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apoptótica en la epilepsia del lóbulo temporal resistente a 
fármacos (ELTRF) es un aspecto muy discutido en la actuali-

Neurología 2007;22(0):0-0
dad. Nosotros investigamos si existe pérdida neuronal y la 
inmunodetección a diferentes marcadores de muerte en te­
jido neocortical en ocho pacientes con ELTRF y como tejido Neuronal death in the neocortex of drug
control se evaluaron cinco neocortezas de sujetos fallecidos resistant temporal lobe epilepsy patients
por causas no neurológicas, pareados en edad y sexo. 

Métodos. La evaluación de la pérdida neuronal se reali- Introduction. Participation of apoptotic death me­
zó por medio de un estudio estereológico y por técnica in- chanisms in drug resistant temporal lobe epilepsy (DRTLE) 
munohistoquímica con el marcador sinaptofisina. Se evaluó is currently under great debate. We have investigated if 
la inmunopositividad a diferentes marcadores apoptóticos there is neuronal loss and the immunodetection to diffe­
(anexina V, caspasa 3 y 8, bcl-2 y p53), así como la detección rent markers in neocortical tissue death in eigth patients 
de fragmentación del ácido desoxirribonucleico (ADN) (TUNEL), with DRTLE. The neocortexes of five patients deceased 
y se realizó en todos los casos un doble marcaje con sinap- due to non-neurological causes, paired in age and gen­
tofisina. Los resultados fueron evaluados por microscopia der were evaluated as control tissue. 
confocal y analizados por el programa Zeiss LSM 5 Image Methods. The evaluation of neuronal loss was made 
Browser, 2.80.1113 (Alemania). by means of a stereological study and with immunohis-

Resultados. Se observó una disminución estadística- tochemical techniques with the synaptophysin marker. 
mente significativa del número total de células (p<0,05), así Immunopositivity to different apoptotic markers (anne­
como de las células sinaptofisina+ (p <0,01) en la neocorte- xin V, caspase 3 and 8, bcl-2 and p53) and detection of 
za (capa IV) de los pacientes con ELTRF al ser comparados deoxyribonucleic acid (DNA) fragmentation (TUNEL) were 
con el tejido control. No mostraron diferencias significativas analyzed and double labeling with synaptophysin was 
los marcadores apoptóticos bcl-2, p53, caspasa 3 y 8 para performed in every case. The results were evaluated with 
ninguna de las capas de neocorteza, mientras que sí resultó confocal microscope and analyzed with the Zeiss LSM 5 
estadísticamente aumentado el número de células TUNEL+ Image Browser Program, 2.80.1113 (Germany). 
(p<0,05) y anexina V+ (p<0,05) en la capa IV neocortical de Results. A statistically significant decrease in the to­
los pacientes. tal number of cells (p < 0.05) and the synaptophysin 

Conclusiones. Este grupo de evidencias hablan a favor cells+ (p<0.01) in the neocortex (layer IV) of the patients 
de la existencia en la capa IV de neocorteza de una afecta- with DRTLE when compared with the control tissue was 
ción en el número neuronal que se puede asociar a un proce- found. No significant differences were found in the 
so de muerte apoptótica por una vía no dependiente de cas- apoptotic markers bcl-2, p53, caspase 3 and 8 for any of 
pasas, sin que pueda ser descartada la muerte por necrosis. the neocortex layers while there was a statistically signi­

ficant increase in the number of TUNEL cells+ (p<0.05) 
Correspondencia: Recibido el and annexin V+ (p<0.05) in the neocortical layer IV of
Lourdes Lorigados Pedre Aceptado el the patients.Centro Internacional de Restauración Neurológica 
Lab. de Neuroinmunología Conclusions. This group of evidence speaks in favor
Av. 25, No 15805 e/ 158 y 160 Playa of the existence of an effect on the neuronal number in11300 Ciudad de La Habana (Cuba) 

Correo electrónico: lourdes.lorigados@infomed.sld.cu the neocortex layer IV that may be associated with non­00 0 
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caspase dependent apoptotic death process, without being se les realizaron lobectomías temporales estándar ajustadas 
able to rule out death by necrosis. por electrocorticografía. 

Key words: 
Drug resistant temporal lobe epilepsy. Apoptosis. Necrosis. Neuronal loss. 

MÉTODOS 

Se estudiaron ocho pacientes diagnosticados como epi-
INTRODUCCIÓN	 lépticos con crisis parciales complejas refractarias a trata-

m i e n t o médico (seis del sexo femenino y dos masculinos; 
edad media: 36,25±10,08 años); los mismos fueron atendidos Aproximadamente el 30% de los pacientes epilépticos 
en el Centro Internacional de Restauración Neurológica. A los son refractarios a tratamiento médico1, presentando tanto 
pacientes se les realizó un examen físico general y neurológico crisis repetidas durante períodos largos a pesar del trata-
completo, monitoreo V-EEF y evaluación por resonancia mag­miento a dosis altas, como también crisis persistentes aun 
nética buclear (equipo 1.5 T Magnetom Sinphony, SPECT). manteniendo una monoterapia tolerada al máximo o com­

binada con varios fármacos antiepilépticos2,3. Dentro de las 
Se utilizaron como tejido control cinco neocortezas ad­epilepsias refractarias a tratamiento, la de mayor incidencia 

yacentes a hipocampo provenientes de sujetos fallecidoses la epilepsia del lóbulo temporal (ELT), que clínicamente se
 
caracteriza por el desarrollo progresivo de convulsiones es-
 por causas no neurológicas que no mostraban anormalida­

des patológicas macroscópicas o microscópicas; el tiempopontáneas recurrentes de origen del lóbulo temporal4. El 
medio de la obtención del tejido fue de 3,2 h después delhallazgo histopatológico más prominente en la ELT refrac­

taria a fármacos (ELTRF) es la esclerosis temporal mesial5-7, fallecimiento. Los sujetos controles estudiados tenían el 
de ahí que se piense que la zona epileptogénica se localiza mismo rango de edad que los pacientes (edad media: 39,4± 

7,7 años; dos masculinos y tres femeninos).en la formación del hipocampo y no en áreas adyacentes.
 
