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. Resumen



Resumen

La epilepsia es una patologia en la cual existe una falla en del balance entre el sistema excitatorio e
inhibitorio, lo cual conduce a una actividad hiper-sincronica creciente y duradera. El Kindling, uno de
los modelos experimentales de epilepsia mas utilizados, se basa en protocolos de estimulacion eléctrica
repetida de distintas estructuras cerebrales, dentro de las cuales el complejo amigdalino es el mas
susceptible. A diferencia del protocolo clésico o lento (KL; >16 dias), las variantes de kindling rapido
(KR; < 4 dias) descritos hasta ahora requieren estimulacién continua, a intensidades supra-umbrales,
generalmente aplicadas directamente en estructuras hipocampales, condicion que podria interferir con
las bases celulares de epileptogénesis. A fin de optimizar la obtencion de un modelo de epilepsia
hipocampal, desarrollamos un protocolo de kindling abreviado o rapido (KR), estimulando
repetidamente el nacleo basolateral del complejo amigdalar. El protocolo consistio en 10 trenes de
pulsos de 10 seg de duracion, a 50 Hz, a intervalos de 20 min, por dia, durante 3 dias, a intensidad
subumbral y subconvulsivante, 20% bajo el umbral de generacidn de post-descargas (PD). El desarrollo
del cuadro epileptoide fue evaluado a través de registros electroencefalograficos en corteza y amigdala,
conjuntamente con el monitoreo visual sincronizado (i.e.: videograbacion), para analizar los cambios
conductuales de la rata durante la induccion, desarrollo y establecimiento del estado epiléptico (i.e.:
escala de Racine). El protocolo de KR reproduce la evolucion conductual, incremento progresivo de las
postdescargas (PDs), y patron EEG del KL. El protocolo de KR indujo Kindled state como el protocolo
tradicional en 10 veces menos tiempo. El estado R5 se alcanza consistentemente en 30 estimulos,
después de los cuales se manifiesta de manera permanente y define el establecimiento del kindled state.
Produce actividad eléctrica inducida y creciente, en ambos hemisferios, con una cantidad variable de
PDs. Existe una correlacion positiva entre la duracion de la PD vy el estado de Racine asociado. Del
andlisis de la correlacion entre el namero de estimulos y la duracion de la PDs se obtiene un modelo de
la progresion, que permite predecir el estado de Racine dado nimero de estimulas. En conclusion, se
dispone de un protocolo de KR que reproduce los resultados obtenidos por protocolos de mayor

duracion, pero en un tiempo sustancialmente menor, y manteniendo parametros de inocuidad.



1. Marco Tedrico



Marco Teérico

a) Epilepsia

La epilepsia es un sindrome neuroldgico cronico, que se caracteriza por una hipersincronia,
hiperexcitacion e hipoinhibicion neuronal, que puede comprometer diversas estructuras, tanto corticales
como subcorticales (Mclintyre et al., 2002; Morimoto et al., 2004). Los cambios producidos por los
ataques epilépticos generan cambios estructurales y funcionales en las zonas afectadas, tanto a nivel
molecular (canales, receptores, rutas bioquimicas, etc), celular (cambios en la morfologia de las
sinapsis y el brote de terminales axdnicos), como circuitales. En sintesis, la epilepsia puede producir

una compleja y extensa reorganizacion de varias areas cerebrales.

Segun el territorio cerebral comprometido, los ataques epilépticos pueden ser divididos en focales
(parciales) o generalizados. Segun el compromiso de conciencia de estos episodios, se pueden clasificar
como convulsiones simples o complejas. De los muchos tipos de epilepsia, la variante del I6bulo
temporal o Mesial (Temporal Lobe Epilepsy, TLE) es la mas comdn y resistente a tratamiento con
drogas, y su foco reside en estructuras subcorticales pertenecientes al sistema septohipocampal
(Morimoto et al., 2004), incluidas la formacion hipocampal y complejo amigdalino (Esquemas 1y 2).
A traves de estudios imagenoldgicos por resonancia magnética (MRI, Magnetic resonance imaging) y
tomografia por emision de positrones (PET, Positron Emission Tomography) se ha descrito atrofia
hipocampal y disminucién en la irrigacién sanguinea local en etapas interictales, la cual aumenta
durante los periodos ictales. Estudios en tejido hipocampal obtenidos de pacientes de TLE
farmacoresistentes, han mostrado signos de esclerosis, con perdida de células piramidales, astrogliosis
reactiva, germinacion axonal, ademas de reorganizacion neuronal. (Aroniadou-Anderjaska et al., 2008;
Pekny et al., 2005). Para el estudio de este sindrome se han utilizado y desarrollado distintos modelos
animales, entre los que se cuentan modelos farmacoldgicos (i.e.: pilocarpina; kainato) como

electrofisiolégicos (i.e.: modelo de tres camaras; kindling).



b) Modelos experimentales de epilepsia.

