UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

“MODIFICACIONES CELULARES DEL HIPOCAMPO. INDUCIDAS
POR LA ADMINISTRACION DE DFH-Na Y LA
ELECTROESTIMULACION SUPRAMAXIMA EN RATA”.

TESIS PROFESIONAL
PARA OBTENER EL TITULO DE

LICENCIADO EN BIOLOGIA
P R E S E N T A
ARACELI VELAZQUEZ TORRES

GUADCALAJARA, JALISCO, 1992.



M.en C. JUAN LUIS CIFUENTES LEMUS
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD

DE GUADALAJARA.

PRESENTE.:

Por médio de la prése?te comunico a usted gue la " C. ARACELI
VELAZQUEZ TORRES, pasante de la Licenciatura en BRiclogia ha concluido
satisfactdriamente el trabajo de Tesis titulado: " MODIFICACIONES
CELULARES DEL HIPOCAMPO INDUCIDAS POR LA ADMINISTRACION DE
DIFENIHIDANTDINATd SODICO Y LA ELECTROESTIMULACION SUPRAMAXIMA EN

RATA", bajo mi direccién.

Por lo anterior solicito a Ud. su autorizacién a fin de programar

la presentacién de su examen de Tesis y Profesiconal.

Sin otro particular aprovecho esta oportunidad para enviarle un

cordial saludo.

ATENTAMENTE

Guadalajara., Jal. 16 de junic 1932.

M.en C.SONIA MA. ROMAN MALDONADD
PROFESOR INVESTIGADOR DE LA
FACULTAD DE MEDICINA.



fecha y

Al contestar este oficlo cit

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA Seoel6n ... .
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Expediente .. ..............

Namero .................

ARACELT VELAZRUEZ TORRES

SENTE. -

I

[RE=

MODIFICACIONES CELULARES DEL ——
HIPDCAMFO INDUCIDAS POR LA ADMINISTRACION DE DFH-Na Y ELECTROES——
TIMULACION SUPRAHAXIMA EN RATA" para optener la Licenciatura

@n biologia.

Al mizmo tiempo le informpamcos gque ha sido
aceptada como Directora de dicha Tesis 1] M. en €. Sonia -

Roman M.

A TENTAMENTE
" PIENSA Y TRABAJA ©
"AMD DEL BICENTEMARIO!
suadalajara, Jal.. 14 Enevo de 1992.
EL DikeECTUR i

FACULTAD DE
CIENCIAS  BIOLOGICAS

CL bELMED AU

ia Roman M.:Directora de

alumno.

t
oy
n
-
ut
)
ot
]
u
i

Boulevard General Marcelino Garcia Barragin y Corregidora, SR., Tels. 19-80-54 y 19-82.92, fax (36) 50-30-09, Guadalajara, Jal,

e




ESTE TRABAJO FUE REALIZADO EN iEL LABORATORIO DE INVESTIGACION
CIENTIFICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE
GUADALAJARA, BAJO LA DIRECCION DE LA M. en C. SONIA MARIA ROMAN
MALDONADO Y ASESORIA DEL BIOL. JORGE R. DOMINGUEZ RODRIGUEZ DE LA
DIVISION DE BIOQUIMICA FARMACOLOGICA DE LA UNIDAD DE INVESTIGACIONES

BIOMEDICAS DE OCCIDENTE DEL INSTITUTO MEXICANQ DEL SEGURO SOCIAL.

PARA LA REALIZACION DE ESTE TRABJO DE TESIS SE CONTO CON EL APQYO
FINANCIERO DEL DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y GSUPERACION
ACADEMICA DE LA UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA, ATRAVES DEL PROYECTO: *®
RESPUESTA NEURONAL CEREBRAL Y CEREBELOSA A ESTIMULOS ELECTRICOS Y

DIFENILHIDANTOINATO SODICO " No DE ACUERDO: 90/MB/0430/01/2078.



alcanzado

DEDICATORTIAS

Dedico este trabajo de tesis:

A mis padres INDALECIO VELAZQUEZ y ESTELA
TORRES, a quienes debo la superacién gue he

hasta ahora, apoyandome siempre Y

evitando que me sienta sola.

A mis hermanos 1Isaac, Gilberto, Laura,
Estela, Indalecio y Berenice quienes me han
acompafiado en el camino que he recorrido
apoy&ndome y ayud&ndome en todo momento, Yy

quienes son parte'de la riqueza de nmi ser.

A la memorla de mi abuelita SOFIA CAMPA

quien siempre dié ejemplo de tenacidad,

faortaleza

y amor Yy a quien siempre he

extrafiado desde que nos dejé.

A Maurlcio Israel Dominguez Rom&n a quien ya querfa antes

de que naciera, y de qulen son todas las oportunidades del

futuro.

A todo aquel gue no solo suefia, sino qﬁe lucha por hacer

realidad sus suefios....... Al que adn rie.




AGRADECIMIENTOS

A mis TIOS y PRIMOS por motivarme y ayudarme a ser cada dfa m&s humano
Yy mejor.

No hay palabras para agradecer el apoyo y amistad con qQque me
distinquieron Sonia Roman y Jorge Dominguez éen estos ¢@ltimos afios,
quienes a . la vez fungierén amablemente como mi director y asesor,
respectivamente.

Agradezco de manera especial:

A vidal Delgado por su vallosa amistad y apoyo 1ncondicional
durante este tiempo de arduo trabajo.

A mis compafieros Patricia, Carina, Javier, Daniel, Bertha, Teresa,
Mercedes , Miriam y Estela por su valiosa amistad.

As{ mismo mi mds sincero agradecimiento a las personas que apoyaron y
asesoraron la realizacién de éste trabajo de tesis:

Al M.C. Joaguin Garcia éstrada y al M.C. Genaro Gabriel Ortiz por el
valioso asesoramiento en el andlisis morfolégico.

Al MVZ., Raul Leonel de Cervantes M. por las fadilidades gue nos
brindé en las 1instalaciones de Patologia de 1la Facultad de
Veterinaria y Zootecnia de la U de G.

Al Dr. Roberto VAzquez Pallares, Jefe del Laboratorio de Patologia de
la Facultad de Medicina de la U. de G. y al Sr. 1Ildefonso Caslillas
Hernandez por su vallosa cooperaclén en el procesamiento histolégico
de los tejidos procedentes de éste estudio.

A Trinidad Garcia 1Iglesias por su amistad y orientacién para el
estudio morfo}égico.

Al Sr. Armando Alcaréz por el trabajo fotogréfico.

Al MVZ. Pedro Difaz y al MvZ. Guillermo Orozco, responsables del
bioterio de 1la Facultad de Mediclna por proveer y maritener a los
animales de experimentacién.

Al M. en C. Juan Mora Galindo, QFB Refugio Mora , M en C. Carlos Beas
Z4rate, y al MVZ Miguel Carbajal Soria por fungir como revisores y
sinodales de la tesis.



