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1. MIGRACION NEURONAL EN EL DESARROLLO DEL
CORTEX CEREBRAL

1.1. INTRODUCCION

El cortex cerebral es la parte mas extensa del cerebro de mamiferos
conteniendo aproximadamente la mitad del nimero total de neuronas presentes en el
cerebro. La observacion microscopica de una seccion coronal a través del cortex
muestra que los somas neuronales se encuentran organizados en seis capas paralelas a la
superficie pial que se denominan, desde la superficie hacia el interior desde capa I hasta
capa VL. En las distintas laminas pueden observarse diferencias en la morfologia y
tamafio somaticos, distribucion y morfologia de los arboles dendriticos, asi como
variaciones notables de la densidad de los cuerpos celulares (Parnavelas, 2002).

Fundamentalmente pueden distinguirse dos grandes tipos neuronales,
identificables basicamente en funcion de la morfologia somatica: neuronas piramidales
y neuronas no-piramidales. Las neuronas piramidales, que constituyen
aproximadamente el 75% de todas las neuronas del cortex, son las células de
proyeccion; las cuales, envian sus axones a otras areas del cortex y a otras partes
distantes del cerebro. La mayor parte de ellas utilizan el aminoacido excitatorio
glutamato como neurotransmisor. Las neuronas no-piramidales son interneuronas, esto
es, participan en circuitos locales. La mayor parte de ellas son inhibitorias, usando
principalmente como neurotransmisor el GABA. Se pueden distinguir numerosas
subpoblaciones de estas interneuronas en funcion de la expresion de distintos
neuropéptidos y/o proteinas ligantes de calcio, ademas de por las caracteristicas
morfologicas del soma y de sus dendritas asi como por los patrones de ramificacion
axonal (Parnavelas et al., 1989).

El desarrollo del cortex cerebral tiene lugar a partir de la parte rostrodorsal del
tubo neural, llamada manto telencefalico (Marin-Padilla, 1999). La pared del manto
estd formada, inicialmente, por células germinales neuroepiteliales, cuya continua
proliferacidon causa un abombamiento hacia el exterior de las paredes del manto para
formar las vesiculas cerebrales (Parnavelas, 2002). Las células neuroepiteliales
proximas al revestimiento ventricular del tubo neural, la llamada zona ventricular (ZV),
estan destinadas a dar lugar a neuronas y a algunas células gliales del cortex. El
alineamiento radial de las células neuroepiteliales impone un patron radial en la
histogénesis del manto. Asi las neuronas postmitdticas tempranas migran fuera de la ZV
hacia la superficie de las vesiculas cerebrales (Committee, 1970, Uylings et al., 1990)
para formar la capa plexiforme primordial o preplaca (PP).

Posteriormente, la capa plexiforme primordial, se divide en plexiforme superficial
y profunda, por la llegada de células de la placa o plato cortical (PC) (Nadarajah et al.,
2003). La capa plexiforme superficial da origen a la zona marginal superficial (ZM,
capa I) y la profunda a la subplaca o subplato (SP, capa VI) (figura 1). La progresiva
acumulacion de neuronas migratorias dentro de la capa plexiforme primordial separa
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progresivamente la capa I de la subplaca. Mientras que la capa I mantiene su estructura
plexiforme, la subplaca sufre transformaciones estructurales durante la maduracion de la
placa cortical.

Durante el periodo de migracion, cientos de millones de neuronas alcanzan la
capa plexiforme primordial y se van colocando dentro de ella de dentro a afuera hasta
que la placa cortical est4d formada y preparada para comenzar su maduracion ascendente
(estratificacion ascendente) (Marin-Padilla, 1999).

Las capas II-VI del cortex se generan de dentro a afuera, siendo, las neuronas
generadas mas tempranamente las que residen en las capas mas profundas, mientras que
las células generadas con posterioridad, migran atravesando las capas ya existentes para
formar las capas mas superficiales (Berry and Rogers, 1965, Rakic, 1974).
Consecuentemente, la ZM y la subplaca contienen las neuronas del cértex cerebral
generadas mas tempranamente. Las células de la capa I se diferencian en células de
Cajal-Retzius y otros tipos neuronales (Frotscher, 1997;Meyer et al., 1999). La SP es
separada de la ZV por la zona intermedia (ZI), una capa que eventualmente puede
contener tractos axdnicos aferentes y eferentes del cortex (futura sustancia blanca).
Cuando el PC emerge, otra capa de células en proliferacion aparece entre la ZV y la ZI,
la llamada zona subventricular (ZSV). Esta capa contiene células generadas en la ZV,
que fundamentalmente se diferenciaran a estirpes gliales (figura 1) (Levison et al., 1993;
Parnavelas, 1999). Mientras la ZSV se extiende mucho al final del desarrollo prenatal e
incluso en etapas postnatales, la ZV, acabara por desaparecer. (Parnavelas, 2002).

()

a b c S
- C O mz
0500010 -
O se

Pia [ o>

DDrsaIrorebrainF‘_______J__.-»- . O
A Cjﬁ) Dji PP
- I \
=
- 4

VZ

VZ

Radial glia
@ <I>©

Ventral forebrain

Ventricle Ventricle

Developing forebrain Preplate stage Cortical plate stage

FIGURA 1. Desarrollo neocortical. a) Esquema de una seccion del cerebro en
desarrollo de un roedor. b, ¢) llustraciones de los diferentes estados del desarrollo neocortical.
El cerebro anterior dorsal da lugar al cortex cerebral. La eminencia ganglionar lateral (LGE)
vy la eminencia ganglionar medial (MGE) del cerebro anterior ventral generan las neuronas de
los ganglios basales y las interneuronas corticales, estas ultimas, siguen rutas de migracion
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tangencial hasta el cortex. (a; flechas). En el cerebro anterior dorsal (a, drea encuadrada) la
migracion neuronal comienza cuando la primera cohorte de neuronas postmitoticas se mueven
fuera de la zona ventricular (VZ) para formar la preplaca (PP) (b). Las siguientes cohortes de
neuronas (células piramidales), migran, ayudadas por la glia radial, a través de la zona
intermedia (IZ) para dividir la PP en la zona marginal exterior (MZ) y la subplaca interior (SP)
(c). PC, placa cortical.

1.2. MODELOS DE MIGRACION

En los procesos de migracion se pueden distinguir dos modalidades: la migracion
radial y la migracion tangencial. La migracion radial es el principal modo de migracion
que tienen durante el desarrollo del cortex cerebral (Hatten, 1999). Segin este modelo
las neuronas generadas en las zonas proliferativas se desplazan perpendicularmente
hacia la superficie del cerebro a lo largo de un andamiaje de fibras gliales orientadas
radialmente, cuyas prolongaciones abarcan todo el espesor del parénquima (figura 2). A
este tipo de migracion también se le llama migracion gliofilica, debido a la interaccion
entre las neuronas que migran y el sustrato glial (Nadarajah, 2002).

Otra modalidad la constituye la migracion tangencial, 6 neurofilica, (figura 2)
segun la cual las neuronas se mueven paralelamente a la superficie del cerebro a lo largo
de los axones de otras neuronas y, a menudo, incluso traspasan las fronteras regionales.
Este tipo de migracion lo siguen fundamentalmente las interneuronas que son originadas
en la eminencia ganglionar, situada en el telencéfalo ventral para alcanzar el cortex en
desarrollo.

Ventricle

FIGURA 2. Hustracion esquemdtica de varios modos de migracion en el desarrollo del
cortex cerebral. (a) Durante el desarrollo temprano el modo prevalente de migracion radial es
la traslocacion somal. (b) Locomocion guiada por glia. (c) Las interneuronas corticales que se
originan en la eminencia ganglionar siguen vias de migracion tangencial para alcanzar el
cortex (d) y buscan la zona ventricular (migracion ventriculo-dirigida). (e) Una subpoblacion
de neuronas cambia de los modos de migracion radial a tangencial (células ramificadas).

Ademas de estas formas “tipicas” de migracion podemos hablar de una variedad
de movimiento llamado “migracion ventriculo-dirigida” (figura 2), moviento que siguen
las interneuronas corticales para buscar la zona cortical antes de migrar a sus posiciones
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en el plato cortical (Nadarajah et al., 2002). También algunos autores hablan de un
comportamiento migratorio Unico, que aparece en una poblacion de neuronas corticales
con caracteristicas morfologicas particulares. Estas son neuronas multipolares, y son
altamente activas en la formacién y retraccion de sus procesos (figura 2). En funcion de
sus caracteristicas morfoldgicas, se refieren a este tipo de células como “branching

cells” y forman una subpoblacion caracteristica de interneuronas corticales. (LoTurco et
al., 2006).

1.2.1. MIGRACION RADIAL

Diversos estudios ultraestructurales han demostrado que la migracién radial
puede ocurrir de dos modos. En estados tempranos de corticogénesis, cuando la vesicula
cerebral es relativamente delgada, la glia radial no es necesaria para guiar las neuronas a
su emplazamiento definitivo. Este modo de migracion adoptado por las neuronas
tempranas se denomina “traslocacion somatica”. Sin embargo, la translocacion somatica
no es un mecanismo plausible para explicar la migracion de neuronas corticales que son
generadas en estadios posteriores, particularmente en los estados donde el primordio
cortical presenta ya un espesor de varios cientos de micras. Asi, existe otro modo de
migracion guiada por glia (figura 3); la migracion radial, la cual es utilizada
predominantemente por las células piramidales (Nadarajah et al., 2002).

FIGURA 3. "Time-lapse images" de
células del cortex en desarrollo que
ilustran tres modos diferentes de
migracion: traslocacion somatica (a, a2),
movimiento de las células ramificadas (b,
b2), y locomocion guiada por glia (c, c2).
Escala: 25um.
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Las dos variantes de migracion radial, la traslocacion somatica y la migracion
guiada por glia, se pueden diferenciar por las caracteristicas del propio proceso
migratorio y por la morfologia adoptada por los elementos migrantes. En la traslocacion
somatica los neuroblastos que migran, inicialmente mantienen dos procesos, uno que se
extiende hacia la superficie ventricular y otro que lo hace hacia la superficie pial.
Después de su ultima division, dichas células pierden sus uniones con la superficie
ventricular y translocan su soma hacia el proceso que se dirige a la pia (figura 4). El
soma de las células que migran seglin esta modalidad muestra un avance continuo que
resulta en un ritmo rapido de migracion (Morest., 1970).

FIGURA 4. Traslocacion somal. Time-lapse images de una célula experimentando
traslocacion somal en una rodaja cortical de raton que fue marcada con Verde Oregon
BAPTA-1488AM Las imagenes se obtuvieron a intervalos de un minuto. Escala, 10um.

En contraste, las células que adoptan migracion guiada por glia, poseen un
proceso radial corto, que no llega a contactar con la superficie pial (figura 5). Estas
células muestran un patron de locomocion saltatorio y lento (cortas rafagas de avance
intercaladas con fases estacionarias) (Nadarajah et al., 2001). Las neuronas que
muestran este patron saltatorio de movimiento pasan a migrar en modo de translocacion
somatica en la fase terminal de su migracion, una vez que su proceso radial alcanza la
ZM.
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FIGURA 5. Migracion guiada por glia. Time-lapse images de una célula
moviéndose mediante migracion guiada por glia en una rodada cortical de raton que fue
marcada con Verde Oregon BAPTA-1488AM. Las imagenes se obtuvieron a intervalos de un
minuto. Como el soma se mueve hacia delante, el proceso delantero mantiene su longitud.
Escala 10um.

Como apuntamos anteriormente la traslocacion somatica tiene lugar durante la
corticogénesis temprana y hay lineas de evidencia que sugieren que es distinta a la
migracion guiada por glia (Miyata et al., 2001). Dicho grupo, identificé una poblacion
de “neuronas radiales” que difieren, tanto en morfologia como en la posicion de su
soma, de la tipica glia radial bipolar. Las neuronas radiales, generadas a partir de glia
radial, son unipolares, con un proceso largo que conecta con la pia, y sus somas estan
posicionados en la zona subventricular o en la zona intermedia. Por tanto, las
caracteristicas morfologicas de las neuronas radiales son sorprendentemente similares a
aquellas descritas para las células que experimentan traslocacion somatica (Morest,
1970; Nadarajah et al., 2001). Las neuronas radiales, las cuales inicialmente son
bipolares y no se distinguen de la glia radial, pierden su fijacion con el ventriculo a la
vez que salen de la ZV. Ademas, la glia radial da lugar a una segunda poblacion de
neuronas postmitoticas, las cuales tipicamente se corresponden con la poblacién que
depende de la glia radial para su migracion (Miyata, 2001, Hartfuss et al., 2001).
Aunque no hay evidencias claras para hacer ninguna distincion molecular entre células
neuroepiteliales y glia radial, la observacion de que las neuronas radiales y la poblacion
guiada por glia son generadas por glia radial es de interés, y esto plantea la posibilidad
de que distintos subgrupos de progenitores pueden dar lugar a diferentes poblaciones
postmitdticas. (Nadarajah et al., 2002). Estas observaciones indican que durante la
corticogénesis temprana, y particularmente durante la formacion de la preplaca y
durante la migracion de las neuronas PC tempranas, la translocacion somatica es el
modo prevalente de migracion radial.
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1.2.2.  MIGRACION TANGENCIAL

Durante mucho tiempo se creyd que el unico mecanismo de migracion
neuronal que existia en el desarrollo del cortex cerebral era el modo de migracion radial;
sin embargo, sucesivos estudios confirmaron que, si bien la mayoria de las neuronas
corticales experimentan rutas de migracion radial, también algunas neuronas
experimentan mecanismos tangenciales (O 'Rourke et al., 1992). Los clones de neuronas
organizadas radialmente contienen glutamato, la firma neuroquimica de las neuronas
piramidales; mientras que las células dispuestas tangencialmente contienen GABA
(acido y-aminobutirico) y en su mayoria se originan en la eminencia ganglionar, mas
concretamente en la eminencia ganlgionar medial (EGM), el primordio del globo palido
(figura 6) (Lavdas et al., 1999; Wichterie et al., 1999).

FIGURA 6. Las neuronas de la eminencia ganglionar migran al cortex en asociacion con
axones corticofugales. Esquema de la migracion tangencial de las neuronas de la eminencia
ganglionar medial (EGM) (representadas en azul) al cortex en desarrollo. Algunas evidencias
sugieren que estas neuronas siguen diferentes rutas hasta el cortex, y su aparicion en diferentes
capas coincide con el desarrollo de paquetes axonicos del sistema corticofugal (mostrados en
rojo) en las mismas capas. Estas primero aparecen en la zona marginal (MZ) (a), y algo mds
tarde en la zona intermedia (I1Z) baja y el plato cortical (CP) (b). Su migracion a la MZ y la IZ
tiene lugar lo largo de los axones tangenciales del sistema corticofugal en esas zonas, mientras
que las neuronas destinadas al CP deben continuar a lo largo de los axones organizados
radialmente (c). Abreviaturas: IC, capsula interna; LGE, eminencia ganglionar lateral.

A diferencia de las neuronas piramidales, las interneuronas que se originan en
el telencéfalo ventral necesitan migrar a lo largo de cientos de micras a través de
regiones con alta densidad celular antes de alcanzar sus destinos en el cortex
(Nadarajah et al., 2002). Dichas neuronas GABA¢érgicas migran tangencialmente en la
zona intermedia baja mas alla de los limites de dicho 4rea en el cortex embrionario (K.
Nakajima, 2007). Estas interneuronas dependen de una amplia variedad de sistemas de
guia para navegar desde el telencéfalo ventral al dorsal. Como ejemplo podemos citar
SLIT1 que es una proteina que funciona como repelente quimico para las neuronas que
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contienen GABA (Yuan et al., 1999), o el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)
que se expresa en la eminencia ganglionar, y se piensa que puede proporcionar sefales

motoras a las interneuronas, induciendo asi su movimiento en direccion al palio dorsal
(Powell et al., 2001).

Se conoce poco sobre los sustratos responsables que permiten a las
interneuronas alcanzar el cortex, pero si se sabe que su migracion tangencial es
totalmente independiente de la interaccion con la glia radial (Parnavelas et al., 2002).
Se ha descrito una estrecha asociacion entre las células orientadas tangencialmente en el
cortex en desarrollo con los paquetes del sistema de fibras corticofugales (figura 6)
(Metin et al., 1996) sugiriendo que las interneuronas que migran usan este sistema de
fibras como un andamio para su migracion dentro del neocortex (Rakic, 1985). En este
sentido algunos estudios indican que los axones pueden proporcionar un sustrato a la
migracion neuronal no-radial en el desarrollo del SNC. Los axones corticofugales
contienen la molécula neural de adhesion celular TAG-1 (también llamada contactina 2)
y, llamativamente, el patrén espacial y temporal de expresion de TAG-1 en estas fibras
coincide con el orden de aparicion de las células GABAérgicas en el cortex (Denaxa, M.
etal., 2001). Asi, TAG-1 se constituiria como un posible candidato a actuar como una
sefial de guia para las interneuronas migrantes (Denaxa et al., 2001).

Existen multiples vias de migracion tangencial en el cortex en desarrollo del
raton (Metin et al., 2006). En etapas tempranas, las células que migran tangencialmente,
entran en la preplaca o preplato, donde, al menos algunas, de ellas se diferencian en
neuronas de Cajal-Retzius. En etapas intermedias de la corticogénesis, las células viajan
tanto a través de la zona intermedia como a través de la zona marginal, mientras que en
estados tardios, las células migran tangencialmente, principalmente en la zona
intermedia mas profunda, zona subventricular, subplato y zona marginal (Nakajima,
2007). Después de que las interneuronas GABA¢érgicas alcanzan el cortex,
aproximadamente el 70% de ellas se mueven hacia el interior hasta llegar a la superficie
del ventriculo ("migracion ventriculo-dirigida"). Después de hacer contacto, y, tras una
pausa en esta zona proliferativa, migran radialmente hacia el plato cortical (Nadarajah
et al., 2002). Se ha especulado que estas neuronas buscan la zona ventricular para alli
recibir mas informacién sobre su destino. Dentro del cortex, las neuronas GABAérgicas
presentan migracion tangencial multidireccional, al menos en la zona marginal y en la
zona ventricular, y probablemente también en el plato cortical y el subplato (Tanaka et
al., 2006). Asi, después de alcanzar el cortex por migracion tangencial desde la EGM
las interneuronas corticales experimentan una segunda fase de migracion tangencial en
todas las direcciones. Las interneuronas migrantes que han viajado inicialmente por la
MZ o SP/ZI/ZSV entran posteriormente de forma radial en la PC desde cualquier
localizacion para finalmente alcanzar sus capas adecuadas (Polleux et al., 2002; Ang et
al., 2003, Tanaka et al., 2003).

