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RESUMEN

La epilepsia del lébulo temporal (ELT) se desarrolla de manera progresiva
durante la epileptogénesis, después de la cual se producen crisis epilépticas
espontaneas. Para su estudio, se necesitan modelos animales bien caracterizados de
este proceso, que permitan aclarar los mecanismos moleculares subyacentes, entre los
cuales se encuentra el rol del 6xido nitrico (NO), al cual la literatura ha dado roles

controversiales.

En esta tesis, se utiliz6 como modelo experimental el kindling farmacoldgico con
pentiléntetrazol (PTZ), que consiste en la administracién de 10 dosis subconvulsivantes
de PTZ, dia por medio. Este modelo fue caracterizado conductual vy
electroencefalograficamente. Posteriormente, se realizaron experimentos con

moduladores de los niveles corticales de NO.

Se analizaron conductualmente 3 dosis de PTZ (20, 30 y 40 mg/Kg) durante los
dias de inyeccion. El grado de crisis maximo alcanzado mostr6 que la intensidad de las
crisis aumenta conforme aumenta la dosis de PTZ administrada. Ademas, se observo
que a dosis bajas (20 mg/Kg) el aumento de la intensidad de las crisis evoluciona
lentamente y no llega a grados 5 y 6 durante los 20 dias que dura el kindling, lo que la
hizo elegible para la caracterizacion electroencefalografica de este modelo.

Se analizaron registros de electroencefalograma (EEG), tanto durante los dias en
gue se inyectd PTZ (20 mg/kg) como en los dias de no inyeccién (intermedios a éstas)
y, a continuacion, 25 dias después de la ultima dosis de PTZ, cuantificando el nimero,
la duracion y el perfil espectral de las descargas epilépticas. Los niveles de éxido
nitrico fueron modulados localmente en la corteza cerebral. EI nimero de descargas
epileptiformes aumenté durante el kindling, asi como 25 dias después de su

finalizacion, lo que revela la induccion de un proceso epileptogénico auto-sostenible.
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Las descargas epilépticas se caracterizaron por un aumento en las frecuencias
de la banda theta (4-8 Hz), las que se asocian con crisis de tipo ausencia. Sin embargo,
durante kindling, cuando la intensidad de las crisis epilépticas aumenta, la potencia
espectral de la banda theta disminuyd progresivamente; mientras que, el poder de
frecuencias mas altas (banda beta bajo) aumentd. EI NO en la corteza cerebral inhibié

el nimero y la amplitud de las descargas epilépticas.

La caracterizacion electroencefalografica de del kindling con PTZ proporciona un
valioso modelo para detectar con precision las consecuencias de las intervenciones
terapéuticas en epileptogénesis, especialmente las dirigidas a detener este proceso. La
produccién local de 6xido nitrico en la corteza cerebral podria ser Util para contrarrestar

los efectos deletéreos y la propagacion de las descargas epilépticas.

Xiv



SUMMARY

Temporal lobe epilepsy (TLE) is developed in a progressive manner during
epileptogenesis, after which spontaneous seizures occur. To study epileptogenesis,
well-characterized animal models of this process are necessary to clarity underlying
molecular mechanisms, among which nitric oxide (NO) has a controversial role

throughout the literature.

In this thesis, a pharmacological kindling model was used by means of
administration of 10 subconvulsive doses of pentylenetetrazole (PTZ), every other day.
The characterization of this epileptogenesis model was monitored by behavioral and
electroencephalographic recordings. Subsequently, NO levels in the cerebral cortex

were modulated.

PTZ kindling was performed with three doses (20, 30 and 40 mg/Kg) to analyze
behaviors during injection days. The maximum degree of seizure recorded each day
shows that seizures intensity rises along the days of the protocol. In addition, at low
PTZ doses (20 mg/kg), the seizure intensity increased slowly through the protocol,
without reaching grades 5 or 6 during the 20 days of the kindling processmaking it a

suitable dose for the electroencephalographic characterization of this model.

Electroencephalogram recordings (EEG) were analyzed, both during injection and
inter-injection days. In addition, EEG recordings were performed 25 days after the last
PTZ dose. The number, duration and spectral profile of epileptic discharges. Nitric oxide
levels were modulated locally in the cerebral cortex. The number of epileptiform
discharges increased during the kindling protocol, and 25 days after its completion,

revealing the induction of a self-sustaining epileptogenic process.
Epileptic discharges were characterized by an increase in theta band frequency

(4-8 Hz) associated with absence-like seizure. However, during the kindling protocol,

when the intensity of seizures increases, the spectral power of the theta band
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decreases progressively, while the power of higher frequencies (low beta band) is
increased. NO in cerebral cortex inhibited the number and amplitude of epileptic
discharges.

The electroencephalographic characterization of this PTZ kindling protocol
provides a valuable model to detect precisely consequences of therapeutic
interventions on epileptogenesis, especially those targeted towards stopping this
process. Local production of nitric oxide in the cerebral cortex could be useful to

counteract the deleterious effects and the propagation of epileptic discharges.

XVi



l.- INTRODUCCION

1.1.- EPILEPSIA

La epilepsia es una de las enfermedades neurolégicas mas frecuentes, con una
prevalencia a nivel mundial cercana al 1%, teniendo en América la mayor prevalencia
[1]. Ademas, una de cada diez personas tendra al menos una crisis epiléptica en su

vida, aungque no todas desarrollaran epilepsia [2].

La epilepsia no es una enfermedad singular, sino que un sindrome de mdltiples
causas y sintomas clinicos, cuya caracteristica comun es la hiperexcitabilidad neuronal.
Esta se traduce en descargas epilépticas, es decir, alteraciones en la amplitud y la
frecuencia del electroencefalograma (EEG) [2-4]. Frecuentemente, las descargas
epilépticas generan crisis epilépticas, que se definen como una ocurrencia transitoria
de signos y/o sintomas originados por una actividad cerebral anormal recurrente o
sincronica [4]. Estas crisis pueden ser focales o generalizadas. Las crisis focales se
originan en una estructura neuronal limitindose a un hemisferio cerebral. Las crisis
generalizadas se propagan rapidamente, comprometiendo ambos hemisferios
cerebrales. A su vez, las crisis focales se subdividen en crisis parciales simples o
parciales complejas. Aquellas parciales simples no involucran pérdida de conciencia;
mientras que, las parciales complejas comienzan sin afectar la conciencia pero

secundariamente la comprometen [5].

Los sindromes epilépticos no son facilimente clasificables, dado que existen
multiples factores que influyen en su manifestacion [2, 4-6]. Se han propuesto
clasificaciones de acuerdo a su etiologia, tipo de crisis epiléptica, presencia o ausencia
de anormalidades neurolégicas o al desarrollo y presencia de caracteristicas
electroencefalograficas [6]. Asi, segun su etiologia, las epilepsias se dividen en 4
categorias:

e |diopaticas: se definen como epilepsias de origen predominantemente genético, en

las cuales no hay anormalidades neuroanatémicas o neuropatolégicas evidentes.



e Sintomaticas: se definen como epilepsias de causas adquiridas o genéticas,
asociadas con anormalidades neuroanatomicas o neuropatolégicas indicativas de
la enfermedad o condicion subyacente.

e Provocadas: se definen como epilepsias en que un factor sistémico o ambiental
especifico es la causa predominante de las descargas epilépticas y no hay cambios
neuroanatémicos o neuropatolégicos que la causen.

o Criptogénicas: se definen como epilepsias de presunta naturaleza sintomatica, en

la cual la causa no ha sido identificada [5, 7, 8].

1.2.- EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL

El 60% de las epilepsias sintomaticas adquiridas corresponden a la Epilepsia del
Lébulo Temporal (ELT) [9], la cual se asocia con crisis epilépticas parciales complejas
de origen temporal [10]. Estas se caracterizan por hiperexcitabilidad en estructuras
limbicas mesiales, generalmente esclerosis hipocampal y otras lesiones estructurales
discretas [9]. La causa de la ELT es una injuria cerebral [11], que puede ser de
naturaleza variada. Entre ellas se cuentan crisis epilépticas en la nifiez, tumores o
meningitis. En adultos mayores, las principales causas de ELT son infarto,
enfermedades degenerativas, tumores, traumas e infecciébn [12]. Estas injurias o
insultos cerebrales inducen cambios permanentes en el cerebro que conducen a la

manifestacion de la epilepsia a través de un proceso llamado epileptogénesis [9].

La primera manifestacion clinica de la ELT es una crisis epiléptica que puede ser
generalizada o parcial [13]. En la ELT, la crisis parcial est4 generalmente precedida por
un aura (primera manifestacion sensorial de la crisis epiléptica), como molestias
epigastricas asociadas a alteraciones emocionales como el llanto, manifestaciones
psiquicas (por ejemplo los déja vu), sintomas autonémicos (por ejemplo bochornos o
taquicardia) o sensaciones gustatorias u olfatorias. La crisis epiléptica comienza con
inmovilidad y automatismos oroalimentarios, por ejemplo chasquido de labios o
masticaciones, con progresiva pérdida de conciencia hasta la pérdida total de ésta, es

decir, hasta su generalizacion [14].



La ELT es la epilepsia farmacologicamente mas refractaria, pero puede ser
tratada en forma quirargica. El tratamiento farmacolégico tiene como finalidad eliminar
las crisis epilépticas con el menor numero posible de efectos adversos [15]. El
tratamiento comienza con farmacos anticonvulsivantes de primera linea en
monoterapia, tales como fenitoina, carbamazepina, valproato de sodio, lamotrigina,
oxcarbazepina, topiramato o levetiracetam. La dosis de cada farmaco es incrementada
hasta que se logra erradicar las crisis epilépticas 0 hasta la ocurrencia de efectos
adversos, como cansancio, discinesia, diploplia, alteracion de la marcha, entre otros.
Cuando la monoterapia no es suficiente, se utilizan combinaciones de farmacos, con lo
que aumenta la efectividad y la probabilidad de efectos adversos. En algunos pacientes,
las crisis epilépticas se hacen refractarias al tratamiento, lo que los hace candidatos
para cirugia, que es una alternativa que permite eliminar las crisis en un gran namero

de pacientes, sobretodo en aquellos con esclerosis hipocampal unilateral [16].

1.3- El HIPOCAMPO EN LA EPILEPTOGENESIS

El hipocampo contiene un circuito trisinaptico excitatorio muy bien caracterizado
(figura 1.1). La entrada al hipocampo esté formada por los axones de la via perforante,
gque hacen sinapsis con las neuronas granulares del giro dentado. A su vez, los axones
de las neuronas granulares (o fibras musgosas) contactan a las células piramidales de
la capa CA3, que a su vez emiten las colaterales de Schaffer hacia la capa CA1 [17].

Este circuito es modulado por interneuronas inhibitorias GABAérgicas.



Fig. 1.1.- Circuito trisinaptico excitatorio del hipocampo. Las flechas rojas indican
la propagacion del impulso nervioso a través del circuito excitatorio del hipocampo por
las siguientes estructuras: via perforante (PP), giro dentado (DG), fibras musgosas
(MF), colaterales de Schaffer (SC/AC) y subiculum, (Sb).

En las sinapsis, el neurotransmisor se libera desde la terminacién presinaptica e
interactla con los receptores postsinapticos, generando cambios en la permeabilidad
ibnica de la membrana postsinaptica, lo que determina cambios del potencial de
membrana [18]. En las sinapsis excitatorias se genera un potencial depolarizante o
potencial excitador postsinaptico (EPSP); mientras que en las inhibidoras, se genera un
potencial hiperpolarizante o potencial inhibidor postsinaptico (IPSP) [19].

En las sinapsis excitatorias glutamatérgicas, los terminales axénicos contactan
espinas dendriticas, pequefias protrusiones de alrededor de 1 um?® que sobresalen
desde las dendritas [20, 21]. En éstas existen dos tipos de receptores para glutamato,
los receptores ionotrdpicos, que son canales iénicos [22], y los receptores
metabotrépicos, que son acoplados a proteina G [23]. Los receptores ionotrépicos se
clasifican farmacoldégicamente en receptores tipo NMDA (sensibles al acido N-metil D-
aspartico), AMPA (sensibles al acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionico) y
kainico (sensibles a &cido kainico). Los receptores NMDA (R-NMDA) son
heterotetrameros formados por dos subunidades GIuN1 (anteriormente denominadas
NR1) y dos subunidades GIuN2 (anteriormente denominadas NR2). Estas subunidades
GIuN2 son codificadas por 4 genes diferentes, dando origen a las subunidades GIUN2A,
B, C 6 D [22]. A diferencia de los demas receptores glutamatérgicos, los R-NMDA
conducen calcio, por lo que juegan un papel central en procesos como plasticidad

sinaptica, memoria, aprendizaje y formacion de redes neuronales durante el desarrollo



[24-26]. Los R-NMDA estan acoplados, directamente o a través de proteinas andamio,
a diversas proteinas efectoras, como la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS), una
enzima dependiente de calcio para su activaciéon. De este modo, la estimulacién
sinptica lleva a activaciéon de la nNOS y sintesis de Oxido nitrico (NO), el cual es
considerado un segundo mensajero en estas sinapsis. A su vez, el ingreso masivo de
calcio durante una descarga epiléptica, lleva a dafio neuronal por un fenémeno
denominado excitotoxicidad. La excitotoxicidad produce muerte neuronal por apoptosis

0 por necrosis [27].

A su vez, en las sinapsis inhibitorias existen dos tipos de receptores para GABA,
el receptor GABA tipo A (R-GABA,) que es un canal iénico que conduce i6n cloruro. El
receptor GABA tipo B (R-GABAg), que es metabotrépico [18, 19, 28]. Los receptores
ionotrépicos son heteropentdmeros compuestos generalmente por subunidades a, By
Yy en una relacion 2:2:1. Otras subunidades menos abundantes son las 9§, €, 1y 0 [29]. A
su vez, cada subunidad tiene varias isoformas; y todas las combinaciones posibles de
ellas originan R-GABA, [29-31]. El R-GABAg es un heterodimero, formado por dos
subunidades. La union de GABA al R-GABAg activa la proteina G trimérica gj,. La
subunidad o de la proteina G, inhibe canales de calcio dependientes de voltaje o activa
canales de potasio dependientes de calcio, induciendo asi una hiperpolarizacién de la
membrana [32]. Este circuito hipocampal esta criticamente implicado en el proceso de

la epileptogénesis que conduce a la expresion de epilepsia del I6bulo temporal.

1.4.- MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA EPILEPTOGENESIS

Durante la epileptogénesis se producen cambios morfofuncionales, tales como
crecimiento de axones recurrentes en el giro dentado del hipocampo [33, 34], cambios
en la morfologia de las espinas dendriticas, aumento de la concentracién de glutamato
extracelular [35, 36] y aumentos en la concentracion de calcio intraneuronal [37], entre
otros. En forma concomitante, ocurre muerte neuronal por sobreestimulacion
glutamatérgica (o excitotoxicidad), pero también gliosis y neurogénesis [38, 39]. Estos
cambios pueden originar un exceso en la neurotransmision glutamatérgica y/o una

deficiencia en la neurotransmisibn GABAérgica, los que pueden ser la causa de



despolarizaciones mantenidas de la membrana neural y la consecuente generaciéon de

descargas epilépticas [40].

Estos cambios en la neurotransmision estan mediados, en parte, por una
neurotrofina llamada BDNF (factor neurotréfico derivado de cerebro) [41] y su receptor
Trk-B [42] ya que BDNF estimula el crecimiento axonal y dendritico, la liberacion de
neurotransmisores, y potencia las sinapsis glutamatérgicas [43-45]. Por otra parte, en
las sinapsis glutamatérgicas se estimula la sintesis de NO. El NO puede ser sintetizado
por todas las isoformas de la éxido nitrico sintasa (NOS), a partir de L-arginina. La
NOS tiene 3 isoformas: neural (NNOS), endotelial (eNOS) e inducible (iNOS). nNOS y
eNOS son constitutivas y su actividad es dependiente de la concentracién de calcio
intracelular. Por otro lado, iINOS es expresada en respuesta a estimulos inmunoldgicos
e inflamatorios y su accién es independiente de la concentracién de calcio [46, 47]. Las
3 isoformas de la NOS estan expresadas en el cerebro, nNOS se expresa en la corteza,
hipocampo, amigdala y sustancia nigra; eNOS, en células endoteliales y en algunas
neuronas, y la iINOS se expresa después de una injuria cerebral en astrocitos,
neuronas y células endoteliales [48]. En el hipocampo, se ha demostrado que nNOS se
expresa principalmente en interneuronas del giro dentado y de CA3 [49] y eNOS, en
las células piramidales de CAl y en las neuronas granulares del giro dentado [50].
NNOS esta directamente implicada en la muerte neuronal por excitotoxicidad en el
hipocampo [51]; mientras que, la eNOS regula el tono vascular y la presion sanguinea
[52].

