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“La posibilidad de que algunos pacientes desarrollen fenotipos mas severos (por ejemplo,
déficits cognitivos, epilepsia de ausencia de remision) y la necesidad de comprender mejor
los mecanismos de las funciones cerebrales asociadas (por ejemplo, la conciencia) hacen
que el estudio de la epilepsia de ausencia sea bastante relevante. Los modelos genéticos
ofrecen la oportunidad Unica de estudiar individuos con una historia natural cercana a las
situaciones clinicas y, por lo tanto, brindan las condiciones ideales para comprender la
fisiopatologia de la epilepsia de ausencia humana y su evolucion a lo largo de la vida.”

-Depaulis y Charpier; Pathophysiology of absence epilepsy: Insights from genetic
models; 2017
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1. RESUMEN

1. RESUMEN

Las crisis de ausencia son un tipo de epilepsia generalizada con pérdida de la
conciencia, que se caracterizan por descargas espiga-onda (DEO) en el
electroencefalograma. Las crisis son causadas por un decremento en la actividad
del receptor para el acido y-aminobutirico tipo A (GABAAa) fasico en la corteza
somatosensitiva, y a un aumento en la inhibicion mediada por los receptores
GABAAa tonicos en el circuito talamo-cortical, donde el nucleo reticular del talamo
(NRT) tiene la funcion de mantener o yugular las DEO. EIl objetivo de este estudio
fue el de caracterizar las crisis de ausencia por sexo y edad en la rata taiep, y
determinar el rol de la region rostral NRT durante las crisis de ausencia en ratas
taiep macho adultas.

Se implantaron electrodos en el NRT, corteza cerebral, musculos de la nuca y
Orbita del ojo en ratas taiep. Una primera etapa fue la caracterizacion de las DEO
electrofisiolégicamente y su dimorfismo sexual, para lo que se emplearon ratas de
3, 6, 9y 12 meses de edad de ambos sexos, se les realizé un video-EEG de 24
horas de duracion y se les analiz6 el nimero y la duracion de las crisis de
ausencia, asi como la latencia a la primera DEO y el espectro de potencia de las
DEO. Posteriormente, se usaron ratas macho de 3 meses de edad las cuales se
dividieron en tres grupos: machos controles sin orquiectomia, con orquiectomia a
edad adulta y con orquiectomia a edad neonatal; se les realizé un video-EEG de
24 horas y se cuantifico el numero y la duracién de las crisis de ausencia.
Adicionalmente, en ratas taiep macho de 6 meses de edad, se administro
bilateralmente en el NRT rostral, etosuximida a dosis de 25, 50 y 100 pg/uL; o
mibefradil un bloqueador especifico de los canales de Ca*? a dosis de 1, 2y 4
pg/uL; de gaboxadol un agonista del receptor GABAAa a las dosis de 7.5, 15y 30
pg/uL; o de bicuculina un antagonista del receptor GABAAa con las dosis de 50, 100
y 200 ng/pL. Se les realiz6 un video-EEG control, seguido de 3 registros con dosis
crecientes de cada droga con un intervalo de 48h. Se analizaron el nimero y la
duracion de las crisis de ausencia, asi como la latencia a la primera DEO, el
espectro de potencia de las DEO, la coherencia cerebral entre las cortezas frontal
y occipital, y estas con el NRT, asi como el nimero y duracién de las DEO en la
corteza frontal y el nudcleo reticular. Finalmente, en un cuarto experimento
empleando la técnica de Western-Blot se cuantific la expresion de las enzimas
glutamato descarboxilasa de 65 KDa (GAD-65) y de 67 KDa (GAD-67), asi como
para el receptor GABAA en la corteza somatosensitiva y en el talamo de ratas
taiep, comparandose con ratas Sprague-Dawley (SD). Los resultados se
analizaron mediante ANOVA seguido de la prueba de Bonferroni o de t de Student
segun el caso. Se considerd significativo una P < 0.05.

Los presentes resultados muestran que las crisis de ausencia de la rata taiep
incrementan en numero y duracién con la edad, presentandose desde los 3 meses
de edad en las ratas macho y hasta los 6 meses en las ratas hembra. Las crisis
presentan un ritmo circadiano a partir de los 9 meses de edad, con acrofase en la
fase de luz del ciclo circadiano. Las DEO de la rata taiep tienen una frecuencia de
6.30 Hz sin cambiar con la edad o el sexo. La orquiectomia a edad neonata
disminuye significativamente la incidencia de las crisis, aumentando cuando la
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orquiectomia se realiza a edad adulta (P < 0.001). Adicionalmente, la rata taiep
tiene un decremento de las enzimas GAD-65 y 67 en la corteza somatosensitiva
(P < 0.05), con un incremento de la expresion de la enzima GAD-67 en el tdlamo
(P < 0.05) respecto con la rata control SD. El bloqueo de los canales de Ca*? tipo
T en el NRT rostral de la rata taiep con la administracion de etosuximida y
mibefradil, disminuye la duracion de las crisis de ausencia (P < 0.001) e
incrementan la latencia para que se presente la primera DEO (P < 0.05). Mientras
que la administracién del gaboxadol suprime las crisis de ausencia hasta por 4
horas (P < 0.001) y disminuye la frecuencia de las DEO desde 6.25 hasta 4.69 Hz.
Posterior a esto, aparece un efecto de enfasado temporal con aumento en la
coherencia cerebral en el circuito talamo-cortical. Por el contrario, el antagonista
de los receptores GABAA, la bicuculina, aumento el nimero de crisis de ausencia
(P < 0.05) y disminuyé su duracion (P < 0.001), produciendo descargas espiga-
onda de frecuencia mas rapida, con un incremento de la coherencia cerebral, e
incremento en el nUmero de descargas espiga-onda en el nucleo reticular.

En conclusién, nuestros resultados muestran que la rata taiep es un modelo valido
para la epilepsia de ausencia tipica, siendo los machos mas susceptibles que las
hembras, teniendo los andrégenos testiculares un rol dual ya que la orquiectomia
a edad neonatal disminuye las DEO, mientras que en edad adulta las aumenta.
Adicionalmente, demostramos que las DEO tienen una frecuencia principal de
6.30 Hz, y que el NRT es determinante para su mantenimiento. Finalmente,
concluimos que la region rostral es clave para la finalizacion de las descargas
espiga-onda.
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Absence seizures are a type of generalized epilepsy with loss of consciousness
characterized by spike-wave discharges (SWD) on the electroencephalogram.
SWD is caused by decreased phasic activity of y-aminobutyric acid type A receptor
(GABAA) in the somatosensory cortex and increased tonic GABAAa receptor-
mediated inhibition in the thalamo-cortical circuit, where the reticular nucleus of the
thalamus (RNT) function is to keep or delete SWD. The aim of this study was to
characterize absence seizures by sex and age in the taiep rat and determine the
role of the rostral region NRT during absence seizures in adult male taiep rats.

Electrodes were implanted in the RNT, cerebral cortex, nuchal muscles, and eye
orbit in taiep rats. A first stage was the electrophysiological characterization of
SWD and their sexual dimorphism, for which rats of both sexes of 3, 6, 9 and 12
months of age were used, they underwent a 24-hour video-EEG and the number
and duration of absence seizures were analyzed, as well as the latency to the first
DEO and the power spectrum of the DEOs. Subsequently, 3-month-old male rats
were used, which were divided into three groups: control males without
orchiectomy, with orchiectomy at adult age, and with orchiectomy at neonatal age;
a 24-hour video-EEG was done and the number and duration of absence seizures
were quantified. Additionally, in 6-month-old male taiep rats, were administered
with ethosuximide bilaterally in the rostral RNT at doses of 25, 50 and 100 pg/uL;
or mibefradil, a specific blocker of Ca*?> channels at doses of 1, 2 and 4 ug/uL;
gaboxadol, a GABAa receptor agonist at doses of 7.5, 15 and 30 pg/uL; or
bicuculline, a GABAAa receptor antagonist at doses of 50, 100, and 200 ng/pL. A
control video-EEG was done, followed by 3 recordings with increasing doses of
each drug with an interval of 48h. The number and duration of absence seizures
were analyzed, as well as the latency to the first SWD, the power spectrum of the
SWD, the cerebral coherence between the frontal and occipital cortices, and these
with the RNT, as well as the number and duration of SWD in the frontal cortex and
RNT. Finally, in a fourth experiment using the Western-blot technique, the
expression of the 65 KDa (GAD-65) and 67 KDa (GAD-67) glutamate
decarboxylase enzymes and for the GABAa receptor was quantified in the
somatosensory cortex and the thalamus of taiep rats and compared with Sprague-
Dawley (SD) rats. The results were analyzed by ANOVA followed by the Bonferroni
test or student's t, depending on the case. P < 0.05 was considered significant.

The present results show that the absence seizures in the taiep rat increase in
number and duration with age, presenting from 3 months of age in male rats and
up to 6 months in female rats. Seizures present a circadian rhythm from 9 months
of age, with acrophase in the light phase of the circadian cycle. Taiep rat SWD has
a frequency of 6.30 Hz without changing with age or sex. Orchiectomy at neonatal
age significantly decreases the incidence of crises, increasing when orchiectomy is
performed at adult age (P < 0.001). Additionally, the taiep rat has a decrease in the
enzymes GAD-65 and 67 in the somatosensory cortex (P < 0.05), with an increase
in the expression of the enzyme GAD-67 in the thalamus (P < 0.05) compared to
the SD control rat. Blockade of T-type Ca*2 channels in the rostral RNT of the taiep
rat with the administration of ethosuximide and mibefradil decreases the duration of
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absence seizures (P < 0.001) and increases the latency for the first seizure to
occur. SWD (P < 0.05). While the administration of gaboxadol suppresses absence
seizures for up to 4 hours (P < 0.001) and decreases the frequency of SWD from
6.25 to 4.69 Hz. After this, a temporal phasing effect appears with an increase in
cerebral coherence in the thalamo-cortical circuit. In contrast, the GABAAa receptor
antagonist, bicuculline, increased the number of absence seizures (P < 0.05) and
decreased their duration (P < 0.001), producing faster-frequency spike-wave
discharges, with an increase in cerebral coherence, and an increase in the number
of spike-wave discharges in the reticular nucleus.

In conclusion, our results show that the taiep rat is a valid model for typical
absence epilepsy, males being more susceptible than females, with testicular
androgens having a dual role since orchiectomy at neonatal age decreases SWD,
while in adulthood it increases them. Additionally, we show that the SWD have a
main frequency of 6.30 Hz, and that the RNT is decisive for their maintenance.
Where the rostral region is key to the completion of spike-wave discharges.
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La epilepsia es el padecimiento cerebral crénico mas frecuente en todo el mundo,
reportandose hasta 50 millones de pacientes, con 2.4 millones de casos nuevos
diagnosticados a nivel global cada afio (Organizacion Mundial de la Salud, 2019).
Del total de casos, 5 millones corresponden a Latinoamérica (Acevedo y cols.,
2008), existiendo un total de entre 1.4 a 2.5 millones de pacientes con epilepsia en
México, y representan un 28 % de los pacientes que asisten a la consulta de
neurologia (Kestel y cols., 2013).

3.1 TERMINOLOGIA Y CLASIFICACION DE LAS CRISIS Y LA EPILEPSIA

El término crisis se refiere a la aparicion transitoria de signos y/o sintomas debidos

a una actividad neuronal anormal o excesiva en el cerebro (Fisher y cols., 2017).

Se denomina epilepsia al padecimiento del cerebro definido por uno de los

siguientes criterios:

1. Al menos dos crisis no provocadas que ocurren con mas de 24 horas de
diferencia.

2. Una crisis con la probabilidad del 60 % de que aparezcan crisis adicionales,
después de dos crisis no provocadas en los proximos 10 afios.

3. El diagnéstico de algun sindrome epiléptico.

Con base en lo propuesto por Fisher y cols., 2017.

El término epilepsia deriva del griego emiinyia (epilépsia) que significa “ser
tomado” o “ser atacado”. Esta patologia se caracterizada por la pérdida de la
conciencia y del control motor en el sujeto, lo que hizo facilmente pensar en la
antigiiedad que durante estas crisis el paciente epiléptico estd dominado por alguin
demonio o espiritu. Por lo que la epilepsia fue llamada la enfermedad sagrada
(Alsina, 1990).
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Se considera un paciente con epilepsia en remisién cuando el individuo
permanece libre de crisis durante los ultimos diez afios, y sin medicamentos

antiepilépticos durante los ultimos cinco afos (Fisher y cols., 2017).

Actualmente, las crisis y los trastornos epilépticos han sido clasificados con base
en los criterios propuestos por la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE por
sus siglas en inglés) en una estratificacion multinivel (Scheffer y cols., 2017). En el
primer nivel se encuentran los diferentes tipos de crisis, en el segundo nivel los
tipos de epilepsias y en el tercer nivel los diferentes tipos de sindromes epilépticos
(véase Figura 1). Los tres niveles también pueden clasificarse segun su etiologia

y/o las comorbilidades que las acompafian (Scheffer y cols., 2017).

TIPOS DE CRISIS

Generalizadas 2 orlge_n
desconocido
—

ETIOLOGIA

| Genétca
TIPOS DE EPILEPSIA m

COMORBILIDADES

Generalizadas Combinadas 2 orige_n
desconocido
T ==

De origen

desconocido

Figura 1. Clasificacion multinivel de las crisis y la epilepsia con base en la actualizacion de
los criterios de la ILAE en el 2017. En el primer nivel se encuentran los tipos de crisis, en el
segundo nivel los tipos de epilepsia y en el tercer nivel los sindromes epilépticos. Desde el primer
nivel de la clasificacion, es posible asignarle un tipo de etiologia y a su vez asociarla a otras
comorbilidades (Scheffer y cols., 2017).

Las crisis se clasifican entonces en:

e Crisis focales: los cuales son crisis que se originan en algin momento
dentro de las redes neuronales limitadas a un hemisferio. Pueden estar
directamente localizadas o ampliamente distribuidas. Se describen

semiolégicamente con base en:
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o Estado de conciencia durante la crisis (opcional).

o De presentacibn motora: con automatismos, atonia, clonus,
espasmos epilépticos, hipercinéticas, mioclonus y/o hipertonia.

o De presentacion no motora: autbnoma, alteracion de la conducta,
alteracion cognitiva, alteracion del estado emocional (euforia,
disforia) y/o alteraciones sensitivas.

o Su evolucién focal-bilateral: es un tipo especial de crisis focal que
evoluciona a una crisis generalizada.

e Crisis generalizadas: Son crisis originadas dentro de las redes neuronales
que rapidamente se acoplan de manera bilateral en ambos hemisferios
cerebrales, las cuales pueden ser:

o Motoras: clénicas, ténicas, mioclonicas, tdnico-clonicas, mioclénico-
atonicas, mioclonico-tonico-clénicas o espasmos epilépticos.

o No motoras (ausencias): tipicas, atipicas, mioclonicas o0 con
parpadeo mioclénico.

e Crisis de origen desconocido: son las crisis con las que no se cuenta con
evidencia suficiente para caracterizarlas en focales, generalizadas o ambas.
Estas pueden ser:

o Motoras: ténico-clénicas o espasmos epilépticos.

o No motoras: conductas anormales.

o Sin clasificar.
En el segundo nivel las epilepsias se clasifican en:

e Epilepsias focales: Son epilepsias con uno o multiples focos de crisis que
involucran a un solo hemisferio. Abarca una variedad de tipos de crisis
incluyendo las crisis motoras focales, las crisis no motoras focales, las crisis
focales con alteracion de la conciencia, hasta las crisis tonico-clonicas

focales bilaterales (Scheffer y cols., 2017).

Véase la Figura 2 para la clasificacion de los tipos de crisis propuestos por la ILAE
en el 2017.
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f CRISIS 1 CRISIS 1 [ CRISIS DE ORIGEN
FOCALES GENERALIZADAS \ DESCONOCIDO
-\
Conciencia || Conciencia Motoras: Motoras:
conservada alterada Ténico-clénicas Ténico-clénicas
" Presentacion motora: ) C‘Ic':rlicc:s Espasmos epilépticos )
Automatismos Ténicas No motoras (ausencias):
Atonia Mioclénicas Conductas anormales
Clonus Mfoclc::nfco-'rc':r!ic-c:-cléniccs I Sin clasificar I
ESpGSmOS ep'llépﬂcos MIOCIOHICO-GTOHICGS

Hipercinética Espasmos epilépticos

Mioclonus No motoras (ausencias):
Hipertonia Tipicas
Presentacion no motora: Atipicas
Avuténoma Mioclénicas
Alteracién de la conducta | Con parpadeo mioclono.

Alteracién cognitiva
Alteracién del estado
emocional
\___Alteraciones sensoriales

I Crisis focales-bilaterales I

Figura 2. Clasificacion de las crisis con base en la actualizacion de la ILAE en el
2017. Las crisis focales se pueden clasificar de acuerdo con el estado de conciencia
(opcional), la presentacién motora y no motora, o en crisis focales-bilaterales si evolucionan
a crisis generalizadas. Las crisis generalizadas se clasifican en crisis motoras o en no
motoras (ausencias). Se consideran de presentacion desconocida si no se cuenta con
evidencia suficiente para caracterizarlas en crisis focales o generalizadas (Fisher y cols.,
2017).

e Epilepsias generalizadas: Son epilepsias con crisis originadas en algun
punto dentro de las redes neuronales que rapidamente se acoplan en
ambos hemisferios cerebrales. Los individuos con epilepsias generalizadas
pueden tener una variedad de tipos de crisis incluyendo las crisis de
ausencia, las crisis mioclénicas, atdnicas, tonicas y ténico-clénicas
(Scheffer y cols., 2017).

e Epilepsias focales y generalizadas combinadas: Son epilepsias donde el
individuo presenta crisis focales y a la vez generalizadas (Scheffer y cols.,
2017).

En el nivel tres, los sindromes epilépticos son grupos de sintomas que incluyen
tipos de crisis, sus causas, la edad de inicio y otros factores; la mayoria de estos
sindromes tienen un importante componente genético y se expresan de modo
caracteristico por crisis mioclonicas, tonico-clonicas y de tipo ausencia (Tabla 1,
Scheffer y cols., 2017).
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Tabla 1. Clasificacion por etapa de la vida de los sindromes epilépticos.

Periodo neonatal:

1. Crisis neonatales benignas 3. Sindrome de Ohtahara
2. Epilepsia familiar neonatal benigna 4. Encefalopatia mioclénica temprana
Lactancia:
1. Crisis febriles 6. Epilepsia mioclonica de la infancia
2. Epilepsia benigna de la infancia 7. Epilepsia mioclonica en encefalopatia no
3. Epilepsia familiar benigna de la infancia progresiva
4. Sindrome de West 8. Epilepsia de la infancia con crisis focales
5. Sindrome de Dravet migratorias
Infancia:
1. Crisis febriles 7. Epilepsia occipital de la infancia de inicio
2. Epilepsia occipital de la infancia de inicio tardio (Gastaut)
temprano 8. Epilepsia con ausencias miocldnicas
3. Epilepsia con crisis mioclono aténicas 9. Sindrome de Lennox-Gastaut
4. Epilepsia ausencia infantil 10. Encefalopatia epiléptica con patrén espiga-
5. Epilepsia benigna con puntas onda durante el suefio
centrotemporales 11. Sindrome de Landau-Kleffner
6. Epilepsia frontal nocturna autosémica
dominante
Adolescenciay edad adulta:
1. Ausencia juvenil 4. Autos6mica dominante con caracteristicas
2.  Mioclénica juvenil auditivas
3. Crisis generalizadas ténico-clonicas 5. Otras epilepsias familiares del I6bulo
solamente temporal
Edad de inicio variable:
1. Epilepsia focal familiar con focos variables 3. Epilepsias reflejas

2. Epilepsias mioclénicas progresivas
Tomado de Scheffer y cols., 2017.

3.2 CARACTERISTICAS DE LAS CRISIS DE AUSENCIA

Aproximadamente un 10% de las crisis en pacientes pediatricos con epilepsia son
del tipo de ausencia (Posner, 2013). La incidencia anual se ha estimado entre un
0.7 a 4.6 por cada 100,000 personas en la poblacion general, y de seis a ocho por
cada 100,000 en nifios de cero a 15 afios de edad, con una prevalencia de 5 a 50
por cada 100,000 personas en la poblacion general, calculandose de 6.3 mil a 63

mil casos en México (Posner, 2013).

En humanos las crisis de ausencia son un tipo de crisis generalizada,
caracterizada por breves episodios de mirada fija y pérdida del estado de
conciencia, con una duracién que oscila de 20 a 30 segundos; reanudando las
2013).

electroencefalograma se presenta un patron caracteristico de descargas espiga-

actividades motoras al final del periodo ictal (Posner, En el

onda sincrénicas y bilaterales (Figura 3). El inicio y término son repentinos, con un
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registro electroencefalografico sin depresion del voltaje post-ictal (Valdivia y cols.,

LT —
L T T TE—

l_IZOOpV
seg.

Figura 3. Registro electroencefalografico de una descarga espiga-onda en un paciente de
ocho afios de edad. Note la forma de la descarga espiga-onda la cual se caracteriza por dos
componentes: una onda con una duracién de aproximadamente 300 ms, y un pico con una
duracién de 50 ms a 100 ms. Note que al finalizar la descarga espiga-onda el registro vuelve a un
patrén similar al que se presenta antes de la crisis. Fp2-F4: electrodo bipolar en corteza frontal
derecha; Fp1-F3: electrodo bipolar en corteza frontal izquierda. Modificado de Crunelli y Leresche,
2002.

b

Segun las caracteristicas clinicas y los hallazgos en el electroencefalograma, se
dividen las crisis de ausencia en tipicas, atipicas y con caracteristicas especiales
(Fisher y cols., 2017). Las crisis de ausencia tipicas estan asociadas con un
electroencefalograma que muestra espigas generalizadas y simétricas regulares
con complejos de onda lenta al mismo tiempo que hay detencién de la conducta.
Las crisis de ausencia atipicas se caracterizan por un inicio y un desplazamiento
menos abruptos, una duracion mas larga, cambios en el tono muscular y un
deterioro variable de la conciencia, asociandose con espigas y ondas lentas,
difusas, irregulares y asimétricas en el electroencefalograma (Brig y Igwe, 2010;
Fishery cols., 2017).