1.2.3. MIGRACION VENTRICULO-DIRIGIDA DE
INTERNEURONAS

A pesar de la acumulacion de evidencias que llevan a pensar que la mayoria de las
interneuronas corticales se generan en el telencéfalo ventral, se sabe relativamente poco
sobre cOmo esas neuronas se integran en sus capas especificas. Algunos estudios
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(Miller, 1985; Wichterle et al., 2001) han demostrado que las interneuronas corticales
también adoptan una patron de organizacion de dentro a fuera en el PC, similar al de las
células piramidales. Por tanto, es probable que las interneuronas corticales también
requieran de informacion especifica de capa que les permita integrarse dentro del PC
siguiendo un gradiente de dentro a fuera. El estudio de Nadarajah y colaboradores
(2002), ha mostrado que las interneuronas que se originan en el telecéfalo ventral
migran activamente en direccion a la ZV cortical hasta llegar al telencéfalo dorsal, un
modo de movimiento que ha sido llamado "migracion ventriculo-dirigida". Las
neuronas que migran dentro de la ZV cortical detienen su migracién durante un largo
periodo de tiempo, posteriormente reanudan su migracion de forma radial en la
direccion de la superficie pial hasta alcanzar sus posiciones en el PC. La prevalencia de
interneuronas con caracteristicas morfolodgicas propias de la migracion ventriculo-
dirigida en todas las regiones de la ZV cortical en todos los estadios de la corticogénesis
ha dado lugar a la idea de que las poblaciones de interneuronas buscan activamente la
ZV cortical para alli recibir la informacion de capa, que es esencial para su correcta
integracion dentro del cortex en desarrollo. Es posible que estas interneuronas obtengan
sefales del micro-ambiente local o de las células piramidales a través de interacciones
directas neurona-neurona (figura 7) (Parnavelas et al., 2002).

1.2.4. LA ETAPA MULTIPOLAR

En los ultimos afios, se ha hipotetizado a cerca de si existe un nuevo estado
morfoldgico en la migracion neuronal, la llamada etapa multipolar, la cual, se encuentra
alterada en muchos desordenes del desarrollo cortical. La etapa multipolar ocurre
cuando las células progenitoras bipolares se convierten en neuronas que migran
radialmente (figura 8). Esta etapa es una etapa intermedia comtn para muchas neuronas.
La salida de la etapa multipolar depende de la funcion de filamina 1, LIS1 y DCX.
Mutaciones en los genes que codifican estas proteinas, en humanos, causan distintos
desordenes de la migracion neuronal, incluyendo heterotopia nodular periventricular ,
heterotopia en banda subcortical y lisencefalia. Por tanto, la etapa multipolar es un
punto critico en el control de la migracion y un objeto vulnerable para la interrupcion
del desarrollo cortical (LoTurco et al., 2006).

Los progenitores radiales situados en la zona ventricular (VZ) que dan lugar a
las neuronas piramidales neocorticales poseen, todos, morfologia bipolar: constan de un
largo proceso que se extiende hacia la pia y un proceso corto que se extiende hacia la
superficie ventricular. Las neuronas que migran y son generadas de los progenitores
radiales (Noctor et al., 2001) también adoptan dicha forma bipolar caracteristica, con un
proceso delantero dirigido a la pia y un proceso de arrastre que se extiende hacia abajo
(Rakic et al., 1996). Las neuronas que migran y poseen morfologia bipolar estan
preferentemente en la zona intermedia (ZI) y el plato cortical (PC) del cortex en
desarrollo durante los periodos migratorios (Tabata et al., 2003). Las células con
morfologias complejas, no-bipolares, prevalecen en la zona subventricular (ZSV) y
también en la zona intermedia (ZI) durante la migracion. Hasta hace poco, no estaba
claro si estas células morfoldgicamente mas complejas que se encontraban en la ZSV 'y
la ZI eran una poblacion separada de los precursores piramidales, como las
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interneuronas que migran o los progenitores gliales, o si algunas son intermediarios
multipolares de las neuronas piramidales que migran (LoTurco, J.J. et al., 2006).

CP

FIGURA 8. Hlustracion
esquemdtica de una célula

/‘ ramificada mostrando su
comportamiento migratorio
sl IZ tipico.

VZ

Algunos experimentos han demostrado claramente que la mayoria de las
c¢lulas multipolares de la ZSV y la ZI de hecho, provienen de progenitores radiales
(Tabata et al., 2003, Kriegstein et al., 2004, Noctor et al., 2002). Los progenitores
marcados, ya sea por infeccion usando la proteina verde fluorescente (GFP) con
retrovirus para marcar clones individuales (Noctor et al., 2002) o por electroporacion in
utero para marcar un mayor numero de células (Tabata et al., 2003), han sido
satisfactoriamente aplicados por co-transfeccion de combinaciones de plasmidos.
Algunos de los primeros productos de genes manipulados de este modo, han sido
previamente identificados por clonacion posicional de mutaciones que interrumpen el
patron laminar neocortical en humanos (desPortes et al., 1998; Gleeson et al., 1998,
Sheen et al., 2003). La manipulacion de la expresion de los genes de roedores que
codifican filamina 1, lisencefalia 1 y doblecortina por electroporacion in utero altera
significativamente el nimero de células en la etapa multipolar (Tsai et al., 2005, Bai et
al., 2003; Nagano et al., 2004). Ademas, la localizacion de los fenotipos celulares
sugiere que hay al menos dos subetapas dentro de la etapa multipolar.

Los experimentos de RNA1 y los fenotipos de algunas malformaciones
corticales indican que hay al menos dos etapas dentro de la migracidon temprana antes de
la laminacion de las neuronas en el plato cortical. La interrupcion de la proteina
filamina 1, por mutacion, detiene la migracion cerca de la zona ventricular y la zona
subventricular, y la disrupcion de la proteina DCX detiene la migracion mas
superficialmente, en la ZI. La interrupcion de la segunda fase multipolar parece
conducir a la acumulacion de células en la ZI, lo cual lleva a la formacion de
heterotopia en banda subcortical. LIS1 es probable que tenga un papel en cada nivel de
la migracidon temprana y la polarizacion neuronal; sin embargo algunos casos de
heterotopia en banda subcortical han sido asociados con mosaicismos en mutaciones en
LIS1, (Sicca et al., 2003) por lo que es posible que LIS1 sea particularmente importante
en la segunda etapa multipolar.
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1.3. MECANISMOS CELULARES DE LA MIGRACION

En el desplazamiento por parte de una célula se pueden distinguir tres
etapas. La primera, es la llamada, extension delantera del borde, 1a cual, en el caso de
los neuroblastos, puede referirse a la extension del axon, por crecimiento del cono
crecimiento, o de las dendritas, por formacion de puntas dendriticas. Esta extension va
precedida por filopodios y lamelopodios que exploran el micro-ambiente circundante, y
a partir de las sefiales que reciban; positivas o negativas, que seran integradas por
GTPasas pequenas tipo-Rho, influiran sobre la red de microfilamentos periférica,
regulando la polimerizacion de actina. La nucleocinesis es la segunda etapa del proceso
de migracion neuronal, consistente en el movimiento del nticleo hacia el interior del
proceso de extension y que es en gran medida dependiente de la red de microtibulos. El
tercer evento es la retraccion de los "procesos de rastreo" (trailing processes), un
aspecto que es poco abordado en la literatura (figura 9). A diferencia de otras estirpes
celulares, las neuronas establecen definidos patrones morfologicos al final de la
migracion, y esto puede considerarse como una "cuarta etapa" de la migracion celular.
El patron de formacion es controlado a través de la sefializacion por Reelina. (De
Rouvroit et al., 2001).

Leading
edge
extension Nucleokinesis

microfilaments

FIGURA 9. Art 2: Figl: Esquema de una neurona migrando. La extension delantera del
borde se produce por polimerizacion de la malla de actina, mientras que la nucleocinesis
depende de la organizacion de los microtubulos cuyos extremos negativos irradian desde el
centro organizador de microtubulos (punto amarillo). La retraccion de los procesos de rastreo
generalmente no se considera decisiva en el proceso migratorio.

1.3.1. EXTENSION DELANTERA DEL BORDE

Las neuronas en migracion extienden numerosos procesos, pero la
nucleocinesis posterior sélo va dirigida hacia uno de ellos, especificamente hacia aquel
que marca la direccion de la migracion. El crecimiento axonal por elongacion del cono
es el modo mas estudiado de los procesos de extension; (Tessier-Lavigne et al., 1996,
Mueller, 1999), sin embargo, €ste no suele ser considerado en los procesos de migracion
neuronal ya que rara vez va seguido de nucleocinesis dirigida hacia esta extension. La
diferencia entre el crecimiento del cono de elongacion de una extension con y sin
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posterior nucleocinesis hacia esa extension celular viene determinada por el control de
la nucleocinesis subsiguiente mas que al crecimiento del cono de navegacion en si (De
Rouvroit, 2001).

Otro tipo de extension delantera del borde viene dado por las puntas dendriticas
de crecimiento. Lo mas frecuente es que el proceso celular se elonge a lo largo de la
dimension radial del neuroepitelio y las células gliales radiales. Ocurre principalmente
en el cortex cerebral y en el cerebelo y, se denomina migracion gliofilica (Rakic, 1990).
Asi es como ocurren la mayoria de los procesos de migracion en el cerebro. La punta
gliofilica se elonga apoyada sobre la superficie de las células gliales radiales que les
proporcionan sustrato y guian su extension. La mayoria de las proteinas implicadas en
las interacciones glia-neurona, son astrotactina (Hatten, 1999) e integrinas,
particularmente integrina alfa3-betal (4nton, 1999). Durante el desarrollo cortical
temprano, algunas neuronas migran radialmente sin formacion de procesos de borde,
simplemente por pérdida de sus conexiones con el ventriculo y por traslocacién nuclear
(Nadarajah et al., 1999). Ademas, las neuronas tempranas que migran al cortex cerebral
no tienen forma bipolar sino estrellada (Derer, 1994). En comparacién con las células
que migran mas tarde, estas neuronas estrelladas poseen mas de un proceso de
extension, no siguen estrictamente a las células radiales y su migracion es lenta.
Claramente, la migracion radial por formacion de puntas dendriticas obedece a senales
que son diferentes de aquellas que determinan la migracion tangencial (De Rouvroit,
2001).

Ademas de los modos de migracion expuestos anteriormente, podemos
distinguir otros mecanismos celulares de migracion tales como; la migracion radial no-
gliofilica, observada durante el desarrollo cortical temprano; la llamada "migracion en
cadena" que sufren las neuronas que migran al bulbo olfatorio (Wichterle et al., 1997,
Law et al., 1999); y la migracion de neuronas GABA¢érgicas de la eminencia ganglionar
medial al cortex cerebral (Anderson et al., 1997).

La amplia variedad de procesos de borde, presumiblemente, refleja la
diversidad de sefales micro-medioambientales y la gran diversidad de vias de
sefalizacion que dirigen su crecimiento. Por ejemplo, estudios morfolégicos sugieren
que la forma de los procesos de extension refleja su ritmo de extension, maximo en el
caso de los conos de crecimiento, menos rapido en la extension tangencial, e incluso
mas lento todavia en la migracion radial. Sin embargo, esta vision es demasiado simple
y hay diferentes maquinarias para explicar la extension delantera del borde. Como un
primer ejemplo; las heterotopias periventriculares ligadas al cromosoma X han sido
relacionadas con mutaciones en filamina, una proteina asociada a actina (Fox et al.,
1998). Esta observacion muestra que, al igual que el crecimiento de los conos axénicos,
la elongacion de las puntas de extension requiere de la contractilidad de los
microfilamentos de actina. Como veremos mas adelante, la filamina es una proteina
(265-280 kDa) con dos dominios de union a actina, unidos entre si mediante un largo
eje flexible, que cruza las cadenas de los filamentos de actina formando una malla
plastica, laxa. La filamina puede unirse al dominio intracelular de las integrinas,
caveolina-1, receptor alfa TNF, y otras proteinas de superficie, favoreciendo asi, la
union entre la superficie celular y la red de actina. Esta union estd regulada por GTPasas
pequefias de la familia Ras, tales como, Cdc42, Rac, Rho y Rala, las cuales, se unen a
filamina. En el caso de la migracion neuronal radial, déficits en filamina provocan el
bloqueo de la elongacion de la punta dendritica a lo largo de las extensiones celulares
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radiales. Como resultado, las neuronas no pueden abandonar la zona ventricular y se
diferencian localmente provocando heterotopias nodulares (de Rouvroit., 2001).

Otro ejemplo en el que la formacion de los procesos de extension se ve afectada
se ha detectado en los ratones deficientes den CdkS 6 p35 (Gilmore et al., 1998; Chae et
al., 1997; Kwon et al., 2000). Los ratones con mutaciones en CdkS5 sufren defectos en la
migracion radial en todo el cerebro. También son defectuosas la migracion neurofilica
subpial de células granulares cerebelares y neuronas olivares inferiores y hay presentan
signos de degeneracion axonal. Sin embargo, algunos tractos se desarrollan
normalmente, se forma el plato cortical inicial y la migracion parenquimatosa de
neuronas GABA¢érgicas de la eminencia ganglionar al cortex esta relativamente
inafectada (de Rouvroit, 2001).

1.3.2. NUCLEOCINESIS

Este proceso hace referencia principalmente a la traslocacion del nticleo dentro
de los procesos de extension, lo que en definitiva marca la migracion celular. Durante la
nucleocinesis, el nticleo se mueve hacia un extremo de la célula por mecanismos que
implican tanto a los microtubulos como a sus proteinas motoras asociadas, resultando
un corto proceso "de borde" y un largo proceso "de arrastre".

Usando time lapse imaging en el estudio del desarrollo del cortex cerebral,
Nadarajah y colaboradores (2002) vieron claramente que durante la translocacion
somatica, mientras el soma avanza, el proceso radial dirigido a la pia comienza a ser
progresivamente mas corto y fino. Aunque el acortamiento del proceso conectado a la
pia esta sincronizado con la translocacion del soma, no esta claro cual de los dos
eventos ocurre primero. El proceso de extension avanza radialmente desde la zona
ventricular hacia la superficie pial, seguido de la nucleocinesis junto con una rapida
reorganizacion de los microtubulos, resultando en un acortamiento del proceso basal.

Dos ejemplos ilustran este punto. El primero son las células granulares
cerebelares. Durante la migracion tangencial, su nucleo se mueve dentro del axén
inmaduro, formando la capa granular externa. En respuesta a una sefial de las células de
Purkinje (Wechsler-Reya et al., 1999) se extiende una punta dendritica desde el soma, y
se va elongando radialmente a lo largo de las células gliares de Bergmann. Después, el
nucleo se introduce en este proceso y se instala en la parte mas profunda del cortex
cerebral, formando la capa granular interna. En este caso, el cono de crecimiento axonal
y la punta dendritica van, ambos, seguidos de desplazamiento nuclear.

Un segundo ejemplo son las motoneuronas faciales. Se generan en la zona
ventricular del cuarto ventriculo y envian su axon lateralmente para formar el nervio
facial. Después extienden un proceso dendritico que se extiende radialmente,
probablemente, guiado por células gliares, y seguido de nucleocinesis (de Rouvroit.,
2001).
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1.4. FACTORES QUE INTERVIENEN Y REGULAN LA
TRASLOCACION NUCLEAR Y SU IMPLICACION EN
ALTERACIONES EN LA MIGRACION

Diferentes factores permiten y regulan la traslocacion nuclear. Las alteraciones en
la nucleocinesis, afectan l6gicamente al proceso de migracion, por lo que, en definitiva,
suelen desembocar en toda una serie de malformaciones cerebrales conocidas como
lisencefalia tipo 1, las cuales, se caracterizan por una migracion neuronal defectuosa
tanto hacia el cortex cerebral como a otras partes del cerebro. En la mayor parte de los
casos, la lisencefalia tipo 1 tiene un origen genético. De hecho se han aislado dos genes,
llamados Lis 1 (PAFAH1B1) y doblecortina (Dcx), cuyas mutaciones resultan, en
humanos, en la llamada lisencefalia tipo 1 autosomica dominante, en el caso de
mutaciones en Lis] y en lisencefalia ligada al cromosoma X en machos y heterotopia
subcortical en banda en hembras, en el caso de las mutaciones en el gen de la
doblecortina. Por otra parte, ratones con mutaciones en Cdk5 y su cofactor p35 sufren
defectos en la migracion que, en cierta medida, recuerdan a las lisencefalias humanas.
Ademas, en los ultimos afios, ha aumentado notablemente el nimero de nuevos genes a
los que se les atribuye, de modo mas o menos directo, su implicacién en el proceso de
traslocacion nuclear y que, por tanto, su disfuncion parece ser responsable de diferentes
malformaciones cuyo origen se encuentra en alteraciones en el correcto desarrollo
cerebral.

