o

HNOM
WO M e

AT\

Casa abierta al tiempo

WNWVERS, X

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD XOCHIMILCO

>
PRy nod®

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE SISTEMAS BIOLOGICOS

MAESTRIA EN CIENCIAS FARMACEUTICAS

LINEA DE INVESTIGACION
EPILEPSIA EXPERIMENTAL

“EFECTO DE LA LESION BILATERAL DE LOS NUCLEOS DENTADO E

INTERPOSITUS CON ACIDO KAINICO SOBRE LA MORFOLOGIA

CEREBRAL Y LA RESPUESTA ELECTROGRAFICA EN EL MODELO DE
KINDLING AMIGDALINO EN RATA”

COMUNICACION IDONEA DE RESULTADOS PARA OBTENER EL GRADO
DE MAESTRO EN CIENCIAS FARMACEUTICAS

PRESENTA
Q.F.B. MIGUEL HERNANDEZ CERON

MATRICULA: 2113804089

COMITE TUTORAL
Tutor: Dr. Carlos Herlindo Paz Tres.
Asesora: Dra. Maria del Carmen Rubio Osornio.

Asesor: Dr. Luis Camilo Rios Castaneda.

DICIEMBRE, 2014.



“EFECTO DE LA LESION BILATERAL DE LOS NUCLEOS DENTADO E
INTERPOSITUS CON ACIDO KAINICO SOBRE LA MORFOLOGIA
CEREBRAL Y LA RESPUESTA ELECTROGRAFICA EN EL MODELO DE
KINDLING AMIGDALINO EN RATA”

COMITE TUTORAL
Dr. Carlos Herlindo Paz Tres.
Vo. Bo. Tutor
Dra. Maria del Carmen Rubio Osornio. Dr. Luis Camilo Rios Castaneda.
Vo. Bo. Asesora Vo. Bo. Asesor

Q. F. B. Miguel Hernandez Cerdn.

Matricula: 2113804089



“EFECTO DE LA LESION BILATERAL DE LOS NUCLEOS DENTADO E
INTERPOSITUS CON ACIDO KAINICO SOBRE LA MORFOLOGIA
CEREBRAL Y LA RESPUESTA ELECTROGRAFICA EN EL MODELO DE
KINDLING AMIGDALINO EN RATA”

JURADO

Dr. Juan Carlos Martinez Lazcano M. en C. Verdnica Custodio Ramirez

Presidente Vocal

Dr. Luis Camilo Rios Castaneda.

Secretario



RESUMEN

La epilepsia tiene una prevalencia entre 1 y 1.5% en la poblacion mundial. Los
pacientes con este padecimiento que no responden al tratamiento
farmacolégico se les recomiendan procedimientos alternativos como los
quirurgicos, consistentes en la ablacion de estructuras asociadas al foco
epiléptico, siendo la mas comun la del I6bulo temporal. La descripcion de que
en el modelo de epilepsia Kindling amigdalino, las crisis parciales producidas
inicialmente por estimulacion eléctrica derivan en crisis generalizadas (CQG)
como las que se describen en humanos, lo convierte en uno de los modelos
mas empleados para el estudio de nuevas alternativas farmacolégicas y no
farmacolégicas. Diversas investigaciones demuestran la participacién del
cerebelo (CB) en esta enfermedad; por ejemplo, lesiones en el nucleo dentado
(ND) o nacleo interpositus (NI) disminuyen las CG. Con el propésito de
encontrar nuevas alternativas quirdrgicas que eviten la extirpacion de tejido
nervioso funcional y reacciones adversas graves, se propone evaluar el efecto
de lesiones quimicas selectivas de estructuras implicadas en la regulacién de la
actividad epiléptica en ratas con CG producidas por el modelo kindling. Para
este fin se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar las cuales fueron
implantadas con electrodos para la induccion del kindling. Después de siete
dias de recuperacion se estimularon hasta obtener 10 CG, en seguida fueron
microinyectadas bilateralmente en el ND o NI con 1ul de &cido kainico (AK)
5uM, continuandose con la estimulacion por 10 dias mas y sacrificandose al
final de este periodo. Nuestros resultados muestran que las lesiones del ND o
NI con AK disminuyen la duracién de las CG, reduciéndolas a crisis parciales y
conjuntamente se revierten los estados conductuales, ademas de presentar un
aumento significativo en las concentraciones del neurotransmisor inhibitorio
acido gama aminobutirico (GABA) en el nucleo rojo (NR). Con base a lo
anterior se puede concluir que la reduccidén de las CG y la reversion de los
estados conductuales se debe al aumento de GABA en el NR y su repercusién
en la via cerebelo rubro talamo cortical, por lo que este trabajo abre un campo
de estudio que pudiera ofrecer una alternativa menos invasiva en pacientes con

epilepsia de dificil control.



El presente trabajo de investigacién fue realizado en el Departamento de
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I. INTRODUCCION

La epilepsia se puede presentar por la alteracién del equilibrio existente entre
los estimulos inhibitorios como el GABA, y excitatorios como el Glutamato
(GLUT) (Brailowsky y cols., 1989; McNamara, 1994) que regulan una descarga
neuronal adecuada. La primera estrategia terapéutica para esta enfermedad es
la farmacolégica (Velasco y cols., 2013), con una efectividad aproximada del
70% (Meyer y cols., 2010). Cuando las modificaciones de dosis y/o farmacos
no logran suprimir las crisis en el restantes 30% de estos pacientes, se les
considera de dificil control convirtiendose en candidatos para someterlos a
otras alternativas terapéuticas (Velasco y cols., 2013; Cline y Roos, 2007). Los
procedimientos de cirugia paliativa, estimulacion cerebral profunda o vagal,
radiocirugia y procedimientos de reseccion, se eligen con la finalidad de
bloquear o eliminar el tejido responsable de la descarga neuronal anormal
(Alonso V., 2004; Cline y Roos, 2007; Alonso V. y cols., 2010; Xiao-Ling y cols.,
2011; Velasco y cols., 2013). Sin embargo, en ocasiones se extirpa tejido

nervioso funcional y/o se presentan efectos adversos graves.

Por otra parte, diversas investigaciones evidencian la participacién del CB en la
epilepsia (Dow y cols., 1962; Guardiola y cols., 1977). Los primeros trabajos
experimentales realizando cerebelectomia total en gatos con kindling
amigdalino, mostraron aumento de la duracion de la actividad epiléptica [(pos-
descarga (PD)] y las espigas pos-ictales, asi mismo provocaron cambios
funcionales y anatémicos principalmente en NR y oliva inferior (Ol) (Paz y cols.,
1985). Ademas, posterior a la cerebelectomia se describe disminucidén en las
concentraciones de GLUT, aspartato y GABA en el tdlamo (TM) a los 7 dias y
en la corteza a los 15 dias, recobrando los niveles de estos aminoacidos (aa)
en ambas estructuras a los 30 dias posteriores a la cirugia (Cicirata y cols.,
1991). Utilizando el mismo modelo de kindling en ratas, se demostr6 que la
transeccion del pedunculo cerebelar superior (PCS), provoco aumento en el
numero de estimulos para alcanzar cada uno de los estados conductuales y
disminucién del tiempo de duracion de las CG, ademas de presentar ataxia al
marchar e hipotonicidad en extremidades posteriores (Paz y cols., 1991).



Adicional a esto la estimulacion del PCS durante el desarrollo del kindling
indujo una reduccion en el tiempo de duracion de las CG, sugiriendo que la
estimulacién de este nucleo ejerce un efecto de bloqueo que provoca la
inactividad temporal del ND y NI (Rubio y cols., 2004). La estimulacién eléctrica
del ND genero un decremento de la actividad epiléptica inducida por la
administracion sistémica de penicilina en ratas (Culic, 1994). Lesiones
circunscritas de los ND y NI con AK, aceleran el desarrollo de los estados
conductuales y disminuyen la duracion de las CG, ademdas se observa
histolégicamente pérdida neuronal en ambos nucleos inyectados (Rubio y cols.,
2011). Esta descrito que la lesion de ND y NI genera deaferentacion e
incremento de la actividad de la Glutamato descarboxilasa (GAD) en el NR y
nucleo talamico ventral lateral (VL), nacleo talamico ventral anterior (VA) del
TM contralaterales. (Nieoullon y Dusticier, 1981). Esta deaferentacidn selectiva
del NR produce incremento de GLUT y de la transmision GABAérgica
corticorubral (Nieoullon y cols., 1988). Con base en estos antecedentes el
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la lesion bilateral del ND e NI
con AK en el modelo de kindling amigdalino en ratas, analizando la morfologia
cerebral, la respuesta electrogréafica y conductual, asi como la cuantificacion de
las concentraciones de GLUT y GABA en CB, TM, NR y corteza motora (CM).



Il. ANTECEDENTES

II.1 DEFINICION DE LA EPILEPSIA

La epilepsia es definida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como
una enfermedad cerebral crénica, caracterizada por la presencia de
convulsiones repetidas, exhibiendo en ocasiones descontrol de esfinteres y
pérdida de la consciencia (OMS, 2014). Este trastorno del cerebro se
caracteriza por una predisposicion duradera para generar crisis epilépticas y
por las consecuencias neurobioldgicas, cognitivas, psicolégicas y sociales
[International League Against Epilepsy, 2014 (ILAE)]. La duracién de una
convulsién en promedio es de uno a dos minutos, también suelen presentarse
periodos de déficits neuroldgicos localizados, como el detrimento de fuerza
en manos y piernas, desequilibrios sensitivos, agitacion, alucinaciones,

suefo, cansancio, y dolor de cabeza (ILAE, 1989).

Este padecimiento fue clasificado desde 1981 por la ILAE, en tres categorias:
1.- epilepsia parcial; 2.- epilepsia generalizada y 3.- epilepsia inclasificable
(ILAE, 1981). Sin embargo, en el afio 2011 se presentaron otras propuestas
de conceptos y terminologia, con la finalidad de ir transformando el sistema
de clasificacion que se habia utilizado por uno que logre integrar el
conocimiento cientifico sobre la epilepsia con la parte clinica de la
enfermedad (Berg y cols., 2010; Berg y Scheffer, 2011; ILAE, 2014). Asi
mismo, existen tres grupos principales para describir la etiologia de la
epilepsia: A).- Epilepsia primaria o ldiopética; B).- Epilepsia criptogénica; y
C).- Epilepsia sintomatica (Velasco F. y cols., 1989).



[1.2 PREVALENCIA DE LA EPILEPSIA

Esta enfermedad afecta en promedio a 50 millones de personas en todo el
mundo, de acuerdo a cifras publicadas por la OMS (OMS, 2014), en México el
porcentaje reportado oscila entre el 1 y 2 % aproximadamente (McNamara,
1994; Garcia, 2003; Velasco y cols., 2013) (Figura 1).

Prevalencia de epilepsia en América Latina (x 1000)
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Figura 1. Prevalencia de epilepsia en América Latina. En México la cifra no ha cambiado, continda siendo
de entre el 1y 2%. En comparacién con la prevalencia de otros paises, México se encuentra en la media.
(Tomado de Garcia, 2003). * = Sin datos.



1.3 FISIOPATOLOGIA DE LA EPILEPSIA

La epilepsia se puede presentar por la alteracion del equilibrio existente entre
los estimulos inhibitorios generados por el GABA, cloro (CI) y potasio (K*), y
por los excitatorios establecidos por el GLUT, calcio (Ca™) y sodio (Na®)
principalmente (Brailowsky y cols., 1989; McNamara, 1994), que regulan la
descarga neuronal adecuada, que a su vez es iniciada y finalizada por
mecanismos no dilucidados plenamente. El fendmeno involucra una
estimulacién repetida e intensa provocando un foco primario y posteriormente
uno secundario, reclutando neuronas normales en un proceso de
sincronizacion y propagacion de la descarga, el cual se manifiesta en
alteraciones electrofisiolégicas como modificaciones paroxisticas de la
despolarizacién, neuroquimicas, morfoldgicas, anatémicas, histolégicas,

ibnicas, metabdlicas y endocrinoldgicas (Armijo, 2008; Engel, 1989).

La descarga se inicia con la liberacion de GLUT y la consecuente activacion de
los receptores glutamatérgicos para el acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxiazol-propiénico (AMPA) o Kainato asociados a canales de Na* y K,
provocando una rapida entrada de Na®, apertura de los canales de K* y su
salida de la neurona, despolarizando la membrana, como resultado de una
serie de potenciales de acciéon de alta frecuencia (Lallement y cols., 1991;
Engel, 1989). Posteriormente esta despolarizacién inicial desbloquea y activa a
los receptores glutamatérgicos para N-Metil-D-Aspartato  (NMDA),
desencadenando la entrada rapida de Na* y una lenta entrada de Ca** lo cual
provoca la prolongacion de la descarga y la despolarizacién sostenida
(Dingledine y cols., 1999). La hiperpolarizacién con la cual se restaura el
potencial de accidn es atribuida a la liberacion GABA, propiciando una reaccion
inhibidora GABAérgica en la terminal postsinaptica asociada a canales de CI,
por lo que induce la entrada de este ion y la hiperpolarizacion (Engel, 1989).
Ademas este neurotransmisor activa los receptores GABA, acoplados a
proteinas G y segundos mensajeros, que a nivel presinaptico provocan la
disminucién en la liberacion de GLUT, asi como la apertura de canales de K,



induciendo una corriente hiperpolarizante para en conjunto restablecer el
potencial de reposo neuronal (Miras, 2004).