Sin embargo, la neocorteza ha pasado a ser un sitio de rele­
vancia en la ELTRF si tenemos en cuenta que cuando se rea-


Sistema de registro V-EEG liza el tratamiento quirúrgico en estos pacientes y no se re­
seca la zona de corteza lateral los resultados son menos 

Para el registro se utilizó el Sistema de Registro Digitalsatisfactorios que cuando se realiza una lobectomía anterior 
Vídeo-EEG (STELLATE) y el programa Harmonie (Canadá). Sedel lóbulo temporal8-12. Este hecho evidencia la existencia 
utilizó el Sistema Internacional 10-20 de colocación dede otras zonas epileptogénicas no detectadas en estructuras
 

no mesiales12, siendo ésta una de las razones por las que en
 electrodos, incluyendo extracraneales adicionales a saber ci­
gomáticos (Cg1-2), temporales anteriores verdaderos (T1-2)este trabajo nos hemos propuesto estudiar la pérdida neu­
y supraorbitarios (SO1-2). Todos los pacientes mostraronronal y la posible presencia de muerte apoptótica en las di-
una descarga rítmica unilateral con máxima amplitud en losferentes capas de neocorteza de este tipo de pacientes. 
electrodos cigomáticos y en los temporales anteriores o me-

A pesar de que los estudios de muerte celular resultan dios como primer cambio electrográfico. 
contradictorios, evidencias recientes sustentan que la apop­
tosis puede ser el mecanismo de muerte neuronal en la 

Resonancia magnética nuclear (RMN)ELT13-22. Se han reportado alteraciones en la familia de pro­
teínas Bcl-2 y en el clivaje de pro-caspasas 1 y 32 3, así como s e 

Se evaluaron por RMN todos los pacientes antes y des-han detectado varios marcadores de muerte celular apoptó­
pués de la cirugía. Los estudios se realizaron en un equipotica en diferentes modelos experimentales de epilepsia24-26. 
de resonancia magnética Magnetom Symphony Siemens deOtros autores no confirman tal fenómeno y sustentan que 
1.5 Tesla. El preprocesamiento se realizó en una estación de la muerte neuronal inducida por un estatus epiléptico no es
 

apoptótica, sino necrótica6,27,28. 
 trabajo Dual Pentium III interconectada al equipo. 

Se definió en las imágenes de RMN la esclerosis hipo-Los estudios realizados en modelos experimentales han 
campal si se cumplían los siguientes parámetros: atrofiasugerido que las crisis convulsivas producen muerte celular
 

con características bioquímicas y morfológicas de apopto­ unilateral (comparando el hemisferio derecho con el iz­
sis14,18,26,29,30; sin embargo, la relación entre la muerte celu­ quierdo), pérdida de la estructura morfológica interna en las 

imágenes de RMN, incremento de la señal en las imágeneslar en modelos experimentales de epilepsia en los cuales es 
ponderadas en T2 (TR: 4110 ms; TE: 105 ms; FA: 90o) y FLAIRposible modular la duración e intensidad de las crisis y la 
(Fluid Attenuated Invertion Recovery: TR: 8000 ms; TE: 122muerte celular en humanos epilépticos permanece aún por
 

establecer.
 ms; TI: 110 ms; FA: 90o) y disminución de la señal en las 
imágenes ponderadas en T1 (TR: 530 ms; TE: 14 ms; FA: 90o). 
Se dispuso de las imágenes obtenidas y el informe emitidoEl principal objetivo de este trabajo fue evaluar la pér­
por dos especialistas en radiología sin conocimiento previodida neuronal y examinar diferentes marcadores apoptóti­
del cuadro clínico.
cos en tejido neocortical de pacientes con ELTRF a los cuales 4 0 
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Tratamiento antiepiléptico	 lución de fosfato (SBF: 0,1 M; pH: 7,4) que contenía el 4% de 
paraformaldehído y el 0,2% de glutaraldehído durante 2 días a 

Los pacientes estudiados no respondieron a los medica- 4 oC. Posteriormente fueron sumergidos en solución creciente 
mentos anticonvulsivantes utilizados al menos durante 2 años de sacarosa (15, 20, 25 y 30%) 2 y 24 h en el caso de la solu­
previos a la cirugía. El fármaco más usado fue la carbamazepina ción del 30%. Los fragmentos de tejido fueron congelados a 
y como segundo fármaco se utilizó el valproato de magnesio. –70 oC y posteriormente cortados en secciones de 10 µm 

(Criostato Leitz, 1720, Alemania) y las secciones se colocaron 
Este estudio fue aprobado por el Comité Científico y de en láminas gelatinizadas que fueron conservadas a 4 oC. 

Ética del Centro Internacional de Restauración Neurológica 
(Ciudad de La Habana, Cuba) y cada paciente dio su consen­
timiento informado por escrito.	 Inmunohistoquímica para anexina V, 

caspasa 3 y 8, bcl-2 y p53 
Los hallazgos clínicos y patológicos de los pacientes es­

tán representados en la tabla 1. El tiempo medio de dura- Las secciones de tejido fueron bloqueadas e incubadas con 
ción de la epilepsia fue de 21,75±9,4 años. En tres de los los diferentes marcadores apoptóticos de acuerdo con las ins­
pacientes el hemisferio operado fue el derecho. En todos los trucciones de cada fabricante. Los marcadores utilizados fue-
pacientes se evidenció la presencia de esclerosis mesial por ron: anexina V, caspasa 3, caspasa 8, p53 y bcl-2 (Santa Cruz 
RMN y tenían más de cinco crisis por mes antes de la ciru- Biotechnology, CA, EE.UU.). Para la inmunodetección de los an­
gía. En el período comprendido entre los 6 meses y el año ticuerpos contra anexina V, p-53, bcl-2, caspasa 3 y caspasa 8 
posterior a la cirugía ningún paciente presentó crisis. El se utilizó un anticuerpo conjugado con IFTC (Zymed Laborato­
diagnóstico neuropatológico evidenció distrofia cortical fo- rios Inc. San Francisco, EE.UU.), mientras que la inmunodetec­
cal en cinco pacientes para un porcentaje de casos con pa- ción de sinaptofisina se realizó mediante un anticuerpo conju­
tología dual del 62,5%; para este diagnóstico se siguió la gado con Alexa Fluor 647 (Lab. Mol. Probes, Oregon, EE.UU.). En 
clasificación de Palmini et al.31 . todos los casos en una misma sección se evaluó la immuno­

detección del marcador apoptótico y la inmunoexpresión a la 
sinaptofisina. Los núcleos fueron visualizados por la contratin-

Obtención y preparación del tejido sión con ioduro de propidio. Todas las secciones fueron exami­
nadas en un microscopio confocal (Bio-Rad, UK) y cada lámina 

Las muestras de neocorteza adyacente al hipocampo de fue examinada por dos especialistas (SO y LL). 
los pacientes fueron obtenidas en el momento de la cirugía 
y la resección del foco epiléptico fue realizada por medio de 
lobectomías temporales estándar ajustadas por electrocorti- Inmunohistoquímica para la proteína 
cografía. acídica gliofibrilar (PAGF) 