Los efectos celulares del NO estdn mediados basicamente por dos mecanismos:
NO activa la guanilil ciclasa soluble (con sintesis de GMP ciclico), lo que regula
diversas proteinas rio abajo. Por otra parte, NO puede reaccionar directamente con
residuos aminoacidicos. Uno de los aminoacidos méas frecuentemente modificado por
NO es la cisteina, proceso denominado S-nitrosilacion [53]. Cuando NO se oxida a
peroxinitrito (NO2¢), se modifican residuos amino-acidicos, como tirosina, por nitracion.
El estrés nitrosativo, vale decir, el exceso de la produccion de NO en condiciones de
estrés oxidativo, provoca neurodegeneracion en diversas enfermedades. Por otra parte,

el NO también puede tener efectos neuroprotectores [54]. Por ejemplo, entre los



blancos de la S-nitrosilacion se encuentran las subunidades GIuN1 y GIuUN2A del R-
NMDA, lo que tiene efectos neuroprotectores, ya que se inhibe la actividad del R-
NMDA, y por tanto, disminuye el influjo de calcio [55, 56].

En general, se acepta que la sobre-produccion de NO en las sinapsis
glutamatérgicas hiper-estimuladas son téxicas para la células [54]. Sin embargo,
también se han reportado efectos protectores, como la inhibicion del R-NMDA recién
descrita. Se ha planteado que los efectos opuestos del NO sobre neuroproteccion vs.
toxicidad pueden deberse a cambios cuantitativos en su sintesis: mientras niveles
bajos serian neuroprotectores, niveles altos serian neurotéxicos [54]. Sin embargo,
también es posible que NO sea sintetizado en microambientes celulares, por activacién
de diferentes vias de sefializacion. En este caso, formaria parte de complejos proteicos
diferentes, lo que a su vez determina blancos diferenciales debido a la corta vida media

de este gas (3-5 segundos) [46].

Experimentos realizados en el Laboratorio de Neurociencias de la Universidad de
los Andes en cultivos neuronales hipocampales han mostrado que un insulto
excitotoxico con NMDA disminuye la sobrevida neuronal, lo que se previene al utilizar
un inhibidor de la NOS. Por otro lado, este mismo experimento realizado en cultivos de
neuronas corticales muestra lo opuesto, vale decir, al inhibir la produccion de NO, la
sobrevida neuronal disminuye considerablemente [57]. Similarmente, se encontré
recientemente una vulnerabilidad diferencial de neuronas corticales e hipocampales a
la excitotoxicidad inducida por NMDA [58]. Al establecer que los niveles basales de NO
son similares en corteza e hipocampo, se descarta que la concentracion de NO sea
determinante en la generacion de efectos opuestos, es decir, neurotoxicidad vs.
neuroproteccion. Un factor diferencial en ambos tipos de cultivos neuronales es que la
produccion de NO en células corticales es estimulada por BDNF, mientras en el
hipocampo es estimulada por NMDA [57]. Estos antecedentes nos permiten inferir que
los blancos del NO probablemente son diferentes [57]. De hecho, se mostré que el NO
producido en respuesta a BDNF es capaz de S-nitrosilar el R-NMDA, no asi el NO
producido en respuesta a NMDA. Ademas, al analizar el patron de proteinas S-

nitrosiladas en respuesta a NMDA o BDNF, en el Laboratorio de Neurociencias se ha



confirmado un patron diferencial de proteinas S-nitrosiladas, confirmando que la via

celular que lleva a sintesis de NO determina sus blancos y el efecto fisiologico.

Estos resultados generaron un modelo celular cuya validez ser4 en parte
estudiada en animales sometidos a epileptogénesis en esta tesis, esquematizado en la
figura 1.2. EI modelo propone que la hiper-actividad neuronal en células hipocampales
produce sobre-estimulacion del R-NMDA, llevando al aumento de la concentracion de
calcio intracelular, que al unirse a calmodulina, induce la sintesis de NO mediante la
activacion de la nNOS y produce muerte celular por excitotoxicidad. Por otro lado, en
células corticales (y por lo tanto en la corteza cerebral), el NO es sintetizado por una
isoforma de la NOS aun no identificada, en respuesta a la interaccién de BDNF con su
receptor TrkB. En este caso, NO produce neuroproteccién. Lo mas probable es que en

cada caso, los blancos del NO sean diferenciales.
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Fig. 1.2.- Mecanismo de accién diferencial propuesto para el NO en corteza (CX) e
hipocampo (HP). En neuronas corticales, NO es sintetizado en respuesta a la
neurotrofina BDNF, lo que lleva a S-nitrosilacion (e inhibicién) del R-NMDA, reduciendo
el influjo de calcio a la célula. En neuronas hipocampales, NO es sintetizado en
respuesta a NMDA, lo que tiene efectos neurotéxicos. Por motivos que se desconocen,
en este caso el R-NMDA no es blanco de NO.



Hay diversos grupos que han investigado los efectos del NO en ratas. En estos
estudios se administran inhibidores no selectivos de las isoformas de la NOS o
inhibidores de la nNOS, via intraperitoneal o intracerebroventricular, con resultados
controversiales. Mientras algunos estudios otorgan al NO un efecto pro-epileptogénico
[59-61], en otros, resulta ser anti-epileptogénico [62], no tiene efecto [63] o depende de
las condiciones experimentales [64]. Por otra parte, el efecto pro-epileptogénico de NO
en el hipocampo ha sido claramente establecido [49]. En estas investigaciones no se
ha llevado a cabo el andlisis de los fenbmenos que ocurren en corteza cerebral en

forma separada.

1.5.- MODELOS EXPERIMENTALES

Para el estudio de la epilepsia y la epileptogénesis, los modelos animales se
agrupan en dos grandes categorias, los agudos y los crénicos. En los modelos agudos,
los agentes convulsivantes se administran en dosis tales que, posterior a una
administracién Unica, se induce status epilepticus, vale decir, una crisis epiléptica
prolongada [65]. Estos agentes convulsivantes antagonizan la neurotransmision
inhibitoria (mediada por acido y-amino-butiico o GABA) o0 estimulan la
neurotransmisién excitatoria (mediada por L-glutamato) [66, 67]. A su vez, en los
modelos crénicos se administran estimulos subconvulsivantes de manera repetitiva,

procedimiento que se denomina kindling.

El kindling es un modelo experimental en el cual se puede caracterizar la
naturaleza progresiva de la epileptogénesis [68]. Las crisis epilépticas inducidas por el
kindling son similares a las crisis epilépticas parciales que progresan a generalizadas,
observadas en los pacientes con ELT [67] y permiten evaluar cambios progresivos en
el funcionamiento cerebral. Su valor radica en que podrian servir de base para el
estudio de intervenciones capaces de inhibir la epileptogénesis, es decir, el proceso
gue lleva al desarrollo de la epilepsia. El kindling puede realizarse a través de una

estimulacion eléctrica o farmacolégica.



En el kindling eléctrico se estimulan circuitos cerebrales especificos de forma
repetitiva, utilizando magnitudes de estimulacion subconvulsivantes [67]. Las primeras
estimulaciones inducen crisis epilépticas de baja duracién y minimas manifestaciones
conductuales. Luego de repetidas estimulaciones, las crisis epilépticas son més largas
y mas intensas. El incremento de la duracién de las crisis epilépticas sugiere que la
resistencia de los circuitos a la actividad convulsiva se debilita. Es claro que el kindling
resulta en cambios de la capacidad del cerebro para limitar las crisis epilépticas [69].
Cada descarga epiléptica tiene efectos nocivos sobre el funcionamiento cerebral, lo

que comprende aspectos moleculares, celulares, anatdmicos y funcionales.

En el kindling farmacologico, todo el sistema nervioso es estimulado
farmacologicamente; sin embargo, las estructuras mesiales son mas susceptibles a
desarrollar cambios pro-epilépticos [70]. Uno de los modelos animales mas utilizados
es el kindling farmacol6gico con pentilentetrazol (PTZ), un derivado del tetrazol que
bloquea receptores GABA, con accion convulsivante en mamiferos [44].

Para estudiar las estructuras neuronales activadas por PTZ, se ha usado
inmunodeteccion de la expresion del gen temprano c-Fos. La inducciéon de crisis
epilépticas por una sola dosis de PTZ aumenta significativamente la marca de c-Fos en
regiones corticales y del hipocampo, especialmente en el giro dentado [71], en forma
dosis-dependiente. A su vez, una crisis prolongada aumenta la expresion de c-Fos en
practicamente todas las éareas cerebrales [72]. Por otro lado, administraciones
repetitivas de PTZ inducen un aumento gradual del marcaje con c-Fos, siendo
nuevamente el giro dentado del hipocampo la estructura con el aumento mas marcado
[73].

La farmacocinética de PTZ esta descrita en ratas por una ecuacion bi-
exponencial, consistente con un modelo de dos compartimentos. Los parametros
farmacocinéticas muestran una rapida absorcién y biodisponibilidad 100%, post
inyeccion subcutanea [74]. Posterior a una administracion intravenosa (i.v.) de 20

mg/Kg, la vida media de eliminacion es de 116+35 min [75, 76], el volumen de

10



distribucion aparente en el estado estacionario es 896+134 mL/Kg y el clearance total
5,36£0,34 mL/min/Kg. La excrecion renal es la principal ruta de eliminacion,
correspondiendo el 75% de la dosis excretada en la orina a PTZ en forma inalterada
[75]. PTZ es parcialmente biotransformado por el higado en metabolitos
farmacologicamente inactivos [74, 75, 77]. La union a proteinas plasmaticas es
despreciable [76]. Posterior a una dosis i.p. de PTZ, la concentracion umbral en el
cerebro de la rata es de 45 ug/g y después de una dosis i.v., 46 pg/g [78]. El maximo
efecto de PTZ se produce con una concentracion 2,5 veces mayor que la
concentracion umbral [76]. La tasa global de particion cerebro/plasma de PTZ es una
relacién lineal a bajas dosis (menores de 25 mg/Kg); por otro lado, un incremento de la
dosis i.p. administrada de 25 a 50 mg/Kg triplica la concentracién cerebral, debido
probablemente a que los mecanismos de eflujo de PTZ al SNC son realizados
mediante un proceso activo saturable [74].

PTZ ha demostrado ser un buen predictor de eficacia clinica en farmacos que
inhiben el influjo de Ca*, a través de canales de tipo T, o que estimulan la
neurotransmision mediada por receptores GABA. Existen muchos modelos adicionales

de epilepsia que se resumen en la tabla 1.1.
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Tipo Modelo Tipo Modelo
e PTZ
e Shock eléctrico )
¢ Beta carbolina
_ _ maximo (MES) Estimulacion
Estimulacion ¢ Picrotoxina
o e Status epilepticus farmacoldgica:
eléctrica - e Bicuculina
autosostenido kindling
e Cocaina
e Kindling
e Lidocaina
. o e PTZ (altas dosis)
Estimulacién e y-hidroxibutirato Estimulacién _ _
¢ Bicuculina
farmacoldgica: e Penicilina farmacoldgica: _ _
¢ Picrotoxina
Agentes no e Gaboxadol Agentes )
_ , ¢ Acido kainico
convulsivantes e PTZ (bajas dosis) convulsivantes
¢ Pilocarpina
¢ Alimina gel
Agentes
Radiacion Radiacion in utero ¢ Toxina tetanica
— convulsivantes
Injuria cerebral por e Cefalosporinas
Trauma » ) localmente
percusién de fluidos e Hierro
administrados
Hipoxia Oclusién vascular ¢ Penicilina sédica

Tabla 1.1.- Modelos animales utilizados en el estudio de la epilepsia y la
epileptogénesis [68]. EI MES consiste en la estimulacién eléctrica a través de clips en
los oidos o en las cOrneas de roedores, resultando en la extension ténica de las patas
traseras. El kindling eléctrico estimula circuitos cerebrales especificos de forma
repetitiva, utilizando magnitudes de estimulacion subconvulsivantes.

En los modelos de epilepsia adquirida se utilizan mayoritariamente las
manifestaciones conductuales para caracterizar la progresion de la epileptogénesis.
Asi, el grado de convulsiones se categorizan comunmente mediante la escala de
Racine [79], la que sin embargo, no se puede aplicar a la epileptogénesis con PTZ [80].
Para lograr una mayor precision en el estudio de este modelo ampliamente utilizado,
seria Optimo contar con registros electroencefalograficos en los cuales la deteccion de
descargas epilépticas ayudaria a un analisis objetivo de los efectos de intervenciones
farmacologicas. Considerando estos antecedentes y el efecto neuroprotector de NO en

neuronas corticales, se planted la siguiente hipétesis:
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2.-HIPOTESIS

El kindling farmacoldgico con pentilentetrazol produce descargas epilépticas en la
neocorteza, que se mantienen en el tiempo y son sensibles a la modulacién por éxido

nitrico.

3.-OBJETIVOS

3.1.- OBJETIVO GENERAL

Caracterizar electroencefalograficamente el proceso de kindling farmacolégico
con pentilentetrazol. Determinar en este modelo farmacolégico si el 6xido nitrico

modula la generacion y duracion de descargas epilépticas en la corteza cerebral.

3.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

i.  Caracterizar las manifestaciones conductuales del kindling farmacoldgico con
PTZ.

ii. Caracterizar las descargas epilépticas en el EEG de ratas sometidas a kindling
farmacologico con PTZ.

iii.  Determinar si el kindling farmacolégico con PTZ es sostenido en el tiempo y por

tanto, corresponde a un modelo de epilepsia.

iv.  Determinar el efecto de NO sobre las descargas epilépticas, modulando NO

localmente en la corteza cerebral.
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4.-METODOL OGIA

Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho de 250-300 g. La tesis fue dividida en
dos partes: la primera permitié caracterizar conductual y electroencefalograficamente el
kindling farmacolégico con PTZ, y la segunda, manipular los niveles de NO en la
corteza cerebral y asi determinar el papel del NO en la generacién y caracteristicas de

las descargas epilépticas.

El establecimiento de la dosis de PTZ a administrar a las ratas fue realizada a
través de la observacion conductual, para lo cual se utilizaron 3 dosis (20, 30 y40
mg/Kg). En base a que las dosis mayores (30 y 40 mg/Kg) generan convulsiones de
grado 5 y 6 en los primeros dias del protocolo, se eligié la dosis mas baja para la
caracterizacion electroencefalografica, que requiere de implante de electrodos capaces
de generar registros estables en el tiempo. Los registros electroencefalogréaficos se
realizaron en el Laboratorio de Suefio y Cronobiologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, bajo la direccion del Doctor Adrian Ocampo Garcés.

4.1.- ANIMALES

Se utilizaron ratas Sprague Dawley machos de 250 a 300 g, provenientes del
Vivero Central de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Las ratas fueron
mantenidas con ciclo luz oscuridad 12:12, en jaulas individuales y con libre disposicion
de agua y comida durante todo el experimento. Todos los protocolos experimentales
fueron aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de Los Andes. Se realizaron

todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los animales.

En los grupos experimentales se utilizé el siguiente nimero de ratas:
e Analisis conductual de crisis epilépticas a dosis de 20 mg/Kg: 8 ratas.

e Analisis conductual de crisis epilépticas a dosis de 30 y 40 mg/Kg: 10 ratas
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e Analisis electroencefalogréfico del proceso de kindling: 5 ratas

e Analisis electroencefalogréfio de la persistencia de los efectos del kindling: 10
ratas

o Andlisis electroencefalogréfico de los efectos del NO sobre el kindling: 10 ratas

e NuUmero total de ratas utilizadas: 43 ratas

4.2 PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

4.2.1.- Protocolo quirurgico.