La ILAE desde su reporte acerca de la terminologia y clasificacion del 2010, han
reconocido dos tipos adicionales de crisis de ausencia que estan asociados con
caracteristicas especiales: las crisis de ausencia mioclénicas y las crisis de
ausencia con parpadeo mioclénico (Berg y Cross, 2010; Fisher y cols., 2017). Las
crisis de ausencia mioclonicas son crisis de ausencia con movimientos
mioclonicos ritmicos, causando por la abduccion de las extremidades superiores

gue lleva a una elevacion progresiva del brazo, y asociada con descargas espiga-
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onda generalizadas, el deterioro de la conciencia puede no ser tan evidente
(Fisher y cols., 2017).

Por otro lado, las crisis de ausencia con parpadeo mioclénico se presentan
parpadeos continuos con desviacion hacia arriba de la mirada, a menudo
precipitados por el cierre de los ojos o por un destello de luz. Pueden asociarse
con las crisis de ausencias, pero también pueden ser crisis motoras sin una crisis
de ausencia correspondiente, lo que dificulta su categorizacion. En la clasificacién
de la ILAE en el 2017, al parpadeo mioclonico se considera dentro de las crisis no
motoras 0 de ausencia; parece contradictorio por ser una presentacion motora,
pero la mioclonia en este caso se vincula electroencefalograficamente con las
crisis de ausencia para diferenciarlas de las mioclonias que se caracterizan por

crisis motoras (Brig y Igwe, 2010; Fisher y cols., 2017).

3.3 FISIOPATOLOGIA DE LAS CRISIS DE AUSENCIA

Las crisis de ausencia se conocen desde el siglo XVIII, fueron descritas por
Poupart en 1705, mas tarde por Tissot en 1770 es quién las denomind le petit mal
o0 pequefio mal. En el siglo XIX, en 1873 el neurdlogo inglés John Hughlings
Jackson propuso dos puntos de vista contradictorios sobre el “origen” de estas
crisis (Avoli, 2012):

1) Las de origen generalizado: son crisis de ausencia que tienen origen en la
corteza cerebral de ambos hemisferios. Esta hipétesis fue apoyada varios
afios después en la teoria del “ataque disritmico cerebral paroxistico” de
Gibbs (Gibbs y cols., 2002).

2) Las de origen focal: son las crisis de ausencia tienen su origen en un area
determinada de la corteza cerebral y desde ésta se propagan hacia el

talamo y de nuevo a la corteza, en un circuito reverberante.

A lo largo de la historia aparecieron mas pruebas que se contraponen a la
teoria del origen generalizado de las crisis de ausencia; creandose una serie

de hipétesis que apoyan, mas bien, el “origen focal” (véase Figura 4):
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Hipotesis centroencefélica de Penfield y Jasper, 1957.
Hipotesis corticorreticular de Gloor, 1968.
Hipotesis cortical de Bancaud-Niedermeyer-Luders (1969-1972-1984)

Hipotesis del reloj taldmico de Buzséaki, 1991.

ok~ 0N R

Hipotesis cortico-focal de Mereen, 2005.

La hipdtesis centroencefélica de Penfield y Jasper

En 1957, Penfield y Jasper propusieron la hipétesis “Centroencefalica” al registrar
descargas espiga-onda ante la estimulacion a baja frecuencia de los nucleos
talamicos intralaminares, sugiriendo un origen subcortical de las descargas
espiga-onda con un patron sincronico en ambos hemisferios cerebrales (Figura
4A; Meeren y cols., 2005; Avoli, 2012).

La hipoétesis corticorreticular de Gloor

La hipotesis centroencefélica, se generdé con base en investigaciones sobre la
induccién del patron espiga-onda al administrar farmacos quimioconvulsivantes en
la corteza frontal de gatos y monos (Marcus y Watson, 1966, 1968). La sincronia
depende entonces de la corteza somatosensitiva y de las estructuras subcorticales
(Fischer-Williams y cols., 1968). Por lo que, Gloor propuso la hipotesis
“corticorreticular” (Figura 4B), la cual se basa en que las descargas sincrénicas
centroencefalicas que representan una oscilacion anormal dentro de una red
corticorreticular de neuronas, dan como resultado la ruptura de algun tipo de
retroalimentacion negativa entre la corteza cerebral y los nicleos subcorticales,
mediados a través del sistema reticular talamico (Meeren y cols., 2005; Avoli,
2012).

Para poner a prueba esta hip6tesis fue empleado el modelo de gato con epilepsia
inducida con penicilina, un antagonista del receptor del acido y-aminobutirico tipo
A (GABAa), descrito por Prince y Farrell en 1969 (citado en Avoli, 2012). Los

experimentos en este modelo mostraron que:
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1. Las neuronas del nucleo reticular talamico, las cuales son inhibitorias,
comandan el ritmo de las crisis de ausencia, asi como de los husos que se
presentan durante el suefio de ondas lentas en la etapa 2.

2. La extraccion quirargica de la neocorteza disminuye la aparicion de las
descargas espiga-onda.

3. La reduccién de la excitabilidad cortical reemplaza las descargas espiga-
onda por husos del suefio en el talamo y en la neocorteza.

4. Las conexiones intracorticales y callosas son fundamentales para la
propagacion y la generalizacion de las descargas espiga-onda.

La hipoétesis cortical de Bancaud-Niedermeyer-Luders

De acuerdo con estudios de Bancaud, los registros electroencefalograficos en
pacientes con descargas espiga-onda mostraron que las crisis de ausencia
podrian localizarse inicialmente en la corteza cerebral, particularmente en el I6bulo
frontal (Liders y cols., 2013). Estas observaciones sugieren que las descargas
espigas-onda son secundarias a una descarga en la corteza frontal, que se
propaga rapidamente sobre toda la corteza cerebral a través de las vias cortico-
corticales (Meeren y cols., 2005). Adicionalmente, Niedermeyer y Luders (1972,
1984) propusieron que las epilepsias generalizadas son la expresion de una
anomalia cortical. El tdlamo ciertamente participa, pero es secundario en las
interacciones talamo-corticales fisiolégicas. Por lo que en la hipotesis “cortical”
propone que, es la corteza frontal, la que genera focos de descargas espigas-onda
desde las cuales se propagan rapidamente sobre otras areas corticales (véase

Figura 4C; Meeren y cols., 2005; Luders y cols., 2013).

La hipétesis del reloj talamico de Buzsaki

Experimentos en ratas con la administracion en el talamo de bloqueadores del
receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), como la ketamina, reducen la frecuencia
y el mantenimiento del disparo de las neuronas talamo-corticales, obteniéndose

descargas espigas-onda corticales de alto voltaje de baja frecuencia. Por lo
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anterior, en 1991 Buzséaki concluyé que existe una ritmicidad en la red tdlamo-
reticular aparte de la propiedad marcapaso de las neuronas talamicas, y que estas
neuronas imponen su ritmo en la corteza cerebral, proponiendo asi la denominada

hipotesis del “reloj talamico” (Figura 4D; Buzsaki, 1991).

La hipoétesis cortico-focal de Meeren

Estudios ulteriores realizados en el gato con epilepsia inducida con penicilina
demostraron que estas crisis de ausencia son un fendbmeno cortical focal y que por
lo tanto no es influenciado por el tdlamo (Timofeev y Steriade, 2004).
Adicionalmente, el aumento de la excitabilidad cortical (Blumenfeld y Mccormick,
2000) y el sindrome de privacion del acido y-aminobutirico (GABA) en la corteza
cerebral (Brailowsky y cols., 1990) influyen en la aparicion, frecuencia y la cantidad
de oscilaciones del circuito taAlamo-cortical y, por lo tanto, en la aparicion del patrén
espiga-onda en el electroencefalograma. Posteriormente, mediante registros
intracelulares, se describié en modelos genéticos de crisis de ausencias un posible
origen de las descargas espiga-onda en la capa V y VI de la corteza
somatosensitiva en el area de representacion de la cara, en particular la region

perioral (Meeren, y cols., 2005).

En el 2005, basado en las investigaciones previas, Meeren propuso la hipotesis
“cortical-focal” (Figura 4E), en la cual una hiperexcitacion sincrénica de unas
pocas neuronas piramidales, en la region perioral de la corteza somatosensitiva,
pueden originar una rapida propagacion hacia otras regiones de la corteza
cerebral, desencadenando una cascada de impulsos a través de la red talamo-
cortical que produce el patron caracteristico de descargas espiga-onda (Meeren y
cols., 2005).
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Figura 4. Las cinco hip6tesis que se han propuesto para explicar del origen de las crisis de
ausencia. A) Hipotesis centroencefalica la cual propone un origen subcortical de las descargas
espiga—onda con generalizacion hacia ambos hemisferios. B) Hipdtesis corticorreticular la cual
propone que las descargas espiga-onda se deben a una oscilacion anormal dentro de la red
corticorreticular, rompiendo algun tipo de retroalimentacion entre la corteza cerebral y los ndcleos
subcorticales. C) Hipétesis cortical propone que es la corteza frontal donde se generan los focos de
descargas espigas-onda desde las cuales se propagan a otras areas corticales. D) Hip6tesis del
reloj talamico propone que existe una ritmicidad en la red tdlamo-reticular adicional a la propiedad
marcapasos de las neuronas taldmicas, las cuales imponen su ritmo a la corteza cerebral. E)
Hipétesis cortico-focal la cual propone que una hiperexcitacién sincronica de unas pocas neuronas
piramidales corticales pueden originar una rapida propagacion hacia otras regiones de la corteza, a
través de la red talamo-cortical. Modificado de Mereen y cols., 2005.
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3.4 EL CIRCUITO TALAMO-CORTICAL

En 1998 Guillery y Jones describieron el circuito tadlamo-cortical, relevante para la
regulacion de la informacion aferente a la corteza cerebral, ademas para la
generacion de los husos del suefio y de las descargas espiga-onda de las crisis de
ausencia (véase Figura 5). Este circuito esta formado por cuatro tipos de
neuronas, dos de las cuales son excitadoras: las piramidales y las talamo-
corticales; y dos inhibitorias; las del nucleo reticular talamico y las interneuronas

inhibitorias corticales (Guillery y cols., 1998).

Las neuronas talamo-corticales envian dos tipos de proyecciones hacia la corteza
cerebral: las especificas que son consideradas como la principal proyeccion
excitadora hacia las neuronas piramidales de la capa cortical VI; y las no
especificas las cuales no discriminan entre las distintas capas corticales
(Kostopoulos, 2000). Ambas proyecciones excitan al nucleo reticular del talamo y

estan sujetas a su inhibicion por retroalimentacioén negativa (Kostopoulos, 2000).

Las neuronas piramidales de la corteza cerebral retroalimentan al talamo y
ademas forman circuitos locales al hacer sinapsis colaterales con otras neuronas
piramidales, asi como con las interneuronas inhibitorias corticales, que por
retroalimentacion negativa disminuyen sus frecuencias de disparo. Las neuronas
piramidales de la capa V constituyen la principal via excitatoria de la corteza hacia

las neuronas talamo-corticales (Kostopoulos, 2000).
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Figura 5. Circuito tAlamo-cortical. Este circuito esta formado por cuatro tipos de neuronas, dos
de las cuales son excitadoras: las piramidales (NP) y las talamo-corticales (TC); y dos inhibitorias;
las neuronas reticulares talamicas (nRT) y las interneuronas inhibitorias corticales (lIC). Las
neuronas talamo-corticales reciben informacién sensitiva de los fasciculos ascendentes, del tronco
encefalico y del prosencéfalo, enviandola posteriormente a las neuronas piramidales de la capa
cortical VI, excitando también al nucleo reticular del tadlamo (NRT) que las inhibe por
retroalimentacién negativa. Las neuronas piramidales retroalimentan al tdlamo y tienen sinapsis
colaterales con otras neuronas piramidales, asi como con las interneuronas inhibitorias corticales,
que las inhiben por retroalimentacion negativa. Las neuronas piramidales de la capa V constituye
la principal via excitatoria de la corteza cerebral hacia las neuronas talamo-corticales. Las sinapsis
excitatorias se muestran con punta en flecha, mientras que las sinapsis inhibitorias se muestran
con un extremo en circulo lleno y las lineas discontinuas amarillas son vias aferentes al talamo.

Las neuronas talamo-corticales

Las neuronas tadlamo-corticales son numerosas y con largas proyecciones a las
diferentes capas de la corteza cerebral (Tononi, 2005). Las propiedades
intrinsecas electrofisiolégicas son importantes en la generacion de los diferentes
patrones de disparo y para la sincronizacién de las oscilaciones en las neuronas
talamo-corticales en su salida hacia las neuronas piramidales en la corteza

cerebral. Las caracteristicas descritas son:
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1. Las corrientes transitorias de Ca*? tipo T, que generan espigas de bajo
umbral.

2. La corriente cationica activada por hiperpolarizacion que produce una
despolarizacion mediante los canales de Ca*? tipo T, la cual esta implicada
en la generacion de oscilaciones con frecuencias de 0 a 4 Hz, esto es en el
rango del suefio de ondas lentas.

Las corrientes de Ca*? activadas por alto voltaje (tipo L y N).

4. Las corrientes de sodio y potasio dependientes de voltaje.

Estas propiedades intrinsecas de las neuronas talamo-corticales estan
influenciadas por la accién de las sinapsis inhibitorias del nacleo reticular talamico
que contribuye en la desincronizacién de la actividad taldmica ritmica (Tononi,
2005).

El nucleo reticular taldmico

El nucleo reticular talamico se encuentra compuesto principalmente por neuronas
GABAérgicas, las cuales participan en la regulacién de las aferencias corticales y
también en la sincronia de las ondas lentas del suefio (Fuentealba y Steriade,
2005). El nucleo reticular talamico se encuentra rodeando la superficie anterior,
lateral y parte de la superficie ventral del tAlamo dorsal, como se muestra en la
Figura 6; y es atravesado por los axones del tAlamo dorsal que hacen sinapsis en
la neocorteza, lo que le da al nlcleo su apariencia reticulada (Fuentealba y
Steriade, 2005; Martin, 2013).

Las neuronas del nucleo reticular talamico tienen un soma o cuerpo celular con un
diametro de 20 a 50 um, a las cuales se les han descrito abundantes canales de
Ca*? tipo T distribuidos en sus dendritas distales (Fuentealba y Steriade, 2005).
Mientras que sus axones son delgados (1.5 um) y estan mielinizados al pasar por
el talamo dorsal. Dentro del nacleo reticular talamico emiten de 2 a 3 colaterales
amielinicas cortas que terminan cerca del soma de origen (Fuentealba y Steriade,
2005; Martin, 2013).
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Figura 6. Anatomia y localizacién del talamo en el humano. Notese la ubicacion del nicleo
reticular talamico rodeando la parte anterior, lateral y dorso-ventral del talamo, siendo una
ubicacion estratégica para el control de los demas nucleos talamicos. Modificado de Martin, 2013.

Aproximadamente un 90% de las neuronas del nucleo reticular talamico hacen
sinapsis con las neuronas talamo-corticales en el talamo, mientras que el 10%
restante lo hacen con las neuronas de la red local también denominadas
interneuronas locales, que regulan el flujo de informacién de las neuronas
reticulares hacia las neuronas talamo-corticales (véase Figura 5). Adicionalmente,
las neuronas reticulares talamicas y las interneuronas locales reciben aferencias
excitatorias desde la corteza cerebral. Mientras que las neuronas tadlamo-corticales
reciben informacion de la corteza cerebral y aferentes sensitivas provenientes de
la médula espinal (véase Figura 7, Fuentealba y Steriade, 2005). Se ha descrito
que existen hasta 3.7 veces mas subunidades del receptor para glutamato tipo 4
(GluR4) en las neuronas del nucleo reticular talamico en comparacion con las
neuronas talamo-corticales, por lo que las neuronas reticulares tienen una
respuesta mas potente ante los estimulos corticales, favoreciendo asi la
retroalimentacion negativa generada por las neuronas reticulares (véase Figura 8;
Golshani y cols., 2001).
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Figura 7. Circuito sinptico del nucleo reticular talamico con las neuronas tdlamo-corticales.
El nucleo reticular taldmico estd formado por dos tipos de neuronas GABAérgicas: las
interneuronas locales (en morado) que envian axones a las neuronas talamo-corticas (en azul) y
las neuronas reticulo-taldmicas (en rojo) que envian axones a las neuronas talamo-corticales y a
las interneuronas locales. Las neuronas talamo-corticales reciben aferencias de la corteza cerebral
(en naranja) y somatosensitivas (en verde). Modificado de Fuentealba y Steriade, 2005.
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Figura 8. Micrografias electrénicas de las sinapsis tdlamo-cortical (TC) y cortico-reticular
(RT). Se marcaron con particulas de oro a la subunidad GluR4 del receptor para glutamato (puntos
color negro) en una sinapsis talamo-cortical (A, B, C); y en la sinapsis de una neurona cortical con
una neurona reticular talamica (D, E, F). Existen 3.7 veces mas subunidades de GIuR4 en las
neuronas del ndcleo reticular taldmico en comparacion con las neuronas talamo-corticales (G),
*P<0.05. Modificado de Golshani y cols., 2001.
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Las aferencias corticales a las neuronas talamo-corticales generan ritmos de alta
frecuencia, los cuales definen la alerta cerebral durante la vigilia, con frecuencias
de 18 a 35 Hz (Contreras y Steriade, 1996). Por el contrario, cuando existe la
activacion paralela de las células del nacleo reticular taldmico y de las neuronas
de la corteza cerebral se producen oscilaciones de baja frecuencia de 0 a 4 Hz,

esto es los husos tipicos del suefio de ondas lentas (Contreras y Steriade, 1996).

Las neuronas del nucleo reticular talamico generan descargas oscilatorias o en
rafaga seguidos por descargas tonicas de un solo potencial de accidén (Steriade,
2003). Las descargas en rafaga son potenciales de accion de alta frecuencia
debidos a la activacién de corrientes de sodio y de potasio que se suman a
espigas de bajo umbral generadas por las corrientes de Ca*? tipo T, los cuales
activan a su vez a corrientes de Ca*? de alto umbral produciendo una corriente
hiperpolarizante. Cuando la entrada de Ca*? activa una corriente catiénica de
entrada no selectiva, da como resultado la despolarizacién lenta y la generacion
de descargas tonicas de potencial de accion Unico (véase Figura 9; Bal y
McCormick, 1993; Steriade, 2003).

Descargas en rafaga Descargas tonicas

I |

[ | |

Ina k!
Na K 'ca Descargas

en rafaga

Potencial

de accion
I / { I K Na
g

S 20 mvV IKCa
{ Ikca |
CAN 200 ms A

Descargas

ICAN _~~ ténicas

Figura 9. Esquema de la base i6nica de las descargas en rafaga y ténicas en neuronas del
nucleo reticular talamico a partir de estudios realizados en preparacion in vitro. Las
descargas en rafaga son debidas a corrientes de Ca*? tipo T (It) que se suman a las corrientes de
K* (Ik) originando corrientes lkca, las cuales a su vez activan corrientes de Ca*2 de alto umbral (lca)
y de Na* (Ina) produciendo la activacion de corrientes despolarizantes. Cuando la entrada de Ca*?
activa una corriente cationica de entrada no selectiva (lcan), da como resultado la despolarizacion
lenta y la generacion de descargas tonicas de potencial de accién Unico. Modificado de Bal y
McCormick, 1993.

Pagina |24



3. INTRODUCCION

3.5 SINCRONIZACION DEL NUCLEO RETICULAR DEL TALAMO CON LAS NEURONAS TALAMO-

CORTICALES

Las proyecciones del nucleo reticular talamico sincronizan la generaciéon de
oscilaciones de ritmo delta en las neuronas talamo-corticales. Este ritmo se
transfiere a la corteza cerebral donde se combina con oscilaciones lentas
corticales (Tononi, 2005). Existen dos maneras en las cuales el nucleo reticular
talamico sincroniza su actividad con las células talamo-corticales, para la
generacion de las oscilaciones corticales durante el suefio de ondas lentas

(Fuentealba y Steriade, 2005), esto es a través de:

1. La sincronizacion de redes de neuronas por medio de las sinapsis
GABAérgicas (Steriade y cols., 1987; Huntsman y Huguenard, 2000).

2. Las sinapsis mediadas por conexiones eléctricas, principalmente a través
de la conexina 36 (Cx36; Tononi, 2005).

Las sinapsis GABAérgicas

El acido y-aminobutirico o GABA es un aminoécido » monocarboxilico, principal
neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso central (SNC) de los mamiferos
(Cooper y cols., 2003). Se sintetiza a partir del acido glutamico por accion de la
enzima glutamato descarboxilasa (GAD, de sus siglas en inglés), se ha reportado
dos isoformas, la GAD-65 con peso molecular de 65 KDa, que se encuentra
predominantemente en los axones y las terminales sindpticas y la isoforma GAD-
67 con peso molecular de 67 KDa, que se encuentra predominantemente en el
soma neuronal (Sirvanci y cols., 2011). Posteriormente a su liberacion calcio-
dependiente al espacio sinaptico, el GABA interacciona con sus receptores que
pueden estar localizados en la neurona presinaptica y postsinaptica (Cooper y
cols., 2003). Inmediatamente a su liberacion en el espacio sinaptico, el GABA es
capturado por la neurona postsinaptica, presinaptica y los astrocitos, para ser
metabolizado a succinico-semialdehido (SSA), reaccion catalizada por la enzima
GABA-transaminasa (GABA-T). Adicionalmente, el GABA puede ser recapturado

por la neurona presinaptica para ser destinado al reciclado en nuevas vesiculas
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sinpticas (véase Figura 10; Cooper y cols., 2003). Los tres receptores por los

cuales el GABA ejerce sus efectos son:

1. El receptor GABAA: es un receptor ligado a un canal i6nico de cloro,
receptor ionotrépico, el subtipo de canal mas frecuente en el cerebro.
Contiene dos subunidades o1-6), dos subunidades B(-3)y una subunidad y@-
3), 0 0 ¢ (Bloom, 2007; Alfaro, 2008).