Dentro de los modelos experimentales, se han descritos varios tipos desarrollados tanto in-vivo
como in-vitro (Mcnamara et al., 2006. ; Morimoto et al., 2004). Estos modelos son clasificados segun
el tipo de estimulacion utilizada, en farmacoldgicos y eléctricos. Los modelos in-vitro carecen de la
progresion y evolucion temporal que caracteriza el desarrollo de un sindrome epiléptico, siendo esta su
mayor desventaja, por lo que generalmente deben ser corroborados en estudios in-vivo (Peterson et al.,
1998). Los modelos in-vivo son los que primero fueron desarrollados, y por tanto han sido mas
ampliamente utilizados por sus caracteristicas sintomatoldgicas y similitud con la progresion del cuadro
convulsivo observado en epilepsia. Dentro de ellos, los mas difundidos han sido Status epilepticus y
Kindling (Goddard, 1967, 1983; Goddard et al., 1969, Lothman et al., 1972; Racine, 1972). En el

presente trabajo nos centraremos en Kindling.

¢) Kindling.

Kindling, es un modelo de epilepsia basado en estimulacion eléctrica diaria en areas subcorticales
(Goddard, 1967; Goddard et al., 1969; Peterson et al., 1998). Los trabajos iniciales utilizaban un
estimulo estandar para todos los sujetos (estimulo sinusoidal bifasico de 50 pA, de 60 Hz, por 60 seg,
una vez por dia) (Goddard, 1967) en amigdala (nucleo basolateral, Esquema 3), y luego de generar
crisis convulsivas generalizadas con reclutamiento motor alternante (convulsiones clonicas), eran
evaluados los umbrales de post-descargas post-kindling y tasa de kindling. Esta forma de estudio
necesariamente despreciaba toda condicidn previa al establecimiento del estado kindleado, ademas de
la susceptibilidad propia de cada sujeto a la progresion del protocolo, independiente de las causas.
Trabajos posteriores ya mencionan la existencia de umbrales de post-descarga previo y posterior al
protocolo de kindling, ademéas de un umbral tedrico de kindling, que no necesariamente coincide con el
umbral de post-descarga tanto pre o post kindling (Goddard, 1983).

Los sistemas cerebrales en los cuales puede ser realizado el protocolo de kindling, independiente del
protocolo de kindling utilizado, presentan distinta susceptibilidad de induccion al kindling (Esquema
2), determinando diferencias radicales en las caracteristicas del protocolo segun la estructura
estimulada, tales como frecuencia, intensidad y nimero de estimulos necesarios para inducir kindling y
alcanzar el kindled state (Goddard et al., 1969; Morimoto et al., 2004).
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Esquema 1. Diagrama del hipocampo. Disposicion tridimensional del hipocampo de una
rata. Abajo, secciones coronales de hipocampo a distintas distancias relativas al bregma. CA1-
3, cornu ammonis; DG, dentate gyrus; EC, entorhinal cortex; S, subiculum; s, polo septal del
hipocampo; t, polo temporal del hipocampo; f, fornix.

(Cheung et al., 2005)

De acuerdo a la descripcion clasica de Racine, existe una escala conductual de 5 puntos (en

amigdala) para evaluar la progresion del protocolo, llamada estados de Racine (Racine stages; Racine,

1972), donde el punto més alto (estado 5) corresponde a convulsiones generalizadas, clonicas y perdida

de control postural por parte del sujeto. En términos generales, los estados son los siguientes:

1. R1; Guifio del ojo, ipsilateral al electrodo de estimulacion, junto con gesticulacién oro-

alimentaria, y contracciones faciales (clonus facial).



2. R2; Movimientos oscilatorios de la cabeza (nodding).
3. R3; Movimientos clénicos del tren anterior.
4. R4; Ereccion del cuerpo sobre los trenes posteriores.

5. R5; Perdida del control postural y sacudidas generalizadas.

Cabe hacer notar que cada estado de Racine incluye a las etapas anteriores (i.e.: el estado 3 de
Racine incluye las conductas del estado 2 y 1).
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Esquema 2. Diagrama de susceptibilidad a kindling. Los nimeros representan la cantidad
media de trenes necesarios para producir la primera convulsion cuando se realiza kindling en

cada una de esas regiones. (Goddard et al., 1969)

La relacion que existe entre los estados de Racine y la duracion de las PDs es ascendente, tanto para
la duracion (Bravo et al., 2009) de estas como su frecuencia (Tsuchiya et al., 2011; Bravo et al., 2009;
Musto et al., 2009).

