5-carboxamidotryptamine (5-CT) y 8-OH-DPAT (Lovenberg et
al. 1993; PeriCi¢c et al., 2005; Lopez-Meraz et al., 2007 PeriCi¢ y Strac, 2007).
Por lo tanto, parece probable que la accién anticonvulsiva de la estimulacion del
NMR pueda ser mediada por la inhibiciéon directa de la excitabilidad neuronal
debido al efecto de liberacion de serotonina en la conductancia iénica de la
membrana, al menos en lo que se refiere a los receptores de serotonina tipo 5-
HT4a y 5-HT7.

Actividad metabdlica del cerebro durante las crisis inducidas por kindling
con PTZ

Nuestro siguiente objetivo fue determinar los cambios metabdlicos que ocurren
durante las crisis epilépticas mediante el empleo del Micro-PET. Esta
caracterizacion es novedosa dado que, hasta la fecha, no se habia empleado el
modelo de kindling quimico con PTZ para determinar las estructuras de mayor

captacion de glucosa durante las crisis epilépticas. Los estudios estaticos con el
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Micro-PET indican un hipometabolismo en todas las estructuras cerebrales
estudiadas (Bascunana et al.,, 2009). Estos resultados coinciden con los
obtenidos en trabajos anteriores realizados con otros modelos animales de
epilepsia y PET (Goffin et al., 2009; Guo et al., 2009) en los que se observa un
hipometabolismo en ciertas estructuras cerebrales tanto en fases tempranas
como en fases cronicas. En nuestro estudio las estructuras mas afectadas por el
hipometabolismo fueron hipocampo, talamo y estriado. Estos resultados, junto
con los obtenidos por otros grupos con otros modelos, indican que estas
estructuras estan involucradas en los mecanismos neuronales del inicio vy
propagacion de la crisis epilépticas (ladarola y Gale., 1982; Fisher et al., 1992;
Chkhenkeli y Chkhenkeli 1997; Velasco et al., 2000; Chabardes et al., 2002;
Hodaie et al., 2002; Goodman., 2005), Sin embargo, en los estudios dinamicos
se obtuvieron resultados diferentes a los estudios estaticos, observandose un
aumento de la velocidad de captacién de FDG y un hipermetabolismo, con una
captacion similar en talamo, hipocampo y estriado, en los animales tratados con
PTZ con respecto a los controles. Estos datos coinciden con los publicados para
el modelo de PTZ en fMRI por diferentes autores (Brevard et al., 2006; Keogh et
al., 2005). Es importante destacar que la primera estructura afectada por este
farmaco es el talamo, para después modificar la actividad de otras estructuras
como hipocampo y areas corticales. Esa observacion se correlaciona con los
estudios que demuestran que las neuronas talamicas, asi como de la corteza
retrospleinal y el giro dentado, pueden contribuir a controlar el inicio de la crisis
ténico-clonicas generalizadas (Brevard et al., 2006). La explicacion de las
diferencias observadas entre los estudios estaticos y dinamicos radica en que
los protocolos de adquisicion son diferentes. En los estudios dinamicos se
adquieren los datos durante la fase critica o ictal, mientras que en los estudios
estaticos se adquieren 30 minutos después iniciada crisis convulsiva. Teniendo
en cuenta la resolucion del PET, el protocolo de adquisicién dinamico permite
detectar los cambios que ocurren en la fase ictal o critica mientras que el
protocolo de adquisicidn estatico informa de la fase de recuperacion luego de la

depresion postictal.
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Redistribucion de los receptores de serotonina por estimulacion del NMR

Como ultimo objetivo del presente trabajo de tesis doctoral, se buscé determinar,
mediante autorradiografia, la redistribucién y densidad de receptores de
serotonina como consecuencia de la estimulacion del NMR. Para este objetivo
se empled un radiotrazador especifico de 5-HTia, el "®FMPPF (Aznavour y
Zimmer 2007). Cabria esperar que la estimulacién del NMR redujera la densidad
del ligando fijado al receptor de 5-HT1a, ya que la liberacién de serotonina al
estimular el NMR no permitiria la fijacion de nuevos ligandos al estar el receptor
ocupado. Asi mismo, se esperaria que esta reduccion tuviera su maxima
expresion en regiones donde el receptor 5-HT4po se expresa en una alta
densidad, como CA1 del hipocampo, septum, amigdala, corteza entorrinal y
nucleos medial y dorsal del rafe. Sin embargo, nuestros resultados con
autorradiografia con ['®F]-MPPF no evidenciaron ninguna diferencia significativa
entre los grupos experimentales. En un estudio llevado a cabo en pacientes
epilépticos empleando el trazador ['®F] MPPF, se observé una disminucién de la
fijacion del ligando en la zona ictal epileptégena (Merlet et al., 2004). Esto puede
deberse a la accion de la glicoproteina P, ya que es conocida por regular
fuertemente la penetracion de [18F] MPPF en el cerebro (Passchier et al., 2000;
Elsinga et al., 2004, 2005) y se ha reportado su incremento en el foco epiléptico
(Kwan y Brodie, 2005). Por otro lado, en experimentos en ratas anestesiadas, la
union de ["®F]-MPPF se determind mediante didlisis mientras se estimulaba el
NMR a 20 HZ durante 30 minutos, encontrandose un significativo incremento de
niveles extracelulares de 5-HT en el hipocampo asociado con una significativa
reduccion (27-76 %) de la unién especifica del ['®F]-MPPF en esta region (Rbah
et al., 2003). En nuestros resultados no se encontraron cambios al estimular el
NMR. Una posible causa es que nuestro protocolo de epilepsia con PTZ es
agudo lo que no provocaria un cambio en la poblacién de receptores, al no ser
una crisis convulsiva crénica. Asi mismo, otra posible causa se deba a que en
nuestro caso se extrajo el cerebro aproximadamente 30 minutos después de la
ultima estimulacion, por lo que la serotonina liberada por las aferencias del rafe
pudo haber sido recaptada por las neuronas, impidiendo la fijacion del 18F-