La cirugia fue realizada bajo anestesia general con la combinacion de xilacina 2%
(19/100g peso vivo i.p.) y ketamina 10% (5g/100g peso vivo i.p.). Una vez comprobado
el estado de depresion disociativa del animal, se dio inicio a la preparacion quirdrgica.

La parte superior del craneo de la rata fue depilada con una rasuradora eléctrica.
Posteriormente, fue posicionada en un estereotaxico para la fijacion de la cabeza. Se
aplicé una solucion antiséptica de povidona yodada sobre el area depilada, utilizando
una varilla de algodén. La cirugia comienza con una incisiébn con bisturi en la linea
media de la superficie craneal, desde un centimetro anterior a bregma hasta el
comienzo de la musculatura de la nuca. La incisién fue ampliada mediante la sujecion
de la piel lateral con pinzas anatémicas. El tejido subcutaneo y el periostio fueron
removidos mediante el uso de una varilla de algodén. Con un taladro eléctrico con
broca de 44 mm de largo y cabeza de 0,9 mm de diametro se realizaron las
perforaciones para los tornillos y las canulas, segun las coordenadas mostradas en las
tablas 1 y 2. Los electrodos corticales corresponden a tornillos de acero de 4,7 mm de
largo y 1,7 mm de didmetro soldados a un cable de acero inoxidable con aislamiento
de teflébn (con excepcion de sus extremos). Los electrodos fueron atornillados a la
calota y fijados con acrilico dental autocurable. Las canulas guias (Plastic One, 26G y
1mm de largo) fueron fijadas a los electrodos 1y 2 y al craneo con una capa de acrilico
dentral autocurable. La canula de inyeccion (Plastic One, 33G) se proyecta 0,3 mm de
la canula guia. Posteriormente, se implantaron los 2 electrodos musculares, que

corresponden a cables de acero inoxidable aislado con teflon (a excepcién de sus
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extremos), con forma de anzuelo, con la ayuda de una aguja G22, con la cual se
pincharon los musculos de la nuca en forma bilateral a la linea media, y se comprobo el
correcto enganche mediante el estiramiento del electrodo. Los electrodos fueron
soldados a conectores hembra y sellados herméticamente con acrilico dental

autocurable.

El dia de la cirugia y los dos dias posteriores, las ratas fueron tratadas con
enrofloxacino 5% i.p. (2.5mg/Kg, Centrovet Ltda.) y ketoprofeno 1% subcutaneo
(0.5mg/Kg, Sanofi Pasteur S.A.) para evitar posibles infecciones y disminuir el

sufrimiento de los animales.

4.2.2.- Implante de Cénulas y Electrodos.

Las ratas fueron implantadas con 3 electrodos corticales para la adquisicion del
electroencefalograma (EEG) y con 2 electrodos en la musculatura de la nuca para
registro de electromiograma (EMG). Las posiciones de los electrodos corticales se
muestran en la tabla 4.1y en la figura 4.1.

Electrodo Posicién Anteroposterior Posicién Medio Lateral

(Referencia)

1 -2,5 (Bregma) +4,0
2 -2,5 (Bregma) - 4,0
- 2,0 (Lambda) +0,0

Tabla 4.1.- Posiciones Electrodos Corticales.
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eElect. EEG

Fig. 4.1.- Posiciones de canulas y electrodos corticales. En la figura se observa un
esquema del craneo de la rata. En azul se sefialan los electrodos corticales y en rojo
las canulas de inyeccion.

Ademas, se implantaron dos canulas intracorticales para inyeccion de farmacos.
La posicién de las canulas se muestra en la tabla 4.2 y en la fig 4.1. El protocolo de

cirugia es idéntico al descrito en el punto 4.2.2.

Canula Posicién Posicién Medio Angulo
Anteroposterior Lateral Anteroposterior

(Referencia)

1 + 0,0 (Bregma) +4,0 +11°

2 + 0,0 (Bregma) - 4,0 +11°

Tabla 4.2.- Posiciones Canulas Corticales.

4.3.- SOLUCIONES Y AGENTES FARMACOLOGICOS

4.3.1.- Pentilentetrazol (PTZ)

El PTZ (Sigma N° Catalogo P6500), fue diluido en suero fisioldgico para la
administracion i.p. de las ratas. Las dosis utilizadas para los experimentos fueron 20,
30 y 40 mg/Kg. El volumen a administrar nunca super6 1 mL.

4.3.2.- Moduladores de los niveles corticales de 6xido nitrico.
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Todos los agentes farmacolégicos utilizados en los experimentos de modulacién

de niveles de NO fueron administrados intracorticalmente (IC) y se utilizaron como

vehiculo liquido céfalo raquideo artificial (LCRa). El volumen administrado corresponde

a 0,5 uL, medidos con una jeringa Hamilton de 10 uL. Las concentraciones utilizadas

se muestran en la tabla 4.4.

La composicion del LCRa se muestra en la siguiente tabla:

Reactivo Concentracion (mM) | Cantidad (mg) para 100 mL
NacCl 124,00 72,5
KCI 3,00 22,0
NaHCO; 26,00 218,0
CaCl,/2H,0 2,00 29,0
MgSO,/7H,0 1,00 25,0
KH,PO, 1,25 17,0
D-Glucosa 10,00 180,0
Agua tridestiladada Csp. 100 mL
Tabla 4.3.- Composicion Liquido Cefalorraquideo Artificial.

Reactivo Accion Concentracion

SNAP Dador de NO 200 uM
(S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina)
MK801 Antagonista selectivo no 5 pg/uL
(Dizocilpina) competitivo R-NMDA
7-NI Inhibidor selectivo nNos 300 uM
(7-Nitroindazol)

Tabla 4.4.- Concentraciones de drogas en las soluciones inyectadas y sus
acciones en los experimentos de modulacién de los niveles corticales de NO. En
la tabla se muestran en la primera columna las abreviaturas de los nombres y en la
linea siguiente y entre paréntesis los nombres DCI correspondientes.
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Una semana después del implante, se comenz6 a hacer el registro
electroencefalogréfico de las ratas para establecer las caracteristicas del EEG basal, o
linea base, en la cual no se espera encontrar alteraciones electroencefalograficas.
Luego, las ratas fueron sometidas al kindling, que consistié en la administracién de 10
dosis i.p. de 20 mg/Kg de PTZ dia por medio, y registros diarios durante 2 horas en los
20 dias del protocolo. Luego, en el dia 44 después del inicio del protocolo nuevamente

se registré el EEG.

Para la segunda parte se implantaron 2 canulas de inyecciéon en la corteza
somatosensorial ademas de los electrodos de registro. Estas ratas fueron registradas a
partir del dia 20 del protocolo, dia que se utiliz6 como referencia para las
caracteristicas de las descargas epilépticas vy, en los dias 21 y 23, se les administré
moduladores de los niveles de NO: en el dia 21 se uso6 el 7-NlI, un inhibidor selectivo de
la nNOS, y MK-801, un antagonista del R-NMDA. En el dia 23, se usé SNAP, un dador
de NO. Las ratas sometidas a la modulacion de los niveles de NO fueron prefundidas
con paraformaldehido, bajo anestesia general, para realizar la tincion de Nissl y

determinar la posicion de las canulas de inyeccion.

Los registros electroencefalograficos de las ratas usadas para la caracterizacion
del kindling fueron inspeccionados visualmente para determinar las anormalidades
presentes en las ratas epilépticas y ausentes en la linea base. Esta inspeccién mostré
que todas las ratas sometidas a kindling mostraban ondas con forma de poliespigas de
caracteristicas espectrales constantes que interrumpian el registro de vigilia, tanto en
los dias de inyeccibn de PTZ como en los intermedios. Estas alteraciones son
descargas epilépticas, las que fueron analizadas en relacion a su namero, duracion y

perfil espectral.
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4.4.- DISENOS EXPERIMENTALES

4.4.1.- Disefio experimental de analisis conductual de kindling farmacoldgico a
dosis altas de PTZ (20, 30 y 40 mg/KQg).

Administracion de PTZ y
Observacién conductual

Dias de Kindling

Fig. 4.2.- Diseflo experimental para analisis conductual del kindling
farmacoldégico. En la figura, se observan en negro los 10 dias en que se administra el
PTZ 20, 30 6 40 mg/kg; mientras que, en gris los dias intermedios a éstos.

4.4.2.- Disefio experimental de caracterizacion electroencefalografica del kindling

farmacolégico con 20 mg/Kg de PTZ.

— Linea
Cirugia Base ‘ Administraciéon de PTZ ‘

Dias de Kindling
|

‘ Registro de EEG y EMG |

Fig. 4.3.- Disefio experimental del kindling farmacoldgico. En la figura se observa
la linea temporal del proceso de kindling, desde la cirugia hasta el dia 44. La cirugia es
seguida de un periodo post-operatorio de 7 a 10 dias. Durante los dos ultimos dias del
post-operatorio, las ratas se habitian al sistema de registro. Luego, se registra el EEG
control o basal durante 3 dias para verificar la ausencia de descargas epilépticas.
Posteriormente, se sigue registrando diariamente durante los 20 dias del protocolo. Los
nameros con fondo negro indican los dias en que se administr6 el PTZ y en fondo gris,
se indican los dias intermedios. Siguen 23 dias sin registro, y luego se realiza el Gltimo
dia de registro, que corresponde al dia 44 contado desde la primera administracion de
PTZ.
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4.4.3.- Disefo experimental de modulacién de los niveles corticales de NO.

Administracion de Administracion
Cirugia PTZ 20 mg/Kg Moduladores NO

Dias de Kindling

30 min 30 min 30 min
60 min 60 min l 60 min 60 min

pia21 EEG | |eec | |eec | |EEG |

aLCR 7-NI MK801

Fig. 4.4.- Disefio experimental de modulacién de los niveles corticales de NO. En
la figura se indica el dia de la cirugia de implante de las canulas y los electrodos, el
periodo post-operatorio (5-7 dias), el periodo de kindling y los 3 dias de
experimentacién con los niveles de NO.

4.5.- ANALISIS CONDUCTUAL

Las ratas sometidas a dosis altas de PTZ (30 6 40 mg/Kg) fueron observadas y
filmadas por una hora post-inyeccion de PTZ por 3 alumnos de Medicina de la
Universidad de los Andes. Durante este periodo, sus conductas fueron clasificadas y
cuantificadas segun los criterios de Luttjohann y colaboradores [80] en alguno de los

grados de crisis epiléptica que se muestran en la tabla 4.5.

Grado Manifestacion Fisica

Grado 0 Sujeto normal.

Grado 1 Detencion repentina y/o mirada fija.

Grado 2 Movimientos faciales que pueden incluir el hocico y/o el ojo.
Grado 3 Movimientos del cuello.

Grado 4 Crisis epiléptica clénica en posicion sentada.

Grado 5 Crisis epiléptica tonica o tdnico-clonica en posicion sobre el
vientre.

Grado 6 Crisis epiléptica tonica o tonico-clénica con pérdida de
postura.

Tabla 4.5.- Criterios de clasificacion de crisis epilépticas, segun Luttjohanny
colaboradores.
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Los alumnos fueron entrenados en el reconocimiento de las manifestaciones
fisicas de las crisis epilépticas y su graduacion, realizando sus observaciones por
separado, de manera que se obtuvieran resultados objetivos. Los datos fueron
promediados y con este promedio se construyeron los graficos que dieron cuenta de
los resultados.

4.6.- REGISTRO Y ADQUISICION DE DATOS ELECTROENCEFALOGRAFICOS
(EEG) Y ELECTROMIOGRAFICOS (EMG)

Para el registro del EEG, las ratas fueron colocadas en una caja de paredes de
acrilico transparente de 40X40X40 cm de largo, ancho y alto sin tapa, dentro de una
jaula de aislamiento acustico con iluminacion con luz fria de 300 lux. Dentro de esta
caja se encuentra un conmutador anclado a una pluma de contrabalanceo que permite
el libre movimiento de la rata durante los experimentos. La rata fue conectada a un
cable de conexion constituido por dos conectores machos, uno en cada extremo, que
se utilizan para comunicar el conector implantado en la cabeza de la rata y el
conmutador del sistema de adquisicion. Las derivaciones utilizadas se muestran en la
tabla 4.6:

Canal Electrodo Activo Electrodo de Referencia
EEG O 1 3

EEG 1 2 3

EMG Musculo 1 Musculo 2

Tabla 4.6.- Derivaciones para adquisicion de datos.

Un amplificador (Grass Modelo 15LT) recibié la sefial bioeléctrica desde el
conmutador conectado a la rata. La sefial de EEG fue filtrada anal6gicamente en
pasabanda 0.1 a 30 Hz y amplificada anal6gicamente entre 2000 y 5000 veces, Yy la
sefial de EMG, filtrada en pasabanda de 30 a 100 Hz y amplificada analégicamente
entre 5000 y 10000 veces. Ademas, se aplico un notch-filter de 50 Hz. La adquisicion

estuvo mediada por una tarjeta de conversién Analogo/Digital de 8 bits (National
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Instruments), con tasa de muestreo de 250 Hz. Una interfase Lab-View (National
Instruments) desplegé el registro polisomnogréfico (EEG + EMG) a tiempo real en
ventanas de 15 segundos y almacené la sefial en archivos de segmentos de 10

minutos para su procesamiento fuera de linea [81].

4.7.- ANALISIS DEL EEG

El registro fue visualizado y analizado fuera de linea en el ambiente de Igor PRO
6.0 (Wavemetrics Inc.). El registro fue clasificado dentro de uno de estos estados de
acuerdo a caracteristicas electroencefalograficas y electromiograficas. Asi el suefio
NREM (Non rapid eye movements) se caracteriza por la presencia de ondas delta (1.5-
4 Hz) en el EEG, ausencia de espigas musculares y tono muscular presente y el suefio
REM (Rapid eye movements) es identificable por desincronizacién cortical, presencia
de actividad en la banda theta (4-8 Hz) en el EEG y atonia muscular; mientras que la
vigilia es distinguible por desincronizacion cortical y presencia de espigas musculares

relacionadas a la actividad locomotora o tono motor elevado.

En las ratas sometidas a kindling, se observaron alteraciones
electroencefalograficas caracterizadas por una disminucién de la frecuencia y aumento
de la amplitud de las ondas durante la vigilia. Estas fueron denominadas descargas

epilépticas.

4.8.- ANALISIS DE DESCARGAS EPILEPTICAS (DE)

Las descargas epilépticas en el EEG, que solo e observaron durante la vigilia, se
definieron visualmente como poliespigas de mayor amplitud y menor frecuencia que las
ondas de vigilia, de duracién mayor o igual a un segundo. Dos descargas epilépticas se
consideraron eventos independientes si el intervalo entre ellas era mayor de un

segundo.
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Se analiz6 el numero de descargas epilépticas (presentes en vigilia), la duracién

de cada descarga y sus caracteristicas espectrales mediante el algoritmo de la

transformada de Fourier rapida (figura 4.5), aplicando una ventana de Hanning para

evitar artefactos espectrales, pues la resolucion espectral depende de la duracién de la

descarga. Asi, el espectro promedio fue obtenido previo re-muestreo a una resoluciéon

homogénea de 0,5 Hz. El poder espectral total (area del espectro) se normalizé a 1.

Para evaluar la contribucién de bandas de frecuencia especificas, el poder espectral se

dividié en bandas discretas (tabla 4.7), por lo tanto, el area bajo la curva calculada en

cada una de ellas corresponde a una fraccién del poder espectral total. Cada dia del

protocolo fue caracterizado por un poder espectral promedio de todas las descargas

epilépticas presentes.
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Fig. 4.5.- Algoritmo de la
Transformada de Fourier
Rapida A la izquierda se
observan 3 ondas
sinusoidales, las  dos
primeras (verde y azul) son
ondas simples (de
frecuencia Unica) y la onda
amarilla es la resultante de
la suma de las ondas
verde y azul. A la derecha
se observa el perfil
espectral de cada onda,
obtenido por el andlisis de
la Transforma de Fourier
Réapida.
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Banda de EEG Rango de Frecuencias
Delta 15-4Hz
Theta 4 -8 Hz
Alfa 8-10Hz
Beta bajo 10-15Hz
Beta alto 15-30 Hz

Tabla 4.7.- Bandas de frecuencia analizadas en el EEG. En la tabla se muestran las
bandas de frecuencia utilizadas en el analisis del EEG.