El tejido resecado fue inmediatamente lavado con solu- Las secciones fueron inmunoteñidas con un anticuerpo 
ción salina al 0,9% a 4 oC y posteriormente fijados en una so- anti-PAGF (Zymed, EE.UU.); como secundario se utilizó an-

Tabla 1 Sumario de datos clínicos de los pacientes con epilepsia del lóbulo temporal refractarios 
a fármacos. Todos los casos presentaron esclerosis mesial y fueron sometidos a lobectomías 
estándar ajustadas por electrocorticografía 

No. 
Edad 
(años) 

Tiempo de evolución 
de las crisis 

(años) 
Sexo Tipo de crisis 

Hemisferio 
operado 

Resultados 
histopatológicos 

Escala Engel 
(1-2 años 
poscirugía) 

1 37 9 F CPC, GS I DNC, CE, NH, gliosis Ia-Id 
2 49 34 F CPC D DNC, CE, DCF tipo 1A Ia-Ib 
3 38 28 F CPC D DNC, CA, gliosis Ia-IIa 
4 34 28 M CPC, GS I DNC, gliosis, DCF tipo 1B Ib-Ia 
5 52 26 M CPC I DNC, CE, DCF tipo 1A Ia* 
6 25 25 F CPC, TCG I Glíosis, DNC, NH IIa* 
7 25 15 F CPC I DCF tipo 1A I* 
8 30 9 F CPC, TCG D DNC, DCF tipo 1A Ia* 

CA: cuerpos amiláceos; CE: cambios espongiformes; CPC: crisis parciales complejas; D: derecho; DCF: displasia cortical focal; DNC: daño neuronal crónico. 
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ti-ratón biotinilado y estreptavidina-biotina y como cro­
mógeno 3,3 diaminobenzidina (Sigma, EE.UU.). Los núcleos 
fueron visualizados por medio de la contratinsión con he-
m a t o x i l i n a . 

Fragmentación del ADN 

La fragmentación del ADN fue detectada in situ con un 
kit que contiene deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT, 
TUNEL, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alema­
nia). Inicialmente las secciones fueron incubadas con pro­
teinasa K durante 15 min a temperatura ambiente, luego 
con una solución permeabilizadora (0,1% triton × 100; 0,1% 
citrato de sodio) por 2 min a 4 oC y posteriormente se lavó 
con SBF y se le adicionó la mezcla de solución TUNEL de 
acuerdo a las indicaciones del fabricante. Las secciones fue­
ron incubadas 60 min a 37 oC, lavadas tres veces con SBF y 
examinadas en un microscopio de fluorescencia (excitación 
456-500 nm y detección 515-565 nm, Leizt, Alemania). Se 
contrastó con ioduro de propidio. Se utilizó como solución 
de montaje Vectachield (Vector Laboratorios, CA, EE.UU.). 

Histopatología 

Las secciones de tejido para el estudio estereológico 
fueron teñidas con cresil violeta. El número de neuronas fue 
cuantificado en las capas II-III, IV y V-VI; no fue analizada la 
capa I. Las neuronas corticales se identifican principalmente 
por su perfil y la presencia de un pequeño nucléolo; se des­
cartan las células gliales, las que presentan un perfil nuclear 
pequeño, de forma irregular. 

El número de neuronas fue cuantificado a través del 
método fraccionario3 2, que consiste en contar neuronas en 
disectores ópticos de una muestra sistemáticamente uni­
forme y que constituye una fracción de volumen de la re­
gión cerebral que va a ser analizada. Este método se realizó 
en cortes de 20 µm, los cuales se montaron todos en serie y 
se analizó sólo un corte de cada serie (10 series en total). 
La fracción de muestreo (fm) será entonces 1/10. Se tomó 
la fracción de volumen de cada área fva = área (cuadro)/ 
área (x, y), que corresponderá al área de contaje (0,460 × 
0,600 mm); éste es un corte óptico obtenido a través de la 
computadora. La altura del disector (a) es relativo al espe­
sor del corte (e), a/e. El número de neuronas se calculó apli­
cando la siguiente formula: N = _Q- (e/a)(1/fva)(1/fm), d o n-
de Q- es el número de neuronas en una fracción de volumen 
conocida de cada área del tejido (notar que el volumen de 
toda la región nunca es estimado). Con el propósito de es­
tandarizar el contaje se usó la misma fracción de volumen 
para cada caso. 

Para la realización de este estudio se utilizaron las imá­
genes obtenidas en un microscopio Axiovert 100 M y un sis­
tema de análisis confocal LSM 510 expert de Zeizz (Ale­
mania). 

Análisis cuantitativo 

La inmunopositividad a los diferentes marcadores estu­
diados se realizó en secciones de neocorteza adyacente a hi­
pocampo. Sólo fueron contadas las secciones que tenían 
una inmunotinción consistente y se cuantificaron de 5 a 10 
secciones de cada paciente o control. Se calculó el porcen­
taje de células inmunopositivas a cada marcador (número 
de células inmunoreactivas por mm3) en relación con el nú­
mero de células teñidas con ioduro de propidio por mm3; el 
resultado se expresó como el porcentaje de células positivas 
para cada marcador. Todas las láminas fueron examinadas 
por dos especialistas (SO y LL). 

Análisis estadístico 

Todos los datos son expresados como la media ± el error 
estándar de la media (EEM). Se calculó el porcentaje de células 
inmunopositivas a cada marcador estudiado (número de célu­
las inmunorreactivas por mm3) en relación con el número de 
células teñidas con ioduro de propidio por mm3. La compara­
ción del porcentaje de positividad para cada marcador entre 
muestras de corteza de epilépticos y controles se realizó por 
medio de una prueba no paramétrica de suma de rangos U de 
Mann-Whitney. Fue considerado estadísticamente significativo 
la diferencia con un valor de p<0,05. Todos los análisis estadís­
ticos fueron realizados con el procesador Statistical versión 6. 

RESULTADOS 

Contaje neuronal en corteza 
de pacientes con ELTRF 

Se observó una disminución estadísticamente significa­
tiva (p<0,05) (fig. 1) en el número de neuronas en la capa IV 

Capa IV 

100.000 

50.000 

0 

* 

0 

Figura 1 Comparación entre el número de neuronas 
en la capa IV de la neocorteza de pacientes con epilepsia del 
lóbulo temporal farmacorresistentes (n=8) y de un grupo 
control pareado en edad (n=5). La densidad de neuronas es ­
tá expresada como el conteo de células por milímetro cúbi ­
co. Prueba Mann-Whitney. *p<0,05. 
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Capa IV100 

80 

60 
** 

40 

20 

0 

Figura 2 Comparación entre el porcentaje de célu ­
las inmunoreactivas a la sinaptofisina en la capa IV de neo ­
corteza de pacientes con epilepsia del lóbulo temporal far ­
macorresistentes (n=8) y un grupo control pareado en edad 
(n=5). El porcentaje de células sinaptofisina+ se calculó en
 
relación con el total células teñidas con ioduro de propidio Figura 3
 Fotografía de tejido neocortical de un pa ­
por mm3 visualizadas por doble tinción y microscopia confo - ciente con epilepsia del lóbulo temporal refractaria a fármacos. 
cal. La comparación se realizó mediante una prueba no pa - Inmunoperoxidasa y contratinción con hematoxilina (40 ) . 
ramétrica de Mann-Whitney. **p<0,01. 

los casos se evaluó el marcaje con sinaptofisina conjunta-
de la neocorteza de los pacientes con ELTRF al ser compara- mente con la tinción con ioduro de propidio que permitió
das con el grupo control. No se evidenciaron cambios en las visualizar el total de células. 
capas II-III y V-VI. 