El GABA se sintetiza a partir del GLUT mediante la accién de la enzima GAD,
que descarboxila al GLUT formando GABA mas diéxido de carbono (CO,). De
la GAD existen dos isoformas identificadas de acuerdo a su peso molecular
como GADgs y GADg7 (Chusid y Lizarraga, 1983; Battaglioli y Martin, 2003),
esta enzima puede ser usada como un biomarcador indirecto de la presencia y
preservacion de células GABAérgicas (Alexi y cols., 1999). Cabe reiterar que el
GABA participa de manera importante en la epilepsia ya que cuando sus
concentraciones estan disminuidas se desencadenan las crisis (Schwartzkroin,
1993).

Por otro lado, el GLUT es el neurotransmisor excitador mas importante del
sistema Nervioso Central (SNC), es un aa no esencial que no atraviesa la
barrera hematoencefalica, se sintetiza a partir de glutamina mediante la
interaccidn entre las terminales nerviosas y las células gliales (Cotman y cols.,
1987). Se une a receptores de tipo ionotrépicos (NMDA, AMPA y Kainato)
acoplados a canales de Ca™, Na* y K" y a receptores metabotrépicos
(acoplados a proteinas G), los cuales son involucrados en la epilepsia (Gilbert,
1988), ya que esta descrito que cuando las concentraciones extracelulares de
GLUT se incrementan se presentan crisis epilépticas (Ueda y Tsuru, 1994).



.4 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE LA EPILEPSIA

La primera estrategia terapéutica para la epilepsia es el tratamiento
farmacolégico, iniciandose con monoterapia, administrando la dosis adecuada
en el tiempo adecuado; asi mismo, se debe elegir el mejor medicamento para
cada tipo de epilepsia, considerando edad, condiciones del paciente,
interacciones medicamentosas, entre otros (Velasco y cols., 2013). Los
pacientes tratados con monoterapia responden en un 30 % satisfactoriamente
de 2 a 5 anos; 20 % puede necesitar politerapia y reincide si se suspende el
medicamento, ademas un 30% son farmaco resistentes (Armijo, 2008). Los
pacientes epilépticos de dificil control [pacientes farmaco resistentes vy
pacientes con estado epiléptico (EE)] son diagnosticados de esa manera
después de haber presentado fracaso de una adecuada prescripcion en dos
farmacos antiepilépticos ya sea como monoterapia o politerapia para lograr la
supresion mantenida de crisis (Kwan y cols., 2010), ademas, otras
investigaciones reportan que el porcentaje de éxito de la administracién de un
tercer farmaco o una politerapia es aproximadamente del 2%, por lo que estos
pacientes se convierten en candidatos para someterlos a otras alternativas

terapéuticas como la cirugia (Cline y Roos, 2007; Velasco y cols., 2013).

11.5 TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS PARA LA EPILEPSIA

Las alternativas terapéuticas para los pacientes con epilepsia de dificil control
son, procedimientos que tienen la finalidad de bloquear o eliminar el tejido
responsable de la descarga neuronal anormal, estas pueden ser cirugia
paliativa, procedimientos de reseccion, radiocirugia, estimulacion cerebral
profunda y del nervio vago (Alonso V., 2004; Cline y Roos, 2007; Alonso V. y
cols., 2010; Xiao-Ling y cols., 2011; Velasco y cols., 2013). Sin embargo, se
llegan a presentar efectos adversos graves y en ocasiones no se evita la
extirpacion de tejido nervioso funcional, por lo que se debe tomar en

consideracion el riesgo-beneficio que implica (Alonso V., 2004).



Para valorar si un paciente es candidato a cirugia se deben considerar de
manera individual los factores como la edad, la etiologia y enfermedades
relacionadas que pueden comprometer la vida, ente otros factores. De los
pacientes que son sujetos a evaluacion prequirurgica y remitidos a una unidad
especializada, aproximadamente el 5 % podria beneficiarse del tratamiento
quirargico (Carrefio y Serratosa, 2012).

Para la evaluacion de pacientes candidatos a cirugia, es preciso contar con un
grupo multidisciplinario de especialistas como epileptélogos, neurdlogos,
neuropediatras, neuropsicélogos, neuropatdlogos, neuroquimicos, especialistas
en estudio de imagen, personal de enfermeria capacitado en el area, etc. Sin
embargo, no existe un acuerdo mundial sobre la cantidad de evidencia
necesitaria para aprobar una cirugia, pero es fundamental la identificacion y
extension de la zona epileptdégena cuanto mayor sea posible, con la finalidad
de evaluar el impacto de la cirugia sobre las funciones neuroldgicas,

emocionales y cognitivas (Carrefio y Serratosa, 2012).

La estimulacion cerebral profunda como tratamiento para la epilepsia, es un
procedimiento que se realiza en los nucleos taldmicos y subtaldmicos, ndcleo
caudado, hipotalamico, sustancia nigra y CB entre otros, este estimulo podria
regular la generacion y propagacion de las crisis epilépticas a las estructuras
subcorticales. La estimulacion cerebelosa activa las células Purkinje, inhibiendo
la excitabilidad cerebelosa hacia el TM y la consiguiente disminucién de este
efecto excitatorio de las proyecciones talamo corticales (Halpern y cols., 2008;
Alonso V., 2004). La estimulacion también tiene éxito en los trastornos del
movimiento como los que se presentan en la enfermedad de Parkinson.
(Halpern y cols., 2008). En la practica existen una gran cantidad de trabajos
clinicos y de investigacion basica sobre la estimulacién cerebral, por ejemplo la
estimulacién del VA disminuye las crisis en un 50 %, en mas de la mitad de los
pacientes de dificil control. Sin embargo, con este procedimiento no se
garantiza que los pacientes tengan reduccion de crisis, ademas de que se

pueden presentar complicaciones (Xiao-Ling y cols., 2011).



1.6 VIA CEREBELO RUBRO TALAMO CORTICAL

La via cerebelo rubro talamo cortical estd constituida por una serie de
proyecciones, las cuales se inician en los nucleos cerebelosos profundos que
proyectan a través del PCS hacia el NR y ndcleos talamicos contralaterales,
enviando eferencias a la CM (Figura 2). Los nucleos profundos por medio de
esta via regulan la actividad en la CM contralateral, lo cual explica porque esta
conexion cruzada de cada hemisferio cerebelar influye en la coordinacion y
tono muscular del lado contrario del cuerpo (Waxman, 2011). En esta via las
proyecciones desde los nudcleo cerebelares profundos hacia el TM con
bifurcacion en el NR son de tipo glutamatérgicas (Ilto, 1984; Monaghan y cols.,
1986; Paxinos y Watson, 1998; Cavdar y cols., 2002); las eferencias desde el
NR hacia la CM son GABAérgicas (Nieoullon y cols. 1988) y sus aferencias
son glutamatérgicas al igual que las eferencias que van del TM a la CM (Afifi y
Bergman., 2006; Kiernan., 2006; Snell., 2001; Groenewegen y Witter., 2004).

Via cerebelo rubro talamo cortical

Figura 2. Via cerebelo rubro talamo cortical en rata. CB (verde); PCS (azul); NR (rojo), TM (amarillo); CM
(anaranjado). Coordenada = lateral 1.40 mm. (Modificado de atlas Paxinos y Watson, 1998). Flecha roja = Via
glutamatérgica (Ito., 1984; Monaghan y cols., 1986; Paxinos y Watson., 1998; Cavdar., y cols., 2002). Flecha verde =
Via GABAérgica (Nieoullon y cols. 1988). Flecha Azul = Via glutamatérgica (Afifi y Bergman., 2006; Kiernan., 2006;
Snell., 2001; Groenewegen y Witter., 2004).



[1.6.1 Cerebelo

El CB o cerebro pequeno, se aloja en la parte posterior del encéfalo (Figura 2),
se desarrolla a partir de la region sensorial y esta relacionado con funciones
del control motor como las de coordinar la actividad motora voluntaria, el
control del equilibrio y el tono muscular; estd constituido por una zona
denominada vermis, localizado en la parte central y dos hemisferios a los
costados los cuales estan cubiertos por una capa de sustancia gris plegada en
numerosas circunvoluciones, cinco profundos surcos lo dividen en l6bulos y
lobulillos (Ghez y Fahn, 1985). EI CB contiene la mitad de neuronas del cerebro
(Snell, 2011) y éste se conecta con el mesencéfalo por medio de tres pares de
pedunculos [cerebelar inferior (PCI), cerebelar medio (PCM) y el PCS] por
medio de los cuales proyectan eferencias y reciben aferencias de distintas
zonas del cerebro; el PCI tiene fibras procedentes del tronco encefélico y la
médula espinal; el PCM consta de fibras que provienen de los nucleos pontinos
contralaterales, los cuales reciben informacion de la corteza cerebral; el PCS
se constituye de fibras eferentes las cuales se dirigen al TM y medula espinal,
con bifurcacién al NR (Paxinos y Watson, 1998; Cavdar y cols., 2002; Waxman,
2011).

Las fibras aferentes que llegan principalmente de la corteza cerebral, médula
espinal y el sistema vestibular, pasan por medio del PCl, PCM, y en menor
valor en el PCS. Las aferencias corticales proceden de la CM y sensorial
primaria (Snell, 2001), tiene proyecciones neuronales excitatorias que terminan
en fibras trepadoras o en las fibras musgosas en la corteza del CB; las
entradas procedentes de la Ol también terminan en fibras trepadoras y tienen
sinapsis con las dendritas de las células de Purkinje; las fiboras musgosas se
componen de axones aferentes de los nucleos pontinos, médula espinal,
nucleos vestibulares y terminan en glomérulos especializados estableciendo

sinapsis con las dendritas de las células granulares (Waxman, 2011).

La corteza cerebelosa esta compuesta por un gran nimero de laminas o folias,
que en la rata son 20, orientadas de manera transversal, estd compuesta de
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tres capas; molecular, media de células de Purkinje y la interna de células
granulosas (Ramoén y Cajal, 1911). En estas capas se pueden localizar cinco
tipos de células, las excitatorias que son las granulosas (glutamatérgica), y las
inhibitorias que son las estrelladas (taurinérgica), de canasta, Golgi y las de
Purkinje (GABAérgicas) (Figura 3) (Afifi y Bergman, 2006).

Organizacion celular en el CB

Figura 3. Organizacion celular en el CB. La corteza cerebelosa muestra la ubicacién de las tres capas en las cuales
se divide, asi como la organizacion de los cinco tipos celulares presentes en ella. (Tomada de Snell., 2001).

En la capa molecular se sitlan las células en cesta, las cuales reciben
estimulos excitatorios de las fibras paralelas, para proyectarse de manera
inhibitoria en las células de Purkinje, también las células estrelladas se
localizan en esta capa y reciben estimulos excitatorios de las fibras paralelas, y
éstas influyen inhibitoriamente en las células de Purkinje debido a que sus
dendritas estan inmersas en esta misma capa al igual que las dendritas de las
células de Golgi. Las células de Golgi se localizan en la capa granulosa,
reciben informacidn excitatoria de las fibras paralelas y de las fibras musgosas,
sus axones se proyectan a las células granulares inhibiéndolas. Las células
granulares, las Unicas neuronas excitatorias en la corteza cerebelar se
localizan en la capa granular, proyectan sus axones de forma ascendente

dentro de la capa molecular y bifurcan en forma de T para convertirse en fibras
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paralelas las cuales son perpendiculares a las dendritas de las células de
Purkinje. Las células de Purkinje, tienen sus cuerpos neuronales localizados en
la capa de células de Purkinje y sus dendritas se distribuyen en forma de
abanico en un solo plano, éstas aportan la principal salida de informacién de la
corteza cerebelar. Sus axones se proyectan a los nulcleos cerebelosos
profundos estableciendo sinapsis inhibitorias (Waxman, 2011; Afifi y Bergman,
2006).

Los nucleos cerebelosos localizados profundamente en la masa cerebelosa en
la rata son tres: ND, NI y fastigial, los cuales proyectan axones a diferentes
estructuras cerebrales, como el TM, NR, nucleo vestibular, locus coeruleus,
nucleos pontinos, tallo, ndcleo reticular y Ol (Herrick, 1924). Todas las sefales
que entran y salen del cerebro hacia el CB y viceversa pasan por los nucleos
cerebelosos a través de los pedunculos cerebelosos, siendo de gran interés las
eferencias del PCS donde se forman la mayoria de fibras dirigidas hacia zonas
del TM, como el nucleo talamico parafascicular (PF), VL, nucleo talamico
ventromedial (VM), VA y nucleo tadlamico ventral posterior (VPPC), asi como
recalcar su bifurcacién hacia el NR (Waxman, 2011). Sin embargo, hay otras
vias de comunicacion como el del nucleo fastigial que se encuentra localizado
a un costado de la linea media y se comunica con el cerebro a través del PCI,
influyendo en el tono de los musculos extensores homolaterales (Snell, 2001).

