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Prefacio

... I seem, then, in just this little thing to be wiser
than this man at any rate,that what I do not know
I do not think I know either.- Sécrates

[from the Henry Cary literal translation of 1897]

"Nothing in biology makes sense except in the light of evolution” ... Fueron
las palabras con las que inicié mi primer dia como estudiante de Biologia. La
primera clase era, Historia y filosofia de la ciencia y evidentemente no entendia
la importancia de ella y mucho menos vefa venir las numerosas ocasiones en la
que otros profesores y profesoras iban a recordarmela o que incluso yo misma
jugaria con ella y que ahora haga apertura de esta tesis con las palabras de
Theodosius Dobzhansky [1]. Me permito retomarlas, para darle un sentido
especial o mas bien, legitimo a este proyecto de investigacion que a continuacion
encontrards. En su ensayo, Dobzhansky inicia con la anécdota de cémo el jeque
Abd el Aziz bin Baz, en 1966, pedia al rey de Arabia Saudita, que detuviera
la herejia que se esparcia en su pueblo debido a que las ideas de Copérnico
habian llegado a los habitantes y el rumor de que la tierra no era plana y que
giraba al rededor del sol, eran muy fuertes. En algo tenia razon, Abd el Aziz, no
podrian basarse sélo en una teorfa, hacia falta hechos, o pruebas que permitieran
su credibilidad. Lamentablemente lo que Abd el Aziz ignoraba era que en esa
época las exploraciones espaciales ya habian comenzado, y ya existian pruebas
de que la tierra no era redonda y que giraba al rededor del Sol. Esta incredulidad
que exponian el jeque Abd, era muy similar ante las ideas de la teorias sobre
la evoluciéon, muchos naturalistas y bidlogos posteriores, carecian de pruebas
que sostuvieran esa idea. Afortunadamente afios més tarde avances en biologia
molecular y genética fueron contribuyendo més y mas a las evidencias de que cada
organismo se adapta a su entorno y eso implica que existan cambios morfolégicos
que permitan la adecuaciéon de los mismos, al entorno, generando variedades de
formas y tamanos, pero asi mismo compartiendo algunas similitudes como las que
se comparten durante el desarrollo de cada uno, por ejemplo, durante el desarrollo
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embrionario de vertebrados. Esta idea es antigua en el pensamiento evolutivo,
desde el siglo XIX muchos naturalistas empezaban a plantearse la posibilidad de
que tuvieramos similitudes entre seres vivos. Richard Owen [2], fue uno de ellos,
quién adjudicaba esta similitud a una fuerza natural que moldeaba de manera
distinta la morfologia de cada vertebrado; se referia a una fuerza adaptativa que
acomodaba a las estructuras a cumplir con su propédsito adaptativo (1849).

Pl ke

Figura 1: Esquema de Richard Owen 1849 en On the nature of the limbs. Recopilado del
Jano de la Morfologia, 2017. Ana Barahona y Carlos Ochoa

Esta idea fue posteriormente retomada y replanteada con el Origen de las
especies, 1859 [3] donde se plantea que las especies cambian a lo largo del tiempo
dando origen a nuevas especies y compartiendo un ancestro comin, o en otras
palabras, que las caracteristicas morfologicas y funcionales no son estaticas,
si no que estan en constante cambio y algunos de estos cambios pueden dar
origen a nuevos organismos que provienen de un mismo origen. Estos cambios
generalmente toman una cantidad de tiempo considerable en la que pueden pasar
millones de anos antes de que surja una nueva especie. No obstante durante ese
tiempo también pueden ocurrir cambios que afecten la adaptacion de los seres
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vivos, como se ha propuesto que sucede con la evolucién humana. Algunos autores
sugieren que dado a nuestro corto periodo de vida en la tierra, hemos acelerado
nuestra adaptacién provocando varios cambios en nuestros genes, muchos de
ellos debido a nuestros habitos en la vida diaria. Wilton M. Krogman, en su
ensayo Scars of human evolution[4], menciona que nuestra evolucién no ha sido
del todo exitosa, muchas cicatrices son consecuencia del bipedismo que ahora
poseemos; originalmente nuestro esqueleto fue disenado para adaptaciones en
cuatro patas, como aun son nuestros ancestros mas cercanos, pero al tener esta
modificacién muchas cosas cambiaron, para bien y para mal, las buenas yo sé
que las conoces y que una de ellas es que ahora escribo el inicio de esta tesis y
ti puedes comprenderme, pero las malas son bastante interesantes, desde mi
punto de vista. Krogman enfatiza en su revisién, que estas cicatrices evolutivas,

thoracic

Figura 2: Modificacién de la columna vertebral en cuadriipedos y bipedos. Adaptado de:
Wilton, M. Krogman 1951

son distintas a los vestigios evolutivos que aiin prevalecen en nuestro organismo,
pero que ya no son funcionales, o no tienen la misma importancia de antes,
como la cola remanente que estd en la base de la espina dorsal (el coxis), o
el apéndice, etc... Dentro de los cambios méas obvios esta la reestructuraciéon
de la columna vertebral, que antes estaba ligeramente arqueada y ahora al
ser bipedos, la columna se arqueo de manera similar a una "s", teniendo un
balance mecanico poco favorable. Es increible el hecho de que nazcamos con una
columna vertebral arqueada de manera similar a nuestros ancestros cuadripedos
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Fig.2, pero conforme se da nuestro desarrollo post-natal, comienza a arquearse
a la forma que nos permite caminar en dos patas. Debido a este cambio en
la estructura columnar, existen modificaciones en los discos vertebrales, que
permiten este arqueo. El talon de Aquiles de toda esta modificacion esta en
las lumbares, justo donde es més pronunciado el arqueamiento y por lo mismo,
mas inestable. Esta cicatriz evolutiva comienza a marcarnos a muchos, cerca los
30’s o0, si no tienes mucha suerte, mucho antes. Otra modificacién con cicatriz,
reside en el eje de nuestro sistema 6seo, que es la pelvis (Ilién, Isquion, Pubis).
Al caminar erguidos, el sistema gastrointestinal y urogenital, se encuentran
sostenidos principalmente por musculatura que se ancla a estos huesos, por lo
que algunas modificaciones morfologicas tuvieron que suceder en este proceso,
uno de los males fue la consecuencia del peso que ahora contribuyen al dolor de
espalda baja, y a la propensidad de padecer de la cidtica. Como estas cicatrices se
describen otras en la revision de Krogman, que prefiero en esta ocasién incitarlos
a que lean su escrito, sobre todo si se han preguntado en algiin momento sobre
el origen de las muelas de juicio o las hernias; para este fin lo que busco es
sembrar una semilla de curiosidad sobre estos procesos evolutivos y cuestionar
la informacion que hemos aprendido sobre ellos, por ejemplo cuestionar la idea
del pico de la evolutivo en el que supuestamente se encuentra el ser humano,
principalmente por caracteristicas como un cerebro con neocorteza, que para
llegar a las caracteristicas que hoy en dia posee la neocorteza de primates
humanos, pasaron apenas 25 millones de anos, es decir, es demasiado reciente,
en tiempos evolutivos esto puede considerarse apenas unas cuantas horas. Sin
embargo tuvo su origen hace aprox. hace 100 millones de anos en mamiferos
pequenos similares a los roedores, por lo que las caracteristicas que tenemos hoy
dia pueden ser propensas al cambio ain, seguir evolucionando, y algunos de esos
cambios también concebiran errores, quizas hasta cicatrices evolutivas. Entender
el proceso de la formacién cortical, es importante en para cuestionar sus procesos
y fallas, de manera introductoria esta formacién inicialmente conllevé una serie
de cambios en el desarrollo que involucraban regulacién de muerte celular, de
crecimiento y division y asi mismo de proliferacién. Por su puesto que todo lo
anterior orquestado por una maquinaria compleja y ordenada que paso a paso
daba lugar a un peldano mas de la neocorteza.

La hipdtesis de su formaciéon més aceptada y posteriormente comprobada fue
la de la edificacién radial (Rakic 1978), esta proponia su origen a través de células
que estan orientadas de manera vertical y originadas en el sitio de la zona ventral,
que es la zona de proliferacién celular Fig.3. Estas células estarian regulados
por factores anti-apoptéticos y pro-apoptéticos, que regularan principalmente la
primera divisién celular (simétrica) que dard paso eventualmente a las divisiones
asimétricas que formaran las distintas capas y columnas corticales [5]. Esta
hipétesis posteriormente seria confirmada y detallada principalmente por el
trabajo de Chen & Walsh [6] 20 afios més tarde.

En la tesis que tienes en tus manos, o mas real a mi época de titulacién, en
tu pantalla encontraras el trabajo de investigacién que me tomé 5 anos, no 1 ni
2 como yo crefa que podria llevarme, claramente a mis 22 afios, subestimaba
los tiempos de la ciencia y de montar un proyecto desde su raiz, proponer
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Figura 3: Esquema de la Hipétesis de la unidad radial, propuesta por Rakic, 1978. Adaptado
de: Rakic, 2009

ideas y comprobarlas. Si contintas con la lectura notaras que el proyecto en
cuestion aborda alteraciones funcionales de una malformacién cortical (displasias
corticales), que al parecer sigue siendo tnica de humanos, y cuya funcién
alterada repercute en la epilepsia, aunque no en todos los casos. Las ideas
propuestas se comprobaron en cortezas de roedores, con organizacién cortical
similar, muy similar a la nuestra y mas primitiva inclusive. Asi mismo encontraras
la descripcion de como se lleva a cabo esta formacién cortical, y las posibles causas
de las malformaciones. Los puntos abordados en este prefacio fueron algunos de
los varios que me surgieron como ideas desde los origenes de este proyecto, cuando
apenas comenzaba a estudiar el problema de las malformaciones corticales en las
que nos enfocamos, empecé a preguntarme si estas malformaciones podrian ser
consecuencia de una cicatriz, diminuta, pero al final cicatriz evolutiva, debido
a la complejidad en la regulacion de muchisimas mas células y divisiones que
las que existian antes; esta idea o perspectiva es el deselance de mi trabajo, la
cual encontraras en la tercera parte de este escrito, aunque quiero aclarar desde
ahora que es sélo una perspectiva y que por su puesto falta evidencia antes de
poder decir algo més al respecto.
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Si llegaste al final de este prefacio y no eres parte de mi comité evaluador, te
dejo mi correo por si te surge alguna pregunta o discusion sobre este trabajo:
anaaquiles@ciencias.unam.mx
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Capitulo 1
Introduccion

1.1. Corteza cerebral: desarrollo cortical

Antes de comenzar el desarrollo de antecedentes de la base del problema
de estudio de este trabajo, es pertinente ubicarnos en la nocién del proceso de
desarrollo de la corteza cerebral de los mamiferos. Esta se encuentra distribuida
en capas corticales, las cuales se diferencian unas de otras gracias a la diversidad
de morfologias que contienen, asi como también por la distincién de zonas
corticales dentro de la misma, por el arreglo estructurado que presenta [7]. En
todos los mamiferos la neocorteza se forma en la superficie de la vesicula cerebral
embrionaria, en el lado rostral terminal del tubo neural, gracias a la migracion
y proliferacién de neuronas primitivas a esta regién [8]. Se encuentra poblada
principalmente por dos clases de neuronas, las interneuronas y las neuronas que
proyectan. Las interneuronas se conectan localmente dentro de la neocorteza y
son en su mayoria de actividad inhibitoria; las neuronas que proyectan envian
axones a las zonas mas distantes en el cerebro, siendo gran parte de ellas de
actividad excitatoria [8]. Ambas son generadas en las zonas ventricular (VZ)
y supraventricular (SVZ) de la corteza, adyacente a los ventriculos laterales
del cerebro [9] Generalmente en estas formaciones intervienen otros tipos de
mecanismos, anteriormente mencionados que es el de la regulaciéon de su formacion
mediante la migracién de otro tipo celular y la glia radial [9, 10] ya que funcionan
como guia. Formalmente la glia radial no representa un tipo celular neuronal,
aunque es considerado como uno de los tipos celulares precursores a las neuronas,
Fig 1.1. Ademés de facilitar la migracién neuronal Fig 1.3, la glia radial también
favorece la regionalizacién de la neocorteza, ya que funciona como limite en
la migracién neuronal también [10]. En roedores las dos principales clases de
neuronas de actividad excitatoria se generan a partir de la glia radial en la regiéon
dorsal VZ, o bien pueden derivarse de progenitores intermedios que se encuentran
en la zona SVZ; mientras que en humanos, la glia radial genera subpoblaciones de
células progenitoras que se movilizan principalmente en la SVZ. Existen algunas
otras variaciones entre especies de mamiferos, relacionadas al tamano del cerebro
y a la temporalidad en la que ocurren los procesos de diferenciacion, proliferacion
y migracién, involucrados en la formacién de las capas y zonas corticales, por
no adentrarse en la especificidad genética que presenta cada mamifero en esta
organizacién, aunque también existen vias de senalizacién muy conservadas
que se comparten como se describird més adelante [5]. Estos procesos celulares
estan direccionados por otras senales internas que tienen su propio orden, ya
sea expresion de genes o de proteinas que organizan en tiempo y espacio la
proliferacion, migracion y diferenciacién. Siendo un niimero vasto de expresiones
genéticas involucradas en este proceso, cualquier alteracién o modificacién que



1. Introduccioén

ocurra a este nivel, repercute en la migracién y diferenciacién de cada célula,
abriendo paso a las posibilidad de una mala migraciéon neuronal, que repercuten
en muchas ocasiones en enfermedades (NMDs, por sus siglas en inglés Neuronal
Migration Disorders), las cuales forman parte de las Malformaciones Corticales
(MCD’s,por sus siglas en inglés Malformation of Cortical development), que
suelen ser muy heterogéneas y complejas, asi como también un verdadero reto
al momento de su estudio y caracterizacion [9]. Previo a la descripcién de estas
malformaciones, se describiran a continuacion las etapas del desarrollo cortical,
correspondientes a los principales eventos y sus temporalidades, en humanos y su
comparaciéon con roedores, informacién que serd relevante para el entendimiento
de las mismas y del Capitulo 3.

Apicai

E10

Figura 1.1: Diferenciacién glial durante E8.5,10 y 12(E, embrionic day o dia de
gestacion).Tres diferentes etapas del desarrollo, al dia 8.5 de gestacién 10 y 12. EN las tres
fases se muestra la division de células primitivas, en verde; en morado, el proceso de maduracién
de las mismas, a células gliales. En la etapa E8.5, las células primitivas se localizan en lo
que se denomina zona ventricular (VZ), posteriormente en la etapa E10 y E12, se empiezan
a desarrollar otras regiones como la zona intermedia (IZ), la preplaca (PP), que después se
dividird en subplaca y placa cortical (SP, PC, respectivamente) y la zona marginal (MZ).
Modificado de: [8]

1.2. Etapas del desarrollo cortical (prenatal), en roedores y
su similitud en humanos

Partiendo de la base de que los mamiferos compartimos varias secuencias de
eventos durante el desarrollo embrionario, no es de sorprendernos que roedores
y humanos compartamos etapas del desarrollo cortical durante la gestacién
(prenatal) y después del nacimiento (postnatal), diferencidandonos en este sentido,
escencialmente por la duracién de cada una de ellas. [11-16]. Teniendo en cuenta
que la gestacién en humanos (40 semanas) es mas larga que en roedores (21
dias), los procesos de desarrollo son mds cortos en roedores; en la tabla 1.2 se
resumen los principales eventos de desarrollo prenatales y su temporalidad en
humanos y roedores,
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Malformaciones corticales: lo que sabemos de ellas

Humano ‘ Roedor ‘ Evento cortical

semana 4- 12 de gesta- | <E11 Proliferaciéon de células precursoras y Pico

cién de neurogénesis.

semana 14-28 de gesta- | E11 - 16 Gliogénesis, diferenciacion y migracion ce-

cién lular. (Arreglo cortical)

semana 28-40 de gesta- | PN 0-14 Crecimiento de volumen cerebral, diferen-

cion ciacion glial, sinaptogénesis y mielinizacion
de novo

Cuadro 1.1: Resumen de los principales eventos del desarrollo cortical, con su temporalidad
en humanos y roedores. Abreviaciones, PN (postnatal day o dia postnatal). [12, 16, 17]

La corticogénesis en mamiferos como los roedores inicia entre los dias 9 -10 de
gestacion, mientras que en los humanos, empieza a partir de la cuarta semana, este
inicio implica proliferacion de celular progenitoras, o neuroepiteliales que son las
se diferenciaran eventualmente en los distintos tipos celulares que constituirdn a
la corteza, incluyendo a la glia. Como se mencioné antes la diferenciacion de la glia
es vital en la ejecucién de este proceso, ya que funcionard como guia de migracion
celular e incluso de diferenciacién a partir del segundo trimestre en humanos y
del dia de gestacién 11-16 en roedores, como lo muestra la Fig 1.2 y 1.3, posterior
a esta etapa la migracion celular continia asi mismo como la organizacion
laminar de la corteza cerebral y a su vez empiezan a generarse las primeras
comunicaciones neuronales en el tercer trimestre en humanos y en roedores
esto no ocurre si no hasta los primeros dias post nacimiento [12, 16, 17]. La
importancia de esclarecer la temporalidad de estos eventos durante el desarrollo
cortical en humanos y roedores radica en la comprension de las malformaciones
que pueden generarse a lo largo del mismo, y extrapolarlo a la implementacion
de modelos animales que ayuden a la descripcién de caracteristicas intrinsecas
de las patologias que conllevan, como se describe méas adelante en el Capitulo 3.

1.3. Malformaciones corticales: /o que sabemos de ellas

La presencia de MCD’s afecta la estructura y la funcién de la regién cerebral
en donde se encuentren, provocando diversas alteraciones. De hecho se sabe que
las MCD’s en humanos son causa de un retraso en el desarrollo embrionario,
capacidades intelectuales distintas e incluso epilepsia, incluso se ha descrito que
puede afectar hasta un 40 % de los casos pedidtricos con crisis refractarias [9,
17).