INDICE

CONTENIDO . PAGINA
x RESUMEN .......0c0cuvuans teeecessseceseas st et stean e 6
*x% LISTA DE TABLAS. ... ettt inenecaanaanns fereeesan ceeers e .8
Xk% LISTA DE FIGURAS...... s e e esses s et et neeasnn cetcecacaeana 8
I.- INTRODUCCION
1.1 Definicién y Clasificacién de las Epilepsias.............. 10
1.2 Modelos Animales de Epilepsia Experimental.....:....... ... 10
1.3 Uso del Difenilhidantolnato Sédlco .
como Anticomisal............... teseaeasaan e heeesenae .13
1.4 Reacciones Adversas Inducidas por los
Anticomisales.......icivtieinicscaonas PN ceseneaes .14
1.5 Efecto de las Crisis Epilépticas sobre
el Tejido Neuronal.......ceeeereevesesocescrsasssoaivonanaana 16
ITI.- HIPOTESIS...... e eaenee s e eenaenn ettt .19
III.~ OBJIETIVO .. 0eteueaeoasaaraooasannsas et eeeraeeneanaal20
Iv.- METODOLOGIA........ . et et ettt 21
4.1 Condiciones de los Grupos Control...... cesesesease e asana 21
4.2 Condiciones del Grupo Experimental....... veeretesesenen vees22
V.- DISENQO EXPERIMENTAL......... sesesesans EERERS heesesas ceessae 26
VI.- RESULTADOS...,......... ....... st esessessteseasnenan eeee s 217
6.1.- Descripcién Histopatolégica de 1a Region CA4
: y CAl de HipocampoO....sseeeas sssesecersesoanns s eeeconnenn 27
6.1.1. Microfotografias de la region CA4 y CAl de los
grupos basSa@leS....cuesereeecscnoscosscanasssanan cesesenanes 31
6.1.2. Microfografias de la reglion CA4 de 1os qrupos
control-DFH-Na. ...t vt reieteneenererenaseenaannnans vesecaeas 33
6.1.3. Microfotografias de la region CAl de los grupos
: control-DFH-Na......... e sesessscssemsstssensaens vesesaees 37
6.1.4. Microfotografias de la region CA4 de 1os grupos
S ) cdeecasa e 41
6.1.5. Microfotografias de la region CAl de los grupos '
D 1 o P 43
6.1.6. Microfotografias de la region Ca4 de los grupos
DFH-Na/EESM....cccecennan St e et e a et e s st .45
6.1.7. Microfotografias de la region CAl de los grupos
DFH-Na/EESM........ccnieuu.. tereecscnoasa ceserereenses I ¥4
6.2.- Descripcién del Estudio Semicuantitativo de la
" Reglon CA4 Y CAl de HIpPOCAMDO .ttt vttt neneneereenencanannses 48
6.2.1. Densidad de la Poblacién Neuzonal de CA4 y CA1
de HIpoCampoO....veeeieineeenereneononnnnanns tes s enasna 49
6.2.2. Densidad de 1la Poblac16n Glial de CR4 y Cal
de HipocampO.....coenevensacnsn it et e e ceteceaaes 50
6.2.3. Significancias Estadisticas del Estudio de Densi-
dad de la Poblacién Neuronal y Gial de CA4 y CAl
de HIpOoCAmPO. ..o oesiveneoeeenecssoteennsncneanns s eesnaen 51
VIT.- DISCUSION.....veeeuenennannenenennnn e, R 52
VIII.-CONCLUSIONES . .. icnteecevessnessnscssacssanonas e Cesae 55
IX.- BIBLIOGRAFIA . ot ot et ee e et e e et L . ...56



RESUMEN
Los modelos de epilepsia experimentai seleccionados para inducir
convulsiones en animales simulan a las crisis epilépticas descritas en
el humano y son Gtiles para conocer los cambios neuronales ictales y
post-ictales inducidos por los diferentes tipos de crisis convulsivas.
La electroestimulacién supraméxima (EESM) producida por una descarga
eléctrica de 136 V durante 0.2 segundos ocasiona una crisis

epileptiforme de tipo ténico-clénica. El dado neurconal ocaslonado por

‘las crisis convulsivas puede ser debido a: una acidosis 1lactica no

hipéxica, alteracliones en el estado energético, bérdida de la
homeostasis iénica y reduccién del sistema celular redox, asi como 1la
elevacién citotéxica de Ca++ que pueden llevar conjuntamente a la
muerte celular y consecuentemente a una atrofia de las dlversas areas
del sistema nervioso central, como es el caso del hipocampo. Por otra
parte, la 1ingestion de anticomisales como el difenilhidantoinato
sddico, tanto en el humano como en el animal de experimentacién, han
revelado alteraclones en el ntmero de células de esta zona.

El objetivo del presente estudio fue conocer el efecto
independieﬁtg y combinado de la EESM y la ingestion de DFH-Na en rata
Wistar adulta sobre la densidad celular del hipocampo despﬂés de 7, 14
Yy 28. dias de. tratamiento formando los sliguientes grupos: I} Dosis
Gnica diaria de 30mg/kg de DFH-Na en vehfculo de sacarosa al 50% por
via oral, II) Vehfculo énicamente, III) EESM cada 24 horas através de
electrodos colocados sobre las slenes, IV) vehiculc + EESM, V) Igual
que I + EESM aplicado 3 horas despues de la dosis de DFH-Na, VI)
Basal, sin ningdn tratamiento. Al término de los dias estudiados se
disecd el cerebro de 1los animales para obtener preparaciones
histolégicas convencionales. Las laminillas correspondientes se
observaron al microscopio de luz a 40X y la imagen se proyecté sobre
una superp{cie plana para realizar un conteo semicuant&tativo de 1las

neuronas y glia de la region CA4 y CAl del hipocampo.



Nuestros resultados muestran claramente que la administzaciég
- del DFH-Na Yy las crislis convulslivas resultantes de una
electroestimulacién supramdxima causan alteracliones en el contenido
celular del hipocampo. Dichas alteraclones consisten en un aumento en
la densidad de la poblacién glial, inducida preferencialmente por 1la
adminlstraclén de DFH y potenclada con su respectlva comblnaclén con
EESM. Mientras que 1la poblacién neuronal mostré wuna disminucién
inespecifica para el estimulo. Por otro lado el estudio
histopatolégico mostré glliosis y degeneracién neuronal con diferentes

magnltudes dependlendo del estimulo y el tlempo de tratamiento.
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I.~-LNTRODUCCION
1.1 pefinicién y clasificacién de las Epllepsias

La epllepsia es un sintoma de dlsfunclién cerebral, de carécter
recurrente, que se caracteriza por una descarga autosostenlda Yy
anormalmente sinerénica de un grupe de neurcnas cerebraleﬁ. La
etiopatologla de las «crisis epllépticas es varlada y se pueden
presentar tanto por wuna complicacién de accldentes Iinfecclosos,
traumaticos, 6 tumorales. Asimismo, por alteracliones sistémicas, tales
como el lupus efltomatoso; por desordenes metabélicos; por
intoxicacién medicamentosa o debldo a sindromes hereditarios. Por 1lo
anteriormente Indicado, la epilepsla per se no se conslidera como una
enfermedad especifica sino un sindrome (1). Clinicamente, las
epllepslas se manliflestan por crisls convulsivas y no convulslivas
generadas por una actlvaclén hipersincrénlica focal o generalizada de
una poblaclién de neuronas (2).

