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Introduccioén. La participacién de mecanismos de muerte
apoptética en la epilepsia del I6bulo temporal resistente a
farmacos (ELTRF) es un aspecto muy discutido en la actuali-
dad. Nosotros investigamos si existe pérdida neuronal y la
inmunodeteccidn a diferentes marcadores de muerte en te-
jido neocortical en ocho pacientes con ELTRF y como tejido
control se evaluaron cinco neocortezas de sujetos fallecidos
por causas no neuroldgicas, pareados en edad y sexo.

Métodos. La evaluacion de la pérdida neuronal se reali-
z6 por medio de un estudio estereoldgico y por técnica in-
munohistoquimica con el marcador sinaptofisina. Se evalué
la inmunopositividad a diferentes marcadores apoptoticos
(anexina V, caspasa 3 y 8, bcl-2 y p53), asi como la deteccién
de fragmentacion del &cido desoxirribonucleico (ADN) (TUNEL),
y se realizé en todos los casos un doble marcaje con sinap-
tofisina. Los resultados fueron evaluados por microscopia
confocal y analizados por el programa Zeiss LSM 5 Image
Browser, 2.80.1113 (Alemania).

Resultados. Se observd una disminucién estadistica-
mente significativa del nimero total de células (p<0,05), asi
como de las células sinaptofisina+ (p<0,01) en la neocorte-
za (capa IV) de los pacientes con ELTRF al ser comparados
con el tejido control. No mostraron diferencias significativas
los marcadores apoptoticos bcl-2, p53, caspasa 3 y 8 para
ninguna de las capas de neocorteza, mientras que si resultd
estadisticamente aumentado el nimero de células TUNEL+
(p<0,05) y anexina V+ (p<0,05) en la capa IV neocortical de
los pacientes.

Conclusiones. Este grupo de evidencias hablan a favor
de la existencia en la capa IV de neocorteza de una afecta-
cion en el nimero neuronal que se puede asociar a un proce-
so de muerte apoptética por una via no dependiente de cas-
pasas, sin que pueda ser descartada la muerte por necrosis.
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Neuronal death in the neocortex of drug
resistant temporal lobe epilepsy patients

Introduction. Participation of apoptotic death me-
chanisms in drug resistant temporal lobe epilepsy (DRTLE)
is currently under great debate. We have investigated if
there is neuronal loss and the immunodetection to diffe-
rent markers in neocortical tissue death in eigth patients
with DRTLE. The neocortexes of five patients deceased
due to non-neurological causes, paired in age and gen-
der were evaluated as control tissue.

Methods. The evaluation of neuronal loss was made
by means of a stereological study and with immunohis-
tochemical techniques with the synaptophysin marker.
Immunopositivity to different apoptotic markers (anne-
xin V, caspase 3 and 8, bcl-2 and p53) and detection of
deoxyribonucleic acid (DNA) fragmentation (TUNEL) were
analyzed and double labeling with synaptophysin was
performed in every case. The results were evaluated with
confocal microscope and analyzed with the Zeiss LSM 5
Image Browser Program, 2.80.1113 (Germany).

Results. A statistically significant decrease in the to-
tal number of cells (p<0.05) and the synaptophysin
cells+ (p<0.01) in the neocortex (layer 1V) of the patients
with DRTLE when compared with the control tissue was
found. No significant differences were found in the
apoptotic markers bcl-2, p53, caspase 3 and 8 for any of
the neocortex layers while there was a statistically signi-
ficant increase in the number of TUNEL cells+ (p<0.05)
and annexin V+ (p<0.05) in the neocortical layer IV of
the patients.

Conclusions. This group of evidence speaks in favor
of the existence of an effect on the neuronal number in
the neocortex layer 1V that may be associated with non-
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caspase dependent apoptotic death process, without being
able to rule out death by necrosis.