2. El receptor GABA&: es un receptor metabotropico ligado a una proteina G
que inhibe a la enzima adenilatociclasa (Gi), lo que a su vez inhibe los
canales de Ca*? y disminuye la liberacion de GABA en la neurona
presinaptica. Adicionalmente, activa los canales de potasio, lo que
hiperpolariza la membrana celular (Bloom, 2007; Alfaro, 2008).

3. El receptor GABAc: es un receptor ligado a un canal ionico de cloro
formado por cinco subunidades pa-3), estd menos distribuido que los tipos A
y B, localizandose principalmente en la retina, la médula espinal, el
tubérculo cuadrigémino superior y la hipdfisis (Polenzani y cols., 1991;
Valverde, 2008).

Existen dos tipos de receptores para el GABAAa, los receptores GABAAa sinapticos,
los cuales tienen una sensibilidad relativamente baja en rango milimolar para el
GABA, por lo que presentan un tipo de inhibicién fasica inactivAndose en menos
de 500 us; y los receptores GABAa extrasinapticos, que tienen una alta
sensibilidad al GABA, y son ténicamente activados por bajas concentraciones de
GABA en el espacio perisingptico durando mas de 500 ps activos (Farrant y
Nusser, 2005; Meera y cols., 2011).
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Figura 10. llustracion esquematica de una neurona GABAérgica. 1: Sintesis de GABA a partir
del acido glutdmico mediada por la enzima glutamato descarboxilasa (GAD). 2: Liberacién calcio-
dependiente del GABA al espacio sinaptico. 3: Interaccién con los receptores GABA tipo A
(GABAA) presinapticos y postsinapticos (sindpticos y extrasinapticos), los cuales permiten la
entrada de corrientes de cloro (canales en azul). 4: Interaccion con los receptores GABA tipo B
(GABAg) que inhiben a la enzima adenilatociclasa (cruz roja) y de manera consecuente a los
canales de calcio, ademas de activar a los canales de potasio (canales en amarillo). 5:
Metabolismo de GABA a través de la enzima GABA-transaminasa (GABA-T) hacia el metabolito
succinico-semialdehido (SSA). 6: Recaptura de GABA por la neurona presinaptica, la cual puede
destinarla al reciclado en nuevas vesiculas 0 a su metabolismo por GABA transaminasa. CI: ion de
cloro, K*: ion de potasio, Ca*2: ion de calcio. Modificado de Cooper y cols., 2003.

El ndcleo reticular talamico presenta oscilaciones las cuales se les atribuye a una
secuencia de potenciales inhibitorios postsinapticos a través de sinapsis dendro-
dendriticas de tipo GABAérgicas, que inician en cualquier punto del nucleo
reticular talamico extendiéndose a las interneuronas locales y a las talamo-
corticales (Steriade y cols., 1987; Huntsman y cols., 1999; Fuentealba y Steriade,
2005). Durante la actividad epileptiforme, estos potenciales inhibitorios disminuyen
la sincronia talamo-cortical, debido a la inhibicion de las neuronas talamo-
corticales de la regidén ventrobasal del talamo (Crunelli y Leresche, 2002). Se ha

descrito que la inhibicion de los receptores GABAa tOnicos presente en las
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neuronas talamo-corticales reduce las entradas sinpticas sensitivas desde la
corteza cerebral, disminuyendo su respuesta ante estimulos externos, que a su

vez induce una privacion de la conciencia (Cope, 2005; Cope y cols., 2009).

Rol de las sinapsis eléctricas en el talamo

Las neuronas reticulo taldmicas cuentan con uniones comunicantes dependientes
de la conexina tipo 36 (Cx36; Landisman y cols., 2002). Estas uniones
comunicantes favorecen la propagacion de las espigas de bajo voltaje en las
neuronas reticulo-talamicas debidas a corrientes de Ca* tipo T desde sus
dendritas, las cuales junto con las sinapsis GABAérgicas sincronizan las
oscilaciones corticales durante el suefio de ondas lentas (Fuentealba y Steriade,
2005; Tononi, 2005).

Se ha mostrado que la corteza cerebral no es necesaria para la generacion de las
oscilaciones talamicas (Fuentealba y Steriade, 2005). Sin embargo, el nucleo
reticular talamico es incapaz de generar las oscilaciones en ausencia de la corteza

cerebral y el talamo (Steriade y cols., 1987; Steriade, 2003).
Hay dos mecanismos propuestos para la terminacién de estas oscilaciones:

1. La activacion persistente de las corrientes de Ca*?, que dan como resultado
un periodo refractario relativo durante el cual la probabilidad de generar
oscilaciones sincrénicas se reduce marcadamente (Bal y cols., 1995).

2. Desincronizacién de la actividad oscilatoria talamica, debido a potentes
entradas corticales despolarizantes en las neuronas talamicas, lo que
impide la generacion de espigas de bajo umbral y por lo tanto dar lugar a la

terminacion de las oscilaciones (Timofeev y cols., 2001).

3.6 EL NUCLEO RETICULAR TALAMICO EN LAS CRISIS DE AUSENCIA

Los hallazgos en los ultimos afios indican que las crisis de ausencia son causadas

por una disfuncidbn en el circuito talamo-cortical, que se caracteriza por el
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decremento en las aferencias hacia la corteza somatosensitiva debido a la
inhibicion mediada por receptores GABAa tonicos de las neuronas talamo-
corticales, localizados principalmente en los nucleos intralaminares rostrales y en
el nacleo ventrobasal del talamo (Steriade, 2003; Cope y cols., 2009). El aumento
de la inhibicién por los receptores GABAA tonicos es causado por la acumulacion
del neurotransmisor GABA, probablemente debido a una disfuncion en su
recaptura por los astrocitos (Pirttimaki y cols., 2013); por un aumento en la
expresion de canales de Ca*? tipo T en las neuronas del nucleo reticular talamico
(Crunelli y cols., 2012; Pirttimaki y cols., 2013); o bien por la disminucion en la
inhibicion de los receptores GABAAa fasicos en las neuronas piramidales de la

corteza somatosensitiva, 1o que las hace hiperexcitables (Crunelli y cols., 2012).

En la hipétesis centroencefalica se expone al tdlamo como generador de las
descargas espigas-onda, basandose en experimentos en donde la estimulacion
talamica genera descargas paroxisticas generalizadas, bilaterales y sincrénicas en
la corteza cerebral (Avoli, 2012). Por el contrario, la inducciébn de descargas
espigas-onda con la administracion de penicilina en la corteza cerebral carente de
entradas talamicas en el gato anestesiado (Pellegrini y cols., 1979); asi como la
descripcion de un foco cortical en la capa V y VI de la corteza somatosensitiva en
la regidn perioral en modelos genéticos de ratas con crisis de ausencia (Klein y
cols., 2004). Estas evidencias apoyan el origen cortical de estas crisis, ya que es
la corteza cerebral es la que inicia y sincroniza las descargas espigas-onda antes

de que estos paroxismos alcancen a los nucleos talamicos (Meeren y cols., 2005).

Estudios experimentales in vivo e in vitro muestran que el nucleo reticular talamico
es una estructura crucial implicada en la génesis de las descargas espiga-onda,
siendo las neuronas GABAérgicas del nucleo reticular las que operan como
marcapaso al inhibir las neuronas talamo-corticales durante las crisis de ausencia
(Avanzini y cols., 1992). Con la administracién de cadmio, un ion que bloquea las
corrientes de Ca*™ tipo T, en el nlcleo reticular taldmico disminuyen
significativamente las descargas espiga-onda, lo que apoya la hipotesis del nucleo

reticular talamico como un generador de las crisis de ausencia (Avanzini y cols.,
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1992; Avoli, 2012). Adicionalmente, se ha reportado en los modelos genéticos en
rata con crisis de ausencia la pérdida de la funcion del transportador de GABA tipo
1 (GAT-1), el cual se localiza exclusivamente en los astrocitos del tadlamo en
humanos y roedores, el cual es responsable de la actividad potenciada de los
receptores de GABAAa ténicos (Cope y cols., 2009; Pirttimaki y cols., 2013).

En este mismo sentido, se ha obtenido un aumento de hasta un 37% en las
expresion de la enzima GAD-67 en homogenizados del nucleo reticular talamico
empleando inmunohistoquimica en un modelo de raton con crisis de ausencia
comparado con el control sin crisis (Lin y cols., 1999). Asi mismo, en el raton
Stargazer, otro modelo de crisis de ausencia se ha reportado un incremento en las
subunidades a1 y B2 del receptor GABAAa en el ndcleo ventro-postero-medial del
talamo, el cual recibe aferencias del nucleo reticular taldmico (Seo y Leitch, 2014).
Estos datos sugieren que existe un aumento en la sintesis del neurotransmisor
GABA, y gque ademas este neurotransmisor participa en la inhibicion de las

aferencias corticales (Figura 11; Seo y Leitch, 2014).
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Figura 11. Distribucion de la enzima GAD-67 y de la subunidad a1 del receptor GABAA en el
talamo. A) Localizacién inmunohistoquimica de neuronas GAD-67 positivas en cortes coronales
del del tAlamo de un raton letargico. Note que las neuronas GAD-67 positivas se concentran en el
nucleo reticular del tAlamo (NRT). B) La microscopia empleando inmunofluorescencia confocal que
muestran la localizacion de la subunidad au del receptor GABAA (en verde) y la enzima GAD-67 (en
rojo) en el tAlamo de un ratén sin epilepsia. Note que aun sin la patologia el nicleo reticular del
talamo esta densamente poblado por neuronas que expresan la enzima GAD-67, y en el nacleo
ventroposterior del talamo (VP) en el que se concentra la subunidad o1 del receptor GABAa.
Modificado de Lin y cols., 1999, Seo y Leitch, 2014.
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Mediante registros intracelulares de los componentes del circuito talamo-cortical
durante una descarga espiga-onda de un modelo de crisis de ausencia, la rata
GAERS, se reportd que las descargas corticales que llegan al nacleo reticular del
talamo causan potenciales postsinapticos excitatorios (EPSP, de sus siglas en
inglés) que aunado con las corrientes entrantes de los canales de Ca*? tipo T
generan una rafaga de potenciales en meseta en el nucleo reticular del talamo.
Las descargas del nacleo reticular del talamo y de la corteza cerebral provocan en
las neuronas tadlamo-corticales del complejo ventrobasal del tdlamo una serie de
potenciales postsinapticos inhibitorios (IPSP, de sus siglas en inglés) y excitatorios
gue raramente producen potenciales de accion (véase Figura 12; Crunelli y
Leresche, 2002; Cheong y Shin, 2013, 2014).
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Figura 12. Registros intracelulares de los componentes del circuito talamo-cortical durante
una descarga espiga-onda de la rata GAERS. A) Esquema del circuito tAlamo-cortical, las fechas
indican sinapsis excitatorias y las terminaciones en circulo son sinapsis inhibitorias. Los colores de
los diferentes tipos neuronales también se aplican en los registros celulares C-E. B) Registro
electroencefalografico de una descarga espiga-onda. C) Registro intracelular de una neurona
piramidal de la capa V de la corteza cerebral. D) Registro de una neurona del nicleo reticular del
talamo, vea los potenciales en rafa producto de las corrientes de Ca*? tipo T. E) Registro de una
neurona talamo-cortical del complejo ventrobasal del tdlamo. Note que la serie de potenciales
postsindpticos excitatorios (EPSP) e inhibitorios (IPSP). NP: neurona piramidal, NRT: nucleo
reticular del tdlamo, nRT: neurona reticular del tdlamo, TC: neurona talamo-cortical. Modificado de
Crunelliy Leresche, 2002.
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El tAlamo sin duda desempefia un papel en el mantenimiento y la sincronizacion
de las crisis de ausencia, siendo las neuronas GABAérgicas del nucleo reticular
talamico las que participan activamente durante las descargas espiga-onda

corticales (Tononi, 2005).

3.7 ESPASMOS FACIALES EN LAS CRISIS DE AUSENCIA

En los pacientes con crisis de ausencia, ademas de que conductualmente
presentan una mirada fija con pérdida de la conciencia, se pueden acompafar de
automatismos en hasta un 76% de los casos (Sadleir y cols., 2009; Fisher y cols.,
2017). Entre los automatismos més frecuentes estan los faciales con un 65% de
los casos, que incluyen: movimientos de tragar (47%), espasmos en la boca
(37%), lamido (32%), muecas (7%), bostezo (6%), olfateo (3%), sonrisa (1%),
entre otros (Sadleir y cols., 2009). Estos automatismos faciales se han reportado
en animales de laboratorio como en la rata Long Evans al mismo tiempo que
presenta descargas de espigas de alto voltaje en el electroencefalograma (Shaw y
Liao, 2005); y en modelos animales de crisis de ausencia como la rata GAERS (de
sus siglas en inglés Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg, Francia;
Vergnes y cols., 1982), y la rata WAG/RIj (de sus siglas en inglés Wistar Albino
Glaxo/Rijswijk de los Paises Bajos; van Luijtelaar y Coenen, 1986), donde los
automatismos reportados son espasmos en las vibrisas y/o faciales (Shaw y Liao,
2005).

Las vibrisas difieren del pelaje ordinario al ser mas largo y grueso, ademas de
contar con foliculos grandes muy vascularizados (Prescott y cols., 2011). Estas
estructuras tienen funciones como son la localizacion de objetos, deteccion de
movimiento, discriminacion de texturas, vibracion, forma y numero de objetos,
ademas de contribuir en la locomocién y en conductas sociales como el
amamantamiento (Prescott y cols., 2011). Las vibrisas en las ratas y otros
mamiferos, tienen una importante representacion en la corteza somatosensitiva, la

denominada corteza en barriles (Adibi, 2019).
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Se ha propuesto que los espasmos faciales durante las crisis de ausencia se
deben a la participacion de la red talamo-cortical-piramidal-facial, ya que son
abolidos en su totalidad al lesionarse la corteza sensitivo-motora, persistiendo
después de la lesion de la oliva inferior, el cerebelo y/o el hipocampo (Semba y
Komisaruk, 1984). Es importante recordar que se ha descrito un origen de las
descargas espiga-onda en el area de representacion somatosensitiva de la cara,
en particular la regidén perioral, una regién cercana a la de las vibrisas (véase
Figura 13; Meeren y cols., 2005). Por lo que la aparicion de estos espasmos
faciales nos muestra que se involucra el del circuito tAlamo-cortical en este tipo de
epilepsia generalizada.

Corteza
sensitivo-motora

Circuito Via piramidal
talamo-cortical
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-

%

. Ganglio
‘ ’ trigeminal

Nervio trigemino

Nervio facial

Figura 13. Esquema de las vias sensorio-motoras de las vibrisas de la rata. Las vibrisas son
estructuras sensitivas especializadas, por lo que abarcan un area importante en la corteza
somatosensitiva. Se ha propuesto que los espasmos faciales durante las crisis de ausencia se
deben a que participa la red tdlamo-cortical-piramidal-facial. En el esquema las vias aferentes
ascendentes se muestran como flechas en color azul, y las vias descendentes eferentes con las
flechas con color rojo.

3.8 CRISIS DE AUSENCIA Y DIFERENCIACION SEXUAL

En general, se considera que las crisis de ausencia son mas comunes en el sexo
femenino que en el masculino. Hasta dos tercios de los casos con epilepsia de
ausencia infantil son nifias (Segan, 2018). En cambio, hay reportes como en la

epilepsia de ausencia con mioclonias donde hay un predominio masculino (Segan,
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2018). Existe evidencia clinica que sugiere que las hormonas sexuales
masculinas, principalmente la testosterona, afectan la ocurrencia de descargas
espiga-onda en hombres (Reddy, 2004). La incidencia de epilepsia en hombres es
aproximadamente 15 % mayor, mostrando en estos pacientes una deficiencia de
testosterona (Macphee y cols., 1988; Reddy, 2004). Sin embargo, estudios en
modelos animales de crisis de ausencia tipicas y atipicas no informan efectos
dependientes del sexo sobre el fenotipo epiléptico (Herzog y Fowler, 2005). La
mayoria de estas investigaciones no evallan especificamente los efectos
dependientes del sexo. Solo unos pocos estudios tienen como objetivo probar las
diferencias relacionadas con el sexo. La preferencia por usar roedores machos en
la mayoria de los experimentos esta, en cierta medida, relacionada con
variaciones ciclicas en la expresion fenotipica de las crisis de ausencia y su
correlacion con fluctuaciones en la hormona ovarica progesterona durante el ciclo

estral (Van Luijtelaar y cols., 2001).

La testosterona es el principal andrégeno producido por los testiculos de los
machos. Mas de 95 % de la testosterona es secretada a través de las células
Leydig en los testiculos y su liberacién estd controlada por el eje hipotalamo-
hipdfisis-células de Leydig (Braunstein, 2011). Las hormonas sexuales ejercen dos
papeles principales, uno donde participan en la diferenciacién sexual fenotipica y
cerebral del individuo en un periodo critico del desarrollo gestacional (efecto
organizacional), y otro donde actian sobre circuitos neuronales ya desarrollados
afectando sus funciones (efecto activacional). Los cambios permanentes que se
llevan a cabo en los periodos perinatales y posnatales en estructuras y funciones
cerebrales pueden dar lugar a las diferencias en cuanto al numero y la
susceptibilidad a las crisis epilépticas, tanto en humanos como en los modelos
animales (Horn y Buterbaugh, 1986). La mayoria de las investigaciones en torno a
la diferenciacion sexual se centran en estudiar el comportamiento variando la
concentracion de las hormonas en diferentes etapas del desarrollo. Sin embargo,
no se han estudiado los efectos organizacionales del cerebro en la incidencia de

las crisis de ausencia a la fecha.
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La administracion de testosterona en una dosis de 2 mg/Kg reduce
significativamente el nUmero de crisis de ausencia inducidas por pentilenetetrazol
en ratas macho, pero no se obtuvo el mismo efecto en las ratas hembra
(Schwartz-Giblin y cols., 1989). Por otro lado, se ha observado que la testosterona
tiene un doble efecto dependiendo de la dosis y su administracion. Se ha
demostrado que la primera hora después de la administracion de testosterona las
descargas espiga-onda disminuyen en su namero, aumentando en las siguientes
dos horas (van Luijtelaar y cols., 2014). Se ha propuesto que las variaciones en
las concentraciones de esteroides neuroactivos en el suero, afecta la excitacion
neuronal y por ende la ocurrencia de las crisis epilépticas (Herzog y Fowler, 2005).
Por lo que la testosterona como tal, tiene un efecto anticrisis, pero su metabolito
activo, posiblemente el androstanediol, tiene un efecto pro-crisis al ser un fuerte
modulador del receptor GABAA (van Luijtelaar y cols., 2014). Adicionalmente,
estudios en ratas macho castradas de la linea WAG/RIj, un modelo poligénico con
crisis de ausencia, existe un aumento en la incidencia de las descargas espiga-
onda, sugiriendo que la testosterona tiene un efecto protector contra las crisis de
ausencia (Van Luijtelaar y cols., 1996).

3.9 FARMACOTERAPIA EN LAS CRISIS DE AUSENCIA

Los farmacos de eleccion utilizados en la terapéutica de las crisis de ausencia son
la etosuximida, la lamotrigina y el valproato, todos actlan sobre los canales de
Ca*? y sodio, disminuyendo la propagacion de los potenciales de accién en la
corteza cerebral (McNamara, 2007). Es importante resaltar que el mecanismo
principal por medio del cual actia la mayoria de los farmacos en las crisis de
ausencia es a través de la inhibicién de las corrientes de Ca*? tipo T, lo que
muestra la importancia del nucleo reticular talamico en la generacion de las crisis
de ausencia. Sin embargo, no se ha dilucidado a la fecha el rol del GABA en la
fisiopatologia de las crisis de ausencia. La utilizacion de farmacos GABAérgicos

en modelos genéticos de ratas con crisis de ausencia podrian dilucidar parte de su
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fisiopatologia y puede ser el inicio nuevas opciones terapéuticas para este tipo de

epilepsia.

Etosuximida

La etosuximida es un farmaco introducido en 1958 para el tratamiento de las crisis
de ausencia, perteneciente a la familia de las succinimidas, las cuales se
caracterizan por tener un grupo de succinimida (2,5-pirrolidinadiona) en su

estructura (Santavuori, 1983; McNamara, 2007).

La absorcién de etosuximida es casi completa en el tubo digestivo, alcanzando
concentraciones plasmaticas maximas dentro de las primeras tres horas después
de su administracion por via oral. No se fija a las proteinas plasmaticas y la
concentracion en el liquido cefalorraquideo es similar a la plasmética, por lo que
tiene una accion inmediata después de su administracion (McNamara, 2007). La
droga tiene un volumen de distribucién promedio de 0.7 L/Kg de peso. Se elimina
un 25% por via renal, y el restante se metaboliza por via hepatica, siendo su
metabolito principal el hidroxietilo, que es inactivo y eliminandose por la orina

como glucuronato (McNamara, 2007).

La etosuximida reduce hasta en un 40% la amplitud de las corrientes de Ca*? tipo
T o de bajo umbral en las neuronas taldmicas (Coulter y cols., 1989).
Adicionalmente, se ha demostrado que etosuximida reduce la corriente de Ca*? de
tipo T de las neuronas talamicas e inhibe las oscilaciones paroxisticas (Richards y
cols., 2003; Chen y cols., 2011), reduciendo hasta un 70 % la duracién de las
descargas espiga-onda en modelos genéticos de ratas con crisis de ausencia
(Richards y cols., 2003).

Mibefradil
El mibefradil es un derivado tetralol considerado como un bloqueador de los
canales de Ca*? tipo T especifico (Mishra y Hermsmeyer, 1994). Se empled

inicialmente como un farmaco indicado en el tratamiento de la hipertension arterial
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sistémica y para la angina de pecho crénica por su accion vasodilatadora, sin
activacion neurohormonal o accidn inotrépica negativa. Sin embargo, debido las
interacciones farmacocinéticas con otros farmacos metabolizados a través de los
citocromos P-450 3A4 y 2D6 lo han llevado al retiro del mercado y de su uso
clinico (Nakamura y cols., 1999; Martin y cols., 2000; De Paoli y cols., 2002).