Actualmente 1la Liga Internéclonal Contra la Epllepsia clasifica
las epllepsias sequn el tipo de crisis que presenta como se muestra en

la Tabla 1 (3}.

1.2 Modelos animales de Epilepsia Experimental
Los modelos de epllepslia experimental seleccionados para inducir

convulsiones en animales, tratan de simular a las crisls epllépticas

descritas en el humano, y aunque no reproducen los eventos

fisiopatolégicos en su totalidad son Gtlles para conocer los camblos
t;sulares ictales y post-ictales de los diferentes tipos de crisis
convulsivas, haclendo posible conocer los efectos de 1las mismas
{4,5,6).

Tratando de reproducir las varledades clinlcaz de crizis
epilépticas, 1los modelos anlmgles de epllepsia han sido la base para
la experimentaclén farmacoléglca de medlicamentos anticomisales. Tanto

ara  las crlels generallzadazs como para las focales se han  logrado
P g
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implementar modelos experimentales de diversa naturaleza que 3e
clasifican de acuerdo al tipo de crisis que causan como 8¢ muestran en

la Tabla No. 2 (7). As{ tenemos por ejemplo, gue los fédrmacos que sonh

Tabla 1
CLASIFICACION DE LAS CRISIS EPILEPTICAS DE ACUERDO A LA
LIGA INTERNACIONAL CONTRA LA EPILEPSIA

PARCIALES . GENERALI 2ADAS

MOTORAS AUSENCIA (Pequefio mal)
SENSORIALES TONICO-CLONICAS (Gran mal)
SENSORI -MOTORAS MIOCLONICAS

AUTONOMICAS TONICAS

VISCERALES CLONICAS

COGNITIVAS ATONICAS
COMPLEJAB ,

EPILEPSIAS SECUNDARIAMENTE
: CON Y SIN AURA GENERALIZADAS
CON Y SIN AUTOMATISMOS
EPILEPSIAS NO CLASIFICADAS

capaces de inhiblir crisis inducidas por electroestimulacién
supraméxima en ratén y rata se consideran candidatos para la terapla
de crisls epllépticas primarla y secundarlamente generalizadas en el
humano (6,9).

En virtud. de la naturaleza de este trabalo se describe a
continuacién las caracteristicas de la electroestimulaclén suprémaxima
(EESM) para Induclr crisis eplleptiformes experimentales. Desde 1870
se conoce que los electrochoques en animales pueden producir crisis
(10), y para 1946 se logré sistematlizar las condiclones para lnduclx
crisis ténico-clénicas (T-C) en rata, al aplicar un estimulo de 60
Hexrtz (Hz) durante 0.2 segundos con electrodos corneales (11,12).
Actualmente en el Laboratorio de Investigaclién cientifica de 1la
Facultad de Medicina de 1la Universidad de cuadalajara, se ha
estandarizado la induccién de crisis ténico-clénicas. Las condicliones
de 1la descarga eléctrica son: 130 v, 50 miliamperios durante 0.5

segundos utilizando una fuente de poder con electrodos previamente



humedecidos con solucion salina al 0.9% colocados en las sienes de

ratas Wistar macho adultas con un peso alrededor de los 250 gramos.

Tabla 2
MODELOS ANIMALES DE EPILEPSIA EXPERIMENTAL

1z

I.PARCIAL SIMPLE, AGUDOQ II.PARCIAL SIMPLE, CRONICO
1. Férmacos convulsionantes 1. Implantacién cortical de metales
A. Penicilina A. Hidréxido de Aluminio
B. Blcuculina B. Cobalto
C. Plcrotoxina C. Tungsteno
D. Estricnina D. Zinc
E. Colinérgicos E. Hlerro
F. anticolinérgicos
2. Estimulacién eléctrica aguda 2. Lesién crlogénica
3. Abstinencia al GABA 3. Inyeccién de anticuerpos
crlogénicos
4. Kindling
I11. "STATUS EPILEPTICUS"
1. Estimulacién eléctrica crénica
2. Cobalto-homocistina
3. Litio pilocarpina
IV. CRISIS TONICO-CLONICAS GENERALIZADAS
1. Genéticas
A. Babulnos fotosensitivos (Papio paplo)
B. Crisls audiogénicas en ratones
C. Ratén (cepa SDBA /2, EL (ep) Tottering)
D. Mongollan gerbll
E. Gallinas
F. Perro beagle
2. Electrochoques maximos
3. Quimicos convulsivos. 4., Trastornos metabélicos
A. Pentilentetrazol A. Hipoxia
B. Picrotoxina B. Hipoglucemia’
C. Bicuculina - C. Urenmia
p. Penicllina D. Alta temperatura
E. Substancia P E. Abstinencia
' F. Oxlgenaclién hiperbérica
V. CRISIS DE AUSENCIAS " VI. CRISIS PARCIALES COMPLEJAS
1. BEstimulacién talémica 1. Acldo kainico
2. Focos corticales bllaterales 2. Toxina teténica
3. Peniclilina sistémica , 3. Kindling
4. Acldo gama hidroxibutirico 4. Rebanadas de cerebro
5. Oplaceos intraventiculares A. Rebanadas de hipocampo
B. Preparacliones de células
aisladas

Las crisis inducidas por electrochoques se clasifican segftn sus

Las crisls wumbrales se

caracterizan por

aturdimiento v por movimlentos clénicos localizados en blaotes.

manifestaclones motoras en umbrales o méximas.

una reacclén de

CAra



orejas vy miembros anterlores. Mientras que las crisis T-C inducldas
experimentalmente por una estimulaclén supraméxima presenta una fase
ténica en la que se produce una flecclén y extensién violenta y

sostenida de los mlembros anterilores y posteriores. La duraclén de

13

ésta fase es varlable y es segulda por contraccliones clénicas que-

sacuden todo el cuerpo ritmicamente (blgotes, cara, orejas, pelo
corporal). Posteriormente a éstas manlfestaciones sobreviene un
relajamlento total y una recqperacién paulatina (9,13).

La estlmulacién supraméxima se difunde por completo en el
cerebro y cerebelo estimulando todos los sistemas neuronales dando
como resultado una crisis 7-C (1,13).

1.3 Uso del Difenilhidantoinato Sédico éono Anticomisal

Las crisis epllépticas afectan por lo menos de 20 a 40 millones
de personas en el mundo (14) y como se ha dlcho las epllepslas son un
estado patoléglco del sistema nervioso central (SNC) que hasta el
momento no tienen cura, siendo uno de los métodos mas wutilizado para
su control es la farmacoterapla.

Dentro de 1los f&rmaéos utllizados para controlar 1las crisis
generallzadas del tipo tonico-clénico esta la difenilhidantoina (DFH)
0 su presentaclén de difenilhidantoinato sédico (DFH-Na), slendo este
no so0lo el fé&rmaco de Qlecclén para control de estas crisis sino 1la
6nica hidantoina utlllzadé en la clinica (15).

Bl DFH-Na fué 1ldentificado cémo anticomisal por su efectividad
para inhibir las crisis T-C en el modelo de umbral minimo en gatos
(16). Posteriormente, se comprobé su efectividad en el modelo de
electroestimulacén supraméxima en rata (17), y £lnalmente en las
crisis parciales secundarlamente generalizadas en el humano (18), en
los éuales se ﬂtlllza la dosls de 4mg/kg/dia (19,20).

