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R E S U M E N 

Los modelos de epilepsia experimental seleccionados para inducir 

convulsiones en animales simulan a las crisis epilépticas descritas en 

el humano y son útiles para conocer los cambios neuronales letales y 

post-letales inducidos por los diferentes tipos de crisis convulsivas. 

La electroestimulaci6n supramáxima (EESM) producida por una descarga 

eléctrica de 130 V durante 0.2 segundos ocasiona una crisis 

epil~ptlforme de tipo tónico-clónica. El dafi~ neuronal ocasionado por 

las crisis convulsivas puede ser debido a: una acidosis láctica no 

hipóxica, alteraciones en el estado energético, pérdida de la 

homeostasis i6nica y reducción del sistema celular redox, asi como la 

++ elevación citotóxica de Ca que pueden llevar conjuntamente a la 

muerte celular y consecuentemente a una atrofia de las diversas areas 

del sistema nervioso central, como es el caso del hipocampo. Por otra 

parte, la lngestion de anticomisales como el difenllhldantoinato 

sódico, tanto en el humano como en el animal de experimentación, han 

revelado alteraciones en el número de células de esta zona. 

El objetivo del presente estudio fue conocer el efecto 

independiente y combinado de la EESM y la lngestion de DFH-Na en rata 

Wlstar adulta sobre ia densidad celular del hipocampo despues de 7, 14 

y 28. dias de tratamiento formando los siguientes grupos: I) Dosis 

única diaria de 30mg/kg de DFH-Na en vehiculo de sacarosa al 50\ por 

via oral, II) Vehiculo únicamente, III) EESM cada 24 horas através de 

electrodos colocados sobre las sienes, IV) vehiculo ~ EESM, V) Igual 

que I + EESM aplicado 3 horas despues de la dosis de DFH-Na, VI) 

Basal, sin ningún tratamiento. Al término de los dias estudiados se 

disecó el cerebro de los animales para obtener preparaciones 

histológicas convencionales. Las laminillas correspondientes se 

observaron al microscopio de luz a 40X y la imagen se proyectó sobre 

una superpicie plana para realizar un conteo semicuantitativo de las 

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

Nuestros resultados muestran claramente que la administracióJ 

DFH-Na y las crisis convulsivas resultantes de una 

electroestim~lación supram,xima causan alteraciones en el contenido 

celular del hipocampo. Dichas alteraciones consisten en un aumento en 

la densidad de la población glial, inducida preferencialmente por la 

administración de DFH y potenciada con su respectiva combinación con 

EESM. Mientras que la población neuronal mostró una disminución 

inespecifica para el estimulo. Por otro lado el estudio 

histopatológico mostró gllosis y degeneración neuronal con diferentes 

magnitudes dependiendo del estimulo y el tiempo de tratamiento. 
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1.1 Def1n1c16n y clas1f1caci6n de las Epilepsias 

La epilepsia es un sintoma de disfunción cerebral, de carácter 

recurrente, que Be caracteriza por una descarga autosostenlda Y 

anormalmente sincr6nica de un grupo de neuronas cerebrales. La 

etiopatologia de las crisis epilépticas es variada y se pueden 

presentar tanto por una complicación de accidentes infecciosos, 

traumáticos, 6 tumorales. Asimismo, por alteraciones sistémicas, tales 

como el lupus eritematoso; por desordenes metabólicos; por 

intoxicac16n medicamentosa o debido a sindromes hereditarios. Por' lo 

anteriormente indicado, la epilepsia ~ ~ no se considera como una 

enfermedad especifica sino un sindrome (1). Clinicamente, las 

epilepsias se manifiestan por crisis convulsivas y no convulsivas 

generadas por una activación hipersincrónica focal o generalizada de 

una población de neuronas (2). 

Actualmente la Liga Internacional Contra la Epilepsia clasifica 

las epilepsias segun el tipo de crisis que presenta como se muestra en 

la Tabla 1 ( 3 l • 

1.2 Modelos Animales de Epilepsia Experimental 

Los modelos de epilepsia experimental seleccionados para inducir 

convulsiones en animales, tratan de simular a las crisis epilépticas 

descritas en el humano, y aunque no reproducen los eventos 

flslopatológicos en su totalidad son útiles para conocer los cambios 

tisulares letales y post-letales de los diferentes tipos de crisis 

convulsivas, haciendo posible conocer los efectos de las mismas 

(4,5,6). 

Tratando 

epilépticas, 

de reproducir las variedades clinlcas de 

los modelos animales de epilepsia han sido la base 

cr1Bls 

para 

la experimentación farmacológica de medicamentos anticomisales. Tanto 

para las crisis generalizadas como para las focales se han logrado 



implementar modelos experimentales de diversa naturaleza que se 

clasifican de acuerdo al tipo de crlsls que causan como se muestran en 

la Tabla No. 2 (7). Asi tenemos por ejemplo, que los fármacos que son 

capaces 

Tabla 1 
CLASIFICACION DE LAS CRISIS EPILEPTICAS DE ACUERDO A LA 

LIGA INTERNACIONAL CONTRA LA EPILEPSIA 

PARCIALES GENERALIZADAS 

MOTORAS AUSENCIA (Pequeño mal) 
SENSORIALES TONICO-CLONICAS (Gran mal) 
SENSORI-HOTORAS HIOCLONICAS 
AUTONOHICAS TONICAS 
VISCERALES CLONICAS 
COGNITIVAS ATONICAS 

COMPLEJAS 
EPILEPSIAS SECUNDARIAMENTE 

CON y SIN AURA GENERALIZADAS 
CON y SIN AUTOMATISMOS 

EPILEPSIAS NO CLÁSIFICADAS 

de lnhlblr crlsls inducidas por electroestimulacl6n 

Bupram6xima en rat6n y rata se consideran candidatos para la terapia 

de crisis epilépticas primaria y secundariamente generalizadas en el 

humano (8,9). 