Actualmente, existen muchas variantes de protocolos de kindling. Agrupando todas, es posible
diferenciar dos tipos globales de protocolos: Los tradicionales (lentos, o largos) (Goddard, 1967;
Goddard et al., 1969; Bravo et al., 2009; Dragunow et al., 1985) y los abreviados (rapidos, o cortos)
(Lothman et al., 1972; Rempe et al., 1997; Gilbert et al., 1981; Musto et al., 2009), no obstante los

protocolos utilizados por el grupo de Lothman (1972) son considerados como protocolos de status



epilepticus a pesar de utilizar estimulos eléctricos, y ello se debe a que producen actividad convulsiva
desde el inicio y constante, no de forma gradual y creciente como en los protocolos de kindling
tradicionales. Los protocolos tradicionales son aquellos donde el sujeto es estimulado una o dos veces
al dia, con una duracion total de >12 dias. Estos presentan varios parametros de inocuidad (que no
estan presentes en los abreviados), como son: intensidades de estimulacion subumbral (pudiendo ser
para PD como para convulsiones, o ambas), lugares de estimulacion distinto de donde se realizaran los
registros electrofisiolégicos (registros de campo, patch-clamp, intracelulares, etc.), y la progresion del
desarrollo hasta alcanzar kindled state. Los protocolos abreviados presentan ademas otras ventajas:
principalmente el tiempo para alcanzar el kindled state (R5) es apreciablemente mas corto, por lo que
permite obtener un gran nimero de sujetos en poco tiempo, ya que obtener un sujeto desde el momento
de la operacidn hasta el término del protocolo puede tomar hasta un mes, lo que es una limitante para
procedimientos donde se evalUa kindling en distintas etapas del desarrollo de un sujeto (Gilbert et al.,
1981), mientras que en la version abreviada puede tomar solo una semana y media si se desea.

En sintesis, al elegir un protocolo debemos optar entre rapidez o inocuidad.

Figure 27 Esquema 3. Seccion coronal de encéfalo de

rata. El &rea resaltado encierra al nucleo
basolateral de la amigdala (BLA, por sus siglas
en inglés), que es una de las estructuras que
requiere de menor cantidad de estimulos para
llegar a estado 5 de la escala de Racine.
Coordenadas coronales de -2,30 mm posterior
al bregma; las escalas (vertical y horizontal) se

encuentran en milimetros. (Paxinos et al., 2007)

Interaural 6.70 mm Bregma -2.30 mm

d) Fenébmeno de proyeccion.

Los sistemas cerebrales capaces de sostener un estado kindleado modifican a otros sistemas en el
desarrollo del protocolo. Esto es evidenciado desde el punto de vista electroencefalografico,
electrofisioldgico y molecular (Abe, 2001; Bertram, 2009 ;Corcoran et al.,2011; Schubert et al., 2005;
\Von Bohlen et al., 2004; Wierenga et al., 1999). Los cambios morfolégicos y funcionales de las

distintas estructuras del sistema limbico dependen del lugar de estimulacion y del protocolo utilizado.
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La conectividad entre el complejo amigdalar y el hipocampo ha sido evidenciada para el protocolo

de kindling mediante estudios expresion de genes tempranos como c-fos (Sato et al., 1998) o por

expresion anomala de genes (Corcoran et al., 2011) y su patron de expresion, dependiendo del lugar

inicialmente estimulados (Figura 4). En la misma linea, estudios electrofisioldégicos han demostrado la

transferencia de alteraciones funcionales entre los nucleos amigdalinos y sus proyecciones a nivel

cortical y sistema limbico, incluido hipocampo (Ishikawa et al., 2006; Abe, 2001; Pitkénen et al.,

2000).
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Parietal Cortex ; ////
Amygdala ////
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Insular Cortex /////
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lateral | Endopririform Cortex ////
Entorhinal Cortex /////
Hippocampus /////
Temporal Cortex ////
Parictal Cortex ////

- Positive expression after one stimulation

Positive expression after partial kindling

m Positive expression after bilateral forelimb clonus

|:| Positive expression after stage 5 seizures

Esquema 4. Diagrama de expresion de C-Fos. La
figura describe la expresion de el gen temprano C-Fos
luego de distintos trenes aplicados. Ahi se aprecian tres
distintas zonas de estimulacion (Amigdala, Corteza
peririnal e Hipocampo), y la deteccion es realizada tanto
en el hemisferio ipsilateral como contralateral. (Sato et
al., 1998)
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Planteamiento De Problema