1.4 Reacciones Adversas Inducidas por los Anticomisales
Actualmente, hay concenso en que los anticomisales utilizados

habltualmente para controlar las crisis epllépticas, entre ellos el



DFH-Na, originan reacciones adversas diversas en las que pueden
influlr varlos aspectos, tales como: edad, embarazo, patologias
asociadas, 1interacclones con otros fArmacos o substancias quimieas,
aspectos éenéticos, la unién del anticomisal a la albémina plasmética,

¥ los niveles tanto séricos como tisulares del férmaco (21).

La ingestion de los anticomlisales como se observa en la Tabla 33,
ocagsiona signos y sintomas de disfuncién del SNC, y algunos de ellos
producen manifestaciones claras de trastorno cerebelar, como es el
caso del fenobarbital, la primidona, la carbamazeplina y el DFH-Na.
Otros anticomisales como el valproato sédico, las benzodiacepinas y
etosuximidas no ejercen preferentemente efectos adversos sobre el SNC
(Tabla 3B). Los signos y sintomas principales de la intoxlcaclén'aguda
por DFH-Na son: ataxla, nlistagmus y diplopla; principalmente durante
la fase aguda de intoxicacién por DFH-Na. Los slgnos generalmente
desaparecen cuando se reduce la doslis o cuando se suspende el féarmaco

y estan estrechamente relacionados con los nlveles sérlicos del DFH-

Na, aunque puede existlr dlferenclas por sensibilidad individual.

(22,23).

Asimismq se ha demostrado que 1a‘admlnistrac16n crénica del DFH-
Na ocasiona alteracliones bloguimicas relacionadas con el metabollsmo
celular (24-27) y con la concentraclén de 4cido desoxirribonuclelco Y
proteinas de dlversos telidos (28,29), incluyendo cerebro y cerebelo
(30-33). Por otia parte, en la literatura mundlal se sefiala que la
administraclén crénica de DFH-Na estd asoclada a una disminucién en el
ntmero de células de Purkinje del cerebelo de rata (34-37), gato
(36,38), cerdo (39,40), y mono (41). Tamblén se han observado estas
alteraclones en necropslas de cadaveres de paclentes epilépticos que
estuvlierén bajo terapla crénica de DFH-Na (34,42,43). Este hallazgo
histopatolégico aunado a las manlfestaciones clinicas anterlormente
menclonadas ~ hacen que el estudio4 sobre 1los efectos de los

anticomisales sea no solo interesante, sino tambien importante.

1.



eDisminucién del
crecimiento en nliios
sAumento de HDL
colesterol
*Alteraclones
tiroideas
*Déficit de
Acldo félico
‘eMacrocltoslis
*Anemla
megalobléastica

.Lupugs-eritematoso

)
TABLA 3A
PRINCIPALES REACCIONES ADVERBAS INDUCIDAS POR ANTICOMISALES.
FENOBARBITAL PRIMIDONA CARBAMACEPINA
*Hiperexitabilidad sgSomnolencia *Exantema
eSomnolencla sAlteraciones del eNistagmus
eAlteraciones del comportamiento eAtaxia
comportamiento *Nistagmus eVertigo
sAgranulocitosis svertigo sAlteraciones del
sAcclén Inductora sDiplopia comportamlento
del metabolismo eSedacién eSedacién
sAlteraciones sAlteraciones esAlteracliones
cognoscitivas cognoscitivas - cognoscitivas
sAlteraciones de sNeuropatias sDisclnecias
la conducta *Anorexlia eAsterixls
eAsterixis ovémito eEncefalopatia
sNeuropatias sDermatitis sNeuropatias
sAnorexia exfollativa *Anorexia
sExtrefiimiento *Sindrome de eAumento de peso
*Hepatopatlias Stevens Johnson *Nauseas
*Dermatitis *Hiperplasia sExtrefnimiento
exfollativa gingival sHepatopatias
sExantenma sHombro eExantema
s5indrome de congelado sDermatitis
Stevens Johnson sCristaluria exfollativa
sContractura *Alteraciones *Sindrome de Stevens
de Dupuytren tiroideas Johnson
sHombro congelado sDéficit de spradicardia
e0steomalacla acldo féllico *Bloqueo
*Mayor secrecién eMacrocltosis Auriculoventricular
de prolactina .Anemia aplésica eNefropatias

sHiponatremia e
intoxicaclén acuosa
sMayor secrecién

de prolactina
spumento de HDL
colesterol

sDéficit de 4cldo
félico

sMacrocltosis

*Anemia aplésica
eAgranulocitosis
eLupus eritematoso
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cont... TABLA 3A

DIFENILHIDANTOINATO SODICO

esedaclién eAgranulocitosis sHepatopatlas
*Neuropatias sHipertricoslis eBradicardia
*Encefalopatia e hirsutismo eTrastornos tiroides
eDiscineclas eExantema eAnemia aplésica

eAlteraciones de
la glucemia

eD&ficit de
4cido félico

eMacroclitosis -
eAnemia megaloblastica

©

*Asterixis sAlteraciones sAlteraciones de
eTemblor cognositivas la conducta
eDermatitis sMiopatias eAnorexia
exfollativa sHiperplasia . ¢8indrome de
*Mayor secreclén gingival stevens-Johnson
de FSH y LH eOsteomalacia *Hipotensién
sAlteraciones eSeudolinfoma eAumento de HDL
psiqulatricas eCloasmas colesterol
eNefropatias: eMacroclitoslis sMayor secreclén de
trimetadiona sBlogqueo auriculo prolactina
eLupus eritematoso -ventricular eD4ficlt de IgA, M, G
TABLA 3B

PRINCIPALES REACCIONES ADVERSAS INDUCIDAS POR ANTICOMISALES.

VALPROATO 8S0ODICO

eNeuropatia sAlteraciones sAlteraciones de .
eSedaclién cognositivas de la conducta
sAsterixlis *Alopesia y sTrombocltopenia
sTemblor camblo de textura eTrastronos tiroides

sAumento de peso

y coloxr del pelo

eAnemia aplésica

eAumento de apetito  <Dé&ficit de , *Macroclitoslis

sDlarrea &cido félico- " ePoliurla y enuresls

*Nauseas y *Hepatopatias sPancreatitis

vémito *Hiperamonemia eAumento de HDL

eAnorexia colesterol
BENZODIACEPINAS ETOSUXIMIDAS

eSedacién *Dlscineclas

sEncefalopatia sAlteraciones psiquiétricas

sAlteraclones psiquidtricas sExantemas

eAnemia aplésica
eAgranulocitosis
sLupus eritematoso

eAnemia aplésica

1.5 Bfecto de las Crisis Epilépticas sobre el Tejido Neuronal

Las evidencias clinicas de un posible dafio cerebelar asoclada a .