Delta (1,5-4 Hz)
— Theta (4-8 Hz)
(‘i 0.40 = Lfa(B-‘lO HZ)
S 35— Beta bajo (10-15 Hz)
0.30 - Beta alto (15-30 Hz)

I I I I I I I I I I 1 I 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Frecuencia (Hz)

Fig. 4.6.- Perfil espectral de una descarga epiléptica. En el grafico se observa el
perfil espectral de una descarga epiléptica, obtenido mediante el andlisis de la
Transformada de Fourier. Sobre el grafico se sefialan las bandas de frecuencia que se
analizaron. Las lineas rojas muestran el rango de frecuencias que comprende cada
banda.
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4.9.- PROCESAMIENTO DE LOS CEREBROS DE RATAS SOMETIDAS A
IMPLANTES DE CANULAS

4.9.1.- Fijacién de cerebros por perfusion intraventricular.

4.9.1.1.- Preparacion y Anestesia

La rata fue anestesiada con Ketamina (100 mg/Kg) y Xilacina (30mg/Kg). Una
vez anestesiada, en la campana de extraccion, la rata fue fijada a la tabla de diseccion

con cinta de papel.

4.9.1.2.- Incisiones para llegar al corazén

Se efectud un corte longitudinal en la linea media a la altura de la base del térax,
de 4 cm aproximadamente. Luego se realiz6é un corte transversal en la base del térax y
luego longitudinalmente a través de las costillas, por ambos lados. El diafragma fue
cortado desde su zona de insercion costal sin dafiar el corazon. El térax fue levantado
y se sostuvo con una pinza Kelly para mantener expuesto el corazén. Con una
espatula redonda, se levantd el pulmén izquierdo de la rata y se obstruye con una
pinza Kelly la aorta descendente para el bloqueo del sistema descendente de

circulacion.

4.9.1.3.- Perfusion

Sobre la base del ventriculo izquierdo se realizdé una pequefia incisién de medio
centimetro aproximadamente. Se introdujo una canula roma dentro del ventriculo
izquierdo y se fij6 con una pinza Kelly. Una vez fijada la canula y comprobada su

posicion, se dio inicio a la bomba peristéltica de perfusion.
La sangre fue eliminada perfundiendo con 80 mL de PBS 1X a 37°C (flujo 10-12

mL/min; tiempo maximo 7 min). Se realizé una pequefia incision en la auricula derecha

para permitir la salida de la sangre y las soluciones de perfusion. Posteriormente, se
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prefunde con 50 mL de PFA 4% a 37°C (flujo 7-10 mL/min). Se detiene brevemente la
perfusion y se continda con 250 mL de PFA 4% a 4°C (flujo 7-10 mL/min). Para
finalizar se deja la rata perfundida sobre hielo por 10 a 15 min.
4.9.1.4.- Extraccion y procesamiento de cerebros

Se extrajeron los cerebros y se mantuvieron por 2 horas en PFA 4% frio.
Posteriormente, fueron deshidratados con sacarosa al 15% por 24 a 48 horas y luego
con sacarosa al 30% por 24 a 48 horas.

4.9.1.5.- Soluciones utilizadas

4.9.1.5.1.- Solucién de PFA al 4% en 0,1 M PB (tampon fosfato) a pH 7,4

Reactivo Cantidad para 1L
PFA (Paraformaldehido) 40,0 g
Na,HPO, 110g
NaH,PO./H,0 3,19
Agua bidestilada Csp.1L
HCly NaOH Csp.pH7.4

Tabla 4.8.- Formula cuantitativa de la solucién de PFA al 4%.

4.9.2.- Tincion de Nissl

Los cerebros de las ratas perfundidos fueron delipidados con alcohol 100% vy
xileno. Luego fueron rehidratados con soluciones alcohdlicas de concentracion
decrecientes y agua destilada. Una vez rehidratados, fueron tefiidos con violeta de
cresilo y nuevamente deshidratados y montados con Entellan en portaobjetos
previamente gelatinizados. Se dejaron secar antes de tomar las fotografias para la

determinacion de las posiciones de los electrodos y las canulas.
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4.10.- ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis estadisticos fueron realizados en el programa Intercooled Stata
version 9.2 para Windows. Los resultados fueron expresados como valor promedio +

error estandar. Las diferencias estadisticamente consideran p<0,05 como significativo.

A continuacién, se realiza una pequefia resefia de las pruebas estadisticas
usadas en el analisis de los resultados. La utilizacion de cada test sera sefnalada en el

resultado correspondiente.

4.10.1.- Test de Student

El test de t de student permite medir la diferencia entre dos promedios de una
muestra con distribucién normal [82], a través de dos modalidades:

Prueba de t no pareada: permite comparar dos grupos independientes de

observaciones con respecto a una variable numérica [83].

Prueba de t pareada: permite medir la diferencia en los promedios de pares de
muestras pareadas. Este test suele ser efectivo en la eliminacion parcial de los efectos

de factores externos [84].

En los resultados de esta tesis se utilizaron ambas modalidades, permitiendo

expresar los resultados como promedio + desviacién estandar.
4.10.2.- ANOVA de una via (one-way)

Es un método de comparacion simultdnea de varias medias en un solo paso. Su
objetivo es determinar si alguno de los valores medios difiere significativamente del

resto [83]. Se realiza cuando aumenta el nUmero de grupos a comparar y la realizacion

de test de Student individuales no es posible por el aumento del error tipo | (aumento
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de la probabilidad de tener un test con significancia estadistica, cuando la hipétesis
nula es verdadera) [82].

4.10.3.- ANOVA de medidas repetidas

Los modelos de ANOVA con medidas repetidas permiten estudiar un efecto a lo
largo de una serie de puntos de observacion o intervenciones [85], en un disefio de una
sola muestra de sujetos (disefio simple) como con disefio de dos 0 mas muestras
(disefio multimuestra) [86] . Las ventajas de la ANOVA con medidas repetidas es que
se requiere un nimero de sujetos menor y permite eliminar la variacion residual debida
a las diferencias entre éstos [87]. Para verificar el grado en que la matriz de covarianza
se desvia de la circularidad se utiliza el factor de ajuste Epsilon (g), el cual es calculado,
para esta tesis, con el método de Huynh y Feld (H-F ¢), que se obtiene a partir de
estimaciones insesgadas de los elementos del numerador y denominador del factor
€ [88].

4.10.3.1.- ANOVA de medidas repetidas con datos anidados

Es un modelo de ANOVA de medidas repetidas, en los cuales las observaciones
provienen de los mismos individuos, a lo largo de una serie de tiempo. De este modo,
se puede asumir que este modelo tiene una estructura jerarquica [86], en el cual, uno
de los factores esta anidado en el otro factor. Esto significa que los niveles de uno de
los factores son distintos en cada nivel del otro factor. Con este modelo no es posible

evaluar el efecto de la interaccion, pero si los efectos principales [89].

4.10.4.- Modelo Probabilistico de Poisson

Con los datos del niumero de DE/dia se calcul6 la probabilidad de su incidencia

mediante la distribucion de frecuencias de Poisson.
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La distribucién de Poisson modela la distribucion de un evento que ocurre
aleatoriamente en un intervalo de tiempo o espacio. Por otro lado, el modelo
probabilistico de regresién de Poisson determina la probabilidad de ocurrencia de un
fendmeno en funcion de ciertas variables independientes, ademéas del tamafio de la

unidad de observacion desde el cual se obtiene la cantidad de interés [82].
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5.- RESULTADOS

5.1.- CARACTERIZACION CONDUCTUAL DEL KINDLING FARMACOLOGICO.

El kindling farmacoldgico con PTZ ha sido ampliamente utilizado [66, 67, 69, 70],

pero poco caracterizado, especialmente desde el punto de vista electroencefalogréfico,

por lo cual se comenzd categorizando los grados de crisis epilépticas alcanzadas

durante el kindling utilizando tres dosis de PTZ. La escala para categorizar crisis

epilépticas mas utilizada es la escala de Racine [79, 90, 91], que se basa en el uso del

acido kainico como agente convulsivante, pero resulta imprecisa para agentes como

PTZ. Afortunadamente, en el afio 2009 aparece la primera escala adaptada para PTZ

[80], la cual fue utilizada para la caracterizaciéon del grado de la crisis epiléptica en

estos experimentos.

Primero, se graficé el grado de cada crisis epiléptica, inducida por 30 y 40 mg/Kg

de PTZ, durante los 10 dias de inyeccion (figura 5.1). Los resultados muestran que:

El nimero de convulsiones grado 1, vale decir, las crisis de ausencia, decrecen
durante el protocolo independientemente de las dosis administradas.

El numero de convulsiones grado 2, es decir, los movimientos estereotipados de
cara y manos, aumentan en el tiempo para ambas dosis, pero son mas numerosas
a dosis mas bajas.

El nimero de convulsiones grado 3, movimientos involuntarios del cuello, no
presentan diferencias significativas entre ambos grupos.

El nimero de convulsiones clénicas en posicion sentado o sobre el vientre, grados
4y 5 respectivamente, no muestran diferencia en la progresion para ambas dosis,
pero son mas numerosas a la dosis.

El nGmero de convulsiones clonicas grado 6, es decir, aquellas con pérdida de

postura, no difieren significativamente entre ambos grupos.
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Parametro | PTZ 30 mg/Kg PTZ 40 mg/Kg p Parametro | PTZ30 mg/Kg | PTZ 40 mg/Kg p
Pendiente -0,025+0,0086 -0,02610,012 <0,05 Pendiente 0,49+0,19 0,44+0,32 >0,05
Intercepto -0,3940,099 0,4140,14 <0,05 Intercepto 16+2,2 4,543,8 <0,001
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°Z Parametro | PTZ30mg/Kg | P1Za0mg/Kg p Parémetro | PTZ30mg/Kg | PTz40mg/kg | p
Pendiente | 0,0130,036 -0,062+0,057 >0,05 Pendiente | 0,0095:0,0022 | 0,028+0,012 [ >0,05
Intercepto 1,040,42 2,140,639 >0,05 Intercepto | 0,003510,026 0,052+0,14 <0,01
Grado 5 Grado 6
1.51 0.64
PTZ 30 mg/K o P1Z30mkg
- mg/Kg - 4
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1.04 [ 0.44
0.54 0.24
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13 5 7 9 11 13 15 17 19 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Parametro | PTZ 30 mg/Kg PTZ 40 mg/Kg p Pardmetro | PTZ30 mg/Kg | PTZ 40 mg/Kg p
Pendiente | 0,012+0,0022 0,020+0,011 >0,05 Pendiente | 0,0068£0,0010 |-0,00067+0,0064| >0,05
Intercepto -0,039+0,025 0,2540,13 <0,001 Intercepto 0,01440,012 0,12+0,078 >0,05

Dias

Fig. 5.1.- Numero de crisis epilépticas en 10 minutos para dosis de 30 o 40 mg/kg.
En los graficos se muestra el nimero de convulsiones en 10 minutos, para cada grado,
evaluado segun los criterios de Luttjohann y cols., mostrados en la tabla 4.5. En la
tabla inferior de cada gréfico se muestra la estadistica correspondiente al ajuste de la
los numeros a una regresion lineal, de la cual se analizaron las diferencias entre las
pendientes y el intercepto, entre ambos grupos.

A las crisis epilépticas grado 4, 5y 6 se les midio la duracion y se calculd el

porcentaje de tiempo ocupada por cada una, respecto al tiempo total de
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observaciéon (60 minutos), lo que permitid verificar la progresion del kindling. Los

resultados se muestran en la figura 5.2, en la cual se observa:

e Las crisis epilépticas grado 4 aumentan méas rapidamente con la dosis mayor
de PTZ.

e Las crisis epilépticas grado 5 aumentan con la misma velocidad en ambos
grupos, pero la duracién es significativamente mayor con 40 mg/Kg de PTZ.

e Las crisis epilépticas grado 6 no difieren significativamente en ambos grupos

Grado 4 Grado 5 Grado 6
4 P 4
- PTZ 30 mg/Kg
- PTZ 40 mg/Kg
34
2
1 .
) | I
ol S
ol E - ! - I S e e I — e sy e |
1 3 5 7 9 1 13 16 17 19 1 3 5 7 9 1 13 16 17 19 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Pardmetro| PTZ 30 mg/Kg | PTZ 40 mg/Kg P Pardmetro| PTZ 30 mg/Kg| PTZ40 mg/Kg| p Pardmetro| PTZ 30 mg/Kg |PTZ 40 mg/Kg| p
Pendiente 0,18£0,0088 0,09210,028 <0,05 Pendiente |0,0092:0,0038| 0,0260,022 | >0,05 Pendiente 0,021+0,014 |-0,0092+0,015| >0,05
Intercepto 0,058%0,10 0,063£0,32 n.c. Intercepto |-0,0061£0,043| 0,39£0,25 | <0,001 Intercepto -0,0190,16 0,33:0,18 | >0,05

Dias

Fig. 5.2.- Duracion de crisis epilépticas por grado. En los gréficos se muestra el
porcentaje de duracion de cada grado de crisis con respecto al tiempo de observacion
total. En la tabla inferior de cada grafico se muestra la estadistica correspondiente al
ajuste de los numeros a una linea recta, de la cual se analizaron las diferencias entre
las pendientes y el intercepto, entre ambos grupos.

Por ultimo, se realiz6 un analisis descriptivo de la progresion del grado de crisis
epiléptica y su frecuencia, durante los dias de administracién de PTZ para ambas dosis
(figura 5.3). Se observa que, a medida que progresa el protocolo de kindling, las crisis
gradol desaparecen mientras que en las de tipo 2 y 3, no es posible apreciar cambios.
A su vez, el numero de crisis epilépticas de mayor grado (4, 5 y 6) muestran una

tendencia al aumento.
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Fig. 5.3.- Representacion descriptiva de la frecuencia de crisis epilépticas. Enla
figura se muestra la frecuencia de cada grado de crisis epiléptica inducidas por 30 y 40
mg/Kg de PTZ en un grafico en 3 dimensiones, en el cual se relacionan 3 parametros:
en el eje X, los dias de administracion de PTZ; en el eje Y, el grado de crisis epiléptica;
y, en el eje Z, el nUmero de crisis epilépticas por minuto de registro, representado por
el tamafio de los circulos. (n=10 ratas)

Por otro lado, se analiz6 la conducta de un grupo de 8 ratas, tratadas con una
dosis mas baja de PTZ, 20 mg/Kg, dosis que luego fue utilizada en las ratas analizadas

electroencefalograficamente.

Se compararon los grados maximos de crisis epilépticas alcanzados por las ratas
tratadas con todas las dosis de PTZ (figura 5.4). Los resultados obtenidos muestran
gue a dosis mas altas (30 y 40 mg/Kg), las crisis se manifiestan con grados mas
intensos (sobre el grado 3); mientras que, con la dosis baja (20 mg/Kg), las crisis
progresan de forma paulatina. Con 20 mg/Kg, las crisis se manifiestan desde la quinta
administraciéon de PTZ, a partir de la cual las crisis progresan aumentando su
intensidad. Con 30 mg/Kg, la evolucion de las crisis es fluctuante, llegando algunas
ratas a manifestar el grado méaximo de crisis (convulsion con pérdida postural). Con la
dosis mas alta (40 mg/Kg), no hay evolucién del grado méaximo de crisis alcanzado, ya
gue éste siempre se mantiene casi invariable entre los grados 5 y 6, incluso con

resultado de muerte de una rata en la pendltima inyeccion de PTZ.
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Fig. 5.4.- Comparacién de grado maximo de crisis epiléptica promedio. Se
determinaron los grados maximos de crisis alcanzado por las ratas en cada dia de
inyeccion de PTZ. El grafico muestra el grado maximo promedio de crisis epiléptica
alcanzado con las 3 dosis de PTZ administrado: 20 mg/Kg (n=8), 30 mg/Kg (n=5) y 40
mg/Kg (n=5).

Considerando que a dosis de 20 mg/kg las ratas en los primeros dias del kindling
no manifiestan crisis detectables y desarrollan progresivamente los grados de crisis, se

decidié realizar la caracterizaciéon electroencefalografica con esta dosis.