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

INTRODUCCION

Aproximadamente el 30% de los pacientes epilépticos
son refractarios a tratamiento médico?, presentando tanto
crisis repetidas durante periodos largos a pesar del trata-
miento a dosis altas, como también crisis persistentes aun
manteniendo una monoterapia tolerada al maximo o com-
binada con varios farmacos antiepilépticos?3. Dentro de las
epilepsias refractarias a tratamiento, la de mayor incidencia
es la epilepsia del I6bulo temporal (ELT), que clinicamente se
caracteriza por el desarrollo progresivo de convulsiones es-
pontaneas recurrentes de origen del I6bulo temporal®. El
hallazgo histopatol6gico mas prominente en la ELT refrac-
taria a farmacos (ELTRF) es la esclerosis temporal mesial®-?,
de ahi que se piense que la zona epileptogénica se localiza
en la formacion del hipocampo y no en areas 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-
liza el tratamiento quirlrgico en estos pacientes y no se re-
seca la zona de corteza lateral los resultados son menos
satisfactorios que cuando se realiza una lobectomia anterior
del l6bulo temporal®-12, Este hecho evidencia la existencia
de otras zonas epileptogénicas no detectadas en estructuras
no mesiales'?, siendo ésta una de las razones por las que en
este trabajo nos hemos propuesto estudiar la pérdida neu-
ronal y la posible presencia de muerte apoptoética en las di-
ferentes capas de neocorteza de este tipo de pacientes.

A pesar de que los estudios de muerte celular resultan
contradictorios, evidencias recientes sustentan que la apop-
tosis puede ser el mecanismo de muerte neuronal en la
ELT13-22, Se han reportado alteraciones en la familia de pro-
teinas Bcl-2 y en el clivaje de pro-caspasas 1 y 323, asi como se
han detectado varios marcadores de muerte celular apopté-
tica en diferentes modelos experimentales de epilepsia24-25,
Otros autores no confirman tal fenémeno y sustentan que
la muerte neuronal inducida por un estatus epiléptico no es
apoptotica, sino necrotica®27.28,

Los estudios realizados en modelos experimentales han
sugerido que las crisis convulsivas producen muerte celular
con caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas de apopto-
sis1418.26.29.30: sin embargo, la relacion entre la muerte celu-
lar en modelos experimentales de epilepsia en los cuales es
posible modular la duracién e intensidad de las crisis y la
muerte celular en humanos epilépticos permanece ain por
establecer.

El principal objetivo de este trabajo fue evaluar la pér-
dida neuronal y examinar diferentes marcadores apoptoti-
cos en tejido neocortical de pacientes con ELTRF a los cuales

se les realizaron lobectomias temporales estandar ajustadas
por electrocorticografia.

METODOS

Se estudiaron ocho pacientes diagnosticados como epi-
Iépticos con crisis parciales complejas refractarias a trata-
miento médico (seis del sexo femenino y dos masculinos;
edad media: 36,25+10,08 afios); los mismos fueron atendidos
en el Centro Internacional de Restauracién Neuroldgica. A los
pacientes se les realizé un examen fisico general y neurologico
completo, monitoreo V-EEF y evaluacion por resonancia mag-
nética buclear (equipo 1.5 T Magnetom Sinphony, SPECT).

Se utilizaron como tejido control cinco neocortezas ad-
yacentes a hipocampo provenientes de sujetos fallecidos
por causas no neuroldgicas que no mostraban anormalida-
des patoldgicas macroscopicas 0 microscépicas; el tiempo
medio de la obtencion del tejido fue de 3,2 h después del
fallecimiento. Los sujetos controles estudiados tenian el
mismo rango de edad que los pacientes (edad media: 39,4+
7,7 afios; dos masculinos y tres femeninos).

Sistema de registro V-EEG

Para el registro se utilizé el Sistema de Registro Digital
Video-EEG (STELLATE) y el programa Harmonie (Canadd). Se
utilizé el Sistema Internacional 10-20 de colocacion de
electrodos, incluyendo extracraneales adicionales a saber ci-
gomaticos (Cgl-2), temporales anteriores verdaderos (T1-2)
y supraorbitarios (SO1-2). Todos los pacientes mostraron
una descarga ritmica unilateral con méxima amplitud en los
electrodos cigomaticos y en los temporales anteriores o me-
dios como primer cambio electrografico.

Resonancia magnética nuclear (RMN)

Se evaluaron por RMN todos los pacientes antes y des-
pués de la cirugia. Los estudios se realizaron en un equipo
de resonancia magnética Magnetom Symphony Siemens de
1.5 Tesla. El preprocesamiento se realiz6 en una estacién de
trabajo Dual Pentium Il interconectada al equipo.