1la administracién de DFH-Na fueron descritas por primera vez por

Merrit y Putnam en 1939 (44). Sin embargo, existe hasta la fecha, una

gran controversla para establecer el agente etiopatogénico del dafio

neuronal que se observa en el paciente epiléptico, ya que existen



evidenclas de dafio reportadas desde 1825,.esto es, antes de 1la
introduccién de los anticomisales en la farmacoterapla en las cuales
se describen cambios atréficos localizados en el uncus e hipocampo de
paclentes epilépticos (45). Asimismo, en el estudio clé&sico de Sommer,
se establecié el patrén del dafio histolégico conocido como 1a
esclerosis del cuerno de Ammon o esclerpéls hipocampal, en la cual se
presenta una pérdida selectiva de células plramidales (46). Estﬁdios
subéecuentes han revelado pérdida de . células plramidales en
ngocorteza, células‘de Purklhje en cerebelo y frecuentemente de 1las
neuronas de 1los ntcleos talémicos y amigdalinos de paclentes
epilépticos (47). oOriginalmente, se establecié que éstos cambios
patoléglcos éran debidos a una hipoxia celular (48), sin embargo,
estudios reclentes han demostrado que animales bien oglgenados y con
una funcién cardliovascular adecuada, sometidos a un perlodo de
. aproximadamente 2 horas de "status epilepticu;“ causa necrosis
neuronal mode;ada en la corteza cerebral, el hipocampo vy el télamo
{49). Otros estudios hechos en ratas mostraron gue el sometimiento de
4stas a "status epilépticus" .causa 1nvarlab1emente infarto de 1la

substancia nigra con algunas afeccliones del globus palidus (50) y daio

en hipocampo (51). Algunos de los eventos registrados durante las

crisis epilépticas que apoyan la idea de que las crisis pudieran
causar dafio neuronal son: la acldosis léctica no hipéxica en el
cézebzo, deblda a la frecuente despolarizacién de la membrana neuronal
por las descargas epllépticas, que requlere de un mayor gasto de
enegqia para mantener los gradientes iénicos (52); la existencia de
un deterioro en el estado energético del tejido, con una dramética
pérdida de la homeostasis iénica, la disminucién del sistema celular
'redox {53), y 1las cantidades citotoxicas de calclo Iintracelular
presentes durante 1la crisis epiléptica (54). Tomando en cuenta las
evidencias de dafio neuronal causados por DFH-Na as{ como las que se

observan en presencia de crisis en ausencia del fArmaco, podenos

17



pensar que es posible gque 1la 1lesién neurocnal sea de origen
multifactorlal, copfrlbuyendo tanto las crisis convulsivas, como 1los

factores genéticos y la exposiclén a los farmacos anticomisales.

En el presente estudio pretendimos dilucidar el agente

etiopatogénico del daio neuronal utllizando el modelo de
electroestimulacién supramédxima (EESM) en rata concomitantemente al
tratamlento con DFH-Na Yy anallizando los camblos -en la poblaclén
celular del hipocampo, ya que actualmente se conoce que esta reglon
neuronal es una de las mas suceptlibles a estados de estres, pudiendo
ser desde un estado anéxico (55) hasta un Iincremento en la
estlmulac;én neuronal (56), o el sometimiento a farmacos que tengan la
capacldad de cruzar la barrera hematoencefdlica (48}, como es el caso
del difenilhidantolonato sédlco (47). Debido a dicha susceptibilidad
se ellqglé trabajar con las reglones CA; que ﬁozmalmente presenta  una
arquitectura laminar delgada, formada por 3 6 4 células piramidales de
grosor. La morfologia normal de la reglon CA, presenta un arreqlo
laminar difuso de células piramidales. La compactacién de la regién

CA4 va aumentando conforme se acerca a la reglén CAj (66).

J



II.-HIROQITESILS

LA ADMINISTRACION DE DIFENLHIDANTOINATO SODICO Y LAS
CONVULSIVAS INDUCIDAS POR ELECTROESTIMULACION SUPRAMAXIMA

ALTERACIONES EN EL CONTENIDO CELULAR DE HIPOCAMPO.

_CRISIS

CAUSAN

19



111.-QBJEILTLIYQ

Conocer el efecto 1independiente y combinado de 1la estimulacién

supraméxima y 1la 1ingestion de difenilhidantolinato sédico en
Wistar adulta sobre la celularidad del hipocampo durante 7,14

dias de tratamiento.

rata

y 28
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IV-MEITOQROLOGILA

Para lograr el objetivo de este trabajo se wutilizaron ratas
adultas de la cepa Wistar, machos, positlvas a lé EESM y con un peso
corporal entre 200 y 250 gramos. Los animales se mantuvieron bajo

condiciones de bioterio con agua y alimento ad libitum.Se prepararcn 5

grupos control y el experimental, los cuales se subdividieron en 3

subgrupos en funcién de los tliempos que duraron las condliciones que
caracterizaron a cada uno de ellog . Los tiempos fueron de 7, 14, .y 28
dias. Cada subgrupo comprendié de 10 a 15 ratas (57).

4.1 Condiclones de los Grupos Control

DFH-Na:Este grupo recibié una dosis dnica diaria de una solucidén de
DFH-Na de 30 mg/ml (58) a razén de 30 mg/kg. E1 vehiculo que se
utilizé para el farmaco fué una soluclién de sacarosa al S0% preparada
con agua bidestilada. Estas soiuciones se prepararon al momento de
utilizarse.

VEHICULO: A este grupo se les administré una dosls dlaria, de un
volumen de soluqién éécarosa gl 50% proporcional al que se administré
al control-DFH-Na de acuerdo con su peso.

EESM: En este grupo, se les aplicé a las ratas una estimulacién

21

eléctrica de 130 volts, 50 wmilliamperios, durante 0.5 segundos. -

utilizando electrodos humedecidos en 3solucién 3alina £islolégica
colocados en 1las slenes. Todos. los animales presentaron wuna crisls
ténico-clénlica durante los dias senalados.

VEHICULO/EESM: Este grupo fué doslficado de la misma manera que el
grupo control-VEHICULO y ademés recibié un estimulo al dia de las
mismas caraéterlstlcas que el grupo control-EESM 3 horas después de
haber sido dosificadas.

BASAL: Este grupo no reciblé ninguno de los tratamientos anteriormente

indicados.



4.2 Condicliones del Grupo. Experimental
DEH-Na/EESM: Este grupo fué doslficado de la mlsma manera que el grupo

control-pri-Na y ademds reclbié un estimulo diario de las mismas

22

caracteristicas que el grupo control-EESM, 3 horas después de haber -

sido dosificadas.

Una vez concluido 1los periodos de 7, 14 Y 28 dias,
respectivamente, las ratas correspondlentes fueron Sacrlflcadas por
decaﬁitaclén bajo leve anestesla con éter obteniéndose por craneotomia
el cerebro. Dicho 6rgano se sometié al tratamlento morfolégico,
consistente én fiJar el tejldo en una solucién de formol al 10%
amortiquado en fosfatos 0.10 M pH 7.3 durante 24 horas a temperatura
ambliente (59). Se procedié a hacer los cortes a nivel de 1la
eminencia medla para exponer el hipocampo dorsal(60). Posteriormente
se incluyeron en parafina para reallzar cortes de esta reglén de 3 a
4 N de espesor gue fueron teildos por la técnica de hematoxilina-
eosina (61). Posteriormente se hizo un analisis semicuantitativo y un
estudio hlstopatolégico de 1los cortes del hipocampo a diferentes
profundidades.