En virtud de la naturaleza de este trabajo se describe a 

continuación las características de la electroest1mulaci6n suprámaxima 

(EESM) para inducir crisis eplleptiformes experimentales. Desde 1870 

se conoce que los electrochoques en animales pueden producir crisis 

(10), y para 1946 se logró sistematizar las condiciones para inducir 

crisis tónico-clónicas (T-C) en rata, al aplicar un estimulo de 60 

Hertz (Hz) durante 0.2 segundos con electrodos corneales (11,12). 

Actualmente en el Laboratorio de Investigación cientifica de la 

Facultad de Medicina de la Universidad de Guadalajara, se ha 

estandarizado la inducción de crisis tónico-clónicas. Las condiciones 

de la descarga eléctrica son: 130 v, 50 mlllamperlos durante o.s 
segundos utilizando una fuente de poder con electrodos previamente 
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1:2 

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

ratas Wiatar macho adultas con un peso alrededor de loa 250 gramos. 

Tabla 2 
MODELOS ANIMALES DE EPILEPSIA EXPERIMENTAL 

!.PARCIAL SIMPLE, AGUDO !!.PARCIAL SIMPLE, CRONICO 

1. Fármacos convulsionantes 1. Implantación cortical de metales 
A. Penicilina 
B. Bicuculina 
c. Picrotoxina 
D. Estricnina 
E. Colinérgicos 

A. Hidróxido de Aluminio 
B. Cobalto 
c. Tungsteno 
o. Zinc 
E. Hierro 

F. Ant1col1nérg1cos 
2. Estimulac16n eléctrica aguda 
3. Abstinencia al GABA 

2. Lesión criogénica 
3. Inyección de anticuerpos 

criogénicos 
4. Kindllng 

III. "STATUS EPILEPTICUS" 
1. Estimulaci6n eléctrica crónica 
2. Cobalto-homoc1st1na 
3. Litio pilocarpina 

IV. CRISIS TONICO-CLONICAS GENERALIZADAS 
1. Genéticas 

A. Babuinos fotosensitivos (~ ~) 
B. Crisis audiogénicas en ratones 
c. Ratón (cepa SOBA /2, EL (ep) Tottering) 
o. Monqolian qerbil 
E. Gallinas 
F. Perro beaqle 

2. Electrochoques máximos 
3. Quimlcos convulsivos. 

A. Pentllentetra'zol 
B. Picrotoxina 
c. Bicucullna 
D. Pen1cU1na 
E. substancia P 

V. CRISIS DE AUSENCIAS 
1. Estimulación-talámica 
2. Focos corticales bilaterales 
3. Penicilina sistémica 
4. Acldo gama hidroxibutirico 
S. Opiaceos intraventlculares 

4. Trastornos metabólicos 
A. Hipoxia 
B. Hipoglucemia 
c. uremia 
D. Alta temperatura 
E. Abstinencia 
F. Oxigenación hiperbárica 

VI. CRISIS PARCIALES COMPLEJAS 
1. Acido kainico 
2. Toxina tetánica 
3. Kindllng 
4. Rebanadas de cerebro 

A. Rebanadas de hipocampo 
B. Preparaciones de células 
aisladas 1 

L---------------------------~------~1 
Las crisis inducidas por electrochoques se clasifican seg6n sus 

manifestaciones motoras en umbrales o máximas. 

Las crisis umbrales se caracterizan por una reacción de 

aturdimiento y por movimientos clónicos localizados en blaotes. c~r~ 



ore:Jas y miembros anteriores. Mientras que las crisis T-C inducidas 

experimentalmente por una estimulación supramáxima presenta una fase 

tónica en la que se produce una flecclón y extensión violenta Y 

sostenida de los miembros anteriores y posteriores. La duración 

ésta fase es variable y es seguida por contracciones clónicas 

sacuden todo el cuerpo ritmicamente (bigotes, cara, orejas, 

corporal). Posteriormente a éstas manifestaciones sobreviene 

relajamiento total y una recuperación paulatina (9,13). 

de 

que· 

pelo 

un 

La estimulación supramáxima se difunde por completo en el 

cerebro y cerebelo estimulando todos los sistemas neuronales dando 

como resultado una crisis T-C (1,13). 

l. 3 Uso del Dlfenllhidantolnato Sódico co•o Anticomlsal 

Las crisis epilépticas afectan por lo menos de 20 a 40 millones 

de personas en el mundo (14) y como se ha dicho las epilepsias son un 

estado patológico del sistema nervioso central (SNC) que hasta el 

momento no tienen cura, siendo uno de los métodos más utilizado para 

su control es la farmacoterapia. 

Dentro de los fármacos utilizados para controlar las crisis 

generalizadas del tipo tonico-cl6n1co esta la difenilhldantoina (DFH) 

o su presentación de difenilhidantoinato sódico (DFH-Na), siendo este 

no solo el firmaco de elección para control de estas crisis sino la 

única hidantoina utilizada en la clinica (15). 

El DFH-Na fué Identificado cómo anticomlsal por su efectividad 

para inhibir las crisis T-C en el modelo de umbral minlmo en gatos 

(16). Posteriormente, se comprobó su efectividad en el modelo de 

electroestimulacón supramáxima en rata (17), y finalmente en las 

crlsls parciales secundariamente generalizadas en el humano (18), en 

los cuales se utiliza la dosis de 4mg/kg/dia (19,20). 