Esta reportado que el CB ejerce un importante dominio en la CM a través del
TM (Afifi y Bergman, 2006); debido a que las neuronas de la CM reciben
influencias excitatorias de los nuacleos ND y NI una vez que estos axones
establecen contactos con los distintos nucleos del TM y NR (lto, 1984;
Holschneider y cols., 2007; Gonzalez y Bernard, 2012; Carl, 1987). Hasta el
momento se describe que las células del ND y NI son principalmente
glutamatérgicas y aspartatérgicas. Las proyecciones hacia la Ol pudieran ser
de naturaleza GABAérgica mientras que las eferencias al NR, nucleos del TM y
CM pueden ser de tipo glutamatérgico (Waxman, 2011).
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[1.6.1.1 Nucleo Dentado

El ND o nucleo lateral esta ubicado a un costado del NI (Figura 4),
morfoldégicamente esta dividido en una parte ventrocaudal y una rostral, es el
de mayor tamafo y la poblacién 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 la mayor parte de las fibras
(Voogd, 1967). En éste se distinguen al menos dos tipos de neuronas: las
grandes o de proyeccidn y las pequefnas o interneuronas (Czubayko y cols.,
2001) ademas hay un area libre de células que separa el NI y ND (George
Paxinos, 1985).

Las células del ND son de tipo glutamatérgicas y aspartatérgicas (Monaghan y
cols., 1986). Tanto las neuronas de proyeccién como las interneuronas tienen
prolongaciones no muy numerosas, largas y poco ramificadas, que les dan un
aspecto general estrellado. EI ND como el resto de los nucleos cerebelosos,
recibe estimulos inhibitorios por medio de los axones de las células de Purkinje,
ademas de que las fibras trepadoras y las musgosas excitan al nucleo (lto,
1984). La mayor parte de sus eferencias son a través del PCS, decusan en la
formacion reticular (FR) mesencefalica, establecen contactos sinapticos con el
nucleo intersticial de Cajal, el nacleo de Darkschewjsch, NR, y principalmente
establecen contactos con las células de varios ndcleos talamicos como el PF,
VL, VM, VA y VPPC, y finalmente con la CM. (lto, 1984; Cavdar, y cols., 2002;
Snell, 2001). Investigaciones recientes indican que el ND tiene proyecciones
hacia la CM (Bostan y cols., 2013). El ND se asocia con actividades motoras
iniciadas en otras partes del sistema nervioso, contribuye al control de los
movimientos voluntarios proporcionandoles precision y coordinacioén, regula la
contraccion de los musculos esqueléticos, controla los impulsos necesarios
para llevar a cabo cada movimiento, apreciando la velocidad y calculando el
tiempo que se necesitara para alcanzar un punto deseado. Asi mismo, frena los
movimientos en el momento adecuado, ademas ayuda a predecir las

posiciones futuras de las extremidades (Snell, 2001).
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11.6.1.2 Nucleo Interpositus

El NI estd ubicado entre el ND vy fastigial (Figura 4), morfolégicamente se
encuentra dividido en una parte anterior y otra posterior. Este contiene células
grandes y pequefias (Czubayko y cols., 2001) y existe una zona libre de células
que separa ambos nucleos (George Paxinos, 1985). Las células de Purkinje
inhibitorias conectan a la red cortical cerebelar con éste nucleo, ademas de
aferencias excitadoras de los nervios periféricos como por ejemplo la entrada
desde la corteza sensoriomotora. Al igual que el ND el NI conecta con distintos
nucleos del TM (Cavdar y cols., 2002), y el NR recibe aferencias desde éste
nucleo (Gonzalez y Bernard, 2012). Cuenta de igual forma que el ND con dos
tipos de neuronas glutamatérgicas y aspartatérgicas (lto, 1984). Ademas esta
relacionado con funciones cognitivas como el aprendizaje motor asociativo (Lu
y cols., 2012).

Nucleos de cerebelo de rata

s — Figure

Figura 4. Corte coronal de CB de rata. Se observa la localizacion del nucleo fastigial (verde), NI (azul); y ND (rojo).
Coordenada = Interaural -2.3 mm. (Modificada del atlas Paxinos y Watson, 1998).
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11.6.2 Nucleo rojo

El NR (Figura 2) recibe este nombre debido a su tonalidad rosada producto de
su considerable vascularizacion, éste se localiza en el tegmento mesencefalico
a nivel del coliculo superior y estd formado de una parte rostral con células
filogenéticamente recientes y de una parte caudal con células grandes
filogenéticamente mas antiguas. El NR recibe conexiones aferentes del CB a
traveés de los nucleos cerebelosos profundos ademas de la corteza cerebral.
Las fibras del ND terminan en la parte rostral y las del NI a la parte caudal del
NR y éste proyecta hacia la médula espinal, FR, CB, TM, sustancia negray a la
Ol (Afifi y Bergman, 2006; Kiernan, 2006; Snell, 2001).

[1.6.3 Talamo

El TM (Figura 2) se localiza en cada lado del tercer ventriculo y constituye la
mayor parte del diencéfalo, se caracteriza por ser una masa ovoide de
sustancia gris (Snell, 2001; Groenewegen y Witter, 2004). Tiene la funcion de
ser una estructura que sirve como estaciéon celular o relevo para todos los
sistemas sensitivos principales, excluyendo solamente al olfatorio. Uno de los
principales nucleos del TM es el VL el cual juega un rol de gran relevancia en la
integracion motora y sus fibras aferentes comprenden a los nucleos
cerebelosos profundos, principalmente del ND (Cavdar y cols., 2002), y la MI.
Sus fibras eferentes pasan hacia las areas de la corteza motora primaria (Ml),
motora suplementaria (MIl) y premotora (Afifi y Bergman, 2006). Tanto el VA
como el VL son considerados el principal relevo motor del TM a la corteza
cerebral, lo que constituye un punto de convergencia para las fibras nerviosas

de los sistemas cerebelar y extrapiramidal (Groenewegen y Witter, 2004).
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[1.6.4 Corteza motora

La corteza cerebral estd constituida por una capa de sustancia gris que
envuelve el nacleo de la sustancia blanca y los hemisferios cerebrales; la CM
(Figura 2) la cual se relaciona con el control motor voluntario es una regidén de
esta corteza cerebral, subdividida en 3 zonas corticales principales: MI, MIl y

area premotora.

La MI comprende al giro precentral (&rea 4 de Brodmann) y sus principales
aferencias la forman otras areas motoras de la corteza (areas 1, 2 y 5), la
corteza somestésica y la divisién posterior del VL (Bostan y cols., 2013). Las
fibras eferentes estan incluidas en el sistema piramidal y cuenta con neuronas

que proyectan axones que terminan en las regiones motoras de la FR.

El MIl est4 localizada en la superficie medial del I6bulo frontal (area 6 de
Brodmann), y se relaciona ampliamente con la organizaciéon temporal del
movimiento, ejecucion secuencial de multiples movimientos y en labores
motoras que requieren de la recuperacion de la memoria motora (Afifi y
Bergman., 2006). La MIl cuenta con aferencias de otras regiones de la corteza
cerebral, del VL y VA. Ademas, recibe aferencias del CB a través de los
ganglios basales. Sus eferencias se dirigen hacia los fasciculos

corticoespinales, a las regiones motoras de la FR y al Ml (Kiernan, 2006).

El area premotora se encuentra en el I6bulo frontal, enfrente del Ml y se
relaciona con la funcibn motora voluntaria dependiente de aferencias
sensoriales, ademas de contar con eferencias dirigidas a los sistemas piramidal
y extrapiramidal (Afifi y Bergman, 2006).
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1.7 MODELOS DE EPILEPSIA

Por la alta incidencia y el dificil control de las crisis epilépticas, se emplean
distintos modelos experimentales (genéticos, eléctricos y quimicos) que
simulan la actividad epiléptica, con el propédsito de apoyar el estudio de los
mecanismos y nuevas alternativas terapéuticas. Estos modelos presentan
alteraciones en el ambiente ibnico celular, exagerada actividad excitatoria de
neurotransmisores y cambios estructurales en las neuronas, caracterizados por
pérdida de las espinas dendriticas en hipocampo y amigdala (Fisher, 1989;
Brailowsky y cols., 1997; Hallak y cols., 1993; Standley y cols., 1995), ademas
de la presencia de sprouting (crecimiento dendritico) (Sutula y cols., 1996)
(Tabla 1).

Modelos de crisis parciales

Neocorticales:

Estimulacién eléctrica aguda
Administracién de metales
Kindling neocortical
Limbicas:

Estimulacién eléctrica aguda

Aplicacion de metales

Administracién local o sistémica de acido kainico
Kindling

Modelos de fenémeno epiléptico generalizado de tipo convulsivo

Electroshock maximo

Flurotil

Estimulacién audiogénica

Modelos de fenémeno epiléptico generalizado de tipo parcial

Pentilentertrazol bajas dosis
Penicilina

Aplicacidn de bicucuclina
Gama-hidroxibutirano
Estimulacion subcortical

Modelos genéticos

Genético: fotosensible Papio papio
Convulsiones audiogenicas en los ratones
Rata con epilepsia genética

Ratones transgénicos

Modelos animales de estatus epiléptico

Pilocarpina
Acido kainico

Tabla 1. Clasificacion de modelos de epilepsia in vivo. Se describe al kindling dentro del grupo de crisis parciales,
sin embargo tiene la ventaja de llegar a generar CG caracteristicas de los pacientes de dificil control (Modificada de
Fisher, 1989).
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I1.7.1 Kindling

El modelo kindling amigdalino es un modelo experimental de epilepsia in vivo,
de los mas destacados, debido a que se inducen en un inicio crisis parciales
producidas por la estimulacién eléctrica amigdalina que posteriormente dan
lugar a CG semejantes a las presentadas en los humanos, por lo que el modelo
representa las crisis parciales complejas evolucionando a la crisis parciales
secundariamente generalizadas, de mayor incidencia y complejidad en la
poblacion afectada con esta enfermedad (Goddard y cols.,1969; Fisher, 1989).
Estas CG se presentan a causa de los cambios paroxisticos iniciales de
despolarizacién en la neurona que responde a un potencial de accion de alta
frecuencia, acompanado de una despolarizacion mantenida, seguida de una
hiperpolarizaciéon que se propaga a estructuras subcorticales como el TM y la
corteza del mismo hemisferio y/o del hemisferio contralateral, generalizando de

esta forma la crisis (Armijo, 2008).

El Kindling amigdalino es descrito como un fenémeno causado por la aplicacién
repetida de un estimulo eléctrico, que da una intensificacion progresiva de
respuestas electrograficas (Figura 5) y conductuales hasta finalizar en crisis
ténico-clénico generalizadas (CTCG) (Goddard y cols., 1969), ya que conforme
se incrementa el numero de estimulos también se incrementa la complejidad
conductual y la duracion de la PD. El desarrollo del comportamiento fue
clasificado en cinco etapas progresivas y acumulativas. Etapa 1: movimientos
facial, en uno o ambos ojos cerrados; fase 2: movimientos oscilatorios de la
cabeza; etapa 3: movimientos mioclénicos de las extremidades anteriores;
etapa 4: mioclénias en ambas extremidades; etapa 5: pérdida de la postura,
caida y CTCG (Racine y cols., 1972). También se clasifica en crisis parciales y
generalizadas (McNamara, 1984), ademas esta reportado que en este modelo
eléctrico se observa una neurogénesis en el giro dentado de rata (Scott y cols.,
1998); asi como una proliferacion de astrocitos en hipocampo, amigdala y
corteza piriforme (Khurgel y Gwen, 1996).
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Registro electrografico del modelo de kindling en rata

Figura 5. Registro electrografico del modelo de kindling en rata. De K; a Ks se observan respuestas de crisis
parciales, presentandose la alteracién del registro solamente en la amigdala (AMG). El Kyg corresponde a una CTCG,
siendo que la alteracién electrografica se presenta tanto en AMG como en la corteza (CTZ), ademas de que la duracién

es mayor.