Se definié en las iméagenes de RMN la esclerosis hipo-
campal si se cumplian los siguientes parametros: atrofia
unilateral (comparando el hemisferio derecho con el iz-
quierdo), pérdida de la estructura morfoldgica interna en las
imagenes de RMN, incremento de la sefial en las iméagenes
ponderadas en T2 (TR: 4110 ms; TE: 105 ms; FA: 90°) y FLAIR
(Fluid Attenuated Invertion Recovery: TR: 8000 ms; TE: 122
ms; Tl: 110 ms; FA: 90°) y disminucion de la sefial en las
imagenes ponderadas en T1 (TR: 530 ms; TE: 14 ms; FA: 90°).
Se dispuso de las imagenes obtenidas y el informe emitido
por dos especialistas en radiologia sin conocimiento previo
del cuadro clinico.
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Tratamiento antiepiléptico

Los pacientes estudiados no respondieron a los medica-
mentos anticonvulsivantes utilizados al menos durante 2 afios
previos a la cirugia. El farmaco més usado fue la carbamazepina
y como segundo farmaco se utilizé el valproato de magnesio.

Este estudio fue aprobado por el Comité Cientifico y de
Etica del Centro Internacional de Restauracién Neurologica
(Ciudad de La Habana, Cuba) y cada paciente dio su consen-
timiento informado por escrito.

Los hallazgos clinicos y patoldgicos de los pacientes es-
tan representados en la tabla 1. El tiempo medio de dura-
cion de la epilepsia fue de 21,75+9,4 afios. En tres de los
pacientes el hemisferio operado fue el derecho. En todos los
pacientes se evidencié la presencia de esclerosis mesial por
RMN y tenian mas de cinco crisis por mes antes de la ciru-
gia. En el periodo comprendido entre los 6 meses y el afio
posterior a la cirugia ningin paciente presentd crisis. El
diagnostico neuropatolégico evidenci6 distrofia cortical fo-
cal en cinco pacientes para un porcentaje de casos con pa-
tologia dual del 62,5%; para este diagndstico se siguio la
clasificacion de Palmini et al.3L,

Obtencion y preparacion del tejido

Las muestras de neocorteza adyacente al hipocampo de
los pacientes fueron obtenidas en el momento de la cirugia
y la reseccion del foco epiléptico fue realizada por medio de
lobectomias temporales estandar ajustadas por electrocorti-
cografia.

El tejido resecado fue inmediatamente lavado con solu-
cion salina al 0,9% a 4 °C y posteriormente fijados en una so-

lucion de fosfato (SBF: 0,1 M; pH: 7,4) que contenia el 4% de
paraformaldehido y el 0,2% de glutaraldehido durante 2 dias a
4 °C. Posteriormente fueron sumergidos en solucion creciente
de sacarosa (15, 20, 25y 30%) 2 y 24 h en el caso de la solu-
cion del 30%. Los fragmentos de tejido fueron congelados a
—70 °C y posteriormente cortados en secciones de 10 pm
(Criostato Leitz, 1720, Alemania) y las secciones se colocaron
en laminas gelatinizadas que fueron conservadas a 4 °C.

Inmunohistoquimica para anexina V,
caspasa 3y 8, bcl-2 'y p53

Las secciones de tejido fueron bloqueadas e incubadas con
los diferentes marcadores apopt6ticos de acuerdo con las ins-
trucciones de cada fabricante. Los marcadores utilizados fue-
ron; anexina V, caspasa 3, caspasa 8, p53 y bcl-2 (Santa Cruz
Biotechnology, CA, EE.UU.). Para la inmunodeteccion de los an-
ticuerpos contra anexina V, p-53, bcl-2, caspasa 3 y caspasa 8
se utilizé un anticuerpo conjugado con IFTC (Zymed Laborato-
rios Inc. San Francisco, EE.UU.), mientras que la inmunodetec-
cién de sinaptofisina se realizé mediante un anticuerpo conju-
gado con Alexa Fluor 647 (Lab. Mol. Probes, Oregon, EE.UU.). En
todos los casos en una misma seccion se evalud la immuno-
deteccion del marcador apopt6tico y la inmunoexpresion a la
sinaptofisina. Los nucleos fueron visualizados por la contratin-
sién con ioduro de propidio. Todas las secciones fueron exami-
nadas en un microscopio confocal (Bio-Rad, UK) y cada lamina
fue examinada por dos especialistas (SO y LL).