5.2.- CARACTERIZACION DE DESCARGAS EPILEPTI(;AS EN EL EEG DE LAS
RATAS SOMETIDAS A KINDLING FARMACOLOGICO CON PTZ.

5.2.1.- Las descargas epilépticas (DE) se observan durante la vigilia.

El ciclo suefio vigilia (CSV) se compone de 3 estados conductuales: vigilia, suefio
NREM vy suefio REM, que presentan caracteristicas polisomnogréaficas y espectrales
bien definidas. Se registr6 el EEG y EMG de las ratas que posteriormente se

someterian a kindling durante los dias basales del protocolo, detectandose los tres
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estados mencionados. En la figura 5.5 se muestran segmentos de 20 segundos de
registro de cada estado observandose que: la vigilia se caracteriza por ondas de baja
amplitud y alta frecuencia (banda beta) en el EEG y espigas de actividad muscular en
el EMG, el suefio NREM se caracteriza por ondas lentas y de gran amplitud en el EEG
(banda delta) y tono muscular bajo en el EMG mientras que en el suefio REM se
observan ondas parecidas a las de la vigilia en el EEG (banda beta) y ausencia de tono

muscular en el EMG.
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Fig. 5.5.- Registro EEG y EMG durante los estados del ciclo suefio vigilia. En la
figura se muestran 20 segundos de registro de cada estado del ciclo suefio vigilia. El
trazo superior corresponde al registro de EEG vy el inferior, al EMG. La amplitud se
muestra en unidades arbitrarias (u.a.).

Una vez comenzado el protocolo de inyecciones, se observd que aparecian
alteraciones electroencefalograficas o descargas epilépticas (DE) a partir del primer dia
de inyeccion de PTZ durante la vigilia, que no se correspondian con espigas de
actividad muscular o artefactos. Estas manifestaciones electroencefalogréficas, de
menor frecuencia y mayor amplitud que el EEG de vigilia, se pudieron reconocer
durante todo el protocolo de kindling y en todas las ratas (figuras 5.6 y 5.7). A
diferencia de los estados del suefio, durante las DE se mantenia alto el tono muscular.
Para caracterizar las DE, se realizdé un analisis espectral de las DE registradas en el
primer dia de administracion de PTZ y se compar6 con los perfiles espectrales de los

estados del ciclo suefio vigilia de los dias basales (figura 5.8). La comparacién muestra
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gue las descargas epilépticas se diferencian significativamente de la vigilia y el suefio
NREM en las bandas delta, theta y betas; mientras que con el suefio REM, no hubo
diferencias significativas en estas bandas, salvo en dos frecuencias (14,5 y 19 Hz).
Dado que estas diferencias espectrales de las descargas con el suefio REM son
menores, la presencia de tono muscular y la transicion directa desde vigilia a la

descarga epiléptica, fueron criterios adicionales para identificarlas.
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Fig. 5.6.- Registros de descargas epilépticas durante y después del protocolo de
kindling. En la figura se muestran segmentos de 20 s de registros EEG en los dias de
inyeccion de PTZ (dias 1y 19), dias de no inyeccion (dias 2 y 20) y 25 dias después de
la Ultima inyeccion de PTZ (dia 44). Entre barras se destacan las descargas epilépticas.
Durante el dia 1, se observan dos DE sucesivas separadas por mas de un segundo,
por lo que se consideraron eventos independientes. En este caso, se sefialan entre
paréntesis cuadrados.

W
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Fig. 5.7.- Las descargas epilépticas se producen en vigilia. En la figura se muestra
un registro de vigilia, a diferentes escalas temporales. En la parte superior se observan
10 minutos de vigilia, en el cual se destacan en amarillo los 100 segundos que se
muestran en el centro de la figura y en éste se destaca en amarillo, los 20 segundos
que se muestran en el trazado inferior, donde se destaca con barras rojas el tiempo
inicial y final de dos descargas epilépticas de distinta duracion. La amplitud se muestra
en unidades arbitrarias (u.a.).
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Fig. 5.8.- Comparaciéon del perfil espectral de las descargas epilépticas con el
perfil de los estados del ciclo suefio vigilia. Se muestra la curva del perfil espectral
de cada estado del ciclo suefio vigilia, obtenido durante los dias de linea base
(promedio de segmentos de registro de 5 s), versus el perfil espectral promedio de las
DE en el primer dia de administracion de PTZ. A la izquierda se muestra la vigilia; en el
centro, el suefio NREM; y a la derecha, el suefio REM. El poder espectral se muestra
en unidades arbitrarias (u.a.). Se compar6 cada una de las frecuencias mediante la
prueba de t pareada de dos colas, a: p<0,05, b: p<0,01, c: p<0,001 (n=5).
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Después de establecer que las DE ocurren durante la vigilia, se grafico el curso
temporal de su incidencia durante las dos horas de registro.

5.2.2.- El numero de descargas epilépticas es mayor en los dias de inyeccién y

decaen linealmente después del inicio del registro

En total, se analizaron 6310 descargas epilépticas, 5791 en los dias de inyeccion

de PTZ y 519 en los dias de no inyeccion.

Se comparé el nimero de descargas epilépticas en los dias de inyeccién de PTZ
con los dias de no inyeccién, observandose que en los dias de inyeccién se producen
1,26+0,1 versus 0,19+0,02 DE/min vigilia en los dias de no inyeccién p<0,001 (figura
5.9).
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Fig. 5.9.- NUmero de descargas epilépticas por minuto de vigilia en los dias de
inyeccion (I) y no inyeccion (NI). El andlisis estadistico corresponde al test de
Student pareado de dos colas, p<0,001, n=5.

o
o

Las tablas 5.1 y 5.2 muestran el nimero de descargas epilépticas por dia de

protocolo.
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Dia Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5
1 78 22 78 70 47
3 87 6 126 32 -
5 103 25 59 101 104
7 99 81 52 69 126
9 123 68 252 84 67
11 94 174 195 137 119
13 145 89 320 148 138
15 164 187 117 99 127
17 200 191 166 43 97
19 170 223 228 135 126

Tabla 5.1.- Nimero de descargas epilépticas en los dias de inyeccién de PTZ. En
la tabla se muestra el niumero de descargas epilépticas en cada dia de inyeccion de
PTZ. Los dias marcados con — corresponden a dias de registro no considerados en los

resultados.

Dia Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5
6 4 0 1 -
4 5 2 6 3 -
18 11 3 - 8
8 15 8 7 - -
10 20 14 6 2 12
12 8 17 0 4 16
14 18 37 16 3 16
16 3 36 15 4 23
18 6 39 8 2 31
20 15 19 5 4 23

Tabla 5.2.- Numero de descargas epilépticas analizadas en los dias de no
inyeccion de PTZ. En la tabla se muestra el nimero de descargas epilépticas en cada
dia de no inyeccion de PTZ. Los dias marcados con — corresponden a dias de registro
no considerados en los resultados.
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Para visualizar el curso temporal de las descargas epilépticas durante las dos
horas de registro, se calculé el niumero promedio de descargas epilépticas en 10
minutos de registro, durante las dos horas de registro, tanto en los dias de inyeccion de
PTZ como en los dias de no inyeccién. En cada caso, se grafico el porcentaje
promedio de descargas epilépticas por cada 10 minutos con respecto al total de ese
dia de registro. Estos resultados se muestran en la figura 5.10, donde se observa que
las DE decaen linealmente a partir de los 20 6 30 minutos de registro hasta el fin del

registro a las 2 horas.

15 = Inyeccién PTZ (n=5791)
= No Inyeccion PTZ (n=519)
2 10
L
(=]
Zz 5
0 ' , , .
0 30 60 90 120

Tiempo de registro (min)

Fig. 5.10.- Porcentaje de descargas epilépticas por 10 minutos a lo largo de dos
horas de registro. Se calcul6 el porcentaje de descargas epilépticas en los dias de
inyeccion (e) y en los dias de no inyeccion (m) de PTZ, con respecto al total observado
en cada dia.

La mayor concentracion de descargas epilépticas en la primera hora de registro
post-inyeccidn era esperables pues se correlacionan con la vida media del PTZ de 116
minutos. Ademas, la mayor incidencia de descargas epilépticas al comienzo del
registro en dias de inyeccién y no inyeccién probablemente se deba a que las ratas
recién conectadas y trasladadas a las camaras de registro estan despiertas, reflejando
gue la vigilia se correlaciona positivamente con la ocurrencia de descargas epilépticas,
aun en ausencia de PTZ. En general, las ratas duermen mas durante los dias de no
inyeccion, lo que concuerda con la menor incidencia de descargas epilépticas en estos

dias. Esto se ve reflejado en las tablas 5.3 a 5.6, que muestran la cantidad de suefio

41



NREM y REM por rata a lo largo del protocolo. Asi, de las dos horas de registro, en los

dias de inyeccion se observa 4,6+2,0% de suefio NREM y 0,1+0,1% de suefio REM

mientras que en los dias de no inyeccion estos valores corresponden a 26,6+10,1% y

2,0+1,1%, respectivamente (figura 5.11).

Dia Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5 Total
1 9,0 3,2 53 0 0 3,5+3,4
3 16,8 12,9 4,3 3,7 - 9,4+5,6
5 1,5 0 0 0,5 13,8 3,253
7 16,0 0 0 1,7 4,9 4,5+6,0
9 17,1 0 0,2 2,9 10,0 6,0+6,6
11 15,8 7,4 0,6 7,3 0,8 6,4+5,6
13 14,3 0 0 2,1 3,9 4,1+5,3
15 12,8 0 0 0 19 2,950
17 15,6 0 0 19 0 3,546,1
19 13,4 0 0 0 0,7 2,8+5,3
4,6+2,0

Tabla 5.3.- Porcentaje de Suefio NREM en los dias de inyeccion de PTZ. En la
tabla se muestran los porcentajes de suefio NREM de cada rata en los dias de
inyeccion de PTZ. La columna de la derecha muestra el porcentaje de suefio promedio
+ desviacion estandar por cada dia. En la celda inferior se destaca en negrita el
promedio de suefio NREM para los dias de inyecciéon de PTZ. Las celdas marcadas
con el simbolo — no fueron consideradas en el analisis.
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Dia Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5 Total
10,2 0,4 25,5 0 - 9,0+10,4
4 42,5 0 0 0 - 10,6+18,4
51,3 42,3 22,9 - 56,6 43,3+12,8
8 32,7 17,5 36,0 - - 28,748,0
10 39,3 0 70,6 16,9 40,0 33,4+23,9
12 30,6 12,4 28,8 2,5 47,7 24,4+15,6
14 39,4 31,6 42,3 10,8 58,8 36,6+15,6
16 24,1 18,7 10,8 13,1 44.4 22,2+12,0
18 15,5 26,2 51,6 14,2 38,2 29,1+14,2
20 12,3 43,3 39,6 18,9 31,4 29,1+119
26,6+10,1

Tabla 5.4.- Porcentaje de Suefio NREM en los dias de no inyeccion de PTZ. En la
tabla se muestran los porcentajes de suefio NREM de cada rata en los dias de no
inyeccién de PTZ. La columna de la derecha muestra el porcentaje de suefio promedio
+ desviacion estandar por cada dia. En la celda inferior se destaca en negrita el
promedio de suefio NREM para los dias de no inyeccién de PTZ. Las celdas marcadas
con el simbolo — no fueron consideradas en el analisis.
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Dia Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5 Total
1 0 0,6 0,5 0 0 0,2+0,3
3 0,3 0,2 0 0 - 0,1+0,1
5 0 0 0 0 0,6 0,1+0,2
7 0 0 0 0 0 0,0£0,0
9 0 0 0 0 0,4 0,1+0,2
11 0 0 0 0 0 0,0+0,0
13 0 0 0 0 0,1 0,0+0,0
15 0 0 0 0 0,0+0,0
17 0 0 0 0 0,0+0,0
19 0 0 0 0 0 0,0£0,0

0,1+0,1

Tabla 5.5.- Porcentaje de Suefio REM en los dias de inyeccion de PTZ. En la tabla
se muestran los porcentajes de suefio REM de cada rata en los dias de inyeccién de
PTZ. La columna de la derecha muestra el porcentaje de suefio promedio + desviacion
estandar por cada dia. En la celda inferior se destaca en negrita el promedio de suefio
NREM para los dias de inyeccion de PTZ. Las celdas marcadas con el simbolo — no
fueron consideradas en el analisis.
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Dia Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5 Total
0 0 2,7 0 - 0,7+1,2

4 7,2 0 0 0 - 1,8+3,1
8,6 5,2 1,6 - 1,6 4,242.9

8 4,0 0,7 3,5 - - 2,714
10 1,4 0 14 0,4 0,7 0,8+0,6
12 0,4 1,5 21 0 1,6 1,1+0,8
14 2,7 5,8 2,8 0 4,6 3,2+2,0
16 2,6 3,2 0 0,5 0 1,31 .4
18 2,3 5,8 2,0 0,7 2,0 2,6+1,7
20 2,1 5,3 11 0,7 1,3 2,1+17
2,0+1,1

Tabla 5.6.- Porcentaje de Suefio REM en los dias de no inyeccién de PTZ. En la
tabla se muestran los porcentajes de suefio REM de cada rata en los dias de no
inyeccion de PTZ. La columna de la derecha muestra el porcentaje de suefio promedio
+ desviacion estandar por cada dia. En la celda inferior se destaca en negrita el
promedio de suefio NREM para los dias de no inyeccién de PTZ. Las celdas marcadas
con el simbolo — no fueron consideradas en el analisis.
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Fig. 5.11.- Suefio durante el kindling. La figura muestra el porcentaje del tiempo total
de registro correspondiente a suefio NREM (izquierda) y suefio REM (derecha),
durante los dias de inyeccién de PTZ (dias I) y de no inyeccion (dias NI). Los datos

fueron comparados con el Test de Student pareado de dos colas. ***p<0,001.
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A continuacion, se analizé la duracion de las DE. En la figura 5.12 se muestra, el
histograma de las duraciones de las descargas epilépticas en los dias de inyeccion de
PTZ y de no inyeccion. El numero de descargas epilépticas se expresé en porcentaje
con respecto al total de descargas en los dias de inyeccién y de no inyeccién. La
distribucion de las duraciones en ambos dias es muy similar, ya que aproximadamente
el 97% de las DE duran entre 1 y 15 segundos. El rango de duraciones en los dias de
inyeccién de PTZ se encuentra entre 10 y 50,1 s; mientras que, en los dias de no

inyeccién, la duracién oscila entre 1,1y 29,7 s.

30,

= |nyeccion PTZ (n=5654)
< No Inyecciéon PTZ (n=509)

0 3 6 9 12 15
Duracioén (s)
Fig. 5.12.- Histograma de Frecuencia Relativa (% con respecto al total de
descargas epilépticas en dias de inyeccién o no inyeccion) de las duraciones de
las descargas epilépticas. En el grafico se observa el porcentaje de la distribucion de

las duraciones de las descargas epilépticas en los dias de inyeccion (m) y en los dias
de no inyeccion de PTZ (e).

5.2.4.- El namero de descargas epilépticas por minuto de vigilia progresa de

manera diferente en los dias de inyeccién de PTZ y no inyeccion.

Para estudiar la progresion de las descargas epilépticas a lo largo del kindling,
se separaron los dias de inyeccion de PTZ de los de no inyeccién. Mediante ANOVA

de medidas repetidas con factor de correcciéon de Huynh-Feldt épsilon se determind
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que existen diferencias significativas en el nUmero de descargas epilépticas por minuto
de vigilia, entre ambos tipos de dias. Por lo tanto, se compararon pares de dias
sucesivos de inyeccion y no inyeccion mediante la prueba de t pareada. Este analisis
arrojo que a partir de la quinta inyeccion, el numero de descargas epilépticas es mayor
en los dias de inyeccion (Figura 5.13).

Dias de Inyeccién Dias de no inyeccion
2.5 % % 0.4 & * "
2.01 * ] *
] . { I . s { 03 « |
= 1.57 E *
E E
0 * I t { 50.21
0O |.0- I O

os{ 1 } I 0.1

J 0.0

0 4 8 12 16 20 0 4 8 12 16 20
Dias Dias

0.0

Fig. 5.13.- Nimero de descargas epilépticas durante el kindling. La figura muestra
el numero de descargas epilépticas en 10 minutos de vigilia durante los dias de
inyeccién de PTZ (izquierda) y de no inyeccion (derecha). Los datos fueron analizados
mediante ANOVA de medidas repetidas con post-test de bonferroni. * p<0,05 (n=5)
Nota: las escalas del eje Y son diferentes.

