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RESUMEN.

Estudios clinicos y experimentales sugieren que el cerebelo participa en la
actividad epiléptica, sin embargo, estudios que ulilizaron lesion o
estimulacion cerebelosa han mostrado resultados contradictorios. Tal
controversia se puede explicar por los diferentes modelos experimentales
de epilepsia utiizados y las inconsistencias en la lesion y/o en los
pardmetros de estimulacion. En el presente trabagjo se utilizd el modelo de
epilepsia kindling de la rata, lesionamos mediante dcido kainico el nicleo
dentado y el nicleo interpdsitus del cerebelo, teniendo en cuenta su
capacidad para lesionar cuerpos neuronales sin lesionar las fibras de
entrada, de salida o de paso. Se realizaron andlisis histolégicos a fin de
establecer el tamano de las lesiones y las condiciones de las células
después de la lesion. Los resultados muestran que la lesidon en ambos
nucleos dentado e interpdsitus facilita la latencia a presentar cada estado
conductual de acuerdo con la escala de Racine (1972). No encontramos
cambios significativos en la duracion de la actividad epiléptica durante la
fase inicial del kindling. Sin embargo, una vez que las ratas con lesion en el
nucleo dentado y nucleo interpdsitus llegaron a la fase-5 de la escala de
Racine {1972). se observd una reduccion significativa en la duraciéon de la
actividad epiléptica. Las lesiones especificas del nicleo dentado y del

nicleo interpositus fueron  confirmadas  por meétodos  histoldgicos



convencionales. Ademas, con la lesidn de dcido kainico se elimind la
posibilidad de lesionar fibras eterentes o aferentes del niuctec dentado vy
del nicleo interpésitus de ratas; lo cual, se determiné comparando el
numerc de células intactas gue permanecen en la corteza cerebelosq,
especificamente en la monocapa de células de Purkinje, nucleos pontinos
y oliva inferior. Ademdas, se descartd la posibilidad de propagacion del
acido kainico hacia las células de la capa CA3 del hipocampo. Estos
hallazgos permiten concluir gue las lesiones circunscritas en los nucleos
dentado e interpdsitus del cerebelo ejercen efectos inhibitorios en las crisis

generalizadas del modelo kindling amigdalino de la rata.



INTRODUCCION.

La epilepsia es una de las enfermedades neurcidgicas mas frecuentes
despuées de la demencia de Alzheimer. En general se estima que la
prevalencia de este desorden afecta a mas del 1% al 1.5% de la poblacién
a nivel mundial (Kwan ef al, 2006). Aproximadamente el 30% de los
pacientes no responden a trotamientos farmacologicos [Soy Perry., 1981].
La fisiopatologia de la epilepsia aun no es clarq, las investigaciones en
modelos experimentales de epilepsia permiten inferr acerca de 103
procesos fisiopatoldégicos mds comunes. En la  epilepsia como en la
epileptogeénesis, los mecanismos no han sido comprendidos en su
totalidad. Sin embargo, gracias a los modelos de epilepsia se sabe que la
activacién de neuronas cerebrales puede ser resultado de un aumento de
ia neurotrasmisidon excitadora o fallas en las funciones inhibitorias, {Leach,
ef al.,, 1985; Brailowsky, ef al., 1989). También se ha propuesto que con las
crisis epilépticas otros sistemas de neurofrasmision se encuentran alterados
como el de la acetilcoling, serotonina y dopamina entre oiras (McNamara
ef al, 1980}. Asimismo, también esta reportado que existen alteraciones en
los canales idnicos como: los de Nat, Kt y Ca**. (Mrimoto et al, 2004).
Clinicamente se sabe que las causas de este desequilibrio en 105 sistemas
de neurotrasmision es de origen multifactorial {Engel et al., 2001). El modelo

de epilepsia por kindling es uno de los mds estudiados. Da lugar a cambios



electrograficos, conduciuales vy de neurotrasmision similares a los que se
producen en la epilepsia del humano (McNamaro, 1994).

La estrategia terapeutica mas utilizada paro el tratamiento de esta
enfermedod es farmacolégica (Porter et al.,, 1984), aunque tombién se han
planteado diferentes alternativas quirurgicas (Engel et al., 1986), entre las
qgue se encuentra la estimulocion {Sramka y Chkhenkeli, 1990}, o lesion del
cerebelo (Poz et al, 1985; Rubico et al, 2004). En muchos casos se ha
podido contrarrestar las crisis epilépticos {Sramka y Chkhenkeli, 1990). Sin
embargo, en muchos casos sigue siendo imposible detener la presentocion
de esta alteracicn (Cooper et al., 1976, Davis et al., 1992}). Par lo que el
objetivo del presente frabajo es determinar la participacién del nucleo
dentado IND] y del nicleo interpdsitus [NI) en el desorrollo del modelo

kindling amigdalino de la rata.

ANTECEDENTES.
Definicién de epilepsia.

No existe una enfermedad especifica gue se llame epilepsia sino mas bien
es un grupo de ftrastornos que comparten mecanismos fisiopatoldgicos
semejantes, que son generados en diferentes regiones del encéfalo, con
distintas  manifestaciones electroencefalograficas v conductuales. La
Organizacion Mundial de la Salud {OMS) define a la epilepsia como una

afeccion neuroldgica cronica, recurrente vy repetitiva, de fendmenos



paroxisticos ocasionados por descargas de neurcnas cerebrales. Quien
desarrolia Crisis epilépticas, tiene cambios paroxisticos
electroencefalograficos y conductuales ocasionados por la activacion

desordenada de un grupo de neuronas del Sistema Nervioso Central [SNCJ.

Incidencia de epilepsia.

La incidencia a nivel mundial de la epilepsia es del 1 al 1.5% de la
poblacion y en paises como México se estima que en promedio de 10.8 @
20 por cada 1,000 personas padecen algun fipo de crisis epiléptica
(Garcia., 2002).

Clasificacion de epilepsia.

Clinicamente, la epilepsia, se considera un sindrome que puede
presentarse en un importante nimero de padecimientos del SNC. Jackson
(1952) fue uno de los primeros en dar una base cientifica de {a clasificacion
de la epttepsia. Gastault (1970), fue un pionero en la clasificacidon de las
epilepsias en una forma estruciurada. En 1980 se propuso la nomenclatura
de Santa Monica, incluyendo el status epilépticus de tipo convulsivo y no
convulsivo igualmente en parcial y generalizado. Posteriormente, se
propuso la Clasificacion Internacional de las Crisis Epilépticas y Sindromes
Epilepticos (LICE., 1981), gue sdélo hacia referencia al fipo de crisis; después,
se hizo la clasificacion de sindromes epilepticos presentado en Hamburgo
por la Liga Internacional Contra la Epilepsia  (LICE., 1989) separando |a

clasificacion en epitepsia sintomatica e idiopdatica y sindromes especiales.



La clasificacidn de la LICE en 1996, es la misma clasificacion de crisis
focales, generalizadas y de caracter indeterminado, crisis sintomdaticas
criptogénicas e idiopdticas, las cuales estrictamente deben tener un
componente genética {Jahnson y Sander., 2001). i.a mas reciente revisicn
de la LICE {2005-2009) se ha simplificado en crisis generalizadas para las
convulsicnes gue tienen participacidn bilateral de los hemisferics y crisis
focales que se limitan a uno de los hemisferios. El concepto de epilepsia
genetica, se aplicard para danos estructurales-metabdlicos, vy crisis
desconocidas, reemplaza a los términcs de idiopdatica, sintomdtica, vy
criptogénico, asi como algunas crisis que se considerabran sindromes [Berg

et al, 2010}.

Anomalias de EEG en la epilepsia.

El electroencefalograma (EEG) es la heramienta mdas usada para el
diagndstico de las epilepsias [Nidermeyer et al., 1987). En las descargas
epilépticas la actlividad EEG se sincroniza y estos patrones son reconocidos
como actividad epileptica (Driver y McGillervray.,, 1982). En las crisis
epitepticas se ha reconocido el estado ictal que determina 1o sucedido
dentro de la crisis, el estado interictal es entre crisis y crisis y el estado
postictal es después de la crisis. En el estado interictal las anomalias mdas
fipicas en el EEG son espigas aisladas o agrupadas en poliespigas (Lieb ef

al., 1981; Klass y Westmoreland., 1985). Algunas veces las anomalias no son



especificas de actividad lenta theta o delia, difusa o localizada, sino
también en algunos momentos de la crisis hay enientecimiento del riilmo
alfa (Engel., 1986). La estimulacidon luminosa intermitente puede provocar la
aparicion de puntas ondas tipicas de las crisis epilépticas [Naguet vy
Meldrum 1972).

Las crisis generalizadas empiezan con una actividad muy répida y de bgjo
voltaje, dificil de discernir, puede dar la sensacidén de un aplanamiento del
frazo electrogrdfico (Fisher., 1992). Progresivamente, estas ondas disminuyen
de frecuencia y aumentan en amplitud; entre 10 a 15 ciclos por segundo
(c/s), generaimente se producen durante la fase tonica. Luego esta
actividad rdapida se imbriéo con ondas lentas, cada vez mds lentas y
numerosas. En la fase cldonica es sincronia habitualmente con una
descarga de puntas. Al acabar la crisis el trazado gqueda con bajo voltaje
durante unos segundos, mostrando solo ondas muy lentas a menos de 0,5
c/s, progresivamente, la frecuencia aumenta vy el frazado adguiere un
aspecto normal o basal {Dichter., 198%).

La mayoria de las ancormalidades en el EEG y la conducta de los pacientes
con crisis epilépticas pueden ser reproducibles gracias a los modelos
animales. En la figura 1 se muestran los diferentes componentes de la

actlividad epiléptica.
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Figura 1. Trazos electrograficos que caracterizan cada uno de los componentes del EEG
durante la actividad epiléptica.

Epilepsia experimental.

Por la alta incidencia de la epilepsia en la poblacion y para entender los
mecanismos de generacion y modulacion gque subyacen a esta patologia
y ante la limitacién natural que existe al intentar estudiar la epilepsia en
humanos, ha sido necesario el desarrollo de diferentes modelos de
epilepsia. En general, los modelos experimentales de epilepsia se dividen
en cronicos y agudos, los agudos se inducen por la aplicacion de drogas
convulsivantes o por estimulacion eléctrica, y 1os cronicos como el modelo
del kindling gque reproduce de mejor forma la fisiopatologia de la epilepsia
de los humanos.

Existen diferentes modelos de epilepsia, los modelos de crisis parciales,

modelos de crisis generalizadas, modelos genéticos y modelos de estatus



epilepticus de acuerdo con la Clasificacidn propuesta por Fisher [1989),
Presentados en ta tabla 1.

Tabla 1. Diferentes modelos de epilepsia propuestos por Fisher [1989)

"".1 IF""-r

Neocorncoles ~
i Estimulacion eléctrica aguda
| Administracién de metales
Kindling neocortical

Limbicas:

Estimulacién eléctrica aguda

Aplicacion de metales

Administracion local o sistémica de acido kainico
Kindling

Electroshock maximo
Pentilentetrazol
Flurotil
Estimulacion audiogeénica
Modelos de fenémeno epiléptico generalizado de tipo parcial
Pentilentetrazol bajas dosis
Feniciling
Aplicacién de bicuculina
Gama-hidroxibutirato
Estimulacion subcortical

Genética: fotosensible Papio papio
Convulsiones audiogénicas en los ratones.
Rata con epilepsia genética

Ratones transgenicos

d :i'.:.'r;'::_'—:!!ill!.-. ___.-.-.'1 A |‘\.I.:§_”

ilcoro
Acido Kainico




Cabe resaltar que Unicamente se hard una descripcion amplia del
modelo del kindling que fue el modelo utilizado en |la elaboracién de este

frabagjo.

Modelo del Kindling.

El kindling provoca la aparicion de crisis secundariamente generalizadas
del tipo clénico y ténico-clénico, v probablemente también crisis clonicas
primariamente generalizadas {Schmutz., 1987). La importancia principal del
modelo kindling, se demuesfra en la similitud que iiene en compartir
mecanismos que subyacen a la epilepsia humana (Schmutz, 1987;
Adamec et al, 1990}. Ofra importancia del kindling como modele de
epilepsia, es que muchos de los farmacos anticonvulsivos utilizades en el
tratamiento de la epilepsia son tambien capaces de retardar el proceso
det kindling y reducir la severidad de las convulsiones (Suyaga et al., 2010;
Fugiwara ef al., 2010). El kindling ha servido para estudiar los mecanismaos
gue inducen el fendmeno ictal, interictal y postictal, especialmente el
proceso que provoca la descarga de neuronas en forma sincronizada
(Sutula ef al., 1988).

En 1961, Delgado y Sevilano observaron que la estimulacion eléctrica
repetida en el hipccampo del gato producia crisis convulsivas. Los estudios
realizados por Goddard (1969 pusieron en manifiesto que la estimulaciéon

giectrica repetida de bagja intensidad, aplicada en varias dreas



subcorticales del cerebro de la rata podia inducir crisis epilépticas. Los
cambios progresivos que dernvaron de |la estimulacion se definen como el
efecto kindling (GCoddard et al, 1969). La técnica kindling puede ser
empleada en una gran variedad de especies, como en el perro (Wauguier
et al., 1976), el conejo [Tanaka ., 1972), el gato (Wada et al., 1974), y el
mono {Baba et al., 1987), entre otros. En ratas, las dreas mas susceptibles
para inducir kindling son: el neocdrteza anterior, el bulbo olfatorio, el drea
predptica, la corteza piriforme, la corteza entorrinal, el hipocampo, et area
septal la amigdala, y algunas zonas del tdlamo (Goddard et al., 1969).
Dentro del sistema limbico, el drea mdas susceptible a desencadenar crisis
epilépticas fue la amigdala {Am), ya que el nimero de estimulos
necesarios para inducir una convulsion generalizada fue significativamente
menor que las otras estructuras del sistema limbica. La Am se divide en
diferentes nucleos, el nucleo basoiateral amigdalino que es en el que se
reproducen las crisis tipo kindling, tiene una amplia gama de conexiones
reciprocas con la corteza, asi como la amplia distribuciéon de eferentes
hacia el estriado, lo que parecen distinguir el complejo amigdalino
basolateral del resto de la Am. Todos los nicleos del complejo basolateral
reciben aferencia de la corteza piriforme, corteza insular agranular, y la
corteza pre-limbica. Todos los nucleos de la Am basolateral proyecta a la
corteza insular y la corteza agranular pre-limbica y a la corteza entorrinal

(Price et al, 1981; Carlsen et al., 1985; Groenewegen., 1984).



Los estudios en animales han sugerido que la Am es aun mas susceptible a
generar aclividad convulsiva que el hipocampo (Goddard et al, 1949).
Algunos trabajos han mostrado que después de la estimulacion de la Am
se muesira mas répido aumento de glutamato extracelular, 1o que sugiere
que existe una parficipacion temprana de la Am en el desarrollo de de las
crisis convulsivas {Lallement et al., 1991). El ndcleo basolaferal de la Am
juega el papel mds importante en la iniciacion y propagacion de las
convulsiones. La acfivacidén de las neuronas del nucleo basolateral es
principalmente responsable de la generacidn de las crisis convulsivas
generalizadas {Fitz y McNamara., 1979}, incluso en modelos animales en
donde las convulsiones son evocadas en regiones extra-amigdalares
(White y Price, 1993a, 1993b,). Por ofra parte, la estimulaciéon electrica
prolongada en el nucleoc basolateral amigdalino también provoca estatus
epileptucus (Mohapel et al., 1996). Asi, ios hallazgos clinicos con estudios
en animales indican que la Am juega un papel prominente en la
patogenia vy la sintomatologia de la epilepsia. Ademds de que varios
estudios han confirmado que Ias crisis pueden ser inducidas por medio de
la inyeccion repetida de glutamaio vy aspartato en la Am | Mori y Wada.,,

1987).