Inmunohistoquimica para la proteina
acidica gliofibrilar (PAGF)

Las secciones fueron inmunotefiidas con un anticuerpo
anti-PAGF (Zymed, EE.UU.); como secundario se utilizé an-

Tabla 1 Sumario de datos clinicos de los pacientes con epilepsia del I6bulo temporal refractarios
a farmacos. Todos los casos presentaron esclerosis mesial y fueron sometidos a lobectomias
estandar ajustadas por electrocorticografia
Edad Tiempo de e\/_o!ucién . - Hemisferio Resultados Escala E~ngel
No. o de las crisis Sexo Tipo de crisis . . (1-2 afios
(afios) ~ operado histopatologicos L
(afios) poscirugia)
1 37 9 F CPC, GS | DNC, CE, NH, gliosis la-Id
2 49 34 F CPC D DNC, CE, DCF tipo 1A la-1b
3 38 28 F CPC D DNC, CA, gliosis la-lla
4 34 28 M CPC, GS | DNC, gliosis, DCF tipo 1B Ib-la
5) 52 26 M CPC | DNC, CE, DCF tipo 1A la*
6 25 25 F CPC, TCG | Gliosis, DNC, NH Ila*
7 25 15 F CPC | DCF tipo 1A I*
8 30 9 F CPC, TCG D DNC, DCF tipo 1A la*

CA: cuerpos amilaceos; CE: cambios espongiformes; CPC: crisis parciales complejas; D: derecho; DCF: displasia cortical focal; DNC: dafio neuronal crénico.
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ti-raton biotinilado y estreptavidina-biotina y como cro-
moégeno 3,3 diaminobenzidina (Sigma, EE.UU.). Los nlcleos
fueron visualizados por medio de la contratinsion con he-
matoxilina.

Fragmentacion del ADN

La fragmentacion 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 solucion permeabilizadora (0,1% triton ~ 100; 0,1%
citrato de sodio) por 2 min a 4 °C y posteriormente se lavo
con SBF y se le adicion6 la mezcla de solucién TUNEL de
acuerdo a las indicaciones del fabricante. Las secciones fue-
ron incubadas 60 min a 37 °C, lavadas tres veces con SBF y
examinadas en un microscopio de fluorescencia (excitacion
456-500 nm y deteccion 515-565 nm, Leizt, Alemania). Se
contrast6 con ioduro de propidio. Se utiliz6 como solucién
de montaje Vectachield (Vector Laboratorios, CA, EE.UU.).

Histopatologia

Las secciones de tejido para el estudio estereoldgico
fueron tefiidas con cresil violeta. El nimero de neuronas fue
cuantificado en las capas II-1ll, IV y V-VI; no fue analizada la
capa |. Las neuronas corticales se identifican principalmente
por su perfil y la presencia de un pequefio nucléolo; se des-
cartan las células gliales, las que presentan un perfil nuclear
pequefio, de forma irregular.

El nimero de neuronas fue cuantificado a través del
método fraccionario®?, que consiste en contar neuronas en
disectores Opticos de una muestra sistematicamente uni-
forme y que constituye una fraccién de volumen de la re-
gion cerebral que va a ser analizada. Este método se realizd
en cortes de 20 um, los cuales se montaron todos en serie y
se analiz6 s6lo un corte de cada serie (10 series en total).
La fraccion de muestreo (fm) sera entonces 1/10. Se tomé
la fracciéon de volumen de cada area fva = area (cuadro)/
area (x, y), que correspondera al area de contaje (0,460 °
0,600 mm); éste es un corte dptico obtenido a través de la
computadora. La altura del disector (a) es relativo al espe-
sor del corte (), a/e. El nimero de neuronas se calcul6 apli-
cando la siguiente formula: N = _Q- (e/a)(1/fva)(1/fm), don-
de Q- es el nimero de neuronas en una fraccion de volumen
conocida de cada area del tejido (notar que el volumen de
toda la regién nunca es estimado). Con el proposito de es-
tandarizar el contaje se us6 la misma fraccién de volumen
para cada caso.

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

Andlisis cuantitativo

La inmunopositividad a los diferentes marcadores estu-
diados se realizé en secciones de neocorteza adyacente a hi-
pocampo. Sélo fueron contadas las secciones que tenian
una inmunotincion consistente y se cuantificaron de 5 a 10
secciones de cada paciente o control. Se calculd el porcen-
taje de células inmunopositivas a cada marcador (nimero
de células inmunoreactivas por mm?3) en relacion con el ni-
mero de células tefiidas con ioduro de propidio por mm?; el
resultado se expres6 como el porcentaje de células positivas
para cada marcador. Todas las laminas fueron examinadas
por dos especialistas (SO y LL).