Para el eStudio‘ histolégico éemicuantltativo se utilizé wun
proyector de laminillas medlante el cual se proyecté la imagen
correspondiente a la region CA4 y CAl de hipocampo, (Figura 1)
respectivamente sobre un area cuadriculada con una superficlie de

138.55 cm2 con la gue substitulmos la rejilla empleada en el trabajo

original de Welbel (62) que corresponderia a un area de 1.3855 cm2 en
la lamlnillé, con una amplificacién de 40X (Figura 2a). La formula
utilizada para establecer el ntmero de celulas presentes en el area de
estudio fué 1l1la sigulente: SV = 2I/L.En donde : SV es la densidad
nGdmerica de superficle, I es el namero de células que colnciden con
las intersecclones y L e3 la egquivalente del area en el tejido.

La metpdologia utilizada para la cuantificacién de CA4 no fué

6t11l para contar 1la distribuclén celular de la regién CAl ya Qque es
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mas compacta. En este caso se delimité una superficie equivalente a 1
cm2 de la laminilla sobre las cual se proyecté de la manera descrita
anteriormente para CA4, una placa histolégica y se contaron todas las
células cuyo nécleo completo se encontrara dentro de 1la superflicle
delimltada (Flgura 2b).

Posteriormente se calculé la media aritmética y 1la desviacién
estandar para posteriormente apllicar la prueba T de étudent (63) con
un nivel de significancia de P < 0.05 con el objeto de establecer las
dlferenclas estadisticamente significatlvas entre las densidades
celulares tanto de neuronas como de celulas gliales de 1las reglones
ca4 Y Cal del hlpocampo dorsal en 1los grupos control Y

exper imentales.
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FIGURA 2A
Esquema de las cuadriculas utilizadas para el conteo de Ca4

FIGURA 2B

Esquema de las cuadriculas utilizadas para el conteo de CAl

25



DISENO EXPERIMENTAL

18 - 15 RATAS/SUB
GRUPO, ADULTAS,DE
14 CEPn WISTAR
e
EESH PoSITIUAS
Y
CONTROL-DFN-Na CONTROL-URHICULO CONTROL~ESSM
i Ho/ET @.5 ML DE SOL’N 13840, 835 _
BOSIS BNICH SACRROSA AL 58% L Uz AL Dia CON
POR UIf ORAL BN AGA BIDEST{- ELECTRODOS
B | g 0 et
AL S6x SALINA AL 8.9%
CONTROL CONTROL-BASAL EXPERINENTAL-
man@mw DFH-Na-EESH
8.5 NL DE S0L’N SIN DOSIS DE 3@ MG/KG
Bt o Ay
aNtES I 14 LA EESK
EESM
Y
OBTENCION DEL DE 1A
PATAS DE LOS RESPECTIVOS SUB-
GRUPOS A 10S 7, 14 ¥ 28 DIAS
DE INICIADO EL TRATAMIENT
SENALADO MEDIANTE DECAPITA-
CION ¥ -DISECCION POR CRA
YOMIA.
FROCESAMIENTO HISIOLOGICO DE
CERENRO NEDIANTE TECNICAS
CONUENCIONOLES DE_INCLUSION
BN PARAYING, CORTES COROMALES
DEL BLOOUE § TINCIOM CON HE-
MATOXILINA ¥ EOSIM.
[e]

[ 1
DETERMINACION DE Li DEN- . EVALUACION HISTOPATOLOGI-
SIDAD CELHLAR DE LAS Ch BE IAS CELIULAS PIRANMI-

1ONES CAd ¥ CAL DE DALES ¥ GLIA DE LA REGION
FANDG N PROYRCEOR D La- RATa B TobSs Los GRBon
MINILLAS CON' OBJET1UO ESTUDIADOS.

]
CALCULO DE LA MEDIA,DES-
VIACION ESTANDAR ¥ EWRO
ESTANDAR DE LAS NEURONAS
e o
ca s Dl i
l -

OASTENANE L8 GRpPOR.




VI..RESULTADOS
6.1 Descripcién Histopatolégico de la Reglon CA4-Y CAl Hlpocampo
Al observar los cortes de hipocampo de loa grupos estudiados se
observé que las reglones CA4 y CAl eran las areas visiblemente mas
dafiadas por lo que se procedié a realizar el estudio histopatéiogico
de las mismas.

6.1.1. Grupo Basal

27

La reqién CA4 y CAl del hipocampo de rata tanto del grupo BASAL.

como de los subgrupos CONTROL-VEHICULO mostraron los arreglos tiplcos
celuiares por 1o que no fué el procesamiento hlstolégico el que causé
'daﬁo observado en nuestros grupos experimentales (Fig. 3A y Flg. 3B).
6.1.2. Grupos éontrol-DFH—Na

Las observaclones realizadas en los grupos CONTROL-DFH-Na fueron
diferentes para la reglon CA4 y CAl del hipocampo. En la reglon CA4 se
observa una gliosis difusa llgera a partir de los 7 dfas, (Flg. 4a);
degeneraclén 1nicial celular y plcnosis a los 14 dias (Flg. 4B) vy
gliosls difusa y degeneracién neuronal que va desde incliplente hasta
muerte con retracclién de todo el tejido a los 28 dias de tratamlento
(Flg. 4C). En camblo, en la reglon CAl exlste gliosis difusa desde los
7 dias y se observa dlsgregaclén de la cromatlna en 105 ntcleos de las
células piramldales (Fig. SA). A los 14 dias dGnlcamente se observa
gliosias difusa (Filg. 5B) y a los 28 dias se observan areas con
neuropilo 4grumoso, 1llgeras alteraclones que contrastan con flguras
hipercrémicas retraldas, nucleos claros con desorganizacién del
material cromatinico (grumos y halos claros), pérdida del nucleolo, y
finalmente citoplasma hipercrémico y grumoso (Filg. SC).
6.1.3. Grupos Control-EESM .

La - regién CA4 de los subgrupos del grupo CONTROL-EESM

presentan neuropllo esponjoso y laxo, gllosis Y zZonas de
degeneraclién neuronal cbnslstentes en desorganizacién y disrupcién

del material nuclear formando grumos y halos claros, pérdida del



y

nucleolo, <citoplasma hipercrémico y grumoso, Yy retraccion celular en
algunas zonas a los 7 dias de tratamlento (Fig. 6A). Se hace evidente
neuropllo grumoso y laxo en algunas zonas, desorganlzaclén Yy

disrupcién del material nuclear a los 14 dias (Flg. 6B), y gliosis;

" degeneraclién neuronal consistente en neuropilo grumoso y laxo,

desorganizacién y disrupclén del material nuclea;, se observan
flguras hipercrémicas con retraccién celular é los 28 dfas (Flg. 6C).

La reglén CAl de los grupos EESM/7 dias mostraron gliosis severa.
neuropilo grumoso, deéengraclén neuronal consistente en dlsrupcién del
materlal cromatinico, con perdlda de su organizaclén, nucleolos

grandes con contornos irrequlares, y flguras hipercrémicas (Flg.