Este modelo consta de estimulacion eléctrica o quimica repetida, sobre varias
estructuras del sistema limbico (amigdala, corteza e hipocampo) con el objetivo
de incrementar la excitabilidad neuronal hasta provocar crisis epilépticas. La
potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés) es el mecanismo
inicial del kindling, cuyo objetivo es que una descarga temporal de frecuencia
repetitiva provoque un aumento mantenido de la respuesta sinaptica (Garcia y
cols., 2010)
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11.8 CEREBELOQO Y EPILEPSIA

Investigaciones evidencian la participacion del CB en la epilepsia. En uno de
estos trabajos se provocaron CTCG por la administracion de pentilentetrazol y
penicilina, registrando cambios en la frecuencia de descarga de células de la
corteza cerebral y cerebelar (Dow y cols., 1962); utilizando estos modelos se
demostré que dependiendo del pardmetro de estimulacion del CB se podia
afectar la evoluciébn del kindling (Guardiola y cols., 1977). Gatos
cerebelectomizados presentan alteraciones de sueno, asi como deficiencias
motoras, histolégicamente se observd degeneracion del tronco cerebral,
demostrado por el decremento en la densidad de células en estructuras
conectadas con el CB, la Ol y el NR (Paz y cols., 1982). La cerebelectomia total
en el desarrollo de las crisis producidas por el modelo de Kindling amigdalino
en gatos, resulta en un aumento de la duracion de la PD y las espigas pos-
ictales, ademas de provocar cambios anatomicos y funcionales en estructuras
del tallo cerebral principalmente NR y OlI, propiciando la actividad epiléptica
(Figura 6) (Paz y cols., 1985). En relacion a los cambios neuroquimicos
provocados por el procedimiento de cerebelectomia, se midieron los niveles de
neurotransmisores en TM y corteza cerebral, encontrando una disminucién de
GLUT, aspartato y GABA en el TM a los 7 dias de la cirugia y a los 15 dias en
la corteza. Sin embargo, a los 30 dias se recobraron los niveles de estos aa,
ademas de que glicina y taurina no presentaron modificaciones significativas
(Cicirata y cols., 1991).

Cerebelectomia y Kindling
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Figura 6. Cerebelectomia y kindling. Evolucion temporal de la PD durante el procedimiento del kindling. GC = gatos
cerebelectomizados; GNC = gatos no cerebelectomizados. La flecha negra indica el comienzo de las CG en los GC; La
flecha blanca lo indica en los GNC. Los errores estandar se indican. Se consideraron promedios de cuatro gatos. El
asterisco indica una significancia de P <0,05, usando la prueba t de Students. (Tomada de Paz y cols., 1985).
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Por otra parte, la lesion del PCS con degeneracion retrograda del NI y nucleo
fastigial, provoca decremento en el suefio (De Andres y Reinoso Suéarez.,1979).
La transeccién del PCS en el desarrollo del modelo de kindling en rata, provocé
a los animales ataxia al andar, hipotonicidad en extremidades posteriores,
ademas de que se requirid un mayor numero de estimulos para alcanzar cada
uno de los estados conductuales y la duracién de las CTCG se acortaron,
concluyendo que aunque el PCS no participa directamente el modelo epiléptico
es probable que el procedimiento quirurgico elimine vias de excitacidn sobre
los circuitos envueltos en el proceso en kindling (Figura 7) (Paz y cols., 1991).

Transeccién del pedunculo cerebelar superior: inicio y duracién de las crisis

generalizadas inducidas por kindling amigdalino.
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Figura 7. Transeccion del PCS. Se muestra los valores promedio obtenidos de la duracién de las convulsiones en el
kindling antes de la lesién cerebelar (rombos vacios), después de la transeccién total del pedinculo cerebelar superior
ipsilateral a la amigdala estimulada (circulos rellenos), y después de la transeccién del lado contralateral (circulos
vacios). Se muestra la regresion lineal y su significancia. (Tomado de Paz y cols., 1991).

Con el objetivo de ver la participacion de la principal via de salida de
informacion del CB en la actividad epiléptica se estimulé el PCS durante el
desarrollo del kindling amigdalino, dando como resultados que los animales
estimulados con 100Hz 20 pA, requirieron un menor numero de estimulos para
llegar a cada uno de los estados conductuales y se redujo la duracién de las
CTCG (Figura 8) (Rubio y cols., 2004). Por otra parte la estimulacién eléctrica
del ND gener6 un decremento de la actividad epiléptica producida por la

administracion sistémica de penicilina en ratas (Culic., 1994).
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Estimulacion del pedunculo cerebelar superior en las crisis generalizadas
provocadas por el kindling amigdalino en ratas

’(‘_)-‘ 120 +
3
s °|8 5 & & 5 o 5 &3
=
5=
= 380 1
5 a a a a a a a a a a
-]
m, S0 WQ——Q/Q—Q
- 2d
£ 40
[ &3
L2
T 20 4
2
<C o
1 2 3 4 S 6 7 8 o 10
Trails

Figura 8. Estimulacion del PCS en las CG. Diez consecutivas PD amigdalinas registradas durante la etapa 5 en el
grupo control (circulos negros), ratas con un electrodo sobre el PCS sin estimulacion (circulos grises) y ratas
estimuladas con 20 uV a 100 Hz en el PCS izquierdo (circulos blancos). Se encontraron diferencias significativas
usando la prueba de ANOVA (p<0,001), aunque s6lo el PCS estimulado mostré6 diferencias significativas entre grupos
en la prueba de Tukey (a = p <0,01) (Tomado de Rubio y cols., 2004).

Lesiones circunscritas de los ND y NI con AK previas al inicio de la
estimulaciéon amigdalina del modelo del kindling en rata, aceleraron el
desarrollo de los estados conductuales, y disminuyeron la duracién de las CG
(Figura 9), ademas se observo histolégicamente pérdida neuronal en ambos
nucleos inyectados con AK. De acuerdo con los resultados probablemente el
efecto del CB en la epilepsia promueve las respuestas motoras,
primordialmente en las CG cuando estan involucrados y afectados el TM y la
CM (Rubio y cols., 2011).

Efectos de la lesion de nucleo dentado y nucleo Interpositus en el kindling

amigdalino en ratas.
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Figura 9. Duracion de la PD amigdalina antes de la etapa 5 y durante 10 crisis posteriores. Grupo control (circulos
negros), grupo estimulado (triangulos), grupo con lesiones en ND (circulos grises), y grupo con lesiones en NI (circulos
blancos). Los valores se expresan en medias + S.E.M. La significacion estadistica se determiné por ANOVA de una via,
seguido de una pos prueba de Tukey * (p <0,01) (Tomado de Rubio y cols., 2011).
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1.9 ACIDO KAINICO

La excitotoxicidad es caracteristica de enfermedades neurodegenerativas y
trastornos en el SNC (Xiang-Yu y cols., 2011). Experimentalmente lesiones
qguimicas con toxinas en diferentes estructuras cerebrales son empleadas como
estrategia para la creacion de modelos de excitotoxicidad como por ejemplo, el
acido quinolinico un metabolito derivado de la via de las kinureninas que activa
receptores de tipo NMDA del cuerpo estriado, conduce a danos que se
asemejan a la enfermedad de Huntington (Pérez-Severiano y cols., 2008), asi
mismo las lesiones con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina en sustancia
nigra son utilizadas para generar el modelo de Parkinson (Coyle y Schwarcz,
1976; Coyle y cols., 1978), ademas, la administracion sistémica de AK es
utilizada para generar un modelo de epilepsia (Kopeloff y cols., 1942), ya que el
hipocampo es especialmente susceptible a los efectos del AK (Fisher y cols.,
1984).

Originalmente el AK [&cido (2-carboxi-4-isopropenil-3-pirrolidinil)-acético] fue
aislado de la alga marina "Kainin-Sou". Su férmula molecular es C1oH15NO4 y
su peso molecular es de 213.23 gr/mol. Fue utilizado como un compuesto
antihelmintico (Figura 10) (Xiang-Yu y cols., 2011).

Acido kainico

OH
Y L

" OH
H 0

Figura 10: Estructura molecular de AK.
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El AK ademas de utilizarse como modelo de epilepsia también se emplea para
destruir grupos neuronales especificos del cerebro, debido a que es un analogo
del GLUT y considerado como una molécula con una potente accion
neurotdxica, con propiedades neuroexcitadoras 30 veces mayores que el GLUT
(Ben-Ari, 1985; Xing y Zhu, 2011). El efecto excitatorio del AK fue descrito por
primera vez en células neocorticales de rata y posteriormente se demostré su
excitabilidad en neuronas motoras, talamicas y células piramidales del
hipocampo de rata; dosis moderadas induce alteraciones
electroencefalograficas y convulsiones similares a las crisis parciales complejas
y en dosis altas provoca toxicidad célular (Fisher y cols., 1984), ademas de
causar aumento en la peroxidacion de lipidos y en la actividad sintasa de 6xido
nitrico, por lo que el oxido nitrico podria causar acumulacion de especies
reactivas de nitrégeno, que a su vez, alteraria la funcién mitocondrial y

desencadena la apoptosis o necrosis (Wang y cols., 2005).

La familia de los receptores a kainato se divide en dos subfamilias las cuales
incluyen los Glu5, Glu6, Glu7 y los KA1 y KA2 (Xiang-Yu y cols., 2011; Xing y
zhu, 2011). La administracion de AK activa los receptores de KA1 y KA2 y en
concentraciones mas altas a los receptores AMPA. Estos receptores de kainato
se expresan ampliamente en todo el cerebro (hipocampo, la corteza, el TM y
CB) de rata, asi mismo en diferentes regiones del mismo hipocampo existiendo
variacion en la expresién de la subunidad los receptores, siendo la expresién
de la subunidad KA1 la que mayormente se presenta en el area CA3 (Juha
Jarvela, 2011).

El mecanismo por el cual el AK es responsable de la muerte de las células
neuronales es debido a la entrada excesiva de Ca*" intracelular propiciada por
la sobreestimulacién de los receptores KA1 (Hong y cols., 2010; Xing y zhu,
2011; Xiang-Yu y cols., 2011), lo que provoca la desintegracion de la
membrana del reticulo endoplasmatico, la generacion de especies reactivas de
oxigeno, la disfuncibn mitocondrial y finalmente a la apoptosis o necrosis
(Zhang y Zhu, 2011; Wang y cols., 2005; Xiang-Yu y cols., 2011) (Figura 11);
ademas de que también induce incremento en la activacion de microglia y
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astrocitos (Wang, y cols., 2005; Xing y zhu, 2011). Esta toxicidad promueve la

pérdida de grupos celulares primordialmente glutamatérgicos y aspartatérgicos

(Czubayko y cols., 2001; Monaghan y cols., 1986). Ademas la administracion

localizada de AK produce muerte celular selectiva, sin producir dafno en las

fibras aferentes, eferentes o de paso (McGeer y cols., 1978).

Neurotoxicidad de AK
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Figura 11. Neurotoxicidad de AK. El mecanismo de Neurotoxicidad causada por el AK debido a la entrada excesiva

de Ca*" intracelular y la sobreestimulacién de los receptores de glutamatérgicos kainato (K1,2), finalizando en la muerte

neuronal. (Modificada de Xing y zhu., 2011).
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente no existe una estrategia terapéutica exitosa para pacientes con
epilepsia de dificil control. Lesiones experimentales con AK en el ND y NI han
demostrado disminuir la duracién de las CG inducidas en el modelo kindling
amigdalino. Sin embargo, es necesario establecer el efecto de estas lesiones
bilateralmente en este modelo de epilepsia, una vez que las ratas tengan
establecidas las CTCG.
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IV. HIPOTESIS

Las lesiones en los nucleos dentado e interpositus con acido kainico previas a
la estimulaciéon amigdalina en ratas, disminuyen la duracién de las crisis ténico
clénico generalizadas del modelo kindling, entonces si se realizan lesiones
bilateralmente en estos nucleos una vez establecidas las crisis generalizadas,

esperariamos abatir la actividad epiléptica del modelo kindling.
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V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la lesion bilateral de los ND y NI con AK sobre la

morfologia cerebral y la respuesta electrografica en el modelo de kindling

amigdalino en rata.

V.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la duracién de la respuesta electrografica y conductual después de la
lesién bilateral de los ND y NI en el modelo kindling amigdalino en rata.

- Evaluar el efecto citologico en el CB después de la lesion bilateral de los ND
y Nl en el modelo kindling amigdalino en rata.

- Cuantificar las concentraciones de GLUT y GABA en CB, NR, TM y CM,
después de la lesién bilateral de los ND y NI en el modelo kindling amigdalino
en rata.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Material biologico

Se emplearon ratas macho (n=6 por grupo) de la cepa Wistar (250-300
gramos). Todos los animales se mantuvieron bajo condiciones de aire,
temperatura y humedad controladas y ciclos de luz-obscuridad de 12:12 horas,
con libre acceso a comida y agua. Cada uno de ellos fueron tratados con las
medidas necesarias para minimizar el dolor o sufrimiento de acuerdo a las
regulaciones especificadas por el Comité de Uso y Cuidado Animal del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN) “Manuel Velasco Suarez’, los
estandares de los Institutos Nacionales de Salud de México y la Norma Oficial
Mexicana 062 (NOM-062).