Recientes estudios han demostrado que estas malformaciones suelen ser
heterogéneas a distintos niveles, genético, morfolégico y fisiologico y algunas de
las razones de su variabilidad son las diversas variaciones genéticas y mutaciones
que pueden estar involucradas en diferentes etapas del desarrollo cortical [17].
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Figura 1.2: Esquema del desarrollo cortical en roedores. Desarrollo espacio
temporal de la corteza en roedores. En los primeros dias, ocurre la divisién de células
progenitoras(proliferacién celular). Las células verde y naranja, representan las futuras neuronas
corticales de las capas inferiores y superiores, respectivamente, y debajo del esquema se seniala
el o los procesos principales que estan ocurriendo en cada etapa del desarrollo. En azul, se
representa la proliferacién, en morado la migracién y diferenciacién y en gris, la gliogénesis,
que ocurre al final de la organizacién laminar de la corteza. Modificado de [12]

Figl.3Tablal.3.

Diversas mutaciones provocan distintos fenotipos de arreglos alterados, sin
embargo una de las sugerencias que se han encontrado que convergen en las
malformaciones corticales focales es la activacién de la via mTOR por sus siglas
en inglés (mammalian Target Of Rappamycin), que se encuentra mejor descrita
en el capitulo 2. De manera general, se encarga de modular la proliferacién,
crecimiento, movilidad, migracién y muerte de las células. Esta via juega un rol
muy importante durante el desarrollo embrionario, en la formacién del cerebro
y también en la etapa adulta, ya que permanece activa y ayuda a mantener el
metabolismo y la reorganizacién de sinapsis en el cerebro. La funcion de esta
via depende de dos complejo heteroméricos, mMTORC1 y mTORC2. mTORCI1 es
modulado por las proteinas TSC1 Y TSC2, las cuales se saben que se encuentran
con mutaciones en la esclerdsis tuberosa. Pero otras lesiones muy frecuentes y
provocadas por alteraciones en esta via, mas especificamente con la alteracion de
la proteina DEPDCS5, son las displasias corticales focales (FCD, Focal Cortical
Dysplasia por sus siglas en inglés) cuya repercusién morfolégica por su alteracién
cortical puede llegar a desarrollar epilepsia en humanos [9, 18]
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Figura 1.3: Esquema de diferenciacién neuronal a lo largo del desarrollo
embrionario de humanos. En azul, se encuentra temporalmente el desarrollo trimestral y
debajo el proceso esquematizado de proliferacion, migracion, diferenciacién celular y generacién
de comunicaciones. En la parte sombreada verde se encuentran los tipos de malformaciones
que ocurren bajo las alteraciones que se llevan a cabo durante generacién. Modificado de [17]




1. Introduccioén

1.4. Contenido

El resto de la tesis tiene una intencién meramente desciptiva de la investigacion
en la que fue basada este estudio, terminando con los resultados y los hallazgos
que estan centralizados a sélo una de las malformaciones corticales descritas en
este Capitulo, las displasias corticales, como se resume en las siguientes lineas:

Primera Parte

Capitulo 2 Descripcion especifica de la epidemiologia y biologia de las displasias
corticales, iniciando desde el contexto historico, hasta los hallazgos que
existen hasta el momento de los procesos que las generan.

Capitulo 3 Aproximaciones de estudio en modelos experimentales. Cémo
funciona el modelo de estudio de displasia por BCNU vy fisiologia celular
de la aproximacion desde este modelo.

Capitulo 4 Primeros acercamientos de la epileptogénesis en torno a estas
malformaciones asi como las propuestas fisiolégicas que hasta ahora
describen este proceso de generacion de la epilepsia. Origenes de la sincronia,
;Por qué las cosas se sincronizan en sistemas biolégicos?

Segunda Parte

Capitulo 5 Antecedentes del proyecto de investigacion, problemdtica y justifica-
cién con los objetivos e hipdtesis correspondientes.

Capitulo 6 Desarrollo de la metodologia empleada en la evaluacién y descripcién
de los resultados obtenidos.

Capitulo 7 Discusion de los resultados de la investigacién asf como conclusiones
y preambulo de la perspectiva.

Tercera Parte: Epilogo
Capitulo 8 Vision evolutiva de estas malformaciones.
Apéndices

Apéndice A Descripcion de sincronfa en términos de oscilacién y coherencia de
fase.

Apéndice B Descripcién de sincronia desde la perspectiva de redes neuronales.

Apéndice C Articulos producto de el trabajo de investigacién de la presente
tesis.



Contenido

Proceso celu- | Malformaciéon | Caracteristicas generales
lar afectado resultante
Proliferacién ce- | Microcefalia, Tamano cerebral anormal, sobrecreci-
lular y apoptdsis | Macroencefalia, | miento de alguno de los hemisferios, o
Hemimegalence- | parte de ellos.
falia

Migracién neuro-
nal

Organizacion
neuronal

Displasias Corti-
cales Focales, Li-
senencefalia Ti-
po I, Heteroto-
pia Periventricu-
lar, Heterotopia
subcortical de la
banda
Lisencefalia de
empedrado, Po-
limicrogiria, Es-
quizencefalia

Deslaminacién cortical y células amor-
fas, ausencia o no de pliegues, posicién
de neuronas hectépicas, banda de la ma-
teria gris posicionada de manera anor-
mal.

Sobremigracion de neuronas posiciona-
das en la superficie cerebral, reduccion
de pliegues o demasiados y amorfos,

Cuadro 1.2: Clasificacién de las malformaciones corticales considerando el proceso celular
afectado durante el desarrollo, el nombre de la malformacién de producen y un breve descripcién
de ellas. Modificado de: [9]
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Capitulo 2

Displasias Corticales Focales
(epidemiologia)

Taylor, D.C. en 1971 [19] y su grupo de investigacién médica de Reino
Unido, se percataron de anormalidades celulares que presentaban algunos tejidos
extraidos de diferentes regiones del cerebro de pacientes jovenes y adultos Fig.2.1
diagnosticados con epilepsia intratable, es decir resistente a farmacos. Posterior
a evaluaciones histolégicas de los tejidos extraidos, se dieron cuenta de que en
cada caso persistian anomalias en la morfologia celular cortical, poblaciones de
células con morfologia anormal, cuyas consecuencias fisiolégicas involucraron
deterioro cognitivo y crisis epilépticas espontdneas recurrentes (CEER) de forma
variada entre ellos. En su investigacién comparan a estos tejidos con otras lesiones
previamente descritas como lo es la esclerdsis tuberosa caracteristica por generar
una estructura cortical anormal en arreglos tubulares Fig2.1c, sin embargo
las lesiones que ellos evaluaban no se parecian en lo absoluto, y no obstante
tenian un desarreglo cortical, asi que por primera vez describen a las displasias
corticales como alteraciones variables que tienen un arreglo laminar alterado,
con células con morfologia aberrante que incluso a veces se llegaban a encontrar
en materia blanca [19]. Posteriormente y con mds evidencia histoldgica, estas
lesiones fueron descritas como parte del grupo de las malformaciones corticales,
que se caracterizan de forma general por la presencia de alteraciones en la
distribucién laminar cortical, asi como también aberraciones en la morfologia
celular que conforman a la corteza, en donde estdn comprometidos los procesos
de maduracién y migracién, involucrando a las células gliales, también presentan
alteraciones en la mieloarquitectura e incluso, disminucién de la barrera entre la
materia gris y blanca [20]. Estas alteraciones se han evidenciado con marcajes
citoplasmaticos que resaltan un fallo, alteracién o detencién en la diferenciacion
celular, consecuencia de la inmadurez celular que presentan estas lesiones. Uno
de los tipos celulares mas frecuentes en ciertos grados de desarreglo son las
células en forma de globo, que son practicamente células no diferenciadas muy
alteradas estructuralmente. Las alteraciones en el proceso de migracion, estan
involucradas en la desorganizacion entre capas corticales a lo largo de la placa
cortical [21]. Desde inicios del siglo XXI se encuentran clasificadas en tres grupos
principales de acuerdo al grado de lesiéon que pueden presentar, Tipo I,IIITI
[22] Cuadro,2.1, sin embargo, actualmente se sabe que cada grupo contiene un
subgrupo que puntualiza las variaciones que se pueden presentar dentro de cada
tipo, segtn la ultima clasificacién de ILAE por sus siglas en inglés (International
League Against Epilepsy)[23]. Estas malformaciones siguen siendo un problema
de salud a nivel epidemiolégico ya que los casos de estudio de los cuales se ha
llegado a describirlas y clasificarlas han sido posterior a la evocacién de epilepsia.
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2. Displasias Corticales Focales (epidemiologia)

Sin embargo como se mencioné en el capitulo 1, y como se retoma en unas
lineas posteriores en este, la generacién de las mismas sucede en el desarrollo
embrionario, principalmente se sugiere que es por la activacién de la via mTOR.
No obstante los factores ambientales que llevan a la activacién de esta via,
ain no son claros [24], algunas evidencias demuestran que esto podria ser una
consecuencia a la infeccién de las madres por el virus del papiloma humano,
HPV16, para ello 50 muestras de la lesion de sujetos con displasia tipo II, fueron
analizados a nivel genético y coincidia con la presencia de la oncoproteina E6
relacionada con la presencia del virus [25, 26], pero desafortunadamente este
hallazgo no pudo replicarse en dos estudios subsecuentes de individuos diferentes
[27, 28]. Por otro lado, gracias a exploraciones de estas lesiones mediante el uso
de modelos animales que se describen en el capitulo 3 se ha logrado entender
que dependiendo el grado de la activacion de la via mTOR y las mutaciones que
se originen, es lo que hace que una displasia genere o no epilepsia [29].

A

Corteza con Corteza con Corteza con
displasia

rtez n . h Jor n i
Corteza sana displasia Corteza sana tuberoesclerésis

Figura 2.1: Primeras descripciones de cortezas deslaminadas. En el panel A,
observamos la histologia de regiones de la corteza lesionada y su comparaciéon con un tejido
sano, de dos pacientes (izq, der). En el panel derecho se compara a la displasia cortical
con una corteza con esclerdsis tuberosa. Panel B, esquema de la variabilidad en extensién y
regionalizacién de las displasias evaluadas. La lesién representada por el gris osuro en cada
esquema. C, un acercamiento a una zona con displasia evidenciando la morfologia celular
alterada, y la evidencia de las células globo. Modificado de: [19]

10



Displasias Tipo Il y la generacion de epilepsia

2.1. Displasias Tipo Il y la generacion de epilepsia

Dentro de la clasificacién antes descrita en la tabla 2.1 Fig 2.2, las displasias
tipo II son las mas comunes en el diagnéstico del sindrome de epilepsia refractaria
con resistencia a farmacos, ademas de la epilepsia del 16bulo temporal. Siendo que
las FCD tienen una incidencia del 20-25 % en pacientes diagnosticados con este
tipo de epilepsia. Entre estos se han encontrado a las FCD tipo II en un 29-39 %
en aquellos pacientes tratados quirirgicamente con una mayoria de pacientes
pediatricos. No obstante este sigue siendo un estimado ya que en su mayor
parte los pacientes suelen diagnosticarse bajo el criterio de epilepsia refractaria
resistente a farmacos, unicamente [30].

La prevalencia o semiologia de epilepsia en estos pacientes varia, es decir
pueden existir casos en los que los pacientes presentaron CEER una o dos veces
en alguna etapa de su vida, pero después no tienen ninguna, o por el contrario,
nunca presentar y en la etapa adulta evocar la primera, esto puede deberse al
compromiso o riesgo que se adopta a lo largo del desarrollo y también a la region
cerebral en donde se encuentre la lesion, generalmente aquellas crisis que se
presentan en una etapa temprana, puede llegar a considerarse como un indicio
de desarrollo de CEER frecuentes, asi como también una posible extension de la
lesién que comprometa a todo un 16bulo cerebral. Se ha descrito también que las
crisis pueden ser severas dependiendo de la edad, en ninos se suelen observar con
mayor frecuencia lo que se le conoce como espasmos infantiles, mientras que los
pacientes adultos llegan a desarrollar CEER locales [30]. Para la evaluacién y
caracterizacién de los tipos de crisis epilépticas que pueden desencadenar se suele
usar registros de actividad eléctrica, mediante electroencefalogramas (EEG), pero
también resultan ser muy variables entre pacientes con caracterizados dentro
del tipo II. Pueden presentar grandes amplitudes de respuesta, actividad con
multiples espigas neuronales (poly spyke), variaciones en el cambio de atenuacién
de actividad entre bajos y altos valores de amplitud de la senal, entre otras
similares a actividades epilépticas generadas por otras causas [30, 32]. A pesar
de que las FCD’s son las lesiones congénitas mas comunes que se han registrado
con un tratamiento quirirgico en pacientes con epilepsia farmaco resistente [33],
la gran variabilidad que presentan no sélo a nivel morfolégico sino fisiolégico
también hace muy complicado diagnosticar y caracterizarlas inicamente mediante
estudios de EEG | principalmente porque no todos los pacientes con displasias
presentan crisis epilépticas [32].

2.2. Neuroimagen de Displasias Corticales

Una de las técnicas utilizadas en el estudio de anomalias y anatomia cerebral
son, por ser otro método no invasivo, las imagenes por resonancia magnética,
las cuales han sido ampliamente usadas para la detecciéon de enfermedades del
sistema nervioso ya que con ellas se puede obtener mucha informacién, desde
el volumen relativo de estructuras cerebrales, hasta la deteccion especifica de
areas cerebrales alteradas ([34]. Entre estas alteraciones estén las malformaciones
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2. Displasias Corticales Focales (epidemiologia)
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Figura 2.2: Citoarquitectura de Displasias Tipo I y IT A. Representacién esquemdtica
del arreglo en capas corticales en una corteza normal, otra con Displasia Tipo I, en donde
existe una alteracién en la morfologia celular, asi como en el arreglo laminar, y la de Tipo
II, en donde existe una completa deslaminacion, células globo, y pérdida de la barrera ente
materia gris y blanca. B. Arreglo citoarquitecténico (tincién azul de toluidina) de una regién
cortical humana, normal y con displasia tipo I, IIA y IIB. Modificado de: [31], [22]

corticales, como las FCDs Fig. 2.3. De hecho algunos autores sugieren que esta
técnica ha revolucionado su diagnéstico y manejo, ya que favorece su localizacién
que en la mayoria de los casos se relaciona con la regién epileptogénica, es por
esto que en muchos estudios médicos se suele recurrir a esta técnica previamente
a un tratamiento quirtrgico y una reevaluacién posterior al mismo. No obstante,
la variabilidad en extension y lesion de estas malformaciones complica en casi
un 50 % su localizacion Fig. 2.3 y 2.4, ya que en ocasiones pueden presentarse
de manera sttil en alguna region cortical. Es por esta tltima razén que se les ha
llegado a considerar dentro de la clasificacién de epilepsia criptogénica, por la
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Neuroimagen de Displasias Corticales

Displasia Tipo I

Displasia Tipo IT

Displasia Tipo II1

Laminacién cortical anor-
mal, radial Tipo Ia.

Displasia con células dis-
morficas Tipo Ila.

Anormalidades en la lami-
nacién del l6bulo temporal
asociada con esclerésis hi-
pocampal Tipo IIla.

Laminacién  tangencial
anormal Tipo Ib., Lami-
nacion cortical anormal
tangencial y radial Tipo
Ic.

Displasia con células dis-
morficas y células globo
Tipo IlIb.

Laminacion cortical anor-
mal adyacente a tumores
gliales o glioneurales Tipo
I1Ib. Displasia con malfor-
maciones vasculares Tipo
ITIc. Displasias adyacen-
tes a otra lesion adquirida
en el desarrollo (isquemia,
trauma o encefalitis) Tipo

I11d.