Se observó un incremento del porcentaje de células 
anexina V+ en la capa IV de neocorteza de los pacientes (fig. 6 ) ;

Inmunohistoquímica a sinaptofisina y a PAGF no se apreciaron cambios para este marcador en las capas 
neocorticales restantes. 

Se detectó una disminución del porcentaje de células si­
naptofisina positivas en la capa IV de neocorteza de los pa­
cientes al ser comparada con el tejido control (p<0,05) (fig. 2) , 50 

Pacientesresultado que se corresponde con el contaje neuronal realiza­ ** 
* Controlesdo en las secciones teñidas con cresil de violeta. En las capas 40 

II-III y V-VI no se observaron cambios en este marcador. 

30La figura 3 muestra la inmunopositividad a la PAGF en 
el tejido neocortical de los pacientes evaluados, donde se 
aprecia la presencia de numerosas células astrogliales. 20 

Estudio in situ de fragmentación del ADN 
10 

0El porcentaje de las células inmunopositivas para TUNEL 
en las diferentes capas de neocorteza adyacente al hipo-

Figura 4 Comparación entre el porcentaje de célu ­campo de pacientes con ELTRF mostró un incremento esta-
las TUNEL+ en las diferentes capas de neocorteza (capas II­dísticamente significativo en las capas II-III y IV de los pa-
III, IV y V-VI) de pacientes con epilepsia del lóbulo temporalcientes al ser comparado con el tejido control (figs. 4 y 5). 
resistente a fármacos (n=8) y un grupo control pareado en No se evidencian cambios estadísticamente significativos 
edad (n =5). El porcentaje de células TUNEL+ se calculó enpara este marcador en las otras capas de corteza (V-VI). 
relación con el total de células teñidas con ioduro de propi ­
dio por mm3 visualizadas por doble tinción y microscopía 
confocal. En las capas II-III y IV de neocorteza existe un in ­Expresión de marcadores de muerte apoptótica 
cremento significativo del porcentaje de células TUNEL+. La 
comparación entre epilépticos y controles se realizó median ­

En las secciones de corteza temporal se evaluó la inmu­
te una prueba no paramétrica de Mann-Whitney. *p<0,05: 

nopositividad a diferentes marcadores apoptóticos, entre **p<0,01. 
ellos: anexina V, bcl-2, p53, caspasa 3 y caspasa 8. En todos 0 7 
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CONTROL 

PACIENTE 

Figura 5 Imagen confocal de la capa IV de neocorteza de un sujeto control y de un paciente que ilustra la inmunodetec ­
ción de células TUNEL+ (verde) doblemente marcadas con sinaptofisina (azul) y contrateñidas con ioduro de propidio (rojo). Se ob ­
serva una mayor inmunodetección de células TUNEL + en el tejido del paciente. Notar que las células TUNEL+ del paciente coinci ­
den con las sinaptofisina+. 

El porcentaje de células inmunoreactivas a la caspasa 3 
y 8, bcl-2 y p53 no mostró diferencias estadísticamente sig­
nificativas en ninguna de las capas de neocorteza estudia­
das de los pacientes con ELTRF al ser comparadas con el 
grupo control. 

Con el propósito de evaluar la relación entre la pérdida 
neuronal observada en la capa IV y los marcadores de muer­
te estudiados se correlacionaron estos parámetros (correla­
ción de Pearson) y se pudo apreciar que la pérdida neuronal 
evaluada por el contaje estereológico (tinción violeta de 
cresil) se correlaciona con el incremento de la positividad a 
los marcadores TUNEL+ y anexina+ (fig. 7). No se observóFigura 6 Comparación entre el porcentaje de célu ­
correlación para el resto de los marcadores apoptóticoslas inmunoreactivas a anexina V en las diferentes capas de 
(bcl-2, p53 y caspasas 3 y 8).neocorteza (capas II-III, IV y V-VI) de pacientes con epilepsia
 

del lóbulo temporal farmacorresistentes (n = 8) y un grupo
 
control pareado en edad (n=5). El porcentaje de células ane ­
xina-V+ se calculó en relación con el total de células teñidas
 DISCUSIÓN
con ioduro de propidio por mm3 visualizadas por doble tin ­
ción y microscopía confocal. En la capa IV de neocorteza
 

Los resultados del contaje neuronal por capas en neo-existe un incremento significativo del porcentaje de células 
corteza de pacientes con ELTRF revelaron una disminuciónanexina-V+. La comparación entre epilépticos y controles se 
significativa en el número neuronal en la capa IV, resultadorealizó mediante una prueba no paramétrica de Mann­
sustentado además por la baja inmunodetección al marca-Whitney. **p<0,01. 
dor sinaptofisina+. Esta disminución neuronal se correlacio­
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Figura 7 Correlación entre el conteo neuronal (tinción con Cresil violeta) y el porcentaje de células TUNEL+ (A) y anexina
 
V+ (B) en la capa IV de neocorteza. Existe una correlación negativa entre el conteo neuronal y el porcentaje de células inmunopo ­
sitivas a los dos marcadores de muerte celular evaluados. Correlación de Pearson (A: r=–0,6313; B: r=–0,8368; p<0,05).
 