El mibefradil se absorbe en forma répida y completa luego de su administracion
por via oral, con una biodisponibilidad de hasta un 70 %, la cual no varia si el
farmaco se administra con los alimentos. Debido a que se metaboliza antes de
alcanzar la circulacion sistémica (efecto de primer paso), la biodisponibilidad del
farmaco disminuye en los tratamientos prolongados. Se une en gran proporcion a
las proteinas plasmaticas (99 %), se metaboliza por hidrélisis (metabolito
alcohdlico) y ademas por oxidacion por accion del citocromo P450. Su eliminacién

es biliar en un 75 % y urinaria en un 25 % (Matrtin y cols., 2000; McNamara, 2007).

Gaboxadol

Gaboxadol (4,5,6,7-tetrahidroisoxazolo (5,4-c) piridin-3-ol o THIP) es un agonista
selectivo para los receptores GABAAa tonicos uniéndose con mayor afinidad a la
subunidad & (Ebert y cols., 1997; Cope, 2005), por lo que favorece el suefio de
ondas lentas en ratas y en humanos (Faulhaber y cols., 1997). Sus niveles
plasmaticos maximos se alcanzan a los 30 minutos después de su administracion
por via oral, eliminandose del plasma de 1.5 a 2 horas, la cual se lleva a cabo por

via renal (Schultz y cols., 1981).

En las crisis de ausencias, la administracion sistémica de gaboxadol aumenta la
duracion de las descargas espiga-onda de manera dependiente de la dosis,
debido un aumento de la inhibicion tonica de los receptores GABAAa en el nucleo
reticular talamico, ademas actua también sobre las neuronas talamo-corticales
(Fariello y Golden, 1987; Cope y cols., 2005).
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Bicuculina

La bicuculina es un alcaloide de isoquinolina antagonista competitivo de los
receptores GABAAa tonicos. Fue identificado inicialmente en 1932 en extractos de
plantas y se ha aislado de la Cucullaria dicentra, la Fungosa adlumia, la
Fumariaceae spp, y la Corydalis spp (Ma y cols., 2014). La administracion de
bicuculina bloquea la accion inhibitoria de los receptores GABAAa, provocando
focos hiperexcitable en el encéfalo semejantes a la epilepsia. En cuanto a las
crisis de ausencia, se ha demostrado que la inhibicion del receptor GABAa por la
bicuculina aumenta los potenciales en rafaga en respuesta a la activacion de los
receptores GABAs (Bal y cols., 1995a; Ma y cols., 2014). La bicuculina tiene una
vida media de 1.6 h posterior a su administracién por via oral. El bloqueo de los
receptores GABAa directamente en las neuronas talamo-corticales en modelos
animales de crisis de ausencia, aumenta la frecuencia de las descargas espiga-
onda en los registros electroencefalograficos (Crunelli y cols., 2012). Lo que

soporta el rol del nacleo reticular del talamo en las crisis de ausencia.

3.10 MODELOS ANIMALES DE LAS CRISIS DE AUSENCIA

La disponibilidad de modelos animales de epilepsia brinda una oportunidad para
investigar sus mecanismos fisiopatolégicos. La comprension de los mecanismos
epileptogénicos proporciona el marco conceptual necesario para la creacion de

nuevas opciones terapéuticas.

Actualmente existen dos tipos de modelos animales de crisis de ausencia: los
inducidos farmacologicamente y los genéticos. Entre los modelos farmacol6gicos
se encuentran los inducidos por la administracion de dosis bajas de
pentilenetetrazol, por la administracion de 5 a 10 mg/Kg de gaboxadol o por la
administracion  sistémica de AY-9944  (1,4-bis-[2-clorobenzilaminometil]-
ciclohexano diclorhidrato), un inhibidor de la biosintesis de colesterol que produce

crisis atipicas de ausencia (Eguibar y Cortés, 2010a).

Pagina |38



3. INTRODUCCION

El hecho de que las crisis de ausencia en humanos se caracterizan por ser
impredecibles y espontaneas, hace que los modelos genéticos sean una
herramienta relevante para el estudio de esta patologia. Existen modelos con este
tipo de epilepsia en ratones donde la mutacion es unigénica (Eguibar y Cortés,
2010a), como:

e Raton letargico: presenta una alteracion en el cromosoma 2, afectando a la
subunidad B4 del canal de Ca*2. El ratbn muestra crisis motoras, descargas
corticales de tipo espiga-onda, ademas de letargo y ataxia (Burgess y cols.,
1997).

e Ratdn Stargazer: presenta una mutacion en el cromosoma 15, que codifica
para la subunidad y2 del canal de Ca*?, que provoca ataxia, cabeceo y
descargas de tipo espiga-onda (Letts y cols., 1998).

e Raton Tottering: presenta una mutacion en el cromosoma 8 codifica para la
subunidad a1 del canal de Ca*?; el animal presenta ataxia, crisis motoras y
descargas espiga-onda (Fletcher y cols., 1996).

e Ratdn Leaner: presenta una mutacién en el cromosoma 8 que codifica para
la subunidad o1 del canal de Ca*?, que ocasiona ataxia severa y descargas
corticales tipo espiga-onda; el animal muere al destete debido a sus
alteraciones del sistema nervioso central (Noebels, 1984).

e Ratdén Mocha: una mutacién en el cromosoma 10 que modifica la subunidad
0 del complejo de involucrado en el transporte intracelular de proteinas
asociadas con el lisosoma. Esta alteracion causa ataxia, sordera,
hiperactividad y descargas corticales espiga-onda (Sarkisian, 2001).

e Ratdén Ducky: presenta una mutacién del cromosoma 8 que codifica para la
subunidad a2/32 del canal de Ca*2. Presenta ataxia, discinesia paroxistica,
alteraciones de la marcha y descargas corticales espiga-onda. Este raton

tiene una sobrevida de tan solo 35 dias (Sarkisian, 2001).

Otros modelos genéticos en roedores con este tipo de epilepsia son aquellos que
poseen mutaciones poligénicas como son: la rata GAERS (de sus siglas en inglés

Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg, Francia; Vergnes y cols., 1982),

Pagina |39



3. INTRODUCCION

la rata WAG/RIj (de sus siglas en inglés Wistar Albino Glaxo/Rijswijk de los Paises
Bajos; van Luijtelaar y Coenen, 1986), la rata “tremor” (del en inglés temblor, de
Kyoto, Japdn; Serikawa y cols., 1987); asi como la rata taiep, del acrénimo
temblor, ataxia, inmovilidad, epilepsia y pardlisis descrita en el Laboratorio de
Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de Fisiologia de la
Benemerita Universidad Autdbnoma de Puebla, en Puebla, México (Holmgren y
cols., 1989; Eguibar y Cortés, 2010b). Los cuatro modelos muestran descargas

espiga-onda bien definida en la corteza cerebral (Figura 14).

Debo resaltar el hecho de que en la mayoria de los modelos genéticos de crisis de
ausencia descritos a la fecha por mutacién en un solo gen o por mutaciones
poligénicas, existen alteraciones en los canales de Ca*?, denotando la importancia

de este canal en la fisiopatologia de este tipo de epilepsia generalizada.
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Figura 14. Patron caracteristico de las descargas espiga-onda durante una crisis de
ausencia en los cuatro modelos en ratas. Descargas espiga-onda en A) una rata GAERS, B)
una rata WAG/RIj, C) una rata tremor y D) una rata taiep. Modificado de Kovéacs y cols., 2014;
Serikawa y cols., 1987; Eguibar y Cortés, 2010b.

La rata Genetic Absence Epilepsy from Strasbourg (GAERS)

La rata GAERS surgio de las observaciones de Vergnes y cols. en 1982 ante
fendbmenos electroclinicos espontaneos y recurrentes en ratas, similar a la
epilepsia del tipo de ausencia en el humano. Posteriormente, se selecciond la

cepa asignandole el nombre en inglés de Genetic Absence Epilepsy Rats from
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Strasbourg (Marescaux y cols., 1992). En esta linea de rata de la cepa Wistar, los
animales presentan crisis generalizadas recurrentes desde los 2 meses de edad
gue se caracterizan por descargas espiga-onda con una frecuencia de 7 a 11 Hz
en el electroencefalograma (Figura 14A), las cuales se acompafan de una
interrupcion del comportamiento, mirada fija y movimientos espasmadicos en las
vibrisas, finalizando bruscamente con un patron electroencefalografico normal

(Vergnes y cols., 1982; Marescaux y cols., 1992).

En este modelo se ha descrito un aumento en la inhibicion mediada por los
receptores GABAA tonicos en las neuronas talamo-corticales del area ventrobasal
del tdlamo, asi como de un aumento de la concentracion de GABA extracelular
debido a una disfuncion en la recaptura de GABA por los astrocitos (Crunelli y
cols., 2012). Adicionalmente, se ha reportado una mutacion homocigética recesiva
en el gen Cav3.2 del canal de Ca*? tipo T en el cromosoma 10g12 y mutaciones

poligénicas en los genes 4, 7 y 8 (Serikawa y cols., 2015).

Las crisis de ausencia en las ratas GAERS tienen un perfil farmacoldgico
caracterizado por incrementar la frecuencia y duracidén de las descargas espiga-
onda con la administracion de agentes pro-inflamatorios inespecificos como lo es
el lipopolisacarido (Kovacs y cols., 2014), antagonistas del receptor para el
glutamato como la carbamazepina (Wallengren y cols., 2005; Liu y cols., 2006),
agonistas de los canales de Ca*? como la oxcarbazepina (Zheng y cols., 2009); y
los agonistas del receptor GABAa como el gaboxadol y el muscimol (Vergnes y
cols., 1984). Por otra parte, en este modelo las crisis de ausencia disminuyen con
la administraciéon de blogueadores de los canales de Ca*? tipo T como la
etosuximida (Dezsi y cols., 2013), o con los blogueadores de los canales de sodio
como el valproato de sodio (EIms y cols., 2013); asi como inhibidores de la GABA-
T como la fenitoina (Gurbanova y cols., 2006). Las crisis de ausencia también
disminuyen tras la administracion de xantinas como la cafeina y la adenosina
(Germé y cols., 2015), y de antagonistas del receptor GABAA como lo es la

bicuculina (Yananli y cols., 2008).
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La rata Wistar Albino Glaxo/Rijswijk (WAG/RIj)

En 1986, al estudiar las caracteristicas del suefo-vigilia en 10 ratas de una cepa
endogamica de la cepa Wistar, van Luijtelaar y Coenen detectaron dos tipos de
descargas espiga-onda. El primer patron de espiga-onda tuvo una frecuencia
principal de 7.5 a 9.5 Hz, con espigas de polaridad positiva y con una duracion de
3 a 4 segundos (Figura 14B), la cual se presentaban tanto en el suefio como en la
etapa de vigilia, acompanandose de pérdida de la conciencia con interrupcion del
comportamiento, similares a las crisis de ausencia tipicas en humanos (Coenen y
Van Luijtelaar, 2003). El segundo patron de espiga-onda tuvo una frecuencia
principal en 8 Hz, con espigas con polaridad negativa y una duracion de un
segundo, producido de forma espontdnea en la corteza cerebral, no
acompafandose de cambios conductuales presentandose casi exclusivamente
durante la etapa de vigilia, similares a las crisis de ausencia atipicas en los seres
humanos (van Luijtelaar y Coenen, 1986; Serikawa y cols., 2015). Las crisis de
ausencia en la rata WAG/RIj se presentan a partir de los 3 a 4 meses de edad y no

muestran diferencias significativas entre los sexos.

Este modelo muestra una disminucion del receptor GABAa fasico en la regién
somatosensitiva de la corteza cerebral debido a una mutacién en la subunidad 2
del receptor, similar a lo reportado en leucocitos de muestras sanguineas de

pacientes con crisis de ausencia (Wallace y cols., 2001; Crunelliy cols., 2012).

Las crisis de ausencia en las ratas WAG/RIj tienen un perfil farmacol6gico
caracterizado por incrementar su frecuencia y duracion de las descargas espiga-
onda con la administracion de agentes pro-inflamatorios inespecificos como lo es
el lipopolisacéarido (Kovacs y cols., 2014), por bloqueadores de canales da Ca*?
tipo L como el nifedipino (Durmus y cols., 2013); o bien por la administracion de
antagonistas de los receptores GABAA y GABAs como lo es el pentilenetetrazol
(Klioueva y cols., 2001). Las crisis de ausencia incrementan también por la
administracion de antagonistas de los receptores D2 empleando al haloperidol
(Citraro y cols., 2015); también la administracién de antidepresivos triciclicos como

la clomipramina (Kovacs y cols., 2010), los adrenérgicos a2 como la clonidina
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(Sitnikova y Luijtelaar, 2005), las hormonas esteroideas como la corticosterona y la
pregnenolona (Citraro y cols., 2006; Tolmacheva y cols., 2012); y los agonistas
opioides como la proencefalina, la proendorfina y la metencefalina (Lason y cols.,
1992). Por otra parte, disminuyendo con la administracion de bloqueadores de los
canales de Ca* tipo T como la etosuximida (Sarkisova, 2011), los blogueadores
de los canales de sodio y Ca* como la lamotrigina (Celikyurt y cols., 2012), los
inhibidores de la GABA-T como la vigabatrina (Russo y cols., 2011), las xantinas
como la teofilina (Ates y cols., 2004), los antagonistas opioides como la naloxona
(Lason y cols., 1992), asi como por los inhibidores de recaptura de serotonina
como es la fluoxetina (Citraro y cols., 2015) y los agonistas de las gonadotropinas

como la menotropina (Samotaeva y cols., 2012).

La rata tremor

La rata tremor es una rata mutante homocigota (tm/tm), que se encontré en una
colonia de ratas Wistar en Kyoto, Japon en 1985, presentando temblor
generalizado a las 2 semanas de edad, desapareciendo gradualmente entre la
sexta y octava semana de edad (Serikawa y cols., 1987, 2015). Adicionalmente,
presenta una marcha tambaleante a partir de las 7 semanas que se intensifica con
la edad. La patologia de la rata es debida a una delecion en el gen para la enzima
aspartoacilasa en el cromosoma 11 de herencia homocigota recesiva, que causa
la acumulacion de acido-N-acetilaspartico en el sistema nervioso central (Kitada y
cols., 2000). La acumulaciéon de &cido-N-acetilaspértico induce neuroexcitacion y
neurodegeneracion con la formacibn de vacuolas acompafiadas de
hipomielinizacion en la protuberancia, el cerebelo, el talamo y la sustancia blanca
de la médula espinal a las 3 semanas de edad, afectando al caudado-putamen,
corteza cerebral e hipotalamo hasta las 12 semanas de edad. Por lo anterior, la
rata tremor se considera un modelo experimental para la enfermedad humana de

Canavan (Kitada y cols., 2000; Serikawa y cols., 2015).

Inicialmente, la rata tremor fue descrita por presentar a las 5 semanas de edad

crisis de ausencia con descargas espiga-onda de 5 a 7 Hz sincronicas y
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generalizadas en la corteza cerebral y el hipocampo acompafiadas de inmovilidad
(Figura 14C; Serikawa y cols., 1987). También se reportaron crisis tonicas con
ondas rapidas de bajo voltaje en el electroencefalograma (Serikawa y cols., 1987,
2015). Ambos tipos de crisis incrementan en nimero con la edad. Se ha reportado
la presencia de las crisis de ausencia en ratas tremor heterocigotas (tm/1), por lo
gue los cambios patolégicos en el sistema nervioso de la rata no son necesarios
para la aparicion de las crisis de ausencia (Higashiguchi y cols., 1991). La
presencia de crisis de ausencia sin la patologia desmielinizante de la rata tremor
se comprob6 al producir en 1987 a la rata SER (de sus siglas en inglés
Spontaneously Epileptic Rat) un doble mutante producto de la cruza de una rata
tremor (tm/tm) con una rata alemana Zitter (zi/zi), un mutante para el gen de la
atractina en el cromosoma 8, la cual, al igual que la rata tremor homocigota,
presenta vacuolas con hipomielinizacion del sistema nervioso central (Serikawa y
cols., 1987, 1991). Por lo que la rata doble mutante SER (tm/1, zi/1) conserva la
epilepsia de la rata tremor y la patologia neuronal de la rata Zitter (Serikawa y
cols., 1987; Higashiguchi y cols., 1991).

En comparacién con las ratas Kyoto:Wistar control, la rata tremor presenta un
peso corporal menor, teniendo una esperanza de vida corta de 20 semanas edad
para los machos y de 18 semanas de edad para las hembras (Serikawa y cols.,
1987).

La rata taiep

La rata taiep es un mutante de mielina que se obtuvo en el Laboratorio de
Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de Fisiologia de la
Benemeérita Universidad Autobnoma de Puebla de manera espontanea durante el
proceso de cruza endogamica estricta (hermana/hermana) para producir una rata

con una alta frecuencia de bostezo espontanea (Holmgren y cols., 1989).

Taiep es el acronimo de los principales signos del sindrome motor progresivo que
le caracterizan: el cual inicia con temblor de 13.3 + 1.2 Hz al destete aumentando

su amplitud y disminuyendo en su frecuencia con la edad hasta 5.7 + 0.6 Hz a los
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tres meses. Después se presenta ataxia locomotora que inicia a los cuatro meses
de vida incrementando el area de apoyo y disminuyendo la velocidad de la marcha
(Eguibar y cols., 2021), posteriormente se presentan episodios de inmovilidad
ténica que inician a los 6.5 meses de edad y los cuales pueden presentarse de
manera espontanea o inducirse al sujetar subitamente a las ratas por la cola o por
el térax (Cortés y cols., 2005). Durante los episodios de inmovilidad los registros
electroencefalograficos son similares al suefio con movimientos oculares rapidos
(MOR) semejante a la narcolepsia con cataplejia (Cortés y cols., 2005; Eguibar y
cols., 2014). Epilepsia tipo crisis de ausencia a partir de los 3 meses en machos y
a los 6 meses en hembras, y paralisis de extremidades posteriores despues de los
15 meses de edad (Holmgren y cols., 1989; Cortés y cols., 2005). La rata taiep
tiene una sobrevida mayor de los 24 meses de edad (Duncan y cols., 2017; Foote
y Blakemore, 2005).

Por lo anterior la rata taiep se ha caracterizado como un modelo de
desmielinizacién por tubulinopatia por hipomielinizacién con atrofia de nucleos
basales y cerebelo (H-ABC; Duncan y cols., 2017; Gardufio-Robles y cols., 2020;
Lopez-Juarez y cols., 2020), narcolepsia con cataplejia (Cortés y cols., 2005;
Eguibar y cols., 2014) y epilepsia del tipo crisis de ausencia (Eguibar y Cortés,

2010a; Cortés y cols., 2022 articulo en revision en Epilepsia).

A. Desmielinizacién debido a la leucodistrofia H-ABC
La rata taiep tiene una hipomielinizacion inicial seguida de una desmielinizacién

progresiva del sistema nervioso central, sin que se afecte el sistema nervioso
periférico (Duncan y cols., 1992; Lunn y cols., 1997). La mutacién produce una
alteracion en los oligodendrocitos, afectando los mecanismos de transporte desde
el reticulo endoplasmico rugoso hacia la porcion Cis del aparato de Golgi (Couve y
cols., 1997). El trastorno induce la disminucion generalizada de las proteinas de la
mielina como son: la proteina basica de mielina (PBM), la proteina proteolipidica
(PPL), la enzima 3’5-nucledtido-ciclico fosfodiesterasa (NCF), la glicoproteina

asociada a la mielina (GAM; Mdller y cols., 1997), asi como una disminucién
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progresiva de los lipidos extraidos de la mielina (Eguibar y cols., 2012). Este

fenotipo se hereda de manera autosémica recesiva (Holmgren y cols., 1989).

En humanos, existe un grupo de enfermedades de la mielina llamadas
leucoencefalopatias, las cuales se dividen en dos grandes grupos: 1) las
adquiridas que agrupan patologias como la esclerosis mudltiple, y las
enfermedades desmielinizantes debidas a traumatismos, neuroinfecciones, toxinas
y enfermedades autoinmunes; y 2) las leucoencefalopatias innatas o
leucodistrofias, que son cualquier trastorno hereditario definido que afecte
principalmente a la sustancia blanca del sistema nervioso central,
independientemente de la afectacidn de los nervios periféricos (Ashrafi y cols.,
2020).

En 1928 se realizo el primer reporte de un trastorno hereditario de la sustancia
blanca parecido a la esclerosis multiple denominada enfermedad de Pelizaeus-
Merzbacher. En ese entonces el conocimiento sobre las leucodistrofias era
limitado, y no fue hasta el inicio del siglo XXI, donde el campo de las
leucodistrofias se convirtid en un area de investigacion en rapida evolucién en la
practica clinica y en la ciencia experimental debido a los nuevos avances en la
imagenologia empleando técnicas como la resonancia magnética (MRI, de sus
siglas en inglés magnetic resonance imaging), y la tomografia por emision de
positrones (PET, de sus siglas en inglés positron emission tomography).
Adicionalmente, estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, de sus
siglas en inglés genome wide association studies), asi como estudios de
modificacion en un solo nucleétido o de grupos de genes han revolucionado el
conocimiento de las enfermedades unigénicas, Sus mecanismos heuro- Yy
fisiopatologicos, permitiendo la identificacion de pacientes con estos trastornos de

la mielina (van der Knaap y Bugiani, 2017; Ashrafi y cols., 2020).

Anteriormente, las leucodistrofias se clasificaban en cuatro grupos: 1) la
enfermedad de Pelizaeus-Marzbacher, 2) la enfermedad de Krabbe, 3) las
leucodistrofias metacromaticas, y 4) las adrenoleucodistrofias (Ashrafi y cols.,

2020; Eguibar y cols., 2021). En la actualidad, con el avance en los métodos
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diagndsticos, se ha podido identificar nuevas patologias hereditarias de la mielina,
por lo que se propuso en el 2017 una nueva clasificacion con base en los
mecanismos fisiopatoldgicos, donde se consideran los trastornos de la mielina, las
astrocitopatias, las leuco-axonopatias, las  microgliopatias y las

leucovasculopatias, como se puede apreciar en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de las leucodistrofias con base en los mecanismos fisiopatolégicos.