Cuadro 2.1: Clasificacién de las displasias corticales considerando las caracteristicas
sobresalientes de cada subtipo. Modificado de: [23]

dificultad de su localizacién en muchos de estos casos [35]. La exploracién de
nuevos contrastes de imagen y aumento de calidad en su adquisicion, son retos
que no sélo involucran la posibilidad de encontrar biomarcadores a través de
esta técnica si no su prognosis temprana también. Dentro de las caracteristicas
estructurales, que se han encontrado con imégenes anatémicas por resonancia
magnética, estan el adelgazamiento de la corteza cerebral ( 50-92 % de los casos),
difuminacién del limite entre la materia gris y blanca ( 60-80 %), hipointensidad
en el contraste entre materia gris y blanca ( 42-47 %) o bien hiperintensidad
de la materia gris ( 46-92 %) en regiones puntuales de la corteza [36-38]. Los
porcentajes de deteccion de estas caracteristicas varian de acuerdo al tipo de
displasia que se encuentre 2.1 y al contraste de imagen que se use[35]Fig 2.4. A
pesar de que los esfuerzos por mejorar la calidad de las imégenes contintan y
que sin lugar a dudas esto abriria oportunidades para su diagnéstico temprano,
aun resulta complicado comprender y caracterizar a estas lesiones sobre todo por
existen muchas preguntas en torno a su funcionalidad, ya que poseenno todas
presentan epileptogénesis y no siempre se desarrolla esta alteracion funcional en
la misma etapa del desarrollo.
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2. Displasias Corticales Focales (epidemiologia)

7
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Thweighted MRI

Figura 2.3: Imagenes de alta resolucién 3T mostrando dos variedades de displasia
tipo II. El Panel de arriba muestra un ejemplo de Displasia Tipo IIb, con dos distintos
constastes de imagen, pesadas a T1, izq. FLAIR, der. La lesién se muestra en el 16bulo frontal
evideciado por un engrosamiento de la corteza cerebral. En el panel de abajo se muestra un
ejemplo de displasia tipo Ila, usando los mismos contrastes de imagen, FLAIR y pesadas a
T1.Lesién evidenciada por las flechas. Modificado de: [35]

2.3. Caracteristicas genéticas de las displasias corticales

Ademas del desarrollo de herramientas que ayuden a su deteccién y diagnéstico
temprano, también se han llevado a cabo estudios de los principales factores
genéticos que dan lugar a las displasias corticales. Como se mencioné en la
introduccion, (capitulo 1), estas malformaciones involucran alteraciones en el
ciclo celular, especificamente de procesos de proliferacién y migraciéon (bushmann
y capello). Al hablar de alteraciones en estos procesos, es inevitable trasladar el
estudio a un nivel mds micro (nivel genético) en donde la via mTOR por sus
siglas en inglés (mammalian target of rapamycin) es la via protagénica de su
regulacién. Fue descubierta y descrita a partir de los anos 70’s, en donde se le
empez6 a comprender gracias a su rol en la regulacion del desarrollo celular, asi
como también del desarrollo del tamaio de cada organismo [39, 40]. De manera
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Caracteristicas genéticas de las displasias corticales

Figura 2.4: Displasia Tipo IIb, resaltada por dos distintos contrastes de iméagen.
Corte axial, coronal y sagital de una displasia Tipo IIb en contraste FLAIR (A,B,C). MP2-
RAGE (D,E,F) contraste de displasia tipo IIb a diferentes tiempos invertidos. Modificado de:
[37]

general podemos entender la relevancia de esta via, como un orquestador de
la asimilacién de nutrientes, regulacion de factores de crecimiento, lo que la
involucra en procesos como la autofagia, biogénesis ribosomal y metabolismo.
Esta via consiste en dos multi-complejos protéicos, es decir dos conjuntos de
proteinas, de las cuales s6lo uno reacciona con rapamicina. La principal diferencia
entre ambos es su conformacién, ya que una contiene proteinas Raptor, cuya
actividad cinasa se inhibe con rapamicina y la otra contiene proteinas Rictor,
que en algunos casos puede bloquear la inhibicién del complejo que contiene a
las Raptor [41]. La regulacién del crecimiento celular ocurre gracias al complejo
de las proteinas Raptor, ya que activa la traduccion de ARN mensajeros, a
través de la activacién de proteinas de la misma cascada de senalizacién, como
la cinasa KS61 y 4E-BP1. Por otro lado el complejo de proteinas Rictor, se
especializa en la senalizacion celular involucrada en la proliferacion, metabolismo,
supervivencia y formacion del citoesqueleto Fig 2.5

2.3.1. Alteraciones en la via mTOR asociadas a enfermedades

En los recientes anos se ha llegado a describir que alteraciones en la
activacion y regulacion de la via mTOR es de enfermedades congénitas y también
neurodegenerativas y cancer, hipertréfica cardiaca e incluso el desarrollo de
diabetes tipo II [42]. Recientes estudios han descrito que alteraciones como
mutaciones somaticas, es decir, mutaciones no heredables pero que pueden
ocurrir en la traduccion de informacion de cualquier proceso celular, en este caso
en la via P1K3/Akt/mTOR, estdn involucradas también en la generacién de
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2. Displasias Corticales Focales (epidemiologia)
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Figura 2.5: Modelo de la cascada de sefalizacién la via mTOR En el centro del
esquema se encuentran esquematizados los dos complejos protéicos de mTOR asociado a
proteinas Raptor, cuya regulacién se da por FKBP12-rapamicina, y cuya activacién esta
asociada a procesos como autofagia, biogénesis ribosomal y traduccién de ARN mensajeros, que
en conjunto regulan el crecimiento celular. El segundo complejo asociado a las proteinas Rictor
activan la senalizacion de regulacién y formacién del citoesqueleto, metabolismo, proliferacion
y supervivencia. Ambos complejos se encuentran implicados en la activaciéon de la via de
las cinasas P13K/Akt, que ayudan de igual manera al crecimiento celular y proliferacion.
Modificado de: [41]

malformaciones corticales; tal es el caso del estudio de [43], en donde se realizaron
estudios genéticos de sangre y tejido cerebral de pacientes diagnosticados con
Displasia Cortical Focal I, ITa y IIb. Lograron identificar lesiones especificas por
mutaciones en la via mTOR en el 46 % de las muestras de individuos analizadas,
todas correspondientes a displasia del Tipo IIb, en donde encontraron una
elevacion de la forforilacién de la proteina ribosomal S6 (marcador celular de la
activaciéon de la via mTOR) en el tejido cerebral previamente evaluado y con
positivos en mutaciones de la via mTOR. Todos los individuos con alteraciones
en esta via, presentaban células globo en las muestras de tejido cerebral, de las
cuales sugieren que es una consecuencia de esta hiperactividad de la via mTOR,
dada por mutaciones en su regulacién. De forma paralela a esta evaluacién [29]
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Caracteristicas genéticas de las displasias corticales

evaluaron muestras de sangre y tejido cerebral de pacientes con displasia Tipo
IT en donde observaron en el 15.6 % de las muestras evaluadas, la existencia de
mutaciones somaticas que inducian la hiperactividad cinasa de la via mTOR, asi
mismo corroboraron que estas mutaciones inducian malformaciones y alteracion
funcional (crisis epilépticas) en modelo murino y efectivamente ambas alteraciones
surgian.

A pesar de que estos hallazgos brindan un buen acercamiento al entendimiento
del origen de estas lesiones, atiin queda poco claro porqué estas mutaciones sélo
se encuentran sélo una propporcion de los pacientes, qué distingue o hace poco
prevalente la explicacién del origen de estas malformaciones mediante la via
mTOR y asi mismo, qué las hace epileptogénicas.
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Figura 2.6: Alteraciones en la via mTOR que causan Displasias Corticales Focales
Representacién esquemdtica de la via de sefalizacién del complejo mTORC1 (mTOR +
proteinas Raptor) En donde después de la estimulacién de esta via por factores de crecimiento
(PI3K, Akt, TSC1/2 y Rheb) PTEN inactiva a Akt. Por otro lado, la via de regulacién del
complejo Rag, se activa por la entrada de aminoacidos. Gatorl suprime la actividad de mTORC1
y a su vez su activacién es capaz de fosforilar directamente a enzimas como 4EBP,p70S6K,
y ULKI1. Las displasias corticales focales son causadas por ganancia de funcionalidad por
mutaciones en diferentes estados de esta senalizacién (marcadas con flechas rojas) o bien por
mutaciones que disminuyen la funcién de la misma (marcadas con flechas azules). Modificado
de: [43]
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Capitulo 3

Modelos experimentales de las
displasias corticales

En el capitulo 2 se describieron las caracteristicas principales del origen
y clasificaciéon de las displasias corticales, todas ellas evaluadas en humanos,
sin embargo aun quedan varias integrantes alrededor de estas malformaciones
que obligan su simulacién e investigacion en otros modelos animales, como
los roedores. Antes de describir algunos de los més usados y descritos para la
descripcién de las malformaciones en cuestién, considero necesario puntualizar su
importancia y asi mismo, sus limitaciones generales. De acuerdo con la revision
de Michael Wong [44], sobre el progreso de modelos animales para el estudio
de displasias corticales focales y esclerésis tuberosa, la importancia de evaluar
malformaciones corticales de esta indole mediante el uso de modelo animal se
divide en dos, la primera es que a través de ellos podemos entender los mecanismos
basicos de la patofisiologia de las mismas, mediante evaluaciones experimentales
mas especificas que a la fecha son imposibles de implementar en humanos
por cuestiones éticas; la segunda, es que también usando modelos animales
es posible realizar pruebas preclinicas para estudiar la eficacia y seguridad de
nuevos tratamientos. Dentro de las limitaciones que su uso podria tener, esta
el hecho de que hay caracteristicas biolégicas irreproducibles en los modelos
animales, pero aun asi algunos aspectos se comparten cuando hablamos de
describir enfermedades, como procesos, bioquimicos, moleculares, genéticos y
fisiolégicos que describen a una patologia. Para considerar a un modelo animal,
un buen modelo es importante tener en cuenta las caracteristicas fehacientes
que constituyen a la patologia humana en el caso de la epileptogénesis dada
por displasias corticales focales, es posible enfocarnos en una de las dos vias, la
simulacién de la malformacién cortical, o bien, la simulacién de los mecanismos
celulares que generar la epilepsia. Actualmente existen ambos modelos animales,
los que simulan la malformacién a nivel morfologico, y los que simulan ambas
partes como se resume en la Tabla, algunos son mediante el uso de agentes
fisicos como al radiacién in utero y la lesién por congelamiento, otros por agentes
quimicos como es uso de MAM y BCNU in utero o bien mediante la modificaciéon
genética y focalizada como lo hace la electroporacién in utero como se resume
en la tabla 3.

3.1. Modelos animales de Displasias corticales por agentes
quimicos

Existen diversos modelos de induccién por via quimica como MAM
(metilazoxymetanol), BCNU (1,3-Bis,2-chloroetil-1-nitrosurea) ademds de ambos
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Modelos animales de Displasias corticales por agentes quimicos

Modelo animal

Caracteristicas de la
patologia

Epilepsia e hiperexcita-
bilidad

Radiacién in utero

MAM (metilazoxyme-
tanol) in utero

BCNU (carmustina) in
utero

Ibotenato neonatal, fo-
cal

Lesion por congela-
miento, prenatal
Electroporacion in ute-
r0

Laminacién cortical anor-
mal, Neuronas heterotipi-
cas y dismérficas
Laminacién cortical anor-
mal, Neuronas heterotipi-
cas

Laminacién cortical anor-
mal, Neuronas dismorficas
Laminacién cortical anor-
mal, neuronas heterotipi-
cas

Laminacién cortical anor-
mal

Laminacién cortical anor-
mal, Neuronas heterotipi-

<20 % de actividad epilép-
tica espontdnea

<20 % de actividad epilép-
tica espontdnea

Hiperexcitabilidad in vitro
Hiperexcitabilidad in vitro
Espigas interictales y sus-
ceptibilidad a kindling

Actividad espontanea y cri-
sis generalizadas

cas y dismérficas

Cuadro 3.1: Modelos animales descriptivos de las displasias corticales en roedores. Modificado
de: [44]

inducir morfolégicamente caracteristicas similares a las displasias tipo II, tienen
en comun el que ambos sean agentes alquilantes del ADN, eso quiere decir que
poseen la capacidad de interrumpir la correcta replicacion del mismo, provocando
mutaciones; no presentan alteracién funcional como crisis espontaneas, pero si
hiperexctitabilidad in vitro, o al menos no a etapas tempranas del desarrollo
[45]; el método de induccién que se usa en cada uno es muy similar también, ya
que se inyecta via intraperitoneal en roedores gestantes, principalmente ratas, a
cierta etapa del gestacién, en MAM pasando el dia de gestacion (>E17), y en
BCNU en una etapa mds temprana, al dia (E13-15), véase Fig 1.2 [46], [47], [48],
[49]. Dentro de sus diferencias estén los efectos fenotipicos que se expresan en las
camadas afectadas, por un lado MAM, ha sido ampliamente descrito por [46, 47],
como un buen modelo que simula el desarreglo cortical que se puede esperar en
los diferentes tipos de displasia, especialmente la Tipo II. Sin embargo los efectos
de su alteracién son limitados a nivel morfol4gico, excluyendo a la glia [47], ya que
actia principalmente sobre las células neuroepiteliales, provocando hetrotopias,
alteracion en la laminacion cortical y disminucion neuronal, principalmente, estas
caracteristicas se han descrito tanto en corteza y en estructuras internas como el
hipocampo [50]. Las caracteristicas de BCNU se describen ampliamente en la
siguientes secciones, asi como sus ventajas y fortalezas a nivel de simulacién de
displasias, que la diferencia de MAM.
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3. Modelos experimentales de las displasias corticales

3.2. BCNU o carmustina (1,3-bis(2-cloroetil)nitrosurea)

BCNU o cominmente conocido como carmustina forma parte de los fAirmacos
antitumorales del tipo nitrosurea, caracteristicos por su funciéon alquilante en
el ADN. Ha sido empleado desde finales de los anos 70 ’s, en enfermedades
como Hodgkin, tumores cerebrales y otros linfomas y mielomas. Una de las
principales diferencias que lo destacan entre otras drogas citostaticas es que
no tiene los efectos secundarios de las drogas que usualmente se ocupan en las
quimioterapias, como vémitos y mielosupresién. Dentro de sus caracteristicas
quimicas esta su solubilidad en lipidos y bajo peso molecular, las cuales favorecen
en la permeabilidad en 6rganos como el cerebro [51]. Los efectos secundarios que
pueden presentarse son a nivel de ADN, ARN y sintesis de proteinas, ya que puede
intervenir en la sintesis de purinas. Aunque las nitrosoureas son monofuncionales
pueden llegar a causar cruce en los enlaces de las bases nitrogenadas del ADN,
provocando diferentes efectos, como se muestra en la Fig.3.1. Este proceso puede
ocurrir mediante dos pasos: 1) La cloroetilacién de sitios nucleofilicos en una de
las hebras del DNA y 2) el desplazamiento del ién Cl- hacia la siguiente hebra,
impidiendo el relajamiento de la doble hélice, lo cual puede provocar mutaciones
o letalidad en la informacién que contiene ese fragmento [51].
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Figura 3.1: Mecanismo de accién de agentes alquilantes Los agentes alquilantes pueden
actuar de manera especifica sobre bases nitrogenadas especificas o no especifica, provocando
asi diferentes efectos, como la interrumpcién de la replicacién y transcipcién del ADN, como
también mutaciones o bien fragmentacién del material genético. Modificado de: [52]

El tiempo de vida de estas drogas dentro del organismo es muy corto. Se
ha descrito que sus efectos tienen dos fases, la primera ocurre a los 5 min de la
induccién y la segunda después de 1 hora. La degradacién de este farmaco se
realiza en los riniones y sucede aproximadamente después de 24 hrs en especies
pequenas como roedores y en 72 hrs en humanos [53]. Dentro de los estudios
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Modelo de displasias por BCNU

que han usado a las nitrosureas como principal insulto para simular a las
displasias, estédn los del grupo de Moroni [49], quiénes han logrado describir
morfolégicamente mas detalles sobre las displasias en roedores adultos y mas
recientemente también han contribuido a su caracterizacién de actividad eléctrica
con un estimulo externo y en su ausencia pero en edades mas adultas, como se
describe en la siguiente seccién [45, 48, 49, 54-50]

3.3. Modelo de displasias por BCNU

Benardete y Kriegstein en el 2002, fueron los primeros en aprovechar el
mecanismo de accién de las nitrosureas en la simulaciéon de malformaciones
corticales como las displasias [48], en su modelo usan una désis de 20 mg/kg,
que inyectan via intraperitoneal al dia E15, es decir, durante el proceso de
migracién celular, en ratas gestantes. Los resultados que reportaron fue a nivel
morfologico y funcional. Morfolégicamente observaron una alteracion en el arreglo
laminar en dos etapas del desarrollo en PO (dia post-natal 0/ neonatos) y a P60
(adulto), cuando el cerebro ya estaba desarrollado, encontrando heterotopias en la
corteza (grupos neuronales localizados de forma anormal en la corteza), asi como
alteraciones en la laminacién cortical. También observaron alteraciones en las
fibras de la glia radial, en ambas etapas, neonatos y adultos, pero por otro lado,
ninguna diferencia en poblaciones de neuronas inhibitorias (parvarlbtimina-PV y
calbidina-CB) Fig.3.2.

Las caracteristicas funcionales que describen son de indole electrofisiolégico
en cortezas de cerebro adulto (~ P60); usaron varias técnicas que les permitieron
evaluar la actividad de célula normal y poblacional in wvitro. Respecto a la
actividad poblacional se enfocaron a la poblaciéon de neuronas inhibitorias de
cortezas adultas, evaluaron la actividad local de campo en actividad basal,
observando grandes amplitudes en la actividad de cortezas con BCNU en
comparacion con las controles ante la estimulacién externa de un bloqueador
del receptor de GABA,, observando incremento mayor, en la amplitud del
potencial de campo de cortezas tratadas por BCNU comparadas con las controles,
indicando susceptibilidad a tener actividad excitable. Por otro lado también
evaluaron la alteracion de la actividad eléctrica en célula unica, especificamente
de las interneuronas, en ambos casos, control y con BCNU ante estimulos con
diferente concetraciéon de GABA, encontrando que la corriente que mostraban las
interneuronas alteradas por BCNU, eran mas grandes y aumentaban conforme
al incremento de concentracién del estimulo, comparada con la que presentaban
las interneuronas control. Sorprendentemente, las caracteristicas eléctricas de
interneuronas malformadas por BCNU no mostraron diferencias ante las controles.
Todas estas evidencias y descripciones permitieron a los autores sugerir a este
farmaco como un buen modelo de la lesién a nivel morfolégico, ya que es capaz
de simular la deslaminacién cortical, heterotopias, células dismérficas, alteracion
glial y a si mismo, ante estimulacién externa, es capaz de mostrar caracteristicas
hiperexcitables. Siguiendo el trabajo de Bernadete y Kriegstein, el equipo de
estudio de Moroni, F., contintio con la descripcién de este modelo, en ratas [49, 54,
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3. Modelos experimentales de las displasias corticales
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Figura 3.2: Evidencias histolégicas de los efectos de BCNU en ratas neonatos
y adultos En cada evaluacién (LIL,IIT) se muestran ejemplos control (A,C) de neonatos y
adultos, respectivamente y de BCNU (B,D). I. Muestra la citoarquitectura de una regién
cortical, usando tincién Nissl, en donde se observar grupos neuronales heterépicos en B y
deslaminacion en D. II. Evidencias de la malformacién en fibras gliales en ambas etapas de
desarrollo en BCNU (B,D). III.Dos tipos de poblaciones de interneuronas, CB(calbidina) y PV
(palvarbulmina), en las dos etapas de desarrollo. Modificado de: [48]
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Modelo de displasias por BCNU

55], no sé6lo corroborando sus resultados, si no incluso describiendo que bajo este
modelo, la morfologia que se logra simular, es muy similar a las alteraciones que
se presentan en las displasias Tipo II e inclusive alteraciones en otras estructuras
cerebrales, como el hipocampo Fig 3.3 [49]. Ademds de las confirmaciones de las
alteraciones morfoldgicas del modelo, Moroni y colaboradores, en 2013 evaluaron
la manera en la que se ve afectada la migracion celular por BCNU, encontrando
que efectivamente el efecto alquilante de este fairmaco comenzaba a tener efecto
desde el dia de gestacion 18, mostrando dentro de los resultados descritos,
dos particulares, la mala migracién neuronal a la zona superficial, presentando
un retraso en la misma presentando asi neuronas que deberian organizarse
superficialmente, en la zona intermedia de la corteza, tambien encontraron que
aquellas neuronas que alcanzaban llegar a la posicién correcta después de su
migracion, no lograban prolongar sus axones a través del cuerpo calloso Fig 3.4.