1.4 Reacciones Adversas Inducidas por los Anticomisales 

Actualmente, hay concenso en que los anticomisales utilizados 

habitualmente para controlar las cr1s1s,eplléptlcas, entre ellos el 

13 
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DFH-Na, orlqlnan reacciones adversas diversas en las 

influir varios aspectos, tales como: edad, embarazo, 

aaociadaa, interaccionea con otroa f6rmacoa o eubatanciaa 

que pueden 

patologias 

quimiaae, 

aspectos gen~ticos, la unión del anticomisal a la albúmina plasmática, 

y los niveles tanto séricos como tisulares del fármaco (21). 

La ingestlon de los anticomisales como se observa en la Tabla 3A, 

ocasiona signos y sintomas de disfunción del SNC, y algunos de ellos 

producen manifestaciones claras de trastorno cerebelar, como es el 

caso del fenobarbital, la primidona, la catbamazepina y el DFH-Na. 

otros anticomlsales como el valproato sódico, las benzodlaceplnas Y 

etosuxlmidas no ejercen preferentemente efectos adversos sobre el SNC 

(Tabla 3B). Los signos y sintomas principales de la intoxicación aguda 

por DFH-Na son: ataxia, nlstaqmus y diplopia; principalmente durante 

la fase aguda de intoxicación por DFH-Na. Los signos generalmente 

desaparecen cuando se reduce la dosis o cuando se suspende el fármaco 

y estan estrechamente relacionados con los niveles sérlcos del DFH-

Na, aunque puede existir diferencias por 

(22,23). 

sensibilidad individual 

Asimismo se ha demostrado que la administración crónica del DFH-

Na ocasiona alteraciones bioquimica,s relacionadas con el metabolismo 

celular (24-27) y con la concentración de ácido desoxirribonucleico y 

p~oteinas de diversos tejidos (28,29), incluyendo cerebro y cerebelo 

(30-33). Por otra parte, en la literatura mundial se señala que la 

administración crónica de DFH-Na está asociada a una disminución en el 

número de células de Purklnje del cerebelo de rata (34-37), gato 

(36,38), cerdo (39,40), y mono (41). También se han observado estas 

alteraciones en necropsias de cadaveres de pacientes epilépticos que 

estuvler6n bajo terapia crónica de DFH-Na (34,42,43). Este hallazgo 

histopatológico aunado a las manifestaciones clinlcas anteriormente 

mencionadas hacen que el estudio sobre los efectos de los 

anticomisales sea no solo interesante, sino tambien importante. 

1• 
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TABLA 3A 
PRINCIPALES REACCIONES ADVERSAS INDUCIDAS POR ANTICOMISALES 

FENOBARBITAL PRIMIDONA CARBAMACEPINA 

•Hiperexitabilidad •Somnolencia •Exantema 
•Somnolencia •Alteraciones del •Nistagmus 
•Alteraciones del comportamiento •Ataxia 
comportamiento •Nistagmus •Vertigo 

•Agranulocitosis •vertigo •Alteraciones del 
•Acción inductora •Diplopia comportamiento 
del metabolismo •Sedación •Sedación 

•Alteraciones •Alteraciones •Alteraciones 
cognoscitiv~s cognoscitivas cognoscitivas 

•Alteraciones de •Neuropatias •Dlscinecias 
la conducta •Anorexia •Asterixis 

•Asterixis •vómito •Encefalopatia 
•Neuropatias •Dermatitis •Neuropatias 
•Anorexia exfollativa •Anorexia 
•Extrefilmiento •Sindrome de •Aumento de peso 
•Hepatopatias stevens Johnson •Nauseas 
•Dermatitis •Hiperplasia •Extreñimiento 
exfollativa gingival •Hepatopatlas 

•Exantema •Hombro •Exantema 
•Sindrome de congelado •Dermatitis 
Stevens Johnson •Cristaluria exfollativa 

•Contractura •Alteraciones •Sindrome de stevens 
de·Dupuytren tiroideas Johnson 

•Hombro congelado •Déficit de •Bradicardia 
•Osteomalacia ácido fóllco •Bloqueo 
•Mayor secreción •Macrocitosis Auriculoventricular 
de prolactlna .Anemia apláslca •Nefropat!as 

•Disminución del • Lupus·· eritema toso •Hlponatremia e 
crecimiento en niños intoxicación acuosa 

•Aumento de HDL •Mayor secreé16n 
colesterol de prolactina 

•Alteraciones •Aumento de HDL 
tiroideas colesterol 

•Déficit de •Déficit de ácido 
Acldo fóllco f611co 

•Hacrocltosls .•Macrocitosls 
•Anemia •Anemia aplásica 
megaloblástica •Agranulocitosls 

•Lupus eritematoso 



•sedación 
•Neuropatlas 
•Encefalopatla 
•Discinecias 
•Alteraciones de 
la glucemia 

•Asterixis 
•Temblor 
•Dermatitis 
exfollativa 

•Mayor secreción 
de FSH y LH 

•Alteraciones 
psiquiátricas 

•Nefropatias: 
trimetadlona 

•Lupus eritematoso 

cont ••• TABLA 3A 

DIFENILHIDANTOINATO SODICO 

•Agranulocitosis 
•Hipertricosls 
e hirsutismo 

•Exantema 
•Déficit de 
ácido f611co 

•Alteraciones 
cognosltivas 

•Miopatias 
•Hiperplasia 
gingival 

•Osteomalacia 
•Seudolinfoma 
•Cloasmas 
•Macrocitosis 
•Bloqueo auriculo 
-ventricular 