1.4.1. LIS1

Las primeras investigaciones sobre la nucleocinesis se llevaron a cabo en el
hongo filamentoso Aspergillus nidulans, y a partir de estos estudios se ha establecido
que el movimiento nuclear es un proceso dependiente de microtubulos (Morris et al.,
1998; Oakley et al., 1981, Xiang et al., 1999). A. nidulans es susceptible de
manipulaciones genéticas de forma relativamente sencilla, de manera que se han podido
generar diferentes mutantes con alteraciones en la distribucion nuclear (nud) para
investigar los mecanismos celulares que subyacen a la nucleocinesis. En uno de estos
mutantes, nudF, el factor mutado ha sido identificado como un componente de la via de
sefializacion que dirige el movimiento nuclear a lo largo de los microtiblos a través de
la regulacion de la funcion del motor de dineina. E1 homélogo humano de nudF es
LIS1, el cual, fue clonado siguiendo la asociacion de la lisencefalia en humanos con
anormalidades en el cromosoma 17p13.3 que causa el sindrome de Miller-Dieker.
(Dobyns et al., 1993).

LIS1 tiene al menos dos funciones en mamiferos. Primero, actia como la
subunidad no-catalitica del factor activador de plaquetas (PAF) acetil hidrolasa 1b,
también conocido como PAFAHIBI1 (Hattori et al 1994) y segundo, esta implicado en
la proliferacion y migracion celular (Xiang et al., 1995).

Después de la generacion de largas series de mutantes nud en A. nidulans, se
consiguieron aislar varios genes directamente responsables del movimiento nuclear. Se
cree que la via de distribucion nuclear esta notablemente conservada en eucariotas, y
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que la nucleocinesis en hongos y mamiferos comparte mecanismos comunes que
implican la interaccion entre nudF (Lis1 en mamiferos), nudE, microtubulos y otras
proteinas relacionadas con el como dineina y dinactina (Morris et al., 1998; Wynshaw-
Boris et al., 2001). Algunos estudios han confirmado, incluso, una interaccion fisica
entre LIS1 y dineina. La conservacion a lo largo de la evolucion de estas proteinas en
A.nidulans y estudios posteriores, han llegado a la conclusion de que el complejo
proteico LIS1-dineina, ejerce fuerzas en los microtiibulos circundantes al ntcleo, en las
neuronas que estan migrando, eventualmente tirando de éste y de otros organulos hacia
el interior de los procesos de extension del borde.

Esta hipodtesis de migracion nuclear para el papel de LIS1 esta basada en la
demostracion de una interaccion directa entre LIS1 y los homologos de nudE de
mamiferos, NUDEL y mNUDE, los cuales, se colocalizan en el centrosoma e
interactiian con dineina, proporcionando una uniodn adicional entre LIS1 y dineina. Asi,
mientras NUDE se expresa por todos los drganos en etapas embrionarias tempranas, la
expresion de NUDEL se restringe al cerebro y los testiculos y solo es detectada
postnatalmente. Es interesante destacar que LIS1 y NUDEL colocalizan
predominantemente en el centrosoma de células proliferativas, pero también se
encuentran distribuidos por los procesos neuronales durante la diferenciacion, en
asociacion con dineina. También se ha propuesto que el complejo LISI/NUDEL/dineina
influye en el movimiento de los microtibulos dirigidos hacia la periferia de la neurona
migrante, ayudando a la extension de los procesos de borde y a la translocacion nuclear.
LIS1 estimula la actividad del motor de dineina, tirando de los centrosomas hacia dentro
del proceso (Higginbotham, 2007). Es posible que LIS1 también participe en el
transporte retrogrado de vesiculas y organulos, como los endosomas, desde los procesos
neuronales hacia la zona que ocupa el ntcleo. Esta combinacion de datos sugiere que
LIS1 juega un papel decisivo en la migracién nuclear en neuronas proliferativas y/o en
migracion (Friocourt, 2003).

Para investigar el papel de LIS1 en la migracion neuronal, se obtuvieron
ratones mutantes con deficiencia parcial de LIS1 o PAFAHI1BI ya que los mutantes
knockout totales no son viables (Hirotsune et al., 1998). La pérdida parcial de esta
proteina causa enlentecimiento y retraso en la migracién neuronal durante el desarrollo
cortical, aunque el gradiente normal de dentro a fuera de la formacion de capas se
mantiene. En otro estudio (Cahana et al., 2001) se crearon cepas mutantes donde los
animales heterocigotos fueron disefiados para que sintetizaran una proteina LIS1
truncada. En estos mutantes se vio que durante la corticogénesis temprana, las regiones
caudales y mediales de la pared cerebral mostraban los fenotipos mas defectuosos, que,
a su vez, se correspondian con los lugares de mayor expresion de Lis1. Es interesante
resaltar que en los dominios corticales afectados en el mutante, el preplato permanecid
sin dividirse. Por tanto, LIS1 tiene un importante papel en la nucleocinesis, de modo
que la reduccidn de los niveles de expresion de esta proteina podria implicar la
interrupcion de la migracion de las neuronas corticales de generacion mas temprana.

Mutaciones espontaneas en un alelo de Lis1 causan lisencefalia heredada,
clésica o tipo I, y raros mosaicismos somaticos de mutacion Lisl estan asociados con
heterotopia subcortical en banda. Las mutaciones nulas homocigoéticas de Lis1 son
letales para el embrion.
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1.4.2. DOBLECORTINA (DCX)

El gen Dcx codifica una proteina de 361 aminoacidos que se asocia con
microtibulos, estabilizandolos (Francis et al., 1999; Gleeson et al., 1999). Posee un
dominio evolutivamente conservado que consta de una region repetida en tdndem en el
extremo N-terminal, denominado repeticion DC. La mayoria de los grupos de
mutaciones puntuales humanas que afectan a este gen tienen lugar precisamente en estas
repeticiones. La zona perteneciente a cada repeticion por si sola es capaz de unirse a
tubulina, lo cual le permite interaccionar con los microtubulos, pero ninguna de estas
repeticiones por si solas es suficiente para mediar la estabilizacion de los microtiibulos.
(de Rouvroit., 2001). Las evidencias bioquimicas y genéticas apuntan a un papel para
DCX en los eventos mediados por microtibulos que tienen lugar durante la migracion
neuronal (figura 10). La DCX es requerida especificamente en los extremos de los
procesos de crecimiento neuronal, donde puede jugar un papel muy importante en la
adicion de membrana en estos lugares y/o en la regulacion de ciertos receptores o
moléculas de adhesion implicadas en la orientacion celular y posiblemente axonal.

Ademas de la similitud entre los fenotipos de los mutantes para Lis1 y para
Dcx, se ha demostrado una interaccion fisica entre LIS1 y DCX (Horesh et al., 1999;
Caspi et al; 2000). Ambas se asocian con microtibulos facilitando su polimerizacion
(figura 10) pero el modo preciso de interaccion entre los tres elementos permanece
desconocido.

Por otra parte, hay varias caracteristicas que distinguen a la DCX de LIS1.
Primero, la DCX posee un patron de expresion mucho mas restringido, de modo que
esta proteina no se expresa en células en proliferacion, si no que su expresion esta
limitada a neuronas post-mitoticas inmaduras, incluyendo neuronas que migran
tangencialmente en el cortex embrionario, en la corriente migratoria rostral adulta y en
neuronas que estan diferenciandose en el plato cortical.

Segundo, cuando ha sido estudiada su expresion en células disociadas, se ha
observado que presenta una compartimentalizacioén subcelular muy definida,
concentrandose en los extremos de las neuritas en crecimiento, y no asociada con los
microtubulos circundantes al nticleo. Esta combinacion de datos sugiere que la DCX
puede jugar un papel diferente al que se atribuye al complejo NUDEL/LIS1 en neuronas
en diferenciacion.

Tercero, a nivel molecular, la estructura secundaria de la DCX sugiere la
existencia de un original dominio de unidon a microtibulos que no aparece en LISI.

Finalmente, las proteinas motoras suelen estar caracterizadas por su disociacién
de los microtiibulos en presencia de ATP y su asociacion en presencia de ADP. Sasaki y
colaboradores, (2000) demostraron que LIS1 y NUDEL se disocian del motor proteico
en presencia de ATP; sin embargo, la DCX tiene una relacion diferente con los
microtibulos. Primero, la DCX interactua directamente con los microtiibulos y no
requiere de otras MAPs. Ademads, ni ATP, ADP, GTP o GDP influyen sobre dicha
unién, mientras que se ha visto una asociacion entre DCX y otras proteinas (AP1 y
AP2) que estan implicadas en el trafico de vesiculas (Friocourt, 2003).
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Las mutaciones en el gen DCX ligado al cromosoma X, son la causa genética
mas frecuente de heterotopia subcortical en banda, o sindrome de doble cortex, en
hembras, y la mayor causa de lisencefalia en machos.

Las mutaciones en LIS1 y DCX causan caracteristicas similares tanto clinicas
como neuroanatdémicas y neurohistologicas. Existen, sin embargo, diferencias en el
grado de afectacion en las diferentes regiones anatomicas. Asi, mientras que las
mutaciones en DCX dan lugar a una afectacion mas severa del cortex frontal, las
mutaciones de LIS1 afectan mas severamente a las cortezas parietal y occipital. En estos
casos, ademas de la lisencefalia y la heterotopia subcortical en banda, los individuos
afectados suftren, lo que se ha denominado epilepsia criptogénica, e incluso extremadas
malformaciones subcorticales. (Friocourt et al., 2003).

En algunos casos, solo pequefios cambios en la funcion de una proteina puede
explicar el fenotipo observado, aunque en otros casos la carga genética también es un
factor que contribuye. Esta claro que estos estudios genéticos, combinados con analisis
funcionales de las proteinas DCX y LIS1, son apropiados para proporcionar importante
informacion concerniente a las causas de la epilepsia y el retardo mental en los
individuos afectados.

1.4.3. DCLK (Doublecortin-like kinase)

El gen DCLK se encuentra en el cromosoma humano 13q12.3 . Ademas del
motivo DC del extremo N-terminal, similar al de la DCX, la proteina DCLK contiene
un dominio transmembrana y una region de gran similitud con las proteinas kinasas
calcio-calmodulina-dependientes. El patrén espacio-temporal de expresion del mRNA
de DCLK en el cerebro embrionario sugiere que el producto de este gen podria también
estar implicado en el desarrollo cortical (Sossey-Alaoui et al., 1999, Burgess et al.,
2000; Matsumoto et al., 1999). De hecho, ciertas isoformas de DCLK muestran un
patron de expresion muy similar al de la DCX durante el desarrollo embrionario,
incluyendo su expresion en neuronas corticales migratorias (figura 10) (de Rouvroit.,
2001).

De entre las numerosas isoformas de esta proteina, la isoforma mas similar a la
DCX es la DCLKI1C, la cual, ademas de ser expresada en neuronas corticales del raton
en desarrollo, también se expresa en células astrogliales en cultivo, mostrando, por
tanto, mayor amplitud de expresion que la DCX. Solo esta isoforma de DCLK esta
presente en astrocitos. En particular, los estudios de inmunofluerescencia para la
deteccidn de esta isoforma mostraron que los procesos astrocitarios se encontraban
intensamente marcados. Estos procesos son particularmente activos in vivo, extendiendo
sus extremos en regiones perisinapticas, donde pueden modular la funcion sinéptica y
participar en la comunicacion neurona-glia (Chvatal et al., 2000)). Este patron de
distribucion puede sugerir una funcién de este homologo de la DCX en la plasticidad de
los finos procesos altamente dindmicos de los astrocitos, implicados en estas funciones
perisinapticas (Derouiche et al., 2001). La DCLK en los procesos astrociticos podria,
por tanto, jugar un papel similar al de la DCX en los procesos neuronales. (Friocourt et
al., 2003).
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FIGURA 10. (superior) Localizacion subcelular de DCLK en astrositos, similar a la
localizacion de su proteina homologa Doblecortina. Se prepararon cultivos de astrositos de
acuerdo con lo descrito por Nowak y colaboradores. (1987) a partir de hemisferios cerebrales
de ratones recién nacidos. Se realizo tincion inmunohistoquimica usando anti-DCLK (1:300),
anti-tubulina (1:1000) (Amersham no. 356) y anti-GFAP (1:200) (ICN Biomedicals). La
preparacion se estudio usando un microscopio Zeiss equipado con epifluorescencia. (A, B)
Células gliales mantenidas en cultivo durante 7 semanas en las que se realizo doble marcaje
con anti-DCKL y anti-tubulina. (C, D) Un astrocito estrellado marcado doblemente con anti-
DCLK y anti-GFAP. (E, F) Astrocitos marcados doblemente con anti-DCLK y anti-GFAP. Se
ven dos astrocitos, uno fuertemente marcado con anti-DCLK mientras que el astrocito inferior
esta ligeramente marcado. Observar la fuerte tincion con anti-DCLK en los extremos de los
procesos astrocitarios. (inferior) Posibles papeles de la Doblecortina y LISI sobre neuronas en
proceso de migracion. El complejo dineina/NUDEL/LIS1, anclado a la membrana celular,
puede estar implicado en el control del movimiento del nucleo y otros componentes del soma
dentro de los procesos de extension. Una funcion alternativa de este complejo puede estar
relacionada con la elongacion de los procesos de extension por el transporte de microtubulos
hacia el extremo. Una tercera posibilidad se refiere a la conocida funcion de la dineina no-
anclada en las vesiculas y organulos que se transportan hacia el soma celular por movimiento
a lo largo de los microtubulos hacia sus extremos negativos. La Doblecortina interactua
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directamente con los microtubulos en los extremos de las neuritas en neuronas en
diferenciacion y el extremo del proceso de extension en algunas poblaciones de neuronas que
estan migrando tangencialmente. La doblecortina también interactua con el complejo API en
estas regiones, y es posible que esto promueva la disociacion de las vesiculas de transporte de
los microtubulos, con el fin de regular la adicion de nueva membrana a los procesos en
crecimiento. La Doblecortina también interactua con el complejo AP2, y esta union puede
formar parte de los procesos de endocitosis y reciclaje de moléculas de adhesion o receptores
en los extremos de las neuronas en migracion.

1.44. FILAMINA 1

Es evidente que las neuronas cuya migracion es guiada por glia radial han de
seguir varias etapas antes de alcanzar sus posiciones finales. Estos procesos son
altamente dependientes de la red de microfilamentos, ademas de utilizar los mecanismos
dependientes de microtiibulos. Durante la migracion guiada por glia, el cuerpo celular
completo, incluidos los procesos de avance y de arrastre, se mueven juntos como una
unidad tnica (Rivas et al., 1995). En este contexto, el gen que codifica para filamina 1
(FInl), codifica una proteina que se une a receptores de membrana y al citoesqueleto de
actina (Fox et al., 1998). Se ha comprobado que FLNI1 se une a varias proteinas de
membrana, incluyendo integrinas B1 y f2; las cuales son necesarias para la interaccion
entre las neuronas y la glia radial durante la migracion (Loo et al., 1998; Sharma et al.,
1995).

Mutaciones en el gen de la filamina 1 (Fln1) causan, en humanos, heterotopia
periventricular, un desorden de la migracion radial que resulta en neuronas en posicion
ectdpica, proximas al ventriculo lateral, y que ha sido asociado a epilepsia, (Dobyns et
al.,1997; Sheen et al., 2003) y méas recientemente a desordenes de lectura (Chang et al.,
2005). En esta malformacion, la localizacion de agregados neuronales en la superficie
ventricular indica que las neuronas, o bien no son capaces de salir de la superficie de la
zona ventricular, o migran de forma inadecuada, en un movimiento adelante-atrés en la
superficie ventricular. Experimentos de electroporacion in utero indican un papel
celular de la filamina A para salir de la etapa multipolar (Nagano et al., 2002, 2004).
Una expresion excesiva del gen de la filamina A en roedores, reduce el numero de
células multipolares en la zona subventricular y la zona ventricular. De forma inversa,
una sobreexpresion de Filipl (el cual codifica una proteina de unién a filamina A que
marca a la filamina para su degradacion) (Nagano et al, 2002) causa una acumulacion
de células en la etapa multipolar. Lo mismo ocurre con la expresion de Fina truncado,
donde las células transfectadas no migran a pesar de tener procesos multipolares que
continuan extendiéndose y retrayéndose dinamicamente (Nagano et al., 2004). En
contraste, la sobreexpresion de Filip! reduce la extension de los procesos multipolares
dinamicos sin interferir con la migracion radial. Asi, la Filamina 1 parece necesaria para
la migracion dentro de la etapa multipolar, y para la transicién en modos bipolares de
migracion (LoTurco et al., 2006).

1.4.5. KINASA DEPENDIENTE DE CICLINA 5 (CdkS) Y SUS
COFACTORES p35/p39

Otras dos proteinas que han sido asociadas con la regulacion de la red de
actina, y se ha comprobado que tienen un papel en la migracion neuronal guiada por glia
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son CdkS5 y su cofactor p35. Cdk5 se expresa en todas las neuronas postmitoticas y
regula muchos procesos del desarrollo durante la diferenciacion neuronal. Entre ellos, se
ha comprobado que estas proteinas regulan la extension de las neuritas de las neuronas
corticales en cultivo (Nikolic et al., 1998). Se cree que Cdk5 reduce la expresion de N-
cadherina mediada por la adhesion, en las neuronas, a través de una asociacion entre
p35 y B-catenina (Kwon et al., 2000) y facilita la navegacion de neuronas a través de la
IZ y el CP, regiones ricas en N-cadherina. (Redies et al., 1993).

CdkS posee varios sustratos de union; uno de los principales es la proteina de
asociacion a microtiibulos "tau"; se cree que también a FLN1 y por ultimo a NUDEL
(Sasaki et al., 2000). Mientras LIS1 se une a las proteinas que regulan la funcién del
motor de dineina y regulan la nucleocinesis, NUDEL es directamente fosforilado por
CdkS y su cofactor p35, proporcionando una unioén entre LIS1 y las cascadas de
senalizacion Cdk5-p35.