Modelo BCNU Displasia Tipo Il
humanos

| Control
- C.. ”~ h_‘
A
0 s d
—  BCNU
W
" h

Figura 3.3: Caracteristicas del modelo de displasia por BCNU Comparacién
morfolégica de neuronas hectépicas y dismorficas piramidales,panel derecho; panel izquierdo,

evidencia histolégica de la lesién por displasia en otras estructuras como en el hipocampo
.Modificado de: [49]

Otra de las caracteristicas que lograron describir colaboradores de Moroni,
fue el que el modelo de displasia por BCNU, no sélo tiene muchas ventajas
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3. Modelos experimentales de las displasias corticales

en su simulacion morfoldgica y susceptibilidad de actividad hiperexcitable in
vitro, si no que a etapas més tardias del desarrollo, en dias post-natales >90d,
los animales si pueden llegar a presentar actividad espéntanea similar a las
crisis epilépticas [45], esto mediante la implantacién de electrodos y registro en
movimiento libre de animales tratados por BCNU. Lo que sugiere que el modelo
puede ser interesante en su evaluacién longitudinal para seguir el deterioro que
provoca esta malformacion en el desarrollo.

E21 control

E21 BCNU

Figura 3.4: Alteracién en la prolongacién axonal por el modelo BCNU Neuronas
progenitonas mapeadas con GFP, que lograron migrar correctamente a la regién cortical
correspondiente, en cortezas tratadas con BCNU muestran una limitacién en su proyeccién
axonal (evidenciado por la flecha blanca), comparado con la corteza control, cuyos axones si
logran llegar al cuerpo calloso, de manera normal (a,c), y un acercamiento de la misma regién
en (b,d). Modificado de: [57]
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Capitulo 4
Epileptogénesis

A pesar de las amplias descripciones que se han llevado a cabo con ayuda
del modelo BCNU, para el entendimiento de la malformacion cortical de
displasias, sigue siendo imperativo ahondar en la investigacion del origen de
la epilepsia en ellas, ya que como se describia en el Capitulo 2, las causas de
esta hiperactividad son poco comprendidas e incluso especulativas. Para poder
abordar las posibles causas en estas malformaciones es necesario describir al
proceso de la epileptogénesis, que de manera general podemos entenderlo como
el conjunto de mecanismos involucrados en el desarrollo de epilepsia. Algunos
autores sugieren que en este proceso pueden interactuar diversos niveles de
organizacién, desde el molecular, celular hasta el de conectividad provocando
asi la evocacion de actividad hiperexcitable manifestdndose en crisis epilépticas.
La frecuencia de estas crisis comienzan a provocar otros danos en la estructura
cerebral que favorece a este proceso para convertirse en una enfermedad crénica
[58]. Cada uno de estos procesos dependen de una temporalidad que puede ser
corta o larga, es decir pueden suceder en minutos o bien en semanas. Gracias a la
contribucién del estudio de este proceso a nivel experimental en modelos animales,
se ha logrado describir que uno de los principales mecanismos implicados en él,
es la alteracion en la actividad de canales i6nicos, cambios postranscripcionales
de proteinas de senalizacién, como receptores de neurotransmisores y también
activacion de vias génicas, cada uno con una implicacién temporal de minutos.
Seguido por un periodo que puede durar horas o dias, en el que se encuentran
involucrados mecanismos como la alteracién de factores de transcripcién, muerte
neuronal e inflamacién celular. En la suma de los dos anteriores, la consecuencia
crénica que fomentaran serian alteraciones anatomicas en la neurogénesis, gliosis,
desarreglo de fibras y asi mismo reorganizacion de la red de conectividad celular,
los cuales se pueden observar semanas después del primer insulto epiléptico [58,
59].

4.1. Caracteristicas clinicas y modelos experimentales

La epileptogénesis se suele documentar clinicamente como el proceso que
causa epilepsia, y esta puede originarse por una diversidad de factores a lo largo
del desarrollo. En adultos entre la méas comin es a causa de factores genéticos que
pueden ocuasionar epilepsia del 16buo temporal TLE (Temporal Lobe Epilepsy),
por una lesién cerebral traumadtica, TBI (Traumatic Brain Injury) [58, 59], o
por una malformacién cortical [17]. En la ninez, es mas comin que se genere
epilepsia como consecuencia a otros factores como una encefalopatias, fiebres,
hipéxia o la més frecuente por una malformacién coritcal [17]. Al tratarse de
otra etapa del desarrollo en donde atin no se ha terminado de madurar el cerebro,
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4. Epileptogénesis

el estudio de la epileptogénesis durante esta, resulta relevante por la variedad de
mecanismos que pueden diferenciarse en comparacién con el origen de epilepsia
en adultos, cuando el cerebro ya es considerado maduro, o desarrollado, ademés
de la alta prevalencia que tiene en la poblacién infantil, como se mencioné en el
Capitulo 2.
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Figura 4.1: Eventos del desarrollo cerebral durante la nifiez Principales eventos del
desarrollo cerebral post-natal, en I, se muestran el desarrollo cortical en humanos, desde las
semanas de gestacion hasta la etapa adulta. arriba de la linea temporal se representa el aumento
en volumen de materia gris y blanca, y debajo, con colores se representan los distintos eventos
del desarrollo, resaltando en la sombra morada el periodo critico de actividad dependiente a la
sinaptogénesis y plasticidad que muestra el esquema en II. II, Presenta la evolucién temporal
de los cambios en los receptores Glutamato y GABA, a lo largo del desarrollo en humanos y
roedores, asi como también de la precencia de los subtipos de receptores excitatorios. El eje y,
en la grafica muestra el porcentaje de la funcién en el cerebro maduro y en el eje x, las etapas
del desarrollo en roedores y humanos. Modificado de: [12, 58]
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Caracteristicas clinicas y modelos experimentales

Durante el desarrollo post-natal en humanos y roedores siguen ocurriendo
procesos como sinaptogénesis, mielogénesis y optimizacién de la conectividad o
(synaptic pruning) hasta aproximadamente la etapa adulta ~20 afios en humanos,
y P60 en roedores Fig.4.1. Estos eventos llevan consigo adaptaciones moleculares
y de comunicacién, como la produccién de canales excitatorios y transportadores,
asi mismo como los inhibitorios, que alcanzan su méaxima funcién hasta la etapa
adulta.
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Figura 4.2: Cascada epileptégena Procesos involucrados y la sugerencia de escala temporal
que pueden llegar a seguir después del primer insulto, en donde durante el periodo latente o
anterior a la generaciéon de crisis epilépticas, pueden ocurrir procesos a diferentes escalas y con
distinta duracién. Modificado de: [58]

Uno de los neurotransmisores mas abundantes e importantes en comunicacion
celular es el Glutamato, por ser uno de los responsable de la excitacién celular,
cuyos receptores (GluRs) se expresan en neuronas y células gliales; existen
también receptores ionotrépicos de glutamato, (iGluRs), que estdn regulados
por un i6n, ya sea Na, K o Ca. Los iGluRs mas importantes son los receptores,
NMDA, AMPA y cainato [58, 60]. Por otro lado el neurotransmisor que regula
la inhibicién de la actividad neuronal es el dcido y-aminobutirico, o GABA,
que a diferencia de glutamato, sus receptores se encuentra muy bajos durante
el desarrollo, y también alcanzan su maxima funcién en la etapa adulta [58,
61]. El uso de modelos de epileptogénesis en etapas tempranas del desarrollo
ha ayudado a contribuir al entendimiento de cémo podrian evolucionar esta
alteracion funcional cuando atn sigue en proceso de maduracién la conectividad
celular en el cerebro; dentro los mas comines esta el uso de baja oxigenacién,
o hipdxia [62], o bien mediante farmacos que induzcan a la hiperexcitabilidad
como la toxina teténica [63], pilocarpina [64] o dcido cainico[65]. A continuacién
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4. Epileptogénesis

se describira los mecanismos involucrados en dos de los modelos mas relevantes
para el estudio del proyecto de investigaciéon de esta tesis, cuyos métodos y
resultados se describen en el Capitulo 6

4.1.1. Hiperexcitabilidad por Pilocarpina

El modelo de induccién de epilepsia créonica por pilocarpina ha sido
ampliamente usado desde 1983. Descrito por primera vez por Turski, quién
aproveché las caracteristicas quimicas y farmacéuticas de este compuesto
proveniente de Pilocarpus jaborandi, planta nativa del centro-este de Brasil, cuyos
efectos sistémicos involucran al tratamiento de resequedad, ya que aumenta la
lubricaciéon en ojos y boca, por sus efectos en el sistema nervioso periférico
activandolo gracias a sus propiedades agénistas colinérgicas [66]. En su trabajo,
describe que la administracién sistémica de este compuesto, es capaz de generar
cambios en la actividad eléctrica que desembocan en la generaciéon de crisis
epilépticas esponténeas recurrente (CEER), cosencuentes de un estado epiléptico
previo a ellas (SE, Status Epilepticus) [67, 68]. Este mismo modelo fue aportando
mas conocimiento en su funcion, logrando identificar que a nivel sistémico es
muy importante considerar varios factores como el sexo, la dosis, la variabilidad
y la mortalidad [69]. Un punto importante a resaltar de este método de induccién

Duracién

Cambios observados

Inducciéon tempranda de genes Horas
Camcios post-transcripcionales de re- | Horas a Dias
ceptores de neurotransmisores (GABA,
AMPAR, NMDAR)

Muerte neuronal Dias
Factores neurotréficos Dias
Inflamacién Dias

Expresién de receptores de neurotrans- | Dias
misores y canales idnicos

Nuevos brotes de fibras neuronales Dias y sema-
nas

Neurogénesis y glidsis Semanas y
Meses

Cuadro 4.1: Resumen de los procesos temporales que ocurren contribuyen al desarrollo de
epilepsia en etapas tempranas del desarrollo. Modificado de: [58]

de excitabilidad, es que se ha explorado a diferentes escalas, la sistémica e in
vivo, en dénde la dosis de pilocarpina es suministrada via intraperitoneal (i.p.),
cuya repercusion principal es el desarrollo del SE, caracteristico por simular
crisis epilépticas esponténeas [70, 71]. También se ha empleado la estimulacién
de manera local e in vitro en rebanadas de tejido, principalmente en hipocampo,
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Cascada epileptégena mecanismos involucrados

en donde se han descrito también que puede provocar mayor frecuencia de
potenciales de accion, asi como aumento en la amplitud de la actividad eléctrica,
esto siempre y cuando se emplee concentraciones adecuadas para alterar la
actividad eléctrica neuronal [72].
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Figura 4.3: Actividad hiperexcitable por pilocarpina in witro El panel derecho se
muestra la curva dosis respuesta sobre la frecuencia de potenciales de accién debido a una
estimulacién de pilocarpina, en rebanadas de hipocampo, y en el lado izquierdo 5 ejemplos de
las sefiales eléctricas bajo diferentes concentraciones de estimulo. Modificado de: [72]

Entender los mecanismos mediante los cuales la pilocarpina logra alterar la
actividad eléctrica en el modelo animal, parte de los receptores metabotrépicos
como los de glutamato, mGlul, que se especializan en la potenciacién de
la excitacion y mGlu4, que la contrarresta. La regulacién de los receptores
de glutamato, provoca que bajo las condiciones de pilocarpina se genere
susceptibilidad a generar excitabilidad al tejido cerebral. Estos hallazgos han
sido descritos, principalmente en el hipocampo [73]. Por otro lado otro de los
receptores involucrados en su metabolismo, son los receptores muscarinicos M;
que son metabotrépicos también, al igual que lo mGluR [74, 75]. Estos receptores
se encuentran distribuidos principalmente en las neuronas excitatorias, por lo que
su hiperactivacion ante pilocarpina, puede generar repercusiones graves, como
el incremento de actividad eléctrica y el inicio de otros procesos de la cascada
epileptégena, los cuales se describen a en la siguiente seccién.

4.2. Cascada epileptégena mecanismos involucrados

Comprender a los procesos de la epileptogénesis implica entender que
involucran varias escalas espaciales y temporales, por ello opto por nombrarla
como cascada epileptégenica como lo hacen en su revisién [58]. Nuevamente
los modelos experimentales han ayudado a la aproximacién de los procesos
temporales que desarrollan la epilepsia. Los més inmediatos ocurren en minutos,
que pueden ser la actividad de canales iénicos y senalizacion celular, asi como
cambios post-transcripcionales como por ejemplo, en la sintesis de nuevos canales
y receptores y activacién de genes, también. Si estos cambios prevalecen, pueden
llegar a repercutir en dias, procesos inflamatorios, muerte neuronal, y asi mismo
cambios transcipcionales, que dan lugar a cambios crénicos en semanas o meses,
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4. Epileptogénesis

como alteraciones en la nuerogénesis, reorganizaciéon de la red y gliosis como lo
muestra la Fig. 4.2 y la tabla 4.1.1

4.3. Estudio de epileptogénesis con actividad de calcio
intracelular

Las cascadas moleculares que estan implicadas en los primeros mecanismos de
la epileptogénesis traen como consecuencia alteraciones en la actividad de canales
i6nicos. Siendo que las células nerviosas son excitables y dicha excitabilidad
depende de la actividad de esos canales idnicos, es de importancia resaltar que
una de las principales vias de senalizacién intracelular que se ve afectada es
la del flujo del calcio, ya que es el responsable de activar a otras cascadas de
senalizacién como el de las cinasas que fosforilan factores de transcripciéon como
la proteina de unién a elementos de respuesta de cAMP (Adenosin Monofosfato
Ciclico) (CREB) y la proteina de unién de CREB (CBP). Asi como también el
[Ca2+] esta involucrado en la senalizacién neuronal metabotrépica, ya que es
una de las vias importantes para la secreciéon de neurotransmisores y recepcion
de los mismos, de una célula a otra y también en regulaciéon de activacién e
inhibicién de sus propios canales [58, 76-78], Fig 4.4

Ca?* - permeable
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proteins
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Figura 4.4: Senalizacién de calcio intracelular Flujo de calcio intracelular en neuronas
por la activacién de receptores transmembrana como AMPA ,NMDA, voltaje dependientes
VGCC, acetilcolina nAChR, o receptores tipo C TRPC. El flujo de calcio intracelular es
regulado por receptores de inosito trifosfato IP3sR y riadonina. El inositol trifosfato puede
ser regulado a su vez por receptores transmembrana como los mGluR. La salida de calcio es
mediado por PMCA, proteina transmembranal, por los canales de sodio y calico, NCX y por
la ATPasa del reticulo sarcoplasmético. Modificado de: [78]
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Estudio de epileptogénesis con actividad de calcio intracelular

Algunos estudios ex vivo en modelo animal, se observo la respuesta de calcio en
cultivo celulares de la regién del hipocampo del cerebro, observaron que durante
la epileptogénesis se producian alteraciones permanentes en la homeostasis del
Calcio intracelular [C’a2+]i, manifestdndose de diferentes formas, incrementando
cronicamente los niveles basales de [C’aﬁ]i y disminuyendo la capacidad de las
células para almacenarlo Fig 4.5, dejando ain mas limitada las disponibilidad
de éste dentro de las células. Sugiriendo que estos cambios cronicos propician a
largo plazo un dano irremediable en la comunicacién y homeostasis de las células,
alterando por completo su senalizacién [77].