Trastornos de la mielina
e  Hipomielinizacion
a. Enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher
b. Neuropatia periférica, hipomielinizacion central con Sindrome de Waardenburg-Hirschsprung
c. Enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher relacionada con la conexina 47 (Cx47)
d. Hipomielinizacion de estructuras tempranamente mielinizadas
e Desmielinizacion
a. Leucodistrofia metacromética
b. Deficiencia multiple de sulfatasa
c. Enfermedad de Krabbe
d. Adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X
e Vacuolizacion de la mielina
Enfermedad mitocondrial con leucoencefalopatia
Fenilcetonuria
Enfermedad de Canavan
Trastornos selectivos del metabolismo de aminoacidos
e. Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth relacionado con la conexina 32 (Cx32)

coop

Astrocitopatias
a. Enfermedad de Alexander
b. Leucoencefalopatia megalencefalica con quistes subcorticales
c. Enfermedad relacionada al canal de cloruro 2 (CIC-2)
d. Enfermedad de la sustancia blanca que desaparece
e. Sindrome de Aicardi-Goutieres
f.  Displasia oculodentodigital
g. Neuropatia axonal gigante

Leuco-axonopatias
a. Hipomielinizacion con atrofia de los nucleos basales y cerebelo (H-ABC)
b. Hipomielinizacién con cataratas congénitas
c. Trastornos degenerativos neuronales de inicio temprano
d. Leucodistrofia relacionada al ARN-polimerasa IlI (Pol I11)
e. Leucoencefalopatia del tallo encefalico y de la médula espinal con lactato elevado
f.  Hipomielinizacion del tallo del encéfalo y la médula espinal con espasticidad de las piernas
g. Neuropatia axonal gigante

Microgliopatias
a. Trastorno relacionado al receptor del factor estimulante de colonias 1 (CSF-1R)
b. Enfermedad de Nasu-Hakola

Leuco-vasculopatias
a. Arteriopatia cerebral autosémica dominante con infartos subcorticales y leucoencefalopatia
b. Arteriopatia cerebral autosémica recesiva con infartos subcorticales y leucoencefalopatia
c. Arteriopatia relacionada con catepsina A con accidentes cerebrovasculares y leucoencefalopatia
d. Angiopatia amiloide cerebral
e. Leucoencefalopatia con calcificaciones y quistes

Modificado de Knaap y Bugiani, 2017
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En los Jdltimos afios, se ha descrito un grupo de enfermedades
neurodegenerativas  altamente  incapacitantes llamadas tubulinopatias,
caracterizadas por la mutacién en alguno de los genes de la alfa, beta o gamma
tubulinas (Bahi-Buisson y cols., 2014). Las tubulinas son un grupo de proteinas
qgue juegan un papel fundamental en el desarrollo del sistema nervioso central, por
lo que diversas mutaciones en las tubulinas se han asociado a microgiria,
lisencefalia, disgiria con alteraciones diversas en la sustancia blanca (vease Tabla
3; Chakraborti y cols., 2016).

Especificamente, la mutacién en el gen de la tubulina B-4A (TUBB4A), una
tubulina que se expresa preferentemente en los oligodendrocitos hasta en un 80%,
y tan solo el 20% en las neuronas, se ha asociado con dos patologias cerebrales:
la distonia-4 o distonia chilladora y la hipomielinizacién con atrofia de los nucleos
basales y el cerebelo (H-ABC; véase Tabla 3; Van der Knaap y cols., 2002; Curiel
y cols., 2017). Sin embargo, la distonia-4 no presenta las alteraciones

caracteristicas en los trastornos desmielinizantes.

Debido al defecto en los microtibulos de los oligodendrocitos por la mutacion que
causa la desmielinizacion, la H-ABC se ha clasificado como una leucodistrofia
leuco-axonopatica (véase Tabla 2), las cuales se caracterizan por una mutacion
que afecta la interaccion glia-axén produciendo desmielinizacion o

hipomielinizacion de los axones neuronales (van der Knaap y Bugiani, 2017).

La H-ABC fue descrita por primera vez en el 2002, los pacientes clinicamente
presentan espasticidad en el 100 % de los casos, disartria en el 93 %, distonia en
un 88%, ataxia en un 87 %, pardlisis espastica el 69 %, coreoatetosis en el 45 %,
disminucién de la agudeza visual o seguimiento visual deficiente en el 27 %,
hipotonia muscular en un 20 %, epilepsia en el 18% de los pacientes, pérdida
auditiva neurosensorial en el 14 %, e inestabilidad de la marcha un 10 % de los
casos (Ferreira y cols., 2014; Curiel y cols., 2017; Romaniello y cols., 2018). Para
el diagnostico se requiere realizar una adecuada historia clinica y una exploracion
neuroldgica exhaustiva, para después correlacionarla con la resonancia magnética

de cerebro, la cual se caracteriza por una disminucién o ausencia en la mielina:
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hiperintensidad en la modalidad T1 e hipointensidad en la modalidad T2. En
estructuras como son el putamen-caudado o el cerebelo se muestra atrofia (Figura
15; Pizzino y cols., 2014; Garduiio-Robles y cols., 2020). Posterior a la
imagenologia es necesario confirmar la patologia con el diagndéstico genético,
reportando la mutacién del gen TUBB4A (Figura 16; Tonduti y cols., 2016; Ashrafi
y cols., 2020).

Tabla 3. Cuadro clinico y hallazgos estructurales por la mutacion de los isotipos de tubulina.

Isotipo
de

tubulina

Cuadro clinico

Hallazgos estructurales

Asperger. trastorno de déficit de atencion Microcefalia, surcos y cisuras irregulares en la
perger, ilensi liosi ’ corteza cerebral, displasia o ausencia de
TUBB2B es.trablsmo, Epriepsia, ~ esColosIS, .retra.so nucleos basales, lisencefalia, agiria, agenesia
psicomotor, parto prematuro, dispraxia, P o '
: X de cuerpo calloso, hipoplasia de tallo cerebral,
sialorrea y ptosis, A ) ;
desorganizacion del tracto corticoespinal.
Retraso psicomotor, estrabismo, hipotonia Microcefalia, microgiria, displasia del vermis
TUBB3 axial, tetraplejia espastica, epilepsia, nistagmo cerebelar, hipoplasia del tallo cerebral,
multidireccional, espasticidad y dispraxia oro- agenesia del cuerpo calloso, fusion e
facial, hipertrofia del ndcleo caudado y putamen,
Espasmos infantiles, descargas epileptiformes Microcefalia, disminucion de la sustancia
pe S gas €epileputo blanca, nlcleos basales globulados e
TUBB2A multifocales, dislalia y abasia, ataxia e . . )
hi P hipertréficos, atrofia de cuerpo calloso e
ipotonia. . - .
hipoplasia del vermis cerebeloso.
Disartria, distonia, ataxia, coreoatetosis,
disminucion de la agudeza o seguimiento Hipomielinizacién con atrofia de nucleos
TUBB4A visuales deficiente, hipotonia muscular, bazales cerebelo. atrofia del cuerno calloso
epilepsia, pérdida auditiva neurosensorial e y ! P )
inestabilidad de la marcha
Retraso  del lenguaje y psico-motor, Mlcrocefalla, ndcleos basales dls_morflcos con
TUBB5 cardiopatias anormalidades en la sustancia blanca y
P ) cuerpo calloso.
Microcefalia, polimicrogiria, sindrome peri-
Epilepsia, retraso psico-motor, atrofia del silviano bilateral, nicleos basales dismérficos,
TUBA1A LA - - ;
nervio éptico. hipoplasia del vermis cerebeloso y del tallo
cerebral.
Microcefalia, hipoplasia del nervio optico,
Epilepsia  tonico-clénica del neonato e ausencia de cuerpo calloso, hipoplasia del
TUBAS b . o A
hipotonia. tallo cerebral con pérdida de la demarcacion
ponto-medular.
Signos de lesion de la neurona motora
TUBA4A superior e inferior, esclerosis lateral Atrofia de la medula espinal.
amiotroéfica (ELA)
TUBA3E Retraso global del desarrollo. Microlisencefalia.
TUBG1 No reportado Q/Ia:ﬁ(r)gl(ljsencefaha, hipoplasia del cuerpo

Modificado de Chakraborti y cols., 2016.
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El uso de la imagen por resonancia magnética ha favorecido una descripcion
detallada de diversas alteraciones que se caracterizan por hipomielinizacion
central asociado a procesos des- o dis- mielinizantes y correlacionados con
diversas enfermedades neurolégicas. Muchas de ellas es posible determinar si
son mutaciones de novo o establecer su patrén de herencia genética. Los estudios
de asociacion de genoma completo (GWAS) y los de mutaciones de un solo
nucledtido han permitido correlacionar los cuadros neurolégicos, las
caracteristicas en la neuroimagen evaluados por resonancia magnética con una
diversidad de mutaciones genéticas que afectan distintas estructuras, vias

metabdlicas, componentes celulares y/o el acido ribonucleico mitocondrial.

Corte transversal Corte sagital
T1 T2 T2

Sin patologia

Con H-ABC

Figura 15. Imagen por resonancia magnética (MRI) de pacientes con H-ABC. En A) se observa
una MRI de transversal cerebro en la modalidad T1 y en B) en T2, y en C) una MRI sagital de
cerebro en modalidad T2 de un paciente sin patologia neuronal. En D) se observa una MRI
modalidad T1 y en E) modalidad T2 de un paciente de 6 afios con H-ABC. Note el aumento de la
hiperintensidad en la modalidad T1 y de la hipointensidad en T2 en el nicleo caudado y putamen
(flecha roja) que indica una hipomielinizacion. Puede apreciarse la intensidad del tdlamo que no
esta desmielinizado en ambas imagenes (*). F) MRI de cerebro corte sagital en modalidad T2 de
un paciente de 30 afios de edad con H-ABC, observe la clara atrofia del cerebelo (flecha blanca).
Modificado de Tonduti y cols., 2015.
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Hasta la fecha, se han encontrado mas de 40 mutaciones de la TUBB4A en
pacientes con H-ABC (Chakraborti y cols., 2016). La mutacion en p.Asp249Asn es
la mas comun entre todas ellas, con una prevalencia aproximada del 60%, siendo
también la mutacién que nuestro grupo identifico en el primer paciente mexicano
diagnosticado con H-ABC en el estado de Chiapas (Garduno-Robles y cols., 2020;
Lopez-Juarez y cols., 2020). Las leucodistrofias siguen siendo dificiles de
diagnosticar y mas aun para enfermedades esporadicas como lo es la H-ABC que
aun no son muy familiares para los clinicos. Las caracteristicas de H-ABC que se
encuentran en las imagenes de resonancia magnética junto con los signos clinicos
dan una fuerte indicacién de la enfermedad, pero el diagnéstico definitivo solo
puede proporcionarse mediante el analisis genético (Figura 16; Ashrafi y cols.,
2019). La necesidad del estudio genético para la confirmacion es un obstaculo en
paises de bajos ingresos y por tanto la poblacion real de pacientes afectados por
H-ABC puede ser mayor. De acuerdo con la Fundacion para la lucha contra H-
ABC, hasta el 2019 se contaban con aproximadamente 200 casos diagnosticados
con esta enfermedad, y se espera que el nimero vaya en incremento conforme se

conozca mas de la patologia (Fundation to fight H-ABC, 2022).

Atencion primaria:
Historia clinica
Exploracién neuroldgicay sistémica
Estudios de imagen [resonancia magnética de cerebro)

Diagnostico de un frastorno o

grupo de trastornos Sin diagnostico
homogéneos
Realizar pruebas confirmatorias: Pruebas adicionales:
Pruebas metabdlicas Pruebas metabdlicas
Electromiografia y neuroconduccién Electromiografiay neuroconduccion
Consulta oftalmolégica Consulta oftalmolégica

Panel genéticoy consulta en Consulta en medicina
medicina genémica gendémica
‘ 1
Diagnéstico del frastorno
Secuenciar atodala familia

Figura 16. Enfoque préactico para el diagnéstico de trastornos hereditarios de la sustancia
blanca. Los pacientes con trastornos neurolégicos los cuales se sospeche enfermedad hipo- o
desmielinizante por clinica e imagen por resonancia magnética o aquellos sin un diagnéstico claro
se les debe practicar pruebas metabolicas y electrofisioldgicas. Adicionalmente, confirmar el
diagnéstico de leucodistrofia por diagnostico genético. Una vez diagnosticadas se debe secuenciar
a la familia. Tomado de Ashrafi y cols., 2019.
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Recientemente, se ha mostrado que las ratas taiep tienen una mutacion puntual
en el gen TUBB4A en el cromosoma 9 (Garduiio-Robles y cols., 2020), que causa
la anomalia distintiva de la rata con la acumulacién progresiva de microtabulos en
todo el cuerpo celular de los oligodendrocitos, principalmente en regiones donde la
mielinizacibn se mantiene activa, mostrando microtubulos que aumentan
inicialmente de forma dispersa por todo el citoplasma, y posteriormente con una
predisposicion a alinearse a lo largo de la envoltura nuclear externa y del reticulo
endoplasmico rugoso desplazando a los ribosomas. Incluso se ha reportado
microtubulos en exceso rodeando a los axones mielinizados (Duncan y cols.,
2017; Garduio-Robles y cols., 2020; Figura 17).

Fisiologicamente, los axones de las neuronas del sistema nervioso central estan
rodeados por el citoplasma de los oligodendrocitos. Los enrollamientos del
citoplasma de los oligodendrocitos forman las curvaturas laterales, las cuales se
anclan al axén por medio de las bandas transversales en la region paranodal
(Hanig y Negi, 2018; Figura 18). En la rata taiep el acumulo de microtubulos en los
procesos oligodendrociticos causa la organizacibn anormal de la mielina en los
axones produciendo un perfil descompactado de la vaina de mielina (Krsulovic y
cols., 1999; Figura 19).

Adicionalmente, en la rata taiep las imagenes por resonancia magnética de
cerebro de 7 Teslas en la modalidad T2 muestran que el cuerpo calloso es mas
delgado, la capsula interna no es visible y existe atrofia del caudado-putamen que
se observan mal definidos en la imagen, asociado a un cerebelo con atrofia

(Gardufio-Robles y cols., 2020, Alata y cols., 2021; véase Figura 20).

Los signos patolégicos, los cambios histomorfolégicos y por resonancia
magnética, asi como la mutacién puntual del gen TUBB4A, confirman que la rata
taiep es un modelo valido para el estudio de la leucodistrofia por hipomielinizacion
y atrofia de nucleos basales y cerebelo (H-ABC) humana.
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Figura 17. Microscopia electrénica de la médula espinal de una rata taiep. A) Los
oligodendrocitos de la rata taiep contienen microtibulos densamente empaquetados y, a menudo,
estan presentes en matrices asociadas al reticulo endoplasmatico rugoso (flechas). B) A mayor
aumento, los detalles de estas matrices de reticulo endoplasmatico rugoso se pueden ver con
microtUbulos alineados a su largo. C) Los microtubulos (flechas) pueden desplazar a los ribosomas
del reticulo endoplasmaético (*). D) Los microtibulos también estan alineados a lo largo de la pared
nuclear externa (flechas). E) Los procesos oligodendrociticos frecuentemente se encuentran con
colecciones de microtubulos (flechas) alrededor de los axones de las neuronas. Note la diferencia
de la densidad de microtdbulos en los axones neuronales y de los procesos oligodendrociticos.
Tomado de Duncan y cols., 2017.
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Figura 18. Estructura de la vaina de mielina en axones del sistema nervioso central. Los

axones de las neuronas del sistema nervioso central estan rodeados por un tubo de citoplasma de

los oligodendrocitos. Los enrollamientos del citoplasma de los oligodendrocitos forman las

curvaturas laterales, las cuales se anclan al axén por medio de las bandas transversales en la

region paranodal. Tomado de Hanig y Negi, 2018.
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Figura 19. Microscopia electrénica de axones mielinizados del nervio dptico. A) Corte
transversal de un axén mielinizado del nervio Optico de una rata Sprague Dawley como control.
Obsérvese la organizacion de la mielina alrededor del axén (flecha). B) Corte transversal de
axones mielinizados del nervio 6ptico de la rata taiep donde se muestra una alta infiltracion de
microtibulos en los procesos de los oligodendrocitos (flecha), asi como perfiles de mielina
descompactados (asterisco). C) Corte transversal de un axén mielinizado del nervio 6ptico de una
rata Sprague Dawley de 12 meses de edad. D) En la rata taiep los axones estan desmielinizados.
Barras a una escala = 0.25 um. Tomado de Krsulovic y cols., 1999.
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Figura 20. Imagen de cerebro por resonancia magnética de 7 Teslas modalidad T2. A) Cortes
coronales de cerebros de ratas Sprague-Dawley (SD) y ratas taiep a las edades de 1, 2 y 8 meses.
A cualquier edad es posible discriminar el cuerpo calloso (cc), el caudado-putamen (cp) del globo
palido (g) y la capsula interna (*) en ratas SD, mientras que en la rata taiep dichas estructuras son
indistinguibles. B) Cortes sagitales de cerebros de ratas SD y taiep. Se observa en la rata taiep un
cerebelo hipointenso con atrofia difusa, comparado con la rata SD que muestra hiperintensidad en
la materia blanca (flecha), en el recuadro amarillo se observa un acercamiento del cerebelo de
ambas ratas a los 8 meses de edad. Tomado de Garduno-Robles y cols., 2020.

Es importante mencionar que recientemente se reportd un ratbn mutante del gen
TUBB-4A (knock-in), el cual replicé los signos neurolégicos de H-ABC, sin
embargo, tuvo una esperanza de vida de solo tan 40 dias (Sase y cols., 2020); lo
que hace a la rata taiep el primer y Gnico modelo para el estudio de esta
enfermedad, contando con una esperanza de vida hasta de 18 a 24 meses, que es

igual a una rata sin la patologia desmielinizante (Tabla 4; Eguibar y cols., 2021).

B. Epilepsia del tipo crisis de ausencia
Estudios electroencefalograficos previos muestran que las ratas taiep tienen

descargas corticales con patrones tipo espiga-onda de frecuencias de 4 a 8 Hz,
semejantes a las que se presentan en las crisis de ausencia (Eguibar y Cortés,
2010b; Eguibar y cols., 2014; Cortés y cols., 2022). Adicionalmente, existe un

incremento en la frecuencia y duracion de las crisis de ausencia en la fase de luz
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del ciclo circadiano, siendo evidente en ratas macho a partir del mes de edad
(Cortés y cols., 2022, sometido a consideracion editorial), y en las ratas hembra
hasta los 6 meses de edad teniendo un pico entre los 8 y 9 meses de edad (Cortés

y cols., 2022, sometido a consideracion editorial).

Las crisis de ausencia en la rata taiep tienen un perfil farmacolégico semejante a
la de otros modelos genéticos de crisis de ausencias y la epilepsia de ausencia
humana, en las cuales se han descrito que disminuyen por la administracion de
etosuximida, un blogueador de los canales de Ca*? tipo T (Callejas, 2009); por la
lamotrigina, un blogueador de los canales de Na* y Ca*? (Corona, 2012); por el
valproato de sodio un bloqueador de los canales de sodio (Cortés y cols., 2022,
manuscrito en preparacion); por bloqueadores del canal de los Ca*? e inhibidores
de la recaptura del GABA como son la gabapentina y la pregabalina (lbarra-
Hernandez, 2018); o por la bicuculina, un antagonista especifico del receptor
GABAAa tonico (Ibarra-Hernandez, 2018). Las crisis son exacerbadas por la
administracion sistémica de pentilenetetrazol, un antagonista de los receptores
GABAA y GABAs (Cortés y cols., 2022, manuscrito en preparacién), o por el
gaboxadol un agonista especifico para el receptor GABAa (Ibarra-Hernandez,
2018).

Tabla 4. Modelos animales de desmielinizacion.

Modelo Gen afectado Neuropatologia Longevidad Ent:‘ermedad
umana
Raton jimpy Proteina proteolipidical  Dismielinizacién 21 dias PMD
Raton shiverer MBP Dismielinizacién 120 dias —

p . . Desmielinizacion ; Enfermedad
Raton twitcher Galactocerebrosidasa (SNC, SNP) 35-45 dias de Krabbe
rl?]?;ﬁncgeﬂmente de Proteina proteolipidical  Dismielinizacion 21 dias PMD
Rata shaker Long MBP Dlsmlgllnl_zaC|_qn y 6-9 meses _

Evans desmielinizacién

Rata tremor Aspartoacetilasa Vacuc_)la_s con 12 meses Enfermedad
desmielinizacién de Canavan

Rata taiep TUBB4A FIRMEITZEEENT o e H-ABC

desmielinizacion
Perro Shaking Proteina proteolipidica 1 ~ Dismielinizacion 23-24 dias PMD

PMD: Enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher; MBP: Proteina basica de la mielina; H-ABC:
Hipomielinizacion con atrofia de nucleos basales y cerebelo; SNC: sistema nervioso central; SNP: sistema
nervioso periférico.

Tomado de Eguibar y cols., 2021
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El perfil farmacolégico de las crisis de ausencia de la rata taiep junto con las
caracteristicas electroencefalograficas de descargas espiga-onda mientras que el
animal permanece inmovil, ofrece a la rata taiep una fuerte validez predictiva
(farmacoldgica) y aparente (signos clinicos) con la epilepsia del tipo de las crisis
de ausencia humana que permite una exploracion precisa de la fisiopatologia de

esta forma de epilepsia y para probar nuevas opciones terapéuticas.