Ratones deficientes en Cdk5 tienen graves defectos en la migracion neuronal
en el cortex cerebral, hipocampo, cerebelo, asi como en otras muchas partes del SNC
(Gilmore et al., 1998; Kwon, et al, 2000). Ademas, algunos tractos de axones se
muestran defectuosos. Sin embargo, la formacion inicial del preplato telencefalico y el
plato cortical temprano tiene lugar de modo normal, las neuronas GABAérgicas de la
eminencia ganglionar migran normalmente en el cortex de los ratones deficientes en
CdkS5, sugiriendo que algunos tipos de migracion neural son independientes de CdkS5.
La migracion inicial en el preplato telencefélico y el plato cortical es mas corta 'y
morfologicmente diferente de la migracion radial tardia, sugiriendo que CdkS5 seria solo
necesaria para la migracion gliofilica de "largo alcance". Se cree que la principal
funcion de Cdk5/p35/p39 durante la migracion neuronal es a través del control de la
nucleocinesis (Nicolic et al., 1998).Una inactivacion de p35 resulta en un desorden en la
migracion mas sutil, probablemente debido a la redundancia que existe entre p35 y p39.

1.4.6. REELINA

Una vez las neuronas alcanzan sus destinos finales, han de interrumpir el
proceso migratorio, desenganchandose del sustrato glial y organizdndose en las capas
corticales apropiadas (B. Nadarajah et al., 2002). Estudios en ratones mutantes reeler,
deficientes en Reelina, han mostrado que la Reelina y sus moléculas de sefializacion son
esenciales para la etapa final de la migracion neuronal y para una adecuada
organizacion radial y una laminacion de las neuronas postmigratorias en todas las
regiones del SNC (Pearlman et al., 1998, Rice et al, 2001).

La Reelina es una glicoproteina larga (sobre 400 kDa), secretada por
bastantes neuronas (D ‘Arcangelo at al., 1995) principalmente por células de Cajal-
Retzius, hacia el espacio extracelular, en el cértex cerebral embrionario, hipocampo y
cerebelo. La Reelina media su respuesta a través de proteinas tales como DABI, el
receptor de lipoproteinas de baja densidad (VLDLR), ApoER2 y la integrina a3p1. Los
ratones deficientes en Reelina muestran el mismo fenotipo que los ratones doble-
deficientes en VLDR y Apo ER2 (Trommsdorff et al., 1999). Estas proteinas se
expresan en células que responderan a la sefial de Reelina uniendo Reelina de manera
especifica (Hiesberger et al., 1999, D Arcangelo et al., 1999). VLDLR y Apo ER2
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tiene una corta cola citoplasmatica que interactiia con el adaptador tirosina kinasa,
Dabl. Mutaciones en Dabl1, de hecho, también generan fenotipo reeler (Howell et la.,
1997, Sheldon et al., 1997). Dabl se expresa en el citoplasma de neuronas corticales
migratorias y posee un dominio N-terminal de union a fosfotirosina (PTB), resonsable
de la interaccion con los receptores lipoproteicos. La unioén de Reelina a las células
diana induce la fosforilacion de Dab1 (Howell et al., 1999). La integrina alfa3-betal
estd implicada en la interaccion entre las neuronas corticales que migran radialmente y
las fibras gliales radiales. Esta integrina participa en la formacién de un complejo
supramolecular con Reelina y receptores de lipoproteina (Dulabon et al., 2000). La
formacion de este complejo sugiere que la integrina alfa3-betal puede estar eliminada
por endocitosis tan pronto como las neuronas migrantes llegan a un area rica en Reelina,
como es el borde de la zona marginal. Esto puede hacer separar a las neuronas
inmaduras de fibras gliales radiales y desencadenar su organizacion laminar en el plato
cortical. (Lambert de Rouvroit., 2001).

La Reelina se expresa en la zona marginal y gobierna la disposicion y el
despliegue dendritico de sus células diana, que corresponden respectivamente a células
del plato cortical, células piramidales y células de Purkinje. La respuesta de las células
diana a la sefial de Reelina implica la expresion de receptores de membrana y proteinas
de senalizacion intracelulares. También la Reelina puede proporcionar una senal de stop
para las células (Pearlman et al., 1998), probablemente de la nucleocinesis y las separa
de la glia radial. La Reelina puede promover el reconocimiento-adhesion entre células
postmigratorias, asi, estabiliza los patrones arquitectonicos tempranos. También, en la
fase terminal de la migracioén guiada por glia, la Reelina puede inhibir la migracion,
llevando a las neuronas a translocarse a capas superficiales. Sin embargo,
contrariamente a esto, estudios posteriores (Magdaleno et al., 2002) han mostrado que
la Reelina no funciona simplemente como una sefal de stop para las neuronas que
migran, sino mas bien como una molécula con un papel mucho mas complejo en los
mecanismos de posicionamiento neural.

2. EPILEPSIA

2.1. INTRODUCCION

El término epilepsia deriva del latin “epilepsia”, y éste del griego
“epilambaneim”, que significa “coger por sorpresa”. La epilepsia es, seglin la ILAE
(International Lleague Against Epilepsy), un "trastorno neurolégico cronico
caracterizado por una predisposicion del cerebro para generar crisis epilépticas
recurrentes, y por las consecuencias neurobioldgicas, cognitivas, psicoldgicas y sociales
de esta condicion". Debemos diferenciar lo que es epilepsia de una crisis epiléptica. La
crisis epiléptica o comicial ha sido definida por la ILAE como "la aparicion de signos
y/o sintomas transitorios debidos a una anormal y excesiva, o bien sincronica, actividad
neuronal en el cerebro". Las crisis epilépticas suelen ser transitorias, con o sin
disminucién del nivel de consciencia y/o movimientos convulsivos (y otras
manifestaciones clinicas). No todas las personas que padecen una crisis epiléptica se
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diagnostican de epilepsia. Habitualmente es necesario haber presentado al menos dos
episodios de crisis epilépticas o un episodio asociado a hallazgos patoldgicos en el EEG
interictal, y haberse excluido aquellas causas de crisis epilépticas tratables, por ser
debidas a alteraciones estructurales, como tumores o hemorragias intracraneales, para
ser diagnosticado de epilepsia. El término epilepsia puede resultar confuso, ya que en el
ambito coloquial se suele utilizar indiscriminadamente para toda aquella persona que
presenta crisis comiciales. No obstante, en el ambito médico se debe restringir su uso a
aquellas personas que presentan crisis comiciales recurrentes de origen desconocido
(Foldvary-Schaefer et al., 2007).

Una crisis epiléptica ocurre cuando una actividad eléctrica anormal en el cerebro
causa un cambio involuntario de movimiento o funcién del cuerpo, de sensacion, en la
capacidad de estar alerta o de comportamiento. Las crisis epilépticas pueden surgir en
diversas regiones del cerebro aunque los ataques o crisis focales mas comunes son aquellos
en los que solo participa una poblacion local de neuronas. La crisis puede durar desde unos
segundos hasta varios minutos. Hay mas de 20 tipos diferentes de crisis epilépticas.

Los sintomas que experimenta una persona durante una crisis epiléptica dependen
del lugar en el cerebro en donde tiene lugar la alteracion de la actividad eléctrica. La clinica
mas llamativa se produce cuando se activa la zona motora y la persona afectada sufre una
serie de movimientos corporales incontrolados de forma repetitiva denominados
convulsiones. No en todas las crisis o ataques epilépticos se pierde la conciencia ni se
producen estos movimientos convulsivos. Una crisis epiléptica puede consistir simplemente
en desconectarse transitoriamente del medio o realizar actos repetidos sin finalizar. La
epilepsia puede aparecer a cualquier edad, desde la primera infancia hasta la senectud
aunque suele ser mas frecuente en los dos extremos de la vida.

Segun el origen de las crisis epilépticas podemos clasificar las epilepsias en
dos grandes grupos: las primarias, en las que en su origen suelen encontrarse trastornos
importantes de base genética y donde no se detecta ningun dafio en la estructura del
cerebro. En este grupo las alteraciones que inducen la descarga eléctrica cerebral se
encuentran en una alteracion de la membrana de la neurona con cambios que
corresponden a procesos moleculares a nivel de canales de calcio, cloro, aminoacidos y
/o GABA. El grupo de las epilepsias secundarias corresponden a los procesos en los que
un dafo cerebral previo es el causante de la crisis epiléptica.

Los métodos esenciales para un correcto diagnostico de la epilepsia son: la
realizacion de una historia clinica completa y detallada, la realizacién de un
electroencefalograma, en el EEG se recoge la actividad eléctrica cerebral de cada
individuo, y los métodos de diagndstico por imagen, el principal es la resonancia
magnética, que van a mostrar los posibles cambios estructurales que den origen a las
crisis epilépticas; tumores, malformaciones, hemorragias, etc.

Los sintomas dependeran del tipo de crisis con que se presenten y de la zona del
cerebro afectada. Hay dos tipos de crisis epilépticas: crisis parciales, son aquellas en las
que la actividad epiléptica comienza en una zona determinada del cerebro, las
caracteristicas de la crisis dependeran por tanto de la zona cerebral donde se origine.
Las crisis generalizadas son aquellas en las que la actividad eléctrica epileptiforme se
manifiesta en todo el cerebro, habitualmente se manifiesta con movimientos bruscos de
todo el cuerpo. Si la actividad epileptiforme comienza en todo el cerebro se denominan
primariamente generalizadas, si se originan a partir de una crisis parcial se denominan
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secundariamente generalizadas. ( http://www.sen.es/publico/video _epilepsia.htm,
Sociedad Espariola de Neurologia)

Un diagnostico cuidadoso y exacto del tipo de epilepsia que padece el enfermo es
fundamental para encontrar un tratamiento efectivo. Hay muchas formas diferentes de
tratar la epilepsia, los tratamientos actuales: farmacos antiepilépticos, cirugia, etc,
pueden controlar los ataques, durante al menos durante cierto tiempo, en
aproximadamente un 80% de los pacientes con epilepsia. Sin embargo, el 20% restante
de los pacientes epilépticos tienen ataques que no se pueden tratar adecuadamente con
los medios disponibles actualmente, por ello, se estan investigando nuevos tratamientos
y farmacos con distintos mecanismos de actuacion. (Krumdz et al., 2007).

2.5. CAUSAS:

La epilepsia es un trastorno con muchas causas posibles, cualquier cosa que
impida o distorsione el patron de actividad neuronal normal puede conducir a la
aparicion de una crisis epiléptica. Entre las variadas causas de la epilepsia se encuentran
las lesiones cerebrales de cualquier tipo (traumatismos craneales, secuelas de
meningitis, tumores, etc.) pero en muchos casos no hay ninguna lesion, sino inicamente
una predisposicion de origen genético a padecer las crisis. Cuando existe una
predisposicion o se padece la enfermedad, hay, ademas, factores que pueden inducir el
que se desencadene la crisis tales como el exceso de alcohol, las drogas, la falta de
suefio, la supresion de algunos medicamentos o niveles anormales de sodio o glucosa en
la sangre. En estos casos, es posible que las convulsiones repetitivas no reaparezcan una
vez que se corrija el problema subyacente. Algunas convulsiones son idiopaticas, lo que
quiere decir que no se puede identificar la causa. Estas convulsiones generalmente se
dan entre las edades de 5 a 20 afios, pero pueden ocurrir a cualquier edad. Las personas
con esta condicion no tienen otros problemas neuroldgicos, pero con frecuencia
presentan antecedentes familiares de convulsiones o epilepsia. Los trastornos que
afectan a los vasos sanguineos, como un accidente cerebrovascular y accidente
isquémico transitorio (AIT), son la causa mas comun de convulsiones después de los
sesenta afios de edad. Los trastornos degenerativos, como la demencia senil de tipo
Alzheimer, también pueden llevar a que se presenten convulsiones
(http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/000694. htm).

Algunas de las causas mas comunes de convulsiones abarcan:

e Problemas de desarrollo, condiciones genéticas presentes al nacer o lesiones
perinatales (las convulsiones generalmente comienzan en la lactancia o en la primera
infancia)

e Anomalias metabdlicas que pueden afectar a personas de cualquier edad y
pueden ser el resultado de:
complicaciones de diabetes
desequilibrios electroliticos
insuficiencia renal, uremia (acumulacion toxica de residuos)
deficiencias nutricionales
fenilcetonuria (PKU) que puede causar convulsiones en bebés
otras enfermedades metabolicas tales como la metabolopatia congénita
consumo de cocaina, anfetaminas, alcohol u otras drogas psicoactivas
sindrome de abstinencia de alcohol

O O O O O O O
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o sindrome de abstinencia de drogas, particularmente barbitdricos y
benzodiazepinas

e Lesion cerebral. La lesion cerebral es méas comun en adultos jovenes. Las
convulsiones generalmente comienzan dentro de los dos afios después de la lesion
aunque pueden aparecer convulsiones tempranas (dentro de las dos semanas después de
la lesion), que no necesariamente indican que se desarrollaran convulsiones cronicas
(epilepsia).

e Tumores y lesiones cerebrales (como hematomas), los cuales, pueden afectar a
cualquier edad, pero es mas comun después de los 30 afios. Inicialmente son mas
comunes las convulsiones parciales (focales) y puede evolucionar a convulsiones
tonicoclonicas generalizadas.

e Infecciones. Las infecciones pueden afectar a personas de todas las edades y
ser una causa reversible de las convulsiones. Pueden ser el resultado de:

o infecciones cerebrales como meningitis y encefalitis pueden producir
convulsiones
absceso cerebral
infecciones severas agudas de cualquier parte del cuerpo
infecciones cronicas (como la neurosifilis)
complicaciones del SIDA u otros trastornos inmunitarios

o O

(@)

Entre los factores de riesgo se encuentran antecedentes familiares de epilepsia,
traumatismo craneal u otra condicion que produzca dafio cerebral.

Los siguientes factores pueden presentar un riesgo de empeorar las convulsiones
en una persona con un trastorno convulsivo bien controlado con anterioridad:

e Embarazo

o Falta de suefio

» Pasar por alto dosis de los medicamentos para la epilepsia
e Consumo de alcohol u otras drogas psicoactivas

o Enfermedad

2.3. FOCOS ENCEFALICOS DE EPILEPSIA

Si estudiamos la actividad eléctrica cerebral de un paciente antes y durante un
ataque, encontraremos una serie de peculiaridades que nos permiten identificar una o
mads areas cerebrales de donde se puede originar la crisis. A esto le llamamos e/ foco
epiléptico. La localizacion del foco epiléptico y las caracteristicas del ataque ha
permitido clasificar los ataques epilépticos en tres grupos de crisis epilépticas:

e Crisis Parciales: Se caracterizan por no perder el conocimiento (excepto un
subgrupo a las que se denomina crisis parciales complejas). La actividad eléctrica
anormal se podra localizar en un punto especifico del cerebro.

® Crisis Generalizadas: Se caracterizan por pérdida subita del conocimiento
mostrando actividad eléctrica anormal simultdneamente en ambos hemisferios del
cerebro.
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e (risis Parciales con generalizacion secundaria: Comienzan con signos
especificos seguidos por pérdida de conciencia y podran aparentar una generalizada si
no se distingue su inicio focal.

Cada uno de estos tres tipos de crisis tiene un namero de subtipos que,
estudiados en detalle, pueden hacer més facil la caracterizacion de un desorden
epiléptico en una persona

2.3.1. CRISIS PARCIALES INICIALES

La base fisiopatologica de las crisis de comienzo parcial es una descarga
epileptiforme interictal (DEI) de un grupo pequefio de neuronas corticales, que se
traduce en el EEG como una punta u onda aguda. Esta DEI se produce por una
despolarizacion prolongada calcio-dependiente, seguida de una hiperpolarizacion
posterior, la cual, esta mediada por receptores GABA y entrada de cloro, o salida de
potasio, dependiendo del tipo celular. Cuando el nimero de neuronas que descargan es
de aproximadamente un millon, se podra observar una punta en el EEG y se debera de
extender mas de 6 cm? la DEI, para que pueda ser registrado. Los mecanismos que
pueden dar lugar a una transiciéon de una DEI a una crisis pueden ser varios y, cuando
estos mecanismos originan una alteracion permanente, los pacientes tendran una
propension a que las crisis recurran (Cavazos., 2009).

La propagacion del ataque, el proceso por el cual un ataque parcial se extiende
dentro del cerebro, ocurre cuando hay suficiente activacion para reclutar a las neuronas
circundantes. Esto conduce a una pérdida de inhibicion circundante y a la propagacion
de la actividad del ataque en 4reas cerebrales contiguas a través de conexiones corticales
locales, y a més areas distantes a través de largas vias de asociacion como el cuerpo
calloso. La propagacion de la actividad de explosion (bursting activity) esta
normalmente impedida por una hiperpolarizacién intacta y una region de inhibicion
circundante creada por neuronas inhibitorias. Con suficiente activacion, hay un
reclutamiento de neuronas circundantes a través de numerosos mecanismos. Descargas
repetidas llevan a: 1) un incremento del potasio extracelular, tendiendo a despolarizar
las neuronas vecinas; 2) la acumulacion de calcio en los terminales sindpticos, dando
lugar a una mayor liberacidén de neurotransmisor; y 3) la despolarizacion induce a la
activacion del subtipo NMDA de receptores glutamatérgicos, lo que causa mas entrada
de calcio y activacion neuronal. De igual interés, pero menos entendido, es el proceso
por el cual los ataques tipicamente terminan, usualmente, después de segundos o
minutos.