De las caracteristicas metodolégicas de los protocolos antes mencionados, se identificd la
problematica de determinar un patron de estimulacion enérgica, utilizando intensidades convulsivantes
(>200 pA , >20 Hz, >10 trenes por dia), aplicada directamente en la estructura de interés (estimulacién
sobre la zona a registrar) o progresiva, utilizando intensidades subconvulsivantes (<200 pA, <60 Hz,
<4 trenes por dia). Quedaron descartados aquellos protocolos lentos con intensidades de estimulacion
altas (supra-umbrales). Las inconveniencias de los primeros (i.e.: enérgicos) reside en no poder sortear
las criticas de si en realidad la neuropatologia se debe a un proceso inductivo o simplemente a un dafio
producido por las caracteristicas de la estimulacién aplicada. El segundo tipo de estimulacion
subconvulsivante, si bien salvan estas criticas, requieren un tiempo de presentacion repetida del
estimulo, inicialmente inocuo, durante un tiempo extremadamente prolongado.

Por lo tanto se hace necesario desarrollar un protocolo mixto, que rescate las mejores caracteristicas
de ambos, ya que de esta forma podria ser aplicado a distintas fases del desarrollo, permitiendo

descartar dafios producidos por el estimulo aplicado directamente sobre la estructura de interes.

Dadas las condiciones antes mencionadas, ¢es posible desarrollar un protocolo de induccién de
kindling en amigdala, utilizando parametros de estimulacion subumbral repetida en un periodo

de tiempo menor al utilizado tradicionalmente?

De forma maés especifica, el protocolo a desarrollar debe reunir las siguientes caracteristicas:

1. Intensidades de estimulacion inferiores a 200 pA,

2. Pulsos de una duracion de 1 ms

3. Frecuencias de estimulacion entre 20 y 60 Hz,

4. Si el tren de estimulacion dura mas de un segundo, los pulsos deberan ser de polaridad
alternante para evitar interferencia por cargas capacitivas y problemas relacionados con el
desgaste de los materiales del electrodo.

5. Intervalos entre estimulos mayores o iguales a 20 minutos, para permitir la recuperacion entre
estimulos del sujeto,

6. Una duracion total del protocolo diaria no superior a 3 horas,

13



7. Una duracion total no mayor a 5 dias.
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V. Hipotesis
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Hipotesis

La induccidn de actividad epileptoide progresiva puede ser inducida por un protocolo de kindling de

corta duracion, modificando los parametros de estimulacién para hacerlos inicialmente inocuos.

a) Objetivo general:

Disefiar un protocolo de kindling de corta duracion o abreviado, que a través de estimulacién

subumbral y subconvulsivante, permita el desarrollo de kindling.

b) Objetivos especificos:

1. Disefiar un protocolo de kindling rapido, variando los parametros de estimulacion eléctrica
aplicada en el nucleo basolateral de la amigdala.

2. Comparar los resultados del protocolo de kindling rapido con los resultados obtenidos
anteriormente en este laboratorio utilizando el protocolo tradicional.

3. Relacionar las caracteristicas de las respuestas eléctricas obtenidas por registro
electroencefalografico (EEG) con la actividad conductual, que permita determinar la progresion

epileptogeénica.

16



V. Diseno experimental y

metodologias
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Disefio Experimental Y Metodologias

La induccion de kindling se realizard mediante estimulacion eléctrica en la amigdala derecha. Para
ello ser realizara el monitoreo electroencefalografico EEG de la actividad eléctrica en amigdala y en
corteza parietotemporal, en paralelo al monitoreo conductual a través de videograbaciones.
Adicionalmente, se realizard registros electrofisioldgicos en rebanadas de hipocampo, a través de

registros de campo.

a) Animales

Ratas de la cepa Sprague Dawley de 120 dias, con pesos aproximados entre 250 a 300 gr. seran
intervenidas quirdrgicamente. Se utilizardn machos y hembras. Todos provenientes del bioterio de la
facultad de ciencias de la Universidad de Valparaiso. Todos los animales han sido sometidos a
condiciones de 12 hora de luz y 12 horas de oscuridad a 25°C de temperatura, ademas de alimentacion
ad libitum. Los animales seleccionados para cirugia seran sacados del bioterio y acomodados en una
habitacion distinta durante todo el protocolo, con las mismas condiciones, pero en cajas de plastico.