Andlisis estadistico

Todos los datos son expresados como la media =+ el error
estandar de la media (EEM). Se calcul6 el porcentaje de células
inmunopositivas a cada marcador estudiado (nimero de célu-
las inmunorreactivas por mmd) en relacion con el nimero de
células tefiidas con ioduro de propidio por mmé. La compara-
cién del porcentaje de positividad para cada marcador entre
muestras de corteza de epilépticos y controles se realizd por
medio de una prueba no paramétrica de suma de rangos U de
Mann-Whitney. Fue considerado estadisticamente significativo
la diferencia con un valor de p<0,05. Todos los analisis estadis-
ticos fueron realizados con el procesador Statistical version 6.

RESULTADOS

Contaje neuronal en corteza
de pacientes con ELTRF

Se observo una disminucion estadisticamente significa-
tiva (p<0,05) (fig. 1) en el nimero de neuronas en la capa IV

Capa IV
100.000 -
—
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>
¥  50.000
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Figura 1 l Comparacion entre el nimero de neuronas

en la capa IV de la neocorteza de pacientes con epilepsia del
I6bulo temporal farmacorresistentes (n=8) y de un grupo
control pareado en edad (n=5). La densidad de neuronas es -
ta expresada como el conteo de células por milimetro cubi -
co. Prueba Mann-Whitney. *p<0,05.



L. Lorigados Pedre, et al.

Muerte neuronal en la neocorteza de pacientes con epilepsia del I6bulo temporal resistente a farmacos

100 4 Capa IV
w804
=
< 60+
= *k
)
2 40

20

0 I T
Figura 2 | Comparacion entre el porcentaje de célu -

las inmunoreactivas a la sinaptofisina en la capa IV de neo -
corteza de pacientes con epilepsia del I6bulo temporal far -
macorresistentes (n=8) y un grupo control pareado en edad
(n=5). El porcentaje de células sinaptofisina+ se calculé en
relacion con el total células tefiidas con ioduro de propidio
por mmd visualizadas por doble tincién y microscopia confo -
cal. La comparacion se realiz6 mediante una prueba no pa -
ramétrica de Mann-Whitney. **p<0,01.

de la neocorteza de los pacientes con ELTRF al ser compara-
das con el grupo control. No se evidenciaron cambios en las
capas II-1ll'y V-VI.

Inmunohistoquimica a sinaptofisina y a PAGF

Se detectd una disminucién 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),
resultado que se corresponde con el contaje neuronal realiza-
do en las secciones tefiidas con cresil de violeta. En las capas
II-111'y V-VI no se observaron cambios en este marcador.

La 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.

Estudio in situ de fragmentacion del ADN

El porcentaje de las células inmunopositivas para TUNEL
en las diferentes capas de neocorteza adyacente al hipo-
campo de pacientes con ELTRF mostr6é un incremento esta-
disticamente significativo en las capas II-lll y IV de los pa-
cientes al ser comparado con el tejido control (figs. 4 y 5).
No se evidencian cambios estadisticamente significativos
para este marcador en las otras capas de corteza (V-VI).

Expresion de marcadores de muerte apoptética
En las secciones de corteza temporal se evalu6 la inmu-

nopositividad a diferentes marcadores apoptdticos, entre
ellos: anexina V, bcl-2, p53, caspasa 3 y caspasa 8. En todos

Figura 3 | Fotografia de tejido neocortical de un pa -
ciente con epilepsia del I6bulo temporal refractaria a farmacos.
Inmunoperoxidasa y contratincion con hematoxilina (40x).

los casos se evalud el marcaje con sinaptofisina conjunta-
mente con la tinciéon con ioduro de propidio que permitio
visualizar el total de células.

Se observé un incremento del porcentaje de células
anexina V+ en la capa IV de neocorteza de los pacientes (fig. 6);
no se apreciaron cambios para este marcador en las capas
neocorticales restantes.