na con el incremento de la inmunopositividad tanto a la TUNEL. En estas capas no se evidenció una disminución del 
anexina V como al TUNEL en esta capa neocortical. número de neuronas ni del porcentaje de la sinaptofisina, 

hechos que nos hacen pensar en que la muerte detectada 
Motivo de controversia ha sido la existencia de otras no sea neuronal y sea a expensas de otros tipos celulares co­

zonas afectadas diferentes a las regiones mesiales en la mo las células gliales. Es importante tener en cuenta que 
ELTRF12; hasta el momento la pérdida neuronal se describe nuestros pacientes mostraron una alta positividad a la PAGF 
fundamentalmente en hipocampo y giro dentado33-36, así hecho que habla a favor de la presencia de gliosis en estos 
como en amígdala, corteza entorrinal, tálamo y cerebelo. casos. Este resultado concuerda con el reporte de De Felipe 
Sin embargo, nuestros resultados apoyan la existencia de et al., que describen como uno de los hallazgos neuropato­
daño neuronal en la capa IV de neocorteza adyacente al hi- lógicos en la epilepsia del lóbulo temporal la presencia de 
pocampo. Esta capa está conformada por interneuronas ga- una extensa gliosis12. 
baérgicas, neuronas especialmente sensibles al daño, y a ella 
llegan aferencias de tipo glutamatérgicas que permiten ex- Las células necróticas pueden mostrar fragmentación 

del ADN49,50-54 y tinción TUNEL+25,27,51,53,55,56, marcador es­plicar la ocurrencia de procesos de muerte por excitotoxici­
dad. Este hallazgo nos da la posibilidad de dilucidar una de te ultimo que en sus inicios se pensó que era específico para 
las grandes interrogantes de la cirugía de la epilepsia, que es apoptosis y que en la actualidad se conoce como indicativo 
la razón por la cual cuando no se reseca la corteza adyacen- de ambos procesos de muerte: necrosis y apoptosis22,25,27. 
te al hipocampo los resultados de la cirugía suelen ser me- En nuestro estudio no es posible descartar que la positividad 
nos satisfactorios. al TUNEL encontrada en la neocorteza esté relacionada con 

ambos procesos de muerte. Esto está sustentado por la no 
Para varios autores la necrosis es el mecanismo domi- observación de inmunomarcaje al resto de los marcadores 

nante por el cual una célula muere después de una crisis apoptóticos estudiados (bcl-2, caspasas 3 y 8 y p53). 
epiléptica37-41, mientras que otros afirman que la pérdida 
neuronal después de las crisis epilépticas puede deberse a Nuestros resultados con TUNEL en neocorteza muestran 
un mecanismo activo de muerte apoptótica39,42. Estos últi- diferencias con los encontrados en hipocampo por Uysal et 
mos encuentran que diferentes clases de proteínas regula- al.6, así como por Henshall et al.57. Esta diferencia probable-
doras de este proceso son activadas por convulsiones, entre mente se deba a que son estructuras con diferente papel en 
ellas las caspasas, los receptores de muerte y las proteínas la generación de las crisis, donde el hipocampo es la zona de 
de la familia del Bcl-243-48, mientras que otros resultados origen y la neocorteza adyacente participa fundamental­
avalan la presencia de un patrón de fragmentación del ADN mente en la propagación de las mismas, por consiguiente la 
y cambios estructurales predictivos de muerte celular apop- exposición al daño excitotóxico es diferente. 
tótica18,26,29. 

Un número de familias de genes controlan la muerte 
La alta positividad a TUNEL en la neocorteza, específi- celular programada, entre ellas se incluye la familia del Bcl-2, 

camente en las capas II-III y IV encontrada en nuestro tra- en la que el bcl-2 y el bcl-xL suprimen la muerte celular y el 
bajo, se apoya en el hecho de la constatación en nuestros bax la induce58. Por otro lado, las caspasas, familia de pro-
pacientes, de un alto porcentaje de casos con patología dual teasas efectoras, donde específicamente la caspasa 3 ha mos­
(62%). Es importante comentar que en este estudio no se trado mediar la muerte neuronal en modelos experimenta-
detectó pérdida neuronal en la capa II-III y sí positividad al les de daño cerebral59-63. En relación con estos marcadores 0 9 
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apoptóticos se ha descrito en modelos experimentales de la necrosis o lisis celular75. Los pasos intermedios que se 
epilepsia la activación de la caspasa 3 y sobrerregulación de plantean serían los siguientes: a) la muerte celular progra­
la expresión de bcl-215,16,29,64. mada similar a la apoptosis; b) la muerte celular indepen­

diente de caspasas, y c) la muerte celular programada simi-
Contradictoriamente, nuestros resultados no muestran lar a la necrosis. Especialmente este criterio es importante 

cambios en la inmunodetección para bcl-2, p53 y caspasas 3 en el análisis de la muerte celular que ocurre en procesos 
y 8 en los pacientes epilépticos al ser comparados con el te- neurológicos76. 
jido de sujetos fallecidos por causas no neurológicas. Nues­
tros resultados coinciden con Fujikawa et al., los que recien- De igual forma se sugiere que muchos modelos experi­
temente afirman que no se activan vías de muerte celular mentales de daño isquémico, convulsiones y excitotoxicidad 
programada dependiente de caspasas en la pérdida neuro- llevan a la muerte celular tanto por mecanismos necróticos 
nal inducida por convulsiones generalizadas en un modelo como por mecanismos apoptóticos y que es posible observar 
de inducción de estatus epiléptico por litio-pilocarpina en formas morfológicas intermedias características de ambos 

procesos13,18,26,56ratas65. Estos autores, con anterioridad, evidenciaron que el . 
estatus epiléptico induce muerte necrótica y no apoptótica 

Este tipo de estudio presenta ciertas limitaciones quey que la misma está asociada con fragmentación del ADN. 
deben ser consideradas a la hora de interpretar nuestros re-Reportaron que no se activa la caspasa-3 en diferentes re­
sultados. A pesar de que nuestra muestra de tejido de falle­giones cerebrales con necrosis neuronal inducida por el es­
cidos fue pareada en edad y sexo con el grupo de pacientestatus epiléptico y que la inhibición de la caspasa durante el 
epilépticos estudiados y los sujetos no presentaban enfer­estatus no es neuroprotectora66. De igual forma los trabajos 
medades neurológicas, los últimos no reflejan la posiblesde Ananth y Puig describen que no se produce activación de 
efectos de la medicación con anticonvulsivantes o los efec­la caspasa-3 en hipocampo y corteza entorrinal41,67. 
tos de la cirugía y/o anestesia. 