TABLA 3B 

•Hepatopatias 
•Bradicardia 
•Trastornos tiroides 
•Anemia aplásica 
•Macrocitosis 
•Anemia megaloblástica 
•Alteraciones de 
la conducta 

•Anorexi-a 
•Slndrome de 
stevens-Johnson 

•Hipotensión 
•Aumento de HDL 
colesterol 

•Mayor secreción de 
prolactina 

•Déficit de IgA, M, G 

PRINCIPALES RBACCIONBS ADVBRSAS INDUCIDAS POR.ANTICOMISALBS 

VALPROATO SODICO 

•Neuropatia •Alteraciones •Alteraciones de 
•Sedación cognositivas de la conducta 
•Asterlxis •Alopesia y •Trombocitopenia 
•Temblor cambio de textura •.Trastronos tiroides 
•Aumento de peso y color del pelo •Anemia aplásica 
•Aumento de apetito •Déficit de •Macrocitosis 
•Diarrea ácido f611co •Poliuria y enuresis 
•Nauseas y •Hepatopatlas •Pancreatltis 
vómito •Hiperamonemla •Aumento de HDL 

•Anorexia colesterol 

BENZODIACEPINAS ETOSUXIMIDAS 

•Sedación •Discinecias 
•Encefalopatia •Alteraciones psiquiátricas 
•Alteraciones psiquiátricas •Exantemas 
•Anemia aplásica •Anemia aplásica 
•Agranulocitosls 
•Lupus eritematoso 

1.5 Bfecto de las Crisis Epilépticas sobre el Tejido Neuronal 

Las evidenc~as clinicas de un posible daño cerebelar asociada a 

la administración de DFH-Na fueron descritas por primera vez por 

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

gran controversia para establecer el agente etiopatogénico del dafio 

neuronal que se observa en el paciente epiléptico; ya que existen 
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evidencias de daño reportadas desde 1825, esto es, antes de la 

introducción de los anticomisales en la farmacoterapia en las cuales 

se describen cambios atróficos localizados en el uncus e hipocampo de 

pacientes epilépticos (45). Asimismo, en el estudio clásico de sommer, 

se estableció el patrón del daño histológico conocido como la 

esclerosis del cuerno de Ammon o esclerosis hipocampal, en la cual se 

presenta una pérdida selectiva de células piramidales (·46). Estudios 

subsecuentes han revelado pérdida de células piramidales en 

neocorteza, células de Purkinje en cerebelo y frecuentemente de. las 

neuronas de los n6cleos talámicos y amigdalinos de pacientes 

epilépticos (47). Originalmente, se estableció que éstos cambios 

patológicos éran debidos a una hipoxla celular (48), sin embargo, 

estudios recientes han demostrado que animales bien oxigenados y con 

una función cardiovascular adecuada, sometidos a un periodo de 

aproximadamente 2 horas de "status epilepticus" causa necrosis 

neuronal moderada en la corteza cerebral, el hipocampo y el tálamo 

(49). otros estudios hechos en ratas mostraron que el sometimiento de 

éstas a "status epllépticus" .causa invariablemente infarto de la 

substancia nigra con algunas afecciones del globus palidus (50) y daño 

en hipocampo (51). Algunos de los eve~fos registrados durante las 

crisis epilépticas que apoyan la Idea de que lao crlolo pudieran 

causar daño neuronal son: la acidosis láct1ca no h1póx1ca en el 

cerebro, debida a la frecuente despolarización de la membrana neuronal 

por las descargas epilépticas, que ~equiere de un mayor gasto de 

ener,gia para mantener los gradientes iónicos (52); la existencia de 

un deterioro en el estado energético del tejido, con una dramática 

pérdida de la homeostasis iónica, la disminución del sistema celular 

redox (53), y las cantidades citotoxicas de calcio intracelular 

presentes durante la crisis epiléptica (54). Tomando en cuenta las 

evidencias de daño neuronal causados por DFH-Na asi como las que se 

observan en presencia de crisis en ausencia del fármaco, podemos 

17 



pensar que es posible que la lesión neuronal sea de origen 

multifactorlal, contribuyendo tanto las crisis convulsivas, como los 

factores gen~ticos y la exposición a los fármacos anticomlsales. 

En el presente 

etlopatogénlco del 

estudio pretendimos dilucidar 

daño neuronal utilizando el 

el agente 

modelo de 

electroest1mulac16n supramáxlma (EESM) en rata concomltantemente al 

tratamiento con DFH-Na y analizando los cambios ·en la población 

celular del hipocampo, ya que actualmente se conoce que esta region 

neuronal es una de las mas suceptibles a estados de estres, pudiendo 

ser desde un estado anóxico (55) hasta un incremento en la 

estlmulaclón neuronal (56), o el sometimiento a fármacos que tengan la 

capacidad de cruzar la barrera hematoencefállca (48), como es el caso 

del difenllhldantoionato sódico (47). Debido a dicha susceptibilidad 

se ellg16 trabajar con las reglones CAl que normalmente presenta· una 

arquitectura laminar delgada, formada por 3 ó 4 células piramidales de 

grosor. La morfologia normal de la reglon cA4 presenta un arreglo 

laminar difuso de células piramidales. La compactación de la reglón 

CA4 va aumentando conforme se acerca a la reglón CAJ (66). 



LA ADMINISTRACION DE 

CONVULSIVAS INDUCIDAS 

DIFENLHIDANTOINATO SODICO Y LAS 

POR ELECTROESTIMULACION SUPRAMAXIMA 

ALTERACIONES EN EL CONTENIDO CELULAR DE HIPOCAMPO. 