La importancia de este i6n en la senalizacién neuronal en condiciones normales
y en patologicas como durante el proceso de la epileptogénesis, no ayudaria a
comprender la funcionalidad de celular desde otra perspectiva, cercana a la
actividad eléctrica que es comtinmente preferida cuando se trata de describir
procesos epileptogénicos y como se ha hecho ampliamente en la evaluaciéon de
modelos de malformaciones corticales como el de BCNU [45, 54, 56]. Ademds de
poder describir otras caracteristicas de la funcionalidad neuronal, mediante la
medicién de [C’aﬁ]i se obtiene otra ventaja que es la nocién del nimero de células
que se estan activando, ya que los fluoréforos sensiométricos que se emplean
para la evaluacié de la misma, se une a cada ién de [Ca2+] que se encuetre en
la célula, permitiendo distinguir la actividad individual y poblacional en un
registro. En el presente trabajo estd enfocado a la descripciéon de la actividad
hiperexcitable mediante el registro de [Caﬁ]i, en cortezas normales y tratadas
con el modelo BCNU en una etapa temprana del desarrollo; los detalles del mismo
se describen en los proximos capitulos, asi como los resultados y conclusiones que
se obtuvieron en él. La perpectiva que se empleo al describir los resultados de
la actividad de [Ca2+]i, fue la de conectividad celular, ya que como se descibio
en este capitulo, la epileptogénesis repercute en un cambio en la conectividad
neuronal que al final de la cascada, genera las crisis epilépticas. Los detalles de
cémo este aspecto se relaciona a la sincronia y consecuente hiperexctiabilidad se
describen con mas detalle en el Apendice A, los cuales recomiendo revisar para
la mejor comprension de los resultados de este trabajo.
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Figura 4.5: Actividad de calcio intracelular en células individuales. Actividad de
calcio intracelular de celular hipocampales control y epilépticas, usando dos distintos fluoréforos
sensiométricos de calcio, ante el estimulo de Glutamato 50 pM. Con ambos fluoréforos se
observa que en la células epilépticas hay un retraso en el decaimiento de la senal, ademas de
una fluctuacién de la actividad durante la misma (B,E), caracteristicas que no se observan en
las células control (A,D). C y F, muestra este retraso en el decaimiento de la sefial en ambas
actividades. Modificado de: [77]

32



Parte |l

Segunda parte, Marco teorico

33






Capitulo 5
Marco Teorico

5.1. Antecedentes

Las displasias corticales son un tipo de malformaciones que ocurren durante
el desarrollo embrionario. Son consideradas como una de las principales causas
de epilepsia refractaria en la poblacién infantil y la segunda o tercera de la
epilepsia resistente a farmacos en adultos [79]. Estas lesiones se caracterizan
por una desorganizacion en la estructura de la corteza cerebral, en donde se
pierde la definicién de las capas corticales al igual que de la barrera entre la
materia gris y blanca, consecuencia de la hipomielinizacion de la materia blanca
ademas de una serie de malformaciones celulares como neuronas piramidales
con hipertrofia, neuronas dismorficas, microglia activada, gliosis excesiva y
células balonadas [30]. Gracias a los estudios morfol4gicos por histologia se han
descrito 3 tipos de displasias corticales, de acuerdo al grado de malformacién que
presentan. Sin embargo, la variabilidad en su morfologia y extensiéon complica su
deteccién incluso con técnicas de neuroimagen de alta resolucion, lo que dificulta
o imposibilita el tratamiento quirdrgico [33]. Considerando que cerca del 27 %
de ninos con displasia cortical tipo II, desarrolla epilepsia y deficiencia cognitiva
como consecuencia de la lesién [58] y que existen casos ademads, en donde estas
lesiones no tienen ninguna repercusiéon neuropatolégica a lo largo de la vida de
los individuos, diversos han sido los estudios que han descrito estructuralmente
a estas lesiones con la finalidad de conocer el origen de la epileptogénesis [20, 30,
80]. Sin embargo, partiendo de la definicién de epileptogénesis como el resultado
de micro-procesos en donde estan involucrados canales iénicos y factores de
transmisién que resultan en el cambio de la estructura de la red neuronal y por lo
tanto en el desarrollo de Crisis Epilépticas Espontdneas Recurrentes (CEER) [58],
se ha considerado necesaria la caracterizacién funcional a partir de la estructura
de las células y de su interaccion en la red neuronal. Debido a que los estudios
de la actividad funcional en humanos son limitados y ain mas cuando se trata
de neuropatologias, se han logrado simular estas lesiones en modelos animales
mediante diferentes métodos [49]. En este proyecto se usa como modelo de
esta lesién el efecto de agentes antineoplasicos como BCNU (carmustina), que
interfiere en la replicacién del material genético teniendo un efecto mutagénico
[81] v que se ha descrito como uno de los mejores agentes en la simulacién de
displasias corticales por su parecido en las morfologias neuronales con displasias
tipo II [49]. No obstante, este farmaco sélo simula la lesién de las displasias
estructuralmente, por lo que es necesario en este modelo, emplear un estimulo
externo que altere la actividad neuronal para lograr caracterizar funcionalmente
esta lesién. Para ello se ha acoplado la induccién del Status Epilepticus (SE)
siguiendo el modelo de pilocarpina [68, 82]. Teniendo como finalidad resolver las
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Problema y justificacion

siguientes preguntas de investigacién ;Cudles son las caracteristicas estructurales
y funcionales de las displasias corticales inducidas por BCNU que las hacen
epileptogénicas? ;Qué caracteristicas se presentan en la red neuronal de cortezas
con la lesién de displasia? ;Cuéles son los cambios estructurales y funcionales
en la red neuronal de las cortezas sanas y lesionadas y cémo responden ante un
factor externo?

5.2. Problemay justificacion

Las displasias corticales son malformaciones congénitas que anos después
del nacimiento pueden desarrollar epilepsia y se desconocen aun las causas de
la epileptogénesis en estos casos, dificultando asi su prevencion, diagnéstico y
tratamiento. La comprension del proceso epileptogénico, podria favorecer el
desarrollo de biomarcadores y/o tratamientos anti-epileptégenos.

5.3. Hipotesis

La citoarquitectura de la corteza primaria motora, en presencia de displasia,
determinara una red funcional cortical aberrante y susceptible en la generacion
de actividad neuronal anormal ante un factor excitatorio externo.

5.4. Objetivo General

Caracterizar las displasias corticales inducidas por el modelo BCNU a nivel
estructural y funcional antes y después de un estimulo hiperexcitable externo en
una etapa juvenil del desarrollo.

5.5. Objetivos Particulares

= Identificar los cambios estructurales que se presentan en las displasias
corticales.

= Analizar longitudinalmente las caracteristicas macro- y micro-estructurales
de la corteza durante el desarrollo de la displasia cortical.

= Evaluar el efecto de la displasia cortical a nivel fisiol6gico, analizando la
actividad de calcio intracelular antes y después de un estimulo externo.
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Capitulo 6
Métodos y resultados

6.1. Induccion del modelo de displasia por BCNU

El protocolo experimental (111A) realizado y descrito a continuacién fue
revisado y aprobado por el comité de ética del Instituto de Neurobiologia, UNAM,
en el cual se describe el uso de ratas hembra de 2 meses de edad (Sprague Dawley)
que fueron inyectadas via intraperitoneal al dia 15 de gestacién (E15), con 2 mL
de solucién salina, para el grupo control y 20 mg/kg de BCNU + 5% de glucosa,
para el grupo lesionado. Las camadas resultantes de cada grupo se alojaron en
bioterio con agua y alimento ad libitum y el ciclo de luz y oscuridad regulado,
de acuerdo a lo establecido en la NOM-062-Z0O0-1999.

6.2. Caracterizaciéon macro y micro-estructural

Se realizaron imagenes estructurales pesadas a T2, de machos n = 10, de
las camadas de los grupos Control y Tratamiento (BCNU) a los 30 dias post
natales. En cada adquisicién los animales fueron anestesiados con Isoflurano al
4% manteniendo la oxigenacién de cada uno en una proporcién 80/20 % aire/O2
y su temperatura corporal en 37°C y la oxigenacion y frecuencia cardiaca fueron
monitoreados con ayuda de un sensor de pulso y oxigenacién (Pulse oximeter
sensor, SA Instruments Inc). La adquisicién de las imdgenes anatémicas se realizd
en el LANIREM, empleando el Resonador BRUKER, 7T, siguiendo la siguiente
secuencia: TR= 200 ms; TE=35ms grosor de rebanada de 80 pm; resolucién de
67 pm. Grupos (n=10) de ratas por cada ventana temporal posterior a la inicial,
P30, fueron evaluados longitudinalmente mediante el mismo método de IRM
7,14,21 dias posteriores a la primera resonancia.

6.2.1. Medicion del grosor cortical

Las imagenes estructurales de resonancia fueron normalizadas basdndonos
en un registro lineal al atlas de roedores (Waxholm Space Atlas of Sprague
Dawley Rat Brain) [83]. A partir de las imdgenes preprocesadas, se midi6 el
grosor cortical de la corteza motora con ayuda del software FIJI imagelJ [84],
mediante el cual se trazé una linea vertical en la regién de interés (M1, Br = 0.20
mm, In = 9.20 mm) con 90° al cingulo. Los valores resultantes de esta medicién
fueron normalizados a la escala de transformacién de cada cerebro analizado,
producida durante el registro lineal.
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Inmunofluorescencia con marcaje especifico a capas IV,VI y NeuN (neuronas)

6.3. Inmunofluorescencia con marcaje especifico a capas
IV,Vl y NeuN (neuronas)

Se perfundieron via intracardiaca con PFA 4% una n=3 de machos en P30,
de ambos grupos, de los cuales posteriormente fue extraido el cerebro. Cada uno
de estos se mantuvo en PFA 4 % durante una noche. Posteriormente se cambiaron
a una solucién de sacarosa al 20 % hasta que cada cerebro se precipitara; se
continio con el cambio de solucién a sacarosa al 30 % esperando su precipitacion,
de igual manera, para lograr la crioproteccion del tejido. La congelacion de cada
cerebro se realizé de la siguiente manera; En un vaso de precipitados de 500
mL se hizo una mezcla de nitrégeno liquido ( 100 mL) y de etanol puro ( 50
mL) hasta lograr formar una pasta suave, la cuél ayudaria a congelar de manera
inmediata los cerebros; sobre dicha mezcla se colocé un vaso de precipitados de
100 mL, dentro del cual se colocé uno a uno, los cerebros, hasta que lograran el
congelamiento total y fueron almacenados a -20°C. De cada muestra se realizaron
cortes coronales de 20um en una regién cercana a la posicién Bregma (9.20-0.20
mm); cada corte fue preservado en PBS 1x hasta el momento del ensayo de
inmunofluorescencia. Los anticuerpos que se utilizaron fueron especificos a dos
capas corticales (IV: NBP1-84004-Necabl, V: FoxP2, Novus Biologicals) y a
neuronas (ab104224-NeuN, Abcam). Se realizaron dobles o triples marcas en
cada rebanada del ensayo de acuerdo al siguiente procedimiento; se realizaron
lavados de 5 x 10 min de (PBS 1x + Tween 20 [ 0.3 %]), posteriormente se incubé
durante 45 min en solucién de bloqueo (BSA 2% + Triton x 100 0.3 %) a 4°C en
agitacién. Transcurrido este tiempo se incubd con el anticuerpo primario, hechos
en conejo (NBP1-86671- FoxP2 1:2000, Necabl 1:1500, Novus Biologicals) y ratén
NeuN (1:350, Abcam) 24 hrs, a 4°C en agitacién. Se realizaron lavados 5x10min
con (PBS 1x + Tween 20 [0.3%]) y se incubé con el anticuerpo secundario
correspondiente a cada primario, utilizado con las siguientes longitudes de
emision (Alexa -488, 555, 647, 1:500). Se realizaron lavados 5x10 min (PBS 1x )
y finalmente se realizé el montaje de cada muestra utilizando el medio Mowiol y
sellando los bordes de cada laminilla. La adquisicién de imagen de cada ensayo
se realiz6 escaneando la region de interés a 40x en tres direcciones, x,y,z, o bien a
lo largo, ancho y en la profundidad de la regién de interés (850 x 1700 x 10 pm)
, mediante microscopia confocal, empleando el equipo ZEISS LSM 780 DUO, de
la Unidad de Microscopia del Instituto de Neurobiologia.

6.3.1. Segmentacion de las regiones de interés en la imagenes de
inmunofluorescencia de anti-Neun

Cada imagen adquirida se orienté de acuerdo a la posiciéon anatémica
de una vista coronal de la region estudiada y se homogeneiz6 el tamano de
cada adquisicién a una columna de 1600-600 pixeles, cada una. Se realizd
la cuantificacién de las neuronas, usando el software Image J (FIJI)[84]
manualmente, dibujando cada neurona, para cada grupo. Posteriormente se
calcularon las coordenadas, drea y forma (redondez) de cada ROI dibujado
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manualmente con el mismo software y se analizaron estadisticamente con una
prueba t de student, con Python Scipy [85].

6.4. Evaluacion de la actividad neuronal individual y por
conectividad. Registros de [Ca®*];

En una n=5 CTRL y n=8 BCNU de 30 dias postnatales, por cada grupo, se
realizaron registros de imagenologia de calcio, con el siguiente procedimiento: En
una cdmara de registro se coloco una capa de Poli-L-lysisna 30 % y se dej6 secar
durante 2 hrs. Se sacrific6 cada rata de ambos grupos con Pentobarbital (30
mg/kg). Posteriormente se disecé el cerebro y se colocaron inmediatamente en
ACSF 1X al punto de congelacién (4°C); en seguida se colocaron sobre la base de
la platina de corte del vibratomo y se realizaron rebanadas coronales de 250 pum
de grosor, a la altura de la corteza M1 medial. Dicha rebanada se permeabilizé
con un fluoréforo sensométrico de Ca?* Fluo 4AM [22 uM], durante 60 min.,
a 37°, humidificado 95 % O,, 5% CO?. Transcurrido ese tiempo, se colocé la
rebanada en la caAmara de registro previamente tratada y se conecté a un sistema
de perfusion, el cual contenia las tres soluciones que se suministraron a lo largo
del registro (ACSF 1X + Carbdgeno, Pilocarpina 300 pM, KC1 140 uM). Se
registré la actividad de [Ca?*]; con ayuda de un microscopio estereoscopico
(Leica M205 FCA) de fluorescencia acoplado a una cdmara CCD. La adquisicién
del total de imdgenes se realizé cada 300 ms con la siguiente cronologia: 1) 3 min
de actividad Basal (actividad espontdnea) s6lo con ACSF 1X + Carbdgeno. 2 )
10 segundos de actividad Basal, seguidos de 30 segundos de Pilocarpina 300 M,
y 14 min de actividad basal. 3) 10 minutos de descanso, sin estimulacién de luz y
con perfusién constante de ACSF 1x + Carbdgeno. 4) 10 segundos de actividad
Basal, seguidos de 30 segundos de KCI 140 mM y 14 min de actividad basal.

6.4.1. Analisis de las transitorias de Ca2t

Por cada registro realizado se seleccionaron las regiones de interés (ROI, por
sus siglas en inglés), manualmente con ayuda del software Image J-FIJI [84]; se
extrajeron los promedios de cada valor de fluorescencia en cada cuadro capturado
(Total = 3000). Posteriormente se normalizaron los valores de fluorescencia al
minimo de cada célula A F/F,,;, v se corrigié el decaimiento de la sefial a
consecuencia del fotoblanqueo. También se le aplico un filtro Bessel del tipo pasa
bajas, de tercer orden. Finalmente, se continu6 con los siguientes procedimientos,
todo esto con ayuda de la paqueteria de Scipy [85]. La ejemplificacién de la
region cortical registrada asi como la oscilacion obtenida, se muestra en la Fig.
6.1

6.4.2. Evaluacion de la oscilacién por frecuencias y potencias

Identificamos la frecuencia y la potencia en cada caso, en la actividad basal
y después del estimulo de pilocarpina por el método de Welch implementado en
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Evaluacion de la actividad neuronal individual y por conectividad. Registros de
[Ca**];

A M1campo de registro B Ejemplo de actividad acumulada
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Figura 6.1: Registro de actividad neuronal A: Ejemplo del gran campo de visién para el
registro de la sefial [Ca?*]; (que abarca todas las capas corticales), superpuesto en el atlas de
Paxinos y Watson (2006) como referencia. Las lineas rojas representan el limite pial (arriba) y
la interfaz gris-materia blanca (abajo) B: Actividad de la poblacién de un animal de control y
otro experimental, con cada fila indicando la amplitud de la senal codificada por colores de
cada neurona (AF/Fmin) a lo largo del tiempo. Las puntas de flecha indican el estimulo de
pilocarpina. C Vista ampliada de un ejemplo de sefial de [Ca?T]; para un animal de control
que indica las ventanas temporales seleccionadas antes, durante y después de la estimulacién
con pilocarpina (punta de flecha) consideradas para los anélisis de red.

Pauli V. et al., 2020. Comparamos la distribucién de valores de cada grupo por la
probabilidad de ocurrencia de cada uno en cada posicion celular, evaluada con su
profundidad en la corteza. Para la normalizacién de la profundidad, consideramos
la fraccién de coordenadas reales de la longitud total de cada corteza obteniendo
valores de 0 a 1, donde 0 esta cerca del cingulo en la sustancia blanca, y 1 en la
superficie cortical, adyacente a la pia).

6.4.3. Seleccion de senales representativas para el analisis de
conectividad

De los valores de potencia durante el estimulo de 30 seg. De Pilocarpina
[300 uM] , se realiz6 una distribucién en cada registro y de esta se seleccionaron
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aquellos que estuvieran a 2 S.D. debajo del valor maximo. Eliminando asi las
sefiales que tuvieran poca respuesta a la actividad durante el estimulo.

6.4.4. Conectividad celular y evaluacion en ventanas temporales

La inferencia de conectividad celular se realizé siguiendo el principio de
correlacién cruzada entre células. Para verificar que las posibles correlaciones
fueran no azarosas, se construyé por cada registro un nuevo set de datos de series
temporales simuladas 1000 veces, la cuales también fueron correlacionadas y
estos valores sustitutos de correlacion facilitaron la creacién de una distribucion
de valores por célula para seleccionar aquellas correlaciones no azarosas en
cada registro (>2 S.D.). Dado el gran ntimero de correlaciones realizadas, se
minimizaron las correlaciones espurias mediante el método False Discovery Rate.
Para lograr evaluar este método en diferentes ventanas temporales, se determind
en cada correlacién, 5 ventanas de 150 s cada una (Antes 0-150s, durante(150-
300s), después (300-450s, 450-600s, 600-750s)), basada en la cronologia de la
adquisicion del registro y para lograr observar el antes, durante y después del
estimulo hiperexcitable a nivel de conectividad. A partir de estas matrices de
adyacencia dependientes del tiempo derivamos métricas de red: eficiencia de la
comunicacién, coeficiente de conglomerados y valores de asortatividad, utilizando
NetworkX [86], y R versién 4.2.2 [87]. Se utilizaron efectos lineales mixtos,
implementados en lme4 [88], para evaluar la relacién entre las métricas de red,
el grupo experimental y el tiempo. El grupo y el tiempo se introdujeron en
el modelo como efectos fijos, mientras que los sujetos se introdujeron como
efectos aleatorios. La significacién estadistica se evalu6é con valores p obtenidos
mediante pruebas de cociente de verosimilitud del modelo completo con el efecto
en cuestion frente al modelo sin el efecto en cuestion.

6.4.5. Reduccion de dimensiones para la evaluacién de
interacciones dentro de la corteza

De las matrices de correlaciéon obtenidas previamente, se localizaron
espacialmente a cada una de las neuronas involucradas en la conectividad
y se ordend la matriz de adyacencia con la posicién de cada una y con la
cantidad de conexiones que presentaron. Asi logramos obtener la totalidad de la
conectividad por posicién. Cada valor fue normalizado por grupo y posteriormente
comparamos estadisticamente, primero usando prueba t de student, y eliminando
falsos positivos, con permutaciones. De las interacciones que sobrevivieron a
estos andlisis se les calculé el tamano del efecto, calculando la medida d de Cohen
[89] en cada ventana temporal analizada.
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6.5. Resultados

6.5.1. Caracterizacion de la macro y microestructura

La caracterizacion de macroestructura se realizé en diferentes etapas del
desarrollo de ratas Sprague Dawley, iniciando en el dia postnatal 30 (P30)
y dando seguimiento 7, 14 y 21 dias posteriores, en una n=10 (7 machos, 3
hembras, de 3 camadas diferentes), en ambos grupos de estudio. En cada etapa
mencionada, se adquirieron imagenes pesadas a T2, por el resonador Bruker
7T, del Laboratorio Nacional de Resonancia Magnética (LANIREM), mediante
las cuales se midi6 el grosor cortical de solo una region de la corteza M1, como
ejemplifica el esquema de la Fig 6.2,panel Der; se trazé una linea de 90°C, que
inicia en el pico del cingulo, en la regién medial de la M1 y termina en el limite
pial. Los resultados de esta mediciéon partieron de la premisa de que bajo este
modelo de lesion, las cortezas en los animales tratados con BCNU tendian a
mostrar cualitativamente una reduccién en su grosor cortical [56] sobre todo
en una etapa adulta del desarrollo. En este caso se recurrié a extender esta
medicién a etapas mas tempranas, encontrando que el grosor no es diferente entre
grupos, al inicio de la evaluacién (P30). Sin embargo, conforme va avanzando el
desarrollo, comienzan a ser distintas, teniendo mayor grosor las cortezas control,
desde los 7 dias posteriores al inicio.