Otro resultado constatado en nuestro estudio fue la in-
Otro aspecto importante a tener en cuenta en los estu­munoreacción aumentada a la anexina V en la capa IV neo-

dios de muerte celular en humanos es que en la mayoría decortical; este hecho habla a favor de la presencia de células 
los pacientes fallecidos es común observar una comorbili­que inician el proceso de muerte apoptótica en este tejido. 
dad con enfermedades diferentes a la neurológica de interésTodos estos hallazgos nos hacen pensar que la muerte obser­
como pueden ser sepsis y deshidratación. El grado de hipo­vada en esta zona neocortical de ser por un mecanismo apop­
xia durante el proceso de muerte y en muchos casos el esta­tótico sería por una vía no dependiente de las caspasas. 
do del eje hipotálamo-pituitario-adrenal con los efectos de 
esteroides puede afectar los niveles de apoptosis detectadosApoyando este planteamiento se encuentran los resul­
en el tejido post mortem75. Es importante considerar que entados que describen la activación de calpaína después de 
la muestra de tejido control de este estudio no fueron in-crisis epilépticas68,69, de igual forma se plantea la activación 
cluidos sujetos fallecidos que hubieran tenido tratamientode las catepsinas, las que emergen como potentes mediado-
con esteroides y que las diferencias en el tratamiento de lasres de muerte en procesos de daño neuronal70; específica-
muestras de tejido en este estudio fueron las mínimas.mente se describe la activación de las catepsinas en la
 

muerte neuronal mediada por convulsiones/excitotoxi-
 En resumen, nuestros resultados muestran la existencia 
cidad71. Otra vía no dependiente de caspasas sería a través de una correlación entre la disminución del número neuronal 
del factor inhibidor de la apoptosis, el que ha sido reciente- en la capa media de neocorteza de pacientes con ELTRF y el 
mente implicado en la muerte neuronal después de daños incremento de la inmunodetección con anexina-V y TUNEL. Lo 
cerebrales72. que habla a favor de la ocurrencia de un proceso de muerte 

neuronal en esta área cerebral que podría ser apoptótica por 
La muerte neuronal observada en nuestros resultados una vía no dependiente de caspasas, sin descartar la posibili­

entre otras causas podría estar relacionada con la exposi­ dad de muerte necrótica, ya que el marcador TUNEL+ está a s o­
ción prolongada a especies reactivas de oxígeno; en trabajos ciado a ambos tipos de muerte; valoramos también la posibili­
previos nuestro grupo de trabajo ha descrito la presencia de dad de la presencia de una fase intermedia o de continuidad 
un desbalance del sistema redox en estos pacientes73. entre ambos tipos de muerte. Estudios adicionales podrían cla­

rificar las bases de nuestros hallazgos. Estos hallazgos proveen 
Otra posibilidad sería la liberación por la mitocondria nuevas evidencias que podrían ayudar en el desarrollo de es-

del factor inhibidor de la apoptosis, que puede causar daño trategias neuroprotectoras dirigidas contra los procesos de 
cromosomal directamente74, y/o la liberación causada por muerte celular que se desencadenan en la epilepsia. 
especies reactivas de oxígeno de catepsinas lisosomales, que
 
pueden producir también un daño mitocondrial39.
 

BIBLIOGRAFÍA 
La clásica división entre apoptosis y necrosis ha sido 

discutida y se sugiere un modelo que habla de una continui- 1. Regesta G, Tanganelli P. Clinical aspects and biological bases of 
dad entre la vía clásica de apoptosis mediada por caspasas y drug resistant epilepsies. Epilepsy Res 1999;34:109-22. 10 0 



       

      

   

  

L. Lorigados Pedre, et al. Muerte neuronal en la neocorteza de pacientes con epilepsia del lóbulo temporal resistente a fármacos 

2.	 Cascino GD. Surgical treatment for epilepsy. Epilepsy Res 2004; 22. Fujikawa DG, Shinmei SS, Cai B. Kainic acid-induced seizures
 
60:179-86. produce necrotic, not apoptotic, neurons with internucleosomal
 

3.	 Schachter SC. Advances in the assessment of refractory epi- DNA cleavage: implications for programmed cell death mecha­
lepsy. Epilepsia 1993;34:S24-30. nisms. Neuroscience 2000;98:41-53.
 

4.	 Engel J, editor. Surgical treatment of the epilepsies. New York: 23. Henshall DC, Chen J, Simon RP. Involvement of caspase-3-like
 
Raven Press, 1993. protease in the mechanism of cell death following focally evo­

5.	 Jefferys JG. Hippocampal sclerosis and temporal lobe epilepsy: ked limbic seizures. J Neurochem 2000;74:1215-23.
 
cause or consequence? Brain 1999;122:1007-8. 24. Roux PP, Colicos MA, Barker PA, Kennedy TE. p75 neurotrophin
 

6.	 Uysal H, Cevik IU, Soylemezoglu F, Elibol B, Ozdemir YG, Evren- receptor expression is induced in apoptotic neurons after seizu­
kaya T, et al. Is the cell death in mesial temporal sclerosis apop- re. J Neurosci 1999;19:6887-96.
 
totic? Epilepsia 2003;44:778-84.	 25. Charriaut-Marlangue C, Ben-Ari Y. A cautionary note on the u s e 

7.	 Babb TL, Brown WJ. Pathological findings in epilepsy. En: Engel J, of the TUNEL stain to determine apoptosis. Neuroreport 1995;
 
editores. Surgical treatment of the epilepsies. New York: Raven
 7:61-4.
 
Press, 1987; p. 511-40.
 26. Sloviter R, Dean E, Sollas AL, Goodman JH. Apoptosis and necro­

8. Wieser HG. Selective amygdalohippocampectomy: indications sis induced in different hippocampal neuron populations by re­
and follow-up. Rev Neurol 1991;34:401-8.
 petitive perforant path stimulation in the rat. J Comp Neurol 

9. Wieser HG. Epilepsy surgery. Baillieres Clin Neurol 1996;5:849-75. 1996;366:516-33. 
10. Mayanagi Y, Watanabe E, Kaneko Y. Mesial temporal lobe epi­ 27. Fujikawa DG, Shinmei SS, Cai B. Lithium-pilocarpine-induced
 

lepsy: clinical features and seizure mechanism. Epilepsia 1996;
 status epilepticus produces necrotic neurons with internucleo­
37:57-60.
 somal DNA fragmentation in adult rats. Eur J Neurosci 1999; 

11. Alarcón G, García-Seoane JJ, Binnie CD, Martín-Miguel MC, Ju­ 11:1605-14.
 
ler J, Polkey CE, et al. Origin and propagation of interictal dis­ 28. Fujikawa DG, Shinmei SS, Cai B. Seizure-induced neuronal ne­
charges in the acute electrocorticogram. Implications for pa­ crosis: implications for programmed cell death mechanisms.

thophysiology and surgical treatment of temporal lobe epilepsy.
 Epilepsia 2000;41(Suppl. 6):S9-13.

Brain 1997;120:2259-82.
 29. Graham SH, Chen J, Stetler RA, Zhu RL, Jin KL, Simon RP. Ex­

12. DeFelipe-Oroquieta J, Arellano JI, Alonso L, Muñoz A. Neuropa­ pression of the proto-oncogene bcl-2 is increased in the rat
tología de la epilepsia del lóbulo temporal. Alteraciones prima­ brain following kainate-induced seizures. Restor Neurol Neu­
rias y secundarias de los circuitos corticales y epileptogenicidad.
 rosci 1996;9:243-50.