Durante el protocolo los animales seran trasladados junto con la caja de plastico.

b) Cirugia estereotaxica

Los animales serdn sedados con una combinacion de Ketamina 10% (57,0 mg/Kg, Troy
Laboratories, Australia) y Xilacina 2% (9,0 mg/Kg, Laboratorio Centrovet Ltda., Chile) administrados
por via intraperitoneal, para luego ser intervenidos dentro de un aparato de cirugia estereotaxica (David
Kopf, modelo 900), segun esquema de Paxinos (2007). La implantacién de electrodos por cirugia
estereotaxica fue realizada segun el metodo de Cooley (2005). Los materiales quirurgico utilizados
fueron esterilizados (Clorhexidina Gluconato, solucién tépica 2%, Difempharma).

La estimulacion se realizd con un electrodo bipolar trenzado, de acero inoxidable aislado con teflon
(0,008 - 0,2 mm de diametro,Plastics one inc.), posicionado en el ndcleo basolateral del complejo
amigdalar (coordenadas Br. -2.12 mm, ML. 5.0 mm, DV. 8.0 mm), el cual podra ser utilizado también

como electrodo de registro amigdalino. El registro EEG fue realizado bilateralmente en la corteza,
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utilizando tornillos de acero inoxidable (1.45 mm de diametro), los cuales se encontraran dispuestos en
corteza motora primaria M1 (1.45 mm de diametro, Br. -2.12 mm, ML. £ 2.0 mm, DV. 1.5 mm) y en
corteza visual secundaria V2MM (Br. -6.12 mm, ML. = 2.5 mm, DV. 1.5). Una vez posicionados los
electrodos, seran fijados con acrilico dental, para luego insertar los terminales en una base de plastico
de 6 conectores (Plastics One Inc, USA). Una vez terminada la cirugia, los animales tendran una
semana de reposo para recuperacion, y luego se procederd con la estimulacién. Durante la primera

semana pueden ser tomados los umbrales.

c) Sistema de registro

El registro de Amigdala serd realizado a través de un amplificador diferencial andlogo (AM-
Systems, modelo 1700) con una ganancia de 1000x y filtrado 1Hz a 500Hz, para luego ser digitalizado
a 1kHz de muestreo en un amplificador PowelLab 4/25T y con un filtro pasa bajo de 20 Hz, con un
rango de 500 mV para sefial de entrada Unica, y posteriormente dividido aritméticamente por 1000. Los
electrodos de corteza seran conectados directamente al bio-amplificador PowerLab 25T con un rango
de 2mV, con una tasa de muestreo de 1kHz y filtrados entre 1 Hz y 50 Hz, ademas de un filtro de

corriente alterna casera (mains filter), a través del software LabChart v7 (Windows XP).

d) Protocolo de kindling rapido (KR)

El protocolo consistio en 30 trenes (estimulos), 10 por dia, con un intervalo entre estimulos (IEE) de 20
minutos. Cada tren estaba compuesto por pulsos de 1 ms de duracion a una frecuencia de 50 Hz, sin
emabargo para evitar interferencia capacitiva debido a la duracion del tren, los pulsos fueron de
polaridad alternada lo que causé una frecuencia aparente de 25 Hz en el analisis espectral. La amplitud
de los pulsos fue ajustada para ser subconvulsiva y subumbral, 20 % debajo del umbral minimo inicial
de PD. Los umbrales fueron obtenidos incrementando las corrientes de estimulacion empezando con 10
WA, e incrementandola en un factor de 1.25 cada 10 minutos hasta la aparicion de PD. Una vez que fue
observada una PD, en cualquier canal, el umbral fue fijado a esa intensidad, y la intensidad de
estimulacion fue el nivel anterior (20% menos intensidad), por lo tanto el estimulo inicial fue inocuo. A
pesar del hecho de que la intensidad inicial de la escala fue 10 pA, el testeo para PDs fue empezado a

19.53 YA, y todos los sujetos con PD sobre los 227.37 pA fueron descartados.
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La progresion convulsiva fue evaluada de acuerdo a los estados de Racine mediante inspeccion directa,
y corroborada por revision posterior de las videograbaciones. La duracién de la primera PD fue medida

en cada estimulo fue anotada junto con su correspondiente estado de Racine.

f) Comprobacién del lugar de estimulacion

Mediante perfusion intra-cardiaca con paraformaldehido al 4%, sera fijado el cerebro para posterior
tincién de Nissl. Ello permitira identificar el lugar donde el electrodo estimulara y si es consistente con

los esquemas estereotéxicos utilizados.