Metodologia del kindling.

Las crisis parciales y generalizadas se pueden estudiar con la aplicacion
dicria de estimulo eléctrico, con una intensidad que va desde 200 hasta
500 pA en las estructuras limbicas, se provoca una actividad
electroencefalogrdficas y conductual cada vez mas complejas. Después
de 15 a 25 estimulos, la duracion de la actividod epileptica {EEG), llamada
Posdescarga (PD) se registra en todc el cerebro, y un comportamientc
generalizado de tipo tonico-clonico (Goddard ef al., 1969). Enla figura 2 se

muestra el reqgistro de EEG del desarrollo normal del modelc kindiing.
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Figura 2. Registro de EEG del desarrollo normal del modelo kindling, el numero de K
representa el nimero de estimulo. En el primer canal se observa el registro corticografico,
en el segundo canal el regiskro del ndcleo basolateral amigdaline, la flecha indica el
artefacio del estimulo. Se observa un desamollo progresivo del modelo hasta obtener crisis
generalizadas a todo el encélalo como es el ejempio de la k18.

Racine et al., [{1972) caracterizaron que la respuesta del comportamientc

en el modelo kindling en cinco estadcs de comportamiento que es



progresivos y acumulativos: El primero de los estados conductuales, se
refiere a los movimientos faciales tales como el parpadeo o movimientos
masticatorios; el segundo estado conductual, se caracteriza por los
movimientos oscilatorios de |la cabezaq; el tercer estado, se define por los
movimientos de tipo miocldnico de las extremidades anteriores; el cuarto
estado de conductaq, se caracteriza por la ereccidon corporadl, el animal se
para sobre sus miembros posteriores; el quinto estado conductual, es una

crisis generalizada tonico-clénicas en donde existe pérdida de la postura.,

Ventajas del kindling como modelo de epilepsia.

Los cambios descritos en el SNC son los cambios a largo plazo y pueden
ser permanentes (Racine ef al.,, 1972). Dentro de las ventgjas que ofrece
este modelo es que las crisis parciales se pueden estudiar en los primeros
estadios y posteriormente las crisis generalizadas (Kalichman 1982). Los
animales de experimentacion muestran una evolucion y un cambio
generalizado con caracteristicas morfoldgicas similares a las presentadas
por |0s pacientes humanos con crisis parciales secundarias generalizadas
(LICE.. 198%). Otra ventaja importante de este modelo es que, debido a
que utiliza estimulacion eléctrica, los posibles efeclos colaterales de los

modelos quimicos pueden ser controlados.



Mecanismos del Kindling.

Los mecanismos basicos que median la excitabilidad neural se asocia a un
desequilibrio de los eventos quimicos o eléctricos que abren canales de
Na** que permiten el influjo de iones al interior de las neuronas,
produciendo una despolarizacion gue al llegar a un umbral determinado
genera un potencial de accion constituido por una fase de
despolarizacion. Posteriormente, el potencial de accidn se vuelve dl
potencial de reposo estableciendo una carga de reposo de la membrana.
Durante la despolarizacion y la repolarizacion hay una corriente lenta de
iones de K*. En la fase de repolarizacion el potencial puede exceder el
valer de reposo en direccion negativa (hiperpolarizacion) se presenta una
excitacion del grupo neuronal, gue finalmente se fraduce en una crisis

epiléptica {Engel., 1989}, Figura 3.
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Figura 3. Bl potencial de accion se vuelve ol potencial de reposo estableciendc una carga
de reposce de la membrana. Durante lo despolorizocidn y la repolorizocion hoy una
corriente lenta de iones de K*. En esta fase de repolorizacion el potencial puede exceder
el valor de reposo en direccion negativa, produciéndose uno descarga neuronol.



Cambios estructurales con el kindling.

Inicialmente se propuso que el kindling se producia como consecuencia
de dano fisular 0 cambios morfologicos que acontecian durante la
estimulacion eléctrica; sin embargo, durante un tiempo hubo reportes que
indicaban todo lo contrario, ya que el andlisis del area cercana a la
colocacion de los etectrodos, (ufilizando la tecnica de Nissl) no se
encontraron diferencias entre los animales estimulados vy los gque no
recibieron estimulacion [Racine et al., 1975). Usando la técnica de Golgi no
hallaron cambios en la morfologia de las células piramidales del
hipocampo. El tejido adyacente al electrodo, el tamano, Ia ramificacion
dendritica, asi como el nimero y el tamano de las espinas dendriticas
tampoco mostraron alteraciones. Por otro lado, Goddar y Douglas (1775}
examinaron el area cercana al electrodo localizado en la Am y no
hallaron efectos de degeneracion del tejido, este estudio fue mas fino,
puesto que se utilizd la microscopia electrdnica. La estimulacion cortical a
ratas y mediante estudios de microscopia electronica no halld danos en las
regiones sinapticas de los sitios estimulados {Racine y Zaide 1978}, Estos
datos eliminaban la posibilidad de que el kindling se presentard como una
consecuencia de dano ftisular en el sitio de estimulacion o en dreas
cercanas. Sin embargo, no se descartaba la hipdtesis de cambios
morfoldgicos mas sutiles o cambios a nivel pldstico como el crecimiento

axonal. La variedad de técnicas histologicas han aportado evidencias en



este sentido, despuées de estimular ciertas zonas de! cerebro, se presentan
cambios a nivel pldastico. Se tienen evidencias de que en las fibras
musgosas del giro dentado presenta brote axénico o sprouting, asi como ia
reorganizaciéon de conexiones sindpticas, después de eslimulaciones
eléctricas para la induccidon del modelo del kindling, asi como en ofrcs
modelos experimentales de epilepsia (Represa et al., 1989; Cavazos et al.,
1991), este sprouting también se presenta en pacientes con epilepsia del
lObulo temporal [Houser et al, 1990}). Ademdas de estos mecanismos
pldsticos observados, hay otro tipo de alteraciones celulares y moleculares
inducidas en el giro dentado durante el desarrollo del kindling que incluyen
entre ofras, cambios en la forma de las espinas dendriticas de las células
granulares del hipocampo [Geinisman ef al., 1991}, alteraciones en Ias
comientes de Ca#, asi como en la composicion idnica del medio

extracelular (Mody et al., 19%0).

Sistemas de neurotrasmisiéon y kindling.

En términos generales, se ha propuesto gue la estimulaciéon en el sistema
limbico produce elevacion de la liberacion de glutamato y GABA desde
las terminales presingpticas en la hendidura singptica. El glutamato
estimula los receptores postsindpticos AMPA,  esta despolarizacion es
reducida inmediatamente por ia inhibicion recurrente del receptor GABAA

(Joy et al.. 1984). La activacion de los receptores AMPA y en particular los
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receptores NMDA desencadena cascadas intracelulares que llevan a
cambios funcionales y reorganizacion eventual sindptica del glutamato
(McNamara et al., 1987; Croucher ef al., 1990]. En el desarrollo del kindling,
la inhibicidon mediada por GABA se hace mdas frecuente en varias
estructuras cerebrales, incluyendo el sistema limbico en la region del
hipocampo en la capa CAl vy Am {Morimoto ef al, 1993; Morimoto ef al.,
2004).

La participacion de Acetilcolina (Ach) en el proceso del kindling se basa
en el hecho que se puede producir crisis epilépticas por la administracion
de agonista colinérgicos, como el carbacol. Al parecer se desarrolla una
hipersensibilidad neuronal a la Ach desde ias primeras estimulaciones
eléctricas del kindling [McNamara et al.,, 1980; Ferencz efal, 1997). Conla
aplicaciéon iontoforetica de Ach, se observa minutos después la aparicion
de la actividad epitéptica y guarda una estrecha relacion con la duracidon
de ésta; es decir, a mayor duracidn de la posdescarga, mayor es la
respuesta de la célula ala Ach. [Lupica y Berman 1988).

Se han redlizado diversos estudios para dilucidar la participacion de la
dopamina [(DA) en la crisis epilépticas, se sabe que destruyendo los grupos
neuronales dopaminérgicas con 4-hidroxidopamina se desarrolla el
modelo del kindling mas rapido. [Corcoran y Mason en 1980). También esta
reportado de que existe un incremento significativo en la densidad de 1os

receptores D1y D2 para DA en el nucleo acumbens ipsilateral, al estimular
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eléciricamenie la capa CAl del hipocampo (Csernansky et al., 1988).
Estudios in vitro, reportan que la administracién de DA en neuronas de la
capa CAIl del hipocampo de cobayos producia hiperpolarizacion,
sugiriendo que la DA parecia ejercer control en la disminucion de las
descargas epilépticas {Suppes et al. 1985).

La serotonina [5-HT} también ha sido estudiada en las crisis producidas por
el modelo del kindling (Siegel y Murphy., 1979]. se sabe que la disminucion
de la accidn de la 5-HT facilita el proceso de kindling en el foco epiléptico.
aumentando la gravedad de las crisis e intensificando la predisposicién a
las mismas (Jobe et al, 1999). En estructuras como el hipotdlamo y la Am
que contiene gran cantidad de receptores a 5HT tambien existe un
decremento de 5-HT en ratas con crisis inducidas por kindling amigdalino

(Munkenbeck y Schwark 1982).

Cerebelo.

Localizacién.

El cerebelo es la estructura encefdlica que se orngina de 10s
engrosamientos eclodérmicos del metencéfalo. El nombre de cerebelo
proviene del latin que quiere decir "cerebro pequeno”, se trata de una
masa nerviosa voluminosa, gue en la rata tiene un peso aproximado de
300 mg, se encuentra ubicado en la parte posterior del cuarto ventriculo,

posterior e inferior a la base del craneo (Ghez y Fahn., 1985). Se localiza por
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debajo de la parte posterior del cerebro {(Voogd., 1967). Tiene una forma

ovoide, ligeramente aplanado {Jansen y Bodard., 1954).

Division del cerebelo.

El cerebelo estd dividido en su porcidén medial por el vermis cerebelosos y
dos laterales denominados hemisferios cerebelosos, gue estan cubiertos
por una fina capa de sustancia gris, plegada en numerosas
circunvoluciones. {Voogd., 1998). La corteza cerebelosa estad compuesta
por un gran numero de taGminas o folias, que en la rata son 20 (Braitenberg
y Atwood, 1958), crientadas de manera transversal. Cinco profundos surcos
dividen al cerebelo en Iébulos y Iobulillos [Larsell., 1937; Larsell 1952} Figura

4,

Hemisferia
cerebeloso

Figura 4. Esquema del cerebelo de la rata en dondevfé PRuestra su division, en su porcion
medial el vermis y dos laterales denominades hemisferios cerebelosos. La corteza
cerebelosa esta compuesta por un gran nimero de ladminas o folias.
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Desde el punfo de vista filogenético, el cerebelo puede dividirse en ires
porciones: arqueocerebelo, paleocerebelo y neocerebelo {Herrick., 1924).
Esta divisién es de gran interés porque cada una de |as porciones posee

cierta identidad funcional y clinica.

El arquicerebelo es la porcidn filogenéticamente mdas antigua y se
corresponde con el Iébulo floculonodular, surge durante el desarrollo
flogenético al mismo tiempo que el aparato vestibular del oido interno. La
mayoria de aferencias que recibe provienen de los nicleos vestibulares y
se corresponde en gran medida con el vestibulocerebelo. Es capaz de
modular la actividad de los tractos que descienden desde los nucleos
vestibulares a la médula espinal y de las motoneuronas a que inervan los
musculos extrinsecos del globo ocular. Gracias a ello el vestibulocerebelo
se encarga de confrolar y regular el equilibrio corporal y 1os movimientos

oculares [{Ghezy Fahn., 1985).

El paleocerebelo es mads reciente que el arqueocerebelo y estd integrado
por la pirdmide, la dvulg, el lobulillo central con ias alas, el culmen vy el
lobulifo cuadrangular. La mayoria de las aferencias que recibe provienen
de la meédula espinal y tiene cierta correspondencia con el
espinocerebelo, que controla las porciones distales de las extremidades
superiores e inferiores, especialmente las manos, los pies y los dedos (Ghez

y Fahn., 1985}
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El neocerebelo es la parte mas reciente evolucionada y estd formado por
la totalidad del l6bulo posterior a excepcion de la pirdmide vy ia Uvula. La
mayoria de las aferencias que recibe provienen de |la corleza cerebral a
traves de los nucleos del puente. Lleva a cabo ias funciones cognilivas
(percepcion visuoespacial, procesamiento lingUistico y modulacion de las

emociones), la planificacion general de actividades motoras secuenciada

y ei aprendizaje motor {Ghez y Fahn., 1985; Kingsley., 2000; Timmann., 2007}

Figura 5.

Arguicerebelo

Figura 5. Esquema del cerebelo en donde se muestra la division flogenético, se pueden

observarse |las ires porciones: arquiceretelo, paleocerebelo y neocerebelo.



Morfologia del cerebelo.

La corteza cerebelosa es una estructura uniforme en todas sus partes y se
extiende a fravés de la linea media. La corteza estd compuesta por tres
capas bien definidas que contienen cinco diferentes tipos de neuronas,
partiendo de la superficie: la capa molecular, la monocapa de las células
de Purkinje, y la capa granulosa [Ramon y Cajal., 1911). La capa molecular
cuenta con dos tipos diferentes de neuronas, arborizaciones dendriticas de
células de las capas mas profundas y numerosos axones delgados que
corren paralelos al eje longitudinal de las ldminas. En la capa molecular se
hallan las células en cesta y las células estrelladas (Fox et al.. 1967; Larsell,
1967). Las dendritas de estas células se limitan a la capa molecular, lo
mismo que los axones de las células estrelladas. Las prolongaciones de
ambas celulas se orientan en un plano sagital [transversal con respecto al
eje longitudinal de las folias). Los axones de las células estrelladas
establecen cantaclos sindpticos con las células de Purkinje. Las células en
cesta localizadas en las partes profundas de esta capa, en proximidad a
los cuerpos de las células de Purkinje, dan origen a dendritas que
hacienden en la capa molecular y emiten axones amielinicos que forman
arborizaciones terminales en torno del soma de muchas células de Purkinje
visto desde un plano sagital, una sola célula en cesta puede establecer
relaciones sindpticas con diez células de Purkinje (Jeager et al, 1988). La

capa molecular contiene dendritas de las células de Purkinje y de Galgi
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tipo 2 vy los axones transversalmente orientados de tas células granulosas,
provenientes de las fibras paralelas (Palay y Chan-Palay., 1974).