Aun se desconoce las causas de la epilepsia de ausencia en la rata taiep, sin
embargo, es importante mencionar que se ha reportado en las ratas WAG/RIj y
GAERS la reduccion en la anisotropia fraccional por tractografia de resonancia
magnética en el cuerpo calloso en las fibras que interconectan la corteza
somatosensitiva facial entre ambos hemisferios, esta disminucion se interpreta
como la disminucion en la densidad de las fibras o en la mielinizacion de los
axones (Chahboune y cols., 2009); Datos similares se han descrito en pacientes
pediatricos con epilepsia del tipo de las crisis de ausencias con cambios en el
cuerpo calloso y en la distribucién asimétrica de los tractos de las fibras anteriores
(Liang y cols., 2016). Adicionalmente, la presencia de crisis de ausencia en la rata
homocigota tremor donde se han reportado hallazgos similares (Serikawa y cols.,
1987). En este mismo contexto, pero en humanos, hay un reporte de caso de una
paciente pediatrica de seis afios diagnosticada desde el nacimiento con
leucodistrofia, una patologia desmielinizante, y que posteriormente se acompafio
de crisis de ausencia (Dweikat y cols., 2014). Por lo tanto, esta claro que la
desmielinizacion estad asociada a la expresion de las crisis de ausencia, y que
probablemente en la rata taiep las crisis de ausencia se deban a la afectacion del
circuito tdlamo-cortical por la patologia desmielinizante subyacente, como se ha
propuesto en el ser humano y en los otros modelos animales (Chahboune y cols.,
2009). Estos resultados muestran que las ratas taiep son un modelo adecuado

para el estudio de las crisis de ausencia.
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Estudios electroencefalograficos realizados en la rata taiep han mostrado que
presentan actividad cortical espiga-onda, las cuales se presentan en todos los
canales corticales con una propagacion rostro-caudal. Este patron de descargas
fueron caracterizadas posteriormente por Eguibar y Cortés (2010b), como
descargas corticales con un patrén espiga-onda con un rango de frecuencias de 4
a 8 Hz al mismo tiempo que la rata permanece conductualmente quieta,
semejantes a las que se presentan en las crisis de ausencia en humanos y en los
modelos genéticos de este tipo de epilepsia, como son las ratas GAERS vy
WAG/RIj (Vergnes y cols., 1982; van Luijtelaar y Coenen, 1986; Posner, 2013).

Aun desconocemos la fisiopatologia de las crisis de ausencia en la rata taiep. Sin
embargo, se ha reportado que en ratas neonatas taiep un estimulo sincrono en las
raices dorsales en la médula espinal lumbo-sacra, asi como en las colaterales de
Schaffer se producen varios potenciales postsinapticos excitatorios asincrénicos
en las motoneuronas o en las neuronas piramidales de la region CA1l del
hipocampo (Bonansco y cols., 2004, 2007; Fuenzalida y cols., 2009). Por lo que es
razonable proponer la existencia de una alteracion en la transmisién de impulsos
sincrénicos en el circuito tdlamo-cortical que eviten la reverberacion de este
ensamblaje neuronal, tal como se propuso en el hipocampo (Fuenzalida y cols.,
2009). La asincronia en los impulsos nerviosos también se ha propuesto como
base de la alteracion en la morfologia y en el retraso de las ondas en los
potenciales provocados auditivos (Roncagliolo y cols., 2000) o en el nervio 6ptico
in vitro lo que altera el potencial de accion completo (Roncagliolo y cols., 2006).

En diversos estudios en el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control
Motor del Instituto de Fisiologia han mostrado que las descargas espiga-onda en
la rata taiep tienen un perfil farmacologico similar al el de las crisis de ausencia en
humanos y de los modelos animales (Corona, 2012; Ibarra-Hernandez, 2018;
Castillo, 2018), lo que implica que los mecanismos de generacion y mantenimiento
de las descargas espiga-onda en la rata taiep son similares a la de los otros

modelos de crisis de ausencia.
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Adicionalmente, hemos mostrado que en la rata taiep la administracion sistémica
de un agonista especifico del receptor GABAaA, como es el gaboxadol, exacerba
las crisis de ausencia y que la administracion sistémica de un antagonista
especifico del receptor GABAAa, la bicuculina las disminuye (Ibarra-Hernandez,
2018). Estos efectos pueden deberse a que el gaboxadol incrementa la inhibicién
GABAA tdnica sobre las neuronas talamo-corticales, disminuyendo de esta forma
la informacion aferente hacia la corteza somatosensitiva. Mientras que la
bicuculina bloquea la inhibicion GABAA facilitando la entrada de informacién a la
corteza somatosensitiva. Por lo que el receptor GABAAa parece jugar un rol clave
en la fisiopatologia de las crisis de ausencia en la rata taiep impactando
principalmente la frecuencia y la duracion de las descargas espiga-onda (Ibarra-
Hernandez, 2018).

5. JUSTIFICACION

Actualmente, las crisis de ausencia son consideradas por la Liga Internacional
contra la Epilepsia como un problema de salud publica, por su alta prevalencia en
la edad pediatrica, afectando cerca del 10 % de los pacientes pediatricos con
epilepsia, y debido a su alto porcentaje de crisis farmacorresistentes que alcanza
hasta un tercio de los pacientes (Posner, 2015; Fisher y cols.,2017).

Las hipétesis recientes y los estudios electroencefalograficos muestran que, si
bien se conoce que el generador de las crisis en la regidon peri-oral de la corteza
somatosensitiva, aun se desconocen los mecanismos que sustentan las
descargas espiga-onda, probablemente residiendo en la actividad del ensamble
talamo-cortical. Con base en lo antes expuesto, siendo el tdlamo el que
desempeiia un papel en el mantenimiento y la sincronizacion de las crisis de
ausencia, y dado que las neuronas GABAérgicas del nucleo reticular talamico son
las que participan activamente en las descargas espiga-onda que se evallan en la
corteza cerebral mediante electroencefalografia, las cuales deben caracterizarse

en cuanto a la edad, dimorfismo sexual y patron de descarga.
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La disponibilidad de la rata taiep en nuestro laboratorio como un modelo genético
de crisis de ausencia, nos otorga la oportunidad para investigar los mecanismos
fisiopatoldgicos y evaluar mejores opciones de tratamiento farmacoldgico en este
tipo de epilepsia. Adicionalmente, existen pocos estudios en los que se observe de
manera clara la importancia que tienen las hormonas sexuales esteroides sobre
las crisis de ausencia. Especificamente en modelos animales existen muchas
variantes con respecto a los resultados. El dimorfismo sexual que presenta la rata
taiep nos brinda una oportunidad Unica para investigar la importancia de las
hormonas sexuales tanto masculinas como femeninas en la incidencia de crisis de
ausencia, dado que se ha reportado la dependencia de las variables fisioldgicas
como son el ciclo estral, la maduracién y el declive sexual. Aunado a la
manipulacion farmacolégica selectiva de estructuras del circuito tdlamo-cortical
especificas que permiten estudiar este circuito durante la generacién de las
descargas espiga-onda. Por lo que, el objetivo del presente trabajo es el de
describir la evolucion de las crisis de ausencia en la rata taiep en ambos sexos y
en diferentes edades, asi como el de estudiar la participacion del nucleo reticular
talamico en la generacion de las crisis de ausencia en ratas macho taiep adultas

(6 meses de edad).

6. HIPOTESIS

H1: La epilepsia del tipo crisis de ausencia en la rata taiep incrementa con la edad,
predominando en machos debido a los efectos organizacionales de la
testosterona.

H2: El nucleo reticular del tAlamo participa en la generacién de las descargas
espiga-onda en la rata taiep macho adulta, presentando mayores concentraciones
de la enzima glutamato descarboxilasa o de los receptores GABAa en el talamo

comparado con las ratas control Sprague-Dawley.
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7.1 OBJETIVO GENERAL

Describir las crisis de ausencia en ratas taiep machos y hembras a lo largo de un
afo de vida y el rol de los andrégenos testiculares. Analizar de manera simultdnea
las descargas espiga-onda corticales y el potencial de campo en el nucleo reticular
talamico en ratas macho de 6 meses de edad y el rol del receptor GABAA y de los

canales de Ca*? tipo T en el circuito tAlamo-cortical durante las crisis de ausencia.

7.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la frecuencia y duracién de las crisis de ausencia, la latencia
para que se presente la primera crisis, asi como el espectro de potencia
durante el primer afo de vida de ratas taiep macho y hembras.

2. Analizar el efecto de la orquiectomia a edad neonatal y a edad adulta en la
frecuencia y duracién de las crisis de ausencia, asi como la latencia para la
primera crisis en ratas taiep macho de 3 meses de edad.

3. Establecer la frecuencia y duracion de las crisis de ausencia, la latencia
para que se presente la primera crisis, el espectro de potencia y la
coherencia cerebral entre el nacleo reticular talamico y la corteza cerebral
durante las descargas espiga-onda en ratas taiep macho de 6 meses de
edad.

4. Sefalar el efecto de la administracion de las dosis de 25, 50 y 100 pg/uL de
etosuximida administrada en el nucleo reticular talamico sobre la frecuencia
y duracion de cada crisis de ausencia; asi como la latencia para que se
presente la primera crisis, el espectro de potencia y la coherencia cerebral
entre el nucleo reticular talamico y la corteza cerebral durante las descargas
espiga-onda en ratas taiep macho de 6 meses de edad.

5. Definir el efecto de la administracion de 1, 2 y 4 pug/uL de mibefradil en el
nacleo reticular talamico en la frecuencia y duracion de cada crisis de

ausencia, ademas de la latencia para que se presente la primera crisis, el
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espectro de potencia y la coherencia cerebral entre el nucleo reticular
talamico y la corteza cerebral frontal durante las descargas espiga-onda en
ratas taiep macho de 6 meses de edad.

Evaluar el efecto de la administracion de 7.5, 15 y 30 ug/uL de gaboxadol
en el ndcleo reticular talamico en la frecuencia y duracion de cada crisis de
ausencia, determinando ademas la latencia para que se presente la primera
crisis, el espectro de potencia y la coherencia cerebral entre el ndcleo
reticular talamico y la corteza cerebral frontal durante las descargas espiga-
onda en ratas taiep de 6 meses de edad.

Especificar el efecto de la administracion de 50, 100 y 200 ng/uL de
bicuculina en el nucleo reticular taldmico en la frecuencia y duracion de
cada crisis de ausencia, asi como la latencia para que se presente la
primera crisis, el espectro de potencia y la coherencia cerebral entre el
nacleo reticular taldmico y la corteza cerebral frontal durante las descargas
espiga-onda en ratas taiep macho de 6 meses de edad.

Identificar la expresion de las enzimas glutamato descarboxilasa 65 (GAD-
65) y del glutamato descarboxilasa 67 (GAD-67) en los talamos y la corteza
somatosensitiva de la rata taiep y compararla con las ratas control Sprague-
Dawley adultas.

Indicar la expresion de los receptores GABAA en los talamos y la corteza
somatosensitiva de ratas taiep y compararla con las ratas control Sprague-

Dawley de 6 meses de edad.

8. METODOLOGIA

8.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales se mantuvieron bajo condiciones estandar de bioterio, con un ciclo

luz-oscuridad de 12:12, con encendido de luces a las 0700, temperatura

controlada de 22 + 2 °C y humedad relativa de 30 al 45 %. Los sujetos se

mantienen en jaulas colectivas de acrilico transparente de 40 cm de alto, 30 cm de
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ancho y 45 cm de largo, con dos a tres animales por jaula, con cambio de viruta de
madera presurizada (Aspen chip, Nepco, Estados Unidos de Norteamérica) tres
veces por semana. Los sujetos tuvieron libre acceso a alimento balanceado para
roedores (Purina Mills 5012, Estados Unidos de Norteameérica) y agua purificada
Ciel™ (Coca-Cola Co. México). Todos los procedimientos se realizaron siguiendo
los cddigos y leyes de la Norma Oficial Mexicana 062 para el cuidado y manejo de
los animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) que son concordantes con los
del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica (NIH de
sus siglas en inglés; National Research Council Committee for the Update of the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 2011), y bajo la estricta
supervision del Médico Veterinario y Zootecnista certificado Omar Isidro
Maldonado. El protocolo experimental fue sometido para su valoracion por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de la
Benemeérita Universidad Autébnoma de Puebla (CICUAL-BUAP) a favor de la Dra.

Ma. del Carmen Cortés Sanchez.

8.2 GRUPOS EXPERIMENTALES PARA EL ANALISIS DE LAS CRISIS DE AUSENCIA POR EDAD

Y SEXO

Los sujetos fueron ratas taiep macho y hembra de 3, 6, 9 y 12 meses de edad (n =
6 por grupo de edad y sexo). Se formaron grupos de acuerdo con la edad y el
sexo. A cada sujeto se les realizé un registro electroencefalografico de 24 horas
de duracién sincronizado con una videograbacion realizada con una camara

marca Sony Hanycam modelo DCR-TVR260, Japén.

8.3 GRUPOS EXPERIMENTALES PARA EL ANALISIS DE LAS CRISIS DE AUSENCIA EN RATAS

ORQUIECTOMIZADAS

Se emplearon ratas macho taiep las cuales se dividieron en tres grupos (n = 6), un
grupo control sin orquiectomia: adultos sin orquiectomia; un grupo con

orquiectomia a los 2 dias postnatales: orquiectomia neonata; y un grupo con
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orquiectomia a los 3 meses de edad: orquiectomia adulta. Los sujetos de los tres
grupos se les realizo a los 3 meses de edad un registro electroencefalogréafico de
24 horas de duracion sincronizado a una videograbacion con una camara marca

Sony Hanycam modelo DCR-TVR260, Japon (véase Figura 21).

A) Control
Nacimiento 21 DPN 90 DPN

Registro de EEG

‘ ‘ Recuperacién Habituacién
‘ ‘ (5 dias) (3 dias) (24h)

Destete Colocacion

elec:’rzdos
B) Orquiectomia neonata
Nacimiento 2 ppPN 21DPN  90DPN

‘ ‘ ‘ Recuperacion Habituacion Registro de EEG
] | - (e (2a)

Orquiectomia Destete C°|°g:ci6n

electrodos

C) Orquiectomia adulta
Nacimiento 21DPN 90 DPN

‘ ‘ Recuperacion Recuperacion Habituacion REgiStI'D de EEG
‘ ‘ (5 dias) (5 dias) (3 dias) (24h)

Destete C°'°§a°i6“ Orquiectomia
e

electrodos

Figura 21. Metodologia para los grupos experimentales con orquiectomia. Se emplearon ratas
macho taiep las cuales se dividieron en 3 grupos: A) grupo control sin orquiectomia, B) grupo con
orquiectomia a los 2 dias postnatales (DPN), y un C) grupo con orquiectomia a edad adulta. Los
tres grupos se les realizo un registro electroencefalografico de 24 horas de duracion a los 3 meses
de edad.

8.4 GRUPOS EXPERIMENTALES PARA EL ANALISIS DEL NUCLEO RETICULAR DEL TALAMO

Los sujetos fueron ratas macho taiep de 6 a 7 meses de edad (n = 6). Se formaron
cuatro grupos como se muestra en el diagrama de la Figura 22. Los farmacos se
administraron por via intracraneal mediante una canula de acero inoxidable de
0.24 mm de diametro interior, y con 0.46 mm de diametro exterior dirigida a cada
nacleo reticular talamico rostral mediante una jeringa analitica de 5 uL (marca

Hamilton, California, EUA), utilizando como vehiculo solucién fisiolégica (cloruro
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de sodio al 0.9 %), ajustando la concentracion a un volumen final de 1 uL, y
administrandose a una velocidad de 1 uL por minuto. A cada grupo se les realizo
un registro electroencefalogréafico control, y tres registros con dosis crecientes de
cada farmaco administrados con intervalos de 48 h entre las dosis. Los registros
duraron 8 h y fueron sincronizados a una videograbacion con una camara marca
Sony Hanycam modelo DCR-TVR260, Japon.

Recuperacion (5 dias)
+
Habituacion (3 dias)

Implante de
electrodos

50pg/pl | 100 pg/uL
§ Vehiculo 1 pg/ul 2 pg/ul 4 pngful
S T
G Vehiculo 7.5 pg/ul | 15 pg/pl i 30pg/uL
Bicuculina Vehiculo i 50 ng/pl | 100ng/ul | 200 ng/pL

Figura 22. Metodologia para el registro EEG y grupos experimentales. Se emplearon ratas
macho taiep adultas. Se formaron cuatro grupos experimentales (n = 6). Mediante cirugia
estereotaxica se les implantdé un electrodo profundo y una canula en el nicleo reticular talamico
rostral, asi como electrodos en la corteza cerebral, los mlsculos de la nuca y en la 6rbita del ojo
izquierdo. Se les administrara etosuximida (25, 50 y 100 pg/uL), mibefradil (1, 2 y 4 pg/ul),
gaboxadol (7.5, 15 y 30 pg/uL) y bicuculina (50, 100, 200 ng/uL). Posteriormente se realizaron
cuatro registros electroencefalograficos de 8 h con videograbacion: uno control, y tres registros con
dosis crecientes de cada farmaco administrados cada 48 h.

8.5 IMPLANTE DE LOS ELECTRODOS Y DE LA CANULA INTRACEREBRAL

Previa anestesia con 75 mg/Kg de ketamina (Anesket, Pisa) y 5 mg/Kg xilacina
(Cheminova, México), los sujetos se montaron en un aparato estereotaxico tipo
Kopf (Stoelting Co. Estados Unidos de América) en condiciones de asepsia y
antisepsia empleando yodopovidona al 10% (Isodine™, Boehringer Ingelheim
Promeco, S.A. DE C.V. México). Se realiz6 una incision media a lo largo del
craneo con un porta-bisturi nUmero 4 y hoja de bisturi nimero 20, se removio el
periostio con una legra y se controlé el sangrado de los huesos del craneo
mediante peroxido de hidrégeno y cera para hueso (Ethicon® Inc, Johnson &
Johnson Medtech, Escocia).
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Se implantd un electrodo bipolar a profundidad de platino trenzado recubierto de
teflon en el ndcleo reticular talamico rostral derecho, las coordenadas se
obtuvieron del atlas de Paxinos y Watson (2007), siendo los ejes AP: -1.64 mm,
ML: -1.64 mm, DV: -6 mm empleando la sutura bregma como referencia
estereotéxica. Adicionalmente, a los sujetos a los que se les administraron los
farmacos en el nucleo reticular del tAlamo se les coloco dos céanulas de acero
inoxidable dirigidas a cada ndcleo reticular talamico rostral, una con los ejes AP: -
6.6 mm, ML: -1.64 mm, DV: -7.8 mm con una inclinacion AP de 35°, y otra canula
con los ejes AP: -1.64 mm, ML: +2.7 mm, DV: 6.1 mm con una inclinacion ML de
10°.

Posteriormente, se realizaron trépanos mediante un motor de alta velocidad
(Sanelec Santul, modelo STP-MOTO-A, México) para anclar tres electrodos de
tornillo de acero inoxidable, a nivel de las cortezas cerebral frontal derecha e
izquierda y occipital izquierda. Se implantaron dos electrodos de nicromio en los
musculos de la nuca para el registro del electromiograma (EMG) y otro electrodo
de nicromio implantado en la orbita derecha para registrar la actividad ocular
(EOG). Todos los electrodos se unieron a un conector de seis polos y se fijaron al

craneo con acrilico dental (mdc dental México; véase Figura 23).

Después de la cirugia, los animales se mantuvieron con antibioticoterapia
mediante la administraciéon de 16 mg/Kg de clorhidrato de lincomicina y 32 mg/Kg
de espectinomicina sulfato (Five-Lincopectin, Fivevent, México), y analgesia con 2
mg/Kg de flunixin meglumina (Napzin® Pisa, México) durante tres dias por via
subcutanea (s.c.) en la regién dorsal del cuello.
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A | Canulas de acero ‘ B

al NRT
Electrodo Implante de los

profundo al NRT ~v Electrodo electrodos de

Bregma para EMG corteza, de
L EMGy EOG.

Implante del
electrodo del
NRT

para EOG R Electrodos de
corteza

Figura 23. A) Localizacién de los electrodos de registro y canula para administracion. Las
canulas y los electrodos se colocaron mediante cirugia estereotaxica en el nucleo reticular talamico
(NRT), corteza cerebral, mUsculos de la nuca y en la 6rbita del ojo. B) Condiciones de los
animales post-implante. Note la localizaciéon del implante de los electrodos al craneo con acrilico
dental. EMG: electromiograma, EOG: electrooculograma.

8.6 ORQUIECTOMIA

En ratas neonatas:

Se anestesiaron los sujetos por hipotermia al hacer una inmersién en hielo frappé
en un rifidn quirargico de aluminio. Se realizé una incision en el area escrotal con
una hoja de bisturi nUmero 24, se exteriorizaron los testiculos y se retiraron con
ayuda de unas pinzas de punta fina tipo mosquito. Se afrontaron los bordes del

epitelio y se adhirieron con cianoacrilato (Kola Loka®, México).

En ratas a edad adulta:

Se administro 75 mg/Kg de ketamina (Anesket, Pisa) y 5 mg/Kg de xilacina
(Cheminova, México) para inducir anestesia. Se tricotomizé el area perigenital con
una rasuradora eléctrica (Osner™, Estados Unidos de América) y se coloco a la
rata en una tabla quirtrgica (Stoeling Co. Estados Unidos de América). Se
desinfectd el area escrotal con una torunda de algodon empleando yodopovidona
al 10% (Isodine™, Boehringer Ingelheim Promeco, S.A. DE C.V. México).
Posteriormente se hizo una incision en el saco escrotal, la cual se encuentra entre
la regidn inguinal y el ano, para exteriorizar el testiculo utilizando un porta-bisturi

namero 4 y hoja de bisturi niumero 20. Una vez expuesto el testiculo se ligaron los
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cordones neuro-vasculares y el conducto deferente utilizando una sutura
absorbible “000” (Ethicon® Inc., Johnson & Johnson Medtech, Escocia) y se corto
el testiculo verificando que no hubiese hemorragia. Se realiz0 el mismo
procedimiento quirdrgico para el otro testiculo. Una vez que se extrajeron ambos
testiculos se realizd una sutura con hilo de nicromio “000” (Ethicon® Inc., Johnson
& Johnson Medtech, Escocia) en cada escroto y se limpié el area con
yodopovidona. Posteriormente se le administré Meglumina de Flunixin (Napzin®
Pisa, México 0.2mg/Kg como analgésico y 16 mg/Kg de clorhidrato de lincomicina
y 32 mg/Kg de espectinomicina sulfato (Five-Lincopectin, Fivevent, México) como

antibiético durante cinco dias.

8.7 HABITUACION PRE-REGISTRO

Los sujetos se habituaron tres horas por dia durante tres dias a las condiciones de
registro con el implante conectado a un sistema movil de libre rotacion tipo
“swivel”, con libre disposicion de agua y alimento, en un cuarto sonoamortiguado,

asilado eléctricamente y en condiciones medioambientales controladas.