50
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Figura 4 | Comparacion entre el porcentaje de célu -

las TUNEL+ en las diferentes capas de neocorteza (capas -

Ill, IV'y V-VI) de pacientes con epilepsia del I6bulo temporal

resistente a farmacos (n=8) y un grupo control pareado en

edad (n =5). El porcentaje de células TUNEL+ se calculé en

relacion con el total de células tefiidas con ioduro de propi -
dio por mm? visualizadas por doble tincién y microscopia

confocal. En las capas II-1Il y IV de neocorteza existe un in -
cremento significativo del porcentaje de células TUNEL+. La

comparacion entre epilépticos y controles se realizé6 median -
te una prueba no paramétrica de Mann-Whitney. *p<0,05:

**p<0,01.
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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 -

cion de células TUNEL+ (verde) doblemente marcadas con sinaptofisina (azul) y contratefiidas con ioduro de propidio (rojo). Se ob -
serva una mayor inmunodeteccién de células TUNEL + en el tejido del paciente. Notar que las células TUNEL+ del paciente coinci -

den con las sinaptofisina+.
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Figura 6 | Comparacion entre el porcentaje de célu -

las inmunoreactivas a anexina V en las diferentes capas de

neocorteza (capas II-ll, IV y V-VI) de pacientes con epilepsia

del I6bulo temporal farmacorresistentes (n=8) y un grupo

control pareado en edad (n=5). El porcentaje de células ane -
xina-V+ se calcul6 en relacion con el total de células tefiidas

con ioduro de propidio por mm? visualizadas por doble tin -
cién y microscopia confocal. En la capa IV de neocorteza

existe un incremento significativo del porcentaje de células

anexina-V+. La comparacion entre epilépticos y controles se

realiz6 mediante una prueba no paramétrica de Mann-

Whitney. *p<0,01.

El porcentaje de células inmunoreactivas a la caspasa 3
y 8, bcl-2 y p53 no mostré diferencias estadisticamente 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 propésito de evaluar la relacion entre la pérdida
neuronal observada en la capa IV y los marcadores de muer-
te estudiados se correlacionaron estos parametros (correla-
cion de Pearson) y se pudo apreciar que la pérdida neuronal
evaluada por el contaje estereoldgico (tincion violeta de
cresil) se correlaciona con el incremento de la positividad a
los marcadores TUNEL+ y anexina+ (fig. 7). No se observo
correlacion para el resto de los marcadores apoptéticos
(bcl-2, p53 y caspasas 3 y 8).

DISCUSION

Los resultados del contaje neuronal por capas en neo-
corteza de pacientes con ELTRF revelaron una disminucion
significativa en el nimero neuronal en la capa IV, resultado
sustentado ademés por la baja inmunodeteccion al marca-
dor sinaptofisina+. Esta disminucién neuronal se correlacio-
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Figura 7

| Correlacion entre el conteo neuronal (tincion con Cresil violeta) y el porcentaje de células TUNEL+ (A) y anexina

V+ (B) en la capa IV de neocorteza. Existe una correlacion negativa entre el conteo neuronal y el porcentaje de células inmunopo -
sitivas a los dos marcadores de muerte celular evaluados. Correlacion de Pearson (A: r=-0,6313; B: r=-0,8368; p<0,05).

na con el incremento de la inmunopositividad tanto a la
anexina V como al TUNEL en esta capa neocortical.

Motivo de controversia ha sido la existencia de otras
zonas afectadas diferentes a las regiones mesiales en la
ELTRF'2; hasta el momento la pérdida neuronal se describe
fundamentalmente en hipocampo y giro dentado33-36, asi
como en amigdala, corteza entorrinal, talamo y cerebelo.
Sin embargo, nuestros resultados apoyan la existencia de
dafio neuronal en la capa IV de neocorteza adyacente al hi-
pocampo. Esta capa esta conformada por interneuronas ga-
baérgicas, neuronas especialmente sensibles al dafio, y a ella
llegan aferencias de tipo glutamatérgicas que permiten ex-
plicar la ocurrencia de procesos de muerte por excitotoxici-
dad. Este hallazgo nos da la posibilidad de dilucidar una de
las grandes interrogantes de la cirugia de la epilepsia, que es
la razén por la cual cuando no se reseca la corteza adyacen-
te al hipocampo los resultados de la cirugia suelen ser me-
nos satisfactorios.