a) Analisis de datos

El analisis de datos fue hecho con el software originlab, evaluando diferencias significativas
mediante t-student sobre dos muestras con un nivel de significancia de 0.05, y ademas del test de
normalidad Shapiro-Wilk. También fueron realizadas regresiones lineales con Direct Weighting. Estos
analisis fueron realizados por igual a todos los datos, es decir que no fueron realizadas otras variantes.
Durante la adquisicion de EEG, el software LabChart fue utilizado para medir la duracion de las PDs,

mediante analisis espectral y de datos brutos del registro.
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V1. Resultados
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Resultados
a) Perfiles de estimulacion y umbrales

Los Umbrales a partir de los cuales fueron obtenidas las intensidades de estimulacion y utilizadas
este estudio de KR (Figura 1.) han mostrado diferencias significativas de los obtenidos del protocolo
tradicional (KL). Estos umbrales son significativamente mas bajos en intensidad. Por lo tanto, la
intensidad de los estimulos no fue la causa de la susceptibilidad de los sujetos al protocolo. Duraciones
de estimulacion mayores (i.e: >10 s), reducen la intensidad del estimulo en un 70%, disminuyendo la
posibilidad de dafio al tejido debido a shock eléctrico, y haciendo mas factible el cambio por
estimulacion del tipo tetanica.

*

o0y [ 1
. I Figura 1. Umbrales obtenidos para protocolo de KR y
3200- KL. Cada columna corresponde a la intensidad promedio
E (e.e.) para los dos protocolos. Existe diferencia
% 100

1 ‘ significativa entre los dos protocolos.

KR KL

b) Analisis conductual y estados de Racine

Los sujetos mostraron respuestas convulsivas de intensidad creciente, causada por la estimulacion
aplicada (Figura 2). Los trenes (estimulos) necesarios para alcanzar R2 y R5 fueron comparados con
los equivalentes para KL, respectivamente (Figura 3), no mostrando diferencia significativa entre ellos.
La progresion conductual diaria aparentemente no alcanza Racine 5 si es promediado el avance entre
los sujetos, debido a la fatiga entre algunas de los ataques, y esto es debido a que el intervalo entre
estimulos no es suficiente para una recuperacion completa entre ataques, ademas de la progresion
asincronica de los sujetos. Para sortear este problema (que no esta presente en KL debido a que el

intervalo entre estimulos es de un dia), por cada dia el primer estado de Racine es considerado como
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base y solo las respuestas posteriores iguales o mayores son usadas en la promediacion, de esta
arreglando el problema generado por respuestas con fatiga (Figura 2, RK). En la Figura 2 fueron
comparadas las progresiones de KR y KL, mostrando similares avances a pesar del hecho que al KR le

tomo menos de 3 dias el alcanzar Racine 5.

51 Figura 2. Desarrollo temporal de los estados de
Q
% 4 + Racine para protocolos de KR y KL. El avance de ambos
® . ] o
X 3 + protocolos fue graficado contra los dias de aplicacion del
[}
© . . .,
2 2 ® KR protocolo, lo cual para el protocolo de KL implica también
S G O KL trenes, pero para el protocolo de KR no, ya que tiene 10
= ] .
M 0w v trenes por dia.
0 +-r—r—v—vt—r——v——
1234 10 20 30
Dias
15,mm KL
= KR(Am _ :
> (Am) Figura 3. Trenes necesarios para alcanzar estados 2 y
Q
g 10; 5, para KR y KL. Comparacién entre KR (en amigdala), y
% KL muestran que no existen diferencias significativas entre
% 5; los estados 2 ni en los estados 5, pero si entre el estado 2 y
£
2 5 de cada protocolo.
L 0 .

2 5.
Estados de Racine

c) EEG y duracion de PDs

La duracion de las PDs crece progresivamente hasta el 6 tren (En los canales de amigdala las PDs
presentan distribucion normal), y desde el 7™ tren hacia delante (exceptuando el intervalo entre 9 y 13
trenes) las PDs comienzan a variar abruptamente debido a la fatiga producida por los ataques, por lo
tanto los patrones de duracion de las PDs fueron asincronicos entre los sujetos. Para sortear este
problema, cada 5 trenes fueron tomados los maximos locales, y asi mostrar el nivel maximo de
progresion por intervalos. Los patrones de PD de KR son similares a los de KL, solamente mas cortos

(Figura 4). No hay diferencia significativa en la duracién de las PDs por canales, desde el 3er estimulo
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(datos no mostrados), debido a un rapido reclutamiento de las diferentes estructuras subcorticales sobre
ambos hemisferios. No obstante, aunque algunos de los sujetos presentaron mas de una PD, solo la

primera PD fue considerada ya que solo durante esta son observadas convulsiones de tipo clonica.