74). Por su parte, las muestras correspondientes al grupo EESM/14 dias

‘mostraron gliosls, neuropilo grumoso, patron hlstoléglco degeneratlivo

(nicleos grandes de contornos lrrequlares), cromatina en 4grumos, en
alqunos con halos claros y cltoplasma hipercrémico (Filg. 7B). El grupo
EESM/28 dias mostré gllosls moderada, neuropilo grumoso y esponjoso;
degeneracién neuronal consistente en células con nécleos grandes de
contornos lrregulares, cromatina disrupta y desorganlzada (grumos ¥y
halos), en ' la mayoria de las células no se ve el citoplasma (Figqg.
7€) . ' ‘

El grupo VEHICULO/EESM mostré caracteristicas similéres al grupo
control-EESM por lo que no se anexan flguras.
6.1.4. Grupos Experimentales DFH-Na/EESM

En la reqién CA4 de los grupos experimentales DFH-Na/EESM se
observa glliosis difusa, neuropilo homogeneo, nficleo y- cromatina
normal, y algunos nGcleos se encuentran con disgregacién de la
cromatina a 1los 7 dias (Fig. 8A). A los 14 dias se observa gliosls
ligera y neuronas con alteraclones degenerativas (Fié. 8B) y a los 28
dias se obsrva gllosls y neuronas con alteraciones degenerati&as
(perdida del contorno del ntcleo, dlsgregacién y disrupcién de la

cromatina nuclear con perdlda del nucleolo y formaclén de halos y
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grumos en su interior) (Fig. 8C).

Por otro 1ado, la regién CAl mostré gllosls y neurcoplilo
esponjoso; células con n6cleos plcnéticos, retraccién celular,
neuronofagia y zonas de muerte celular a los 7 dias (Flg. 9a); gllosis
abundante, neuropllo grumoso y esponjoso, degeneracién  neuronal
incipiente, degeneraclén y dlsrupcién del materlal nuclear a 1los 14

dfas (Flg. 9B); asl como neuroplilo grumoso y esponjoso, y neuronas con

alteraciones degenexatiVas a los 28 dias (Fig 9¢C).



FIGURA 3A

Microfotografia correspondiente a la regién CA4 del grupo basal (100X).

FIGURA 3B

Microfotografia correspondlente a la reglén CAl del grupo basal {(150X).
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FIGURA 4A

Microfotografia correspondiente a la regién CcA4 del grupo DFH-Na/7
dias (150X},

FIGURA 4B

Microfotografia correspondiente a la regién CA4 del grupo DFH-Na/l4
dias (150X).
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Microfotografia
dias (150X).

Microfotografia
dias (100X).

FIGURA 5A

correspondiente a la regién CAl del

FIGURA 5B

correspondlente a la reglén cal del

grupo

grupo

DFH-Na/7

DFH-Na/14
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FIGURA 6A

Microfotografia correspondiente a la reglén ca4 del grupo EESM/7 dias
(100X).

FIGURA 6B

Microfotografia correspondiente a la reqgién CA4 del grupo EESM\14 dias
(100x).

FIGURA 6C

Microfotografia correspondiente a la regién Ca4 del grupo EESM/28 dias
(100x).
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FIGURA 7A

Microfotografia correspondlente a la reglién CAl del grupo EESM/7 dias
(150X).

FIGURA 7B

Microfotografia correspondiente a la regién CAl del grupo EESM/14 dias
(150x).

FIGURA 7C

Microfotografia correspondiente a la regién Cal del grupo EESM/28 dfas
(150X).

42






FIGURA 8A

Microfotogratia correspondiente a la reglén CA4 del grupo
EESM/7 dias (100X).

FIGURA 8B

Microfotografia correspondlente a la reglén Cca4 del grupo
EESM/14 dias (150X).

FIGURA 8C

Microfotografia correapondiente a la regién ca4 del grupo
EESM/28 dias (100X).
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FIGURA %A

Microfotografia correspondiente a la regién cal del grupo
EESM/7 dias (150X).

FIGURA 9B

Microfotografia correspondiente a 'la reglén Cal del grupo
EESM/14 dias (100X).

FIGURA 9C

chrofotoqrafié correspondiente a la regién CAl del grupo
EESM/28 dias (150Xx).

DFH-Na-

DFH-Na-

DFH-Na-
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6.2 Descripcién del Estudlo Semicuantltativo de la Reglon CAl y CA4 de

Hlpocampo .

La poblacién neuronal y glial tanto de la reglon CA4 y CAl del
hipocampo de rata mostraron comportamlentes diferentes.

En la poblaclén neuronal en 1a regién CA4 observames una
disminuclén de la densldad neuronal en los diferentes subgrupos a
los 7 dias, pero slendo danicamente significativa en el grupo
experimental 'DFH—Na/Essn (p<0.02). E1 aparente Incremento en la
densldad neuronal que se observa en algunos de nuestros grupos (ver
Flg. 1l0a y piscusién) fuerdn estadisticamente significativos.

La poblacién neuronal de 1la regqlon CAl muestra una clara
dismlnucién estadisticamente signlficatlva en casi la . totalldad de
los grupos estudiados lndependienteménte del periodo de tratamiento
(Figura 10b y Tabla 4a).

Por otra parte 1la poblaclén glial mostré una tendencia a
Incrementar su densldad, silendo mas significatiyo el aumento que
mostraron los subgrupos control-DFH-Na que los del grupo control-EESM,
en todos los perlodos estudiados mientras que el estimulo combinado
(DFH-Na/EESM) . potencia el aumento de 1la densidad en 1la poblaclén
glial (Flgqura 11 y Tabla 4b). La disminucilén que se observa en la
poblacién glial de la regién cAl del grupo control-EESM resulté ser
estadlsticamente no significativa. En este grupo 1las alteraclones
cuantitativamente significatlvas fueron observables hasta el dia 28 de
tratamlento manifestandose eﬁ un aumento en la densidad de 1la
poblacién glial (Flgura 11b y Tabla 4b).

Al conparar los subgrupos DFH-Na/EESM de la regién CAl entre si
observamos wuna dismlinucién en la poblaclén glial a los 14 y 28 dias
con una significancla de p <0.05 al compararlos con el subgrupo de 7
djas, sin 1llegar a los valores del control. Esta disminucén podria
deberse a la acclén de la electroestimulacién directa o indirectamente