Para varios autores la necrosis es el mecanismo domi-
nante por el cual una célula muere después de una crisis
epiléptica®”-*!, mientras que otros afirman que la pérdida
neuronal después de las crisis epilépticas puede deberse a
un mecanismo activo de muerte apoptotica3®42, Estos (lti-
mos encuentran que diferentes clases de proteinas regula-
doras de este proceso son activadas por convulsiones, entre
ellas las caspasas, los receptores de muerte y las proteinas
de la familia del Bcl-243-48, mientras que otros resultados
avalan la presencia de un patron de fragmentacion del ADN
y cambios estructurales predictivos de muerte celular apop-
toticals 2629,

La alta positividad a TUNEL en la neocorteza, especifi-
camente en las capas II-Ill y IV encontrada en nuestro tra-
bajo, se apoya en el hecho de la constatacion en nuestros
pacientes, de un alto porcentaje de casos con patologia dual
(62%). Es importante comentar que en este estudio no se
detectd pérdida neuronal en la capa II-11l y si positividad al

TUNEL. En estas capas no se evidencié una disminucion del
nimero de neuronas ni del porcentaje de la sinaptofisina,
hechos que nos hacen pensar en que la muerte detectada
no sea neuronal y sea a expensas de otros tipos celulares co-
mo las células gliales. Es importante tener en cuenta que
nuestros pacientes mostraron una alta positividad a la PAGF
hecho que habla a favor de la presencia de gliosis en estos
casos. Este resultado concuerda con el reporte de De Felipe
et al.,, que describen como uno de los hallazgos neuropato-
I6gicos en la epilepsia del 16bulo temporal la presencia de
una extensa gliosis*2.

Las células necroticas pueden mostrar fragmentacion
del ADN4950-54 y tincion TUNEL+2527.51535556 marcador es-
te ultimo que en sus inicios se pensod que era especifico para
apoptosis y que en la actualidad se conoce como indicativo
de ambos procesos de muerte: necrosis y apoptosis?22527,
En nuestro estudio no es posible descartar que la positividad
al TUNEL encontrada en la neocorteza esté relacionada con
ambos procesos de muerte. Esto esta sustentado por la no
observacion de inmunomarcaje al resto de los marcadores
apoptoticos estudiados (bcl-2, caspasas 3y 8 y p53).

Nuestros resultados con TUNEL en neocorteza muestran
diferencias con los encontrados en hipocampo por Uysal et
al.b, asi como por Henshall et al®’. Esta diferencia probable-
mente se deba a que son estructuras con diferente papel en
la generacion de las crisis, donde el hipocampo es la zona de
origen y la neocorteza adyacente participa fundamental-
mente en la propagacion de las mismas, por consiguiente la
exposicion al dafio excitotoxico es diferente.

Un namero de familias de genes controlan la muerte
celular programada, entre ellas se incluye la familia del Bcl-2,
en la que el bel-2 y el bel-xL suprimen la muerte celular y el
bax la induce®®. Por otro lado, las caspasas, familia de pro-
teasas efectoras, donde especificamente la caspasa 3 ha mos-
trado mediar la muerte neuronal en modelos experimenta-
les de dafio cerebral®®-63, En relacion con estos marcadores
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apoptaticos se ha descrito en modelos experimentales de
epilepsia la activacion de la caspasa 3 y sobrerregulacién de
la expresion de bcl-21516:29.64,

Contradictoriamente, nuestros resultados no muestran
cambios en la inmunodeteccién para bcl-2, p53 y caspasas 3
y 8 en los pacientes epilépticos al ser comparados con el te-
jido de sujetos fallecidos por causas no neurologicas. Nues-
tros resultados coinciden con Fujikawa et al., los que recien-
temente afirman que no se activan vias de muerte celular
programada dependiente de caspasas en la pérdida neuro-
nal inducida por convulsiones generalizadas en un modelo
de induccién de estatus epiléptico por litio-pilocarpina en
ratas®. Estos autores, con anterioridad, evidenciaron que el
estatus epiléptico induce muerte necrética y no apoptética
y que la misma esta asociada con fragmentacion del ADN.
Reportaron que no se activa la caspasa-3 en diferentes re-
giones cerebrales con necrosis neuronal inducida por el es-
tatus epiléptico y que la inhibicion de la caspasa durante el
estatus no es neuroprotectora®, De igual forma los trabajos
de Ananth y Puig describen que no se produce activacion de
la caspasa-3 en hipocampo y corteza entorrinal#167,

Otro resultado constatado en nuestro estudio fue la in-
munoreaccion aumentada a la anexina V en la capa IV neo-
cortical; este hecho habla a favor de la presencia de células
que inician el proceso de muerte apoptdtica en este tejido.
Todos estos hallazgos nos hacen pensar que la muerte obser-
vada en esta zona neocortical de ser por un mecanismo apop-
tético serfa por una via no dependiente de las caspasas.