MPPF a sus receptores.
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Por otro lado, en nuestro experimento empleando ratas ex vivo no estimuladas,
la autorradiografia con "®F-FDG evidencié un aumento de la actividad metabdlica
en la zona en donde se habia inyectado el PTZ (CA1 del hipocampo del
hemisferio izquierdo, una zona rica en receptores de 5-HT14). Posteriormente,
los mismos cortes autoradiograficos con ["®F] MPPF mostraron una disminucién
en la densidad de receptores acoplados al ligando de 5-HT1a en las mismas
estructuras donde el '®F-FDG habia mostrado hipermetabolismo. En este Gltimo
experimento, el protocolo de generacion de crisis convulsivas con PTZ fue
inducido mediante microinyeccién directa en hipocampo en el hemisferio
izquierdo. De esta manera el PTZ fue suministrado de manera aguda (realizado
en un solo momento empleando una unica dosis) y locamente en hipocampo
generando un aumento en la captacion de "®F_FDG. Este hipermetabolismo se
habia visto en nuestros experimentos dindmicos con ®F-FDG con Micro-PET y
estd asociado al estado ictal en la crisis, algo que queda en evidencia en
nuestros experimentos con autorradiografia. Ademas, este estudio nos confirma
la participacion de la serotonina y especificamente del receptor 5-HT1a en las
crisis inducidas con PTZ, al observar una disminuciéon de receptores 5-HTqa
marcados con el ligando de ['®F] MPPF en las mismas estructuras donde se

evidencia un hipermetabolismo con el 18F-FDG.

Como se hipotetizd anteriormente, las crisis inducidas por PTZ liberan
serotonina y esta liberacion provoca una reduccion en la densidad de ['®F] MPPF
fijado al receptor de 5-HT1a. Como se habia demostrado en un estudio anterior
ex vivo, el ['®F] MPPF tienen una alta afinidad por el hipocampo (Plenevaux et
al., 2000), lo cual queda reflejado en nuestro estudio, ya que en el hemisferio
contralateral al PTZ se observa una alta densidad de receptores acoplados al
ligando de ['®F] MPPF. Analizados en su conjunto, nuestros resultados
confirman que el receptor de 5-HTa esta implicado en la modulacion de las

crisis convulsivas inducidas por PTZ.
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VL. CONCLUSIONES
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La estimulacion eléctrica del NMR sincronizada con el inicio de las crisis es
efectiva en el control de la actividad epileptiforme en un modelo de kindling con
PTZ.

Un protocolo de estimulacién sincronizado con el inicio de la crisis y aplicado en
forma intermitente hasta la desaparicion de ésta, es mas efectivo para el control
de las convulsiones que aquellos protocolos en los que se estimula

prolongadamente y en forma continuada.

La estimulacion eléctrica del NMR sincronizada con el inicio de las crisis es

capaz de abolir el SE inducido por PTZ en animales jovenes.

Los estudios indican que la estimulacion de las vias serotonérgicas pueden ser
una alternativa terapéutica valida para el control de las crisis epilépticas en

aquellos pacientes refractarios al tratamiento farmacologico.

Los antagonistas serotonergicos de los subtipos 5-HTqa 5-HT2c y 5-HT7 son
proconvulsivantes en el modelo de kindling quimico por PTZ y estan

involucrados en el control de las crisis epilépticas por estimulacion del NMR.

Las crisis convulsivas inducida por el PTZ provoca un aumento del metabolismo

cerebral, principalmente en talamo, hipocampo y estriado.

El descenso de la actividad neuronal durante la depresion post-ictal se
correlaciona con un hipometabolismo generalizado en todas las estructuras
cerebrales estudiadas. Este descenso de la captacion de 18F-FDG es mas
notable en las estructuras en las que el aumento de actividad en la fase ictal es

mayor: talamo, hipocampo y estriado.
Existe un aumento de la actividad metabdlica con 18F-FDG y una reduccién en

la densidad de [18F] MPPF fijado al receptor de 5-HT4a lo que confirma su

implicaciéon en la modulacién de las crisis convulsivas inducidas por PTZ.
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La via rafe-hipocampal es fundamental en la fisiopatologia de la epilepsia del

|I6bulo temporal.
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