Rev Neurol 2002;34:401-8.
 

30. Zhang LX, Smith MA, Li XL, Weiss SR, Post RM. Apoptosis of hip­
13. Bengzon J, Kokaia Z, Elmér E, Nanobashvili A, Kokaia M, Lindvall O. pocampal neurons after amygdala kindled seizures. Mol Brain

Apoptosis and proliferation of dentate gyrus neurons after sin- Res 1998;55:198-208.
gle and intermittent limbic seizures. Proc Natl Acad Sci USA 

31. Palmini A, Najm I, Avanzini G, Babb T, Guerrini R, Foldvary­
1997;94:432-7. 

Schafer N, et al. Terminology and classification of the cortical
14. Filipkowski RK, Hetman M, Kaminska B, Kaczmarek L. DNA frag­

dysplasias. Neurology 2004;62:2-8.
mentation in rat brain after administration of kainate. Neurore­

32. West MJ. New stereological methods for counting neurons.
port 1994;5:1538-40. 

Neurobiol Aging 1993;14:275-85.
15. Gillardon F, Wickert H, Zimmermann M. Up-regulation of bax 

33. Margerison JH, Corsellis JAN. A clinical, electroencephalogra­and down-regulation of bcl2 is associated with kainate-induced 
phic and neurophatological study of the brain in epilepsy, with par­apoptosis in mouse brain. Neurosci Lett 1995;192:85-8. 
ticular reference to the temporal lobes. Brain 1966;89:499-530. 16. Gillardon F, Böttinger B, Schmitz B, Zimmermann M, Hossmann 

34. Falconer MA. Mesial temporal (Ammon’s horn) sclerosis as aKA. Activation of CPP-32 protease in hippocampal neurons fo­
common cause of epilepsy: etiology, treatment and prevention.
llowing ischemia and epilepsy. Molec Brain Res 1997;50:16-22.
 
Lancet 1974;2:767-70.
17. Liu W, Bi X, Tocco G, Baudry M, Schreiber SS. Increased expres­

35. Meldrum BS. Excitotoxicity and selective neuronal loss in epi­sion of cyclin D1 in adult rat brain following kainic acid treat­
lepsy. Brain Pathol 1993;3:405-412.
ment. Neuroreport 1996;7:2785-9. 

36. Babb TT, Pretorius JK. Pathologic substrates of epilepsy. En: Wy­18.	 Pollard H, Charriaut-Marlangue C, Cantagrel S, Represa A, Ro­
llie E, editor. The treatment of epilepsy: principles and practice.bain O, Monreau J, et al. Kainate-induced apoptotic cell death
 
Philadelphia: Lea and Febiger, 1993; p. 55-70.
in hippocampal neurons. Neuroscience 1994;63:7-18. 

19. Sakhi S, Bruce A, Sun N, Tocco G, Baudry M, Schreiber SS. p53 37. Ebert U, Brandt C, Loscher W. Delayed sclerosis, neuroprotection 
and limbic epileptogenesis after status epilepticus in the rat.induction is associated with neuronal damage in the central 
Epilepsia 2002;43(Suppl. 5):86-95.nervous system. Proc Natl Acad Sci USA 1994;91:7525-9. 

20. Sakhi S, Sun N, Wing L, Mehta P, Schreiber SS. Nuclear accumu- 38. Fujikawa DG. Confusion between neuronal apoptosis and acti­

lation of p53 protein following kainic acid-induced seizures. vation of programmed cell death mechanisms in acute necrotic
 

Neuroreport 1996;7:493-6. insults. Trends Neurosci 2000;23:410-1.
 

21.	 Tuunanen J, Lukasiuk K, Halonen T, Pitkanen A. Status epilepti- 39. Liou AK, Clark RS, Henshall DC, Yin XM, Chen J. To die or not to 
cus-induced neuronal damage in the rat amygdaloid complex: die for neurons in ischemia, traumatic brain injury and epilepsy: 
distribution, time-course and mechanisms. Neuroscience 1999; a review on the stress-activated signaling pathways and apop­
94:473-95. totic pathways. Prog Neurobiol 2003;69:103-42. 0 11 



     
     

    
    

  

L. Lorigados Pedre, et al. Muerte neuronal en la neocorteza de pacientes con epilepsia del lóbulo temporal resistente a fármacos 

40.	 Kubova H, Druga R, Lukasiuk K, Suchomelova L, Haugvicova R, 56. van Lookeren CM, Gill R. Ultrastuctural morphological changes 
Jirmanova I, Pitkanen A. Status epilepticus causes necrotic da- are not characterisitc of apoptotic cell death following focal 
mage in the mediodorsal nucleus of the thalamus in immature cerebral ischemia in the rat. Neurosci Lett 1996;213:111­
rats. J Neurosci 2001;21:3593-9.	 57. Henshall DC, Clark RS, Adelson PD, Chen M, Watkins SC, Simon RP. 

41.	 Puig B, Ferrer I. Caspase-3-associated apoptotic cell death in Alterations in bcl-2 and caspase gene family protein expression 
excitotoxic necrosis of the entorhinal cortex following intrape- in human temporal lobe epilepsy. Neurology 2000;55:250-7. 
ritoneal injection of kainic acid in the rat. Neurosci Lett 2002; 58. Adams JM, Cory S. The Bcl-2 protein family: arbiters of cell sur­
321:182-6. vival. Science 1998;281:1322-6. 

42. Bengzon J, Mohapel P, Ekdahl CT, Lindvall O. Neuronal apoptosis 59. Hara H, Friedlander RM, Gagliardini V, Ayata C, Fink K, Huang Z,
after brief and prolonged seizures. Prog Brain Res 2002;135:111-9. et al. Inhibition of interleukin 1-beta converting enzyme family

43. Henshall DC, Skradski SL, Lan JQ, Ren T, Simon RP. Increased proteases reduces ischemic and excitotoxic neuronal damage.
Bcl-w expression following focally evoked limbic seizures in the Proc Natl Acad Sci USA 1997;94:2007-12. 
rat. Neurosci Lett 2001;305:153-6. 

60. Yakovlev AV, Knoblach SM, Fan L, Fox gB, Goodnight R, Faden
44. Henshall DC, Araki T, Schindler CK, Lan JQ, Tiekoter KL, Taki W, 

AL. Activation of CPP32-like caspases contibutes to neuronal
Simon RP. Activation of Bcl-2-associated death protein and 

apoptosis and neurological dysfunction after traumatic brain
counter-response of Akt within cell populations during seizure­

injury. J Neurosci 1997;17:7415-24.
induced neuronal death. J Neurosci 2002;22:8458-65. 