,CRISIS 

CAUSAN 
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III.- Q a~ & ~ 4 ~ Q 

conocer el efecto independiente y combinado de la estimulaci6n 

supramáxlma y la lngestlon de dlfenllhldantolnato sódico en rata 

Wlstar adulta sobre la celularldad del hipocampo durante 7,14 y 28 

dlas de tratamiento. 

20 



--------------------- ~- - -

IV.- H. B.%. Q. D. Q. L. Q. G. l. A 

Para lograr el objetivo de este trabajo se utilizaron ratas 

adultas de la cepa Wistar, machos, positivas a la EESH 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 prepararon S 

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

subgrupos en función de los tiempos que duraron las condiciones que 

caracterizaron a cada uno de ellos • Los tiempos fueron de 7, 14,- y 28 

dias. Cada subgrupo comprendió de 10 a 15 ratas (57). 

4.1 condiciones de los Grupos control 

DFH-Na:Este 

DFH-Na de 

grupo recibió una dosis única diaria de una solución 

30 mg/ml (58) a razón de 30 mg/kg. El vehiculo que 

de 

se 

utilizó para el farmaco fué una solución de sacarosa al 50\ 

con agua bidestilada. Estas soluciones se prepararon al 

utllizarse. 

preparada 

momento de 

YEHICULO: A este grupo se les administró una dosis diaria, de un 

volumen de solución sacarosa al 50\ proporcional al que se administró 

al control-DFH-Na de acuerdo con su peso. 

UB.H: En este grupo, se les apllcó a las ratas una esti_mulaci6n 

eléctrica de 130 volts, 50 miliamperios, durante 0.5 segundos 

utilizando electrodos humedecidos en solución salina fisiológica 

colocados en las sienes. Todos los animales presentaron una crisis 

t6n1co-cl6nica durante los dias señalados. 

VEHicuLO/EESM: Este grupo fué dosificado de la misma manera que el 

grupo control-VEHICULO y además recibió un estimulo al dia de las 

mismas caracteristicas que el grupo control-EESH 3 horas después de 

haber sido dosificadas. 

BAaAk: Este grupo no recibió ninguno de los tratamientos anteriormente 

indicados. 
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4.2 Condiciones del Grupo. Experimental 

DFH-Na/EESH: Este grupo fu~ dosificado de la misma manera que el grupo 

control-DrH-Na y ademós recibió un eotimulo diario de lao miomao 

caracteristlcas que el grupo control-EESH, 3 horas despu~s de haber · 

sido dosificadas. 

una vez concluido los periodos de 7, 14 y 28 di as, 

respectivamente, las ratas correspondientes fueron sacrificadas por 

decapitación bajo leve anestesia con éter obteniéndose por craneotomia 

el cerebro. Dicho órgano se sometió al tratamiento morfológico, 

consistente en fijar el tejido en una solución de formol al 10\ 

amortiguado en fosfatos 0.10 M pH 7.3 durante 24 horas a temperatura 

ambiente (59) • se procedió a hacer los cortes a nivel de la 

eminencia media para exponer el hipocampo dorsal(60). Posteriormente 

se incluyeron en parafina para realizar cortes de esta región de 3 a 

4 ~ de espesor que fueron teñidos por la técnica de hematoxilina­

eosina (61). Posteriormente se hizo un analisis semicuantitativo y un 

estudio hlstopatológico de los cortes del hipocampo a diferentes 

profundidades. 

Para el estudio histológico semicuantitativo se utilizó un 

proyector de laminillas mediante el cual se proyectó la imagen 

correspondiente a la region CA4 y CAl de hipocampo, (Figura 1) 

respectivamente sobre un area cuadriculada con una superficie de 

138.55 cm2 con la que substituimos la rejilla empleada en el trabajo 

original de Welbel (62) que corresponderia a un area de 1.3855 cm2 en 

la laminilla, con una amplificación de 40X (Figura 2a). La formula 

utilizada para establecer el número de celulas presentes en el area de 

estudio fué la siguiente: SV = 21/L.En donde : sv es la densidad 

n6merlca de superficie, I es el número de células que coinciden con 

las intersecciones y L es la equivalente del area en el tejido. 

La metodologia utilizada para la cuantificación de CA4 no fué 

6tll para contar la distribución celular de la reglón CAl ya que es 
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mas compacta. En este caso se delimitó una superficie equivalente a 1 

cm
2 

de la laminilla sobre las cual se proyectó de la manera descrita 

anteriormente para CA4, una placa histológica y se contaron todas las 

células cuyo nócleo completo se encontrara dentro de la superficie 

delimitada (Figura 2b). 

Posteriormente se calculó la media aritmética y la desviación 

estandar para posteriormente aplicar la prueba T de student (63) con 

un nivel de significancia de P < o.os con el objeto de establecer las 

diferencias estadistlcamente significativas entre las densidades 

celulares tanto de neuronas como de celulas gllales de las reglones 

CA4 y CAl del hipocampo dorsal en los grupos control y 

experimentales. 
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FIGURA 2A 

Esquema de las cuadrículas utilizadas para el conteo de CA4 

FIGURA 2B 

Esquema de las cuadrículas utilizadas para el conteo de CAl 
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VI . -R. ~ B. !l. L. T. A 1;!. Q. B. 

6.1 Descripción H1stopatol6g1co de la Reglon CA4 Y CAl Hipocampo 

Al observar los cortes de hipocampo de los grupos estudiados se 

observó que las reglones CA4 y CAl eran las areas visiblemente mas 

dafiadas por lo que se procedió a realizar el estudio histopatóloglco 

de las mismas. 