La monocapa de las celulas de Purkinje consta de numerosas céiulas
grandes (50 um) de disposicion uniforme a lo largo de la superficie de Ia
capa granulosa.fRaman ef al, 2001). Cada célula da origen a un
complicado arbol dendritico que se abre como un abanico aplanado,
orientado en dngulo recto con respecto al eje longitudinal de las ladminas..
Los axones de las células de Purkinje son mielinicos, pasan a fraves de {a
capa granulosa y sustancia gris, y establecen contactos sinapticos con los
nucleos cerebelosos profundos (Raman et al., 2000]. Las colaterales de las
células de Purkinje establecen contactos sindpticos con células de Golgi
tipo 2 en la capa granulosa (Brainsterberg et af, 1958). Los estudios
histoquimicos indican que la mayor parte de las células de Purkinje
confiene acido gama-amincbutiico (GABA) (Liinas.. 2004), gue actua
como el principal neurotransmisor.

La capa granulosa consta de nucleos cromaticos densamente agrupados,
qgue en los preparados tenidos con la técnica de Nissel se asemejan a
linfocitos. Estas células tienen de 5 a 8 um de didgmetro, y presentan
granulos de cromatina reunidos en proximidad a la membrana nuclear. Los
nucleos de Ias células granulosas parecen desnudos debido a la delgadez
del citoplasma circundante y a ta ausencia de los grdnulos de Nissel

discretos. Las células granulosas son glutamatérgicas. Cada una de las
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celulas de granulosas da origen a cuatro o cinco dendritas cortas dentro
de los glomerulos. Los axones de las células granutosas son fibras
amielinicas que ascienden en forma vertfical en la capa molecular y se
bifurcan en ramas que corren de manera paralela al eje longitudinal de la
ldmina. Estas fibras paratelas se hallan en tfoda la capa molecular, donde
se orientan en forma perpendicular a las expansiones dendriticas sagitales
en forme de abanico de las celulas de Purkinje. Los axones de las células
granulosas establecen contactos sinGpticos con las  prolongaciones
espinosas de las celulas de Purkinje. Las células de Golgi tipo 2 se
encuentran sobre todas Ias partes supericres de la capa granulosa, poseen
nucleos vesiculares, cuerpos definidos son GABAérgicas. Las dendritas de
estas células se extienden a lo largo de toda la corteza cerebelosa y sus
arborizaciones no se limitan a un solo planc. En la capa molecular, Ias
fibras paralelas establecen contactos con las dendritas de las células de
Golgi, en tanto que las arborizaciones axdnicas son densas dentro de la
capa granular por debgjo del cuerpo celular. Los axones de estas células

terminan dentro de los glomérulos cerebeloses Figura é.
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Figura é. Organizacion celular de la corteza cerebelosa. Observese fibras eferentes desde
las diferentes zonas cerebrales.

Nucleos del cerebelo.

Localizados profundamente en la masa cerebelosa en la rata hay tres
rnucleos: dentado, interpdsitus vy fastigial. La morfologia de los nucleos del
cerebelo varia en diferentes especies [Herrick., 1924), en roedores el nucleo
interpositus se ha dividido en dos partes en anterior y posterior (McCrea et
al., 1978} el nicleo lateral o nicleo dentado se divide también en dos

partes ventrocaudal y rostral (Voogd., 1967). Estos nucleos a través de |as
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fibras musgosas reciben axones de diferentes esiructuras. De la corfeza
cerebelosa especificamente ia inhibicién de las células de Purkinje (lto.,
1984; Raman et al., 2001), y de diferentes estructuras cerebrales, como el
nucleo vestibular (Voogd., 1%967), locus coeruleus (Snaider ef al, 1975),
nucleos pontinos (Angaut et al., 1985), tallo cerebral (Brodal et al., 1972} v
nucleo reticular (Kitai et al, 1976), oliva inferior {De leeuw et al., 198%}. Es
claro que todas las senales que entran y salen del cerebro pasan por 1os
nucleos cerebelosos (Raman et al, 2000). Estos nucleos contfienen
principalmente dos tipos de neuronas {Czubayko et al, 2001):

glutamatérgicas y aspartatergicas (Monaghan et al., 1986).

El ndcleo del fastigial es una masa gruesa con forma de cometa, ubicada
casi en la linea mediq, justo por encima del techo del IV ventriculo del cual
estd separado por una delgada capa de sustancia blanca, fue

caracterizado por Goodman et al., {1963).

El ND o nUcleo lateral es el de mayor tamano v la poblacidén de células
varia dependiendo de la especie, tiene forma de bolsa con pliegues
abierta hacia delante y hacia la linea media. La abertura se denomina
hilio del ND y por él salen ia mayor parte de las fibras que forman el

pedunculo cerebeloso superior Figura 6A.

Las fibras de salida del cerebelo que comprenden el ND y el N} cruzan a

nivel del tubérculo cuadrigémine inferior, dejan colaterales en el nUcleo de

30



Darkschewijsch {Angut., 1970) ascienden para cruzar al ndcieo rojo
contralateral (Toyama et al., 1947}, las fibras proyectan hacia los nucleos
talamicos ventral posterior y ventral lateral {Yoshida et al 1947; Shinoda et al
1985}, para finalmente proyectar a la corteza motora primaria; 10s impulsos
de la corteza motora son frasmitidos a niveles espinales por el haz

corficoespinal [Shinoda et al., 1982).

Una via que se origina en las estructuras de la linea media del cerebelo
(vermis) y pasa después a traves de los nicleos del techo hacia las
regiones bulbares y pontinas del tallo encefdlico. Este circuito funciona en

intima relacion con el aparato del equilibrio v la postura cuerpo.

Una via gue se origina en las areas intermedias a cada lado del cerebelo,
entre el vermis y los hemisferios cerebelosos. pasa después a través del
nucleo interpdsitus hasta el ndcleo ventrolateral del tdlamo y de ahi a la
corteza motora, a varias estructuras de la linea media del talamo y de ahi
a los gandlios bdsales y al nucleo rojo, formacion retficular y nicleo de
Darkewich. Este circuito funciona para coordinar las actividades entre las
dos primera vias cerebelosas de salida, para ayudar a coordinar |as
interrelaciones entre el control postural subconsciente del cuerpo vy el

control consciente voluntario de la corteza motora Figura 7B.
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Figura 7. A) Fsquema de corte sagiial en donde se muestra la localizacidn de los nicleos
dentodo e interpdsitus del cerebelo, B) Esquema de las vias de [as fibras de los nicleos
cerebelosos en color rosa se representan los oxones del nicleo dentado v en azul 103

oxones de la s células del nucleo interpositus .

Funcidén cerebelosa.

El cerebelo no inicia el movimiento, sino que contribuye a la coordinacion,
la precisién vy la sincronizacion exacta, recibe informacién de los sistemas
sensoriales v de otras partes del cerebro vy la médula espinal, e integra
estos insumos a la actividad de moftricidad fina sintonia {Fine 2002). La
regulacion del tona muscular y el mantenimiento det equilibrio, las senales
generadas por casi todos los tipos de receptores se proyectan al cerebelo.
Los sistermnas eferentes del cerebelo provienen en gran parte. aungue no
de forma exclusiva de los nucleos cerebelosos v ejercen sus principales

influencias scbre ndcleos del tfronco del encéfalo en multiples niveles. El
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cerebelo esta unido al bulbo, a la protuberancia y al mecencéfalo, por

ires pares de pedunculos cerebelosos Figura 8.

Pedunculo cerebeloso supenor

Pedancule cerebeloso medio

Pedunculo cerebeloso inferior

Figura 8. El cerebelo esta unidc al bulbo, a la protubercncia vy al mecencéefalo, por tres
pares de pedinculos cerebelosas superior, medio e inferior,

El cerebelo actia en el control motor sélo en relacion con las actividades
motoras gue se inician en alguna otra parte del sistema nervioso. Pueden
originarse en la medula espinal, la formacién reticular, los ganglios basales
o en dreas motoras de la corteza cerebral. El cerebelo es especiaimente
importante para controlar las confracciones de los musculos agonistas y
antagonistas durante los cambios rapidos de posicidon del cuerpo dictados

por los aparatos vestibulares. Al parecer, ésta es una de |as principales
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Cerebelo y epilepsia.

Se ha propuesto que el cerebelo participa en la actividad epiléptica
{Cooper ef al, 1976, Davis et al., 1992., Sramka y Chkhenkeli.,, 1990). Existen
evidencias clinicas y experimentales que apoyan la participacion del
cerebelo en el fendmeno epiléptico. Sin embargo, hasta el momento no se
conocen los mecanismos por los cuales el cerebelo participa en la
epilepsia. Se ha reportado que la cerebelectomia total aumenta la
duracion de ia actividad epileptica llamada posdescarga (PD) provocada
por el modelo de epilepsia kindling (Paz et al., 1985). Contradictoriamente
también estd reportado que la cerebelectomia no tiene influencia sobre el
kindling provocado por el modelo de pentilentetrazol [Raines y Anderson.,
1976}, Las ratas que sufren lesiones electroliticas en el ND requieren menor
cantidad de estimulo para alcanzar la etapa 3 y 5 de la escala propuesta
por Racine [Min et al, 1998). Las lesiones del ND en el desarrollo del
modelo kindling y cuando se usa un modelo de epilepsia focal inducido
por penicilina también facilitan la actividad epileptica (Tsuru et al., 1992}
La estimulacién del ND puede interumpir la descarga epiléptica {Sramka y
Chkhenkeli, 1990, Hutton et al.. 1972), también facilita las convulsiones
producidas por el modelo de cobalto de la epilepsia [Babb et al., 1974).
Existen reportes de que la estimulacién eléctrica del NI facilita la actividad
epiléptica cortical inducida por la aplicacion de cobalto (Dow et al., 1962).

Sin embargo, otros autores encuentran que dicha estimulacion inhibe las
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convulsiones producidas por el modelo de epilepsia producido por
penicilina (Hutton et al 1%272). En ofros estudios Nno se observado respuesta
en la evolucion de kindling (Min et al., 1998). La lesidon o estimulacion de la
principal eferencia cerebelosa que contiene las fibras de los ND y NI,
reduce la duracion PD amigdalina registrados durante la fase de
generalizaciéon [Paz et al,, 19921; Rubio et al, 2004). Teniendo en cuenta
estas evidencias, el objetive de este estudio fue comprender la
participacion dei ND y del NI destruyendo especificamente sus cuerpos
neuronales con AK (McGere et al, 1978), en el desarrollo del modelo

kindling amigdalino.

Acido kainico.

Dentro de las sustancias neurctdxicas mdas estudiadas se encuentra Ak,
clasificado entre las neurotoxinas que actian scbre receptores especificos
y a la cual se le ha brindado gran interés desde su descubrimiento, ya que
ha servido principalmente para la creacion de moedelos experimentales de
epilepsia (Kemppainen et al., 2006; Taniura et al., 2004). Este aminodcido
natural fue aislado e identificado de varias algas marings, setas, hongos y
otras plantas japonesas. Por ejemplo, se obtiene del alga Digenea simplex,
la cual ha side incluida durante muchas décadas en la farmacognosia
japonesa por sus excelentes propiedades antiGscaris. El nombre de Ak

significa monstruo de los mares (McGeer., 1981). En los primeros siete dias
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después de la administracion del AK via intracerebral, se cbserva pérdida
neuronal progresiva a nivel de las areas CAl y CA3 del hipocampo, asi
como efectos neurogénicos; después de 14 dias y hasia 60, los dafnos mas
significativos se presentan en CA3, como se ha descrito para el patron de
danos en animales adultos, concluyendo que la administracion de la
referida  neurotoxing, provoca tanta apoptosis neuronal  como
neurogénesis, para reemplazar las neuronas perdidas por apoptosis, en el
area CA3 del hipocampo (Dong et al., 2003).

El AK es un agonista del glutamato [Olney et al., 1974) que actia sobre
receptores glutamatérgicos {Holiman et al., 1989}, con alta afinidad para el
acido kainico [receptores no-NMDA del tipo kainato), asociado a un canal
idnico. (Ben Ari et al. 2000). El efecto neurotdxico del dcido kainico podria
ocurrir al ejercer su accion sobre receptores no-NMDA, localizados en la
region postsindiptica, a nivel de las dendritas de las neuronas (Coyle, 1983;
Rothman, 1985); o bien, al actuar sobre receptores presinapticos
(autorreceptores) que son receptores ionotrdpicos de glutamato. Como
ligandos, comparte agonistas son receptores AMPA; de hecho, a veces se
hace referencia a los receptores de kainatc y AMPA como a una sola
entidad, denominada receptor no NMDA. Como ofros receptores de
glutamato, se encuentran en Ia membrana de neuronas vy presentan una
respuesta excitatoria de la célula que los presentan (Lerma., 2003). Al

actuar sobre la célula aparecen roturas en la membrana citopldsmica,
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vacuolizaciones citoplasmicas y un edema en las mitocondrias, que
finalmente provocan la muerte celular (Coyle, 1983).

Por lo que se sabe, sobre los mecanismos fisiopatologicos de las lesioneés
descritas en las terminales postsinapticas parecen estar relacionados con
la entrada masiva de Na+ y sobre todo de Ca?t, acompanadoe de agua
(Rothman, 1985; Choi, 1987). hacia el interior de la célula a través de los
canales idnicos asociados al receptor no-NMDA, con la correspondiente
pérdida de la homeostasis del Ca2+ (Choi, 1990) v la degeneracién
neuronal subsiguiente [Pujol et al, 1993). Estas lesiones, se traduciran en
alteraciones electrofisiologicas en los registros electroencefalograficos.
También se ha senalado que el AK causa dano selectivo a los cuerpos
celulares dejando intactas fibras de entrada de paso y de salida frente a
las fibras de paso (McGeer ef al,, 1978). Las inyecciones de AK en el Nl y
en el ND del conejo, causan la completa desaparicion de los cuerpos
neuronales y sus axones, pero las fibras de y las terminales aferentes que

van hacia los nuclec permanecen intactas (Lavond et af., 1985).

JUSTIFICACION.

Las lesiones electroliticas dirigidas a estructuras cerebrales no solo
destruyen los nucleos celulares sino también las fibras de entrada, fibras
provenientes de ofras estructuras y las fibras de salida hacia otras

estructuras. Hay perdida completa de la zona lesionada sin tener
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circunscrita la zona de lesion, siendo dificil discriminar si los resultados que
se obtienen son debidos a la extension de la lesién o al dano retrégrado
en oftras estructuras. En este trabajo se estudid especificamente Ia
participacion del ND y del NI del cerebelo en la epilepsia ya gue estos
nucleos estan formados por neuronas excitadoras y sus axones gue
establecen contactos singpticos con estructuras cerebrales relacionadas
con la actividad epiléptica como lo es el talamo y la corteza motora
contralateral.

Ltos resultados de este trabajo de investigacidn podria conftribuir al
desarrollo de nuevos métodos terapéuticos efectivos, para tratar a aquellos
pacientes que no responden a 105 tratamientos farmacoldgicos
convencionales que corresponden aproximadamente el 30% del total de
los paciente con epilepsia y la lesion de los ND y NI del cerebelo podia ser

una atternativa terapéutica para este tipo de pacientes

HIPOTESIS.

El cerebelo participa en las crisis epilépticas. El ndcleo interpdsitus v el
nucleo dentado son la principal eferencia cerebelosa y estan formados
por neuronas excitadoras, sus axcones establecen contactos sindpticos con
estructuras cerebrales relacionadas con la actividad epiléptica. Al lesionar
estos nuclecs selectivamente con dacido kainico se inhibird la

epileptogenesis producida por el kindling eléctrico amigdalino en la rata.