2.5.1.1. MECANISMOS QUE LLEVAN A LA DISMINUCION DE LA
INHIBICION

Los mecanismos que llevan a la disminucion de la inhibicion incluyen una
inhibicion defectuosa de 4cido gamma-aminobutirico (GABA), y un defectivo
tamponamiento o secuestro del calcio intracelular proteccion intracelular.
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2.3.1.1.1. Inhibicion defectuosa a través de los receptores GABA-A y
GABA-B:

El GABA es el neurontrasmisor inhibitorio por excelencia. Se puede unir a
dos tipos de receptores: GABA-A y GABA-B. Los receptores GABA-A estan junto a
los canales de cloro (Houser et al., 1996), y ellos son uno de los principales objetivos a
modular por los anticonvulsivos de que se dispone actualmente (benzodiacepinas,
fenobarbital, topiramato,etc.) . Cada uno de estos farmacos aumentara la frecuencia de
apertura de los canales de cloro o la duracion de dicha apertura. La influencia de los
canales de cloro sobre el potencial de membrana, incrementa cuando las neuronas
comienzan a despolarizarse por sumacion de potenciales excitatorios post-sindpticos
(PEPS), aumentando el umbral de despolarizacion. Las alteraciones en el estado normal
de los canales de cloro incrementan la permeabilidad de la membrana y la conductancia
de los iones de cloro. Al final, el comportamiento de todos los canales individuales de
cloro se suma para formar una gran corriente de hiperpolarizacion, mediada por cloro,
que contrarresta las corrientes de despolarizacion creadas por sumacion de los PEPS
inducidos por activacion de la entrada excitatoria.

El receptor GABA-B esta acoplado a canales de potasio y produce una
corriente de entrada que dura mas tiempo que la del canal del cloro unido al receptor
GABA-A, por lo que el primero estaria implicado en el inicio de la descarga epiléptica
en la crisis parcial. Las proteinas G, un sistema de mensajero secundario, median el
acoplamiento con el canal de potasio, explicando la latencia y la larga duracion de la
respuesta. En muchos casos, los receptores GABA-B se localizan en el elemento
presinaptico de una proyeccidn excitatoria. Por tanto, la liberacion de GABA del
terminal de la interneurona inhibe a la neurona postsinaptica. Los receptores GABA-A 'y
B estan formados por diferentes subunidades y cualquier anomalia genética de alguna
de ellas podria producir un cambio en el umbral convulsivogeno del paciente y por tanto
a la propension de sufrir crisis epilépticas (Cavazos., 2009).

2.3.1.1.2. Tamponamiento o secuestro defectuoso del calcio intracelular

En algunos pacientes, un déficit de las proteinas tamponadoras del calcio
intracelular podria ser la causa de un bajo umbral convulsivogeno. Los ataques
recurrentes inducidos por una variedad de métodos resultan en un patrén de pérdida de
interneuronas en la region polimorfica hilar en roedores, con una pérdida sorprendente
de neuronas que pierden las proteinas ligantes de calcio, paralblimina y calbindina D-
28k. En secciones hipocampales de ratas, estas interneuronas demuestran una progresiva
incapacidad para mantener una hiperpolarizacion del potencial de membrana en reposo;
y, eventualmente, mueren. Un experimento en el que los investigadores usaron
microelectrodos conteniendo el quelante de calcio (BAPTA) demostraron la inversion
del deterioro en el potencial de membrana cuando al quelante de calcio se le difundi6 en
la interneurona. El resultado muestra el papel critico de las concentraciones adecuadas
de proteinas ligantes de calcio en el interior neuronal (Scharfman et al., 1989). Un
postulado que apoya este aspecto es la intratabilidad médica en muchos pacientes, los
cuales presentan concentraciones anormalmente bajas, o incluso disfuncion, de estas
proteinas quelantes de calcio.
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2.3.1.2. MECANISMOS QUE LLEVAN A UN AUMENTO DE LA
EXCITACION:

Los mecanismos que llevan a un aumento de la excitacioén incluyen un
incremento de la activacion de los receptores de glutamato de tipo NMDA, un
incremento sincrénico de la actividad neuronal debido a interacciones no-sinapticas, un
incremento sincronico y/o activacion debido a colaterales excitatorios recurrentes.

2.3.1.2.1. Aumento de la activacion de los receptores NMDA:

El glutamato es el mayor neurotransmisor excitatorio en el cerebro. Hay varios
subtipos de receptores de glutamato. Los receptores de glutamato pueden encontrarse
pre- y post-sinapticamente en las células principales excitatorias asi como en las
interneuronas inhibitorias, y también ha sido demostrada su presencia en ciertos tipos de
células gliales. Las subclases de receptores ionotropicos de glutamato son de tipo
AMPA (denominados asi por su agonista, el a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propionato, AMPA), los NMDA (cuyo agonista es el N-metil-D-aspartato), y receptores
kainato (cuyo agonista es el acido kainico). Estos se diferencian entre si por su
permeabilidad catidnica, asi como por su sensibilidad diferencial a los
agonistas/antagonistas farmacologicos. Todos los receptores ionotropicos de glutamato
son permeables a sodio y potasio, y es la entrada de sodio y la salida de potasio a través
de estos canales lo que contribuye a la despolarizacion de la membrana y a la
generacion del potencial de accion.

La liberacion de glutamato causa un PEPS en la neurona postsinaptica por
activacion de los receptores glutamatérgicos tanto ionotroépicos (AMPA/kainato y
NMDA) como metabotropicos. La neurotransmision rapida se consigue a través de los
1onotropicos. Los receptores metabotrdpicos alteran la excitabilidad celular por medio
de un sistema de segundos mensajeros con inicio tardio, pero de duracidon prolongada.
La mayor diferencia funcional entre los dos receptores ionotrdpicos es que el receptor
AMPA/kainato abre canales que primariamente permiten el paso de cationes
monovalentes (ej: sodio y potasio), mientras que el de tipo NMDA esta acoplado a
canales que también permiten el paso de cationes bivalentes (ej: calcio).

Estudios experimentales, utilizando modelos animales de epilepsia, han
mostrado que los agonistas de NMDA, AMPA y kainato inducen convulsiones,
mientras que sus antagonistas las suprimen. Los agonistas de receptores de tipo
metabotropico parecen tener efectos convulsionantes variables, que probablemente
dependen de su diferente ubicacion y los mecanismos de transduccion de la senal.
Referentes a epilepsia, ambos, glutamato y GABA, requieren recaptacion activa para ser
eliminados del espacio sindptico. Los transportadores para glutamato y GABA existen
tanto en neuronas como en glia (fundamentalmente astrocitos). La modificacion de la
actividad de estos transportadores se ha comprobado que activa o suprime la actividad
epiléptica en modelos animales, dependiendo del transportador que esté siendo
bloqueado.
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2.3.1.2.2. El aumento de la sincronia entre las neuronas debido a
interacciones eléctricas:

Los campos eléctricos creados por la activacion sincronica de las neuronas
piramidales en las estructuras laminares, como es el hipocampo, pueden aumentar la
excitabilidad de las neuronas vecinas mediante interacciones no sinapticas (eléctricas).
Otras posibles interacciones no sinapticas son las interacciones electrotonicas debidas a
uniones gap o cambios en las concentraciones i0nicas extracelulares de potasio y calcio.

2.3.1.2.3. Incremento de la sincronia y/o activacion debido a redes colaterales
recurrentes excitadoras:

Los estudios neuropatologicos de pacientes con epilepsia intratable han puesto
de manifiesto frecuentes anomalias en el sistema limbico, particularmente en la
formacion hipocampal. Una de las lesiones mas caracteristicas es la esclerosis
hipocampal, que consiste en un patrén de gliosis y pérdida neuronal que afecta la region
polimorfica hilar y la capa de células piramidales de la CA1. Una situacién mas
delicada, y aparentemente mas comun que la descrita anteriormente, es el aumento de
las colaterales de las fibras musgosas. Las fibras musgosas son los axones de las células
granulares y tipicamente las proyectan dentro del area CA3 del hipocampo. Estas
colaterales son excitadoras, por lo que su incremento aumentara el balance excitatorio
total en su region diana (Cavazos et al, 1994).

2.3.3. CONVULSIONES INICIALES GENERALIZADAS

En la fisiopatologia de las crisis de comienzo generalizado tienen una
importancia fundamental las interacciones talamo-corticales que pueden subyacer a los
tipicos ataques “de ausencia”. Los circuitos tdlamo-corticales tienen oscilaciones
ritmicas, con periodos de incremento relativo de la excitacion y otros de incremento de
la inhibicion. Este circuito incluye a las células piramidales del neocortex, a las
neuronas taldmicas de relevo y a las neuronas del ntcleo reticular del talamo (NRT).
Alteraciones en este circuito pueden producir crisis de comienzo generalizado. Este
circuito recibe aferencias de la médula espinal y regula la actividad de las vias
colinérgicas descendentes desde los 16bulos frontales y, serotoninérgicas,
noradrenérgicas y colinérgicas, ascendentes desde el tronco cerebral (McCormick,
1992).

Las neuronas talamicas de relevo pueden tener oscilaciones en su potencial de
membrana en reposo, lo que va a incrementar la probabilidad de activacion sincronica
de la neurona piramidal neocortical durante la despolarizacion, lo que reduce
significativamente la probabilidad de activacion neocortical durante la hiperpolarizacién
relativa, lo que, a su vez hace que la actividad de la corteza cerebral se sincronice y
produzca la crisis. Estas oscilaciones en el potencial de membrana van a estar
producidas por una disminucion transitoria del umbral de los canales de calcio tipo T.
Los canales calcio-T tienen tres estados funcionales: abiertos, cerrados e inactivados. El
calcio entra en la célula cuando los canales de calcio-T estan abiertos. Inmediatamente
después de cerrados, el canal no se puede abrir otra vez hasta que no alcance un estado
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de inactivacion. Las neuronas de relevo taldmicas tienen receptores GABA-B en el
soma y reciben activacion tonica por liberacion de GABA desde la proyeccion NRT de
la neurona taldmica de relevo. El resultado es una hiperpolarizacién que sacan a los
canales de calcio-T fuera del estado inactivo, permitiendo la apertura sincronica de una
larga poblacion de canales de calcio-T cada 100 milisegundos aproximadamente
(Hosford et al., 1992).

Los anticonvulsivos que previenen las crisis generalizadas tipo "pequeiio mal",
como el acido valproico y la etosuximida, suprimen la corriente de calcio, bloqueando
estos canales de calcio tipo T. Sin embargo, otros anticonvulsivos que incrementan los
niveles de GABA, como la gabapentina y la tiagabina, producen una exacerbacion de
las crisis de "pequefio mal". Este incremento de los niveles de GABA podria producir
una hipersincronizacion del circuito talamo-cortical mediante una hiperactivacion de los
canales de calcio tipo T.

3.EPILEPSIA Y DEFICIENCIAS EN LA MIGRACION
NEURONAL (neural y molecular)

3.1. INTRODUCCION

La adquisicion definitiva de la estructura fisiologica sigue una serie de
complejas etapas reguladas por los procesos normales de desarrollo y las influencias del
medio externo. Se han descrito una serie de etapas en este proceso que son
fundamentales, en el sentido de que un fallo en alguna de ellas puede desembocar en
consecuencias dramaticas. De ahi la importancia de determinar procesos tan decisivos
como la maduracién secuencial de neuronas asi como el establecimiento de sinapsis y
mapas corticales. Esto también es importante para determinar como se desarrollan
espaciotemporalmente los diferentes eventos, y como la actividad neuronal interviene
en todas estas etapas y modula, para bien o para mal, el resultado. Una consecuencia
fundamental de esta secuencia de eventos es que cualquier interrupcioén puede dar lugar
a consecuencias muy diferentes dependiendo de cuando ésta ocurra. Un aspecto obvio
de estas caracteristicas generales estéa relacionado con los ataques epilépticos. De hecho,
durante el desarrollo del cerebro, tanto en humanos como en modelos animales, hay una
alta incidencia de descargas; y estas experiencias pueden producir consecuencias a largo
plazo que también son estado-dependientes.

Existe una paradoja para la epilepsia en lo que concierne al desarrollo del
cerebro. La incidencia de los ataques es mas alta en la vida temprana y los ataques dan
lugar a secuelas importantes y duraderas; todo esto a pesar de que las neuronas
inmaduras son menos vulnerables que las adultas a una gran variedad de dafios, como
por ejemplo, episodios “anoxo-isquémicos”. En otras palabras, los ataques son mas
frecuentes en esta etapa, indicando que las redes neuronales inmaduras estan dotadas de
una alta capacidad de excitabilidad y de desarrollar eventos sincronizados.

Estas, y otras observaciones llevaron a algunas conclusiones: Primero, los
ataques se generan mas facilmente durante el desarrollo del cerebro porque uno o mas
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de los mecanismos que en adultos previenen la actividad excesiva, no estan ain
establecidos en ese momento. Segundo, los ataques pueden producir sus efectos por una
alteracion de procesos generales mas que "simplemente" por causa de puntuales
lesiones neuronales. (Ben-Ari, 2005).

3.2. MECANISMOS TEMPRANOS DE EXCITACION
NEURONAL

En un amplio rango de sistemas neuronales, los receptores sindpticos estan
presentes antes de que el propio aparato sindptico esté completamente establecido, y la
cuestion es si estos receptores son capaces de conferir algiin tipo de funcionalidad a las
sinapsis en formacion. En otras palabras, ;la intervencion de factores medio
ambientales, incluyendo actividad neuronal, comienza con la formacion definitiva de las
sinapsis o €sta ocurre en un estado temprano, cuando las sinapsis todavia no son
operativas?.

Si en estas etapas los neurotransmisores son liberados y son capaces de actuar
sobre neuronas inmaduras, que se encuentran dotadas de receptores aunque sus sinapsis
no estén completamente establecidas, estos neurotransmisores podrian ser capaces de
generar una corriente de despolarizacion por activacion de estos receptores ya presentes.
Partiendo de esta base, Yehezkel Ben-Ari y su equipo (Ben-Ari, 1997), por medio de la
técnica del patch-clamp, registraron neuronas inmaduras en las que, mientras las
respuestas sinapticas convencionales rapidas no podian ser generadas, la estimulacion
eléctrica evocaba corrientes gigantescas que eran de varios 6rdenes de magnitud
mayores que las corrientes sinapticas convencionales. Observaron, ademas, que estas
corrientes estaban mediadas por la activacion de receptores GABA y glutamato tipo
NMDA, pero no por receptores AMPA, que son responsables, en su mayoria, como
receptores ionotrdpicos, de la neurotransmision rapida en el cerebro adulto. Dicho
equipo también encontrd que hay una liberacion tonica de GABA y glutamato en las
etapas tempranas, desde que un antagonista del receptor de GABA genera una corriente
tonica, desencadenando asi una continua liberaciéon de GABA (Demarque et al., 2002).

Los mecanismos de liberacidon son tnicos en el sentido de que no siguen los
mecanismos normales a través de los cuales se produce la liberacion vesicular de
proteinas y factores. De hecho, esta liberacion puede ser inducida incluso en animales
en los que el mecanismo de liberacion de neurotransmisor ha sido inhabilitado. Esta
liberacion paracrina de GABA actia sobre neuronas situadas a cierta distancia y genera
en ellas grandes corrientes, antes incluso de la formacion de las sinapsis. En un estado
mas tardio, este sistema desaparece y es reemplazado por la accion focal (sinaptica),
mas convencional de los transmisores. Por tanto, existe un mecanismo que permite la
comunicacion entre las neuronas antes incluso de la formacion y maduracion de las
sinapsis. Este mecanismo se basa en una liberacién no-candnica de transmisor que
puede actuar de forma difusa en sitios alejados de su lugar de liberacion.
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3.2.1. LIBERACION DE TRANSMISOR Y MIGRACION NEURONAL

(Tiene implicaciones funcionales la liberacion paracrina de neurotransmisores
y puede ésta afectar de alglin modo a la migracion neuronal? Yehezkel Ben-Ari y su
equipo (2005), probaron el posible papel de esta liberacion paracrina sobre la migracion
en estudios in vitro, usando una original estrategia, segun la cual, dos rodajas
hipocampales fueron cocultivadas una al lado de otra. Una de las rodajas se obtuvo de
un raton transgénico cuyas células expresaban la proteina verde fluorescente GFP, de
modo que se podia seguir facilmente el proceso de migracion de estas neuronas verdes
sobre la rodaja procedente de un raton silvestre.

GFP & wi mice

WT Slice ’

T

WT ne

3FP Slice GFP no

FIGURA 11. Cocultivo de rodajas de corteza cerebral de un raton silvestre y un
raton verde (por expresion de GFP) para visualizar la migracion de neuroblastos. (Manent et
al. J Neurosci 2005).

Observaron que, bloqueando los receptores GABA, se retardaba
considerablemente la migracion neuronal, dato que sugeriria que la migracion estaria
modulada por la accion paracrina, no-focal, de los neurotransmisores,
fundamentalmente del GABA. Estas y otras observaciones estan en linea con la
evidencia de que el GABA es un agente morfogenético que, en etapas tempranas, no
so0lo modula la migracion neuronal, sino que también estd implicado en procesos de
diferenciacion. Asi, los neurotransmisores, principalmente el GABA, pueden modular
los procesos de desarrollo temprano actuando sobre los receptores que son, en ese
momento, en esencia, extra-sindpticos. Por ello, los agentes que actian sobre los
receptores GABA se puede esperar que actuen sobre neuronas que se encuentren en una
fase en la que pocas o incluso ninguna sinapsis esté completamente establecida o
madura.

3.3. DESORDENES DE LA MIGRACION NEURONAL

La migracidn neuronal es una compleja etapa ontogénica cuyo control implica
a diferentes poblaciones celulares y la integracion de multiples mecanismos
moleculares. La complejidad y multiplicidad de estos mecanismos explica la
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heterogeneidad clinica, anatomohistologica y genética en que derivan los desérdenes de
la migracion neuronal (tabla 1) (Gressens, 2000).

El desarrollo cortical anormal representa la principal causa de epilepsia. El
grado de afectacion es muy variado, de modo que se pueden encontrar malformaciones
severas, que se manifiestan con un profundo retraso del desarrollo y ataques tempranos,
hasta malformaciones mas ligeras, solo detectables después de la primera crisis, con
debut a diferentes edades, mientras que por lo demas se trata de individuos sanos.