00 .Q o @ Figura 4. Progresion de la duracion de la primera PD
g 75- ( I % para protocolos de KR y KL. Para KR, fueron tomadas
E Q O las duraciones méximas cada 5 trenes (estimulos). Para
c 50] @ @ . - )
0 O‘Q ambos, fueron normalizados tomando la méxima duracion
(@]
S o5, 070 de una PD como 100%.
> 5 O
()] @ KR (Am)

0 O O KL
1234 102030
Dias

d) Correlacion entre la escala de Racine y los parametros de las PDs.

La progresion de la duracion de las PDs en KR es menor que en KL, pero eso no implica un
desarrollo incompleto del protocolo, porque el el Kindled state fue alcanzado, de acuerdo al analisis
conductual. Comparaciones de las duraciones de las PD contra los estados de Racine no mostraron
diferencias significativas entre los canales (amigdala, ipsi y contralateral), excepto por los canales 1y 3
en amigdala los cuales mostraron diferencias significativas comparadas contra ipsi y contralateral
(Figura 5). La duracion de las PDs en funcion de los estados de Racine fueron comparados entre
protocolos (para el canal de amigdala) mostrando diferencias significativas de Racine 3 a 5 (Figura 6).
Ademas, en KR existié PD para estados 0 de Racine, lo cual no ocurrié para el KL, demostrando que

las PDs no preceden necesariamente a un ataque, sin embargo todos los ataques tiene PDs.

80,

-'I’;;f: Figura 5. Duracion de las PDs para cada estado de
1L_Jcn
*

(o))
o

Racine, por cada canal. Duracién promedio de la primera
PD. Por estados, no se observan diferencias significativas

excepto para el estado 0 en amigdala, y para el estado 3

también amigdala. A pesar de lo anterior, los canales de

)
Q

Duracién PD (seq)
N
o

corteza no muestran diferencias significativas. La linea

indica la duracién del estimulo.

012345
Estados de Racine
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e) Modelo predictivo para el desarrollo epileptico

protocolo de KR (en amigdala) y KL. Existen diferencias
significativas para los estado del 3 al 5, entre ambos
protocolos. El protocolo de KR posee PD en estado O,
mientras que KL no los tiene. La linea indica la duracion del

La evaluacion de los estados de Racine es méas propensa a errores debido a lo naturaleza cualitativa

y subjetiva. Por ello realizamos un modelo predictivo basado principalmente en la progresion de las PD

en funcion de los trenes, encontrando que para el rango del primer al sexto tren y del noveno al

treceavo en amigdala existieron distribuciones normales para las muestras y de duracion creciente con

respecto al tren. Por ello mediante analisis de regresion lineal para esos intervalos se obtuvieron los

resultados que aparecen en la tabla 1.

Modelo
Rango (trenes)

Pearson’'s r/Adj. R-square

Intercepto [seg] (e.e.) | Pendiente[seg/tren] (e.e.)

1-6 13.93184 (1.65219) 2.85923 (0.36235) 0.96935/0.92455

9-13 -33.82292 (20.45228) 6.59009 (1.807) 0.9033/0.75461

Tabla 1. Resultados para la regresion lineal por intervalos.

Procedimos de igual forma para las PDs en funcion del estado de Racine, obteniendo los resultados

que aparecen en la tabla 2.

Modelo , .
Pearson's r/Adj. R-square
Intercepto [seg] (e.e.) | Pendiente[seg/tren] (e.e.)
17.59119 (0.5279) 8.61853 (0.15536) 0.99163/0.97915

Tabla 2. Resultados de regresion lineal para PD vs. Racine.
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Los modelos anteriores pueden ser utilizados como co-funciones por rangos, donde la variable
independiente son los trenes de estimulacion, y el resultado (la duracién de las PDs) utilizado en la
funcién inversa del modelo de la Tabla 2, para obtener el estado de Racine a un nimero de trenes

determinado.

26



VI1I. Discusion
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Discusion

Este estudio tuvo como propdsito crear una variante de kindling rapido con pardmetro de inocuidad.
Para ello, debié mantener pardmetros encontrados en protocolos lentos. Es decir, 1) 20% de intensidad
de estimulacién bajo el umbral de PDs, 2) un lugar de estimulacién distinto a la region de interés (i.e.:
hipocampo) y 3) evolucion progresiva del sindrome epiléptico. Los resultados muestran que el
protocolo desarrollado cumple satisfactoriamente con estos requerimientos. La progresion del KR fue
un décimo del tiempo utilizado para KL. Debido a que el estimulo de KR es mas largo (10 segundos),
la intensidad fue reducida en un 70% comparada con el protocolo de KL.