OBJETIVOS.

OBIETIVO GENERAL:

- Evaluar el efecto de la lesidn circunscrita inducida con acido kainico

en et Nucleo Dentado vy el NUcleo Interpodsitus del cerebelo en el

desarrollo del modelo Kindling amigdalino de la rata.

Objetivos especific os:

« Evaluar la duraciéon de la actividad epiléptica en animales con lesidn

del ND y def NI

+  Determinar el tiempo que tardan los animales con lesidon del ND y del

NI en presentar cada uno de 1os estodos conductuales.

« Corroborar que no hubo lesidn por la microinyeccion de acido

kainico en hipocampo y cerebelo asi como, lesion retrograda a los

nucleos pontinos y de la oliva inferior.
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METODOS.

Diserio Experimental.

Las ratas estaran divididas en cuatro grupos:

Grupo control, Unicamente induccion del modelo kindling n=10

Con inyeccidn de vehiculo [solucion salina) en el nucleo dentado
n=10
« Lesion con AK del ndcleo dentado n=10

«  Lesion con AK del nicleo interpdsitus n=10

Animales.
Para este estudio se utiizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso
promedio de 250 a 300 gr. Se mantuvieron en cajas estandar de bioterio
{26 x 36 x 16 cm} con comida y agua ad libitum, un periodo de luz
oscuridad de 12:12, y bajo condiciones ambientales de temperatura entre

20y 23°C.

Equipo.
Para las cirugias se utlizd un aparato esterectaxico David Kopf para ratas,
electrodos bipolares de acero inoxidable, material quirdrgico vy

farmaceutico convencional. Para los registros elecirofisiologicos se utilizé
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una caja de acrilico franslicida dividida en tres compartimientos (80 x 34 x

38 cmy}, un estimulador Grass S88 y un poligrafo Grass 78D.

Cirugias.

Este proyecto contempld 4 grupos: 1) grupo control al gue Unicamente se
les desarrolld del modelo experimental de epilepsia; 2) grupo sham al que
ademas de la cirugia para la colocacion de electrodos para el desarrolio
del modelo kindling se les administro una inyeccién de solucion salina en el
nucleo dentado; grupo 3} grupo con lesidon en el niucleo dentado; 4)
grupo con lesion en el nucleo interpositus. Para realizar las cirugias cada
una de las ratas se anestesiaron con ketamina [100mg/kg). se colocaron
en un aparato esterotaxico (David Kopf), se hizo una incisidn en direccicn
antero posterior 'y se expusieron |as cisuras craneanas realizando
trepanaciones guirdrgicas para la colocacion de electrodos dirigidos hacia
la corteza sensorimotriz derecha, al el niclec amigdalino basctateral con
ccordenadas estereotdxicas de acuerdo con el atlas [Paxinos y Watson.,
1982]). Anterior 2.8 mm, lateral 5 mm y 8.5 mm ventral. La lesion se hizo por
medio de una microinyeccion estereotaxica de 1.0yl AK [(5nM} a una
velocidad de 0.1ul/min. Las coordenadas para la lesion del ND fueron las
siguientes: lateral 3.4, anterior 2.3, altura 4.0 mm; para la lesion del NI con
0.8ul AK {5nM) lateral 2.5 mm, anterior 2.3 mm y altura 4.0 mm. Con estas

mismas coordenadas se hizo la microinyeccidon de solucidén salina en las
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ratas del grupo sham. Se utitizd un tornillo que se fijo al crGnec como
referencia. Una vez terminada la cirugia los electrodos se soldaron a@

microconectores y se fijaron al créneo con acrilico dental.

Registro electrofisiolégico.

Los registros electroencefalograficos se realizaron de la siguiente manera:;
el miniconector de la rata se unic mediante cables flexibles al poligrafo y
mediante un infermuptor al estimulador. Las condiciones del poligrafo
utilizadas fueron 50 pV de amplificacion, un ancho de banda de los filtros
de 1 a 30 Hz y una velocidad del papel de 10 mm/seq. Para el estimulador

fueron 5V, con puisos cuadrados de 1 mseg. a 60 Hz.

Protocolo experimental.

Diez dias después ([periodo de recuperacion) v el tiempo que tarda en
ejercer el AK su efecto excitotoxico, las ratas se colocaron en cajas
transparentes de acrilico {22.5X30X30) se conectaron mediante cables
flexibles a un poligrafo Grass de 12 canales 78D. y se estimularon
digriamente con un estimulador Grass S88.

Una vez obtenido en su totalidad el kindling después de 10 crisis tdnico
clonicas generalizadas las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital

sodico y sacrificadas mediante el sistema de perfusion intracardiaca, con
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solucion de formol al 10%. Los cerebros fueron removidos y conservados en

formol para hacer proceso histoldgico.

Cuantificacién celular.

Se eligieron seis dreas representativas de las estructuras que envian
proyecciones a la DN e IN, de la siguiente manera: del hemisferio lateral
del cerebelo, para probar la poblacion de células de Purkinje; del nucleo
principal de la oliva inferior y de |la oliva accesoria dorsal, que envian fibras
a el DN e IN, respectivamente, y de los nUcleos pontinos, que envian fibras
a los dos el DN y al NI. Seis otras dreas del hipocampo CA3 fueron
escogidos para evaluar posible la difusion de AK sistémica. En total, 30
zonas para cada rato fueron fotografiadas y analizadas por el software
Image-Pro. La estimacion del tamano del marco de las células de Purkinje
y las células piramidales fue de 520 pm?2, mientras que el tamano del
marco de la oliva inferior y nicleos pontinos fue de 105 um?2. Los valores se

expresan como media * error estandar.

Andlisis estadistico.

Se encontraron diferencias significativas para la duracidn de PD
amigdalina y el nimero de células en las estructuras cerebrales fueron
determinadas por un andlisis de varianza [ANOVA) de una via de medidas

repetidas. Comparaciones posteriores en tas diferentes condiciones se
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hicieran utilizando una prueba de comparacion multiple de Tukey. El punto
de corte para el nivel de significacién de p <0,05. El nimero de estimulos
necesarios para llegar a cada una de tos estados conductuales como una
comparacion entre los grupos se determind medianie un ANOVA seguido

de una prueba post-hoc Friedman, el nivel de significacion fue de p <0,01.

M-’“ Ratas Wistar_de 280 a 300g

| Ancsiesiadas con Ketamina

A

Grupa | Canrral Grupo 2 Sham Grupo 3 lesion ND Grupo 4 tesién Nl
N=10 N=1G N=10 N=10
Implantacion de electrodes en el nocleo basolalerat ~
amipdaling ¥y corleza sensariomolriz Lesion con AK 1.0 pl, .08p1
v -
L Estimulacian Diana —l
| Sacnificadas por Perfusidn Inracardiaca
¥
L Procedimicnios Histolégicos |
A 4

Los resultades fueron analizades por medio de la prueba estadistica ANOVA v una prueba Posi-Hoc p=0 01

Sintesis de la metodologia.
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RESULTADOS.

Este trabajo reporta el efecto de la lesidn del ND y NI cuyos axones forman
la principal via de salida de informaciéon del cerebelo en el desarrolio del
modelo de epilepsia kindling, después de la inyeccion del AK en el ND vy
en el NI no se encontré ninguna alteraciéon en la coordinacion motora en
general, en el equilibrio © la posiura después de haber hecho las lesiones
en tos nUcleos del cerebelo, ni signos de aclividad epiléptica en registros

EEG obtenido antes de la estimulacion de kindling {registro basal) figura 9.

. A A SRl o e

Artefacto del eslimulo

1Sec.

Figura 9. Registro electroencefalografico tomada de una rata con lesidn en el nicleo
dentado. El primer canal muestra el registro cortical y el segunde canal el registro
amigdaline, la flecha muestra la aclividad de EEG basal y no se observa actividad
epiléptica normal antes del primer estimulo paro la induccidn del modelo kindling.

Después de la lesidn con AK en el ND y el IN, el andlisis histologico realizado
con la técnica hematoxilina-eosina reveld la presencia de fibras, sin
cuerpos celulares, en la zona de lesidén. La corroboracidon de |a zona de
lesion, se hizo por medio de cortes histolégicos de 40um obtenidos por
medio de un micrétomo de congelacidon y procesados con la técnica
histologica procedimiento rdpido [Guzman et al., 1958), mostrando que el

ND y el NI fueron totalmente lesionados observadndose en la amplificacion
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de la zona de lesidn dnicamente fibras, cuando los comparamos con el

hemisferio contralateral respectivomente como se muestra en la figura 10.

Figura 10. Seccidn corgnal del cerebelo procesodo con o iécnica de procedimiento
rapido. {A) nicleo interpdsito (). {8) ndcleo dentadoe {D). Los rectangulos muestran
micrografias de un corte sagital (40X} tenido con hematoxilina-eosing, indicando la
presencio de fibras en el kado lesicnade con acido Kainico (K}, v [os cuergos celulares en
el lado no lesiocnado.

No se encontraron efectos en la duracion de la PD ni en la latencia a
presentar los estados conduciuales entre las ratas lesionadas en NI el ND.
Esta observacion se debe probablemente al hecho de que estos dos
nucleos no difieren sustancialmente en sus conexiones neuroanatomicas

como se muestra enla figura 11,
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Figura 11. Esquema de un corte sagital del cerebro de la rata indicando las vias
anotdmicas de la amigdala v cerebelo. Se puede observar gue el nicleo dentado v el
nucleo interpdstus tienen las mismas conexiones neuroanatdmicas.

No se encontrd diterencia entre los grupos en la duracidn de Ia PD limbica
en la evolucidn del modelo kindling. Sin embargo, una vez que os
animales presentaron el estado de generadlizacion se encontraron
diferencias considerables en la duracidn de la actividad epileptica
cuando {os grupos se compararon con el grupo control. El dia de estimulo
16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 (F = 15,58; 25,88; 18,96; 13,96; 7.67; 12,18;

14,76; 25,49, 8,75, P <0,01) Figura 12.
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Figura 12. Duracian de la PD Amigdalna en las crisis limbicas v duranie 10 crisis
generalizadas. Grupo control (circulos negros), grupo Sham {tiangulo), grupo con lesiones
ND [circulos grises}, y grupo con lesiones en el NI {circulos blancos). Los valores se expresan
como media * el erar estondar. La significocidon estadistico se determind mediante el
ondlisis de varianza de medidas repetidas una vic. Seguido de una prueba de Tukey (p
<Q,01).

Se encontraron diferencias significativas (P <0,01) entre los grupos en el
numero de estimulos necesarios para llegar a cada una de las etapas de

comportamiento descritas por Racine y col. (1972). Figura 13.
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Figuro 13. Estados conductuales de acuerdo con lo escala de Racine. Grupo control
ibarras negro], grupo sham [barras rayados), grupo con lesion del ND [barras grises), v el
grupo con lesidon en el NI {karras blancas). Los rotas lesionadas en el ND y el NI necesitaron
un menor nimera de estimulos requeridos para llegar a cada estado conductual del
kindling. en comparacion con los grupos control y shom. Los valores se expresan como
media * el emor estandar. La significancio estadistica se determind medionte el andlisis
varianza de una via seguido por una pruebo de significancia de Friedman (p <0.01).

La cuantificacion de las células en el hipocampo, el nUcleo Pontinos, la
corteza cerebelosa, la oliva inferior y los nicleos pontinos no mostraron
variacion significativa en el nimero de células cuantificadas por los

campos. Tabla 1y Figura 14,
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Tabla 2

Cuantificacion del nimero de células en el hipocampo, ndcleos pontinos,

oliva inferior y corteza cerebelosa.

NUmero de células por area:

Células Purkinje, células piramidales [520um?2), y células de los nucleos

pontinos, Celulas de la oliva inferior [105 um?).

Grupos
Control Sham Lesion del Lesidon del
NUcleo NUcieo
Dentado  Interpdsitus
Células de 11+1.2 9+1.0 7+17%2 10+ 073
Purkinie
Células 37 +28 44+ 48 46 £ 0.8 43+ 82
Piramidales
(CA3)
Células de los 33+ 33 4075 30%3)1 41 +37
NUcleos
pontinos
Célylasdela 18135 17240 12210 16 £30

Olive inferior

Los valores son expresados

* la media del eror estandar. No existen diferencias en el

numero de células contadas por érea. La significancia estadistica se determind mediante
el andlisis varianza de una via seguido por una prueba de significancia de Tukey (p <0¢.01).
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Figura 14 A, Fotomicrografias (2x) representativas de los diferentes grupos experimentales;
A) Hipocampo, B] Cerebelo. El recuadro muestra la zona en donde se hizo la

cuantificacion celular.

Figura 14 B. Fotomicrografias {10x) representativas de los diferenfes grupos experimentales;
A} células de nucleos pontinos, B) células de la oliva inferior. E t recuadro muestra la zona
en donde se hize la cuantificacion celular.



DISCUSION

La epilepsia es uno de los frastornos neurcldgicos mdas frecuentes, el
fratamiento es preferenciaimente formacoldgico aunque en el 30% de 1os
pacientes sigue siendo imposible frenor esta olteracion. Para estos
pacientes refractarios a medicamentos se han propuesto tratamientos
quirdrgicos para la reseccion de la zona epileptogénica [Engel., 1982),
pero en muchos de los casos existen limitaciones para la realizacion de
estos procedimientos. Existe un gran interés en determinar si la
manipulacion cerebelosa {por estimulacion o lesion) puede contrarrestar
las crisis epilépticas. [Cooper et al., 1976, Davis et al., 1992).

En este trabajo se selecciond al modelo del kindling eléctrico amigdalino
ya que su desarrollo gradual y progresivo permite determinar 10s cambios
conductuales, electrograficos e histologicos que acompanan al proceso
epiléptico (Goddard efal., 1969).

Nuestros resultados apoyan la hipdtesis planteada previamente de que el
cerebelo participa en las crisis epilépticas y que una de las vias por las que
gjerce su efecto es a través del ND y del NI que son la principal eferencia
cerebelosa. Estos nuclecs estan formados por neuronas excitadoras
(glutamatérgicas y aspartatergicas), sus axones estoblecen contactos
sinapticos con estructuras cerebrales relacionadas con la actividad

epiléptica como el talamo y la corteza sensoriomotora proponiendo que
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una vez que son lesionadas las células de estos nucleos selectivamente
con AK se inhibiria la epileplogénesis producido por el kindling eléctrico
amigdalino en la rata.

En este estudio se utilizo la lesidn del ND y del NI producida por el AK,
teniendo en cuenta su capacidad de lesionar [0s cuerpos neurcnales sin
dofar a las fibras de enfroda, de paso o de solida {Coyle et al., 2004). El
volumen vy lo dosis inyectada de AK en el ND v en el NI fue normalizado en
nuestro [aboratorio. Los resultados histoldgicos del presente estudio
confirman que la destruccion de los cuerpos neuronales del ND y del NI se
hizo de manera total y sin lesionar las fibras como ha sido descrito en
estudios previos, en donde se han ulilizade conejos para determinar la
participacién de estos nucleocs cerebelosos en  pruebas de
condicionamiento (Katz y Steinmetz. 1997; Lavond et af., 1985, Anderson et
al, 1994). También demostramos que la dosis vy el volumen utilizado no
provocan alteracion en la actividad motora de los animales ni fampoco
alteraciones en el registro basal del EEG en la corteza sensoriomotora
contralateral a las lesiones [aqui proyectarian las fibras de los nicleo
lesionados), los registros se hicieron diez dias posteriores a la inyecciéon del
AK, lo que confirma que este tiene un efecto local (McGere et al., 1978).
No se realizaron pruebas para la deteccidn de muerte celular en este
protocolo experimental ya que los animales fueron sacrificados después de

de que se habian obtenido 10 crisis ténico-cldnicas generalizadas cuando
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el AX ya ejercid su efecto excitotdxico. Esta reportado que la muerte
celular por efecto del AK ocurre duranie los primeros seis dias después de
haber sido inyectado (Ben-Ariefal., 1981).