En los ultimos afios ha habido un mayor progreso en el reconocimiento del
diagnostico de tales malformaciones, especialmente a través del uso de las imagenes por
resonancia magnética (MRI). Variaciones en la distribucion y profundidad de los surcos
corticales, el grosor cortical y los limites entre las sustancias blanca y gris, son
caracteristicas que permiten el reconocimiento de diferentes patrones de malformacion.
Las anormalidades en cualquiera de estas caracteristicas, o en todas ellas, pueden ser
restringidas a areas corticales discretas o, alternativamente, difusas. El estudio de
muchos casos homogéneos y la comparacion con estudios neuropatologicos clasicos ha
permitido la construccién de subdivisiones nosoldgicas y, estudios de acoplamiento
genético han llevado a la identificacion varios genes que regulan el desarrollo del
cerebro. Algunas malformaciones corticales estan asociadas directamente con
sindromes epilépticos particulares o con determinados tipos de ataques. Revisamos estas
malformaciones del cortex cerebral para las cuales ha sido elucidada, o se sospecha, una
base genética y los tipos asociados de epilepsia (Guerrini et al., 2001).

3.3.1. LISENCEFALIA

La lisencefalia (incluyendo agiria y paquigiria) es la mas severa de las
malformaciones conocidas resultante de una migracion neuronal defectuosa. Defectos
menos severos en los mismos genes y procesos del desarrollo resultan en heterotopia
subcortical en banda. En este grupo de malformaciones, las neuronas comienzan su
proceso migratorio pero no lo completan. Las mutaciones de seis genes han sido
asociadas a diferentes tipos de lisencefalia: Lis1 (Lisencefalial), autosémico
dominante), Dcx (Doblecortina, dominante ligado al cromosoma X), TUBATA
(Tubulina alfa 14, autosémico dominante), Reln (Reelina, autosdémico recesivo),
VLDLR y Arx (A4ristaless, dominante ligado al cromosoma X) (Pang et al., 2008). Los
fenotipos asociados incluyen lisencefalia secuencial aislada (Dcx en machos, Lis y
raramente TUBATA), heterotopia subcortical en banda (Dcx en hembras y excepcional
en machos, y Lis1), sindrome de Miller-Dieker (co-deleccion de Lisl y YWHAE),
lisencefalia moderada con hipoplasia cereberal “grupo b o el “sindrome de
desequilibrio” (Reln y VLDLR) y lisencefalia ligada al cromosoma X con genitales
anomales (Arx).

Las mutaciones de Lis1 (incluyendo delecciones), Dcx y TUBATA representan
el 65%, 12% y un desconocido, pero pequeiio porcentaje, respectivamente, de pacientes
con lisencefalia y generalmente causan fenotipos similares, tales como microcefalia,
retraso mental, con o sin epilepsia, y déficits motores (Pang et al., 2008). Todas las
proteinas codificadas por estos genes regulan la funcion de microtubulos y dineina
citoplasmatica y, al menos en el caso de Lisl, interfieren con la migracion neuronal
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TABLA 1. Malformaciones del desarrollo cortical con los genes asociados y las caracteristicas clinicas.

Etapa del desarrollo Malformacion Causa Caracteristicas clinicas
cortical Genética
Migracion neuronal Heterotopia FLNA Inteligencia normal, primeros
anormal Periventricular ataques en la adolescencia,
transtornos ligados a X con
letalidad en machos
ARFGEF2 Retraso mental, microcefalia
Heterotopia en banda || DCX Heterotopia en banda subcor-
subcortical tical en hembras, retraso
mental, epilepsia
Lisencefalia LIS1 Sindrome de Miller-Dieker
DCX Lisencetfalia en machos
TUBAIA Lisencefalia, caracteristicas
clinicas similares a las
causadas por LIS1 y DCX
ARX Asociado con ambigiiedad
genital, disfuncion hipotalami-
ca, epilepsia neonatal
RELN Asociado con hipoplasia cere-
belar, epilepsia
Detencion anormal de | Lisencefalia cobbes- | Fukutin Distrofia muscular congénita
la migracion neuronal | tone de Fukuyama
POMGnT1 Enfermedad cerebro ojo
Musculo
POMTI Sindrome de Walker-Walburg
Organizacion Polimicrogiria GPR56 Polimicrogira frontoparietal
neuronal bilateral, epilepsia
anormal
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afectando a distintos mecanismos: bloqueo de los microtibulos que dirigen el
movimiento nuclear en los neuroblastos de la zona ventricular, conversion de las
neuronas postmitoticas nacientes en células premigratorias multipolares y conversion de
c¢lulas multipolares en bipolares (Guerrini et al., 2007).

El gen TUBATA codifica la proteina alfa tubulina especifica del cerebro. Las
tubulinas alfa y beta son los componentes principales de los microtubulos. En humanos,
las mutaciones en TUBA1A afectan al plegamiento de los heterodimeros de tubulina y
también influyen en las interacciones entre los microtubulos y las proteinas que se unen
a ellos (Doblecortina y cinesina KIF1A) (Moores et al., 2004). Dada la importancia del
papel de los microtibulos en la migracion neuronal, es razonable pensar que
disrupciones en la funcion de los microtubulos provocan déficits en la motilidad de las
células progenitoras neuronales y, de este modo, lisencefalia (Poirier et al., 2007;
Keays et al., 2007). Las mutaciones en estos tres genes dan lugar a la forma clasica de
lisencefalia o lisencefalia tipo I, en la cual, el grosor cortical estd incrementado cuatro
veces y produce un gradiente identificable en el que la malformacion es mas severa en
la region anterior (mutaciones en Dcx) o en la posterior (mutaciones en Lisl y
TUBAI1A) (Guerrini., 2007).

Las cuatro capas corticales se componen de una capa molecular, una
desorganizada capa celular exterior, una capa plexiforme pobre en células, y una capa
celular interna (probablemente compuesta por neuronas cuya migracion se ha detenido
prematuramente) (Gressens., 2000) (figura 12).

El sindrome de Miller-Dieker (caracterizado por lisencefalia con adiccionales
caracteristicas faciales distintivas, tales como, frente prominente, nariz corta, labio
superior prominente y mandibula pequefia (Dobyns et al., 1991,) y hasta un 40% de los
casos de lisencefalia aislada (Lo Nigro et al., 1997) resultan de una hemideleccion o
mutaciones del gen Lisl. Lis1 codifica la subunidad beta de la acetilhidrolasa del
cerebro, la cual, degrada el factor activador de plaquetas (PAF). En consecuencia, la
estimulacion in vitro del receptor PAF interrumpe la migracioén neuronal (Bix 1998) y
ratones con un alelo Lis1 inactivo muestran retraso en la migracion neuronal
hipocampal y cortical (Hirotsune et al., 1998). PAF es un fosfolipido que actta en el
cerebro sobre los receptores presentes en los terminales sinépticos y las membranas
intracelulares. Como PAF incrementa la concentracion de calcio intracelular e
incrementa las corrientes i0nicas mediadas por el receptor NMDA, es tentador especular
que algunas anormalidades del cerebro observadas en el sindrome de Miller-Dieker son
secundarias a un exceso de transmision glutamatérgica. Una hipotesis altenativa es que
la acetilhidrolasa de PAF podria actiiar como vinculo entre la red de microtubulos y el
aparato que permite la motilidad a las neuronas que migran (Walsh, 1999).

Las mutaciones de Arx son una causa rara de lisencefalia (Kato, 2004). Este
gen es un factor de transcripcion que regula la migracion tangencial de interneuronas
desde regiones ventrales (eminencia ganglionar) al cértex en desarrollo (Kitamura et al.,
2002). Los ataques epilépticos severos estan relacionados con una deficiencia severa de
interneuronas inhibitorias, y sugiere un mecanismo novedoso para algunas formas de
epilepsia severa de aparicion temprana. Los pacientes con mutaciones en Arx poseen
anormalidades de los ganglios basales y ausencia de cuerpo calloso (Kato et al., 2004),
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mientras que aquellos con mutaciones Reln y VLDLR poseen menor grosor cortical,
ausencia de una zona escasa de cé€lulas e hipoplasia cerebelar profunda (figura 12)
(Boycott et al., 2005; Hong et al., 2000).

FIGURA 12. Lisencefalia. (a) Lisencefalia con mutacion en el gen Dcx en la que se observa
una malformacion cortical severa en los lobulos frontales. (b) Lisenfalia por mutacion en Arx.
Estd caracterizada por ausencia del cuerpo calloso, una displasia quistica en los ganglios
basales y agiria occipitotemporal. (¢) Lisencefalia por mutaciones en el gen que codifica para
la Reelina. Esta caracterizada por un engrosamiento cortical severo e hipoplasia cerebelar
profunda.

3.3.2. LISENCEFALIA TIPO IT O "COBBLESTONE"

Este tipo de lisencefalia es provocada por desordenes en la detencion de la
migracion neuronal. Se caracteriza por una apariencia nodular del cortex cerebral
causada por una desorganizacion de las capas corticales, y una migracion de las
neuronas que sobrepasa la superficie pial del cerebro hacia las leptomeninges, afectando
a la lamina basal externa y a la capa externa de la corteza (Pang et al., 2008). Estas
estructuras funcionan como lindero, evitando la fusion de las circunvoluciones
adyacentes e impidiendo a la capa cortical invadir las meninges. Un defecto es estas
estructuras lleva a la fusion de las cicunvoluciones contiguas y a la penetracion del
tejido cortical en las meninges (figura 13).

Segun su severidad, la lisencefalia de tipo II se divide en tres clases diferentes.
La forma mas leve se conoce como distrofia muscular congénita de Fukuyama (DMCF)
y afecta principalmente a la poblacion japonesa (Fukuyama et al., 1981). Los pacientes
tipicamente presentan hipotonia, debilidad general en su infancia, retraso mental y
muchos de ellos, epilepsia. La forma moderada se conoce como Enfermedad Musculo
Ojo Cerebro, la cual, afecta principalmente a la poblacion finlandesa (Santavuori et al.,
1989). Los pacientes padecen retraso mental, ataques mioclonicos y distrofia muscular
congénita. Finalmente, la forma mas severa de lisenceflia tipo II se conoce como
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Sindrome de Walder-Walburg (SWW) y los pacientes mueren a los pocos meses de vida
(Dobyns et al., 1989). Se caracteriza por anormalidades complejas del sistema nervioso
central, alteraciones oculares y distrofia muscular congénita.

FIGURA 13. Lisencefalia tipo I 0 “cobblestone”. Imagen de resonancia magnética axial de
un cerebro con lisencefalia tipo Il o cobblestone. Se puede observar la apariencia
“cobblestone” del cortex, la ausencia de cuerpo calloso, y los ventriculos laterales dilatados.

La lisencefalia cobblestone sigue un patrén de herencia autosémica recesiva.
Se han identificado cuatro genes asociados a ella: POMT1 y POMT?2, para el SWW;
POMGnTT1 ligado al cromosoma 1p32-34 para la Enfermedad Musculo Ojo Cerebro
(Yoshida et al., 2001); y Fukutin para la DMCF (Toda et al., 1994). Todos estos genes
estan implicados en la glicosilacion del distroglicano alfa, que es una proteina que actia
como receptor de multiples moleculas de la matriz extracelular encargadas de mantener
la estabilidad de la superficie celular. Mutaciones en estos genes afectan a la O-
glicosilacion del distroglicano alfa, influyendo asi sobre la integridad del complejo de
adhesion matriz extracelular-distroglicano, lo cual conduce a un debilitamiento de la
integridad estructural de la zona marginal superficial o del cortex. Las neuronas que
estan migrando son capaces de "sobre-migrar" mas alla de la barrera estructural sobre la
superficie pial, formando la tipica superficie cobblestone (en adoquines) o baches (Pang
et al., 2008).

3.3.3. HETEROTOPIiA PERIVENTRICULAR

La heterotopia consiste en la acumulacion de grupos de neuronas normales en
localizaciones anormales. El tipo méas comtn es la heterotopia nodular periventricular,
en la que se observan restos de acimulos neuronales que nunca comenzaron la
migracion, junto a los ventriculos laterales (figura 14) (Guerrini et al., 2007). Esta
afeccion representa un desorden en el inicio de la migracion, en una pequefia
subpoblacion de neuronas, a pesar de esto, la mayoria de las neuronas migran
exitosamente al cortex cerebral. Los nodulos heterotdpicos consisten en neuronas de
apariencia normal y células gliales (7assi et al.,2005).

La mayoria de los pacientes desarrolla varios tipos de ataques convulsivos que
suelen aparecer en la adolescencia. Aproximadamente el 90% de ellos padecen epilepsia
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(Dubeau et al., 1995). Todavia no esta clara la relacion entre la severidad de la epilepsia
y la extension de las masas heterotdpicas. En general, estos pacientes poseen una
inteligencia normal; aunque algunos presentan problemas de aprendizaje (Chang et al.,
2005).

(@) (b)

FIGURA 14. (a) Heterotopia periventricular bioccipital (flechas). (b) La heterotopia nodular
periventricular son nodulos de sustancia gris adyacente a los ventriculos laterales.

Se han descrito varios sindromes. El mas comun es el bilateral clasico (PNH), el
cual es mucho mas frecuente en hembras; mas del 50% tienen mutaciones del gen FInA
(Filamina A) ligado al cromosoma X. FLNA es una fosfoproteina que se une a actina,
estabiliza el citoesqueleto y media la adhesion focal a lo largo del epitelio ventricular
(Lu et al., 2006). La microcefalia recesiva autosdmica con heterotopia periventricular es
un raro fenotipo causado por mutaciones de ARFGEF2. ARFGEF2 codifica la proteina
BIG2, la cual, convierte la guanina bifosfato en guanina trifosfato, y por lo tanto, activa
a los factores de ADP- ribosilacion. Los factores de ADP-ribosilacion regulan el trafico
vesicular y el transporte de moléculas desde el interior de la célula hasta su superficie,
donde pueden unirse e interaccionar con otras sustancias, o ser secretadas por la célula.
Respecto a esto, ARFGEF2 puede ayudar en el trasporte de FLNA a la superficie
celular. FLNA puede ser requerido, posteriormente, para la adhesion inicial de las
neuronas al andamio de glia radial antes de migrar desde la zona ventricular (Lu et al.,
2005). Un fallo en la unién de las neuronas migratorias a la glia radial puede llevar a la
formacion de heterotopia.

3.34. HETEROTOPIA EN BANDA SUBCORTICAL

La heterotopia en banda subcortical, también conocida como sindrome del
"cortex doble", es un trastorno de la migracidon neural caracterizado por la presencia de
bandas simétricas y bilaterales de sustancia gris heterotopica localizada entre las
paredes ventriculares y el manto cortical y separadas entre si por una delgada capa de
sustancia blanca (figura 15) (Flores Rio, 2006). Dicho sindrome aparece principalmente
en hembras y tipicamente causa retraso mental en diferentes grados y la mayoria
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padecen de epilepsia. Aproximadamente dos tercios de los pacientes con epilepsia, con
el tiempo, desarrollan ataques intratables (Guerrini et al., 2001).

La RMI de un cerebro con heterotopia en banda subcortical muestra dos capas
paralelas de sustancia gris: una fina cinta exterior y una gruesa banda interior, separadas
por una capa muy fina de sustancia blanca (figura 15). La gravedad de la epilepsia y el
retraso mental estd directamente relacionada con el grado de detencion de la migracion,
como se indica por el grosor de la banda heterotopica (Barkovich et al., 1994).

FIGURA 15.Heterotopia en banda subcortical. Imagen de resonancia magnética axial de un
paciente con una mutacion en Dcx. Se puede bservar la gruesa banda de sustancia gris situada
profundamente y paralela al delgado cortex exterior. Una fina banda de sustancia blanca
separa el cortex exterior y la banda subcortical interior de neuronas heterotopicas.

La heterotopia en banda subcortical esta causada por mutaciones en el gen
Dcx. La proteina DCX dirige la migracion neuronal, ya que regula la organizacion y la
estabilidad de los microtiibulos, necesarios para la motilidad neuronal. La malformacién
aparece principalmente en hembras, donde el gen se encuentra en el cromosoma X.
Como hay dos cromosomas X en hembras, después de la inactivacion de uno de ellos,
solo algunas neuronas pierden la expresion de Dcx. Estas neuronas con el gen Dex
mutado no migran dentro del cortex y asi forman la banda heterotdpica subyacente,
mientras que las neuronas que expresan el gen normal migran con éxito al plato cortical.
Los hombres con mutaciones en Dcx, sin embargo, desarrollan lisencefalia clasica
(Pang et al., 2008).

3.3.5. POLIMICROGIRIA

El término polimicrogiria define un nimero excesivo de circunvoluciones
pequefias y anormales separados por surcos superficiales, que forman una superficie
cortical irregular (figura 16) (Guerrini et al., 2007). La polimicrogiria puede ser focal o
difusa, unilateral o bilateral (figura 17). La unilateral puede estar asociada con varias
discapacidades cognitivas, hemiparesis, ataques focales, y defectos en el campo visual
(Chang et al., 2006). La afectacion bilateral del cortex aparece frecuentemente, con una
distribucion simétrica o asimétrica, afectando a las regiones frontal, fronto-parietal,
parieto-occipital, perisilviana, y occipital. Esta es una malformacion cortical comtn y
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estd asociada con una vertiginosa serie de manifestaciones clinicas y sindromes. Como
por ejemplo, la polimicrogiria frontoparietal bilateral o el sindrome perisilviano bilateral
congénito.

FIGURA 16. Imagenes de Resonancia Magnética axial (a) Polimicrogiria perisilviana
bilateral. Las fisuras silvianas estdn abiertas y el cortex estd engrosado e irregular (flechas
negras). Varon joven con sindrome de Lennox-Gastaut (b) Polimicrogiria parasagital bilateral.
Engrosamiento irregular del cortex (flechas negras). Chica joven con epilepsia parcial
intratable. (c) Polimicrogiria unilateral. El hemisferio derecho es mas pequerio que el izquierdo
v el espacio subaracnoideo subyacente al hemisferio izquierdo esta dilatado (flechas negras).
El cortex de la derecha es irregular, con areas engrosadas.Varon de ocho arios con
hemiparesis izquierda, retraso mental moderado, ausencias atipicas y ataques motores
parciales.