8.8 REGISTRO

Posterior a la habituacion, se realiz6 un registro electroencefalogréfico,
electromiografico y electrooculografico a través del programa Harmonie V.2a
(Stellate Co. Canada) sincronizado con una video-filmacion en un cuarto
sonoamortiguado, iniciando el registro a las 0800 con previa administracion del
vehiculo o del farmaco segun corresponda al grupo. La sefial se almaceno en el
disco duro de una computadora que opera bajo el sistema operativo Windows XP.
La actividad de descarga tipo espiga-onda se analizdé con el médulo Sensa del
programa Harmonie en épocas de 10 segundos de duracién (véase Figuras 24 y
25A).

Los criterios para identificar las crisis de ausencia son:
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1. La actividad de descargas espiga-onda debe presentarse en todos los
canales electroencefalograficos.

2. La descarga espiga-onda presenta una fase de ascenso de la amplitud de

la sefal seguida de una de descenso hasta restaurarse la actividad cortical

previa.

La duracién de las descargas espiga-onda debe ser mayor a 1 segundo.

La frecuencia debe estar en el rango de entre 4 a 8 Hz.

El inicio y término de las descargas espiga-onda debe ser abrupta.

o 0 bk~ w

Conductualmente el animal permanece quieto con espasmos en las

vibrisas.

Posterior a la identificacion de las crisis de ausencia se cuantifico:

e La frecuencia de las descargas: el nimero de descargas espiga-onda cada
hora.

e La duracion de las descargas: tiempo que dura cada descarga espiga-onda.

e La latencia de la primera descarga: el tiempo desde que inicia el registro
(0800) hasta la aparicion de la primera crisis de ausencia.

e El espectro de potencia: mediante el médulo Sensa se les realizé la
transformada rapida de Fourier a las descargas espiga-onda calculando el
porcentaje de la potencia cada 1.5 Hz.

e La coherencia cerebral de las descargas espiga-onda: fue obtenida solo en
los grupos experimentales para el analisis del nucleo reticular del talamo en
las crisis de ausencia, se cuantifico cada hora entre los canales de
electroencefalografia de la corteza frontal y el registro del nucleo reticular

talamico mediante el mdédulo Sensa.

Se consideraron las bandas de frecuencia definidas como: delta: de 0.5 a 4 Hz,
theta 1: de 4 a 8 Hz, theta 2: de 8 a 12 Hz, beta 1: de 12 a 20 Hz, beta 2: de 20
a 25 Hz y gama: de 25 a 60 Hz.
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Figura 24. Registro electroencefalografico, electromiogréafico (EMG) y electrooculografico
(EOG) a través del programa Harmonie sincronizado con una video-filmaciéon. Se muestra
una crisis de ausencia caracterizada electroencefalograficamente por una descarga espiga-onda
(sombreada de color amarillo) con el animal conductualmente quieto. Note que el implante (en
circulo rojo) estd conectado a un sistema movil tipo “swivel”’ (flecha amarilla). Cx: corteza, NRT:
nacleo reticular talamico, EMG: electromiografia y EOG: electrooculografia.

Durante la evaluacion de los registros para el analisis del nucleo reticular del

talamo, se identificaron tres tipos de descargas espiga-onda:

1. Pre-descargas espiga-onda en la corteza frontal (pre-DEO-CxF). Descargas
espiga-onda que preceden a una crisis de ausencia, con inicio en el canal
para registro de la corteza frontal (Figura 25B).

2. Descargas espiga-onda aisladas en la corteza frontal (DEO-CxF). Son
descargas que solamente se observan en el canal para el registro de la
corteza frontal (Figura 25C).

3. Descargas espiga-onda en el nucleo reticular del tdlamo (DEO-NRT).
Descargas que preceden a una crisis de ausencia, con inicio en el canal

para el registro del nucleo reticular del talamo (Figura 25D).

Se cuantificé la frecuencia y la duracién de las pre-descargas espiga-onda en la
corteza frontal y en el nucleo reticular del talamo, asi como las descargas aisladas

en la corteza frontal.
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Figura 25. Tipos de descargas espiga-onda. Se identificaron tres tipos de descargas espiga-
onda. A) Se muestran las descargas espiga-onda tipicas pertenecientes a una crisis de ausencia
(sombreado amarillo) en la rata taiep. B) Pre-descargas espiga-onda en la corteza frontal
(sombreado verde). C) Descargas espiga-onda aisladas en la corteza frontal (sombreado naranja).
D) Descargas espiga-onda en el nicleo reticular del talamo (sombreado azul).

8.9 ESTUDIOS MORFOLOGICOS

Perfusion cardiaca

Después de los registros control y experimentales, las ratas se sacrificaron con 60
mg/Kg i.p. de pentobarbital sédico (Sedalpharma, Pet's Pharma, México), para
posteriormente exponer el coraz6n mediante la incisibn en las uniones
esternocostales empleando un costétomo. Se realizé una incision en la auricula
derecha del corazén para el drenaje sanguineo, y se puncioné el ventriculo
izquierdo del corazén con una canula de acero inoxidable de 25G x 16 mm
conectada a una bomba peristaltica para la infusion de 100 mL de solucion de
buffer de fosfatos salino (PBS) al 1 M seguido de 100 mL con paraformaldehido

diluido al 4 % en solucién PBS.
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Al término de la perfusion, se decapité al animal y con ayuda de una cizalla se
procedié a cortar el craneo para la extraccion del cerebro y los electrodos sin
dafarlos. Después el cerebro se colocdé con paraformaldehido al 4 % vy

almacenado a una temperatura de 4 °C hasta su posterior analisis histologico.

Examen histolégico del cerebro

Los cerebros se montaron en la platina de un criostato (Leica CM1850, Alemania),
se hicieron cortes de 40 um en la region del cerebro donde se presente la
trayectoria del electrodo profundo y las canulas a los nucleos reticulares talamicos,

para posteriormente tefiirse con la técnica de Nissl, la cual consiste en:

1. Latincion de los cortes con violeta de cresilo acidificado con acido acético
durante 5 minutos.

2. Lavado en agua destilada durante 30 segundos.

3. Deshidratacion en alcohol a concentraciones crecientes de 70 %, 90 % y
100 %, por 1 minuto en cada uno.

4. Aclaramiento mediante xilol por 1 minuto.

Al finalizar se colocé resina (Permount, Fisher Chemical™, Espafia) y un
cubreobjetos. Dejandose secar durante 72 horas a temperatura ambiente. Los
cortes fueron analizados en un microscopio (Axio, Zeiss, Scope.Al, Alemania)
acoplado a una camara (Axio Cam ICc1, Alemania) y analizados con el programa
de computo ZEN 2.3 (blue edition) de ©Carl Zeiss Microscopy GmBH, 2011
(Alemania). Para la identificacion del nacleo reticular talamico se empleoé la lamina
45 del atlas de Paxinos y Watson (2007) utilizando como estructura de referencia
la morfologia del tercer ventriculo y los ventriculos laterales, localizandose el
ndcleo reticular talamico a 1 mm de la union de la pared lateral y del piso del tercer

ventriculo.

8.10 INMUNODETECCION DE LAS ENZIMAS GAD-65 Y 67 Y DEL RECEPTOR GABAA

Se utilizaron ratas taiep (n = 4) y Sprague-Dawley adultas (n = 4) de 6 meses de

edad. Se sacrificaron por decapitacion y con ayuda de un costétomo se procedié a
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cortar el craneo para la extraccion del cerebro a una temperatura de 4 °C, se retird
la protuberancia hipofisaria de la base del encéfalo, para posteriormente extraer
los ndcleos talamicos y las cortezas somatosensitivas con el apoyo de las M. en C.
Adriela Fierro y Lilia Diaz. El tejido fue homogenizado con un homogenizador
electronico en buffer de lisis (0.02M tris HCI pH 7.4, 0.1M NaCl, 0.1M glicina y
tritdbn x100 al 0.1%) adicionado con un coctel de inhibidores de proteasas (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos de América), 1mM de fenil-metil-sulfonil-florde (PMSF) y
1mM de ditiotreitol. Los homogenados obtenidos fueron centrifugados durante 30
minutos a 13,000 rpm a 4 °C. Se recuperd el sobrenadante y se determiné la
concentracion de proteinas mediante en el uso de detergentes a base de &cido
bicinconinico (BCA) para la deteccion colorimétrica de las proteinas totales con el
Kit de andlisis de proteinas Pierce™ BCA (Thermo Fisher Scientific, EUA).
Inmediatamente se congel6 el sobrenadante a -80 °C en un ultra-congelador tipo
Revco (Thermo Scientific, Forma™ serie 900, EUA) hasta su ulterior

procesamiento.

La separacion electroforética de las proteinas se hizo utilizando geles de
poliacrilamida y dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 10 % de acuerdo al
método de Laemmli (Laemmli, 1970). Las muestras fueron depositadas en el gel y
separadas mediante una corriente de 80 mV subiendo la corriente 20 mV cada 20
minutos hasta llegar a 120 mV los cuales se mantuvieron durante 1 h 20 minutos.
Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa usando el sistema
Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc, EUA) bajo las condiciones de una

corriente de 20 mV a 4 °C por 20 horas.

Después, las membranas fueron bloqueadas durante 3 horas a temperatura
ambiente y agitacion constante con Animal-Free Blocker® 5x (Vector Laboratories)
diluido al 1x en buffer Tris-salino con Tween® 20 pH 7.6 (TBST), para evitar

uniones inespecificas de los anticuerpos empleados.

Las membranas se incubaron de 16 a 18 horas a 4 °C con el anticuerpo primario
de raton Anti-GAD-65 (1:500, sc-377145 Santa Cruz Biotechnology, Inc. EUA),
raton Anti-GAD-67 (1:250, sc-28376 Santa Cruz Biotechnology, Inc. EUA), cabra

Pagina |73



8. METODOLOGIA

Anti-GABAaARa2 (1:1000; sc-7349 Santa Cruz Biotechnology, Inc. EUA) o raton
anti-B-actina (1:10,000; GeneTex, EUA) diluidos en Animal-Free Blocker® 1x.
Posteriormente son incubadas a 4 °C con el anticuerpo secundario de caballo anti-
raton IgG (H+L) peroxidasa (Vector Laboratories, EUA) o de caballo anti-cabra IgG
(H+L) peroxidasa (Vector Laboratories, EUA) durante 2 horas en una dilucion de
2.5 ug/mL con buffer de fosfatos salino al 10 mM (PBS) y Tween® 20 al 0.1%.

Las bandas inmunorreactivas se revelaron exponiendo las membranas a sustrato
liquido 3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina (TMB; Sigma-Aldrich, EUA) de 5 a 15 minutos,
removiendo e inhibiendo el sustrato liquido con agua desionizada cuando las

bandas fueran visibles y el fondo aun claro.

La expresion de GAD-65, GAD-67, GABAa y B-actina se midieron mediante
densitometria con el programa ImageJ (NIH, EUA). La expresion de la p-actina se
cuantific6 como control de expresion en la misma membrana. Los resultados
obtenidos fueron expresados como densidad Optica de la banda anti-GAD-65, anti-
GAD-67 o anti-GABAA con respecto de la banda de B-actina para cada uno de los

grupos experimentales.

8.11 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico Sigma Plot version
11.0 (Systat software Inc., EUA), para el analisis de las crisis de ausencia por
edad y sexo se graficd la media + error estandar de la frecuencia total, duracion
total, duracion promedio, la latencia a la primera crisis y la potencia relativa. En los
grupos experimentales para el analisis de las crisis de ausencia y orquiectomia se
grafic6 media + error estandar cada dos horas de la frecuencia, y la duracién de
las crisis de ausencia. Por otro lado, los grupos experimentales para el andlisis de
la participacion del nucleo reticular del tAlamo se graficO media + error estandar
cada hora de la frecuencia, la duracion, la potencia relativa, y la coherencia
cerebral de las crisis de ausencia y de las pre-DEO en la corteza frontal y nucleo

reticular del tadlamo, asi como de las descargas aisladas en la corteza frontal, la

Pagina |74



8. METODOLOGIA

latencia a la primera crisis se graficO respecto a cada dosis de cada farmaco.
Posteriormente, se graficoO la expresion porcentual de GAD-65, GAD-67 y el
receptor GABAA en corteza somatosensitiva y talamo de la rata taiep respecto a

las ratas Sprague-Dawley.

Con el programa estadistico SPSS version 22.0 (IBM, EUA) las variables de los
grupos experimentales para el andlisis de las crisis de ausencia por edad y sexo
se compararon mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor para la
edad y el sexo, seguido de la prueba de comparacion multiple de Bonferroni. Los
sexos se compararon mediante una prueba t de Student. La frecuencia, la
duracion, la potencia relativa y la coherencia cerebral de las crisis de ausencia y
las pre-DEO en la corteza frontal y nucleo reticular del talamo, asi como de las
descargas aisladas en la corteza frontal se analizaron mediante la prueba de
varianza de medidas repetidas (ANOVA), seguido de la prueba de comparacion
multiple de Bonferroni; para analizar los efectos de los farmacos en el tiempo y
comparar las curvas tiempo-respuesta respecto al grupo control. Para el andlisis
de la latencia se llevaron a cabo pruebas de ANOVA de un factor, contrastando los
resultados mediante la prueba de Tukey. Las concentraciones de GAD-65, GAD-
67 y el receptor GABAA se analizaron con pruebas de t de Student comparando la
expresion de las proteinas de las ratas taiep respecto a las ratas control Sprague-
Dawley en la corteza somatosensitiva y en el tdlamo. Se consider6 como

diferencia significativa cuando P< 0.05.

Para los grupos experimentales para el analisis de las crisis de ausencia por edad
y sexo se utiliz6 MatLab® R2017a para ajustar el nimero y la duracién de las
descargas espiga-onda a una onda sinusoidal durante las 24 horas del registro
utilizando el analisis de Cosinor para calcular la amplitud, la estadistica de
estimacion de la linea media del ritmo (MESOR de sus iniciales en inglés midline
estimating statistic of rhythm) y la acrofase. Se represento graficamente como un

gréafico de elipse. Se considero6 una diferencia significativa cuando P < 0.05.
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9. RESULTADOS

9.1 CARACTERIZACION DE LAS CRISIS DE AUSENCIA POR EDAD Y SEXO

En ambos sexos, el numero, duracién total y media de las crisis de ausencia
aumentd con la edad (véase Figura 26A, By C; y Tabla 5). El nUmero de crisis de
ausencia en ratas macho aumento significativamente a los 9 meses de edad
(ANOVA, F.36 = 12.5, P < 0.001, seguido de la prueba de Bonferroni P < 0.01)
con respecto a los 3 meses de edad; mientras que en las hembras tuvieron un
aumento significativo a partir de los 6 meses de edad (ANOVA, F,36 = 18.3, P <
0.001; seguido de la prueba de Bonferroni P < 0.05) con respecto a los 3 meses
de edad (véase Figura 26A). Presentando un aumento significativo en la duracién
total de las crisis a partir de los 9 meses en ambos sexos(ANOVA, F, 36)= 22.2, P
< 0.001, seguido de la prueba de Bonferroni P < 0.001 en ratas macho; ANOVA,
F.36 = 31.5, P < 0.001, seqguida de la prueba de Bonferroni P < 0.001 en ratas
hembra; Figura 26B) y a partir de los 6 meses de edad sobre la duracién media
(ANOVA, F,36=18.1, P < 0.001, seguido de la prueba de Bonferroni P < 0,001 en
ratas macho; ANOVA, F,36) = 35, P < 0.001 , seguido de la prueba de Bonferroni
P < 0.001 en ratas hembra, Figura 26C) respecto a los 3 meses de edad en
ambos sexos. Es importante destacar que las ratas taiep hembras solo el 16 %
tenian crisis de ausencia a los 3 meses de edad, a diferencia de las ratas macho,
cuyo 100 % tenian crisis de ausencia a la misma edad. Las ratas hembra a los 3
meses de edad tuvieron un namero total de crisis de ausencia significativamente
menor (prueba t de Student, tio = 5.2, P < 0.001) asi como en su duracion total
(prueba t de Student, tio = 3.6, P < 0.01) respecto a las ratas macho. También
mostraron una duraciéon media menor a los 3 y 9 meses de edad (prueba t de
Student, to = 2.9, P < 0.05) con respecto a ratas taiep macho. Las ratas hembra a
los 9 meses de edad presentaron un mayor numero de crisis de ausencia con
respecto a las ratas macho de la misma edad (prueba t de Student, to=-2,4, P <
0.05). Estos resultados muestran que las crisis de ausencia en las ratas taiep

tienen un dimorfismo sexual (ver Figura 26A, 2B, 2C y Tabla 5).
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La latencia para la primera crisis de ausencia disminuy6 con la edad en ambos
sexos; a partir de los 6 meses de edad en ratas hembra (ANOVA, F(7,36) = 2392, P
< 0.001, seguido de la prueba de Bonferroni P < 0.001) y hasta los 9 meses de
edad en ratas macho (ANOVA, F@36 = 3.5, P < 0.05, seguido de la prueba de
Bonferroni P < 0.05). La latencia fue mayor a los 3 meses en las ratas taiep
hembras con respecto a los machos (prueba t de Student, tio = -106, P < 0.001;

véase la Figura 26D y la Tabla 5).

Variaciones circadianas de las crisis de ausencia en la rata taiep

Las crisis de ausencia de la rata taiep de 3 y 6 meses no mostraron un ritmo
circadiano (véase Figura 27A, B, C y D). Posteriormente, a los 9 meses de edad
las ratas macho tuvieron un mayor niamero de crisis de ausencia durante la fase
de oscuridad con respecto a la fase de luz (Prueba t de Student, tio = -2.6, P <
0.05; Cosinor P < 0.01; Figura 27E). Este patron es el contrario a los 12 meses de
edad, donde hay un mayor niamero de crisis de ausencia en la fase de luz con
respecto a la fase oscura (Prueba t de Student, tio = -2.6, P < 0.05, Cosinor P <
0.01; véase Figura 27G). Un patrén similar se obtuvo con la duracion de las crisis
de ausencia, donde la acrofase se obtuvo en la fase de luz en las edades de 9y
12 meses en ambos sexos (Prueba t de Student, t4 = 8, P < 0.01, Cosinor P <
0.01; Figura 27F y H; y tabla 5).
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Figura 26. Caracterizacion de las crisis de ausencia en ratas taiep macho y hembra alo largo
del primer afio de vida. A) Nimero de crisis de ausencia en 24 horas, en ratas macho (azul), las
crisis comienzan a los 3 meses de edad y aumentan significativamente a los 9 y 12 meses de edad
(*** P < 0.001). Las ratas taiep hembras (roja) tuvieron crisis de ausencia hasta los 6 meses de
edad. Las ratas macho tienen hasta mil veces méas crisis que las ratas hembra a los 3 meses de
edad (4% P<0.001). Mientras que a los 9 meses las hembras tienen hasta 1.4 veces mas crisis que
los machos (¢ P < 0.05). B) La duracion total de las crisis de ausencia aumenta en ratas taiep
machos y hembras a los 9 y 12 meses con respecto a los 3 meses de edad (*** P < 0.001).
Obsérvese que a los 3 meses de edad las crisis de ausencia duran 2500 veces mas en las ratas
macho con respecto a las hembras (4P < 0.01). C) La duracién promedio de las crisis de ausencia
en ratas taiep macho es 125 veces mayor que a los 3 meses de edad con respecto a ratas hembra
de la misma edad. Incluso la duracién media de las ratas taiep macho es 1,5 veces mayor que la
de las ratas hembra a los 9 meses (4% P < 0.001). D) La latencia para la primera crisis en ratas
taiep macho disminuye significativamente hasta los 9 meses de edad (4% P < 0.001), mientras que
en las hembras disminuye desde los 6 meses de edad (¥¥& P < 0.001). A los 3 meses de edad las
hembras tienen un incremento en la latencia para la primera crisis respecto a las ratas macho (&
P < 0.001).
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Figura 27. Analisis de cosinor sobre la frecuencia y duracion de las crisis de ausencia en
ratas taiep a diferentes edades. A los 3y 6 meses de edad las ratas taiep no muestran un patrén
circadiano en el nimero (A y C) y la duracion (B y D) de las crisis de ausencia. A los 9 meses de
edad, las ratas macho muestran E) la acrofase para el nUmero de crisis de ausencia en la fase de
oscuridad, esto se invierte G) a los 12 meses de edad, donde la acrofase de encuentra en la fase
de luz. En ambos sexos a los F) 9 y H) 12 meses de edad la acrofase de la duracion de las crisis
de ausencia se mantuvo en la fase de luz. Los recuadros a la derecha de cada grafico muestran la
hora de la acrofase para cada sexo y edad. La barra blanca muestra la fase de luz y la barra negra
la fase oscura del ritmo circadiano.
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Analisis del espectro de potencia de las crisis de ausencia en la rata taiep
Las descargas espiga-onda en ratas taiep tuvieron un componente principal o
predominante en la frecuencia con 6.31 + 0.05 Hz. Este componente representa el
21.6 % = 1.1 % del espectro total de frecuencias. Adicionalmente, las descargas
espiga-onda mostraron un segundo componente a 12.39 + 0.06 Hz representando
el 5.96 % + 0.4 % del espectro total. No hay diferencias significativas en el
espectro de frecuencia entre sexos ni entre las diferentes edades analizadas
(véase Figura 28; Tabla 5).
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Figura 28. Andlisis del espectro de potencia de las crisis de ausencia en ratas taiep. A)
Registro electroencefalogréafico (EEG) tipico durante una crisis de ausencia con las descargas
espiga-onda caracteristicas (linea punteada roja). Las crisis de ausencia tienen un componente
principal a 6.31 Hz que representa un 21.6% + 1,1% del espectro de frecuencia total, y un segundo
armonico a 12.5 Hz que representa un 5.96 + 0.4% del espectro de frecuencia total. Es importante
destacar que las caracteristicas del espectro no difirieron entre los sexos y las edades (B y C).
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9.2 ANALISIS DE LAS CRISIS DE AUSENCIA EN RATAS ORQUIECTOMIZADAS

La orquiectomia neonatal disminuyé significativamente la frecuencia de las crisis
de ausencia respecto al grupo control. Sin embargo, la orquiectomia a edad adulta
presenta una mayor frecuencia de crisis respecto al grupo control. Esta frecuencia
aumento hasta 210 % a las 21 horas al comparar el grupo control con el grupo con
orquiectomia adulta. En cuanto al grupo con orquiectomia neonatal, se obtuvo una
disminucién significativa de las crisis al compararlo con el grupo con orquiectomia
adulta, que fue desde 187.9 £ 24.7 crisis hasta 24.4 + 8.7 crisis, (ANOVA seguido
de la prueba Bonferroni, F,21)= 15.3, P < 0.001; véase Figura 29A).