Hasia ahora, el papel que tienen estos nlcleos del cerebelo en las crisis
epilepticas no ha sido bien definido. Algunos autores han sugerido que la
lesion electrolitica del ND tiene un efecto supresor de la actividad
epiléptica, mientras que el NI no tiene participacion en este proceso (Tsuru
et al, 1992; Hutton et af., 1972). Otfros autores atribuyen un papel facilitador
de los ndcleos sobre |a crisis epilépticas [Babb ef al,, 1974; Dow et al,, 1976).
En nuestra condicidn experimental se hicieron las lesiones circunscritas al
ND y al NI, en el desarrcllo del modelo kindling eléctrico amigdalino que
tiene dentro de sus ventajas el poder estudiar tanto las crisis parciales
coma las crisis generalizadas. En este estudio se incluyeron los animales que
tuvieran 10 crisis generalizadas, ya gue se considerd importante analizar la
participacién de las fibras de los ND y del NI en la epilepsia cuando el
modelo kindling estuviera establecido. La lesion del ND y NI tuvo
principalmente un efecto inhibitorio  sobre las crisis generalizadas, lo cual
concuerda por lo menos para el ND con lo reportade por el grupe de Tsuru
(1992). Quienes atribuyen a este nucleo un papel supresor de |la actividad
epiléptica. Sin embarge, dificimente se podrian hacer comparaciones

entre los resultados de las lesiones electroliticas y las lesiones con AK
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debido a que ias lesiones electroliticas no se circunscriben a la lesion,
ademds de que danan fodo tipo de fibras.

Nuestros hallazgos muestran que no existen diferencias significativas en la
duracion de la actividad epiléplica vy la latencia a presentar cada uno los
estados conductuales del modelo entre los grupos de ratas con lesiones en
el ND y los de lesion en el NI. Las conexiones neuroanatémicas entre estos
dos nucleos no difieren sustancialmente. Las fibras del ND y del NI pasan &
traves de la formacion reticular mesencefdlica, y en este estudio se
excluye la posibilidad de afectar a esta estructura, debido a que se sabe
que la formacidén retficular desempena un papel importante en la
propagacidon de la actividad epiléptica, pero no tiene influencia en la
duracion de la PD (Fernandez-Guardiola et af., 1972). Posteriormente |os
axones del ND y del NI hacen contactos sindpticos en el nicleo rojo en
donde también nemos descartado la posibilidad de que esta estructura
tenga participacion en este modelo experimental ya que estd reportado
que la lesidon de este ndcleos, retrasa significativamente la aparicidon de las
etapas 5 y é del modelo kindling en gatos (Paz y Reygadas., 1987), lo que
es contrario a nuestros resultados. El ND y NI también establecen contactos
sindpticos en el nucleo de Darkschewisch y en ndcleo intersticial de Cajal,
gue son nucleos que estan involucrados en el control del movimiento
ocular. Las fibras de los ND y NI en el tdlamo establecen contactos

sinapticos principalmente con las neuronas del ndcteo ventral medial vy el



veniral lateral. Adicionalmente el NI proyecta al nicleo ventral posterior
(Haroian et «al, 1981}, este ndcleo estd inervado por neuronas
somatosensoriales  (Killackey et al., 2003), con cual se descarta Ia
posibilidad de que este nicleo participe en el fenomeno epileptico.

No se encontraron diferencias en la duracion de la PD en las crisis limbicas,
de las ratas con lesidon en el ND v del NI cuando fueron comparadas con el
control, lo anterior muy probablemente debido a que no existe
comunicacion directa entre las eferencias de los ND y NI v el complejo
amigdalino. La Unica comunicaciéon probada por medio de potenciales
evocados entre el complejo amigdalino y los niclecs del cerebelo es con
el nicleo fastigial (Heath y Harper., 1974). Como se sabe el nicleo fastigial
es bdsicamente de entrada al cerebelo (lto., 1984), por lo que se puede
hipotetizar que mientras no haya generalizacion de la actividad epiléptica
inducida por el kindliing a estructuras como el tadlamo y la corteza
sensoriomotora entre ofras, el cerebelo no ejerce ningun efecto sobre las
crisis focales producidas en la Am.

En este trabagjo se observd que una vez que [as crisis son generalizadas al
talamo y a la corteza sensoriomotora la duracion de la PD es de menor
duracidon muy probablemente debido a gue ias fibras de Ias células de los
ND y NI del cerebelo son principalmente glutamatergicas y aspartatérgicas
(Monaghan et al, 1986). Al ser lesionadas dejan de ejercer su efecto

excitatorio sobre |as estructuras del cerebro anterior.
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En el tdlamo ND y NI dejan sus colaterales principalmente en el nicleo
ventral lateral v al ventral anterior (Ito., 1984), vy se ha demosirado por
medio de inyecciones de peroxidasa de rabano que este Ultimo proyecta
al subiculum (Sikes et al, 1977), estructura gue en rebanadas de tejido
humano epiléptico ha demostrado generar actividad epiléptica (Cohen et
al., 2002). Mas ain, se sabe que ias lesiones talamicas son capaces de
disminuir la frecuencia de las descargas de espigas de las crisis
generdlizadas tanto en animales como en el humano (Braisloswky ef al.,
1997]. También se sabe que estos nicleos tdlamicos envian influencias
excitatorias a la corfeza senscriomotora [Sabatino et al., 1988). Por lo tanto
se puede inferir que las fibras def ND y del NI parficipan en el fendmeno
epiléptico a través de las conexiones con el tdlamo y la corteza
senscricmaotora disminuyendo |as crisis generalizadas.

Los resultados de este trabgjo muestran tambien que se requiere un menor
nomero de estimulos para alcanzar cada uno de los estados
conductuales. El ndclec bascolateral amigdalino tiene proyecciones
directas a la corteza motora y al talamo (Ito., 1984). En el talamo las fibras
de los nicleos del cerebelo y las amigdalinas convergen principalmente
en los niucleos parafascicular y ventromedial [Anderson y DeVito., 1987.,
Sadikot y Rymar., 2009). Estos nucleos cuyas fibras son dirigidas hacia la
corteza motora son clasificados como nicleos motores (Marini ef al., 1996).

Por lo tanto, las fibras de los nUcleo lesionados no establecen contactos
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sindpticos con estos nucleos talamicos ni con la corteza motora [Mason et
al., 2000; Rispal-Padel y Latrille 1974). Por lo anterior una menor latencia
para presentar cada una de las etapas de comportamiento en 10s grupos
lesionados puede ser debida a las conexiones directas entre el nucleo
amigdalino basclateral y la corteza motora (Vergnes et al., 1987).

Uno mdas de los objetivos de este estudio fue determinar el niUmero de
células de Purkinje, del hipocampo, de los ndcleos ponfinos v de la oliva
inferior, utilizando la técnica histolégica de hematoxilina-eosina. Se ulilizd
un metodo de andlisis de imagenes para determinar de forma precisa la
cantidad de células, no se encontraron diferencias en el numero de
células cuantificadas por campo de las diferentes estruciuras cerebrales
qgue envian sus axones al ND y al NI. Asimismo se confirmd que la cétulas
que van desde los nuclecos principal de la oliva inferior y del dorsal
accesorio de la oliva, envian fibras al ND e NI, respectivamente [Ruigrok vy
Voogd., 2000} y a los nuclecs pontinos (Brodal v Jan., 1992). Tambkién se
corrobord el numero de células det hipocampo para evaluar la posible
difusidn sistémica del AK, ya que ahi se encuentra el mayor niUmero de
receptores a kainato (Ben-Ari et al, 1988). Tampoco se encontrd ninguna
diferencia significativa en el nimero de células entre los grupos, por lo que
se puede descartar que la propagacion el AK a otras estructuras,
confirmdandose asi que las lesiones del ND v det NI fueron circunscrita a

estos nucleos.
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Por otro lado, se sabe que las celulas de Purkinje envian sus axones a 10s

ND y NI (LIinas ef af., 2004). Sin embargo, no se encontraron diferencias con

relacion al grupo control en el nimero de ia celulas de Purkinje cuando sus

blancos [ND y NI) fueron destruides. Esta reportado que cuando Ias celulas

de Purkinje carecen de un objetivo especifico, sus axones pueden

reorganizarse (Dusart et al, 1997). Muy probablemente esta plasticidad no

sOlo sea en los axones del cerebelo si no también en los de la oliva inferior

y de los nicleos pontinos.

CONCLUSIONES.

1.

El volumen inyectado, vy la concentracion de AK son suficientes para

lesionar totalmente las células del ND y del NI

Se confimd que no hubo lesidn por la microinyeccién de dcido
kainico en hipocampo y células de Purkinje asi como, lesidn

retfrograda alos nucieos pontinos y de la oliva inferior.

Los axones del ND y del NI no difieren de sus conexiones

neuroanatémicas, participondo de la misma manera en el desarrollo

del modelo kindling amigdalino.
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4. Existe una menor latencia a presentar 10s estados conductuales del

modelo kindling en 1os animales que tuvieron lesion del ND y del NI,

5. Lalesion en el ND y en el NI no modifica la actividad electrografica

convulsiva de las crisis limbicas.

6. Las lesiones del ND y del NI ejerce efectos inhibitorios en las

convulsiones generdlizadas en el modelo de kindling eléctrico

amigdalino.
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EE
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ND
NI
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PD
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Acetilcolina

Dopamina

Ciclos por segundo
Estatus epileptucus
Electroencetalograma

Acido gamma aminobutinco
Glutamato

NUcleo dentado

NuUcleo interpdsitus

Liga internacional contra la epilepsia
Noradrenalina
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Some neurpphysiclogical studies suggest that the cerebellum could participate in epileptic activity.
Therefore, to study the participational the main elferent projections from the cerebellum to the forebrain,
we injected small doses ol kainic acid {XA)into the deep cerebeilar nuclei lo selectively injure neighbor-
ng cells while avoiding fiber lesions. Uminjured fibers were confirmed using histologica! findings and by
assessing the number of cells in the main cerebellar afferents, compared with controls. Under such con-
dirions. we found that dentate and interpositos nuclei lesions interfere with seizure expression. both at
early kindling acquisition and at the kindled stage. We hypothesize that the cerebeilar effect an epilepsy
drives skeletal motor responses. mainly in generalized seizures when the thalamus and neocortex are

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Seme neurophysiological studies suggest that the cerebellum
could participare in epilepric activity, Total cerebellectomy, includ-
ing the deep cerebellar nuclei, increases seizure length in kindled
cats, compared with control animais |25]. Electrical stimulation of
the cerebellar cortex facilitates the occurrence of seizures induced
in the cobalt mode] of epilepsy {3]. Epilepticactivity is also inhibited
after denrate nucleus (DN} stimulation in patients with epilepsy
that is refractory to conventional antiepileptic therapy [8.28.33}.
However, some controversial results have been obtained in rats
with lesions of the deep cerebellar nuclei using different experi-
mental models of epilepsy. It is known thatr complete lesions of the
DN shorten the onset of each kindling stage described by Racine
[27]. while complete lesions of the interpositus nucleus (IN} do
not show differences compared to controls [20]. Lesions of the
DN reduce the electrographic after-discharge {AD) activity induced
by the kindling stimulation {34). However, the electrical stimula-
tion of the DN also reduces the electrographic spikes produced by
cottical penicillin-induced epileptic activity {15]), while electrical
stimulation of the IN increases the numbet of spikes produced by
cobali-induced epileptic activity [11]. Lesions or stimulation of the
brachium conjuntivum (through which both DN and IN efferent

* Cormesponding author, Tel.: +52 $5 5606 3822; fax: +52 55 5424 0B0S.
E-mail oddress: paztres@servidor.unamumx {C Paz)

0361-9220{8 - see front marter © 2011 Elsevier Inc. All rights teserved.
doi: 10, 1016{).brainreslutl 2011.02.003

fibers pass on the way (o the forebrain) significantly reduce the AD
produced by kindling stimulation [24.29].

It is known that cells within the deep cerebellar nuclei are
glutamatergic and aspartatergic [10.21), and such celis are highly
responsive to kainic acid (KA), a molecule that is analogous to glu-
tamate [22]. The local application of small doses of KA induces
selective injury and apoptosis in neighboring cells without produc-
ing fiber Jesions [26]. Injections of KA in the DN and IN eliminate
most cetl bodies |17,2,18}], whereas systemic application results in
epileptic activity {4). Based on this evidence, the aim of this study
was to determine the epileptic activity that characterizes kindling
seizures in rats injected with small doses of KA in the DN and IN.

2 Methods

Al animals were handled and treated with suitable mieasures to minimize pain
and discomfort according te the regulations specified by the Animal Care and Use
Committee of cur insriturion and following the standards of the National Institutes
of Health ol Mexico. Ferty male Wistar rats weighing 280-300 ¢ were maintained
iu controlled environmental cenditions (20-23° C and 12h{12h light-dark cycle)
and had free access to food and water. The rats were anesthetized with ketamine
(100 mg/kg, i.p.) and placed in a stereotactic frame. They were then injected with
varying KAdosesinie the DN{tateral 3.5 mum. anterior 2.3 mmm. and height 4.0 mnt) or
N {lateral 2.4 mm, antesior 2.3 mm, and height 4.0mm) ro determine the appropri-
ate lesion size, During surgery. bipolar electrodes were placed in the left basolateral
amygdala(lateral 5.0 mum, antenor 6.2 mm, height 1.5 mm)and in the nght sensory-
moior cortex. Injections and electrodes were [ocated using the inter-aural line as
reference point according to Paxinos and Warson's atlas {23). Ten rats without DN
or IN injecuons and ten zats injecred with s2line solunon were used as control and
sham groups, respectively, whereas ten rats snjected with a single dose of 1.0l KA
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(3aM? e ke DN and ten rats injected with 0.8 | KA {5nM ) 1n the IN were uied

as expennental groups. Tlectrades consisted of a paar of twisted wires 0005 in,
diametsrmadcal stainksissree] aml except for 1he nps, tnated with Tellon & woiew
srplanted 1 the skubl served as 2 relerenre point The eleciisdes weve wieided 12
d 1L engscrol dnd attached woane cranwmy swath denal acighic Skin cuts were

sutured around $he mini-tennector.