VI.2 Cirugia

Las ratas fueron anestesiadas con zoletil 50® (30mg/Kg. i.m.) y colocadas en
un aparato estereotaxico (David Kopf), para colocar electrodos bipolares
utilizados en la estimulacién y registro en el ndcleo basolateral amigdalino
(coordenadas anterior 6.2 mm, laterales de 5 mm, y altura de 1,5 mm)
utilizando la linea interaural como punto de referencia, segun el atlas de
Paxinos y Watson de 1982. Otro electrodo se colocé en la CM para registrar la
propagacion de la PD a esta estructura. Cada electrodo consistio6 de un
alambre aislado bipolar (0,005 pulgadas de diametro), de acero inoxidable (A-M
Systems) recubiertos de teflébn excepto en las puntas. Un tornillo implantado en
el craneo, sirvi6 como una fuente de referencia (tierra). Los electrodos se
unieron a un mini conector y se fijaron al craneo con acrilico dental (Arias®). Se
suturd la piel dejando el mini conector expuesto. Después de siete dias de
recuperacion post-operatoria, las ratas fueron colocadas en una camara de
acrilico transparente (22.5x30x30 centimetros) para iniciar la estimulacién
eléctrica. El microconector se unié por medio de alambre flexible al estimulador
Grass S88 y un sistema de adquisicién y andlisis de sefiales EB neuro con

software ST Galileo.
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Las ratas fueron estimuladas todos los dias con 5 volts por 1.0 segundo de
duracion hasta obtener CTCG. Durante el kindling se midieron los siguientes
parametros: Duracion de la PD amigdalina durante toda la evolucion del
modelo, y la progresién de los estados conductuales. Una vez que los animales
presentaron 10 CTCG fueron nuevamente colocados en el aparato
estereotaxico bajo las mismas condiciones de anestesia para realizar lesiones
bilaterales en NI o en el ND, mismas que se llevaron a cabo por medio de una
microinyeccién estereotaxica de 1.0 ul de AK (Sigma Aldrich) en una
concentracion 5 uM a una velocidad de flujo de 0.1pl/min. (coordenadas para
ND: anterior 2.3 mm, laterales de 3.5 mm, altura 4.0 mm; y para NI: anterior 2.3
mm, laterales de 2.4 mm, altura 4.0 mm) utilizando la linea interaural como

punto de referencia, segun el atlas de Paxinos y Watson 1998.

V1.3 Disefo experimental

Cirugia estereotaxica para la Estimulacion eléctrica
colocacion de electrodos en la para la obtencion del
amigdala y corteza estado Kindled
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Registro electrogréfico Histologia Cromatografia
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10 CG

TIEMPO

HPLC de los niveles de GABA y

Evaluacion de la duracion de la respuesta "
i [ Histologia con el método kuver-barrera. GLUT.

electrografica y conductual.
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VI.4 Histologia

Con la finalidad de corroborar que la lesibn de los ND y NI estuviera
circunscrita, se procedio a realizar la técnica histologia de Kluver-Barrera, tres
ratas de cada grupo fueron profundamente anestesiadas con pentobarbital
sddico (Pisabental 25mg/kg) y perfundidas intracardiacamente, inyectando 1ml
de heparina (Rimsa) en el ventriculo derecho. Inmediatamente después de 6
segundos se lavo el sistema vascular con buffer de fosfatos salino (PBS)
(Sigma P4417) durante 30 segundos y se fijo este sistema con
paraformaldehido (Sigma P6148) al 4% a 4 °C, los cerebros fueron removidos y
almacenados durante 24 horas para una pos-fijacion en paraformaldehido al
4%, posteriormente fueron crioprotegidos con sacarosa (Sigma S9378) al 30%
disuelta en PBS.

Los cerebros fueron incluidos en parafina (Golden Bell) y se realizaron cortes
coronales seriados de 7um del CB, 1mm anterior y 1mm posterior a la
coordenada que fue ocupada para la lesibn de los nucleos cerebelares
(2.3mm), para abarcar por completo el &rea de los nucleos lesionados, los
cortes fueron montados en laminillas tratadas previamente con silano y se
realizo la desparafinacion e hidratacion correspondiente para realizar la técnica
histolégica de Kluver-Barrera, practica que consiste en evidenciar fibras
nerviosas en azul y cuerpos celulares en violeta. Las laminillas se observaron y

se tomaron microfotografias con un microscopio Olympus (1X81F3).
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VI.5 Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

- Preparaciéon de muestras.

Tres ratas de cada grupo fueron administradas con un inhibidor de la GAD, el
acido 3-mercaptopropiénico (Sigma Aldrich) (1.2 mmol/kg i.v.) para inhibir el
incremento de GABA post mortem. Dos minutos después, los animales se
sacrificaron por decapitacion y se realiz6 la diseccion de la CM, CB, NRy TM
en frio. Los tejidos de rata se homogenizaron en 20 volumenes de metanol
(High Purity) agua (Milli-Q Water System, Millipore, Bedford, MA) (85% v/v), se
centrifugaron a 15,000 rpm durante 20 min, las alicuotas del sobrenadante se
almacenaron a —70 °C hasta su andlisis. Los tejidos destinados para medir el
porcentaje de recobro, se le afadieron los aa estandares al momento de

homogenizar el tejido.

- Condiciones cromatograficas.

Los niveles de las concentraciones de los aa (GLUT y GABA) se cuantificaron
por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC por sus siglas en ingles)
con deteccion por fluorescencia el cual consistié en un sistema cromatografico
con una bomba binaria (PerkinElmer series 200), la cual estaba conectada a un
desgasificador en linea (PerkinElmer Series 200 Vacum Degaser). Para la
reaccion de derivatizacion, se adicionaron 100 uL del reactivo orto-ftaldehido
(OPA) (Sigma Aldrich) a 100 pL de los estandares y de muestra de CM, CB,
NR y TM, se inyectaron 20 uL de la mezcla al cromatografo. La separacién de
GLUT y GABA se realizd mediante una columna OPA-HR, la fase mdvil
compuesta por dos fases fue: “A” (solucibn 50 mM de acetato de sodio (pH
5.9), conteniendo 1.5% v/v de tetrahidrofurano (Sigma 27038) y la fase movil
“B” (metanol grado HPLC (Hycel 912), en un gradiente lineal que va desde un
10% hasta un 30% de la fase B. La cuantificacidén se realizé6 por medio de un
detector de fluorescencia con una longitud de onda de 344 nm de excitacion y
455 de emisidn. (Pérez-Neriy cols., 2004; Pérez-Neri y cols., 2007).
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Validacion parcial de estandares de aa.
(NOM-177-SSA1-1998; Guidance for industry, 2001).

- Selectividad.

Para observar la capacidad de selectividad de nuestro método para cuantificar
exacta y especificamente GABA y GLUT a una concentracion de 1.2 uM, en
presencia de otros aa (aspartato, citrulina, arginina, taurina glicina y glutamina),
y demostrar que no hay interferencias, se analizdé una solucion estandar a la

cual se le anadieron los 8 aa antes mencionados.

- Linealidad del método.

Se evalu6 a partir de una curva de calibracion de GABA y GLUT en el intervalo
de concentraciones de 0.1 a 1.5 uM por triplicado. Se graficd el area bajo la
curva (ABC) con respecto a la concentracion de cada aa y por medio de un
ajuste de minimos cuadrados se determiné la ordenada al origen (b), la
pendiente (m), y el coeficiente de regresion. El método se considerd lineal si el
coeficiente de regresion fue mayor o igual a 0.99.

- Precision.

La precisién se determina mediante la repetibilidad. Se analizé en un solo dia
por cuadruplicado soluciones stock de GABA y GLUT a concentraciones baja,
media y alta (0.2, 0.7 y 1.4 uM). Las concentraciones utilizadas fueron
diferentes a las manejadas en la curva de linealidad, pero incluidas en el rango
de 0.1 a 1.5 uM. El porcentaje del coeficiente de variaciéon (%CV) no debe ser
superior al 15% y se obtuvo con la férmula: [Desviacién estandar de la
concentracion encontrada / la media de la concentraciones encontrada] * 100.
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- Exactitud.

Para evaluar la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente
(concentracion encontrada) y el valor de referencia (concentracién nominal) se
realiz6 una prueba t con n-1 grados de libertad y con a = 0.05. (3.182, n=4). El
método se considera exacto si la t calculada es menor a la t de tablas (Wayne,
2011). Ademas, para corroborar también la exactitud se obtiene el porcentaje
de recobro (%RE) de los datos previamente obtenidos en la evaluacién de la
repetibilidad, en donde el %RE (concentracibn nominal - concentracién
encontrada)/ concentracion nominal *100) debe de estar dentro del rango +/-
15% para cada concentracion.

Validacion parcial de aa en tejido de rata.
(NOM-177-SSA1-1998; Guidance for industry, 2001).

- Selectividad.

Para observar la capacidad de selectividad de nuestro método para cuantificar
exacta y especificamente GABA y GLUT, y demostrar que no hay interferencias
con otros aa contenidos en el las estructuras cerebrales, se analizaron las

muestra de tejido de rata de cada estructura.

- Determinaciéon de concentraciones basales de aa en rata.

Se realizd una curva de calibraciéon con aa estandares a concentracién de 0.1 a
1.5 pM. Posteriormente se analizaron muestras de CB, NR, TM, CM por
triplicado y se extrapolaron en la curva para calcular sus concentraciones
basales.

- Niveles de GABA y GLUT en tejido de rata con adicién de estandar.

Se realiz6 una curva de calibracion con aa estandares a concentracion de 0.1 a

1.5 uM. Una vez encontradas las concentraciones basales de aa, se anadio
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una cantidad conocida de GLUT y GABA a las estructuras CB, NR, TM y CM
(muestras con adicion estandar), para evaluar el porcentaje de recuperacion de
aa (%RC), el cual se obtiene con la férmula: [concentracién obtenida/

concentracion tedrica] *100. El %RC debe estar dentro del rango de 85-115 %.

Concentracion obtenida= Concentracion obtenida experimentalmente de aa,
expresada en nm/mg de tejido en las muestras con adicion de estandar.
Concentracion teérica= Concentracion expresada en nm/mg de tejido en las

muestras basales + cantidad de aa anadida.

- Concentraciones de GABA y GLUT en grupos experimentales.

Se realiz6 una curva de calibracién con aa estandares en concentracion de 0.1
a 1.5 pM. Posteriormente se midieron las muestras de las estructuras CB, NR,
TM y CM de tres ratas por grupo y se analizaron las concentraciones de los aa
GABA y GLUT.

V1.6 Analisis estadistico

Los resultados electrograficos y de cromatografia son expresados como la
media * error estandar en cada grupo, a los cuales se realizé6 un analisis de
varianza (ANOVA) de una via de medidas repetidas, seguido de una prueba de
comparaciéon multiple de Tukey. En el caso del analisis de los estados
conductuales se realiz6 una prueba de Fridman. Para todas estas pruebas se
considero un punto de corte para el nivel de significancia de p <0,05 (*). Para
las pruebas de validacion parcial se utilizaron los caélculos estadisticos
senalados en la NOM-177-SSA1-1998.
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VII. RESULTADOS
VII.1 Registros electrograficos y estados conductuales

Para cumplir con los objetivos propuestos, se desarrollo el modelo kindling en
veinticuatro ratas, las cuales se agruparon en los diferentes grupos (Grupo |
con ratas control “Control”; Gupo Il con ratas en estado kindling “Kindled*;
Grupo Il ratas con estado kindling mas lesién en el ND “ND”; y el grupo IV
ratas kindling mas lesién en el NI “NI”. Como se describe en los métodos, todos
los animales fueron registrados en el numero de estimulos necesarios para
alcanzar cada uno de los estados conductuales, asi como el estado kindled y el
tiempo de la duracién de la actividad epiléptica. El estado kindled se definié a
partir del primer estado conductual 5 en la escala de Racine, a partir de este
dato también se realizaron los registros para el establecimiento del modelo (10
CTCQ), y la posterior lesion de los grupos ND y NI.

En la Grafica 1 se muestran los resultados de la evolucion del modelo y el
aumento en el tiempo de duracion de la actividad epiléptica acordes a lo
establecido por Paz y cols., obtenido el estado 5 en los 10+3 estimulos, con un
tiempo de duracion de de la crisis de 90+15 segundos (Paz y cols., 1991).
Posterior a establecer el estado kindled, se realizo el registro de 10 CTCG, las
cuales se presentan en el 20+2 estimulos, en este punto de corte, los animales
experimentales (ND y NI) fueron lesionados con AK, posterior a la lesién los
grupos de ND y NI presentaron una reduccién en el tiempo de duracion de la
actividad epiléptica estadisticamente significativa (entre 60+5 segundos y 40+5
para el grupo de ND y entre 50+5 segundos y 30 +5 para el grupo del NI)

(Grafica 1) a lo largo de las siguiente 10+3 estimulos .
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Grafica 1. Desarrollo, establecimiento del modelo y respuesta post-lesion del modelo kindlig amigdalino.
Desarrollo del modelo kindling (estimulos 1 al 10); establecimiento del modelo (estimulos del 11 al 20); respuesta de los
grupos kindling, ND y NI (estimulos del 21 al 30). Grupo kindling (rombos negros), grupo con lesion bilateral de ND
(triangulo gris) y grupo con lesion bilateral de NI (cuadro gris). ANOVA de medidas repetidas seguido de Tukey.
p<0.05. (*). n=6.