Se determind la probabilidad de incidencia de una descarga epiléptica, mediante
un modelo mixto para una respuesta de Poisson para medidas anidadas. Este analisis
nos permitid describir la tasa de aumento de la probabilidad de ocurrencia de una
descarga epiléptica, respecto al primer dia de cada grupo; de este modo, se determiné
que esta tasa incrementa un 10,85+0,52% en los dias de inyeccion y un 5,36+1,71%,
en los dias de no inyeccion. Ademas, Poisson nos permite determinar la magnitud en la
qgue influyen factores, como dia del kindling y la administracion de PTZ, sobre la
probabilidad de registrar una descarga epiléptica, resultando en que ambos factores
tienen influencia significativa sobre ésta, siendo la administracién de PTZ capaz de

incrementar esta probabilidad 7,64+0,35 veces (figura 5.14).
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Fig. 5.14.- Representacion grafica de la probabilidad de registrar descargas
epilépticas en cada dia del kindling. El grafico muestra la tasa de variacion (IRR) de
la probabilidad de observar descargas epilépticas en los dias de inyeccién de PTZ (gris
oscuro), respecto al dia 1 (IRR=1), y en los dias de no inyeccion de PTZ (gris claro),
respecto al dia 2 (IRR=1). La tabla inferior muestra los valores de los factores del
modelo.

5.2.5.- La duracién promedio de las descargas epilépticas es mayor en los dias

de administracién de PTZ, en relacién a los dias de no inyeccion.

Al evaluar las duraciones promedio de las descargas epilépticas por dia durante
el protocolo, se encontré que éstas no cambian durante los dias de inyeccion de PTZ ni
no inyeccion, considerados nuevamente en forma separada para este analisis (figura

5.15). Sin embargo, al comparar la duracion del total de las descargas epilépticas
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(5791 en los dias de inyeccion y 517 en los dias de no inyeccién), se observa que las
descargas epilépticas son de mayor duracion en los dias de inyeccion (4,6+0,7 s)
versus no inyeccion (3,5+0,4 s), p<0,05 (figura 5.16).

8 Dias de Inyeccion 8 Dias de No Inyeccion
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0 4 8 Dias 12 16 20 0 4 8 Dias 12 16 20

Fig. 5.15.- Duracién Promedio de las descargas epilépticas durante el kindling. Se
observa la evolucion de la duracion de las descargas epilépticas durante los dias de
inyeccion (izquierda) y los dias de no inyeccion (derecha). Los datos fueron analizados
por ANOVA de medidas repetidas en ambos grupos de dias, sin diferencias
estadisticamente significativas. (n=5)
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Fig. 5.16.- Duracion Promedio de las descargas epilépticas. Se observa el
promedio de los duraciones del total de las descargas epilépticas analizadas en los
dias de inyeccion (1) y no inyeccién (NI), comparadas por test de Student pareado de
dos colas, *p<0,05. (n=5).
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5.2.6.-. El poder espectral de la banda theta varia con el progreso del kindling
farmacolégico con PTZ.

Se determinaron las frecuencias que componen las DE en los dias de kindling.
Para ello, se dividi6 el espectro de frecuencias, que es continuo, en 5 bandas o rangos
de frecuencias (tabla 4.7). Se calculd su contribucion relativa al espectro total. Esto se
comparo con el poder espectral de las bandas promedio de vigilia, registrada durante la
linea base (figura 5.17). Posteriormente, se calcul6 la el poder espectral de cada banda
durante los dias de kindling, separando los datos en los dias de inyeccién y no
inyeccion, mediante un modelo mixto de medidas repetidas, anidadas en las ratas
(figura 5.18). Para graficar las tendencias de los poderes espectrales a lo largo del
registro, en la figura 5.19 se muestran los perfiles espectrales de la vigilia basal,
ademas del primer y del ultimo dia de administracion de PTZ y de los dias de no

inyeccion.
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Fig. 5.17.- Analisis espectral de las bandas de frecuencia de las descargas
epilépticas. En la figura se observa el poder espectral promedio de cada banda de
frecuencias a lo largo de los dias de registro. El simbolo A representa el registro basal,
simbolo e los dias de administracion de PTZ y el simbolo = los dias intermedios.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 al comparar cada dia del protocolo con la linea base,
con ANOVA de una via con post test de Bonferroni. (n=5)
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Fig. 5.18.- Tendencia de los poderes espectrales de las bandas del EEG durante
el kindling. La figura muestra las tendencias de los poderes espectrales de las bandas
del EEG, calculadas por un modelo mixto de medidas repetidas anidadas. El recuadro
muestra los valores de p de los factores: dia, inyeccion y la interacciéon de ambos: delta
disminuyé 0,79 puntos en los dias de inyeccion y 0,24 puntos en los dias de no
inyeccién; theta disminuy6 0,49 puntos en los dias de inyeccion y 1,3 puntos en los
dias de no inyeccion; alfa aument6 0,21 puntos por dia de inyeccion, pero no varié en
los dias no inyeccién; beta bajo aumentd 0,49 puntos por inyeccion y por dia de no
inyeccion; beta alto se increment6 0,59 puntos por inyeccién y 1,12 puntos por dia de
no inyeccion. (n=5)
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Fig. 5.19.- Perfiles espectrales de las descargas epilépticas durante el kindling
farmacolégico con PTZ. Se compararon los perfiles espectrales de la vigilia (A), con
el perfil espectral de las descargas epilépticas del primer (e) y ultimo dia (o) de
inyeccion de PTZ (gréfico superior) y con el perfil espectral de las descargas
epilépticas del primer (m) y ultimo dia (o) de no inyeccion (grafico inferior). Las barras
de error fueron eliminadas para obtener una mejor visualizacion.

Para evaluar si el proceso de epileptogénesis era progresivo, se analizd si
después de un periodo de 25 dias después de finalizado el protocolo de kindling aun

se observaban DE, y cuales eran sus caracteristicas espectrales.
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5.3.- CARACTERIZACION DE LAS DESCARGAS EPILEPTICAS POSTERIOR AL
KINDLING FARMACOLOGICO CON PTZ.

Para determinar si los efectos del kindling farmacolégico con PTZ son sostenidos
en el tiempo, se registré el EEG 25 dias después de la dltima administracion de PTZ,
vale decir, el dia 44, y se comparé con el dia 20 del protocolo. Los resultados muestran
gue el nimero de descargas epilépticas aumenta y, en contraste, la duracién promedio

se mantiene constante (figura 5.20)
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Fig. 5.20.- Namero y duracién promedio de las descargas epilépticas post
kindling farmacol6gico con PTZ. A la izquierda, se observa el nimero de descargas
epilépticas por minuto de vigilia en los dias 20 (gris oscuro) y 44 (gris claro) del
protocolo. A la derecha, las duraciones promedios de las descargas epilépticas. .
*p<0,05 en test de Student no pareado de dos colas. El nimero de ratas utilizado se
muestra entre paréntesis sobre cada barra.

Al analizar el perfil espectral de las descargas epilépticas del dia 20 y 44 y
compararlo con la vigilia de la linea base, se observa que la banda theta aumenta en el
dia 44 (figura 5.21). Los perfiles espectrales se muestran en la figura 5.22.
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Fig. 5.21.- Comparacion del poder espectral de las bandas de frecuencias en el
dia 44 con los dias basal y 20. Los simbolos representan: vigilia de la linea base (A),
descargas epilépticas registradas en el dia 20 (=) y en el dia 44 (0). **p<0,01 analizado

con test de Student no pareado de dos colas. (n: LB=5; dia 20=9; dia 44=6)
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Fig. 5.22.- Poder espectral de las descargas epilépticas posteriores al kindling
farmacolégico con PTZ. Se observa el perfil espectral de la vigilia de la linea base (A),
en el dia 20 (m) y en el dia 44 (0). Las barras de error fueron eliminadas para una mejor
visualizacion.

5.4.- MODULACION DE LAS DESCARGAS EPILEPTICAS POR NO.

La caracterizacion del kindling con PTZ se realiz6 para evaluar posibles
mecanismos que modulan la epileptogénesis y la excitabilidad neuronal. Como el papel
del NO en la literatura es controversial, se decidi®6 modular sus niveles localmente en la
corteza cerebral, en forma unilateral. Para ello, se inhibié una de las isoformas
implicadas en la sintesis de NO, la 6xido nitrico sintasa neuronal (hnNOS). Esto se logré
inyectando 7-NI por la canula de inyeccion. Posteriormente, se aplico el antagonista
selectivo del R-NMDA MK-801, lo que pretende evaluar la participacion de este
receptor en el efecto de NO. En otra sesion de registro, se administr6 SNAP, un dador
de NO, por la canula. Los controles correspondieron a inyeccién del mismo volumen de
aLCR.

En la siguiente tabla se muestra el nUmero de descargas epilépticas analizadas

en los experimentos de modulacion de los niveles de NO, tanto en animales sometidos

a kindling con PTZ como en animales control (tabla 5.7).
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Rata Tipo Rata aLCR 7-NI MK-801 aLCR SNAP
1 Salina 0 3 0 0 0
2 Salina 0 5 0 0 2
3 Salina 0 2 0 0 0
4 PTZ 2 6 2 - -
5 PTZ 7 13 4 - -
6 PTZ 3 3 2 9 4
7 PTZ 9 6 4 11 7
8 PTZ 5 3 2 5 4
9 PTZ 6 3 7 18 16

10 PTZ 1 0 1 6 1
Totales 33 54 24 49 34

Tabla 5.7.- NUmero de descargas epilépticas analizadas en los experimentos de
modulacion de los niveles de NO. La tabla muestra las descargas epilépticas
registradas por rata, en cada experimento. Los datos marcados con el simbolo —
corresponden a experimentos no realizados.

La posicion de las canulas de inyeccion fue chequeada después de finalizar el
experimento, como se muestra en la figura 5.23. Asi, se pudo corroborar que las
canulas estaban localizadas en la corteza primaria somatosensorial, 6 de ellas en la

region que controla las patas traseras y 1 en la region del tronco.
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Fig. 5.23.- Posiciones de las cénulas de inyeccion. SI1HL: corteza primaria
somatosensorial, region patas traseras. S1Tr: corteza somatosensorial primaria, region
del tronco (Esquema tomado de Paxinos, 2008).

Como se vera mas adelante, 7-NI fue capaz de inducir descargas epilépticas. En
la siguiente figura, se muestra un registro, tanto ipsi- como contra-lateral, obtenido
posterior a la administracion de 7-NI por una de las canulas implantadas (figura 5.24).
Al analizar la amplitud de ambos registros, se observd, que la amplitud de las
descargas epilépticas en el registro del hemisferio ipsilateral a la administracion de 7-NI

es 1,15+0,05 mayor que en el hemisferio contralateral (p<0,01).

Ipsilateral
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Fig. 5.24.- Registro de EEG posterior a la administracion de 7-NI. En la figura se
muestran 20 segundos de registro electroencefalografico con la presencia de una
descarga epiléptica, posterior a la administracion de 7-NlI. El registro superior muestra
el canal correspondiente a la corteza en que fue inyectado el 7-NI; mientras que el
registro inferior, corresponde a la corteza contralateral, en el mismo tiempo.
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5.4.1.- La administracién intracortical de 7-NI induce descargas epilépticas en

ratas controles y en ratas sometidas a kindling farmacoldgico.

En la figura 5.25 se muestra que la administracion intracortical de 7-NI (300 puM)
es capaz de inducir DE en ratas controles y en ratas sometidas a kindling
farmacologico. En cambio, al aplicar MK-801 (5mg/mL), 90 minutos después de la

administracién de 7-NlI, las descargas epilépticas son inhibidas (figura 5.26).

.5 Salino (n=3) PTZ (n=7) 6 Salino (n=3) PTZ (n=7)
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Fig. 5.25.- La inhibicibn de la nNOS induce un aumento en el numero de
descargas epilépticas. A la izquierda se muestra el nimero de descargas epilépticas
por minuto presentes en cada condicion experimental. Las ratas control (salino) no
presentaron descargas epilépticas en el registro basal ni después de la administracién
de MK-801. A la derecha se muestran las duraciones de las descargas epilépticas, que
no presentaron diferencias significativas entre las condiciones experimentales. Entre
paréntesis se observa el nimero de ratas utilizadas en cada experimento.*p<0,05 en
ANOVA de una via con post test de Bonferroni.
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Fig. 5.26.- Perfil espectral de descargas epilépticas en presencia de 7-NI. Se
muestran los perfiles espectrales de las descargas epilépticas inducidas con 7-NI en
las ratas control (salino) y en las ratas sometidas a kindling tratadas con aLCR, 7-NI y
MK-801. No se observan diferencias estadisticamente significativas al comparar las
curvas punto a punto con el test de Student de dos colas.

5.4.2.- La administracion intracortical de SNAP disminuye la duracién de las
descargas epilépticas.

Como la inhibicibn de sintesis de NO induce un aumento de descargas
epilépticas, se realiz6 la prueba inversa, que fue determinar el efecto del aumento del
NO intra-cortical al utilizar SNAP, lo que deberia inhibir las descargas epilépticas. La
administracion localizada de SNAP (200 uM) en la corteza cerebral en ratas PTZ, en
gue se cuantificaron las descargas epilépticas cada 10 minutos posterior a su
administracion, disminuye el nUmero de descargas epilépticas en forma significativa
sélo a los 20 minutos; mientras que la duracion promedio de las descargas epilépticas
es significativamente menor durante los 30 minutos posteriores a la administracion de
SNAP (figura 5.27). En las ratas controles sélo se producen dos descargas epilépticas

en una sola rata, a los 42 y 88 minutos con duracién promedio de 4,8 s.
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Fig. 5.27.- El dador de NO, SNAP, disminuye la duracion de las descargas
epilépticas. A la izquierda se muestra el nUmero promedio de descargas epilépticas +
EE cada 10 minutos de registro en las ratas sometidas a kindling tratadas con aLCR (e)
y con SNAP (m). A la derecha se muestran las duraciones de estas descargas
epilépticas. *p<0,05; **p<0,01 en Test de Student pareado. (n=5)

El perfil espectral de las descargas epilépticas inducidas por SNAP en las ratas
sometidas a kindling no difiere significativamente del perfil espectral inducido por el
kindling mientras que el perfil de las descargas epilépticas de la rata control no es
evaluable estadisticamente (figura 5.28).
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Fig. 5.28.- Perfil espectral de las descargas epilépticas de ratas con niveles
corticales de NO aumentados. Se muestran los perfiles espectrales de las descargas
epilépticas inducidas con SNAP en ratas control y sometidas a kindling con aLCR y

SNAP. No se observan diferencias estadisticamente significativas al comparar cada
frecuencia entre las 3 condiciones con el test de Student.
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En resumen, en la corteza somatosensorial la inhibicion de la produccion de NO
induce un aumento de descargas epilépticas mientras que un dador de NO induce
principalmente descargas epilépticas de mayor duracion. Con esto se muestra que los
niveles de NO modulan la excitabilidad neuronal en la corteza cerebral, lo que se

refleja en una modulacion de nimero y duracién de las descargas epilépticas.

62



6.- DISCUSION

El principal aporte de la presente tesis es la caracterizacion
electroencefalografica del kindling farmacolégico con PTZ, lo que permiti6 una
evaluacién objetiva de mecanismos subyacentes y de intervenciones terapéuticas
tendientes a inhibir la epileptogénesis. Este modelo nos permitié establecer que NO

modula la duracion y nimero de descargas epilépticas en la corteza cerebral.

A continuacién se discutirdn los principales resultados de esta tesis y las

proyecciones que se desprenden de este trabajo.