Two days alier swrgery, the rals were placed in 4 soundprool chamber
(27 Sim - M om = 30cm), and therr mini-conn2clors were connected tu a poly-
araphy Grass 78D) using NMexible wires ro allow freetlom of movement. Five minutes
of polyzraphic recordings were obtatned daily unui day 10, when the amygdalowd
stimularion began, [ksity strmulation was applied for 15 using square 68 Hz putses
of 1 ms and 40U pA. tmmediately after each stimufauoi the duraton of (e amyg-
daigid AD and the number af tnals required tu reach each behavioral stage were
scored aciortling 1o Racine’s scale [27). The stages sbserved were charactinzed as
follows' stage 1. clonus of the facial muscles and une or both eyes Lwitching: slage
2 iead nodding; stage 3: forehmb clonus; stage 4: clonus of both forelimbs and
rearing; slage 9: tome-clonic conviulsions, rearing and falling.

ANer ten generalized seizures, the animals were profoundly anesthietized and
sacrificet 5y means of intra=ardiac perfusion with szline solution followeil by 3%
formiatin. The brains were exiracted, and cerebellums were [rozen and sheedin serial
citions 40 winj 0 cvaluate the lesion extent usiag the rapd procedure technique
[141] Taree iilier brains from edch group of rats were embedded m paraffin. sticed
in parasagitial secrions [7 e, and stamed with hematoxylin-eosin. The absence
of 1etrograde cell dearh after ON and !N lesions and the probable sysiemic dif~
fuston nf KA were evaluated by means of a stereclogical analysis performed by
rwo researchers that were blinded 1o the treatment groups [11]. Brielly, we choose
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Fig. 1. Amygdalnid AD duraton priar to stage 5 and throughont 10 subsequent
stage 5 seizures. Comryl group (black circles), sham group [trangle b group wilh DN
lesions { gray circles}, and group with IN lesions {white circles). Values are expressed
as means r S.E.M. Statisrical significance was determined by one-way analysis af
variance lollowed by a Tukey fest * (p<0.01).

Behavioral stages

Fig. 2. Behavioral stages according 10 Racine's scale. Control group (black bars), sham group (striped Dars). group with DN lesian (gray bars), and gronp with IN lesian { white
Lars). Rats injured in the DN and IN required {ewer imials 10 reach cach kindling stage when campared with control and sham groups. Values are expressed as means £ 5.6.M.
Statistical significance was determined by one-way analysis of variance followed by a Fnednman test * (7 <0.01)

Al durmtion (sec)

Behavioral stages

Flg 3. Amygdaloid AD duration assessed for each of the behavioral stages {according to Racine’s scale). Controt group (black bars), sham group (striped bars). group with
DN lesions {gray bars). and group with IN lesions {white bars). After Lhe lesions with KA in DN and IN, the AD duration was shorter from the first behavigral stage onward.
Values are expressed as means + 5.E.M. Statistical significance was determined by one-way analysis of variance foliowed by a Tukey test * (p<0.01).
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X reprecenianve areas frony structures that send projections oo the DN and 1M,
15 folloven: fiont the Liieral hemisphere of the cercheilum, to test the Purkinje-

cells populdats | 13| fromr the pnacipal inferion olive mueias and Trom the dorsa)
drcessory vhive, wlich sil Blsere to e DN il IN, respechively |0 and from
e pentie nucte which send Disers 1o Dot tha DN and I~ [ Six oiler areds

ot the CAS B ppocanpus were chosen to evaluite pessible KA systemic diftusion.
crefare, 30 dieds for earh rat were photographed i analyzed by hvage-Pro
s soboweare. The frame size eshmation lor the Purkinge cells and pyrannidal cells
weas 520 . wehiereas U framie size for the riferior ohive and pontine nuclei was
105 pm. Values were expressed as the mean = standaed error,

Sigrsfrant differences for A0 ubygdaioid durauen and the numiber of celis
in thie brain structures veere deleniiiied by one-way repeated measures of vari-
sre ANOVA) Subsequent compansons withinconditens were inade using Tukey's
IR comparison test The cut-off for the level of significance was (< .05, The
sapmifi ance of the number of tnals necessary Lo reach each of the behavioral stages
as a comparisen between groups was derermined using an ANOVA foltowed Dy a
Friedman test, The cuc-glf for the level af significance was p <Q.01.

3. Results

We did not ind any general problems with motor coordinatian,
balance or posture after the cerebellar lesions. nor signs of epilep-
tic activity in any of the EEG records obiained prior to the kindling
sumulation. Both the duration of the amygdaloid AD with daily
stimulation and the number of trials necessary to reach any of the
behavioral stages failed to reveal statistical differences between
the control and sham groups. Furthermere, we did not find sig-
nificant dilferences hetween the four groups when we compared
the AD duration prios to the time required to reach stage 5. How-
ever, when we compared the AD duration aiong ten subsequent
amygdaloid stimulations once the rats had achieved srage 5, both
DN and IN groups showed significantly shorter Ads. compared with
controls (Fig. 1). We found significant differences between groups
in the number of vials required to reach each of the behavioral
sragesi ANOVA); baththe DN and IN groups required fewer stimula-
tions to reach each of the behavioral stages, compared with controls
(Fig. 2): however.the mean AD duration values (obtained once each
group reached each bebavioral stage) forthe DN and IN groups were
atways shorter compared ro contyols (Fig. 3).

Once the polygraphic study was ¢oncluded, we found that all
rats included in the DN and IN groups displayed a notable absence
of cell bodies throughout the cerebellar nuclei. Hematoxylin-eosin
staiming confirmed the abserice of cell bodies and the persistence
of fibers in lesion targets, compared with the contralateral DN or
IN nuclei (Fig. 4). The absence of retrograde cell death in the pon-
line nuclei, inferior olive, and cerebellar corfex as a consequence of
DN or IN injury was confirmed when no significant number of cell
bodies was found, compared with the number of celt bodies in the
control groups. Likewise, the probable KA diffusion to the highly
kainate-sensitive cells in the CA3 region of the hippocampus was
negligible when the number of pyramidal cells from such regions
was normalized to the overall cell poputation {Table ).

4. Discussion

We did niot find any problems with motor coordination or signs
of epileptic activity in the EEG recordings after DN or IN lesions with
KA. These findings are in agreement with previous work showing
that electrolytic lesions of both nuclei do not interfere wirh motor

Tatle 1

Fig. 4. Coronal section of the cerebellum projected onte photographic paper pro-
cessed vsing Lthe rapid procedure iechnique. (d) The interposiius nuclens (I} (h)
Dentate nucleus (O} The rectangle shows a microphatographic image of a sagir-
tal secrion stained with hematoxylin-eosin, indicating the presence of fibers on the
lessaned side and coll bodies on rhe non-lesioned side. Kainwe acid (K).

activity inrats | 7]. Therefore, we predicted that such lesions would
not interact with the Racine scale evaluared ten days after the KA
injections; a period of time where any motor impairment has been
excluded in rats subjected to deep cerebellar lesions | 32]. The feasi-
biliry of such lesions was confirmed in cytological sections, where
the absence of cell bodies and the presence of fibers within the
chosendeep cerebeilar nuclei were found. Such results confirm pre-
vious findings showing that cell bodies disappear in the DN and IN
following KA injections [ 17.18]. Itis known that KA induces damage
to cell bodies withour disturbing the input, output or passing fibers
|9.19]. Such findings were confirmed by our results, where non-
significant differences in the numbers of cell bodies were found
in the cerebellar cortex, pontine nuclei, and inferior olive, com-
pared to the number of cell bodies in the control groups, Moreover,
we excluded the possibility thar KA diffused systemically, because
there was no decrease in the number of hippocampal pyramidal
cells, for which KA has a high affinity [5].

Number of cellsfarea { Purkinje cells, pyramidal cells/520 wm?, and pontine nucles cells, infenor olive cellsf105 pm?).

Control Sham Dentate nuclens laslon interpositus nucleus lesion
Purnje cells 412 9= 1.0 7=1.2 10 073
Iyramidd| cells {CA3} 37:28 44+ 43 15 - 0.8 43 . 82
Fanrine noclei cells 332 32 40 = 7.5 3030 41 . 37
Infenar alive rells 18 1 35 17 = 40 12+ 40 16 1 30

Values were expressed =standard error of mean.
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Electrical stimulation of rhe basclateral amygdala induces a
permanenr local phenomencn characterized by a decreased AD
fhresiinlil amd the developiient of mator seizures thar rake plice
autgde of the stomuiared struclure Ui knivan that lesions in one
wpdafa do not aftect the npumber of stimulalions reyuired for
the development of motar serzares in the contralateral amygdala
|34]. The lack of correlation berween AD duration and incidence
of motor seizuves climinates the AD duration as a possible mecha-
nism for seizure development. We did not find significant changes
in the AD duration prior to the kindled stage {stage 5). although
the development of motor seizures occurred more quickly in DN
and IN groups. fhere are no direct anatomical connections between
the deep cerebellar nuclei and the basolateral amygdala; however,
both send efferent connections to the parafascicular and ventrome-
dial thalamic nuclei | 1.31]. Therefore. certain thalamic nuclei could
drive the skeletal motor response.We also found significant length-
ening of the AD in rats with DN or IN lesions. compared with the
AD in controls. It is known that, during rhe early kindling stages
(stages 1 and 2), only the stimulated amygdala and its direct pro-
jection fields increase '*C-2-deoxyglucose uptake, whereas during
generalized seizures [stage 3), such markers were correlated with
nonspecific thalamic nuclei and the neocortex [12]. Previously, we
found that cerebellar lesions only showed significant effects once
the kindled stage (stage 5) had been established [25.24]. We sug-
gest that the cerebellar effect on epilepsy 1s to drive skeletal moror
responses, mainty in generalized seizures, when the thalamus and
neocortex are affecred.
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In Vivo Experimental Models of Epilepsy
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Abstract: This study reviews the different s vive experimental models that have been used for the study of epileplogene-
s15. [n this review we will focus on how to replicate the different moclels that have Jed to the study of partial seizures, as
well as generalized seizures and the status epilepticus. The main charactenstics that participate in the processes that gen-
erate and modulate the manifestations of different models of epileptogenesis are described. The development of several
models of expcnimental epilepsy (n animals has clearly helped the study of specific brain areas capable of causing convul-
sions The experimental models of epilepsy also have hetped in the study the mechanisms and actions of epilepsy drugs.
In order to develop experimental animal modeis of cpilepsy, ammals are generally chosen aecording 1o the kind of ept-
lepsy that can be developed and studied. 1t is currently known that animal species can have epileptic seizures similar to
those in humans. However, it is important to keep in mand that it has not been possible 10 entirely evaluate all manifesta-
tions of human epilepsy. Netwithstanding, these experimental models of epilcpsy have allowed a partial understanding of

most of the underlying mechanisins of this disease.

Keywords: Epilepsy models, aluminum hydroxide, kainic acid, kindiing. elcctroshock seizure, penicillin, bicuculline, GABA,

tetanic toxin, pilocarpine.

INTRODUCTION

Epilepsy is a chronic neurological disorder which is char-
acterized by the recurrent appearanee of spontancous s¢i-
zures. When addressing the mechanisms of epilepsy and the
neural consequences ol epileptic neuronal activily, epiteptie
seizures are generally classified into foeal (partial) and gen-
eratized [1]. This disease has a multifaciered ctiology and is
the result of abnormal synchronical discharges in a group of
neurons [2], which are produced by a deviant dynamism of
neuronal networks. People who suffer this disease may have
changes in their consciousness and motor abilities, among
other things; also, due to the repetition of the seizures, neu-
ropathological changes also take place, mainly in the hippo-
campus (Hp) [3] (Fig. 1}. Research on experimental models
of this disease have heiped us to discover the most commeon
physiopathological routes, and have led us 10 believe that
there is an imbalance in the Central Nervous System between
the inhibitory GABAergic and excitatory glutamenergic neu-
ratransmission (Figs. 2 and 3). We also know that activation
of glutamate receptors specifically N-metyl-D-aspartate
(INMDA), alpha amino-2,3-dihydroisoxazolepropanoic-3-
methyl-3-ox0-4 acid (AMPA), a-kainate receplors and
gamma-aminobutiric actd receptors (rGABA , and TGABARg)
are also involved [4]. Some studies also suggest that ion
channels, in particular calcium (Ca®"), sodium (Na®) and
potassium (K™Y ehannels, are involved in epilepsy [5].

The incidence of epilepsy is over 1% of the total popula-
tion. Worldwide, around 30% of patients do not respond to
convenlional drug treatments [6]. Consequently, several ex-
perimental models have been developed in which epileptic
activity is simulated, and different treaiments are tested to
explain the neurochemical, neurophysiological, cellular and
molecular mechanisms that control epileptic setzures. In ad-
dition, studies on these models have also been useful in the
search for similarities of the mecharisms in human epilepsy.
The different animal models can be classified as those in-
duced by chemical coenvulsing agents, such as penicillin and
cobalt, among others; madels by electrical sttmulation, such
as kindling and electroshock, and genetic models, such as
audiogenic seizures or the Papio papio baboon model [7].
These models have atlempted to accuralely explain the
mechanisms that underlie this disease; however, the reason
behind the existenee of so many different types of epilepsy
has not yel been found. In 1989, Fisher proposed an epilep-
ogenic ¢lassification of models, which is similar 1o the clas-
sificatton used in patients: partial epilepsy, tonic-clonie con-
vulsions, und staws epilepticus (SE) [7]. Aecording 1o this
classification, this review includes the main models of in
vivo epileptogenesis currently known. Classification of epi-
lepsy models according to Fisher [7], as amended for this
review, refers exclustvely to in vivo models:
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ALUMINUM HYDROXIDE MODEL

The first report on aluminum (Al) and cpileptic scizures
was documented by KopelofT and collaborators in 1942 [§],
who observed that the application of alumina cream 10 the
cerebral cortex of experimemal animals resulied in the de-
velopment of convulsive seizures. Later, Kopeloff and his
group described a model of epileptogenesis [91, using alumi-
num hydroxide Al (OH).. This was classified within the
models of simple partial seizures, of the focal type [10]. Ap-
plication of 100 pL of a 3-5 % solution of Al (OH); on the
cerebral cortex (Cx), causes recurring seizures after 2
months. Applying alumina cream on the motor cortex of cats
produced similar eftfects, showing that it can produce convul-
sions when applied directly [11]. In a study in which Al gel
{30-40 pl) was applied on the sensorimotor cortex. animals
displayed convulsive seizures in 2 spontangous manner, and
this was ohsened for 70 days afier the application of alumi-
num [11, 12]. Al is an option when studying focal experni-
mental epilepsy, bul when appiied on the temporal lobe of
monkeys. it can simulate a temporal lobe crisis similar to
what is seen in humans [13]. Reports indicatc tha! this model
can produce an important loss of the neuronal dendrites in
the epileptic focus, as well as gliosis [14, 15], therefore, an
increase in the number of glial connections [16]. Along with
the ccllular changes produced by this modcl, there is a lower
number of GABAergic neurons [17] and a drop in the num-
ber of posilive terminals for glutamate decarboxylase (GAD)

Inhibflory intemeuron

*k

Pyramidal cedl

Fig. (1). The epileptic stimuli can directly activate intemeurons, bipolar cells and baskel, and these may inhibil projection cells Also, the
neurons projection can activate excitatory intemeurons. which in tum act over projection neurons. Thus, changes in the function of one or
more eells ina circunt can signilicantly affect neighbering or distant neurons. Other changes include formation of new synaptic connections
as axons sprout. This sprouting of excitatory axons that esrablish many conneetions may resull in an increase of the excitability of neurons
necessary to produce repeated liring in the granule cells, characteristic of cpileptic seizures,
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Fig. (2). The subtypes of tonotropic glutamate receptors are AMPA kainite and NMDA. The activation of these receptors allows influx of
ions. They differ from cach other by eation permeability and by their different sensitivity to pharmacological agonists/antagonists of gluta-
mate. All of glutamate tonotropic receptors are permeable 10 Na ™ and K °, and is the influx of Na " and X" cxit through these channels what
oceurs in the cell membrane depolarization and action potential generation. NMDA receptors also facilitate the conductance Ca' which is
blocked by ion Mg®” in he resting state of the cell membrane, although conditions of depolarization, the Mg?" is displaced and the ¢hannel
heeomes permeable to Ca™ influx. Finally ion‘{ends to depolarize the cell as a factor that apparently centributes to neurcnal damage induced
by Ca’", in activation conditions neuronal cxcessive as that produced by epilepsy.

around the epileptic focus [18]. This model has been used in
research for cpilepsy drugs, such as diphenylhidanioine and
pentobarbital. where these drugs have shown an antiepileptic
cffect [19].