sobre la poblacién glial (Filgura 11b).
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SIGNIFICANCIAS ESTADISTICAS DEL ESTUDIO SEMICUANTITATIVO DE
LA POBLACION NEURONAL DE LA REGION CA4 ¥ CA{ DE HIPOCAMPO
REGION CA4 -~ REGION CA{
GRUPOS VALOR DE » VALOR DE »p
COMPARADOS [, ¢ DE TRATAMIENTO DIAS DE TRATAMIENTO
? 14 28 2 14 28
BASAL DFH-Na N.S. N.S. |<®.85 <P.P1 | <P.PO1L | <@.02
 BASAL EESH N.S. |<®.@®1] N.S. <P.P1| <P.PB1 | <@.0D1
 BASAL DH-N/EESH | <@.@2 | <@.@5 | N.S. <@.85 | <@.01 M.S.
DRH-Na EESN N.S. |<®@.@@1| N.S. N.S. N.S. N.S.
DFH-Na p-NaEEsM | N.S. | <@.@2 | N.s. N.S. N.S. N.S.
 EESH DRI-NV/EESN | N.S. | <@.@P1| N.S. N.S. N.S. N.S.
TABLA 4B
SIGNIFICANCIAS ESTADISTICAS DEL ESTUDIOQ SEMICUANTITATIVO DE
LA PUBLRCION GLIAL DE LA REGION CA4 ¥ CA%1 DE HIPOCAMPO
REGION CA4 REGION CA4
GRUPOS VALOR DE P VALOR DE p
' COMPARADOS DIAS DE TRATAMIENTO PIAS DE TRATAMIENTO
7 14 28 7 14 28
BASAL DFU-Na N.S. <@.85 | <a.ae1] <9.@e1| <0.201 | <a.pa1
BASAL EESH N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. <@.081
BASAL I-N/EESK | <B.85 | <@.81 | <@.P01] <@.@P1| <B.BR1 | <@.0201
DFH-Na EESH N.S. N.S. |<9.801) <P.P@1| <@.@@1 | M.S.
DFH-Na PRH-N/EESH | N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
EESH M-Nv/EESH | <@.85 | N.s <@.201] <@.001| <@.01 MN.S..




ViI.-DI1SCUSIQHN

Hasta el momento actual ha permanecldo el enlgma de céme las
crisis epilépticas o clertos farmacos afectan clertas neuronas
select{vamente vulnerables. La mayoria de los estudios se han enfocado
al egtudio de Areas cerebrales de indlviduos con epllepslas de 1lébulo
temporal, aunque dichas Investligaclones se dlficultan por la
Incapacidad para separar el efecto de los férmacos adminlstrados de
las crisis en si.

Para aclarar esto, el abordale experlmental utlllzade para
analizar alteraciones tisulares observados en indlviduos con epllepsala
se ha hecho en anlmales utlllzando ya sea un agente quimlco exégeno,
un tratamlento fisico o.una cepa que genéticamente exhlbe crlsls.

En el modelo que se utllizé en este estudio se reproduce las
condiciones de los individuos con crisis ténico-clénicas
generallzadas, para el cual formamos 4 grupos controles, log cuales
nos permltleron dlferenciar.medlante un estudlo_semlcuantltatlvo y un
anadlisis hlstopatoléglco el efecto tanto de las crisis como del DFH-
Na, sobre las poblaclones celulares del hipocampo, asl como observar
el efecto potenclédor en las poblaclones neuronales del hlpocampo que
se lnvolucra al comblnar ambos efectos,

Ya en estudlos anterlores se ha demostrado la vulnerabllidad de
las regiones CA4 y CAl del hipocampo con lo gue loa resultados del
dafio que reportamos en este trabaJo se apoyan fuertemente (64). La
pérdida de neuronas plramldales en alqunas areas del hipocampo es uno
de los hallazgos mas frecuentes en paclentes epllépticos con epllepsia
del 1lébulo temporal, status epllepticus y crisis. ténico-clénicas
generallzadas. En este trabajo se encontré una disminucién en el
namero de neuronas en ambas areas del hipocampo tanto en el grupo de
crisis, como en el DFH-Na y observamos un efecto potenclado cuando
ambos estimulos se combinaron. A. Mourltzen en 1981 encontré una

disminucién en la densidad neuronal de hipocampo en gerbils, despues



de la 1nducc16n de crlsis generalizadas en una cepa de gerblils
sensibles a crisls (65). Sin embargo, el papel de la actividad de las
crisis es aun poco entendido. Uno de los camblos lnvelucrades en dlcha
patologia se han documentado en base a camblos dendritrices de células
plramidales del hipocampo, que van desde pérdida de espinas,
ensanchamiento y desnudamiento de los tallos dendritricos (67).

Una de 1las observaclones de 1los resultados en el estudlo
semicuantitative fué ‘con respecto al lncremento en el némero de
células en la reglon CA4 de los grupos DFH-Na/28 dias, ESsM/14 Y 28
dias y DFH-Na/EESM/14 y 28 dlé4s . 8Sin embargo, el estudlio
histopatolégico de los mismos revelé muerte neuronal extensa y por lo
tanto. una dismlnuclén en la densidad neuronal. Este resultado
contradictorlo lo explicamos en base a las deflclenclas del método de
cuantlficaclén utllizado para 1la regién CaA4 y que 3e descrlbe en
Materlales y Métodos, ya que lo contado son las células gue colncliden
con las intersecclones de la cuadricula utllizada (Fig 2a); y por 1lo
que apreclamos en el estudlo hlstopatoléglco nuestras células sufren
alteraclones osméticas que conllevan a un 1incremento de volumen
célular Incrementando asi la probabilidad para qde cuerpo celular e
interseccién coincidieran, por 1lo tanto dichos Incrementos son
aparentes, Dicho incremento en el tamafio celular que ‘podria
confundirse con un artiflclo y no una alteracién, a este respecto es
claro que puede presentarse en un evento 1n vivo verdadero, como
reflejo de un desequllibrlo electrolitico. Dicha alteracién se ha
reportado como uno de los posibles mecanlsmos medlante los cuales se
ocasiona la muerte celular en estas zonas (49).

Debemos haceri notar que la estrategla del método experimental
esta dlsefiado de tal manera que en el grupo control-EESM los animales
eran .positivos al estimulo, esto es, presentaba una crisis ténico-
clénica; en camblo el grupo DFH-Na/EESM eran negativos, esto es, no

presentaban la crisis. Obviamente esto se debe evidentemente al efecfo



farmacolégico del DFH-Na de impedlir la extensiédn de la descarga a
todas las areas del cerebro, la cual era méaxima 3 horas despues de su
adninlstracién. 51 obhservamos los resyltados del estudio
semicuantitativo podemos ver que a pesar de estar Inglrlendo el
medicamento, 1la combinacién de ambos tratamiento potencldé la pérdida
de neuronas.

Por otra parte, la respuesta gllal fué mayor en los grupos que
ingirieron anicamente DFH-Na que en 1l0os grupos EESM o DFH-Na/EESM, 1lo
cual nos indlica gque el medicamento sl mismo, ejerce un efecto dlrecto
o Indirecto sobré esta poblaclén celular.

La susceptibilidad de las dos poblaclones celulares de CA4 y CaAl

tambien fué diferente para cada tratamlento.
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VIII.-CONCLUSIONES
Lo3 resultados muestran una clara alteracién en el contenido
celular en ambas areas del hipocampo observadndose una alteraclén
preferencial en la poblacién glial en los anlmales tratados con DFH-
Na, Yy .uha potencliacién de dicho efecto cuando se usa combinado con
EESM.

El estudio histopatolégico asi como el semicuantitativo aportan

evidencia suficlente paré proponer que la alteracién en la densidad de

la poblacién glial es mayormente afectada con la administracién del
farmaco.

Por otro lado la poblacién neuronal se ve afectada por ambos
estimulos de hanera similar, aunque 1las alteraclones segqun los
resultados del- estudlo histopatolégico son mds energlcas cuando
combinamos ambos eventos.

Por Gltimo, el método semicuantitativo utilizado para la reglon
Ca4 de hipocampo mostré ser inadecuado para cuantificar las células de
dicha reglon en virtud de las alteraclones osméticas que éstas

presentaron.
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