6.1.1. Grupo Basal 

La reglón CA4 y CAl del hipocampo de rata tanto del grupo BASAL 

como de los subgrupos CONTROL-VEHICULO mostraron los arreglos tiplcos 

celulares por lo que no fué el procesamiento histológico el que causó 

dafio observad6 en nuestros grupos experimentales (Flg. 3A y Fig. 3B). 

6.1.2. Grupos Control-DFH-Na 

Las observaciones realizadas en los grupos CONTROL-DFH-Na fueron 

diferentes para la region CA4 y CAl del hipocampo. En la region CA4 se 

observa una gl1os1s difusa ligera a partir de los 7 dias, (Fig. 4A); 

degeneración inicial celular y picnosis a los 14 dias (Fig. 4B) y 

gliosis difusa y degeneración neuronal que va desde incipiente hasta 

muerte con retracción de todo el tejido a los 28 dias de tratamiento 

(Fig. 4C). En cambio, en la region CAl existe gllosis difusa desde los 

7 dfas y se observa disgregación de la cromatina en los núcleos de las 

células piramidales (Fig~ SAl. A los 14 dias únicamente se observa 

gliosis difusa (Fig. SB) y a los 28 dias se observan areas con 

neuropllo g~umoso, ligeras alteraciones que contrastan con figuras 

hlpercrómicas retraldas, nucleos claros con desorganización del 

material cromatinico (grumos y halos claros), pérdida del nucleolo, y 

finalmente citoplasma hlpercrómico y grumoso (Flg. Se). 

6.1.3. Grupos Control-EESM 

La reglón CA4 de los subgrupos del grupo 

presentan neuropllo esponjoso y laxo, gllosls 

neuronal consistentes en desorganización degeneración 

del material nuclear formando grumos y halos claros, 

y 

y 

CONTROL-EESM 

zonas de 

disrupclón 

pérdida del 
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nucleolo, citoplasma hipercrómico y grumoso, y retraccion celular en 

algunas zonas a los 7 dias de tratamiento (Fig. 6A). se hace evidente 

neuropllo grumo5o y laxo en algunaB zonaz, de5organ1zac16n y 

disrupción del material nuclear a los 14 dias (Flg. 68), y gllosis; 

degeneración neuronal consistente en neurop1lo grumoso y laxo, 

desorganización y disrupción del material nuclear, se observan 

figuras h~percrómicas con retracción celular a los 28 dias (Fig. 6C). 

La región CAl de los grupos EESM/7 dias mostraron gliosis severa. 

neuropllo grumoso, degen~raclón neuronal consistente en disrupción del 

material cromatinlco, con perdida de su organización, nucleolos 

grandes con contornos irregulares, y figuras hlpercrómicas (Flg. 

7A). Por su parte, las muestras correspondientes al grupo EESM/14 dias 

mostraron gliosls, neuropllo grumoso, patron histológico degenerativo 

(núcleos grandes de contornos irregulares), cromatina en grumos, en 

algunos con halos claros y citoplasma h1percr6m1co (Flg. 7B). El grupo 

EESM/28 dias mostró gl1osis moderada, neuropllo grumoso y esponjoso; 

degeneración neuronal consistente en células con núcleos grandes de 

contornos irregulares, cromatina disrupta y desorganizada (grumos y 

halos), en 

7C). 

la mayoria de las células no se ve el citoplasma (Flg. 

El grupo VEHICULO/EESM mostró caracterlstlcas similares al grupo 

control-EESM poi lo que no se anexan figuras. 

6.1.4. Grupos Experimentales DFH-Na/EESM 

En la reglón CA4 de los grupos experimentales DFH-Na/EESM se 

observa gllosis difusa, neuropilo homogeneo, núcleo y cromatina 

normal, y algúnos núcleos se encuentran con disgregación de la 

cromatina a los 7 dias (Fig. 8A). A los 14 dias se observa gl1os1s 

ligera y neuronas con alteraciones degenerativas (Flg. 88) y a los 28 

dias se obsrva gliosis y neuronas con alteraciones degenerativas 

(perdida del contorno del núcleo, disgregación y disrupc16n de la 

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

Por otro lado, la reglón CAl mostró gllosls y neuropllo 

esponjoso; células con n6cleos picn6ticos, retracción celular, 

neuronofagia y zonas de muerte celular a los 7 dias (Flg. 9A); gllosls 

abundante, neuropllo grumoso y esponjoso, degeneración neuronal 

incipiente, degeneración y disrupción del material nuclear a los 14 

dias (Flg. 9B); asl como neuropllo grumoso y esponjoso, y neuronas con 

alteraciones degenerativas a los 28 dias (Flg 9C). 



30 

FIGURA 3A 

Microfotografia correspondiente a la reg16n CA4 del grupo basa~ (lOOX). 

FIGURA 3B 

Microfotografia correspondiente a la reg16n CAl del grupo basal (150X). 





FIGURA 4A 

Hicrofotografia correspondiente a la reglón CA4 del grupo DFH-Na/7 
dias (150X). 

FIGURA 4B 

Hlcrofotografia correspondiente a la región CA4 del grupo DFH-Na/14 
dias (150X). 
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FIGURA 5A 

Microfotografia correspondiente a la región CAl del grupo DFH-Na/7 
dias (150X). 

FIGURA SB 

Microfotografia correspondiente a la región CAl del grupo DFH-Na/14 
dias (100X). 
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FIGURA 6A 

Hlcrofotografia correspondiente a la reglón CA4 del grupo EESH/7 dias 
(lOOX). 

FIGURA 6B 

Hlcrofotografia correspondiente a la región CA4 del grupo EESH\14 dias 
(lOOX). 