En la grafica 2 se presenta el registro de los estados conductuales posterior a
la lesion de los ND o NI, se observa disminucion a partir del primer estimulo y a
lo largo de los 10 estimulos posteriores (la reversidén se presenta desde un solo
estado hasta no presentar ninguna alteracion en ambos grupos).

Con la finalidad de observar la reversidbn de los estados conductuales, se
realiz6 el analisis porcentual de los estados conductuales. En la Grafica 3 se
observa una reversion del 56 % en el grupo con lesion en el Nl 'y de un 60 % en
el grupo con lesion en el ND.
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Grafica 2. Estados conductuales post-lesion. Grupo control (barras negras), grupo con lesién bilateral de ND (barras
gris obscuro) y grupo con lesion bilateral de NI (cuadro gris claro). Los grupos con lesién en el ND y NI presentaron una
reversion en los estados conductuales en los comparados con el grupo control. Se presentan las mediaste.e. n=6 en
cada grupo. Prueba de Fredman.
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Grafica 3. Promedio de reversion de los estados conductuales post-lesion. Grupo control (barras negras), grupo
con lesion bilateral de ND (barras gris obscuro) y grupo con lesion bilateral de NI (cuadro gris claro). Se observa que
hay una mayor reduccién de los estados conductuales en el grupo ND.

Porcentaje de revesion

Las ratas lesionadas con AK en ND y NI mostraron perdida de tono muscular y
dificultad al andar en las extremidades posteriores después de 3 dias
siguientes de la cirugia, recuperandose antes de los 10 dias post-lesion. Para
descartar que el AK se difundiera a otras estructuras, se tomo6 un registro
electrogréfico basal previo a la continuacién de la estimulacién post-lesion, sin

encontrar ninguna alteracion.
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VII.2 Histologia

Después de analizar las laminillas de las ratas del grupo control, se puedo

identificar preservados a los ND y NI en ambos hemisferios del CB. En la figura

(12.1) se muestra un esquema coronal tomado del atlas Paxinos y Watson

(1982), de la coordenada utilizada para la lesion, resaltando con rojo la

localizacion de ambos nucleos. En la figura (12.2) por medio de la técnica de

Kluver Barrera se observa a los dos nucleos profundos cerebelares, en una

composicion de microfotografias de ambos hemisferios representativa de una

de las ratas del grupo control.
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Figura 12. Esquema de CB e identificacion de ND y NI. IntA = NI. Lat = ND. Se observa los ND y NI en ambos
hemisferios del CB de a cuerdo al atlas de Paxinos y Watson 1998. (1). Microfotografias 2X de corte coronal de CB de

rata control (2). Tincién con el método kuver-barrera.
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Al hacer la evaluacién de las condiciones celulares en las que se encontraban
los grupos con lesion en el ND y NI, se pudo observar que las células
caracteristicas de estos nucleos presentaban una hiperpigmentacién (Figura 13
B y D), que impide observar la morfologia intacta distintiva de estas células,
como se puede apreciar en la figura 13 A'y C del grupo control.

CONTROL LESION

Figura 13. Evaluacion histoldgica. Microfotografia 40X. Seccién coronal de ND control (A), ND lesionado con AK (B),
NI control (C) y NI lesionado con AK (D). Tincién con el método kluver barrera.
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VI1.3 Cromatografia liquida de alta resolucion

Validacion parcial de estandares de aa.
- Selectividad.

El método se considerd selectivo debido a que las sefales de GABA y GLUT
fueron plenamente reconocibles y no tuvieron ninguna interferencia con los aa
aspartato, citrulina, arginina, taurina glicina o glutamina; ademas de que todas
las sefales del cromatograma fueron simétricas y se encontraron dentro de los

rangos de limite inferior y exterior (Figura 14).

200,
800 Aspartato

700.
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200. Citrulina
Glutamina ' Taurina
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100. Arginina
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Figura 14. Cromatograma de aa estandar. En la selectividad, los tiempos de retencion de los 8 aa fueron: Aspartato =
2 min; GLUT = 3.7 min; glutamina = 8; glicina = 9.5; citrulina = 11.5; arginina = 15.7; taurina = 16.7 y GABA = 20.5,
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- Linealidad del método, con aa estandares.

Los resultados de linealidad se consideran aceptables ya que las tres curvas de
calibracién realizadas a concentraciones de 0.1, 0.4; 0.8, 1.2 y 1.5 uM, para los
aa estandares de GABA y GLUT, fueron lineales al obtener el coeficientes de
regresion para GLUT de R = 0,998 y para GABA de R = 0.995. Tabla 2 y
Gréfica 4.

Concentracién ABC Promedio Concentracién ABC Promedios
de GLUT (unidades de de ABC de GABA (unidades de ABC

(uM) Fluorescencia) (uM) Fluorescencia)

0.1 827037.83 0.1 159201.35

0.1 832562.43 0.1 127722.2

0.1 783611.13 | 814403.797 0.1 147779.71 |144901.087
0.4 1804270.33 0.4 791596.98

0.4 1571536.46 0.4 637684.5

0.4 1845378.9 |[1740395.23 0.4 606576.02 [678619.167
0.8 3243786.59 0.8 1289767.03

0.8 3289383.43 0.8 1283259.67

0.8 3167836.8 |3233668.94 0.8 1243771.06 |1272265.92
1.2 5001538.85 1.2 2191804.26

1.2 4420238.4 1.2 1980707.64

1.2 5140488.84 | 4854088.7 1.2 1960287.41 | 2044266.44
1.5 5752954.78 1.5 2594669.17

1.5 5530442.63 1.5 2271278.68

1.5 5855174.59 [5712857.33 1.5 2205351.45 (2357099.77

Tabla 2. Linealidad de concentracion de GABA y GLUT. Promedio de los valores obtenidos al analizar GABA y
GLUT en 5 concentraciones diferentes. De las tres curvas realizadas el mismo dia, se obtuvo el promedio, el cual se
requeriria para obtener el coeficientes de regresiéon que debe ser superior de 0.99.
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Grafica 4. Curvas de calibracion para GLUT y GABA. Las graficas se realizarén con el promedio del ABC de las tres
curvas realizadas, para GLUT el resultado del coeficientes de regresion fue de R = 0,998 y para GABA R = 0.995. (UF)
= Unidades de Fluorescencia; (ABC) = Area bajo la curva.
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- Repetibilidad (Precision).

La evaluacion de aa estandares GABA y GLUT a concentraciones (Baja, media
y alta (0.2, 0.8 y 1.4 uM) por cuadruplicado un mismo dia, dio como resultado
que el método es preciso ya que ambos aa esta dentro del rango del %CV

correspondiente a +/-15% (Tabla 3).

Concentracion nominal Concentracion % CV
de GLUT (uM) encontrada uM
0.2 0.171593176 5.10178165
0.2 0.186469563
0.2 0.192420404
0.2 0.177345034
0.7 0.638384798 5.24979081
0.7 0.654734605
0.7 0.718849522
0.7 0.660734788
14 1.455596953 3.83790955
14 1.347381304
14 1.459344316
14 1.456268624

Tabla 3. Repetitividad del método. Promedio de los valores obtenidos al analizar GABA y GLUT en 3
concentraciones diferentes por cuadruplicado en el mismo dia.
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- Exactitud.

El método se considera exacto debido a que el %RE se encuentra dentro del

rango +/- 15% en cada una de las concentraciones evaluadas (Tabla 4).

Concentracion nominal Concentracion % RE
de GLUT (pM) encontrada
0.2 0.171593176 14.20341199
0.2 0.186469563 6.765218699
0.2 0.192420404 3.789798156
0.2 0.177345034 11.32748283
0.7 0.638384798 8.802171707
0.7 0.654734605 6.466485019
0.7 0.718849522 -2.692788819
0.7 0.660734788 5.609315945
1.4 1.455596953 -3.97121093
1.4 1.347381304 3.758478303
1.4 1.459344316 -4.238879725
14 1.456268624 -4.019187438

Tabla 4. Exactitud del método. La exactitud reportada con los datos de %RE, se obtubieron de la formula:

(concentracién nominal - concentracion encontrada)/ concentracion nominal *100), obteniendo resultados dentro del

rango +/- 15% para cada concentracion.
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Los resultados de la prueba de t para exactitud también muestran que el

método es exacto para todas las concentraciones de los aa GABA y GLUT

(Tabla 5y 6).

Concentracion nominal Concentracion nominal
5 . g 0.2 0.7 14
de GLUT (uM) 02 | 07 | 14 de GABA (uM)
Reolica Concentraciéon Reolica Concentracion
P experimental (LM) P experimental (uM)
1 0.16 0.62 1.43 1 0.20 0.68 1.35
2 0.18 0.64 1.32 ) 0.20 0.72 1.26
3 0.18 | 0.70 1.43 3 0.18 | 0.73 138
4 0.17 0.65 1.43 4 0.20 0.69 1.22
. 0.20 0.71 1.30
Promedio 0.17 0.65 141 Promedio
0.01 0.03 0.05 D.E 0.01 0.02 0.08
D.E
4.82 3.39 5.84
%V 5.31 5.31 3.86 %CV
0 1 -2.5
t calculada 6 3.33 0.4 t calculada
t tablas 3.18 3.18 3.18 t tablas 3.18 3.18 3.18

Tabla 5. Prueba de t para exactitud de GLUT. Se
muestran los resultados de la prueba de repetibilidad para
3 concentraciones de GLUT por cuadruplicado.

Prueba de Hipétesis.
Ho: x=y, el método es exacto

Ha: x# u, el método no es exacto.

Tabla 6. Prueba de t para exactitud de GABA. Se
muestran los resultados de la prueba de repetibilidad para
3 concentraciones de GABA por cuadruplicado.

Toma de decision
Se acepta la Ho si t calculada <t tablas,

al 95% con n-1 grados de libertad.
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Validacion parcial de aa en tejido de rata.

- Selectividad.

El método se considero selectivo debido a que las sefales de los aa de nuestro
interés GABA y GLUT, en tejido cerebral de rata, fueron plenamente
reconocibles y no tuvieron ninguna interferencia con otros aa. Ademas de que
los tiempos de retencién son similares a obtenidos con los aa estandar (Figura
15).
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Figura 15. Cromatograma de aa en tejido de rata. Selectividad de los tiempos de retencion en los aa de nuestro
interés GABA y GLUT, en tejido cerebral de rata. GLUT = 3.7 min y GABA = 20.5 min.
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- Niveles basales de GABA y GLUT y con adicién estandar.

Se determinaron correctamente la identificacion (Figura 16) y las
concentraciones basales de GABA y GLUT en tejido de rata. Ademas la
cuantificacion del porcentaje de recobro (%RC) de estos aa con adicién de

estandar fueron satisfactorios ya que se cumplié con el rango establecido de
+/- 15 % (Tabla 7).

180
160
140 Glutamato
120
100
€0

a0.

Tiempo

Figura 16. Cromatograma de la selectividad de los tiempos de retencion de GABA y GLUT, en tejido cerebral de

rata. Se observa que el tiempo de retencion de GLUT es aproximadamente en 3.7 minutos, mientras en el GABA es de
20.5 minutos.
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Niveles basales de GABA y GLUT en tejido de rata

aa

Estructura

Concentracién(nmoles/mg de

Concentracion
teorica (nmoles/mg

Observacion

tejido
jido) de tejido)
NR 5.3 65 Niveles basales de
GLUT CB 10.54 11.54 GABAy GLUT. Se
™ 7.44 8.44 presentan los
™M 9.75 10.75 resultados del
promedio de los tres
NR 2.68 4.68 ratas por cada una de
las estructuras en
GABA CB 128 3.28 concentraciones
™ 3.25 5.25 expresadas en
cM 1.41 3.41 nmoles/mg de tejido
Niveles de GABA y GLUT en muestras con adicion de estandar
Concentracion(nmoles/mg de
aa Estructura ( /me %RC Observacion
tejido)
NR 6.26 96.3
CB 10.18 88.25
GLUT ™ 812 96.18 El %RC se obtubo con la
formula:
M 11.93 110.9 (concentracion de
tejido con
NR 4.02 85.6 adicion*100/concentra
GABA CcB 3.1 94.5 cion de tejido teorico)
™ 4.74 90.28
CM 3.26 95.66

Tabla 7. Niveles basales de GABA y GLUT y con adicion estandar. La concentracién tedrica se obtuvo sumando

una unidad a los valores basales de GLUT y 2 unidades a los valores basales de GABA.
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Concentraciones de GABA y GLUT en grupos experimentales.