COBALT MODEL

This model was developed by Bonvallet [20]. This partial
crisis model is induced with the application of cobalt (Co)
npowder or wirc on the motor cortex, and the thalamus of rats
[21, 22] and cats [23, 24]. Co powder is reportedly applied in
high doses, resulting in the chronic status epilepticus (SE)
model [20, 25]. When it is applied on the motor cortex of
rats (25 mg), it creates a similar response to that observed in
patients with SE [26]. Epileptiform activily spreads, and the
first onic-clonic crisis takes place during the first 15 minutes
afier application. Spike activity is present in the eleciroen-
cephalogram (12EG), approximately 45 minutes alter the ap-
plication [27}. When experimental animals display SE, they
become very resistant to anticonvulsant therapy. 1t has also
been observed that animals that survive SE take 3 to 3 days
1o relurn lo pre-seizure activity. The administration of Co has
the advantage of producing chronic epileptic seizures [23,
28]. In 1986 Crain and his collaborators showed that synthe-
sis of GABA and the enzyme GAD were inhihited during
seizures caused by Co [29]. The ability of axonal regenera-
tion of GABAergic neurons seems to be involved in the re-
covery of GABAergic function, which occurs during the
extinction of the epileptic syndrome [30]. Twenty days after
application of Co there was an imponant loss of neurons in
region CAl of the Ip |31]. whereas other regions of the Hp,
such as the dentaie gyrus were found in good conditon [32].
The regioen surrounding neocortical application of Co

showed necrosis that was not evident in the contralateral Cx.
Co exposure induced spontaneous, ictal-like discharges
originating from the CAJ area. These discharpes were sup-
pressed by conventional anticonvulsams, [33, 34]. Admini-
strution of dopamine also suppressed epileptiform spikes in
the Cx [33]. It has been reported that gap junction blockers
or an increase in extracellutar Ca™* is associaled with overall
byper-excitability or the impairment of GABAergic inhibi-
tion in the CA3 circuit [36]. Another mechanism proposed
for Co to be an cpilcglic is that it crosses the cell membrane
and modifies the Ca®™ of the glutamate permeable NMDA
channel receptor [5].

ZINC MODEL

Elevated concentrations of zine (Zn*') (>100 mM) may
contribute to neuronal cgll death during, scizures, [37] Sei-
zures produced by the intracerebral injection of zinc sulphate
{(ZnS0,) have proven that it s a convulsant capable of induc-
ing an experimental model of chronic epilepsy; when 600
pe/ke of ZnSO, are applied via intracerebral injection to cx-
perimental animals, tynical clonic seizures are observed [38].
Initially, slight clonic seizures are produced in the conrralat-
cral gar muscle, in the eves and face, witb mastication-type
movements; then toni¢ and clonic seizures occur in the mus-
cles of the neck and of the front legs [39]. The latter were
slightly extended, the animals stood up, and then the general
seizures began [40]. There is also evidence that seizures
caused by Zn can display SE [41]. Studies have shown that
certain subsets of GABA, receplors in the Hp can be
blocked by Zn?*, The most important changes arc in the su-
pragranular laver of the dentate gyrus, sprouted mossy fiber
synaptlic terminals with large amounts of releasable Zn*" are
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Fig. (3). GABA, receplors are permeable to Cl7 iong, as a result of activation. [nflux of Cl-hyperpolanizes the membrane and inhibils the
action potential. Based on the foregoing, the substances that are GABA , receptor agonists, such as barbirurates and benzodiazepines, sup-
press scizure activity. GABAGg receptors are coupled to second messenger sysiems stead of Clchannels, and due to 1ts lecatinn induce a re-
duction in presynaptic release of ransimitters. Second messenger syslems ofien result in opening of K* channels, inducing a hyperpolarizing
current. In difTerent models somc GABAg receptor agonisis cxacerbate hyperexcitability and seizurcs.

observed [43]. Research suggests that the release of Zn®
from these sprouted mossy fiber werminals could medify sei-
zures, reducing the inhibition of hippocampal circuits. Phar-
macological study results suggest that Zn* released from the
mossy fiber pathway do not reach a concentration at post-
synaptic GABAA receplors [42]. Zn™ has been found to
modulate the response of many ligand- and voliage-gated ion
channels, including both GABA receplors and NMDA,
AMPA and kainate-type glutamate receptors. The findings
raise the possibility that Zn*" in the corticostriatal projections
might play a role in the selective, possibly excitotoxic, cetl
death of GABAergic projections [44].

KAINIC ACID MODEL

In 1970, Shinozaki and Konishi showed that kainic acid
(KA) had a potent excitatory effect on rat cortical neurens
[45] because it is a potent analogue of glutamate [46). KA
has been applied directly to a varicty of structures including:
the amygdala (Am) [47], Hp [48], striatum [49], and substan-
tia nigra [50], or has been injected intraventricularly [51]. In
all cases, it triggered cpileptic seizures. KA induces progres-
sive limbic sejzures mimickmg human temporal lobe ept-
lepsy [52, 53). There is exiensive brain damage with the ap-
plication of KA [54]. This model is used to induce chronic or
acule epilepsy by injection of 4 mg/kg 1o 15 mg/kg. The Hp
is especially vuinerable 1o the efTects of KA [55, 36] because
most of the receptors 1o KA exist in the CA3 layer of the Hp
[57). At the culmination of the SE there is ncuronal death
and an inflammatory reaction in areas of the Hp and dentate
gyrus [46]. EEG activity is basically characterized by focal
seizures that originate in the limbic system. In addition,
when seizures are induced in the rat forebrain, therc are
changes in the distribution and levels of the neuropeptide Y,
ils rcceptor subtypes, and their mRNAs [38]. Tanaka de-
scribed the development of spontaneous recurrent seizures
30 davs after administering KA into the dorsal Hp of the cat
[59]. 1t has been hypathesized that, intra-hippocampal injec-
tions of KA could be responsible for the recruitment of struc-
lures such as the Am where chronic foci develop {60]. This
model has also helped in the study of the reorganization of

mossy Nbers of the Hp that play a cructal role in neurogene-
sis [46]. Ancther suggested mechanism through which KA
participates in seizures is that there is a decrease in mRNA of
the GABAy receptors in the Hp and a decrease in mRNA of
the GABAg in granular cells of Hp [61].

KINDLING MODEL

In 1961, Delgado and Sevillano observed that repeated
electrical stimufation of the cat Hp resulted in seizure activ-
ity [62]. Studies by Goddard showed that repeated low-
intensity electric stimuli, applied on several subcortical areas
of the rat’s brain could also induce epileptic scizures. The
progressive changes that derived from this stimulation were
defined as the kindling effect |63]. These studies showed that
the resulls of one electric stimulation per day increased in
complexiry with each repetition. Some subcortical areas also
proved to be more susceptible 1o generalized seizures. The
kindling technigue may be employed on a wide vanety of
species, such as, dogs [64] rabbits [65], cats [66], and mon-
keys [63. 67]. In rats, the areas most susceptible o kindhing
are: the anterior neocortex, the offactory bulb, the preoplic
area, the piriform cortex, the Am, the entorhinal cortex, the
Hp, the septal area and some areas of the thalamus [63].
Within the limbic system, the most susceptible area was the
Am, since the number of stimularions needed to induce a
generalized seizure was significantly lower in this area than
in other stimulated subcortical areas. When the dorsal neo-
corlex, some areas of the thalamus, the mesencephalic reticu-
lar formation, the red nucleus, the sustancia nigra and the
cerebellum were suimulated, no generalized scizures were
produced. Panial and generalized seizures can be studied
with daily application of electrical stimuli, with an intensity
of 200 1o 500 pA in himbic structures, which cause more and
more complex elecroencephalographic and behavioral aetiv-
ity. After 15 to 25 stimulations, the duration of epileptic ac-
tivities, called afterdischarge (AD) is recorded in the entire
brain, and a generalized tonic-clonic behavior takes place
[63]. Racine [68], characterized the behavioral response in
the kindling model into five progressive and cumulative be-
havioral states, the first of which refers to facial movements



302  Central Nervous System Agenis in Medicinal Chemisiry, 2010, Vol 10, No. 4

such as blinking or mastication movements; the second state
is characterized by oscillatory movements of the head, the
third stale is defined by mioclonic movements of the fore-
limbs {first contralaterally. then bilaterally), the fourth be-
havioral state is characterized by erection of the body and
standing on hinds legs, and in the fitth behavioral state. gen-
eralized tonic-clonic seizures are produced and there is a loss
of posture. Each slate includes the behaviors of its preceding
state. The changes described are long term and can be per-
manent [68]. One of the advantages that EEG registration
provides during the different states of kindling is that the
experimental animals show an evolution and a generalized
morphologic change similar 1o those present in human pa-
tients with secondary generalized partial seizures [69]. An-
other important advantage of this model is that, due to the
electrical stimulations, the possible collaeral effects of
chemical models can be contrelled.

Changes that occur in the development of kindling, sug-
gest thal excessive neuronal activation. such as in convul-
sions, reorganize the brain by the immediate activation of
glutamate receplors, sccond messengers, transcription fac-
tors, neurotrophic factors. neurogenesis, synaptogenesis, and
protein synthesis [70]. In general terms. it has been proposed
that stimulation in the normal limbic brain site produces an
increase of glutamate and GABA release from presynapiic
terminals into the synaptic cleft. Glutamate stimulates post-
synaptic AMPA receptors, but this depolarization is immedi-
ately reduced by GABA , receptor-medialed recurrent inhibi-
tion. The activation of AMPA and particularly NMDA re-
ceptors triggers intracellular cascades that lead 10 functional
changes and eventual synaptic reorganization in both gluta-
mate and GABA systems. Over the course of kindling, the
{ailure of GABA-mediated inhibition becomes more frequent
in several brain siles, including the hippocampal CAl region
and the Am [70]. There are also morphological changes such
as aberrant mossy fibers sprouting onto the dentate granule
cell and CA3 pyramidal cell dendrites [71]. This model has
helped 10 study the effectiveness of different antiepileptic
drugs [72, 73], as well as cerebral structures associated to
epiteptic acuivity [74, 75L

ELECTROSHOCK SEIZURE MODEL

Electrical stimulation of the brain by placing electrodes
on the cornea or cars has been used 10 induce motor convul-
sions that depend on the intensity of the stimulation. Tonic-
clonic convulsions are produced by high electroshock cur-
rents, between 25 mA 10 150 mA and 30 Hz with duration of
2 ms {76, 77]. The intensity used depends on the animal, for
example, in mice, a 45 mA current applied through a comeal
elecirode for 0.2 s, as described elsewhere, is sufficient to
praduce a convulsive crisis [78]. Electrical stimulation cur-
rent sirengths tend 1o vary [79]. Large portions of the brain
arc stimulated with electroshock stimulation, causing gener-
alized neural discharges [80]. Daily repetitive low current
electroshock stimulation on a daity basis induces limbic kin-
dling: evidence shows thai responses are produced mainly in
granule cells of the Hp, and also in the neocortex and pyri-
form cortex [8l]. Also, electroshoek-induced behavioral
changes persist for at least 28 days [82]. Microinjection of
GABA has an anti-convulsive effect in rats with seizures
induced by elcctroshock [83]. This model has also helped

Rubiv ef al.

discover fenitoin. which reduced epileptic activity by 30%
|847. Different antieptleptic drugs were later tested using this
model. such as carbamazepine and valproic acid [85. 86].
Lamotrigin and oxcarbazepine inhibited seizures by 50% in
this model [87].

PENTYLENTETRAZOL MODEL

The Pentylentetrazol {PT7Z) model for induction of epi-
lepsy is vonsidered to be similar to primary tonic-clonic gen-
eralized epilepsy in humans [88]. A 0.85% solution of PTZ
in a volume of 0.01 ml/g body weight is administered by
intracerebral injection [89], or 1t can also be inlraperitonially
injected, in doses from 20 10 300 mg/kg. Mice are then ob-
served for the presence or absence of a minimal clonic sei-
zure of the forelimbs or vibrissae [90]. Episodes in each
animal can be sbort, lasting 3-5 seconds. PTZ induced ept-
lepsy is known 10 be penerated and spread mamly through
the Hp {91]. It has recently been reported that in rals treated
with PTZ, there is an increase of axonal growth in the inter-
nal portion of the CA3 layer of the Hp [92]. It has also been
reported thal one the mechunisms that underlie epilepsy pro-
duccd by PTZ, is increase of vollage in the voltage-gated
potassium channel [93]. There is also a known relationship
between the imbalance of the inhibitory and excitatory neu-
rotransmission systems, and in the long run, a loss of inhibi-
tion mediated by GABA [94]. Specifically, PTZ blocks the
GABA, receptor [95]. It is considered a GABA selective
agonist [96]. It is known that the expression of NMDA re-
ceptors undergoes subunit- and region-related changes in
kindled seizures of rats induced by PTZ [97]. Carbamazepine
is effective in inhibiting PTZ induced seizures [98, 99]. Also,
fenitoine and pentobarital have proven o have suppressing
effects on the model [100, 10]].

MODEL OF EPILEPTOCGENESIS WITH FLURO-
THYL

This is a gas that causes seizure activity in adult animals;
the severity is dosage dependent, and can reach SE [102]. In
adult rats, it has been proven that SE can be induced when
they breathe in this gas through a fan using air bubbles with
a mixture of water: flurothy] 4:1 [102]. Briefl exposures (o
this gas result in clonic seizures, followed by wnic-clonic
convulsions. Changes in behavior and the manifestations of
the convulsions induced by flurothyl are age specific. Young
rats present facial clonic seizures and forelimb clonus that
progresses quickly to tonic-clonic seizures, and tonic flexing
of all four legs, followed by a prolonged clonus, with a
shorter latency at the start of the seizure, in comparison to
adults [103]. Given that older rais are more susceplible to
flurothyl-induced seizures, it is unknown whether younger
rals are more resistant to seizures caused by brain damage
[103]. Flurothyl quickly produces convulsive seizures, be-
cause it is a powerful stimulant of the Central Nervous Sys-
tem. Although flurothyl’s eonvulsive action mechanism is
unknown, it seems to aet on the proteins and tipid layers of
the synaptic membrane. Iis effect is suggested as a result of
an alteration in the synaplic transmission at a presynaplic,
and even a postsvnaptic, level [104]. Hvpertension induced
by flurothyl wiggers convulsive activitv. It has been de-
scribed that minutes afier flurothyl inhalation, there are
changes in the EEG that show broadly spread, irreparable
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ncural damage caused mainly by the induction of SE. In
animals. there are high frequency and high ampliude periods
of spike activity [103]. The cerebral coriex, the Hp, the Am,
the thalamus, basal ganglia, and the mesencephalus arc the
most vulnerablc 10 damage caused by this gas. Among the
most vulnerable areas of the Hp are the CA taver neurons.
since the ones in layer CA3 have been observed o he more
rcsistant., Other hypotheses on the action of (Jurothyl indicate
that it vpens sodium channcls, inducing convulsive activity
[105]. Evidence suggests that GABA. and especially the in-
hibiion of its svnthesis, can play a role in presynaptic action.
Some reports indicate that in rats prenatally exposed to this
gas there is no effect in the growth of the glutaminergic syn-
apses [106]. One of the molecular mechanisms that have
been proposed for this model, is that there is an increase in
the messenger of the gene for early expression c-Fos in the
Cx in the Hp, specifically in CAl ¥y CA3 and in the Am.
[107].