FIGURA 6C 

Mlcrofotografia correspondiente a la región CA4 del grupo EESH/28 dias 
(lOOX). 
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FIGURA 7A 

Mlcrofotografia correspondiente a la reglón CAl del grupo EESM/7 dias 
( 150X). 

FIGURA 7B 

Mlcrofotografia correspondiente a la reglón CAl del grupo EESM/14 dias 
(150X). 

FIGURA 7C 

Mlcrofotografia correspondiente a la reglón CAl del grupo EESM/28 dias 
( 150X). 
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FIGURA 8A 

Mlcrofotografia correBpondlente a la reglón CA4 del grupo DFH-Na­
EESM/7 dias (lOOX). 

FIGURA 8B 

Mlcrofotografia correspondiente a la reglón CA4 del grupo DFH-Na­
EESM/14 dias (150X). 

FIGURA 8C 

Mlcrofotografia correBpondlente a la región CA4 del grupo DFH-Na­
EESM/28 dias (lOOX). 
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FIGURA 9A 

Microfotografía correspondiente a la regi6n CAl del grupo DFH-Na­
EESM/7 dias (lSOX). 

FIGURA 9B 

Microfotografía correspondiente a 'la reg16n CAl del grupo DFH~Na­
EESM/14 dias (lOOX). 

FIGURA 9C 

Microfotografía correspondiente a la reg16n CAl del grupo DFH-Na­
EESM/28 dias (150X). 

46 





6.2 Descripción del Estudio semlcuantitativo de la Reglon CAl y CA4 de 
Hipocampo 

La población neuronal y gllal tanto de la region CA4 y CAl del 

hipocampo de rata mostraron comportamientos diferentes. 

En la población neuronal en la reglón CA4 observamos una 

disminución de la densidad neuronal en los diferentes subgrupos a 

los 7 dias, pero siendo únicamente significativa en el grupo 

experimental DFH-Na/ESSM (p<0.02). El aparente incremento en la 

densidad neuronal que se observa en algunos de nuestros grupos (ver 

Flg. lOa y Discusión) fuerón estadisticamente significativos. 

La población neuronal de la region CAl muestra una clara 

disminución estadisticamente significativa en casi la totalidad de 

los grupos estudiados independientemente del periodo de tratamiento 

(Figura lOb y Tabla 4a). 

Por otra parte la población glial mostró una tendencia a 

incrementar su densidad, siendo mas significativo el aumento que 

mostraron los subgrupos control-DFH-Na que los del grupo control-EESM, 

en todos los periodos estudiados mientras que el estimulo combinado 

(DFH-Na/EESM) . potencia el aumento de la densidad en la población 

gllal (Figura 11 y Tabla 4b). La disminución que se observa en la 

población gllal de la reglón CAl del grupo control-EESM resultó ser 

estadlsticamente no significativa. En este grupo las alteraciones 

cuantitativamente significativas fueron observables hasta el dia 28 de 

tratamiento manifestándose en un aumento en la densidad de la 

población glial (Figura llb y Tabla 4b). 

Al comparar los subgrupos DFH-Na/EESM de la reglón CAl entre si 

observamos una disminución en la población glial a los 14 y 28 dias 

con una significancla de p <0.05 al compararlos con el subgrupo de 7 

dias, sin llegar a los valores del control. Esta disminucón podria 

deberse a la acción de la electroestimulación directa o indirectamente 

sobre la población gllal (Figura llb). 
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TABLA 4A. 

SIGNIFICANCIAS ESTADISTICAS DEL ESTUDIO SEMICUANTITATIUO DE 
:LA POBLACION NEURONAL DE LA REGION CA_4 Y CA! DE HIPOCAMPO 

REGION CA4 REGION CA! 

GRUPOS 
UALOR DE p UALOR DE p 

COMPARADOS 
DI AS DE TRATAMIENTO DI AS DE TRATAMIENTO 

' 

7 J.4 28 7 J.4 28 

BASAL DFH-Ha N.S. N.S. <0.05 <0.0:1. <0.00:1. < 0. 02 

BASAL EESN N. S. < 0. 00:1. N.S. <0.0:1. < 0. 001 < 0. 001 

BASAL DFH-Na/EESM <0.02 <0.05 N.S. < 0. 05 <0.01 N.S. 

DFH-Ha EESM N.S. <0.001 N.S. N.S. N.S. N.S. 

DFH-Ha DFH-Na!EESM N. S. <0.02 N.S. N.S. N.S. N.S. 

EESM DFH-Na!EESM N.S. <0.001 N.S. N.S. N.S. N.S. 

- 1 

1 

TABLA 4B 
1 

SIGNIFICANCIAS ESTADISTICAS DEL ESTUDIO SEMICUANTITATIUO DE¡ 
LA POBLACION GLIAL DE LA REGION CA4 Y CA1 DE HIPOCAMPO 

' 
REGION CA4 REGION CA! 
UALOR DE p UALOR DE p 

GRUPOS 

' COMPARADOS 
DE DIAS TRATAMIENTO DIAS DE TRATAMIENTO 

7 J.4 28 7 J.4 28 

BASAL DFH-Ha N.S. <0.05 <0.001 < 0. 001 <0.001 <0.001 

BASAL EESM N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. <0.001 

BASAL DFH-IIa!EESK <0. 05 {0.01 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 

DFJI-Na EESM N.S. N.S. <0.001 <0.001 <0.001 N. S. 

DFH-Na DFH-Na/IESM N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. H. S. 

EESM DFII-IIa!EESM <0.05 N.S. <0.001 <0.001 <0.01. N.S. 