Los resultados obtenidos de la concentracién de GABA Y GLUT en los grupos
control, kindled, lesién de ND y lesion de NI en tres ratas, mostraron que de los
dos aa en las cuatro estructuras cerebrales evaluadas, solo GABA del NR
tiene diferencias significativas entre los grupos control y kindled y entre el grupo
kindled y grupos con lesion de NI y ND (Gréficas 5, 6, 7 y 8).
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Grafica 5. Concentraciones de GLUT y GABA expresadas en nanomoles por miligramo de tejido en el NR. Se

observa diferencias entre el grupo control y el de kindled y también entre el grupo kindled comparado contra los de
lesién en NIy ND. ANOVA seguido de Tukey. p<0.05. (*). p<0.001. (**). n=3.
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Grafica 6. Concentraciones de GABA y GLUT expresadas en nhanomoles por miligramo de tejido del TM. No se
observa diferencias significativas entre los grupos. ANOVA. n = 3.

50



Glutamato GABA

15 15
=] Q
2 2
T L T 10
=] =]
i i
E N
= =

{ll T G'

Criol Val Kindled ~ ND CriolVal Kindled  ND 1]

Grafica 7. Concentraciones de GABA y GLUT expresadas en nanomoles por miligramo de tejido de la CM. No se
observa diferencias significativas entre los grupos. ANOVA. n = 3.
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Grafica 8. Concentraciones de GABA y GLUT expresadas en nanomoles por miligramo de tejido del CB. No se
observa diferencias significativas entre los grupos. ANOVA. n = 3.
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VIIl. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

La epilepsia es un desorden neuroldgico en el que la fisiopatologia aun no esta
totalmente esclarecida. En este padecimiento el 30% de los pacientes no
responden a los tratamientos farmacolégicos convencionales (Cline y Roos.,
2007; Velasco y cols., 2013), convirtiéndose en una enfermedad incapacitante
en muchos de estos casos. Con la finalidad de proponer alternativas
terapéuticas en pacientes con epilepsia de dificil control, se utilizan modelos
experimentales en los cuales se evaluan nuevos tratamientos farmacoldgicos y
no farmacoldgicos. De forma particular el modelo de epilepsia kindling es el
mas representativo y su importancia radica en las similitudes significativas con
la epilepsia en humanos, permitiendo el estudio de crisis parciales producidas
inicialmente que culminan en CG (Goddard y cols., 1969), de forma semejante
como las que presentan los pacientes con crisis parciales secundariamente
generalizadas, uno de los tipos mas comunes y complejos de epilepsia en el
mundo, ademas de que algunos mecanismos electrofisioldgicos y bioquimicos
son comunes tanto en el modelo como en el padecimiento, por ejemplo
alteraciones idnicas y del equilibrio entre estimulos inhibitorios (GABA) y
excitatorios (GLUT) (Brailowsky y cols., 1989; McNamara., 1994), dafos
estructurales neuronales (pérdida de las espinas dendriticas) (Fisher., 1989;
Brailowsky y cols., 1997; Hallak y cols., 1993; Standley y cols., 1995), ademas
de la presencia de sprouting (Sutula y cols., 1996).

Investigaciones utilizando el modelo kindling en diferentes especies animales,
han conducido a grupos de investigaciéon a proponer al CB como una region
cerebral involucrada en la etiologia, propagacion y mantenimiento de las crisis
epilépticas (Dow y cols., 1962; Guardiola y cols., 1977; Paz y cols., 1982; Paz y
cols., 1985; Cicirata y cols., 1991; Paz y cols., 1991; Rubio y cols., 2004; Rubio
y cols., 2011). Estudios de nuestro grupo de trabajo demostraron que la
transeccion del PCS (Paz y cols., 1991), asi como, la lesién unilateral del ND o
NI con AK, disminuyen la duracién de la actividad epiléptica (Rubio y cols.,
2011). Por lo que en este trabajo nos propusimos estudiar el efecto de lesiones
bilaterales de los ND y NI una vez asentadas las CG que se presentan en el
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modelo del kindling, asi como establecer las consecuencias neuroquimicas en
la via cerebelo rubro talamo cortical. A nivel celular, se plantea la hipétesis que
en el modelo de epileptogenesis inducido por administracién de penicilina en
gatos, el aumento de la actividad ictal en el CB refleja descargas exacerbadas
de células de Purkinje GABAérgicas (Salgado-Benitez y cols., 1982), las cuales
proporcionan la salida inhibitoria de la corteza cerebelosa (lto y cols., 1970).
Estas proyecciones inhibidoras modifican la salida del CB a través de los
nucleos profundos (ND, NI y nucleo fastigial), que a su vez proyecto hacia el
TM y de esta manera, el CB regula la actividad de las neuronas en otro lugar
del cerebro como por ejemplo la corteza cerebral.

Aunado a lo anterior, en la neurobiologia a nivel conductual, el CB es
relacionado con el control motor, ya que lesiones parciales o totales a esta
region causan alteraciones en el equilibrio y el movimiento (Gilman y cols.,
1981). Reportes indican que a diferencia de la lesion unilateral, la lesién
bilateral del ND puede ocasionar alteraciones de tipo motor, esto justificado a
partir de que el ND recibe informacion de los hemisferios laterales, ademas de
que la lesién a este nucleo causan alteraciones en las pruebas de rotarod
(Auvray y cols., 1989; Caston y cols., 1995) y en la cuadricula vertical (joyal y
cols., 1996). Sin embargo, nuestros resultados muestran que la lesién bilateral
en los ND o NI disminuyen el tiempo de duracion de la crisis epiléptica y se
presenta reversion de los estados conductuales en el modelo kindling;
hallazgos que se correlacionan con observaciones previas donde la lesidon
unilateral del ND o NI disminuye el tiempo de duracion de las crisis en este
modelo (Rubio y cols., 2011), sin alterar la marcha o la postura.

Ademas, es importante senalar que en el trabajo de Auvray y cols., 1989, las
ratas fueron cerebelectomizadas; a este respecto Jarrard E., 2002 menciona
las ventajas de lesiones quimicas en comparacién con otros procedimientos
como la aspiracion, radiofrecuencia y lesiones electroliticas, en las cuales se
extrae tejido funcional. Como se mencion6 con anterioridad las lesiones con AK
presentan la ventaja de ser selectivas, debido a que es un agonista de
receptores glutamatérgicos que solo actia sobre los cuerpos neuronales y no
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afectan las fibras, lo cual es de gran relevancia ya que en este trabajo
unicamente incluimos las ratas en las cuales la lesién con AK fue circunscrita
ya que al provocar muerte neuronal selectiva (Czubayko y cols., 2001;
Monaghan y cols., 1986) en los ND y NI, no producimos dafio en las fibras
aferentes, eferentes o de paso, como fue demostrado por McGeer y cols., en
1978, y confirmado al demostrar en 2011 que no existen diferencias
significativas en el niumero de cuerpos celulares de la corteza cerebelosa,
nucleo pontino y Ol, en comparacion con el grupos control, ademas de que no
hay difusion via sistémica, ya que no hubo disminucién en el numero de células

piramidales del hipocampo (Rubio y cols., 2011).

Se propone que el CB puede controlar impulsos de tipo inhibitorio a través del
ND y NI debido a que los axones de estos nucleos forman parte de la principal
eferencia cerebelosa, que ademas es parte importante de la via cerebelo rubro
talamo cortical; por otra parte estudios proporcionan evidencia de que las
terminales nerviosas cortico-rubrales, la otra principal via aferente al NR, a
partir de lesiones cerebelosas, presentan alteracibn en la transmisidn
colinérgica (Nieoullon y Dusticier., 1981) y GABAérgica (Nieoullon y Dusticier.,
1981) en el NR. Por lo que en una primera aproximacion al estudio de los
mecanismos que estan involucrados en la reduccion de los pardmetros
electrogréficos y conductuales del modelo kindling posterior a la lesién bilateral
de los ND y NI, decidimos evaluar los niveles de los neurotransmisores GABA y
GLUT en la CM, TM y NR y CB, con lo cual apoyaremos las observaciones de
los cambios neuroquimicos que ocurren en el modelo de epilepsia al lesionar

los nucleos cerebelosos.

Ademas, esta reportado que cuando se desencadenan crisis epilépticas hay un
aumento en la concentracion de glucosa en CB, corteza y subcorteza (Elogayli
y cols., 2003), asi como también se observa aumento en la concentracién de
glicogeno antes de presentarse las crisis epilépticas (Cloix y Hévor, 2009)
indicando una elevacién en la concentracion de la fuente de energia. Por lo que
la disminucion en las concentraciones de GABA y GLUT se atribuye a que el
metabolismo de la glucosa se orienta a la produccidén de energia (Tower, 1960;
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Van Gelder y Courtois, 1972) y no a la produccidén de neurotransmisores. Esto
directamente afecta la produccién de GLUT y como GABA principalmente se
sintetiza a partir de GLUT su concentracién también se ve disminuida. Sin
embargo la disminucion de GLUT parece contraria al hecho de que por causa
de las crisis epilépticas hay un aumento en la concentracion de GLUT, ademas
hay que tener en cuenta que en otras investigaciones hay un aumento en las
concentraciones extracelulares de GLUT durante las crisis epilépticas (Ueda y
Tsuru, 1994).

Previo a la determinacién de los niveles de concentracién de los aa en los
grupos experimentales, se realizd una validacién parcial del método analitico
de determinacion de aa por medio de la técnica de HPLC segun la NOM-177-
SSA1-1998 y la Guidance for industry Bioanalytical method validation 2001, con
deteccioén de fluorescencia del producto de derivatizacion con OPA previamente
reportado por Roca y cols., 2003. La validacion de un método analitico se
define como el proceso por el cual queda establecido, por medio de estudios de
laboratorio, que las caracteristicas de comportamiento del método, cumple con
el propésito para el cual fue disenado, estas caracteristicas se expresan en
términos de validacion. Los parametros analiticos que se incluyen como minimo
en la validaciébn de un método, son linealidad, precision (evaluada como
respetabilidad y reproducibilidad), exactitud, recuperacion absoluta, limite de
deteccion limite de cuantificacion, estabilidad de la muestra analitica,
selectividad y tolerancia. Una vez realizada nuestra validacién parcial,
podemos asegurar que nuestro método permite identificar y cuantificar los
niveles de GLUT y GABA de manera precisa, tanto en las soluciones
estandares como en las muestras de tejidos (Tabla 2, 3, 4, 5, 6 y 7; Figura 14,
15 y 16; Grafica 4); teniendo una recuperacion de aa en tejido de rata (adicién
de estandar) que resulta adecuada, es decir %RC> 85%; asi como las
concentraciones basales de GLUT y GABA en CB y TM se encuentran en el
orden de 1-11nmoles/mg de tejido, datos que son similares a los obtenidos por
otros autores (Ldscher y cols., 1993; Freitas-Silva y cols., 2009; Elogayli y
cols., 2003; Okada y cols., 1971).
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Con base en este método, nuestros resultados indican que las lesiones en los
nucleos cerebelosos provocan el aumento significativo en los niveles de GABA
en el NR, con lo cual se puede estar promoviendo la hiperpolarizacion de la
membrana para la restauracion del potencial de accién y la disminucion de la
liberacién de GLUT, ya que se sabe que la hiperpolarizacién con la cual se
restaura de éste potencial es atribuida a la liberacibn GABA (Engel, 1989)
activando los receptores GABA, acoplados a proteinas G y segundos
mensajeros, que presinapticamente provocan la disminucion en la liberacién de
GLUT, asi como la apertura de canales de K, induciendo una corriente
hiperpolarizante en la terminal presindptica para en conjunto restablecer el
potencial de reposo neuronal (Miras, 2004). Este aumento de GABA en el NR y
el consecuente decremento de la concentracion GLUT, puede también provocar
que se reduzca la estimulacion a los receptores NMDA, induciendo la
disminucién de las crisis ya que se ha reportado que la activaciéon de los
receptores NMDA por GLUT esta implicado en la epilepsia (Gilbert, 1988;
Zambrano y cols., 2011), debido a que al elevarse las concentraciones
extracelulares de este neurotransmisor se presentan las crisis (Ueda y Tsuru,
1994).

Asi mismo, en la via cerebelo rubro tdlamo cortical, el aumento de GABA a
causa de la lesion del NI y ND y la posible consecuente reduccion de GLUT,
también puede tener alcances significativos ya que por medio de estos nucleos
cerebelares se regula la actividad en la CM. Ademas la conexién del NI 'y ND
con el TM (Cavdar y cosl.,, 2002) (Gonzalez y Bernard, 2012), tiene
participacion importante debido a que el TM tiene implicaciones de que tipo
glutamatérgica en la actividad epiléptica influyendo en la excitabilidad cortical,
como se demostrd con la estimulacidon de esta estructura en pacientes con
convulsiones ténico clonicas generalizadas, los cuales tuvieron reduccion
significativa de la frecuencia de las crisis (Velasco F. y cols., 1987; Xiao Ling y
cols., 2011). Asi mismo se ha demostrado que al inyectar en el TM, NMDA se
promueven la generacion crisis epilépticas (Hirayasu y Wada, 1992).
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En resumen nosotros proponemos que la ablacion de las crisis en el modelo de
kindling, se debe a la deaferentacion del NR y TM por medio la lesion con AK
en el NI o ND, la cual favorece el aumento de las concentraciones de GABA en
estas estructuras y a su vez esta recuperacion GABAérgica repercute en la
disminucion de la propagacion de la PD hacia la CM. Ademas estos cambios
de adaptacién de la transmisidbn neuronal, asi como el sprouting de
terminaciones nerviosas corticorubral pueden contribuir a la recuperacion
funcional, por lo que este puede ser el mecanismo por el cual la lesion en los
nuacleos cerebelosos pueden estar reduciendo la duracién de las CTCG y

revistiendo los estados conductuales.