A mmm Control B

1.4 mum Displasia Limite Pial
?i 1.2

S

©

g 10 Cingulum
IS}

(&)

5 0.8

[%2)

o

O 06

P30 +7Dias + 14 Dias + 21 Dias

Figura 6.2: Caracteristicas macroestructurales de cerebros P30, Controles y BCNU
A. Espesor cortical de M1 a lo largo del desarrollo. El grosor cortical (longitud entre la interfaz
materia gris/blanca y el limite pial) se reduce en los animales experimentales a los 7,14 y 21
dias después de la exploracién inicial (*: p <0,05). B. Esquema de la zona de interés que fue
medida.La region resaltada en verde, representa la etapa de desarrollo que fue descrita en toda
nuestra metodologia.

Para corroborar que durante p30 los animales de interés mostraban
anormalidades en la corteza cerebral, recurrimos a evaluar la micro-estructura,
mediante un marcador especifico a neuronas (anti-Neun), con el cual se analizaron
diferentes aspectos del arreglo neuronal en esta regién, como la densidad
poblacional a lo largo de la corteza con el fin de identificar alteraciones en
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esta distribucién al comparar con las cortezas lesionadas, como muestra el panel
de la Fig 6.3A; en este aspecto no encontramos diferencias entre distribuciones
neuronales, pero observamos que la morfologia neuronal presentaba tamanos y
formas diferenciadas, especificamente en la posicién de una corteza control,
correspondiente a la capa II-IIT y a la V, Fig 6.3B. Estas observaciones
fueron confirmadas en un analisis de medicién de area y forma neuronal,
comparando estas caracteristicas entre grupos especificamente a las profundidades
que corresponden a las capas II-III y V Fig 6.4. Los resultados demuestran
que a estas profundidades las neuronas se encuentran m&s grandes en las
cortezas displasicas que en las control. Mientras que la forma sélo se encontré
distinta en las profundidades correspondientes a la capa II-III, siendo mas
redondas en las cortezas displasicas. Estas caracteristicas confirman desde una
perspectiva morfolégica y cuantitativa la alteracién neuronal en etapas tempranas
del desarrollo, bajo la lesion de BCNU. Aun sin tener una macroestructura
visiblemente alterada.

6.5.2. Evaluacion de la laminacion cortical mediante marcadores
especificos

Anteriores estudios sobre la descripcion de displasias corticales en modelo de
roedor han mencionado alteraciones en la distribucién de neuronas especificas
a capas corticales, mediante hibridacion in situ de mRNAs especificos a capas,
en donde encontraron que en algunos casos en edades (p40-50), la expresion de
estos mRNAs se veia disminuida o bien presente ectépicamente, representando
asi la presencia de heterotopias bajo la lesion por BCNU [54]. De acuerdo con
Hevner, R.F [90], la expresion especifica a capas corticales se mantiene a pesar
de la alteracién congénita que involucra el desarrollo de displasias, en este caso
la alteracién que estas provocan se refleja en la migracién principalmente, asi que
con esto como evidencia podriamos usar a los marcadores especificos a capa como
evidencia de una malformacion cortical, como lo son las displasias corticales. En
este caso usamos dos marcadores especificos, Necabl - capa IV y FoxP2 - capa
VI. En animales control y displasicos bajo el modelo BCNU a P30.

En controles la marca Necabl se observa homogénea y delimitada a la region
que le corresponde Fig 6.5 Izq. En las cortezas displasicas podemos observar
que la limitaciéon de esta marca es menos especifica, ademéas de que podemos
observar un aumento de la senal Necabl en las capas II-III. Por otro lado FoxP2
marca especificamente neuronas de la capa VI, como se observa en el ejemplo
control del panel B en la Fig 6.5, mientras que en displasias, las neuronas que
expresan FoxP2 se encuentran dispersas y poco delimitadas a la capa VI asi como
también, existen casos en donde observamos ciimulos ectépicos, como senala la

flecha blanca en la (Fig 6.5 Der.)

6.5.3. Activacion glial en modelo de BCNU

Otra de las caracteristicas observadas a nivel micro-estrcutural y que van
acorde a las observadas en las displasias tipo II, es la activacién glial. En este
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Figura 6.3: Caracteristicas microestructurales de cerebros P30, Controles y BCNU
A,B. Densidad neuronal a lo largo de la corteza M1. La profundidad cortical fue normalizada (0:
porcién més profunda a 1: limite pial), mostrada como una linea azul, con lineas discontinuas
que muestran las posiciones aproximadas de las capas. La marca NeulN se utiliz6 para estimar
manualmente la densidad neuronal. El panel derecho muestra un control y dos animales
experimentales (barra de escala: 200 pum.), con histogramas de resumen mostrados en la parte
inferior izquierda. Los cuadrados de color son los amplificados (250 pm.) en C.

caso usamos el marcador especifico a Proteina Glial Fibrilal, GFAP, en la misma
region de interés descrita en 6.3 y 6.4, y observamos que en al menos dos regiones
de la corteza existian cambios cualitativos como se muestra en la Fig 6.6

6.5.4. Descripcion de la oscilacion de calcio en actividad basal y
posterior a un estimulo externo

Algunos trabajos exploratorios sobre displasias cortical en humanos, han
descrito que no necesariamente la actividad eléctrica aberrante, es decir
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Figura 6.4: Caracteristicas morfolégicas neuronalesDescriptores morfolégicos, area del
soma y redondez, en funcién de la profundidad. Los histogramas ilustran las profundidades
que corresponden aproximadamente a la Capa II/III [0,9-0,7] con drea y redondez ampliadas,
y a la Capa V [0,5-0,2] que muestra un area aumentada.

aquella que es caracteristica de actividad epileptogénica con altas amplitudes y
frecuencias, se origina en los sitios en dénde existe la malformacién cortical [80].
Por lo que ha generado una serie de preguntas en torno a cémo es la actividad
celular de estas neuronas. Algunos estudios descriptivos de modelos de displasia en
roedores en etapa adulta, como el inducido el de BCNU, han explorado de manera
ex vivo a estas malformaciones encontrando que la actividad eléctrica provenientes
de registros de campo, en estas cortezas tienen amplitudes y frecuencias mayores a
la actividad de cortezas control [48]). En este caso nos interesé describir cémo era
la actividad cortical, basal y posterior a un estimulo hiperexcitable. Siguiendo la
premisa de que nuestros resultados morfolégicos confirman un desarreglo cortical,
buscamos relacionar una de las caracteristicas de la senal, la potencia de la senal
de calcio, a la posicién cortical de cada célula registrada, a partir del registro de 5
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A anti - Necabl I:I B anti- FoxP2

Control BCNU treated Control BCNU treated

L VI

Figura 6.5: Marcadores especificos a capa Inmunofluorescencia especifica de capa en M1.
A: En los animales de control, Necabl delimita claramente la capa IV (lineas discontinuas),
con muy poca expresion en capas mas superficiales. Dos animales experimentales muestran
desorganizacién de la capa IV y més expresién en las capas II a III. B: FoxP2 se expresa
normalmente en la capa VI, que muestra un limite superior nitido en los animales de control
(linea discontinua). Los animales experimentales muestran un desdibujamiento del limite de la
capa VI y grupos de neuronas heterotépicas en las capas superficiales (punta de flecha gris).
Barra de escala y ejemplos de zoom: 200 m. Ambas representaciones esquemaéticas de la corteza
hacen referencia a la localizacién y extension de las imagenes.

rebanadas Control, y 8 con lesion de displasia, como representan los histogramas
2D de la Fig 6.7Izq, en donde logramos observar que en cortezas control, las
células en actividad basal, presentan valores de Potencia de los 10-30 dB, siendo
mas recurrentes las células con potencia de 10 dB y podemos encontrar a estas
células a lo largo de la corteza M1. Mientras que en las cortezas con displasia
presentan una especie de dicotomia en funciéon a los valores de poder de su
actividad celular basal (8-12 dB), encontrandose distribuidas principalmente en
la region medial de estas cortezas. Por otro lado, en la actividad posterior al
estimulo de Pilocarpina [300 uM], las células en corteza Control mantienen dos
rangos de potencia, uno bajo (8-15 dB), distribuido a lo largo de la corteza y
otro de valores altos (15-50 dB) posicionados en las zonas més profundas de
la corteza, que corresponden a las capas V-VI. Las cortezas con malformacién
de displasia, mantienen el mismo patrén dicotémico a lo largo de la corteza.
Las distribuciones acumuladas del panel A, lado derecho, ayudan a visualizar la
proporcién de estos valores entre grupos y condiciones.
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Figura 6.6: Marcadores especificos a GFAP, astrocitosEvaluacién cualitativa de GFAP
en M1. El panel superior muestra dos ejemplos representativos, con inmunomarcadores para
NeuN (rojo) y GFAP (verde), en un animal Control (izquierda) y otro tratado con BCNU
(derecha); barra de escala = 150 m. Los paneles de la derecha muestran vistas ampliadas de
regiones corticales superficiales y profundas etiquetadas con ntimeros correspondientes al area y
al grupo (Control 1,3; tratado con BCNU 2,4); barra de escala = 50 pum. Los paneles inferiores
muestran tres especimenes diferentes por grupo, con vistas ampliadas de aproximadamente las
mismas localizaciones que en los paneles superiores derechos, inmunomarcados para GFAP
(verde); barra de escala = 100 pm.

Superficial - .. Profundo

6.5.5. Evaluacidon de la conectividad neuronal a través del tiempo
y de los estados de la actividad (antes, durante y después
del estimulo).

Con la intencién de contribuir al entendimiento de cudl o cudles son
las caracteristicas para que las displasias corticales sean susceptibles a la
epileptogénesis, tomamos en cuenta la descripcion de este proceso, para lograr
entenderlas. De acuerdo con [58] la epileptogénesis repercute temporalmente en
la modificacién de la conectividad neuronal, que a su vez ocasiona la evocacion
de actividad hiperexcitable y de crisis espontaneas recurrentes. En este trabajo
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Figura 6.7: Valores de potencia durante la actividad basal y posterior al estimulo
de PilocarpinaPotencia de la sefial durante la actividad basal y post-pilocarpina. A: Potencia
de la sefial celular a lo largo de la profundidad cortical durante la actividad basal (columna
izquierda) y post-pilocarpina (columna derecha); la escala de colores representa la proporcién
celular del nimero total de neuronas evaluadas. B: Distribuciones de potencia unidimensionales
(es decir, similares a las del panel A, pero a lo largo de todas las profundidades corticales)
durante la actividad basal (izquierda) y post-pilocarpina (derecha).

evaluamos la conectividad celular a lo largo de la corteza M1 medial, en cinco
ventanas temporales, con duracién de 150 s cada una. La primera corresponde
al tiempo antes del estimulo o de actividad basal (Before), la segunda, contiene
30s del estimulo de pilocarpina y 120s mas de actividad posterior al estimulo
(1508) y, las dltimas tres a la actividad después del estimulo (300, 450, 600s)
Fig 6.8. Encontramos que las correlaciones neurona a neurona en la actividad
antes del estimulo, en cortezas con displasia, empieza con valores de correlacion
ligeramente mayores que los control (Displasia p 0.2-0.8, Controles, p 0.2-0.6). En
la ventana que involucra el estimulo, la distribucién de los valores de correlacion
de controles tiene dos aumentos en la proporcién de estos, uno en p 0.2 y el otro
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en p 0.5. Mientras que las cortezas con displasia, s6lo aumentan en proporcion
los valores entre p 0.3-0.4. En la primera ventana después del estimulo, las
correlaciones Control, tienden a disminuir y distribuirse principalmente entre los
valores p 0.3-0.5; los valores de las cortezas con displasia en este caso aumenta en
el rango de valores p 0.5-0.7. Las dos tltimas ventanas se asemejan en distribucién
en ambos grupos Fig 6.8A. Para localizar en la corteza aquellas células que
interactuaron en cada ventana temporal, consideramos todos los valores de
correlacién para calcular su grado de conectividad K y asi relacionarlo con la
posicién en la corteza. En la Fig 6.8B Observamos que la mayor cantidad de
conectividad en controles, se concentra en las capas II-IV (profundidad 0.6-0.9)
con valores de 10-50 interacciones en promedio, durante la actividad basal y en
displasias las encontramos mds distribuidas (profundidad 0.2-1), con valores de
conectividad mayores a los control (K = 10-70, en promedio). En la ventana del
estimulo, las interacciones control, permanecen en el mismo grado de conectividad,
pero se distribuyen més por la corteza (profundidad 0.3-0.9), mientras que las
cortezas con displasia tienden a aumentar sus valores de conectividad conforme
avanza el tiempo. Las conectividad control, por su parte, sélo aumenta en
numero de conexién en la ventana después del estimulo y lo hace sélo en ciertas
profundidades (0.3-0.6, capa IV-V); posteriormente disminuyen. Este resultado
nos llevé a evaluar entre qué profundidades se estaban llevando a cabo estas
conexiones. Es decir qué interacciones corticales existieron en cada ventana. Para
eso comparamos las interacciones de los controles con las de displasia y sélo nos
quedamos con aquellas que fueron significativas estadisticamente representadas
en la Fig 6.8C , en todos los casos el mayor efecto de esta comparacién lo tuvo la
conectividad control, en otras palabras, las interacciones son significativamente
mayores en la comunicacion de células control. Dicho efecto fue interpretado con
el valor de la d de Cohen, representado en los colores de la interaccién, entre
mas claro menor es el efecto y si es més oscuro, més efecto representa. Podemos
observar que en la ventana temporal correspondiente al estimulo no existen
interacciones significativamente distintas entre grupos, pero posteriormente a
esta ventana, lo son y comienzan a involucrarse distintas profundidades, sobre
todo en las ultimas dos ventanas temporales. Por tltimo exploramos algunas
caracteristicas de la conectividad intrinseca de la red mediante el calculo de 3
métricas de red, agrupacién, eficiencia y asortatividad Fig 6.8D. Las dos primeras,
parecen tener un comportamiento similar entre grupos y conforme evoluciona la
red. Sin embargo, la asortatividad, presenta intercambio de valores positivos y
negativos en lo valores de las redes displasicas,, a lo largo de algunas ventanas
temporales como la anterior al estimulo y la del mismo, lo cual podria indicar
que hay un cambio en la estabilidad de la red de una ventana a otra, siendo mas
inestable durante el estimulo. Posteriormente, estos valores tanto en displasias
como en control, vuelven a ser positivos, lo cual indica la recuperacién y/o
mantenimiento de la estabilidad en la red.
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Figura 6.8: Comunicacién neuronal antes, durante y después del estimulo
hiperexcitable. A: Distribucién de las correlaciones neurona-neurona especificas de cada
grupo (p de Spearman) a lo largo de las ventanas temporales (como se define en la Figura 6.1;
estimulo de pilocarpina dentro de la segunda ventana). B: Diagramas de densidad de los valores
medios de grado de conectividad neuronal (k) en la profundidad cortical y en las ventanas
temporales. C: Representacion esquemaética de la corteza; las lineas curvas indican reducciones
estadisticamente significativas de la conectividad entre capas en los animales experimentales
(p<0,05), codificadas por colores segtn la d de Cohen. D: Métricas de red a lo largo del tiempo;
no se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.
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Capitulo 7
Discusion y conclusion

A pesar de tener caracteristicas histopatologicas que se asemejan a la displasia
cortical focal humana tipo Ila, los animales tratados con BCNU no desarrollan
convulsiones espontaneas [35, 45, 49, 54, 56, 91]. Sin embargo, la actividad
eléctrica es anormal en estos animales, mostrando actividad epileptiforme en el
hipocampo y el neocértex al final del desarrollo cerebral [45], asi como descargas
epileptiformes evocadas tras el bloqueo del receptor GABA [45]. La ausencia
de convulsiones espontdaneas en ausencia de un agente precipitante es comin en
otros modelos de roedores de malformaciones corticales [92-96]. En consonancia
con hallazgos anteriores, ninguno de nuestros animales desencadend convulsiones
espontdneas. Sin embargo, mostraron una actividad cortical alterada, tal y como
evidenciaron las imédgenes de calcio intracelular. A nivel individual, las células
en las cortezas de control mostraron una distribucién diferente de amplitudes
en la linea de base, con un subconjunto de neuronas modificando su amplitud
después del estimulo de pilocarpina. Ademas, las células registradas en los
animales tratados con BCNU mostraron una distribuciéon bimodal durante la
actividad basal y también durante el estimulo externo. Esto podria explicarse
por circuitos intracorticales aberrantes debidos a malformaciones corticales,
pero también es posible que el BCNU alterara directamente el metabolismo
del calcio de las neuronas (véase més adelante) . No obstante, la presencia
de actividad alterada (observada aqui a través de la actividad del calcio y en
informes anteriores a través de grabaciones electrofisiolégicas directas [45] sin
convulsiones es una reminiscencia de la condicién humana, en la que esta lesion
cortical congénita a menudo no se traduce en convulsiones clinicas hasta afos
después del nacimiento. La plasticidad continuada durante el desarrollo cortical
postnatal probablemente desenmascara la actividad neuronal alterada y permite
la propagacion de descargas epileptégenas [31].