6.1.- MODELOS ANIMALES DE EPILEPSIA

En este trabajo, utilizamos el antagonista GABAérgico PTZ para inducir
descargas epilépticas. Los antagonistas GABAérgicos son ampliamente utilizados
experimentalmente para inducir epilepsia [66, 67, 69, 92-94]. Las neuronas inhibitorias
son, en general, interneuronas que residen en todas las estructuras neurales, en las
cuales actuan localmente. Estas estructuras se conectan a través de neuronas de
proyeccion, que son excitadoras. Un esquema general de esta organizacién se
muestra en la figura 6.1. Asi, el bloqueo de la neurotransmision inhibitoria lleva a
hiperexcitabilidad generalizada en los circuitos centrales. Los antagonistas
GABAérgicos mas utilizados en modelos de epilepsia son PTZ, bicuculina, penicilina y
picrotoxina [93, 95]. Estos farmacos bloquean al receptor ionotrépico para GABA, R-
GABA,. La bicuculina actia mediante antagonismo competitivo; mientras que PTZ y
picrotoxina mediante antagonismo no competitivo. Penicillina no tiene un mecanismo

de accion claro, aunque se sabe que esta mediado por este receptor [96]

Similarmente, los agonistas glutamatérgicos desestabilizan el equilibrio entre
excitacion e inhibicién, favoreciendo la ocurrencia de descargas epilépticas. Entre
éstos se encuentran el acido kainico, que al actuar como agonista de receptores

glutamatérgicos induce convulsiones. Las lesiones patologicas inducidas por acido
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kainico en el lébulo temporal incluyen esclerosis hipocampal y pérdida de
interneuronas GABAGérgicas [97]. A pesar de que los compuestos mencionados son
capaces de inducir ELT, los mecanismos subyacentes no son idénticos en cuanto a
areas cerebrales preferentemente implicadas, manifestaciones conductuales etc. [66,
69, 80] Asi es como también la epilepsia es considerada un sindrome altamente

heterogéneo.

Corteza ) )

N

oi\
o— Corteza
Interneuronas
inhibitorias
Periferia .<\
./
Talamo

Fig. 6.1.- Esquema de la modulacién de circuitos excitadores por interneuronas
inhibitorias. En el esquema se sefialan en verde las neuronas excitadoras y en café
las interneuronas inhibidoras, que son bloqueadas por agentes como el PTZ.

En pacientes, la injuria cerebral rara vez consiste en un estimulo farmacoldgico.
En general, los estimulos mas habituales en pacientes son mas complejos y de mas
dificil estandarizacién. Un ejemplo extremo son los traumas craneanos. Por ello, se
acepta que los modelos animales basados en farmacos, si bien reproducen el sintoma
final de la patologia (crisis epilépticas), pueden ser particulares en cuanto a los
mecanismos de epileptogénesis implicados. En general, un buen modelo animal para
el estudio de la epileptogénesis en la ELT deberia presentar las siguientes
caracteristicas [95, 97]:
e Desarrollar crisis epilépticas espontdneas y recurrentes.
e Inducir crisis epilépticas conductualmente similares a las desarrolladas por los

pacientes en cada tipo de epilepsia a estudiar, en este caso, la ELT.
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Como discutimos mas abajo, estas caracteristicas se cumplen en el modelo de
kindling farmacolégico con PTZ, ampliamente usado en la literatura (ver tabla 6.1). Uno
de los inconvenientes de todos los modelos animales es que el factor edad no se
ajusta a la realidad, dado que los pacientes con ELT son de distintos grupos etarios
mientras que en modelos animales, con la intencién de generar reproducibilidad, se

estandariza la edad de inicio del tratamiento.

La caracterizacion electroencefalografica, especialmente en el dominio de
frecuencia, es escasa. Mas aun, PTZ en dosis bajas se caracteriza principalmente por
inducir episodios similares a crisis de ausencia con detenciébn repentina de
movimientos y/o fijacion de la mirada [80, 98], de manera que la deteccion de cambios
basados en la conducta no son faciles de pesquisar, siendo por ello mas imprecisas las

interpretaciones de intervenciones con potencial terapéutico.

Modo de Dosis PTZ Caracterizacion
Referencia Admin. (mg/Kg) Cepa Conducta EEG DE
Fanselow & cols. 1 Dosis i.p. 40 Long No Si No
[99] Evans
Marescaux & cols. 1 Dosis i.p. 10y 20 Wistar No Si Si
[100]
Rocha & cols. [101] 1Dosis i.p. 30 Wistar Si No No
Beig & cols. [102] 1Dosis a i.p. 50 Wistar No Si No
Min & cols. [103] 1Dosis i.p. 45 SD No Si Si
Ben-Ari & cols. 1Dosis i.p. 60 Wistar No Si No
[104]
Itoh & cols. [105] 1Dosis i.p. 60 Wistar Si Si No
Golarai & cols. Infusion i.v. 24 SD No Si No
[106]
Luttiohan & cols. Bolo i.v. e 20 Wistar Si Si No
[80] Infusion i.v. 10 ¢/15

min

Kobayashi & cols. Infusion i.v. N.D. Wistar No Si No
[107]
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Jutkiewicz & cols. >2 dosis i.p. 32, 56 SD Si Si No
[108]

Rocha & cols. [101] 25 dosis i.p. 30 Wistar Si No No
Cremer & cols. 7 dosis i.p. 40 Wistar Si No No
[109]
Itoh & cols. [105] 11 dosis i.p. 40 Wistar Si No No
Schmoll & cols. >3 dosis i.p. 20,30y 50 SD Si No No
[110]

Tabla 6.1.- Crisis epilépticas inducidas con PTZ en ratas adultas. La tabla muestra
algunos estudios de caracterizacion conductual de crisis epilépticas (conducta),
registros electroencefalograficos (EEG) y andlisis espectral de descargas epilépticas
(DE), inducidas con PTZ. SD: Sprague Dawley; N.D.: no declarado.

Como se desprende de la tabla 6.1, PTZ es usado en un amplio rango de dosis
en la literatura. Esta variabilidad en las dosis utilizadas nos llevé a realizar un analisis
conductual con 3 dosis administradas de manera repetitiva (20, 30 y 40 mg/kg), lo que
representa un proceso de kindling farmacologico. El progreso en la intensidad de las
crisis fue similar en todas las ratas. S6lo una rata, tratada con 40 mg/Kg de PTZ murié

durante una convulsion.

En parte, muchas divergencias en la literatura se explican porgue los parametros
farmacocinéticos del PTZ son dependientes de la especie, a pesar de que ninguno de
los metabolitos de PTZ encontrados en orina y en plasma ha mostrado actividad
farmacologica [76]. En el caso de esta tesis, el hecho de analizar
electroencefalograficamente las descargas epilépticas en dias de inyeccién (es decir,
en presencia de PTZ), de no inyeccién (en virtual ausencia de PTZ) y 25 dias mas

tarde (en ausencia de PTZ) se traduce en un claro aporte en el tema.

En cuanto a los aspectos conductuales después de administracion de dosis
agudas de PTZ, a partir de los 20 mg/Kg se manifiestan crisis epilépticas que
aumentan en intensidad hasta los 125 mg/Kg [72, 105]. Interesantemente, André y
colaboradores observaron que PTZ 20 mg/kg induce episodios de inmovilidad

asociados a descargas epilépticas, similares a nivel descriptivo a las encontradas por
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nosotros [72]. Las ratas que se trataron con 20 mg/Kg no progresaron hasta una crisis
generalizada (grados 5 y 6), probablemente por diferencias metodolégicas, ya que, en
el trabajo de Schmoll las inyecciones a esta misma dosis son diarias [110], lo que
debido a las caracteristicas farmacocinéticas de PTZ podria generar una acumulacion
de las dosis administradas. Consistentemente, las ratas que tratamos a dosis mas altas
(30 y 40 mg/Kg), manifestaron grados de crisis epilépticas mayores que las ratas

tratadas con 20 mg/Kg.

Las ratas evaluadas conductualmente manifestaron su primera crisis de manera
casi inmediata después de la administracion de PTZ (desde 5 segundos), como es
también reportado por otros autores [67, 80, 110]. Estas crisis contindan
intermitentemente y en forma decreciente después de la inyeccion, como también lo

reflejan nuestros resultados [34].

Las crisis epilépticas tienden a ocurrir a determinadas horas del ciclo circadiano,
lo que depende de la fisiopatologia de la epilepsia. Asi, la ELT en humanos tiene un
patron diurno (es decir, ocurre durante la fase luz) mientras la epilepsia frontal es
nocturna [111-114]. Se piensa que los estados del ciclo suefio vigilia tienen un efecto
modulador sobre la incidencia de crisis epilépticas [112]. Ademas del estado
conductual, otros factores relacionados con variables circadianas podrian modular la
probabilidad de ocurrencia de crisis epilépticas, generando patrones circadianos mas
complejos [115-117].

Sorprendentemente, en las ratas, que son animales nocturnos (es decir, estan
activas durante la oscuridad) las crisis epilépticas inducidas por PTZ también ocurren
durante la fase luz, a pesar que la susceptibilidad al efecto del PTZ es menor durante
esta fase [118]. Como el suefio de la rata es fragmentado, ello no impide que las
descargas epilépticas ocurran durante la vigilia en la fase luz. Esto es un tdpico
interesante a analizar, para lo cual seria necesario realizar registros de EEG de dias
completos, posterior al término del kindling, estudios que aun no estan disponibles en

la literatura. Asi, se determinaria el patron circadiano de las descargas epilépticas.
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6.2 Caracterizacion electroencefalografica del kindling con PTZ

Los trabajos en que se caracterizan las anomalias del EEG inducidas por una
inyeccion de PTZ reportan la presencia de poliespigas de mayor amplitud y menor
frecuencia que el registro basal [80, 93, 108]. Las poliespigas reflejan una alta
sincronia de la actividad neuronal [93, 99] que se puede deber a la falta de inhibicidon
sobre las neuronas excitadoras. La mejor caracterizacion encontrada en la literatura,
muestra descargas epilépticas inducidas con una dosis Unica de 20 mg/Kg de PTZ.
Estas se manifiestan en el rango de frecuencias entre 6 y 9 Hz y se desarrollan
progresivamente durante los primeros 20 minutos post inyeccion, resultados que son
consistentes con los nuestros. Su duracién promedio es de 1,5 s y desaparecen entre
los 120 a 180 minutos post administracion de PTZ [100]. El estudio de Andre y
colaboradores muestra que las caracteristicas de amplitud y frecuencia de las
descargas epilépticas, inducidas por una dosis aguda de PTZ, son dosis dependientes
[72]. Estudios adicionales también apoyan nuestros hallazgos [80, 93, 99, 100, 108],
pudiendo asi concluir que desde el punto de vista descriptivo, nuestras observaciones

son consistentes con la literatura.

En nuestro modelo, el aumento en el poder de esta banda refleja la participacion
del hipocampo en las descargas epilépticas. Ello confirma una vez mas la hipétesis de
que diversas estructuras cerebrales son diferencialmente susceptibles a un insulto que

afecta a todo el cerebro, como lo es la aplicacién sistémica de PTZ.

En cuanto al curso temporal de los cambios en el perfil espectral, la banda theta
disminuye a lo largo de los dias de inyeccion de PTZ. Esto podria deberse al desarrollo
de tolerancia o de adaptaciones al agente farmacoldgico, aunque en la literatura hay
datos disimiles al respecto. Por un lado, no se observan cambios en la afinidad ni en el
namero de sitios de union al R-GABA, [109]; mientras que, hay otro estudio que
muestra disminucién en el numero de sitios de unién, pero no hay diferencias en la
afinidad a este receptor [101]. Ademas, se ha reportado que PTZ induce cambios en el
namero de sitios de unién de receptores glutamatérgicos. Asi, el receptor kainico

disminuye sus sitios de unién en la amigdala, el giro dentado y CAl. Por otro lado,
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aumentan los R-NMDA en la membrana en estas mismas estructuras [109],
constituyendo posibles mecanismos de cambios de excitabilidad hipocampal. Otra
alternativa para explicar este fendbmeno se puede deber a procesos homeostéaticos
enddgenos, tendientes a contrarrestar el dafio hipocampal. El aumento de banda theta
en el dia 44 comparado con el dia 20 indicaria que los mecanismos homeostaticos de

reparacion y defensa han sido superados por un proceso epileptogénico progresivo.

6.3.- PERSISTENCIA DE LOS EFECTOS DEL KINDLING CON PTZ

En un modelo de ELT se establecen circuitos neuronales hiper-excitables,
capaces de producir descargas epilépticas en forma espontanea y recurrente. Por esta
razon, las ratas sometidas a kindling con PTZ fueron registradas 25 dias después de la
dltima administracién. Observamos que las descargas epilépticas siguen presentes,
aumentando su numero mientras que la duracion permanece constante, si se compara
con el dia 20 del protocolo. Estos datos son consistentes con la idea que el fenébmeno
de kindling induce modificaciones sostenidas en el tiempo y que ademas tienden a
amplificarse. Ademas, el analisis espectral de las descargas epilépticas del dia 44
reflej6 un aumento de la banda theta en relacion al dltimo dia de kindling, apoyando la

idea una reorganizacion dinamica de los circuitos hipocampales.

6.4.- EFECTO DEL OXIDO NITRICO SOBRE LAS DESCARGAS EPILEPTICAS

La administracion de PTZ altera el estado redox de las células, [122-124],
favoreciendo el estrés oxidativo. Una dosis Unica de PTZ puede inducir mayor
peroxidacion de los lipidos del tejido cerebral en ratas [123]. EI NO, sumado al estrés
oxidativo inducido por PTZ, genera el idn nitrosonio, el cual es capaz de nitrar
componentes celulares y llevar a neurotoxicidad [46, 54]. Por otro lado, en
sinaptosomas de corteza se ha demostrado que la concentracion de glutation (GSH)
esta aumentada 7 veces, en relacion al hipocampo, posterior al kindling (datos no
publicados). Esto podria dar cuenta, en parte, de la diferente susceptibilidad de estas

estructuras al efecto del NO.
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Se ha observado que el pretratamiento sistémico, vale decir, utilizando
administraciones subcutdneas, intraperitoneales o intravenosas de inhibidores
selectivos de la nNOS, previo a una inyeccion de PTZ, disminuye las crisis epilépticas
[125, 126]. Por otro lado, en un tratamiento con administraciones repetitivas de PTZ, la
administracion sistémica de 7-NI disminuy6 el grado de crisis epiléptica méxima
alcanzada [127]. En ratas de menor edad tratadas con una dosis aguda de PTZ, el
efecto de 7-NI administrado por una via sistémica depende de la etapa del desarrollo,
de tal manera que, en ratas de 10 dias tiene efecto pro-epileptogénico y en las de 21
dias no tiene efecto [121]. Al contrario, inhibidores no especificos administrados por via
intraperitoneal de la NOS tienen efecto antiepiléptico en ratones adultos tratados con
una dosis Unica de PTZ [64], mientras que el pretratamiento con dadores de NO e
inhibidores especificos e inespecificos de la nNOS en ratones tratados con infusion i.v.
de PTZ, no tiene efecto sobre el nUmero o el grado de las crisis epilépticas [59]. Todos
estos antecedentes controversiales apoyan nuestra idea que el NO tiene efectos
especificos en diferentes estructuras cerebrales que se podrian entender mediante la

modulacion localizada, como se hizo en la presente tesis.

En otros estudios, en que se inducen convulsiones con dosis Unicas de acido
kainico y picrotoxina, la administracion sistémica de 7-NI tiene efecto proconvulsivante
y aumenta la mortalidad de las ratas [119]. En otro estudio con &cido kainico, el 7-NI
sistémico tiene efecto antiepileptogénico [120]. Por otro lado, el uso de L-NAME,
inhibidor de las 3 isoformas de NOS, tiene efecto proconvulsivante en los modelos
agudos con PTZ y picrotoxina [64, 119, 121]. Cuando la estrategia para elevar NO es el
uso por via intraperitoneal de L-arginina, el sustrato de las NOS en ratas P10 y P21
sometidas a dosis Unica de PTZ, se observa un efecto proconvulsivo [121]. EI SNAP no

ha sido utilizado in vivo para estos fines.