Por ultimo, nosotros proponemos en un futuro realizar la evaluacion de la via
cerebelo rubro talamo cortical por medio de técnicas de histologia vy
inmunohistoquimica, con la finalidad de ver las modificaciones morfologicas,
fisiolégicas y de la neuroplasticidad. También la realizacion de pruebas
motoras, de conducta, aprendizaje, memoria en la rata, para recabar evidencias
respecto a que si existe o no deterioro motor, conductual, de memoria y
aprendizaje, derivado de la lesion de los ND y NI. Finalmente con los hallazgos
de esta investigacion se esta aportando informacién de gran relevancia ya que
abren diferentes lineas de investigacion que involucran la lesidn circunscrita de
nucleos cerebelares como una estrategia terapéutica, sin olvidar que hace falta
la participacion de vias como la colinérgica en la disminucion de las crisis en

este modelo.
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IX.CONCLUSION

Con todas las evidencias encontradas en esta investigacion nosotros
concluimos que las lesiones en ND y NI juegan un papel primordial en la
inhibicién de las CTCG y la reversion de los estados conductuales en el modelo
de epilepsia kindling, probablemente por el aumento del neurotransmisor
inhibitorio GABA en el NR y su posible efecto inhibitorio hacia la via cerebelo
rubro talamo cortical, ademas de que se aporta informacidén de gran relevancia
ya que se abren diferentes lineas de investigacion que involucran la lesién

circunscrita de nucleos cerebelares como una estrategia terapéutica.
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XI. ANEXOS

XI.1 Eventos cientificos.
1er. Simposium Iberoamericano de Farmacia Social. “Universidad Auténoma
Metropolitana-Xochimilco. 22 de junio de 2012.

- “Estudio de costo/efectividad de medicamentos antiepilépticos en el Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia”.

Participacion: Cartel
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4a. Reunion de Alumnos y Egresados. Maestria en Ciencias Farmacéuticas.
Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco. 21 de septiembre de 2012.

Participacion: Asistencia.

La Maestria en Ciencias Farmacéuticas -
Universidad Auténoma Metropolitana M CF
Casa abierta al tiempo Unidad Xochimilco Ciencias Farmacéuticas

Otorga la presente

CONSTANCIA

Miguel Herndandez Ceron

Por su asistencia a la:

4.3 Reunion de Alumnos y Egresados

Maestria en Ciencias Farmaceéuticas
realizado en la Unidad Xochimilco
el dia 21 de Septiembre de 2012

i&mow’o b /‘vﬁ\ Oy Hrea, Gl N Lo & Oulotlr, >
Dr. Fernando de Leon Gonzalez M. en C. Olivia Soria Arteche Dra. Laura E. Castrillon Rivera’
Director de la Division CBS Jefa del Departamento de Sistemas Biologicos Coordinadora de la MCF
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XXVIII Reunion de Investigacion del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“Manuel Velasco Suarez”. 23 y 24 de mayo de 2013. Impartido en las instalaciones del
mismo instituto.

!

AN :
o Instituto Nacional de Neurologia y Neurecinugia - x;.\c

Oy

XXVIll Reunién Anual de Investigacion

Conferencias Magistrales,
Presentaciones Orales y Carteles
sobre Neurociencias

Mayo 23 y 24 de 2013
9:00-14:00 h
Auditorio

Simposio Satelite

“Las Demenciz
Estade Actua

L
del Conocimiento”

Mayo 21 y 22 de 2013
10:00-14:00 h
Auditorio

www.innn.salud.gob.mx/interior/inves tigacion/investigacion
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- “Efecto de la lesion bilateral en los nicleos dentado e interpositus con acido kainico,
sobre la respuesta electrografica del modelo kindling amigdalino en rata”.

Participacién: Cartel
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43" Annual Meeting of Neuroscience. November 13, 2013. San Diego, California.

SAN DIEGO | NOVEMBER 13 S/N SOCIETY fr
& NEUROSCIENCE

Scientific Session Listings 681 — 873
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- “The kainic acid lesion in cerebral nuclei shorten the duration of generalized seizures
in the kindling model of epilepsy”.

Participacién: Cartel. B28-701.10
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XXIX Reunién de Investigacion del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“‘Manuel Velasco Suarez”. 20 al 23 de mayo de 2014. Impartido en las instalaciones

del mismo instituto.

Mayo 22 y

Auditorio

SALUD

Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia

Manuel Velasco Suarez
Quancuagesimo Aniversario

XXIX Reunion Anual de Investigacion

Conferencias Magistrales,

Presentaciones Orales y Carteles

sobre Neurociencias

23 de 2014

9:00-14:00 h

Simposio Satélite

"Epilepsia: aspectos
meédicos, sociales, de
investigacion y
nuevos tratamientos”
Mayo 20y 21 de 2014

9:00-14:00 h
Auditorio

-
: -
. e ( i ) oo Deme Netl MOVER & MEXICO
1 "'a\‘,- ‘III .
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- "Efecto de la lesién bilateral en los nucleos dentado e interpositus con acido kainico,
sobre la respuesta electrografica del modelo kindling amigdalino en rata”

Participacién: Cartel
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- “Efectos morfoldgicos de la lesion bilateral en los nucleos dentado e interpositus en el
modelo kindling amigdalino en rata”

Participacion: Cartel

78



LVII Congreso Nacional de Ciencias Fisiologicas, a celebrarse en la Ciudad de

Oaxaca, México , del 31 de agosto al 4 de septiembre de 2014.

LVII CONGRESO NACIONAL
SOCIEDAD MEXICANA DE
CIENCIAS FISIOLOGICAS, A.C.

Agosto 31 al 4 de Septiembre, 2014
Oaxaca, Oaxaca
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- “Lesiones de nucleos cerebelosos incrementan GABA en el nlcleo rojo en ratas con

kindling amigdalino”.

Participacion: Presentacién oral.

LVII CONGRESO NACIONAL
SOCIEDAD MEXICANA DE

CIENCIAS FISIOLOGICAS, A.C.

AdOST0'3 Va4 fle Septisibre 2014, 0axicd, Oaxaca

Lesionesde niicleoscerebelosos incrementan GABA en el nicleo rojo en ratas con
kindling amigdalino

Autores:

'Cruz Catalan lsrael (estudiante de licenciatura)'? Hernandez CeronMiguel'?, Martinez |
Lazcano Juan Carlos' Rubio Osemio Maria del Carmen', Custodio Ramirez Verénica' Paz Tres|
;Carlﬂs‘

Instituciones:

| 'Departa mento de Meurofisiclogia, INNN *MVS

iEUAM—X_

Resumen

Previamente se ha demosirado que las lesiones con acide kainico de los nicleos
cerebelosos (dentado o interposito) reducen significativamente la duracion de las crisis
generalizadas (CG) provocadas mediante el modelo experimental de epilepsia kindling. Sin
embargo, no se conocen las alteraciones provocadas en las proyecciones eferentes como
consecuencia de las lesiones de estos nicleos. Con este proposito, se evaluaron los
neurotransmisores glutamato y GABA mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
en el cerebelo, corteza moftora asi como, en los nicleos rojo y talamico en ratas machos de
la cepa Wistar conCG. Los resultados muestran un decremento significative (P<0.05) de
GABA en el nicleo rojo en ratas con CG; sin embargo, en las ratas con CG mas lesion de los
nicleos denfado o interpdsito presentan incremente significative (P<0.05) de este
neurofransmisor.La presencia de glutamato no se modificéd en estos nicleos ni en las otras
estructuras evaluadas, en las cuales tampocose modificaron las concentraciones de GABA.
Por lo tanto, podemos concluir que ladeaferentacionglutamatéergicaen la via cerebelo-rubro-
talamo-cortical, provoca incremento en los niveles de GABA en el nicleo rojo,impidiendo la
propagacion de |3 actividad epiléptica al talamo y la corteza, disminuyendo la sevendad de
las crisis.
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X1.2 Publicaciones

“Articulos”

Martinez-Lazcano JC, Gonzalez-Guevara E, Del Carmen Rubio M, Franco-
Pérez J, Custodio V, Hernandez-Ceron M, Livera C, Paz C. The effects of
ozone exposure and associated injury mechanisms on the central nervous
system. Rev Neurosci. 2013;24(3):337-52. doi: 10.1515/revneuro-2012-0084.

Participacion: Apartado de Epilepsy and Os.

DE GRUYTER

DOl 10,1515 /revneuro-2012-0084 —— Rev. Neurosci. 2013; aop

Juan Carlos Martinez-Lazcano, Edith Gonzalez-Guevara, Maria del Carmen Rubio,
Javier Franco-Pérez, Veranica Custodio, Miguel Herndandez-Cerén, Carlos Livera

and Carlos Paz*

The effects of ozone exposure and associated
injury mechanisms on the central nervous system

Abstract: Ozone (0,) is a component of photochemical
smog, which is a major air pollutant and demonstrates
properties that are harmful to health because of the toxic
properties that are inherent to its poweriful oxidizing capa-
bilities. Environmental O, exposure is associated with
many sympioms related to respiratory disorders, which
include loss of lung flunction, exacerbation of asthma,
airway damage, and lung inflammation. The effects of
0, are not resiricted to the respiratory system or func-
tion — adverse effects within the central nervous system
(CNS) such as decreased cognitive response, decrease
in motor activity, headaches, disturbances in the sleep-
wake cycle, neuronal dysfunctions, cell degeneration,
and neurochemical alterations have also been described;
furthermore, it has also been proposed that O, could
have epigenetic effects. O, exposure induces the reactive
chemical species in the Iungs, but the short hall-life of
these chemical species has led some anthors to attribute
the injurious mechanizsms observed within the lungs to
inflammatory processes. However, the damage o the CNS
induced by O, exposure is not well understood. In this
review, the basic mechanisms of inflammation and activa-
tion of the immune system by O, exposure are described
and the potential mechanisms of damage, which include
neurcinflammation and oxidative stress, and the signs
and symptoms of disturbances within the CNS caused by
environmental O, exposure are discussed.

Keywords: air pollution; central nervous system; inflam-
mation: oxidative stress; ozone.

*Corresponding author: Carlos Paz, Departamento de
Neurofisiologia. Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
MVS Insurgentes Sur 3877, CP 14269 México. DF. México,
e-mail: partres@unam. mx

Juan Carlos Martinez-Lazcano, Edith Gonzilez-Guevara, Maria
del Carmen Rubio, javier Franco-Pérez, Verénica Custodio,
Miguel Heméndez-Cerdn and Carlos Livera: Departamento de
Neurofisiologia. Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
MWVS Insurgentes Sur 3877, CP 14269 México, DF, México

Edith Gonzdlez-Guevara and Carlos Livera: Posgrado en Ciencias
Bioldgicas, Universidad Nacional Auténoma de México, Aw.
Universidad 3000, (P 04510 Méxica, DF, México

Miguel Herndndez-Cendm: Posgrado en Ciencias Farmacobigicas,
Universidad Autdnoma Metropolitana, Calzada del Hueso 1100,
CP oas60 México, DF, México

Introduction: systemic consequences
of ozone exposure on health

Atmospheric  pollution represents a serious health
problem, particularly in developing countries where mil-
lions of people are chronically exposed to air pollutants
(Paz, 1997; Block and Calderon, 2009). Ozone (0,), par-
ticulaite matter (PM), and various biological materials
are the main air pollutants that we breathe and that can
cause severe health damage. It is estimated that air pol-
lution is the eighth highest mortality risk factor, acoount-
ing for 2.5% of all deaths in developed countries (Narayan
et al., 2010). Additionally, an increase in the admission of
people into hospitals, which is reflected by loss in labor
productivity, because of O, pollution has been reported
(Jorres et al., 1996; Frank et al., 2001; Szyszkowicz et al.,
2009).

0, can be naturally generated by the photodissocia-
tion of ultraviolet rays from the sun at low wavelengths
on oxygen molecules {l]) in the lower atmosphere. D,
can also be formed by high-voltage discharges from
engine friction, neon light signs, and other electrical
equipment such as xerographic copiers, electrostatic
air cleaners, printers, and workplaces where welding is
used. Moreover, O, is generated and used in the puri-
fication of air systems in buildings, in the control of
fungal and bacterial growth in cold storage plants, in
the treatment of residual waters, and in the purification
of drinking water.

The World Health Organization (WHO, 2005), in its
document WHO Air Quality Guoidelines for Particulate
Martter, Czone, Nitrogen Dioxide and Sulfur Dioxide,
established the permissible limits of O, exposure at an
average of 120 pg/m* (60 ppb) for a maximum of 8-h con-
centration. Howewer, diminished pulmonary function
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