Las displasias corticales surgen de procesos alterados relacionados con la
migracién y proliferacion celular [9]. Estas alteraciones podrian resultar en
patrones anormales de comunicacién intracortical y contribuir al desarrollo de
epilepsia. El modelo animal BCNU tiene un impacto importante en uno de estos
procesos ya que la induccién se produce durante el inicio de la migracién celular.
Para aproximarnos a las formas en que la funcionalidad y la comunicacién celular
podrian verse alteradas en estas condiciones, en este trabajo aprovechamos
un gran campo de visién de imédgenes de calcio, que nos ayudo6 a analizar la
dindmica de poblaciones e inferir la conectividad de una regién neocortical
especifica en toda su profundidad. Nuestros resultados indican que la morfologia
andémala y la organizaciéon laminar conllevan repercusiones de comunicaciéon
intracortical ademds de alteraciones en neuronas individuales (Figura 5C). Esto
es evidente en los patrones de conectividad anémalos entre neuronas de los
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animales tratados con BCNU, que presentan diferencias en el nimero y la
fuerza de las conexiones, asi como en la dispersién de la conectividad (Figura
5A B). Tales diferencias estaban presentes incluso antes del estimulo y, ademés,
fueron moduladas diferencialmente entre los grupos por la pilocarpina, con
diferentes patrones de retorno a la actividad basal. Las métricas globales de red,
sin embargo, no difirieron entre grupos (Figura 5D), probablemente debido al
gran tamano de las redes y a la variabilidad entre especimenes. A lo largo de
este trabajo, analizamos el curso temporal de la actividad [Ca®*]; para cada
neurona, basdndonos en la suposicién de que las alteraciones en la homeostasis
neuronal del Ca?t juegan un papel importante en la patogénesis de la epilepsia
dado su papel fundamental como mensajero y transductor de sefiales [77, 97-99].
Existen pruebas de que la alteraciéon de la concentracién intraneuronal de este
ion durante un estimulo externo altera la actividad celular y repercute en la
activacion de otros receptores de membrana [97]. Es probable que estos factores
influyan en la evolucién temporal de las sefiales de [Ca®T]; y abogan a favor
del analisis de series temporales en lugar de su deconvoluciéon para derivar
eventos neuronales. Ademads, la comparacién directa entre grupos de las series
temporales de [Ca®t]; antes, durante y después del estimulo de pilocarpina nos
permitié investigar la presencia de alteraciones de senalizacion preexistentes
en los animales tratados con BCNU, asi como su respuesta a un estimulo que
conduce a la hiperexcitabilidad y a la (falta de) vuelta a la actividad basal.

Es posible que nuestros resultados estén relacionados con el desarrollo anormal
inducido por BCNU, que puede ir mas alla de la organizacion de la corteza
y alterar varias vias celulares. Cabe destacar la via mTOR, implicada en la
activacién de ATP-asas de calcio, como la [Ca®T]; ATP-asa sarcoendoplasmética
(SERCA), la [Ca®T]; ATP-asa de membrana plasmdtica y el receptor de inositol
1,4,5-trisfosfato tipo I, en las neuronas [100-102]. Recientes avances en el estudio
de las displasias corticales focales han confirmado la implicaciéon de la via mTOR,
que regula una serie de funciones celulares fisiologicas como el crecimiento
celular, la proliferacion, la expresion de canales iénicos y la plasticidad sindptica
y de circuitos [18, 44, 103-105]. De hecho, la electroporacién in utero para la
introduccién del transcrito mutante de MTOR induce la generacion de displasia
cortical focal y convulsiones espontineas [29], y las alteraciones morfolégicas
asociadas varfan en funcién de la hiperactivacién de mTOR [106]. En particular,
la alteracion de la estratificacién cortical no es un requisito para la generaciéon
de convulsiones, mientras que la presencia de neuronas dismérficas si lo es [105].

El modelo animal BCNU proporciona un andlogo de la desorganizacién
microarquitecténica de las displasias corticales focales humanas, pero es
insuficiente para una descripciéon completa de la epileptogénesis de dichas lesiones.
epileptogénesis de tales lesiones. No obstante, confirmamos que la alteracién de la
anatomia microscopica de la corteza se traduce en una alteracion de la actividad
neuronal y de la respuesta a una manipulacién farmacologica que provoca
hiperexcitabilidad en la corteza motora primaria. Futuros trabajos deberian
evaluar otras regiones neocorticales y el hipocampo, sitio en el que informes
previos han demostrado alteraciones anatémicas [49, 54, 55] En este estudio
nos centramos unicamente en la pilocarpina como mecanismo para perturbar la
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7. Discusion y conclusion

actividad cortical, aunque existen otras formas de simular la actividad convulsiva
y la hiperexcitabilidad para entender la epileptogénesis. teniendo maés efectos en
la estimulacién cortical [107]. La alteracién de la dindmica neuronal de cortes
corticales vivos solo puede lograrse con concentraciones muy altas de pilocarpina
[72], como la que utilizamos nosotros, lo que limita la generalizabilidad de
nuestros hallazgos. Otras intervenciones farmacologicas deben ser exploradas
para validar nuestros resultados, también los modelos animales recientes que
inducen FCD a través de la electroporacion en el ttero [108], que producen
neuronas dismoérficas que son capaces de provocar y mantener la actividad
convulsiva, deben proporcionar una mayor comprension de la generacion y
propagacién de la actividad anormal dentro de la corteza, y permitir una mejor
comprensién entre la anatomia y la funcion de las redes intracorticales.

7.1. Conclusion

Nuestro trabajo demuestra que en el modelo animal BCNU de displasia
cortical, las sutiles alteraciones morfolégicas en una fase temprana del desarrollo
estdn vinculadas a una actividad neuronal de base y una comunicacién
intracortical anormales que, a su vez, se traducen en respuestas aberrantes a un
estimulo hiperexcitable. La evaluacion de la conectividad intracortical pone de
relieve el papel de la disfuncién de la red en la fisiopatologia de la displasia cortical.
Esta contribucién puede guiar el refinamiento de modelos computacionales de
epileptogénesis neocortical y mejorar atin més nuestra comprensién de esta causa
comun de epilepsia focal.

52



Parte Il

Tercera parte, Epilogo

53






Capitulo 8
Perspectiva

A lo largo de este escrito se ha descrito la relevancia de las displasias
corticales, una de las malformaciones corticales que ocurren durante el desarrollo
embrionario y que su apariciéon es unica en mamiferos, especificamente en
primates. Dentro de las caracteristicas que distinguen a estos sobre otras
familias de animales, estd la neocorteza, o corteza cerebral, que justamente
es el sitio de alojamiento de muchas de estas malformaciones. Pasco Rakic
[109], el mismo neurocientifico que generé la primera hipétesis del origen de la
neocorteza a nivel de desarrollo embrionario [110], a finales de los 80’s estaba
proponiendo en su articulo "Defects of neural migration and the pathogenesis of
cortical malformations"la posibilidad de que existieran errores en la formacion
cortical acorde a la clasificacion de las malformaciones existentes, en ese entonces
basandose en su hipotesis de desarrollo cortical, la primera categoria consistia
en aquellas malformaciones que tenian menor disponibilidad de columnas
oncogénicas, y en la segunda categoria entra en aquellas que tenian menos
disponibilidad de células en dichas columnas. Varias malformaciones pueden
entrar en ambas categorias. La primera categoria fue considerada por Rakic,
como resultado de un defecto temprana que ocurre al mismo tiempo en el que se
forma la zona ventral, en humanos esto coincidiria con la semana 7 de gestacion,
en la que él sugeria que se empezaban a formar las columnas oncogénicas de las
cuales todo proceso de proliferacion y migracién surgiria después y en las que
era posible que no todas las neuronas alcanzaran el destino final de su migracion,
estancandose en algunas otras regiones, provocando neuronas ectopicas que no
lograron migrar y se quedaron en la materia blanca, provocando un cerebro con
grosor cortical normal pero con una superficie considerablemente més pequena.
El defecto de la segunda categoria se originaria posterior a la etapa proliferativa,
segun Rakic, después de la 7ma semana de gestacién, cuya mayor repercusiéon
recae en la cantidad de células disponibles en cada columna, disminuyendo la
cantidad de unidades en la migracién celular, y como consecuencia generando la
disminucién del grosor cortical aunado con la posibilidad de que existan neuronas
ectépicas también [109, 110].

Si bien, la intuicién de Rakic a finales de los 80’s se acercaba mucho a lo que
ahora cité en el Capitulo 1 y 2 que es lo que se ha descubierto gracias al mapeo
molecular del desarrollo cortical, la proliferacién y migracion son los principales
procesos que estan alterados en al formaciéon de las MCDs, sin embargo atn
quedan huecos en el cémo y por qué, sélo en la neocorteza de primates se han
descrito estas malformaciones.

Inicio esta perspectiva con el trabajo de Pasco Rakic, ya que él enfatiza su
inquietud por el desarrollo de las malformaciones corticales, ain con la poca
informacion que existia en esa época sobre la migracién celular durante la
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formacién cortical, en sus dos categorias este proceso era uno de los afectados,
pero particularmente en la comunicacién célula-célula, él suponia que ocurria
también una alteracién mientras migraban las células [109]. Hoy en dia sabemos
que esta comunicacién celular es una de las estrategias a la que recurren las
células al momento de migrar, y sucede mediante la activacion y co-activacion
de genes y factores de transcripcion [111].
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Figura 8.1: Esquema de la Hipétesis de la unidad radial, propuesta] por Rakic, 1978. En donde
dentro de cada columna ilustrada en la zona ventral (VZ), suscede el proceso de proliferacién
celular, que eventualmente migrardn con ayuda de la glia radia (RG), cruzando la placa
intermedia y la subplaca hasta llegar a la placa cortical. Adaptado de: Rakik, 1988

Partiendo de lo anterior, retomemos el concepto de Neocorteza, o nueva
corteza. La neocorteza es unica en mamiferos; su importancia generalmente
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8. Perspectiva

implican ventajas adaptativas, como la maternidad, procesos cognitivos, sociedad,
lenguaje, etc. Asi mismo esta corteza tiene su precedente en el clado de los
saurdpsidos (aves y reptiles); Ramén y Cajal mencionaba que la corteza cerebral
de reptiles se parecia mucho a la de los mamiferos, dando asi una importancia al
estudio del mismo, para poder acercar nuestro entendimiento al cerebro actual
[112].
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Figura 8.2: Se representa la temporalidad de aparicién de cada grupo asi como la
ejemplificacién del desarrollo cortical que conlleva cada uno en una regién especifica, desde
un punto de vista coronal. La formacién de la corteza dorsal, hiperpallium y corteza en,
reptiles, aves y mamiferos, respectivamente, estd descrita por la divisién simétrica de células
progenitoras (verde), a excepcién de las aves, cuyas divisiones son asiméticas siempre, y estas
dan lugar a subzonas del hiperpalium, acotadas en la parte superior del esquema. Adaptado
de: [113]

Existe una gran homologfa (mismo origen evolutivo) en el proceso de desarrollo
de estas clases, ya que como se observa en la Fig.8.2, todas surgen de células
progenitoras que son a su vez homoélogas entre ellos. Las diferencias comienzan
a surgir en las divisiones celulares asi como en la migracién, que como hemos
revisado en los capitulos 1 y 2, estos dos procesos estan coordinados por la
activacién de genes que fomentan y regulan ambos procesos. No obstante de
acuerdo con el trabajo de [113], existen genes que se coexpresan en la formacién
de la capa IV de mamiferos y del Nidopallium en aves, regiones que para
algunos neurobidlogos son andlogas 8.3, es decir son funcionalmente iguales, pero
estructuralmente distintas.

De una manera similar existen regiones corticales que poseen homologia entre
reptiles y mamiferos, principalmente las capas corticales profundas (LV-VI) con
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Figura 8.3: Co-expresién de génes, color rojo, en el proceso de formacién del Nidopallium

(N) color cyan, en aves, y en la capa IV de mamiferos, color naranja. Adaptado de: [113]

la corteza Dorsal de reptiles (DC), siendo entonces las capas corticales superiores
las més inovadores en la neocorteza. Luzzati,F [114], en el 2015 propone una
hipotesis que la anteceden los hallazgos de previos estudios, donde se ha descrito
Fig.8.4 la similitud en expresién de genes que existe entre las células contenidas
en las capas II-III y la corteza piriforme en donde se ha encontrado que en
comparacién con las otras capas V/VI, o en conjunto V/VI y II/III, las capas
II-ITT comparten mayor cantidad de genes con la PC que las demas, Fig. 8.4.
Recordando que la corteza piriforme es una de las mas conservadas en los
mamiferos actuales, de ahi la importancia de mencionarla y partir de ella. La
hipétesis que Luzzati propone es que el origen de las capaz superiores de la
corteza de los sinapsidos inicié con la superposiciéon de la corteza LC y la DC
Fig. 8.5, en donde en la transicién de reptil a mamifero (pre-mamiferos) la LC,
se expande sobre la DC y en algtin punto del desarrollo las células progenitoras
gliales, empiezan a producir células que constituyen a ambas cortezas. Debido
a que existe nulo registro fosil de la corteza de los primeros mamiferos, por ser
tejido blando y por estar en completa extincién, esta hipétesis estd sustentada
por reptiles modernos macrosmaticos como los dragones de Komodo. Esto se ve
cada vez mas marcado en la formacién de cada capa cortical en los mamiferos
primitivos como los roedores [114].

Considerando que los mamiferos primates humanos y no humanos, tenemos
poco tiempo en la escala evolutiva, es muy posible que los cambios corticales
que se establecieron en los mamiferos primitivos como los roedores, atn sufran
modificaciones y adaptaciones. En este caso para lograr entender los procesos de
transicion evolutiva en el desarrollo cortical es indispensable continuar estudiando
la neurobiologia comparada de los reptiles, aves y anfibios con los mamiferos
actuales, incluyéndonos. Naumann y Laurent en su capitulo, "Function and
evolution of the reptilian cerebral cortex” [115] mencionan al igual que Sélazar
y Quintero [116] el riesgo en el que se encuentra la neurobiologia comparada
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8. Perspectiva

Genes shared
between Piriform cortex
and Neocortical layers II/lll and VIVI

PC only

Figura 8.4: Los cortes coronales representan las regiones de mamiferos (roedores) y lagartijas,
respectivamente, en donde en color violeta se sombrean las zonas coticales homélogas entre
ambas, en este caso la LC y la neocorteca NC, en conjunto con la DC, la LC por la PC, la cresta
dorsoventral DVR,con la amigdala Am, sombreado en Cyan y en amarillo la homologia entre
el contenido celular del hipocampo Hip, y la corteza medial MC. Los circulos rojos muestran
tipos celulares antiguos (rojo) y no antiguos (amarillo), presentes en las capas superiores. Del
lado derecho, se muestra la proporcién de genes compartidos entre las PC y las diferentes
capas de la NC. Adaptado de: [114]

Fig. 8.6. Ya que de no tenerse esos datos se condena a una brecha de teorias sin
bases o evidencias en el entendimiento del desarrollo y evolucién del cerebro,
tanto en su funcién como en su morfologia. Por ejemplo, hasta el momento no
se han descrito ningin tipo de malformaciones congénitas en aves, reptiles o
anfibios, esto debido a la escasez en su exploracién, no obstante el mayor modelo
usado en la descripcién de las mismas son los roedores cuyas alteraciones son
manipuladas por protocolos quimicos, fisicos o genéticos. De manera natural los
roedores tampoco parecen presentar esa alteracion en el desarrollo cortical. Sélo
en primates humanos se han descrito asi como su repercusion epileptogénica.
Siguiendo la hipotesis de Luzzati, si la formacion cortical reside en un proceso
modificado en el que se sobrelapan dos unidades corticales, lo que conlleva
mutaciones genéticas dadas a la nueva adaptacién que requiere el desarrollo
cortical, esto puede tener consecuencias como el que existan mutaciones no
adaptativas que conlleven a una mala migracién o divisién celular, ya que el
desarrollo cortical en primates humanos, implica una organizacién mas compleja
en tiempo y espacio, esto se hace mas probable, lo que hoy en dia se sabe que
ocurre, principalmente en la via mTOR, Capitulo 2 En el prefacio abordabamos
algunas cicatrices evolutivas de los primates humanos, casi todas sobre nuestra
estructura o6sea; esta puede sumarse a una cicatriz mas de nuestra evolucién, que
asi como cualquier proceso evolutivo, llegaremos a un punto adaptativo en el
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que esas malformaciones nunca sean exitosas en la poblacion y por la tanto se
eliminen. Después de todo nuestra existencia en el planeta tierra ain es muy
corta.