FIGURA 17. (a) Polimicrogiria con
las cuatro capas caracteristicas en
el cortex temporal. Se observa la
microgiria con las capas
moleculares fusionadas. (b)
Ampliacion del cortex en la que se
puede apreciar su apariencia
irregular y una perdida de la
laminacion normal en seis capas.

La polimicrogiria ha sido asociada con mutaciones de algunos genes incluyendo:
SPRX2 (Roll et al., 2006), PAX6 (Glaser et al., 1994), TBR2 (Baala et al., 2007),
KIAA1279 (Brooks et al., 2005), RAB3GAP1 (Aligianis et al., 2005)y COL18A1
(Sertie et al., 2000). Ademas, la polimicrogiria parietal y bilateral frontal estan
asociadas con mutaciones en el gen receptor acoplado a proteinas G (GPR56). La
expresion de este gen parece ser mayor en las células progenitoras neuronales a lo largo
de las zonas ventricular y subventricular. La hipdtesis es que este gen juega un papel en
la organizacion regional del cerebro (Pang et al., 2008).

Los estudios de desarrollo estan disponibles solo para los genes PAX6 y TBR2,
pero éstos sugieren un mecanismo importante. Especificamente, los homoélogos de estos
dos genes, mas el gen Trbl, son expresados secuencialmente por glia radial (Pax6),
progenitoras celulares intermedios (Tbr2) y neuronas postmitéticas (Tbrl) en el
neocodrtex en desarrollo, una via de desarrollo que produce muchas neuronas corticales
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de proyeccion. La interrupcion de esta via puede llevar a la pérdida de neuronas
corticales o alterar su destino final.

Un desorden conocido como polimicrogiria frontoparietal bilateral (BFPP) esté
asociado con mutaciones en el gen GPR56. GPR56 codifica para un receptor acoplado a
proteinas G que se expresa en las células neurales progenitoras de las zonas germinales
ventricular y subventricular durante los periodos de neurogénesis (Piao et al., 2004).
Normalmente, la proteina GPR56 sufre dos grandes modificaciones, escision de su
dominio GPS y N-glicosilacion; el fragmento N-terminal puede ser liberado de la
superficie celular. Parece ser que las mutaciones en GPR56 resultan en una alteracion en
el trafico de la proteina mutante a la membrana plasmatica (Jin et al., 2007). Las
caracteristicas que acompain a la BFPP (defectos en la mielinizacion, displasia cortical
cerebelar con quistes) se asemejan mas a aquellas de las llamadas malformaciones
"cobblestone" (enfermedad Musculo Ojo Cerebro y distrofia muscular congénita de
Fukuyama) que también estan asociadas con defectos en la N-glicosilacion del cerebro
en desarrollo. Por tanto, este desorden es mejor clasificarlo como una malformacion de
tipo "cobblestone".

La extension y localizacion de la anormalidad cortical influye en la severidad de
las manifestaciones neurologicas. El cortex polimicrogirico en las areas relacionadas
con el lenguaje, alrededor de la fisura perisilviana izquierda, fue identificado en una
autopsia en individuos con displasia en el desarrollo o dislexia (Cohen et al., 1989), y es
considerada por ser una importante causa de desordenes del lenguaje del desarrollo. Las
mutaciones del gen SRPX2 se han asociado con polimicrogiria perisilviana bilateral, la
cual, normalmente va acompafiada de dispraxia, pero también con dispraxia y
convulsiones en individuos con un MRI normal (Roll et al., 2006). Estas observaciones,
y el descubrimiento de que el gen ortélogo Srpx2 no es detectado durante la
embriogénesis en murinos, sugirie un mayor papel del gen SRPX2 en el desarrollo y el
funcionamiento de las areas relacionadas con el lenguaje en humanos.

4. ABORDAJES EXPERIMENTALES Y
POSIBILIDADES TERAPEUTICAS

4.1. INTRODUCCION

A pesar de los recientes avances en el desarrollo de nuevas drogas antiepilépticas,
la epilepsia sigue representando un gran problema clinico. Actualmente hay algunas
terapias dirigidas a solucionar los procesos subyacentes a la enfermedad, pero se
necesita urgentemente el desarrollo nuevas aproximaciones terapeuticos.

La epilepsia, como ya hemos visto anteriormente, se debe a un desequilibrio entre
el sistema glutamatérgico, que media las redes excitatorias y los sistemas
GABA¢érgicos, que median las redes inhibitorias, a cambios en la funcion y
composicion de los receptores ionotrdpicos, a alteraciones en las actividades mediadas
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por calcio como segundo mensajero, o a la alteracion de las actividades anticonvulsivas
endodgenas y neuroprotectoras (tabla 2).

TABLA 2. Causas de epilepsia y posibles intervenciones terapeiiticas.

Causes lor Eptlepsy \- Therapeutic Interv ention™®
Changes in1on channels: K', Na', Modulation of 1on channels: carbamazepine,
Ca"' phenytom, valproate, ethosuxmide, lamo-

trigme, levetiracetam;
Inetfective m pharmac oresistant epilepsy

Decreased immhibiory nearotrans- Inerease ol inhibitory neurotransmission:
Mmisson barbiturates, benzodiazepines, felbamate,
vigabatnn, ttagabin, gabapenting

Inetfective m pharmac oresistant epillepsy

Excessive excriatory neurotrans- Decrease ol excitatory neurolransmission:
Mmisson felbamate, topiramate;

Ineffective m pharmac oresistant epilepsy

Deficiency m endogenous neuro- Restoration/augmentation of neuromodulatory
transmitters and neuromodulators systems: GABA, adenosme, galanm, neu-
ropeptide ¥';
Focal applhication by cell and gene therapies;
Effective in pharmacoresistant epilepsy”

*algunas de las drogas enumeradas aqui poseen mas de un modo de accion

Asi, disfunciones en los componentes de estos bloques de redes neuronales se
combinan, provocando excesivas descargas de las neuronas, lo que causa ataques
epilépticos y el posterior dafio cerebral (Holmes et al., 2003). Aparte de la disfuncion de
las redes neuronales, el papel de la astroglia en la epileptogénesis esté siendo cada vez
mas reconocido, afiadiéndose asi un nivel adicional de complejidad a los procesos que
subyacen a esta enfermedad (Borges et al., 2006, Tian et al., 2005).

La farmacoterapia convencional para la epilepsia ha estado dirigida, en gran
medida, hacia los canales i6nicos postsindpticos responsables de la neurotransmision y
de la modulacién de los diferentes sistemas de neurotransmisores. Sin embargo, a pesar
del tratamiento 6ptimo con las actuales drogas antiepilépticas, la aparicion de tolerancia
(Loscher et al., 2006) y los importantes efectos secundarios de éstas, siguen siendo
grandes problemas, junto con que los ataques persisten en el 35% de los pacientes con
epilepsia (Nadkarni et al., 2005). Para estos casos intratables, la reseccion quirurgica
ofrece una ultima opcidn, pero solo si el inicio de los ataques se restringe a un foco
discreto y si la intervencion quirugica no interfiere con funciones cerebrales esenciales
(Boison, 2007). Aunque la cirugia de la epilepsia tiene efectos paliativos en muchos
pacientes, una terapia menos invasiva constituiria un mayor avance terapéutico para el
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tratamiento de la epilepsia. Aparte del control de los ataques, la prevencion de la
epileptogénesis sigue siendo un importante objetivo terapéutico.

Recientemente han surgido nuevos conceptos sobre los mecanismos enddgenos
del cerebro que controlan y modulan la excitabilidad neuronal y la epileptogénesis y
¢éstos han abierto nuevos horizontes para el desarrollo, no sélo, de nuevos farmacos
anticonvulsivos, sino también de terapias antiepileptogénicas. Asi, aparte de los
conocidos efectos anticonvulsivos del GABA, neuromoduladores como la adenosina,
galanina, o el neuropéptido Y poseen potentes efectos anticonvulsivos y
antiepileptogénicos. Sin embargo, la aplicacion sistematica de estos compuestos se ve
comprometida por una viabilidad limitada, una mala penetracion a través de la barrera
hematoencefalica, y/o la amplia distribucion de sus respectivos receptores (Boison,
2007). A pesar de todo, el desarrollo de estas terapias celulares experimentales y
genéticas puede tener importantes ventajas en comparacion con la farmacoterapia
sistémica convencional: (i) Especificidad sobre los mecanismos que subyacen a la
patogénesis; (i1) especificidad sobre las redes epileptogénicas por liberacion focal; y (iii)
anulacion de los efectos secundarios.

Por tanto, en los ltimos afios se ha abierto un nuevo campo de neurofarmacologia
basada en terapias génicas y celulares, destinadas tanto a la entrega de compuestos
anticonvulsivos endogenos por trasplante intracerebral de células modificadas
genéticamente (terapia génica ex vivo), o por induccion de areas cerebrales
epileptogénicas a producir estos compuestos in situ (terapia génica in vivo).

4.2. TERAPIAS CELULARES PARA LA EPILEPSIA

Investigaciones realizadas en los ultimos afios han demostrado que la liberacion
focal de drogas/medicamentos es, por lo general, bien tolerada y carece de grandes
efectos secundarios (Nilsen et al., 2004). La estrategia para conseguir dicha liberacion
puede consistir en la construccion de dispositivos tales como polimeros sintéticos de
liberacion lenta, sistemas de bombeo, los cuales, pueden estar acoplados a sistemas de
prediccion de ataques (Stein et al., 2000), o incluso, el establecimiento de implantes
celulares. Las estrategias seguidas se basaron en la liberacion paracrina, mediada por
células, de compuestos antiepilépticos, la reposicidon de neuronas perdidas, la
integracion funcional de los implantes celulares en las redes neuronales preexistentes, o
varias combinaciones de los mismos.

Un método prometedor consiste en el empaquetamiento e implantacion de
dispositivos celulares cargados dentro del cerebro mediante el encapsulamiento de
suspensiones celulares en una membrana de determinados polimeros antes de la
implantacion (Emerich et al., 2000). El dispositivo de salida se puede cuantificar
previamente a la implantacion y las células encapsuladas sobreviven durante al menos
un afio en los recipientes injertados (Winn et al., 1996). Ademas, la relativamente fécil
capacidad de recuperar los dispositivos del lugar donde han sido injertados, confiere un
margen adicional de seguridad ante los implantes celulares no-encapsulados. Pese a
todas estas ventajas, la supervivencia a largo plazo de los implantes celulares
encapsulados sigue siendo un objetivo primordial, se necesita mejorar tanto los
biomateriales como las células que los acompanan.
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Por otro lado, el trasplante directo y la integracion funcional de células con fines
terapéuticos dentro del cerebro ofrece una supervivencia celular a mas largo plazo. Sin
embargo, a la hora de disenar terapias celulares directas hay que tener en cuenta las
respuestas inflamatorias e inmunolédgicas que puedan acontecer, ya que pueden
comprometer la eficacia del implante. Aun asi, ya se han hecho ensayos clinicos con
trasplantes celulares para tratar diferentes enfermedades, entre ellas la epilepsia, con el
objetivo de lograr el reemplazamiento celular (Barker et al., 2004). En muchos de estos
ensayos el material de origen para el trasplante celular procedia de fetos humanos
(Pankratov et al., 2003).

El trasplante celular para el tratamiento de la epilepsia se puede lograr mas
facilmente mediante injertos de células o tejidos fetales. Dichos trasplantes fetales de
tejidos y cé€lulas han dado importantes resultados, pero en los ultimos afios a las células
madre se les ha dado mayor importancia como fuente alternativa para la medicina
regenerativa. Las células madre son capaces de auto-renovarse y al mismo tiempo dar
lugar a progenitores celulares (Morrison et al., 1997). Asi, las células madre pueden
convertirse en una fuente ilimitada capaz de generar neuronas especificas, y
preparaciones celulares que pueden ser controladas y estandarizadas previamente a ser
trasplantadas.

Dependiendo de su origen, podemos distinguir entre células madre embrionarias y
adultas. La diferenciacion dirigida de las células madre embrionarias puede llevar a la
generacion de tipos celulares clinicamente relevantes, incluyendo neuronas (Okabe et
al., 1996) y glia (Briistle et al., 1999). Se ha visto que después del trasplante de dichas
c€lulas, en el SNC de roedores, los precursores neuronales derivados de ellas estan
integrados dentro del tejido del huésped y ofrecen mejoras funcionales (Kim et al.,
2002). Desde que las células madre embrionarias son susceptibles a un amplio espectro
de modificaciones genéticas, la tecnologia que implica el uso de células madre es
prometedora no so6lo para terapias de reemplazamiento celular, sino también para la
liberacion de diversos factores por parte de estas células.

Las células madre adultas dan lugar preferentemente a células diferenciadas de la
misma linea que la del tejido de origen. Sin embargo, algunos estudios indican que las
células madre adultas también pueden generar células de una linea embrionaria
diferente in vivo (Bjornson et al., 1999; Galli et al., 2000). Estos descubrimientos
tienen implicaciones terapéuticas, ya que las células madre neurales pueden promover la
recuperacion funcional de zonas danadas del sistema nervioso (Chu et al., 2004, Jeong
et al., 2003; Pluchino et al., 2003). Asi, las células madre adultas proporcionan una
fuente facilmente accesible de trasplantes autdlogos de progenitores (neuronales)
derivados de células madre.

4.3. TERAPIAS GENICAS

A diferencia de los objetivos de la terapia celular, destinados al reemplazamiento
y reparacion de las interacciones entre las redes neuronales, la capacidad de la
transferencia génica se basa en proporcionar niveles prolongados de un compuesto
terapéuticamente activo de manera localizada en el SNC (Hsich, G. et al., 2002), 1o que
sugiere que las terapias génicas son adecuadas para el tratamiento de los ataques
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cronicos, para los que se ha identificado un foco intratable de actividad eléctrica. En
contraste a la supresion de los ataques, la terapia génica tiene el potencial para hacer
frente a los mecanismos que subyacen a la enfermedad y por lo tanto, teniendo el
potencial para curar.

Desagraciadamente, las formas prevalentes de epilepsia no resultan de un tnico
defecto genético (Berkovic et al., 2006). Por ello, la terapia génica puede ser utilizada
para inducir la liberacidn local de componentes anticonvulsivos o antiepileptogénicos
con el objetivo de restaurar el balance entre inhibicion y excitacion en el cerebro, para
reforzar los canales i6nicos, o para apoyar la funcion de los neuromoduladores
enddgenos. Otra estrategia puede ser tratar de prevenir los ataques induciendo la pérdida
de c¢lulas neuronales, como ya hicieron Sapolsky y sus colaboradores (1995) a través
de herpes virus, induciendo la sobreexpresion del gen que codifica el transportador de
glucosa (Lawrence et al., 1995). Han sido desarrollados varios sistemas como
potenciales vectores, los cuales, pueden ser usados para “entregar” ADN a las células
del cerebro. Algunos de estos vectores son los virus herpes simples, los adenovirus, los

virus adenoasociados (VAA), los lentivirus y los espumavirus humanos (tabla 3).

TABLA 3. Vectores virales de la terapia génica para epilepsia

Vector

Targets

Advantages

Disadvantages

Selected Examples

Herpes simplex
yirus (HSV)

Neurons
Possibility for nasal
administration

Life-long persistence

(Gene mactivation durmg latency

Delivery of the antiapopotic gene ICPTOPK:
prevention of KA-mduced seizures, neuronal
loss and inflammation [55]

Adenovirus

Dwviding and non-
dividing cells

No permanent alteration of host
genome through episomal con-
figuration

Risks of:
- milammation
- IMMUNE responses
- demyelmation

Intracerebroventricular gene transfer of aspar-
toacylase amehorated tonie convulsions m
spontaneously eptleptic rats [48]

Adeno-associated

High efficacy n neurons

Non-pathogenic

Size-limitations for therapeutic gene

Therapeutic delvery of galanine and new-

ple cell types, preference
for neurons

Infection of non-cyeling and post-

mitotic cells
Lack of gme silencing during
development

host genome

virus (AAV) Lack of CNS toxicity Inserts ropeptide Y in several models of epilepsy (see
Long-lerm gene expression text for details) [129-131,133, 162)
Lentivirus High efficacy in mult- Lack of CNS toxicity Permanent ntegration/a teration of Lentviral expression of GAD ameliorated

serzures m genetically epilepsy prone rats [86)

Human foamy
virus (HFV)

Wide tissue tropism

Non-pathogenic

Permanent mtegration/a lteration of
host genome

No in vive studies to date;
I vitro: efficient expression of GAD [65]

4.4.

TERAPIA CON GABA

Como ya hemos visto, la epilepsia puede resultar de un desequilibrio entre los

sistemas excitadores e inhibidores, que desencadena una disminucién de la inhibicion.
La supresion de los ataques se puede conseguir mediante el trasplante de células que
liberen neurotransmisores inhibitorios dentro del nucleo cerebral que modula los
ataques (Bjorklund, 2000). Basandose en esto, se han hecho varios experimentos en los
que se han trasplantado células que liberan GABA en regiones discretas del sistema
limbico, ya que en dicho sistema, un desequilibrio en los niveles de GABA,
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generalmente, provoca ataques epilépticos (Haberly et al., 1992). El trasplante de
c¢lulas madre neuronales dentro del hipocampo dafiado, disminuye la excitabilidad
neuronal y suprime los ataques epilépticos recurrentes (Chuk et al., 2004). Otra
estrategia hace uso de células que liberan neurotransmisores con el objetivo de modular
la excitabilidad de la red. Asi, el tejido fetal del estriado que contenga neuronas
GABAérgicas reduce los umbrales de descarga y los ataques en la amigdala de ratas,
cuando se injerta en la sustancia nigra. Sin embargo, la supresion de los ataques es
transitoria, por lo que se estan disefiando nuevas estirpes celulares que liberen
sustancias anticonvulsivas enddgenas. Asi, Thompson y colaboradores (2000) disefaron
neuronas de raton que liberaban GABA bajo el control de GAD65 (Thompson et al.,
2000), pero los resultados no fueron los esperados. En un estudio més reciente, se
inyectaron las mismas células en la sustancia nigra, en un modelo epiléptico con ataques
espontaneos (Thompson et al., 2004). En este caso, en los lugares donde se injertaron
las células que liberaban GABA, se observo un efecto anticonvulsivo entre 7 y 10 dias
después del trasplante.