Apoyando este planteamiento se encuentran los resul-
tados que describen la activacion de calpaina después de
crisis epilépticas®85, de igual forma se plantea la activacion
de las catepsinas, las que emergen como potentes mediado-
res de muerte en procesos de dafio neuronal™; especifica-
mente se describe la activacion de las catepsinas en la
muerte neuronal mediada por convulsiones/excitotoxi-
cidad™. Otra via no dependiente de caspasas seria a través
del factor inhibidor de la apoptosis, el que ha sido reciente-
mente implicado en la muerte neuronal después de dafios
cerebrales’?.

La muerte neuronal observada en nuestros resultados
entre otras causas podria estar relacionada con la exposi-
cion prolongada a especies reactivas de oxigeno; en trabajos
previos nuestro grupo de trabajo ha descrito la presencia de
un deshalance del sistema redox en estos pacientes’s,

Otra posibilidad seria la liberacién por la mitocondria
del factor inhibidor de la apoptosis, que puede causar dafio
cromosomal directamente’, y/o la liberacion causada por
especies reactivas de oxigeno de catepsinas lisosomales, que
pueden producir también un dafio mitocondrial3.

La clasica divisién entre apoptosis y necrosis ha sido
discutida y se sugiere un modelo que habla de una continui-
dad entre la via clasica de apoptosis mediada por caspasas y

la necrosis o lisis celular™. Los pasos intermedios que se
plantean serian los siguientes: a) la muerte celular progra-
mada similar a la apoptosis; b) la muerte celular indepen-
diente de caspasas, y ) la muerte celular programada simi-
lar a la necrosis. Especialmente este criterio es importante
en el andlisis de la muerte celular que ocurre en procesos
neurol6gicos’®.

De igual forma se sugiere que muchos modelos experi-
mentales de dafio isquémico, convulsiones y excitotoxicidad
llevan a la muerte celular tanto por mecanismos necréticos
€OMO por mecanismos apoptoticos y que es posible observar
formas morfoldgicas intermedias caracteristicas de ambos
procesos!318.26.56

Este tipo de estudio presenta ciertas limitaciones que
deben ser consideradas a la hora de interpretar nuestros re-
sultados. A pesar de que nuestra muestra de tejido de falle-
cidos fue pareada en edad y sexo con el grupo de pacientes
epilépticos estudiados y los sujetos no presentaban enfer-
medades neuroldgicas, los Ultimos no reflejan la posibles
efectos de la medicacion con anticonvulsivantes o los efec-
tos de la cirugia y/o anestesia.

Otro aspecto importante a tener en cuenta en los estu-
dios de muerte celular en humanos es que en la mayoria de
los pacientes fallecidos es comun observar una comorbili-
dad con enfermedades diferentes a la neurolégica de interés
como pueden ser sepsis y deshidratacion. El grado de hipo-
xia durante el proceso de muerte y en muchos casos el esta-
do del eje hipotalamo-pituitario-adrenal con los efectos de
esteroides puede afectar los niveles de apoptosis detectados
en el tejido post mortem’, Es importante considerar que en
la muestra de tejido control de este estudio no fueron in-
cluidos sujetos fallecidos que hubieran tenido tratamiento
con esteroides y que las diferencias en el tratamiento de las
muestras de tejido en este estudio fueron las minimas.

En resumen, nuestros resultados muestran la existencia
de una correlacion entre la disminucion del nimero neuronal
en la capa media de neocorteza de pacientes con ELTRF y el
incremento de la inmunodeteccion con anexina-V y TUNEL. Lo
que habla a favor de la ocurrencia de un proceso de muerte
neuronal en esta area cerebral que podria ser apoptdtica por
una via no dependiente de caspasas, sin descartar la posibili-
dad de muerte necrotica, ya que el marcador TUNEL+ esta aso-
ciado a ambos tipos de muerte; valoramos también la posibili-
dad de la presencia de una fase intermedia o de continuidad
entre ambos tipos de muerte. Estudios adicionales podrian cla-
rificar las bases de nuestros hallazgos. Estos hallazgos proveen
nuevas evidencias que podrian ayudar en el desarrollo de es-
trategias neuroprotectoras dirigidas contra los procesos de
muerte celular que se desencadenan en la epilepsia.
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