Inostrasevia, reconstruccion
T —

A B
Pre-mammalian synapsid Early mammal

Figura 8.5: Hipétesis del origen de las capas corticales superiores. En el panel A, se muestra
un esquema de la organizacién dorso-lateral en la formacién temprana de la corteza en un
pre-mamifero, como Inostrasevia, en donde la LC estd representada por el color lila, en
verde se encuentra la DC; las células gliales radiales progenitoras, en negro. La linea roja,
representa la direccion de la formacién de las conexiones interhemisferio, la azul continua,
las coticotalamicas, y la azul discontinua las talamocorticales. La regién superior en amarillo
representa las proyecciones del bulbo olfatorio. En el panel B, se muestra la misma idea del A,
pero los mamifero primitivos. Adaptado de: [114, 117, 118]
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8. Perspectiva

Il Mouse JFish [iRat | Bird [lllOther mammals [Reptile/amphibian [l Primate

Figura 8.6: Proporcién de modelos animales més usados y descritos en la neurobiologia en
los estudios de Reino Unido, desde 1988 hasta 2012. Siendo los mamiferos roedores los més
empleados. Adaptado de: [115]
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Apéndice A
Apéndice |

A.1. Sincronia por oscilaciones de senales periédicas

Sincronia me parece que es un termino popular que llegamos a entender
con muy poco contexto en nuestra vida cotidiana, sin embargo explicar o
comprender como se genera este fendmeno resulta un poco més complejo. En los
sistemas bioldégicos, la sincronia se encuentra presente en diversas escalas y en
practicamente todas las formas de vida. Algunos de los ejemplos mas explicados,
son las parvadas de estorninos, que brindan espectaculares formas en su vuelo,
o el apareamiento de las luciérnagas macho en épocas de apareamiento. No
obstante, este fenémeno también lo encontramos en escalas mas pequenas como
a nivel celular, por ejemplo, el crecimiento de una poblacién bacteriana, depende
de la sincronizacién de senales quimicas entre bacterias, o bien, la comunicacion
celular en el sistema nervioso que ocurre ante diversas actividades cognitivas o
sensoriales. De estos ejemplos podemos deducir que la sincronia sucede en grandes
numeros de individuos u células; estorninos, luciérnagas, bacterias, células. Sin
embargo basta s6lo un par de aves, luciérnagas, bacterias o células para empezar
a establecer una sincronia. La siguiente explicacion es una adaptacion del articulo
de "Coupled oscillators and biological synchronization"[119]

Figura A.1: Péndulos de reloj inventados por Christiaan Huygens. Adaptado de: Strogarts &
Stewart, 1993

Christiaan Huygens (1665) [119], una noche confinado en su habitacién, puso
dos de los relojes de péndulo que él habia creado y terminado de construir, a
andar y cuando volvié a prestarles atencion se percaté que ambos péndulos
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Osciladores: espacio fase

iban en la misma direccién, es decir se habian sincronizado, los observé por
horas y aquellos no perdian su sincronia; incluso llegd a perturbar su marcha él
mismo, y en menos de dos horas, los péndulos volvieron a sincronizarse. Dentro
de la busqueda de una explicacién razonable a lo que observaba, considero el
que podian estar influenciados bajo una corriente de viento, asi que distancio
a los péndulos dentro de la habitaciéon y encontré el mismo fenémeno. Lo que
Huygens estaba encontrando esa noche de confinamiento, abriria una nueva area
de estudio en las matematicas, la de los osciladores acoplados.

Entender como funcionan los osciladores acoplados, como el que encontrd
Huygens en sus dos péndulos, o el que se encuentra intrinseco en la organizacion
de la comunicacién neuronal, es necesario definir, primero, lo que es un oscilador.
Podemos entender a un oscilador como cualquier sistema que ejecute un
comportamiento periédico, por ejemplo el péndulo del reloj, siempre regresa al
mismo punto espacial, en intervalos temporales regulares cuya velocidad puede
aumentar o decaer conforme al funcionamiento del reloj. En otras palabras un
oscilador es aquel sistema que regrese a un punto de inicio espacial, y fluctie en
intervalos regulares temporales.

A.2. Osciladores: espacio fase

De la descripcion de osciladores podemos extraer al menos tres términos
importantes, el espacio, el tiempo y la fluctuacién. La evolucién temporal de
dicha fluctuaciéon comtinmente es estudiada a través de su espacio fase, que es
una abstraccién del espacio cuyas coordenadas definen el estado del sistema asi
como su evolucién temporal, es decir el movimiento del péndulo en el tiempo,
asi como su velocidad y posicién seran abstraidas en un espacio comtn. En este
caso el espacio fase del péndulo tendra curvaturas muy cerradas a consecuencia
del movimiento periédico del mismo.

Péndulo Espacio Fase
P
A

4)

4) \ 1)
/ 2)

2,3)

Figura A.2: Péndulos de reloj y su espacio fase.



A. Apéndice |

Los sistemas biolégicos, por otro lado, resultan un poco mas complicados
ya que tienden a tener no sélo caracteristicas periddicas en su actividad, si no
también en la amplitud de las sefiales que pueden estar involucradas Osciladores
que poseen fases y amplitudes estandar que pueden regresar ficilmente a su
estado normal posterior a una perturbacién, son conocidos como osciladores
de ciclo limitado, ya que incorporan un mecanismo disipador para amortiguar
las oscilaciones grandes y una fuente de energia para elevar aquellas que no
son muy pequenas. Un oscilador comin tiene una trayectoria simple en un
espacio fase, similar al que presenta la del péndulo, pero cuando se trata de
dos osciladores acoplados, las trayectorias y las matematicas detras de este
comportamiento salen de nuestro alcance. Un oscilador puede estar acoplado
con algunos otros que se encuentren cerca de él, aunque ese acoplamiento sea
minimo, pero suficiente para impulsar a otros, dado a que esto incrementa una
diferencia de fase entre osciladores, dando paso a la sincronia de los mismos.
Por ejemplo, en la comunidad de luciérnagas macho en época de apareamiento,
cada uno de los macho funciona como un oscilador que comienza a acoplarse
primero con los vecinos y los vecinos con otros cercanos, hasta que la comunidad
entera se encuentra acoplada y ocurren destellos sincrénicos durante horas. El
acoplamiento que surge entre vecinos, que es la base de la sincronia en este
ejemplo, comienza con lo que se conoce como pulsos acoplados, ya que ellos
interacttian entre si, cada que observan los pulsos luminicos de otra luciérnaga
cercana hasta que comienza su acoplamiento. Los pulsos acoplados son muy
comunes en la biologia, otro ejemplo mas cercano a esta tesis es la comunicacién
eléctrica de las neuronal. La existencia de pulsos acoplados aumenta el nivel de
complejidad en el estudio de la sincronia a través de las matematicas, ya que
agrega un componente de comportamiento discontinuo, es decir que ocurran o
inicien en puntos distintos, como la primera luciérnaga que genera los pulsos
luminicos, o la primera neurona que evoca potenciales de accién, a un modelo
continuo que es como tal el oscilador, cuyo inicio no es variable.

A.3. Osciladores con pulsos acoplados: contribuciones
Charles S. Peskin

En 1975, el matematico Charles S. Peskin, propuso un modelo esquematico
del ritmo del corazon, trabajo que hoy en dia sigue siendo parte de su area de
investigacion. En dicho modelo, el esperaba responder como es que las células se
sincronizan desde sus ritmos eléctricos individuales en un sélo ritmo, para generar
un pulso cardiaco normal. Lo que hizo Peskin fue modelar un gran nimero de
osciladores idénticos, cada uno acoplado de igual manera con todos los demés.
Cada uno de los osciladores estaba basado en un circuito eléctrico que consistia
en un capacitor en paralelo con una resistencia, que con una corriente constante
de entrada, provocaba que el voltaje a través del capacitor, incrementara de
manera constante, también. Cuando el voltaje alcanzaba un valor umbral, el
capacitor se descargaba, y el voltaje caia a 0, y luego el voltaje regresaba a
su linea base, y asi el ciclo comenzaba de nuevo; algo muy similar a lo que
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ocurre en el comportamiento de las células cardiacas de forma natural. Dos
de las intuiciones de Peskin sobre la sincronizacién de estos osciladores en su
modelo, eran que, el sistema eventualmente entrard en sincronia y, que puede
sincronizarse ain cuando los osciladores no son idénticos. Al intentar corroborar
estas, en su modelo, se encontré con algunos problemas matemaéticos, por lo que
evalué el acople de sélo dos osciladores con corrientes de entrada infinitas, asi
como caidas de voltaje, con los cuales logré comprobar su primera intuicién, los
osciladores eventualmente llegaban a un punto de sincronia, siempre y cuando
uno de los osciladores sobrepasara el umbral de voltaje del otro. Sin embargo no
siempre los osciladores son exitosos en sincronizarse, algunas veces aunque estén
acoplados, nunca llegan a sincronizarse. Las razones por las que esto sucede
acontecen a un fenémeno llamado ruptura de la simetria.

A.4. Ruptura de simetria

Los osciladores acoplados son una fuente importante de ruptura de la simetria.
Es importante mencionar que dos osciladores pueden estar acoplados y presentar
dos posibilidades de ese acoplamiento, sincronia, implicando una diferencia de
fase igual a 0, y asincrénia donde la diferencia de fase puede ser 1/2 o mas,
pero siempre diferente de 0. Un ejemplo de la primera posibilidad, es el salto
de un canguro, si consideramos sus patas como osciladores, ambas estarian
perfectamente acopladas, tocando periddicamente y al mismo tiempo el suelo;
mientras que el caminar de un ser humano, seria un ejemplo asincrénico, en
donde cada pie, tocaria en diferentel tiempo el suelo, pero ambos pies estaria
acoplados. Hasta el momento se ha descrito a los fenémenos detras de la sincronia
de manera sencilla, sélo a través de ejemplos de dos osciladores, en este caso
tenemos 2 posibilidades, que estén en sincronia o en asincrénico. En cualquier
otro ejemplo real y biolégico estas posibilidades se incrementan y hacen mas
compleja su explicaciéon. Por ejemplo, si hay un tercer oscilador en el mismo
contexto que ejemplificamos, en este caso un sefior hace su caminata con ayuda
de un bastén, sabemos de inicio que ambos pies tocan asincréonicamente el asfalto,
pero el bastén, en cambio, esta en fase con uno de ellos y por otro lado se mueve
con mayor rapidez que los pies, por lo tanto toca mas veces el asfalto que los
pies. Si observaramos la trayectoria del espacio fase de los pies del canguro, esta
seria ciclica y simétrica, es decir la tryaectoria seria coherente en todo tiempo,
muy similar a la del péndulo, en cambio el espacio fase del dltimo ejemplo, del
sefior caminando con bastén, seria mas compleja, y seguramente no sea simétrica,
sobre todo si en algiin momento se pierde la fase entre el bastén y el movimiento
de alguno de sus pies. Transladar esta explicacion a los fendmenos neuronales es
posible mediente la oscilacion eléctrica del potencial a lo largo de un registro,
en donde existen numerosas combinaciones en los intercambios de sincronia y
asincronia.
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Figura A.3: Ejemplos de posibilidades de sincronia en el acoplamiento de 2 o méas osciladores.

Adaptado de [119]
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Apéndice B
Apéndice Il

B.1. Sincronia desde la perspectiva de redes neuronales

El surgimiento de sincronia en la comunicacion celular es un amplio campo
de estudio, el cual suele tener varias perspectivas de estudio, ya sea a través de
la maquinaria quimica y molecular que cada célula posee, o bien a los impulsos
eléctricos que genera el intercambio iénico transmembranal, en cada una, o
también estudiando la organizacién propia del sistema desde la perspectiva
de la energia del mismo, como proponen Karl Friston y Rafael Palacios [120].
Entendiendo que un sistema es capaz de auto-organizarse (sincronizarse) siempre
y cuando los posibles estados de su actividad sean perpetuados en un subestado
homeostatico, es decir un estado imperturbable. Retomando la explicacién del
Apéndice A estos estados y subestados pueden ser evaluados y descritos desde
su trayectoria espacio-temporal, a través de su espacio fase. Mientras que la
trayectoria evolucione y regrese a un estado estable, el sistema serd capaz de
auto-organizarse. Un ejemplo de esto serfa, un circuito establecido en la actividad
neuronal, es decir un grupo de células con comunicaciones fijas entre si, que a
pesar de cualquier cambio en el ambiente, llamese estimulacién del medio externo,
esas conexiones no se perderan y serd menos sencillo alterar la homeostasis o
autorregulacion del sistema. Esta auto-organizacion en términos de teoria de
informacion sistema puede decirse que disminuye la energia libre del mismo,
es decir, que el sistema minimiza probabilisticamente la aparicién de energia
libre de su entorno, o en otras palabras, minimiza la posibilidad de perturbacién.
Esta propiedad, involucra también un intercambio de informacion del sistema
(un cimulo de grupos celulares) con el entorno (ya sea mediante liberacién de
neurotransmisores o iones). En este intercambio puede surgir otros estados que
son importantes para facilitar la sincronizacién, auto-organizacion o minimizacion
de la energia libre del sistema. Si consideramos a cada célula neuronal como
agentes activos que influyen en el entorno a partir de la informaciéon que obtienen
de interacciones pasadas y, que no sélo responden ante estimulo, es mas sencillo
interpretar la evolucién de su dinamica hasta que se alcance la sincronia. En este
sentido es importante mencionar que en modelos in silico no todas las neuronas
de una red poseen la capacidad de minimizar la energia libre del sistema, por lo
que nunca alcanzan a sincronizarse con el grupo de interaccién. Esto también se
ha observado en actividad neuronal in vitro como los resultados descritos en esta
tesis en donde se describe que bajo una alteracién en el ambiente (un estimulo
externo), existen grupos celulares que incrementan sus interacciones, pero otros,
nunca vuelven a recuperarse.
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Altered functional connectivity
and network excitability in a model
of cortical dysplasia

A. Aquiles?, T. Fiordelisio®?, H. Luna-Munguia® & L. Concha**

Focal cortical dysplasias (FCDs) are malformations of cortical development that often result in
medically refractory epilepsy, with a greater incidence in the pediatric population. The relationship
between the disturbed cortical morphology and epileptogenic activity of FCDs remains unclear. We
used the BCNU (carmustine 1-3-bis-chloroethyl-nitrosourea) animal model of cortical dysplasia to
evaluate neuronal and laminar alterations and how these result in altered activity of intracortical
networks in early life. We corroborated the previously reported morphological anomalies
characteristic of the BCNU model, comprising slightly larger and rounder neurons and abnormal
cortical lamination. Next, the neuronal activity of live cortical slices was evaluated through large
field-of-view calcium imaging as well as the neuronal response to a stimulus that leads to cortical
hyperexcitability (pilocarpine). Examination of the joint activity of neuronal calcium time series
allowed us to identify intracortical communication patterns and their response to pilocarpine. The
baseline power density distribution of neurons in the cortex of BCNU-treated animals was different
from that of control animals, with the former showing no modulation after stimulus. Moreover, the
intracortical communication pattern differed between the two groups, with cortexes from BCNU-
treated animals displaying decreased inter-layer connectivity as compared to control animals. Our
results indicate that the altered anatomical organization of the cortex of BCNU-treated rats translates
into altered functional networks that respond abnormally to a hyperexcitable stimulus and highlight
the role of network dysfunction in the pathophysiology of cortical dysplasia.

Focal cortical dysplasias (FCDs) are a type of cortical development malformation that constitutes a frequent
cause of refractory epilepsy in the pediatric population and in adults'~. Clinically, FCDs show great variability
in their morphology, extension, and location. Whereas some are large and easily identifiable with conventional
imaging methods, others are subtle and difficult to find, which may preclude the possibility of neurosurgical
treatment®®. The mechanisms driving epileptogenesis in FCDs are not fully understood due to the impossibility
of performing longitudinal evaluations in patients before the onset of seizures.

Animal models of FCD provide a good opportunity to study the morphological features and pathophysi-
ological mechanisms of epilepsy related to human cortical malformations. The carmustine 1-3-bis-chloroethyl-
nitrosourea (BCNU) model has been widely described in rats, inducing in the offspring laminar disarrangement,
abnormal cell morphologies, and features similar to those seen in humans with FCD type ITa’-"!. While animals
with this induced lesion do not present spontaneous seizures, some studies have described an augmented excit-
ability of the malformed cortex'? and enhanced susceptibility of the lesioned animals to trigger seizures®'>'4. In
this study, we used the BCNU model to evaluate the physiological repercussions of the morphological alterations
seen during early life and determine how these malformations facilitate the generation of abnormal electrical
activity. For this, large field-of-view calcium images of live cortical slices allowed us to analyze the spatio-
temporal cortical dynamics and how they change after pharmacologically induced stimulation.

Based on the premise that alterations of cellular communication are involved in epilepsy development'®, the
aim of the present study is to understand the link between cortical morphological alterations and intracortical
connectivity before, during, and after an external stimulus is applied. BCNU-treated animals showed corti-
cal dislamination, atypical neuronal morphology, and altered baseline connectivity patterns that abnormally
responded to the external stimulus.
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Multi-tensor diffusion
abnormalities of gray matter in an
animal model of cortical dysplasia

Paulina J. Villasefior!, David Cortés-Servin?, Aylin Pérez-Moriel?,
Ana Aquiles?, Hiram Luna-Munguia?,

Alonso Ramirez-Manzanares?, Ricardo Coronado-Leijas,

Jorge Larriva-Sahd! and Luis Concha®™

*Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Auténoma de México Campus Juriquilla, Querétaro,
Mexico, ?Centro de Investigacion en Matematicas, A.C., Guanajuato, Mexico, *Bernard and Irene
Schwartz Center for Biomedical Imaging, Department of Radiology, New York University School of
Medicine, New York, NY, United States

Focal cortical dysplasias are a type of malformations of cortical development
that are a common cause of drug-resistant focal epilepsy. Surgical treatment
is a viable option for some of these patients, with their outcome being highly
related to complete surgical resection of lesions visible in magnetic resonance
imaging (MRI). However, subtle lesions often go undetected on conventional
imaging. Several methods to analyze MRI have been proposed, with the
common goal of rendering subtle cortical lesions visible. However, most image-
processing methods are targeted to detect the macroscopic characteristics
of cortical dysplasias, which do not always correspond to the microstructural
disarrangement of these cortical malformations. Quantitative analysis of diffusion-
weighted MRI (dMRI) enables the inference of tissue characteristics, and novel
methods provide valuable microstructural features of complex tissue, including
gray matter. We investigated the ability of advanced dMRI descriptors to detect
diffusion abnormalities in an animal model of cortical dysplasia. For this purpose,
we induced cortical dysplasia in 18 animals that were scanned at 30 postnatal
days (along with 19 control animals). We obtained multi-shell dMRI, to which
we fitted single and multi-tensor representations. Quantitative dMRI parameters
derived from these methods were queried using a curvilinear coordinate system to
sample the cortical mantle, providing inter-subject anatomical correspondence.
We found region- and layer-specific diffusion abnormalities in experimental
animals. Moreover, we were able to distinguish diffusion abnormalities related to
altered intra-cortical tangential fibers from those associated with radial cortical
fibers. Histological examinations revealed myelo-architectural abnormalities that
explain the alterations observed through dMRI. The methods for dMRI acquisition
and analysis used here are available in clinical settings and our work shows their
clinical relevance to detect subtle cortical dysplasias through analysis of their
microstructural properties.

KEYWORDS

diffusion-weighted imaging, focal cortical dysplasia, gray matter, diffusion tensor
imaging, immunofluorescence, epilepsy
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