PENICILLIN MODEL

This model was first described by Walker {108]. Among
the models of partial epilepsy induced by chemical agents,
this is the most commonly used, and it can produce mioclo-
nic seizures [109, 110]. Although it is actually considered a
model of partial epilepsy that can seem sisnilar to parial sei-
sures in patients [11, 112], it was described as the epilepli-
form activity of recurring spikes when first applied on the Cx
in a dose from 1.7 10 3.4 nM [113, 114]. It is also known as
the generalized penicillin model of the cat 113, 116]. Inject-
ing penicillin in rats induces a unique pattern of focal epi-
lepsy {117]. The amount of penicillin required to reach an
epileplic state is higher in rats than that required in cats, ac-
cording 1o Prince and Farrell [115], who showed that injeet-
ing large doses of penicillin {{rom 300.000 10 500.000 units)
produces synchronic. bilateral discharges, 30 to 60 minutes
later. Corlical peaks have also been observed, with a brief
increase in a non-synchronized manner [118]. A delay spon-
taneously arises in the subcortical structures [119]. Onc ad-
vantuge of penicillin-induced epitepsy modetl is that there are
several ways to apply penicillin. Depending on the model
one wants 10 induce, the administration of penicillin can be
intraperitoneal, intramuscular, intravenous or intracortical.
The intraperitoneal application-induced model is knoswn in
the hterature as the multifocal model (centrencephalic, in-
¢luding Cx, Hp and Am), while the intracortical application-
induced model is predominantly known as cortical [120].
Applying penicillin directly on the Cx blocks the GABA¢r-
gic inhibitory system, causing an important loss of these neu-
rons [121-123]. Also reported is the relation henween the
doses of penicillin used and the loss of Hp neurons [124].
The number of neurons of the laver of granular cclls of the
dentate gyrus is also reduced due 1o the effects of injecting
intracortical penicillin [123]. Penicillin induces mossy fiber
sprouting [126]. Penicillin is a scizure induction model that
can be a good option to usc in studies that mvestigate sys-
wemic spreading of the seizure [127]. This model has alse
been used 1o elucidate mechanisms that involve the cerebel-
lum in the epileptic phenomenon [128].

BICUCULLINE MODEL

This model was originally described by Curtis [129].
Bicuculine is a putative blocker of GABA. As an antagonist
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of the action of this ncurotransmitter [130. 1311 bicuculline
produces acute locus epileptic convulsions when adminis-
tered systematically or when applied opically o the Cx of
rats. Its administration as a subcutaneous injection of 2.70
mg/ke produces clenical effects between 15 and 30 minutes
after being administered [132. 133} Or 0.4-0.8 mg/ke iv.
produce a typical lonic-clonic generatized convulsive seizurc
with severe posi-iclal depressions in several brain struclures
including the fronial and occipital cortex. less than | min
after the injection [134]. An observation of this model is that
it has no specific effccts when administered at high doses
[135], vet SE of this model is dose dependent. Resulis have
shown that even hours after SE induced by bicuculline in rats
with plenty of air and oxygen. an exlensive edema is present
in the astrocytes of the Cx [136]. Among the mechanisms
that underlic the effects produced by bicuculline is the spread
of CaZ + and the blockape of K+ channels [137]. The hyv-
pothesis is that epilepsy is being causced by the disinhibition
of neurons {138]. Although the action mechanisms of this
chemical convulsant are partially understood, it has also been
used to test anticonvulsant drugs [139]. Morphological ex-
amtination of frontal forebrain scctions with light microscopy
revedled a widespread damage to the Am, olfactory corex,
substaniia nigra, thalamus, Hp and neocortex [40].

GABA ABSTINENCE MODEL

This model was originally described by Snead [141, 142]
and is a focal epilepsy model; which can be induced by in-

jecting GABA in the motor corex |143-143). 1t is known

that animals receiving chronic wreatment with this amino
acid, and then had 1t removed; display an electrocorticog-
raphic activity patiern of epilepsy [143]. In this model, peaks
of activity are displayed in the waves of the EEG, from 200
1o 700 pV, with frequencies from .05 10 3 cycles per second
in the motor corlex, fotlowed by mioclonic automatisms of
the fore and hind limbs [146]. Aecording to previous de-
scriptions, increases in the concentration of glutamale an-
tagonists are accompanied by neurotoxic effects [147].

TETANIC TOXIN MODEL

Tclanic toxin is syvnthesized by the Closiridium tetani
hacillus and is internalized by the neurons in a ganglioside
[148]. Tetanic toxin was {irst used 1o create chronie cpilepti-
form events in 1962; it was applied to the Cx in dogs [149].
It has been well known for over a century that telanic toxin
causes epilepsy [150]. Tetanus toxin can be successfully
applied to different structures to produce epilepsy [151, 1521,
A small dose of tetanic toxin injected into the brain of ex-
perimental animals causes changes in brain function. Ap-
proximately one month after the administration on the Cx,
spike-wave activity is observed, with an activity of 3-20 Hz.
in the EEG [133]. Seizures are dose dependant and are char-
acterized by myoclonic movements of the forelimbs [154],
Up to 100 seizures can be produced per day. and the numher
drops several months afier the administration of the toxin
[155]). Swdies suggest that the loxin interleres with the pre-
synaptic release of inhibiting neurotransmitters [136]. The
administration of felanic toxin in the Hp produces seizures
rclated to blackouts [157], which arc considered a chronic
condition of epilepsy [158]. Among the mechanisms that
underlie this model, it is reported that the presence of axons
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in the outer molecular layer of the dentate gyrus could indi-
cale the reincrvation of the sites in the dendrites of the granu-
lar cells, causing iminature synapscs [159]), as well as cellu-
lar loss in the dentate gyrus [160]. The tetanic toxin model
induces chronic partial seizures in the rat Hp [161]. This
mode! of epilepsy shares many charaeteristics with human
clinical cpilepsies that have a focal origin. A suggested ac-
tion mechanism of the oxin consists of the blockage of exo-
cvlosis [162, 163]. Tetanic toxin shows cerlain selectivity in
blocking the release of inhibilory ncurons [164}. The maia
action of tetanic toxin afier intrahippocampal injection js the
disinhibition of the GABAergic function [165]. This disin-
hibition rcaches jts peak 2 weeks afier the injection of the
toxin. However, seizure symploms persist for 6 to § weeks
[166]. In cats, the toxin induces prolonged convulsions,
which have heen treated with carbamazepine and there is no
complete remission of the seizure [167]. The prolonged con-
vulsion that lasts over o year in rats, due (o injections in the
cerebral cortex also Icads to epilepsy and abnormal activity
in these animals for at least 9 months [157].

AUDIOGENIC SEIZURE MODEL

The suseeptibility of micc to the audiogenic seizure
model has been known for guite a considerable amount of
lime and it was originally described by Smith [168]. Seizures
are induced by 102 = 131 dB [169]. This tvpe of scizure has
a characteristic tonic flexion and loss of the tenic extension
as a consequence of high-intensity sound stimulation [170].
These animals generally also display a post-ictal state of
exploration [171]. Audiogenic convulsions are of a general-
ized sort [1]. A second calegory of seizures for this model
are partial epilepsies that include those of the temporal lobe
[7]. In mice it has been proven that afler exposure, on post-
natal dav 14, to the scund of a fire alarm bell. there are un-
controllable seizure episodes that end in tonic-clonie convui-
sions. The origin of this convulsive activity seems o be the
infcrior colliculi, which 1s an arca of primary transformation
of auditive stimuli [172, 173]. However, there is controversy
regarding the origin of the erisis [174]. The induction of the
audiogenic model depends on the contralateral afferents at
the level of the inferior colliculus. After unilateral lesion of
the inferior colliculus, audiogenic convulsions continue 1o
occur [175). Subcortical areas are also inplicated, such as
the locus coeruleus and the periacueduetal gray matter [176,
177]. In sudiogenic scizures, ion channels play an imporiant
role in the control of inferior colliculus neuronal excitability,
and their involvement in the development of inherited sei-
zure susceptibility is not vet fully understood {178, 179].
There is evidence that the high threshold current for voliage-
gated Ca®' channels is markedly increased in inferior collicu-
lus neurons in genetic epilepsy. Sueh increase of Ca™ cur-
rents 15 suggestive of a massive Ca® influx resulting in ab-
normal levels of eytosolic Ca®* and a diswurbance of Ca®"
homeostasis, which in turn, can alter Ca®™* induced Ca®’ re-
lease from intracellular stores and dercgulate Ca®'-dependent
mechanisms including K channels [180]. lon channel ab-
normalities were reported in the Hp in genetic epilepsy; this
brain site is not implicated in the initiation of reflex andio-
genic seizures [179]. Susceptibility 1o inherit audiogenic
seizures has been examined in mice with a predisposition to
audiogenic convulsions [181]. The finding was that there is a
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trend for these mice 10 present this tvpe of crisis: therefore.
we can say lhal the presentation of audiogenic seizures is
influenced o an important degree by heredity |182]. It has
also been reported that different struins of mice. such as
Sprague Dawlev. are susceplible 1o this type of seizure [1§3].

PHOTO-SENSITIVE  BABOON
PAPIO)

MODEL  (PAPIO

The Scnegalese Papio papio baboons show a genetic dis-
position for photo-sensitive epileptic seizures, the responses
1o which are tonic-clonic convulsions during siroboscopic
stimulation [184]. This is considered a model of generalized
seizures, when stimulated with 25 Hz and 20 to 30-second
responses | 183]. Depending on the level of sensitivity of the
seizures in Papio papio, they can display paroxysmal dis-
charges of a generalized mioclonic type, which extend to
occipital and fronto-central regions of both hemispheres
[186]. This behavior is associated with the paroxysmal dis-
charges in the form of spike-wave and polispike activity that
is expressed in an intense and early manner in the frontal-
central region of both cerebral hemispheres [183]. Pharma-
cological experiments in these animals show that all drugs
that interfere with GABAergie synaptic transmission facili-
tate photosensitivity, while those that tavor GABAergic ac-
tivity have anticonvulsant effeets [145]. Drugs such as barbi-
trates, benzodiazepines and sodium valproate have been
tested in this model, and found 1o inhibit seizures in these
primates [187]. Antagonists of excitatory amino acids have
also been known to interrupt epileptic seizures [188).

PILOCARPINE MODEL

Pilocarpine hydrochloride is an agonist of muscarinic
Ach receplors expressed in the Hp, and is known to produce
seizures by increasing the aclivation of these receptors {1891,
Pilocarping, in doses of 320 to 380 mgke dissolved in a
physiologic saline solution, is injected i.p. for 30 minutes,
after which damage becomes evident in the limbic system
190]. High doses of pilocarpine (above to 380 mg/kg) in-
duce SE when administered systemically [191]. Pilocarpine
administralion also gencrates an imbalance between inhibi-
tion and cxeitation transmission [192]. With dosages of 320
to 380 mg/kg, animals show behavioral changes such as a
fixed gazc, oscillation of the head, abnormal mouth move-
ments and salivation. Once administered, these episodes last
up 1o 45 minutes. Isolated motor seizures oceur every 5to 15
minutes afler behavioral changes and progress mto SE 1 to 2
hours after injection [190]. Changes in electrographie activ-
ity are observed first in the Hp, sccond in the Am and third
in the Cx [190). Additionally, EEG aclivity was also found
in the ventral forebrain [193]. Fifteen to twenty minutes after
injection, these chanpes are characterized by high-voltage
spikes, slightly quicker than theta activity, and isolated high-
voltage spikes bul no electrographic change in the Am or
neocortex [190]. The episodes of staring and facial automa-
tisms correspond to the spreading of this activity o the Am
and neocortex. Pilocarpine-induced SE£ results in extensive
brain damage similar to what has been observed afier ad-
ministration of KA [54]. Damage of the amygdaloid com-
plex, thalamus, neocortex, Hp, and subsiantia nigra has also
been detected [54, 190]. This model of SE induces damages
similar 10 those occurring in humans with epilepsy in the
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temporal lobe |194]. The anterior olfactory bulb. and the
pyriform, and entorhinal cortex present extreme damage
consisting of contracted neuronal cell bodies with swollen
cdematous neuropil. Most of the damage in the ventral Hp is
produced in CA3 and in the dentate hilus. Neocortical cell
loss occurs mostly in laver 2 and layer 3, with some cell loss
in layer 3 [193]. Moreover, activity of the Na /K™ ATPase is
also modified in the Hp of pilocarpine-treated animals [196].
The expression of proteins related to rINMDA is also modi-
fied in the pilocarpine model of epilepsy [197].

CONCLUSION

In recent vears most of the knowledge and therapeutic
progress in terms of epilepsy, have mainly come {rom labo-
ratories and work with animals, mainly rats or mice. The
varieties of experimental models of epilepsy have been the
experimental basis for anticpileptic and pharmacological
treatments. This review described different animal models
that have heen developed in order o reproduce human epi-
lepsy; some of the most commonly used models, and models
that can only be developed in vivo. 1l 15 worlh mentioning
that they difTer in their procedures: the electroshock mode) is
developed using electrical stimulation, the kindling model
also consists of applying eleetric stimuli, the difference being
the place of administration. The kindling model has the im-
portant advantage of berng able 10 study partial and general-
ized seizures. Within the models that use metals, it is known
that the alumina cream model may have been the first ex-
perimental model developed to produce chronic epilepto-
genic foci; however, a number of factors limit its applicabil-
ity. Hence, the alumina model has become less {avored rela-
live to other, more recently developed, techniques such as
kindling.

There are also models that induce epilepsy by aftfinity
with receptors, such as in the case of the KA model, or Bicu-
culine and GABA abstinence. However, they have limita-
tions; for example the production of numerous lesions out-
side of the injection site. In addition, the overly high suscep-
libility of temporal lobe structures, limits the use of the KA
model.

The baboon model has been scarcely investigated, most
likely due to the extensive limitations it has. The seizure
mode) induced by penicillm in the cerebral cortex of experi-
mental animals has been widely swudied, and is one of the
maodels ihat have best described several epilepsy mecha-
nisms. Currently, models of epilepsy are not only focused on
ahnormal elecuroencephalographic activity, but also on the
mechanisms of epilepsy, which affeet between (.5 and 1.0%
of the total world population.
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