El comportamiento convulsivante fue inducido en ratas adultas utilizando estimulos eléctricos, con
intervalos cortos e intensidades inicialmente subconvulsivantes (cada sujeto poseia un umbral
particular), alcanzando R5 en un periodo de menos de 3 dias. Una vez que el animal alcanzo kindled
state (todos los estimulos producen estados 5) no fueron observadas convulsiones espontaneas, incluso
en aquellos que presentar mas una PD, por lo tanto el foco epiléptico fue el electrodo estimulador
durante el protocolo, y la lesién producida por la cirugia no causé comportamiento anormal ni
comportamiento de tipo epileptoide en ninguno de los sujetos. El tren de KR (estimulo bipolar), fue
configurado teniendo en cuenta la interferencia capacitiva debido a la estimulacion unipolar de
duraciones superiores a 2 segundos, y la consecuente degradacion y produccion de metales toxicos
libres sobre el tejido.

La progresion el protocolo fue dependiente del niUmero de trenes en ambos protocolos, y no por la
duracion total de estos (Figuras 1 y 4). Este patron de epileptogenesis demuestra que la progresion es
dependiente de estimulacién, y que la duracién del tren es responsable de la intensidad del estimulo y el
intervalo entre estimulos minimo, sin embargo no esta clara la relacion entre la intensidad del estimulo
y el intervalo entre estimulos.

La duracién mayor de las PDs en el protocolo de KL para los estados de 3 a 5, es contrastada con el
hecho de que para la misma cantidad de tiempo la duracion maxima promedio del KR es mayor, y
ademas cuando es considerada un subgrupo con varias PDs, y se realiza un grafico analogo a la Figura
5, la duracion de las PD para estado 5 son de 90 segundos en promedio para canales de corteza,
mientras que en el protocolo tradicional tienen en promedio para estado 5 una duracién de 96 segundos.

Dado lo anterior, es probable que para mayor cantidad de estimulos aumente el nimero de PDs por
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estimulo y estas comiencen a fusionarse en una sola PD de larga duracion. Es probable que en el
kindled state, la aparicion de PDs consecutivas por estimulo sea el reflejo de una susceptibilidad mayor
por parte del tejido epileptoide en el nicleo BLA, y que la mayor duracién individual de cada PD un
incremento en la potenciacion del tejido para mantenerse produciendo PDs, no obstante fue observado
en varios sujetos una fusion entre las PDs individuales, sin incremento de la duracion total del ataque.
Lo anterior sugiere que esta condicion puede ser la manifestacion de otros nucleos acoplados, ubicados
en otras zonas de proyeccion. Se ha descrito que las fusiones de PDs pueden corresponder a
superposiciones temporales generadas desde distintos focos (Lothman et al., 1972).

A pesar de los resultados asincronicos producidos por la fatiga posterior a una convulsion, fue
posible elaborar un modelo de prediccion de estados de Racine en funcion de PD y estas en funcién de
los trenes en dos intervalos de trenes de estimulacion. El primer intervalo present6 resultado de
regresion con coeficiente de Pearson de 0.97, lo que indica que existe una actividad creciente y con
buen ajuste, lo cual lo faculta como buen modelo predictivo (r=0.92), sin embargo el segundo rango
presenta una variabilidad mayor y esto esta reflejado en su r?=0.75, lo que indica que no es tan bueno
como el primer modelo, sin embargo igual es util. Para el modelo de PDs en funcion de Racine, el
modelo obtenido es altamente fiable y ofrece buena predictibilidad, y dado lo subjetivo de las

observaciones conductuales permitiria determinar con mas fiabilidad entre estados.
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VI1II. Conclusion
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Conclusién

El protocolo de KR desarrollado en el presente estudio reproduce los resultados obtenidos por
protocolos de mayor duracion, pero en un tiempo sustancialmente menor, y manteniendo parametros de
inocuidad.

e El protocolo alcanza una cantidad de estados de Racine 5 igual 0 mayor a 3, en menos de tres
dias, lo cual lo faculta para inducir kindled state en los sujetos.

e Produce actividad eléctrica inducida y creciente, y que se propaga por ambos hemisferios,
con una cantidad variable de PDs.

e Existe una correlacion creciente entre la duracion de una PD y su estado de Racine asociado.

e Es posible predecir mediante un modelo doble, a que estado de Racine es posible llegar dada

cierta cantidad de trenes, en dos rangos disjuntos.
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