Hasta el momento actual ha permanecido el enigma de c6mo las 

crisis ep116pticas o ciertos f&rmacos afectan ciertas neuronas 

selectivamente vulnerables. La mayoria de los estudios se han enfocado 

al estudio de ireas cerebrales de individuos con epilepsias de l6bulo 

temporal, aunque dichas investigaciones se dificultan por la 

incapacidad para separar el efecto de los firmacos administrados de 

las crisis en si. 

Para aclarar esto, el abordaje experimental utilizado para 

analizar alteraciones tisulares observados en individuos con epilepsia 

se ha hecho en animales utilizando ya sea un agente quimico ex6geno, 

un tratamiento fisico o una cepa que genéticamente exhibe crisis. 

En el modelo que se utillz6 en este estudio se reproduce las 

condiciones de los individuos con crisis t6nico-cl6nlcas 

generalizadas, para el cual formamos 4 grupos controles, los cuales 

nos permitieron diferenciar mediante un estudio semicuantitativo y un 

análisis histopatol6g1co el efecto tanto de las crisis como del DFH-

Na, sobre las poblaciones celulares del hipocampo, asi como observar 

el efecto potenciador en las poblaciones neuronales del hipocampo que 

se involucra al combinar ambos efectos. 

Ya en estudios anteriores se ha demostrado la vulnerabilidad de 

las reglones CA4 y CAl del hipocampo con lo que los resultados del 

daño que reportamos en este trabajo se apoyan fuertemente (64). La 

pérdida de neuronas piramidales en algunas areas del hipocampo es uno 

de los hallazgos mas frecuentes en pacientes epilépticos con epilepsia 

del l6bulo temporal, status epilepticus y crisis t6nico-cl6nicas 

generalizadas. En este trabajo se encontr6 una d1sm1nuc16n en el 

número de neuronas en ambas areas del hipocampo tanto en el grupo de 

crisis, como e~ el DFH-Na y observamos u~ efecto potenciado cuando 
-

ambos estimulas se combinaron. A. Mouritzen en 1981 encontró una 

disminución en la densidad neuronal de hipocampo en gerbils, despues 
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de la inducción de crisis generalizadas en una cepa de gerbils 

sensibles a crisis (65). sin embargo, el papel de la actividad de las 

crisis es aun poco entendido. uno de los cambios involucrados en dicha 

patologta se han documentado en base a cambios dendrttricos de células 

piramidales del hipocampo, que van desde pérdida de espinas, 

ensanchamiento y desnudamiento de los tallos dendritricos (67). 

una de las observaciones de los resultados en el estudio 

semicuantitativo fué con respecto al incremento en el número 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 dlás sin embargo, el estudio 

histopatol6gico de los mismos revel6 muerte neuronal extensa y por lo 

tanto una disminuci6n en la densidad neuronal. Este resultado 

contradictorio lo explicamos en base a las deficiencias del método de 

cuantificaci6n utilizado para la regi6n CA4 y que se describe en 

Materiales y Métodos, ya que lo contado son las células que coinciden 

con las intersecciones de la cuadricula utilizada (Fig 2A); y por lo 

que apreciamos en el estudio histopatol6gico nuestras células sufren 

alteraciones osmóticas que conllevan a un Incremento de volumen 

célular incrementando asi la probabilidad para que cuerpo celular e 

intersección coincidieran, por lo tanto dichos incrementos son 

aparentes. Dicho incremento en el tamaño celular que podria 

confundirse 

claro que 

reflejo de 

reportado 

con un artificio y no una alteración, a este respecto 

puede presentarse en un evento in ~ verdadero, 

un desequilibrio electrolitico. Dicha alteraci6n se 

como uno de los posibles mecanismos mediante ios cuales 

ocasiona la muerte celular en estas zonas (49). 

es 

como 

ha 

se 

Debemos hacer notar que la estrategia del método experimental 

esta diseñado de tal manera que en el grupo control-EESM los animales 

eran . positivos al estimulo, esto es, presentaba una crisis t6nico­

cl6nica; en cambio el grupo DFH-Na/EESM eran negativos, esto es, no 

oresentaban la crisis. Obviamente esto se debe evidentemente al efecto 
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farmacológico del DFH-Na de impedir la extensión de la descarga a 

todas las areas del cerebro, la cual era máxima 3 horas despues de su 

administración. si observamos los resultados del estudio 

semicuantitativo podemos ver que a pesar de estar ingiriendo el 

medicamento, la combinación de ambos tratamiento potenció la pérdida 

de neuronas. 

Por otra parte, la respuesta glial fué mayor en los grupos que 

ingirieron únicamente DFH-Na que en los grupos EESM o DFH-Na/EESM, lo 

cual nos indica que el medicamento si mismo, ejerce un efecto directo 

o indirecto sobre esta población celular. 

La susceptibilidad de las dos poblaciones celulares de CA4 y CAl 

tambien fué diferente para cada tratamiento. 



Los resultados muestran una clara alteración en el contenido 

celular en ambas areas del hipocampo observándose una alteración 

preferencial en la población glial en los animales tratados con DFH­

Na, y una potenciación de dicho efecto cuando se usa combinado con 

EESM. 

El estudio histopatológico asi como el semicuantltatlvo aportan 

evidencia suficiente para proponer que la alteración en la densidad de 

la población glial es mayormente afectada con la admlnlstrac16n del 

farmaco. 

Por 

estimulas 

resultados 

otro 

de 

del 

lado la población neuronal se ve afectada por ambos 

manera similar, aunque las alteraciones segun los 

estudio histopatológico son más energicas cuando 

combinamos ambos eventos. 

Por último, el método semicuantitativo utilizado para la region 

CA4 de hipocampo mostró ser inadecuado para cuantificar las células de 

dicha region en virtud de las alteraciones osmóticas que éstas 

presentaron. 
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