En el Laboratorio de Neurociencias se encontrd que NO inhibe la excitabilidad de
cultivos primarios de neuronas corticales pero no hipocampales, lo que se acompafio
de un efecto diferencial sobre la sobrevida neuronal: mientras que en cultivos corticales
NO favorecio la sobrevida, en cultivos hipocampales la disminuy6 [57, 130]. Por otro

lado, Calabrese propone que los niveles bajos de NO son neuroprotectores y los
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niveles altos neurotdxicos [54]. El estudio realizado en el Laboratorio de Neurociencias,
muestra que los niveles de NO medidos fueron similares en ambos tipos de cultivo [57].
Por otro lado, los blancos del NO pueden ser diferenciales en ambas estructuras. Se
sabe que una de las vias de neuroproteccion esta mediada por la S-nitrosilaciéon de la
subunidad GIuN2A del R-NMDA [55], que s6lo se observa en la corteza. Este papel
neuroprotector del NO en neuronas corticales es consistente con el efecto de 7-NI, que
aument6 el nimero de las descargas epilépticas. Ademas, estas descargas fueron
inhibidas por la administracion de MK-801, sugiriendo el R-NMDA favorece en la
excitacion neuronal. Por otro lado, la administracion de SNAP, inhibio la duracién de
descargas durante los primeros 30 minutos siguientes a su administracién. A pesar de
que la vida media de SNAP es mayor a 30 minutos, esta inhibicibn es menor

probablemente por la difusion de este compuesto.

Estos resultados nos permiten asignar un rol antiepileptogénico al NO en la
corteza cerebral, reflejando un claro aporte al estudio de los efectos diferenciales del
NO, dado que no existen en la literatura antecedentes al respecto. En un futuro, sera
necesario realizar experimentos tendientes a dilucidar el mecanismo molecular
involucrado en este efecto. Esto permitiria proponer nuevos blancos terapéuticos que
actualmente no se considera en la terapia farmacoldgica de la epilepsia, como se

comenta a continuacion.

6.4.- FARMACOTERAPIA ACTUAL

En la ELT los farmacos de primera eleccién son carbamazepina, lamotrigina,
topiramato, oxicarbazepina, levetirazetam y zonisamida. Ninguno de ellos muestra
efectividad superior en relacion a los otros. Un gran niumero de pacientes con ELT se
hace refractario a ellos y, a pesar de la terapia, presenta crisis epilépticas. Una de las
teorias de farmacorresistencia en ELT es la pérdida de sensibilidad en algunos blancos
terapéuticos. Por ejemplo, la carbamazepina produce un bloqueo dependiente del uso
de la actividad del canal de sodio. Por otro lado, una reorganizacion de los subtipos de
receptores GABA-A en el hipocampo de los pacientes, lleva a una disminucién de la

potencia de los farmacos que aumentan la inhibicion GABAérgica [131].
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Los principales mecanismos de accion de los farmacos antiepilépticos incluyen

modulacion de la actividad de canales de sodio, calcio y potasio [11, 92]. Sus efectos

estan orientados a disminuir la excitabilidad neuronal, y sus efectos secundarios

abarcan desde trastornos grastrointestinales hasta reacciones idiosincraticas graves

[132]. Para una mejor comprension de los mecanismos de accion de los farmacos y

sus efectos adversos, éstos se resumieron en la tabla 6.2.

Familia

Mecanismo de accién

Efectos Adversos

Sulfonamidas:
Acetazolamida [132,
133]

Carisbamato [134]

Zonisamida [135]

Felbamato
136]

[132,

Topiramato [137]

Inhibicién de la anhidrasa
carbonica

Blogueo de canales de
sodio activados por voltaje

Bloqueo de los canales de
sodio, bloqueo de los
canales de calcio tipo T,
potenciacion GABAérgica
e inhibicion de anhidrasa

carbonica

Blogueo de canales de
sodio, potenciacién de R-
GABA,,
los R-NMDA

antagonismo de

Blogueo de canales de
sodio; inhibicion de R-
GABA,, inhibicion de R-
AMPA;  inhibicion  de
canales de calcio de alta
tension, inhibicion de

anhidrasa carbonica

Hematologicos, dermatolégicos y  reacciones
idiosincrésicas sistémicas
Dolor de cabeza, diplopia, vértigo, mareos,

somnolencia, nauseas, vomitos,

trastornos de la marcha, coordinacion anormal
Somnolencia, mareos, ataxia, dolor de cabeza,
dificultad para concentrarse, deterioro de la memoria,
agitacion, irritabilidad, diplopia, confusion, depresion,
nauseas, anorexia, pérdida de peso, nefrolitiasis,
hipertermia, oligohidrosis,

erupciones cutaneas,

discrasias sanguineas y otras reacciones de
hipersensibilidad

Toxicidad hepatica, anemia aplastica, insomnio, dolor
de cabeza, anorexia, pérdida de peso, fatiga, mareos,
letargo, alteracion del animo y del comportamiento,
ataxia, trastornos visuales, erupcion, sintomas
gastrointestinales

Mareos, ataxia, dolor de cabeza, parestesia, temblor,
somnolencia, disfuncién  cognitiva, confusion,
agitacion, amnesia, depresion, labilidad emocional,

nauseas, diarrea, diplopia, pérdida de peso
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Familia Mecanismo de acciéon

Efectos Adversos

Benzodiazepinas:

Potenciacion de R-
GABAA. También pueden
inhibir canales de sodio.

Clobazam,
clonazepam,
clorazepato,
nitrazepam,
diazepam,
midazolam,
lorazepam
[132, 138, 139]

Pirrolidonas:
Brivaracetam [140] Bloqueo de canales de
sodio activados por voltaje
Levetiracetam [141] Bloqueo de receptores de
calcio y de sodio
activados por voltaje

Piracetam [142] No claro

Succinamidas:
Etosuximida Inhibicion de canales de

143]

[132,

calciotipo T

Carbamazepinay derivados:
Carbamazepina
[132, 144]

Blogueo de canales de

sodio activados por voltaje

Sedacidn, alteracion del comportamiento y del animo,

disminucion  cognitiva, depresién  respiratoria,

hipotension

Dolor de cabeza, somnolencia, fatiga, nauseas y
discinesia

Mareos, diplopia, ataxia, vision borrosa, somnolencia,
insomnio, dolor de cabeza,

nauseas, astenia,

erupcion  cutdnea 'y otras reacciones de
hipersensibilidad

Mareos, insomnio, nauseas, malestar gastrointestinal,
hiperkinesis, aumento de peso, temblores, agitacion,

somnolencia, erupcion

Sintomas gastrointestinales, somnolencia, ataxia,
diplopia, dolor de cabeza, mareos, hipo, sedacion,
del

agudas,

alteraciones comportamiento, reacciones

psicoticas sintomas  extrapiramidales,
discrasias sanguineas, erupcién cutanea, sindrome

similar al lupus, reacciones idiosincrasicas

Somnolencia, fatiga, mareos, ataxia, diplopia, vision

borrosa, discinesia, reacciones idiosincrasicas,
hiponatremia, arritmias cardiacas, disminucion de la

densidad mineral 6sea
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Familia

Mecanismo de acciéon

Efectos Adversos

Oxcarbazepina [145]

Bloqueo de receptores de
calcio, tipo P y N, y de
sodio activados por voltaje

Derivados de Aminoéacidos:
Pregabalina [146]

Retigabina [147]

Vigabatrina [148]

Tiagabina [149]

Gabapentina
150]

[132,

Bloqueo de canales de
calcio

Activacion de canales de
potasio dependientes de
voltaje
Inhibicion irreversible de
la GABA transaminasa

Inhibicion de la

recaptacion de GABA

Blogueo de canales de
sodio, potenciacion de R-
GABAA.

de

gastrointestinales,

Mareos, diplopia, ataxia, somnolencia, dolor

cabeza, erupcion, trastornos

fatiga, hiponatremia

Mareos, somnolencia, ataxia, astenia, aumento de
dificultad
concentrarse, temblor, edema periférico

peso, disturbios  visuales, para
Mareos, somnolencia, fatiga, confusién, disartria,
ataxia, temblores, visién borrosa, nauseas, dificultad
para orinar, retencion de orina

del

aumento de peso, sedacion, fatiga, mareos, vision

Estrechamiento irreversible campo visual,
doble o borrosa, nistagmus, ataxia, parestesias,
amnesia, depresion, psicosis, agresion, confusion,
estupor, somnolencia, insomnio, hiperactividad,
agitacion, hipotonia, hipertonia, agravamiento de las
de

generalizadas, trastornos gastrointestinales

crisis mioclénicas 'y otros tipos crisis

Mareos, astenia, nerviosismo, temblor, dificultades
de

epilépticas

para concentrarse, depresion,
de

(convulsiones miocldnicas y de ausencia)

problemas

lenguaje, exacerbacion crisis

Somnolencia, mareos, ataxia, dolor de cabeza,
temblor, diplopia, nduseas, vomitos, rinitis, edema en

las piernas, aumento de peso
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Familia

Mecanismo de acciéon

Efectos Adversos

Otros:
Fenitoina [132, 151]

Rufinamida [152]

Lacosamida [153]

Lamotrigina
154]

[132,

Estiripentol [155]

Acido
[132, 156]

Valproico

Blogueo de canales de
sodio dependientes de
voltaje

Bloqueo de canales de
sodio dependientes de
potencial de accion

Bloqueo de los canales de
sodio dependientes de
voltaje, puede interactuar
con colapsina 2 (CRMP-2)
Blogueo de canales de
calcio y de sodio

activados por voltaje,
inhibicion glutamatérgica
Probable potenciacién de

la actividad GABAérgica

No claro. Probable
potenciacion GABAérgica,
atenuacion de la
excitacion glutamatérgica,
bloqueo de canales de

calciotipo T

Ataxia, mareos, letargo, sedacion, dolor de cabeza,
disfuncion cognitiva, discinesia, encefalopatia aguda,
reacciones de hipersensibilidad, toxicidad hepatica,
discrasias sanguineas, vasculitis, hiperplasia gingival,
deficiencia de acido félico, anemia megaloblastica,
deficiencia de vitamina K, disminucién de
inmunoglobulinas, cambios de humor, depresion,
acné, hirsutismo, neuropatia periférica, osteomalacia,
hipocalcemia, disfunciones hormonales, pérdida de la
libido, miopatia, alteraciones del tejido conectivo,
pseudolinfoma, efectos teratogénicos

Mareos, dolor de cabeza, nauseas, somnolencia,

diplopia, visién borrosa, fatiga y ataxia

Mareos, dolor de cabeza, nduseas, diplopia.

Mareos, diplopia, ataxia, vision borrosa, somnolencia,

insomnio, dolor de cabeza, nauseas, astenia,

erupcibn  cutanea y otras reacciones de
hipersensibilidad

Somnolencia, ataxia, temblor, hipotonia, distonia,
hiperactividad, agresividad y otros trastornos de
conducta, insomnio, nauseas, anorexia, pérdida de
peso, vomitos y alteraciones hematoldgicas
Temblores, sedacion,

astenia, encefalopatia,

sintomas  extrapiramidales, nauseas, voOmitos,
hiperamonemia, aumento de peso, sindrome del
ovario poliquistico, pérdida del cabello, alteracion de
las plaquetas y trastornos de la coagulacion,

toxicidad hepatica, efectos teratogénicos

Tabla 6.2.- Farmacos antiepilépticos. La tabla muestra el mecanismo de accién y los
efectos adversos de los principales farmacos utilizados en el tratamiento de la epilepsia.
Ninguno de ellos se relaciona con regulacién de niveles de NO.
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Las terapias antiepilépticas deberian considerar todos los nuevos hallazgos
acerca de los mecanismos celulares y moleculares implicados en el control de la
excitabilidad neuronal. En el caso de la presente tesis, se podrian proponer terapias
tendientes a aumentar los niveles corticales de NO, asi como disminuirlos en el
hipocampo. Por cierto, estas terapias revisten mayor complejidad que un simple
tratamiento farmacolégico y podrian incluir estimulacién localizada de circuitos
neuronales, terapia celular, nanoterapias, etc. Por otra parte, la identificacion de los
blancos del NO, como por ejemplo las proteinas modificadas por S-nitrosilacion, podria
aumentar la especificidad de los tratamientos. En este caso, la terapia deberia estar
dirigida a la(s) proteina(s) rio debajo de NO. Asi, en el laboratorio se encontré que las
proteinas S-nitrosiladas en el hipocampo (y que probablemente se relacionan con
excitotoxicidad) son diferentes a las proteinas modificadas en la corteza cerebral
(probablemente relacionadas con mecanismos neuroprotectores). Una vez que se
conozca el papel funcional de estas proteinas en la ELT, se podria proponer el tipo de
intervencion éptima. También, el patron circadiano de las descargas epilépticas, que en
la ELT humana ocurren durante la fase de actividad, sugiere que el esquema de
administracién de la terapia debe ser en horarios adecuados. Asi, en el caso de
farmacos deberia tender a la obtencién de concentraciones méximas en los horarios en

los cuales la probabilidad de ocurrencia de la crisis es maxima.

Un modelo de epileptogénesis, estandarizado como el presentado en esta tesis,
es decir, en el cual la epilepsia se instala de manera gradual y controlada, permitiria
evaluar nuevas terapias anticonvulsivas en las distintas etapas de su desarrollo [94,
157]. También permitiria estudiar cambios plasticos subyacentes al aumento en la
excitabilidad neuronal durante la epileptogénesis [69, 158]. Este estudio permitid
caracterizar con mayor precision el kindling farmacologico con PTZ, que a pesar de su

extenso uso, no existia hasta el momento (tabla 6.1).
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7.- CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

La caracterizacion del kindling farmacol6gico con PTZ permiti6 generar una
herramienta Util para manipulaciones farmacoldgicas de la epileptogénesis. En este
caso, la modulacion de los niveles corticales de NO sugieren que NO tiene un rol

antiepiléptogénico en la corteza cerebral.
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9.- ANEXOS

9.1.- Estados del Ciclo Suefio Vigilia

Vigilia:

D
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Suefio REM:

5000 —

o) 3 H 3 H P}

4000 —

Las 3 siguientes figuras anteriores muestran los estados del ciclo suefio vigilia. A
la izquierda de cada figura se observa una serie temporal de 5 épocas de 5 segundos
cada una, donde la sefial en verde corresponde al canal 0 del EEG y la sefial en
naranja, al EMG; a la derecha, el perfil espectral correspondiente a las 5 épocas de la
serie temporal; abajo, el espectrograma de una hora de registro (60 min), donde las

barras amarillas muestran el espectro de la serie temporal mostrada.
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9.2.- Espectrograma de una descarga epiléptica

[¥] J &
® | <o o

‘ il |
{4l | ’\|_‘,‘;‘J~1"I§.,} 1 'l
T AL 1 e 0 |
\ i { || lll|J

Ampiug:

g kg H i A ? .. | |
! flT‘. wT.- W " 1". fh’- ".L u N,I’.!, e %. Jll !I f( I.I " .ll,",

, :

\”.,"1' J ‘.‘,,.'" J .);}[ LR

Arriba a la izquierda se observa una serie temporal de 5 épocas de 5 segundos
cada una, donde la sefial en verde corresponde al registro del EEG y la sefal en
naranja, al EMG, y el punto rojo sefala la época en que se produce la descarga
epiléptica; a la derecha, la densidad espectral correspondiente a las 5 épocas de la
serie temporal; abajo, el espectrograma de una hora de registro (60 min), las lineas

amarillas paralelas sefialan la época en que se produce la descarga.
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9.3.- Canales de registro de EEG.
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A la derecha de la figura se muestra el registro electroencefalografico de una
descarga epiléptica en los dos canales de EEG y a la derecha los perfiles espectrales
correspondientes. En celeste se muestra el canal EEGO y en morado el canal EEG1
(ver tabla 4.6).
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9.4.- Posiciones de las canulas corticales

A continuacion se muestran fotos representativas de las posiciones de las
canulas en el cerebro de la rata, posteriores a los experimentos de modulacion de los

niveles corticales de NO.

La primera figura muestra un corte coronal del cerebro de rata (tomada del atlas
de Paxinos & Watson 1998). En ella se destacan las dos regiones en que se ubicaron
las canulas:

e M1: corteza motora primaria.

e SI1FL: corteza somatosensorial primaria, region de las patas delanteras.

Las siguientes figuras muestran cortes coronales del cerebro de las ratas
sometidas a los experimentos mencionados, obtenidas con microscopia electronica
con el objetivo 2.5X y zoom 3,6 de la cAmara. En ellas, la posicion de la canula esta
marcada por la flecha negra. La primera de ellas muestra la canula posicionada en la

corteza M2 y la segunda, en S1FL.

Bregma +0,20
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Céanula en corteza M1:

Céanula en S1FL:
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