61. Chen J, Nagayama T, Jin K, Stetler RA, Zhu RL, Graham SH, et al.45. Narkilahti S, Nissinen J, Pitkanen A. Administration of caspase 3 
Induction of caspase-3-like protease may mediate delayed neu­inhibitor during and after status epilepticus in rat: effect on 
ronal death in the hippocampus after transient cerebral ische­

neuronal damage and epileptogenesis. Neuropharmacology 
mia. J Neurosci 1998;18:4914-28.2003;44:1068-88. 

62. Namura S, Zhu J, Fink K, Endres M, Srinivasan A, Tomaselli KJ, et46.	 Morrison RS, Wenzel HJ, Kinoshita Y, Robbins CA, Donehower 
al. Activation and cleavage of caspase-3 in apoptosis inducedLA, Schwartzkroin PA. Loss of the p53 tumor suppresor gene 
by experimental cerebral ischemia. J Neurosci 1998;18:3659-68.protects neurons from kainate-induced cell death. J Neurosci
 

1996;16:1337-45.
 63.	 Schielke GP, Yang GY, Shivers BD, Betz AL. Reduced ischemic 
brain injury in interleukin-1 beta converting enzyme-deficient47.	 Roy M, Hom JJ, Sapolsky RM. HSV-mediated delivery of virally 
mice. J Cereb Blood Flow Metab 1998;18:180-5.derived anti-apoptotic genes protects the rat hippocampus 

from damage following excitotoxicity, but not metabolic dis- 64. Faherty CJ, Xanthoudakis S, Smeyne RJ. Caspase-3-depended 
ruption. Gene Ther 2002;9:214-9. neuronal death in the hippocampus following kainic acid treat­

48.	 Shinoda S, Skradski SL, Araki T, Schindler CK, Meller R, Lan JQ, et ment. Mol Brain Res 1999;70:159-63. 
al. Formation of a tumour necrosis factor receptor 1 molecular 65. Fujikawa DG, Shinmei SS, Zhao S, Aviles ER. Caspase-dependent 
scaffolding complex and activation of apoptosis signal-regula- programmed cell death pathways are not activated in generali­
ting kinase 1 during seizure-induced neuronal death. Eur J Neu- zed seizure-induced neuronal death. Brain Res 2007;1135: 
rosci 2003;17:2065-76. 206-18. 

49.	 Portera-Cailliau C, Price DL, Martin LJ. Excitotoxic neuronal 66. Fujikawa DG, Ke X, Trinidad RB, Shinmei SS, Wu A. Caspase-3 is 
death in the immaturebrain is an apoptosis-necrosis conti­ not activated in seizure-induced neuronal necrosis with inter­
nuum. J Comp Neurol 1997;378:70-87. nucleosomal DNA cleavage. J Neurochem 2002;83:229-40. 

50. Dong Z, Saikumar P, Weinberg JM, Venkatachalam MA. Internu­ 67. Ananth C, Tharmeem DS, Gopalakrishnakone P, Kaur C. Domoic 
cleosomal DNA clevage triggered by plasma membrane damage acid-induced neuronal damage in the rat hippocampus: chan­
during necrotic cell death. Involvement of serine but not cystei­ ges in apoptosis related genes (bcl-2, bax, caspase-3) and mi­
ne proteases. Am J Pathol 1997;151:1205-13. croglia response. J Neurosci 2001;66:177-90. 

51. Fujikawa DG, Cai B, Shinmei SS, Allen SG. Neuronal death from 68. Bi X, Chang V, Siman R, Tocco G, Baudry M. Regional di tribu­
kainic-acid-induced seizures is morphologically necrotic despite tion and time course of calpain activation following kainate-in­
«apoptotic» biochemical features. Soc Neurosci Abstr 1998;23:757. duced seizure activity in adult rat brain. Brain Res 1996;726:

52. Gwag BJ, Koh JY, Demaro JA, Ying HS, Jacquin M, Choi DW. 98-108.
 
Slowly triggered excitotoxicity occurs by necrosis in cortical
 

69. Ong WY, Garey LTKKT. An immunocytochemical study of calpain
cultures. Neuroscience 1997;77:393-401. 

II in the hippocampus of rats injected with kainate. Exp Brain
53. Ishimaru MJ, Ikonomidou C, Tenkova TI, Der TC, Dikranian K, 

Res 1997;113:117-29.
Sesma MA, Olney JW. Dsitinguishing excitotoxic from apoptotic 

70. Yamashima T. Implication of cysteine proteases calpain, catep­neurodegeneration in the developing rat brain. J Comp Neurol 
sin and caspase in ischemic neuronal death of primate. Prog1999;408:461-76. 
Neurobiol 2000;62:273-95.54. Sohn S, Kim EY, Gwag BJ. Glutamate neurotoxicity in mouse 

71. Kitao Y, Ozawa K, Miyasaki M, Tamatani M, Kobayashi T, Tanagicortical neurons: atypical necrosis with DNA ladders and chro-
H, et al. Expression of the endoplasmic reticulum molecularmatin condensation. Neurosci Lett 1998;240:47-150. 
chaperon (ORP150) recues hippocampal neurons from glutama­55.	 Petito CK, Torres-Munoz T, Roberts B, Olarte J, Nowak TS, Pulsi­
te toxicity. J Clin Invest 2001;108:1439-50.nelli WA. DNA fragmentation follows delayed neuronal death in
 

CA1 neurons exposed to transient global ischemia in the rat. J
 72. Zhang X, Chen J, Graham SH, Du L, Kochanek PM, Draviam R, et 
al. Intranuclear localization of apoptotisis-induced factor (AIF)Cereb Blood Flow Metab 1997;17:967-76. 12 0 



L. Lorigados Pedre, et al. Muerte neuronal en la neocorteza de pacientes con epilepsia del lóbulo temporal resistente a fármacos 

and large scale DNA fragmentation after traumatic brain injury 74. Kuida K. Caspase 9. Int J Biochem Cell Biol 2000;32:121-4. 
in rats and in neuronal cultures exposed peroxynitrite. J Neuro- 75. Schmechel DE. Apoptosis in neurodegenerative disorders. En: 
chem 2002;82:181-91. Hannum YA, Boustany RM, editores. Apoptosis in neurobiology. 

73. López J, Gonzalez M, Lorigados L, Morales L, Riverón G, Bauzá Y. Washintong: CRC Press, 1999; p. 23-48. 
Oxidative estress markers in surgically treated patients with re- 76. Lee JM. Neuronal cell death in nervous system development, di­
fractory epilepsy. Clin Biochem 2007;40:292-8. sease and injury. Int J Mol Med 2001;7:455-78. 

0 13 