También se infectaron células neuronales con vectores virales portadores del gen
GAD, que codifica la enzima encargada de la sintesis de GABA. Asi, neuronas
hipocampales transfectadas con el vector-HFV que incluia el gen GAD mostraban un
incremento significativo de la expresion de GAD, sintesis y liberacion de GABA
evocada por estimulacion (Liu et al., 2005). Igualmente, la expresion de GAD mediante
el uso de lentivirus como vectores aminora los ataques en ratas genéticamente propensas
a padecer epilepsia (Epps et al., 2006).

Los ejemplos expuestos sugieren que el control focal de la neuromodulacién
GABA¢érgica mediante terapias génicas o celulares tiene el potencial de suprimir los
ataques y prevenir la epileptogénesis.

4.5. TERAPIA CON ADENOSINA

La adenosina es un neuromodulador enddgeno que ejerce su funcion uniéndose a
cuatro subtipos de receptores de adenosina (A1R, A2Ra, A2Rb, A3R). Todos ellos
pertenecen a la familia de los receptores de adenosina acoplados a proteinas G
(Fredholm et al., 2001, 200; 2007). La adenosina es un anticonvulsivo endogeno del
cerebro (Lee et al., 1984, Dunwiddie 1995) con gran capacidad para controlar los
ataques (Boison 2005). Aparte de regular la actividad de los ataques, la adenosina ejerce
potentes efectos neuroprotectores (Cunha 2005; Fredholm 1997) y estad implicada en el
control del dolor neuropatico (McGaraughty et al., 2006). Intracelularmente, la
adenosina es rapidamente fosforilada en adenosina 5 'monofosfato por la adenosina
quinasa (ADK). Se cree que los niveles sinapticos de adenosina son controlados por la
ADK, que ademas participa en el sistema de recaptacion de adenosina, a diferencia de
los neurotransmisores clasicos, que poseen tranportadores especificos para ser
recaptados (Boison, 2006). Es importante destacar que en el cerebro adulto 1a ADK
solamente se expresa en astrocitos (Studer et al., 2006).

En general, parece ser que los ataques agudos estan asociados con el aumento de
la expresion de los receptores A1R, mientras que los ataques cronicos estan usualmente
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acompafiados por una disminucion en la expresion de los receptores AIR (Glass et al.,
1996).

La terapia celular basada en adenosina, ha sido desarrolloda basandose en la
ingenieria de fibroblastos BHK y mioblastos C2C12 para eliminar la expresion de
ADK. Se demostr6 que, las células modificadas eran capaces de liberar adenosina y
posteriormente fueron encapsuladas en membranas de polimeros semipermeables para
estudiar selectivamente los efectos paracrinos de la adenosina y para evitar el rechazo
inmune. Dichos implantes proporcionaron proteccion frente a las crisis convulsivas y
las descargas epileptiformes en el hipocampo de ratas “kindled”, un modelo de epilepsia
parcial (Giittinger et al., 2005). Asi, la liberacion paracrina de adenosina mediada por
injertos celulares, es una prometedora estrategia para controlar los ataques sin efectos
secundarios.

A diferencia de los implantes de células encapsuladas, que causan efectos
terapéuticos exclusivamente por accion paracrina, los implantes celulares directos de
c¢lulas madre combinan efectos paracrinos con interacciones en la red neuronal. Con el
objeto de crear células con un sistema de liberacion de adenosina, ambos alelos de la
proteina ADK fueron interrumpidos por recombinacion homdloga en células madre
(Fedele et al., 2004). Dichas células fueron diferenciadas a células gliales maduras
capaces de liberar adenosina. Estas células fueron trasplantadas en el cerebro de raton
una semana antes de la oclusion de la arteria cerebral media, donde suprimieron
eficazmente el dano cerebral isquémico, demostrando asi, in vivo, la funcionalidad de
las células (Pignataro et al., 2006).

También, se probo la eficacia de la liberacion paracrina por células madre Adk+.
Las ratas con implantes derivados de células madre capaces de liberar adenosina,
mostraban una proteccion transitoria frente a las convulsiones y una profunda reduccion
de la actividad tras la descarga que provoca las convulsiones (Giittinger et al., 2005).
Asi, se ha probado que los implantes de células madre capaces de liberar adenosina
pueden suprimir los ataques por un modo de accion paracrino. Posteriormente, las
mismas células, después de la induccion de diferenciacion neuronal e inyeccion directa
en el interior del hipocampo, se vio que: (i) se integraban y sobrevivian durante al
menos 26 dias en el hipocampo de ratas, (i1) expresaban NeuN, un marcador que
indicaba que habia habido diferenciacion neuronal, y (iii) suprimian la epileptogénesis
(Li et al., 2007).

4.6. TERAPEUTICA CON GALANINA

La galanina es un péptido neuroactivo con actividad anticonvulsiva in vivo. Este
neuropéptido es altamente inducible y puede mostrar tanto incremento como reduccion
de su expresion después de un trastorno patologico del sistema nervioso. Asi, la
expresion de galanina estd incrementada después de un dafo en el sistema nervioso,
mientras que la actividad convulsiva agota la galanina en el hipocampo. La galanina
actua principalmente como un neuromodulador inhibitorio, hiperpolarizante. La union
de la galanina a dos tipos de receptores de galanina; el receptor de galanina tipo 1
(GalR1) y el receptor de galanina tipo II (GalR2), contribuye a la inhibicion de la
actividad epiléptica (Mazarati, 2004). La supresion de los ataques por galanina se debe
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a la apertura de canales de potasio activados por proteinas G o sensibles a ATP, y en
ultima instancia, a la inhibicion presindptica de la transmision glutamatérgica.

Hasta el momento, el uso terapeutico de la galanina para el tratamiento de la
epilepsia se ha centrado en la expresion mediada por virus adenoasociados (VAA) y
secrecion de galanina. Inicialmente, la inclusion de la secuencia de la sefial secretora de
fibronectina (FIB) en un vector integrado en VAA causa abundante produccion de
producto génico in vitro. Ademas, la combinacion de esta sefial secretora con la
secuencia que codifica para el péptido galanina, in vivo, atentia la sensibilidad focal a
los ataques, y previene la muerte celular inducida por un agente convulsionante como el
acido kainico. (Habermen et al., 2003). Administrando acido kainico en el hipocampo
de ratas 2,5 meses después de la infusion del vector VAA que expresaba galanina
(VAA-GAL) o el correspondiente control (VA A-vacio), las ratas inyectadas con VAA-
GAL mostraron una disminucién en el nimero de ataques y en el tiempo total del
ataque en comparacion con las ratas control (Lin et al., 2003). Estos datos demuestran
que el VAA media y estabiliza la sobreexpresion de galanina cuando es inyectado en el
hipocampo de rata proporcionando un importante efecto anticonvulsivo. En otro estudio
mas reciente, la infusion bilateral del vector de expresion de galanina VAA-FIB dentro
del cortex piriforme, también atenuaba significativamente los ataques inducidos por
acido kainico (McCown, 2006).

Estos experimentos sugieren que la supresion de los ataques mediada por
galanina, en el hipocampo, a través de vectores virales de terapia génica, puede dar
lugar a nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento y manejo de los ataques
epilépticos intratables con un origen focal. Aunque son técnicamente viables y estdn
cientificamente justificadas, las terapias celulares para la secrecion local de galanina
todavia no estan lo suficientemente perfeccionadas.

4.7. TERAPIA CON NEUROPEPTIDO Y

El neuropéptido Y (NPY) modula diversas funciones fisioldgicas tales como, la
homeostasis, funciones cardiovasculares y neuroendocrinas, ansiedad y cognicion; y
también interviene en la excitabilidad neuronal, los ataques, y la neuroproteccion (Silva
etal., 2005; Vezzani et al., 2004). E1 NPY y sus receptores juegan un importante papel
en el inicio y propagacion de la actividad epileptiforme, como ocurre por ejemplo en el
hipocampo (Furtinger et al., 2002). Ademas, se ha comprobado que el NPY actia como
un potente anticonvulsivo, ya que, si se administra ¢l o sus andlogos mediante infusion
intracerebral, es capaz de suprimir la actividad epiléptica en varios modelos
experimentales de epilepsia (Ulrich et al., 2006, Woldbye et al., 2005). Los potentes
efectos terapéuticos del NPY estdn mediados por su union a receptores acoplados a
proteinas G, de los que se han identificado seis subtipos (Y1-Y6) (Herzog et al., 1997,
Redrobe et al., 2003). Los subtipos Y1 e Y2 son los receptores dominantes en el
hipocampo.

El primer intento de terapia génica con NPY fue realizado por Richichi y
colaboradores (2004), quienes demostraron un amplio rango de efectos anticonvulsivos
a través de la expresion del NPY mediada por VVA. En este estudio, la expresion
génica de NPY en el hipocampo prevenia la aparicion de estados epilépticos tras la
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administracion intracerebroventricular de 4cido kainico. Ademas, la expresion
intrahipocampal de estos vectores incrementaba los umbrales de los ataques en el
hipocampo y retardaba la tasa de la epileptogénesis. Este estudio también sirvié para
comprobar que era mas efectiva la transduccion neuronal con el serotipo hibrido
VAA1/2 que con el serotipo VAA2. Asi, se establecio un importante potencial
antiepiléptico de la expresion del NPY, mediado por VVA, in vivo, que duraba meses.

4.8. TERAPIAS GENICAS PREVENTIVAS

A lo largo de toda esta revision se han apuntado muy diversas evidencias que
muestran como las alteraciones de la migracion neuronal en el desarrollo del cortex
tienen importantes consecuencias funcionales del SNC, entre otras la aparicion de
episodios convulsivos de tipo epiléptico. Tras hacer un repaso por los mecanismos
celulares que desencadenan estos episodios convulsivos, hemos recogido en el apartado
anterior algunas de las mas novedosas terapias, tanto celulares como génicas, que, a
pesar de encontrarse ain en periodo experimental, muestran notables resultados que las
hacen constituirse como base para el desarrollo de nuevas y efectivas estrategias
terapéuticas en el tratamiento de la epilepsia. No obstante, estas terapias van todas
encaminadas a eliminar o paliar la frecuencia, intensidad y duracion de los episodios
convulsivos interviniendo sobre algunos de los mecanismos desencadenantes de los
mismos, mientras que ninguna de estas terapias aborda la eliminacion de éstos a través
de estrategias que posibiliten la reparacion de las alteraciones que sufren los sistemas
celulares y que subyacen a estas patologias.

Por ello, en este ultimo apartado comentamos de forma breve datos referentes a
una novedosa y prometedora metodologia relacionada con la terapia génica. Esta incide
fundamentalmente, ya no en estrategias encaminadas a paliar los efectos de las
malformaciones derivadas de los defectos en la migracion, si no a reactivar los
mecanismos celulares que permiten la correcta migracion neuronal y de este modo
reparar los sistemas dafados, responsables de la sintomatologia tipica de estas
malformaciones. Los resultados derivados de estos trabajos sugieren la posibilidad de
tratamiento de las alteraciones derivadas de una migracion neuronal defectuosa a través
de estrategias que consiguen reactivar los programas de migracion alterados.

4.8.1. La reexpresion de doblecortina reduce la heterotopia subcortical en
banda y el umbral de los ataques en un modelo animal con desérdenes en la
migracion neuronal.

Para llevar a cabo este estudio, se desarrolld6 un modelo de rata con heterotopia
subcortical en banda (HBS) obtenido mediante la reduccion de la expresion de Dex por
electroporacion in utero de RNA de interferencia (RNA1) sobre embriones (Bai et al.,
200; Manent et al., 2009). La introduccion mediante electroporacion de los
correspondientes vectores hacia expresar un shRNA, que a su vez generaba ARNi’s, que
interferian con el ARNm de doblecortina, de modo que la expresion de esta proteina
quedaba total, o casi totalmente, silenciada. Asi, el déficit de doblecortina en este
modelo reproduce las caracteristicas anatdmicas de las malformaciones presentes en el
sindrome del doble cortex humano. El modelo consistia ademas en un sistema de
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expresion condicional de modo que, tras el nacimiento, en el dia deseado, la inyeccion
intraperitoneal de 4-hidroxitamoxifen (4-OHT) hacia que en las células transfectadas se
iniciara la expresion de doblecortina que era, ademas, insensible a los efectos del ARN:i.
De este modo se reproducian inicialmente las malformaciones corticales tipicas de la
ausencia de doblecortina, pero con posterioridad, podia inducirse su expresion y asi
comprobar si las neuronas con defectos migratorios podrian ser “recuperadas” a
posteriori.

Los resultados que obtuvieron fueron los siguientes:

1. La induccion de la reexpresion de Dcx en periodos postnatales reduce la HBS y
restaura la posicion laminar de las neuronas, ya que, las células que en un principio
estaban destinadas a formar parte de las capas superiores del cortex, pero que se
encontraban estancadas en posiciones aberrantes fueron inducidas, por la reexpresion de
Dcx, a migrar su capa de destino correcta.

2. Las neuronas rescatadas eran morfologicamente normales. Las neuronas
rescatadas, las cuales, fueron estimuladas para que migrasen fuera de sus posiciones
aberrantes y se colocasen en las capas apropiadas, continuaron expresando los
marcadores especificos de ldmina y mostraron una adecuada diferenciacion de los
patrones dendriticos y axonales.

3. La reduccion de la heterotopia comienza a ser menos efectiva con la edad a la
que se reinduce la expresion de doblecortina. Los resultados que obtuvieron mostraron
que la reexpresion de Dex a PS5 era mucho maés efectiva que si se producia en P19, a lo
hora de reducir el tamafio de las malformaciones heterotopicas.

4. Por ultimo, comprobaron que la reduccion de la HBS reduce la susceptibilidad
a los ataques convulsivos y su severidad.

Este estudio sirve como una prueba de que las células cuya migracion fue
interrumpida, pueden ser manipuladas para restaurar el patron morfolégico normal y el
nivel de excitabilidad correcto en el cortex cerebral, demostrando que la terapia génica
puede reducir el tamafo y los efectos funcionales de una disrupcion preexistente en la
migracion neuronal.
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FIGURA 18. Restauracion de la laminacion neocortical y regresion de la HBS después de la
reexpresion de Dcx a P0. (a) Restauracion de la laminacion neocortical y regresion de la HBS
después de la expresion de Dcx. Secciones neocorticales mostrando la posicion laminar de las células
transfectadas en ratas electroporadas en E14 ya sea con un control shRNA (3UTRm3hp, fila superior)
no efectivo para el silenciamiento de doblecortina, con efectivos vectores shRNA DCX-targeting?
Junto con CAG-mRFP y procesadas postnatalmente desde PO hasta P1.(b) Secciones neocorticales
representativas de la restauracion de la laminacion cortical en P20 después de la reexpresion de Dcx
en neuronas fuera de su posicion en P0. Cuatro plasmidos fueron electroporados a E14: CAG-mRFP,
CAG-ERt2CreERt2, CALNL-DCX-eGFP y 3UTRhp, y 4-OHT fueron administrados en el momento del
nacimiento.(c) Cuantificacion de la distribucion de células transfectadas dentro de la sustancia gris
del neocortex después de la induccion de la expresion de eGFP o DCX-eGFP en ratas electroporadas
en E14 con el vector shRNA targeting? Dcx efectivo (3UTRhp) o no-efectivo (3UTRm3hp) con CAG-
mREP, CAG-ERt2CreERt2 y ambos CALNL-DCX-eGFP o CALNL-eGFP (10-12 secciones de dos o
tres ratas). NS, no significante. (d) Tamario y posicion de la HBS en tres niveles rostro-caudales
después de la induccion de la expresion de eGFP (arriba) o DCX-eGFP (abajo) en ratas
electroporadas en E14 con CAG-mPFP, CAG-ERt2CreERt2, 3UTRhp y ambos, CALNL-eGFP
(arriba) o CALNL-DCX-eGFP (abajo). (e) Cuantificacion de la superficie con HBS después de la
induccion de eGFP o DCX-eGFP en las mismas condiciones experimentales (8-9 secciones de 2-3
ratas). ***Po 0.001, *Po 0.05. Escala:500 um.

4.9. PERSPECTIVAS Y LIMITACIONES

Todos los ejemplos vistos, demuestran que el incremento en la existencia de
modelos terapéuticos de todos estos anticonvulsivos enddégenos (GABA, adenosina,
galanina, neuropéptido Y) es muy prometedor para el desarrollo de nuevas terapias para
la epilepsia, encaminadas no sélo a la supresion de los ataques y a la neuroproteccion,
sino también a la prevencion de la epileptogénesis.

Aunque son muy prometedoras, en modelos roedores con epilepsia, estas terapias
génicas y celulares tienen que cumplir una serie de requisitos antes de pasar a su
utilizacion en ensayos clinicos. Algunos de estos requisitos suponen probar su eficacia a
largo plazo, probar su eficacia en modelos animales que sean clinicamente relevantes,
demostrar su seguridad a largo plazo y demostrar su eficacia en hipocampos humanos
epilépticos procedentes de resecciones.

En conclusion, las terapias génicas y celulares para la epilepsia son muy
prometedoras en el momento actual, pero ain quedan diferentes obstaculos por superar
antes de pasar a ensayos clinicos. En cualquier caso, esto hace que el perfeccionamiento
y el desarrollo de dichas terapias continten progresando.
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