La duraciébn de las crisis incremento significativamente en el grupo con
orquiectomia adulta con la duracibn maxima de 2.3 + 0.17 segundos a las 11
horas (ANOVA F(21) = 8.9, P < 0.001). La media de duracién para el grupo control
y con orquiectomia neonatal fue de 1.7 + 0.03 y de 1.7 £ 0.05 segundos,
respectivamente. Mientras que, para el grupo con orquiectomia adulta, la duracién
media aument6 hasta 2.08 + 0.03 segundos (ANOVA, F,21) = 28.9, P < 0.001;
véase Figura 29B).
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Figura 29. Efecto de la orquiectomia en las crisis de ausencia en ratas taiep. A) La media de
frecuencia de las crisis de ausencia aumentd de manera significativa en el grupo con orquiectomia
adulta en comparacién con el grupo control y con orquiectomia neonatal. Mientras que la media de
la frecuencia en el grupo con orquiectomia neonatal disminuyé respecto al grupo control sin
orquiectomia. B) La orquiectomia adulta también aumenté la duracion de las crisis de ausencia los
periodos a las 11, 23, 3 y 5 horas respecto con el grupo control. La barra blanca muestra la fase de
luz y la barra negra la fase oscura del ritmo circadiano. *P<0.05, #P<0.01, 4P<0.001 diferencia
significativa respecto al grupo control.
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9.3. EXAMEN HISTOLOGICO DEL CEREBRO

9. RESULTADOS

Un primer paso fue un corte para verificar un correcto nivel del implante en el

nacleo reticular del talamo rostral que es fundamental para los resultados de la

esta tesis (véase Figura 30 panel Ay B).
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Figura 30. Fotomicrografia de un corte coronal (A) y sagital (B) de cerebro de rata taiep a la
altura del trayecto del electrodo profundo y las canulas de acero inoxidable, tefiida mediante
la técnica de Nissl. Se observa el sitio en el que se coloco el electrodo profundo (azul), la canula
izquierda (amarillo) y la canula izquierda (rosa). Note que los trayectos llegan de manera correcta
al nucleo reticular del talamo. VL: ventriculo lateral, TV: tercer ventriculo.
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9.4 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE BLOQUEADORES DE CANALES DE CA*2 TIPO T EN

EL NUCLEO RETICULAR DEL TALAMO ROSTRAL

Etosuximida

La administracion de etosuximida en el ndcleo reticular del talamo no produjo
cambios en el numero de las crisis de ausencia respecto al grupo control (véase
Figura 31A). Sin embargo, su administracion disminuyo significativamente la
duracion de las crisis de ausencia durante la primera hora (ANOVA F37=8.8y P
< 0.001) reduciendo un 20 % de la duracion con la dosis de 50 ug/uL (3.8 £ 0.1 s,
P < 0.05), y hasta un 30 % con la dosis de 100 pg/uL (3.3 £ 0.1 s, P < 0.001),
respecto al grupo control (4.7 £ 0.2 s, véase Figura 31B). Estas mismas dosis
aumentaron la latencia para que se registre la primera crisis de ausencia, esto en
hasta 3.4 veces de incremento (ANOVA F@,7) =4.5, P < 0.05, seguido de la prueba
de Bonferroni P < 0.05), respecto al control con una latencia de 177 + 86 s (véase
Figura 31C; Tabla 6).

La administracion de etosuximida en el nucleo reticular del tdlamo rostral no tuvo
efecto sobre la frecuencia principal obtenida con la transformada rapida de Fourier
de las descargas espiga-onda, manteniéndose un componente principal en 6.25

Hz de frecuencia con cada dosis del farmaco en cada hora (véase Figura 32).

La sincronicidad entre la corteza frontal (CxF), occipital (CxO) y el nucleo reticular
del tdlamo rostral (NRT) medida con la coherencia cerebral, se mantuvo sin
cambios con la administracion de la etosuximida (Figura 33, 34 y 35).

Es importante notar que la sincronicidad entre las cortezas frontal y occipital, asi
como entre la corteza frontal y el ndcleo reticular del talamo (NRT) muestran una
coherencia cerebral predominante de un 54.2 % + 1.6 % (x + E.E.M.) entre el
rango de las frecuencias de 1.56 - 6.25 Hz (véase Figura 33 y 34). Por otra parte,
la sincronicidad entre la corteza occipital y el nucleo reticular del tAlamo muestran
una sincronia predominante en las frecuencias de 5.47 - 7.42 Hz con una
coherencia cerebral de 88.9 % £ 0.9 % y las frecuencias de 12.5 - 13.28 Hz con

una coherencia cerebral de 90.8 % + 0.6 % (véase Figura 35; Tabla 7).
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La administracion de etosuximida disminuy6 durante la segunda hora hasta un 58

% la duracion de las pre-descargas en la corteza frontal con la dosis de 100 ug/pL
(0.36 + 0.1s; ANOVA F@7= 3.8y P <0.05, seguido de la prueba de Bonferroni, P

< 0.05; sin producir cambios en el numero de descargas espiga-onda. Tampoco

produjo cambios significativos en las descargas aisladas de la corteza frontal ni las

del nucleo reticular del talamo (véase Figura 36; Tabla 8).
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Figura 31. Efecto de la administracion de etosuximida en el nudcleo reticular taldmico rostral
sobre las crisis de ausencia. La administracién de etosuximida no produjo cambios en A) el
namero de crisis, pero si B) la duracion de las crisis de ausencia, disminuyendo significativamente
en la primera hora después de la administracion de las dosis de 50 y 100 pg/uL. En este mismo
contexto, estas mismas dosis incrementaron C) la latencia para la primera crisis hasta 3.4 veces. *
P < 0.05, ¥P < 0.001, respecto al grupo control.
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Figura 33. Coherencia cerebral entre la corteza frontal (CxF) y la occipital (CxQO) después de
la administracién de etosuximida. La etosuximida administrada en el nicleo reticular del talamo
rostral no modifica la sincronicidad entre la corteza frontal y occipital. Note una mayor sincronicidad
en las frecuencias de 1.56 - 6.25 Hz con una coherencia de un 54.2 % + 1.6 % (X + E.E.M.).
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Figura 34. Coherencia cerebral entre la corteza frontal (CxF) y el nucleo reticular del tAlamo
(NRT) después de la administracién de etosuximida. La etosuximida administrada en el niicleo
reticular del tAlamo rostral no modifica la sincronicidad entre estas dos regiones. Note una mayor
sincronicidad en las frecuencias de 1.56 - 6.25 Hz con una coherencia de un 54.2 % + 1.6 % (X +
E.E.M.).

Pagina |88



o
a 8

1 h 50

N
o

o
o
-
N
-
©
N
>
@
o

o

100
75

2h

25

100
75

3h?

25

100
75
4 h s
25

100
75
5 h so

25

100
75
7 h s

25

100
75

8 h so
25

0

Control

Frecuencia (Hz)

'

o

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

6
Frecuencia (Hz)

6 12 18 24 30

12 18 24 30

o

Frecuencia (Hz)

o

6 12 18 24 30

Frecuencia (Hz)

o

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

o

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

0 6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

Cx0 vs NRT
25 ug/uL 50 glpL

100 100

75 S ] A
50 50
25 25
0 0

0 6 12 18 24 30 0 6 12 18 24 30

Frecuencia (Hz)

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

o

100
75
50
25

0

o

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

g2

o

o
o
-
N
-
©
N
>
w
o

Frecuencia (Hz)

g

75
50
25

0

o
o
-
N
-
=]
N
-
w
o

Frecuencia (Hz)
100
75
50
25
0

0

o
-
N
-
©
N
-
w
o

Frecuencia (Hz)

o

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)
100
75
50
25
0

b
y

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

0

Frecuencia (Hz)
100
75
50
25
0

(=]

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

o

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

o

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

-
~N o
o o

N O
o o

o
o

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

=Y
o N o
o o o

N
o

o
o

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

o

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

100
75
50
25

0
0 6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

9. RESULTADOS

100 ng/ul

100
75
50
25

0

0 6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)
100
75
50
25
0

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)
100
75
50
25
0

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

100
75
50
25

0

100
75
50
25

0

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

6 12 18 24 30
Frecuencia (Hz)

100
75
50
25

0

0 6 12 18 24 30

Frecuencia (Hz)

100
75 v
50
25
0 -
0 6 12 18 24 30

Frecuencia (Hz)

Figura 35. Coherencia cerebral entre la corteza occipital (CxO) y el nicleo reticular del
tadlamo (NRT) después de la administracion de etosuximida. La etosuximida administrada en el
ndcleo reticular del tdlamo rostral no modifica la sincronicidad entre estas dos regiones. Note una
sincronicidad predominante en las frecuencias de 5.47 - 7.42 Hz y 12.5 - 13.28 Hz con una
coherencia cerebral de un 88.9 % + 0.9 % y 90.8 % + 0.6 %, respectivamente.
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Figura 36. Efecto de la administracion de etosuximida en las descargas espiga-onda. La
administracion de etosuximida disminuye la (B) duracion de las pre-DEO-CxF durante la segunda
hora después de su administracién con la dosis de 100 ug/uL (* P < 0.05). Por otro lado, no
produce cambios significativos en la (A) frecuencia de las pre-descargas espiga-onda en la corteza
frontal (pre-DEO-CXxF), en la frecuencia y la duracién de las (C, D), descargas aisladas espiga-onda
en la corteza frontal (DEO-CxF), (E, F) ni en el ndcleo reticular del tAlamo (DEO-NRT).
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Mibefradil

De manera similar que lo obtenido con la etosuximida, la administracion de
mibefradil, el farmaco bloqueador especifico de los canales de Ca*? tipo T, no
modificé el nUmero de crisis de ausencia (véase Figura 37A), pero si su duracion,
disminuyendo significativamente durante la quinta hora después de su
administracion hasta un 35% con las dosis de 2 pg/uL (2.7 £0.2 s) y 4 ng/uL (3.1 £
0.2 s; ANOVA Fi7=3.9y P <0.01, seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.05)
respecto al control (4.2 £ 0.4 s; véase Figura 37B). En este mismo sentido, el
mibefradil incrementd 2.5 veces la latencia a la primera crisis con las tres dosis, 1
ug/ul (524 £ 72 s), 2 ug/ulL (575 £ 74 s) y 4 pg/uL (550 + 90 s; ANOVA F@i7= 3.8
y P < 0.05, seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.05; véase Figura 37C; Tabla
5).

La administracion de etosuximida en el nucleo reticular del tAlamo rostral no afecto
el ritmo de las descargas espiga-onda, manteniéndose un componente principal
de 6.25 Hz de frecuencia con cada dosis del farmaco en cada hora del registro

(véase Figura 38).

La coherencia cerebral entre la corteza frontal y occipital aumenté para las
frecuencias de 1.56 - 6.25 Hz durante la tercera hora después de la administracion
de mibefradil hasta 1.5 veces con las dosis de 2 ug/uL (81.5 % = 5 %; ANOVA
Fe7=3.9y P <0.05, seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.05) y 1.1 veces 4
ug/uL (61.4 % £ 3 %; ANOVA FE7) = 3.0 y P < 0.05, seguido de la prueba de
Bonferroni, P < 0.05) respecto al control (55.4 % + 2 %; véase Figura 39). Por otro
lado, el mibefradil no modificé la sincronia de la corteza frontal y la occipital entre
el nucleo reticular del talamo manteniendo la coherencia cerebral (Figura 40 y 41;
Tabla 7).

La administracion de mibefradil aumento la duracidén de las descargas espiga-onda
en el nacleo reticular del talamo hasta 2.13 veces durante la segunda hora de la
administracion de la dosis de 4 ug (1.2 + 0.1 s; ANOVA F@7) =85y P <0.001

seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.001) respecto al grupo control (0.6 £
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0.06 s). Mientras que no produjo cambios en la frecuencia ni en la duracién de las

descargas espiga-onda de la corteza frontal (véase Figura 42; Tabla 8).

150 — 8 —e— Control
~8— 1 pg mibefradil
—w¥— 2 ug mibefradil
120 6 - 4 ug mibefradil

90

60
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1200
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(=]
1]
&
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Q
c
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©
= 300 -

Control 1 2 4
Mibefradil (ug/pL)

Figura 37. Efecto de la administracion de mibefradil en el nucleo reticular talamico rostral
sobre las crisis de ausencia. La administracién de mibefradil no produjo cambio en A) el nimero
de crisis, pero si B) en la duracion de las crisis de ausencia, disminuyendo significativamente en la
quinta hora después de la administracion de las dosis de 2 y 4 ug/uL. En este mismo contexto, C)
la latencia para la primera crisis se incrementa hasta 2.5 veces. * P < 0.05 respecto al grupo
control.
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Figura 39. Coherencia cerebral entre la corteza frontal (CxF) y la occipital (CxO) después de
la administracién de mibefradil. El mibefradil administrado en el nucleo reticular del tdlamo
rostral aumenté la coherencia cerebral durante la tercera hora para las frecuencias de 1.56 - 6.25
Hz hasta 1.5 veces con las dosis de 2 y 4 ug/uL (* P < 0.05).
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Figura 40. Coherencia cerebral entre la corteza frontal (CxF) y el nucleo reticular del tAlamo
(NRT) después de la administracion de mibefradil. EI mibefradil no modifica la sincronicidad
entre la corteza frontal y el ndcleo reticular del talamo.
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Cx0 vs NRT
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Figura 41. Coherencia cerebral entre la corteza occipital (CxO) y el nicleo reticular del
talamo (NRT) después de la administracién de mibefradil. EI mibefradil administrado en el
ndcleo reticular del talamo rostral no modifica la sincronicidad entre estas dos regiones cerebrales.
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Figura 42. Efecto de la administracién de mibefradil en las descargas espiga-onda. La
administracion de mibefradil aumenté significativamente (F) la duracién de las descargas espiga-
onda en el nucleo reticular del tAlamo (DEO-NRT), sin producir cambios significativos en (A) la
frecuencia y la (B) duracion de las pre-descargas espiga-onda en la corteza frontal (pre-DEO-CxF),
ni en (E, F) las descargas espiga-onda aisladas en la corteza frontal (DEO-CxF).
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9.5 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE GABAERGICOS EN EL NUCLEO RETICULAR DEL

TALAMO ROSTRAL

Gaboxadol

La estimulacion del receptor GABAa en el nucleo reticular del talamo rostral, a
través de la administracion del agonista especifico, el gaboxadol, abolié las crisis
de ausencia durante las primeras tres horas del registro con las dosis de 7.5y 15
ug/uL, y hasta cuatro horas con la dosis de 30 ug/uL (ANOVA Fe7nn =20y P <
0.001 seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.001; Figura 43A y B). En este
mismo sentido, se incremento la latencia para que se presente la primera crisis
hasta 28 veces con las dosis de 7.5 pg/uL (15,206 £ 1714 s) y de 15 pg/uL (14,146
+ 1,512 s); la cual se increment6 hasta 42 veces con la dosis de 30 ug/uL (22,425
+ 2,178 s; ANOVA F@i7= 33y P <0.001, seguido de la prueba de Bonferroni, P <
0.001) respecto del grupo control con una latencia de 529 + 224 s (véase Figura
43C). Posterior a la abolicién hubo una tendencia a incrementarse el numero de
crisis de ausencia; por otro lado, la duracién de las crisis fue incrementando desde
la primera crisis hasta alcanzar la duracién del grupo control 8 horas después de la

administracion del farmaco (Tabla 5).

El gaboxadol modifico la frecuencia de las descargas espiga-onda, disminuyendo
a 4.69 Hz para las primeras descargas espiga-onda en aparecer después de la
administracion del gaboxadol. Adicionalmente, el registro electroencefalogréafico
mostro ritmo delta de base como se puede observar en la Figura 44A con las dosis
de 15 y 30 ug/uL. Posteriormente a la siguiente hora de la presentacion de la
primera descarga espiga-onda, las descargas tienen frecuencias de 6.25 Hz con
las dosis de 7.5 y 15 ug/uL, demorandose hasta dos horas con la dosis de 30

ug/uL (véase Figura 44B).
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Figura 43. Efecto de la administracion de gaboxadol en el nlcleo reticular talamico rostral
sobre las crisis de ausencia. La administracion de gaboxadol aboli6 las crisis de ausencia
durante las primeras tres horas con las dosis de 7.5 y 15 ug/uL, y hasta 4 horas con la dosis
maxima (A, frecuencia; B, duracién de las crisis), por lo que (C) la latencia para la primera crisis se
incrementa hasta 42 veces con esta dosis en respecto a lo obtenido con el grupo control. Después
de la aparicion de la primera crisis, se muestra una tendencia a incrementarse el nimero de crisis;
mientras que su duracion se incrementd hasta alcanzar al grupo control a las 8 horas. * P < 0.05,
& P < 0.001 respecto al grupo control.
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El gaboxadol de 7.5 y 15 ug/uL incremento la sincronia durante la tercera hora
después de su administracion en todas las frecuencias con una coherencia
cerebral del 100 % entre la corteza frontal y occipital (ANOVA FE7 =49y P <
0.05; véase Figura 45), corteza frontal y nucleo reticular del tAlamo (ANOVA F@z,7) =
5.1 y P < 0.05; véase Figura 46) y la corteza occipital y el nucleo reticular del
talamo (ANOVA F@7) = 4.6 y P < 0.05; véase Figura 47) en contraste con sus

respectivos controles.

Durante la cuarta hora después de la administracion de 15 ug/uL se incremento la
coherencia cerebral entre las cortezas frontal y occipital en las frecuencias de 5.86
- 6.64 Hz al 88.2 % + 0%, de 10.55 - 14.45 Hz al 92.6 % + 0 %, de 15.23 - 19.14
Hz al 97.0 % + 0 %, y de 23.8 - 30 Hz al 87.9 % + 0 % (ANOVA Fen=49y P <
0.05, seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.05) respecto al control (Figura 45).
Esta misma dosis incremento la coherencia cerebral entre la corteza frontal y el
nucleo reticular del talamo entre las frecuencias de 1.95 - 2.34 Hz con un 76.1 % +
0 %, de 5.08 - 6.64 Hz con un 85.0 % + 0 %, de 13.67 - 14.45 Hz con un 91.2 % +
0 %, de 16.0 - 18.36 Hz con un 88.2 % + 0 %, de 23.05 - 24.61 Hz con un 85.2 %
+ 0 %, y de 29.69 - 30.0 Hz con un 88.9 % + 10 % (ANOVA FE7= 4.3y P < 0.05,
seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.05) respecto al control (véase Figura
46). Entre la corteza occipital y el nucleo reticular del tAlamo se obtuvo incremento
en la frecuencia de 1.53 - 3.52 Hz al 89.8 % + 5.5 % (ANOVA FE7=35y P <
0.05, seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.05) respecto del grupo control

(véase Figura 47).

En este mismo contexto, la quinta hora después de la administracion de la dosis
de 30 ug/uL de gaboxadol incrementd significativamente la coherencia cerebral
entre las cortezas frontal y occipital a las frecuencias de 2.73 - 4.3 Hz con un 74.7
% + 0 %, y de 29.30 - 30.0 Hz hasta un 69.9 % + 0 % (ANOVA FE7=3.6y P <
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0.05, seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.05), disminuyendo la coherencia
cerebral en la frecuencia de 22.27 - 23.87 Hz en un 13.15 % = 0 % (ANOVA F3) =
3.6 y P <0.05, seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.05), en contraste a sus
respectivos controles (véase Figura 45). De la misma manera se incremento
significativamente la coherencia entre la corteza frontal y el nucleo reticular del
talamo en las frecuencias de 1.56 - 4.30 Hz hasta un 82.13 % + 0 %, y de 24.61 -
25.0 Hz con un 70.57 % = 0 % (ANOVA FE7) = 3.5y P < 0.05, seguido de la
prueba de Bonferroni, P < 0.05), respecto del control (véase Figura 46).

Durante la octava hora, la administracion de la dosis de 30 ug/uL incrementé la
coherencia cerebral entre las cortezas frontal y occipital para las frecuencias de
5.86 - 6.64 Hz hasta un 88.2 % + 0 %; de 9.77 - 12.11 Hz con un 92.5 % £ 0 %; de
15.23 - 19.92 Hz de un 97.0 % + 0 %; y de 23.83 - 26.17 Hz con un 87.9 %
(ANOVA F@7) = 4.3 y P < 0.05, seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.05),
respecto al control (véase Figura 45). También incrementd la coherencia cerebral
entre la corteza frontal y el nucleo reticular del tAlamo a las frecuencias de 1.95 -
2.34 Hz con un 76.7 % £ 0 %; de 5.08 - 6.64 Hz hasta un 85.3 % + 0 %; de 13.67 -
14.45 Hz con un 92.0 % = 0 %; de 16.0 - 18.36 Hz de un 88.0 % + 0 %; de 23.05 -
24.61 Hz con un 85.2 % + 0 %, y de 29.69 - 30.0 Hz con un 88.9 % + 0 % (ANOVA
Fe7n=4.1y P < 0.05, seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.05) respecto al
control (véase Figura 46). En la sincronia entre la corteza occipital y el ndcleo
reticular del talamo aumento la coherencia cerebral para las frecuencias de 1.56 -
4.69 Hz hasta un 89.0 % + 0 % (ANOVA F@7) = 3.7 y P < 0.05, seguido de la
prueba de Bonferroni, P < 0.05), y disminuyé para las frecuencias con un 27.73 -
28.58 al 27.9 % + 0 % (ANOVA F@7) = 3.1y P < 0.05, seguido de la prueba de

Bonferroni, P < 0.05), respecto al control (véase Figura 47; Tabla 7).

La inhibicibn GABAérgica del nucleo reticular del talamo eliminé por tres horas las
pre-descargas espiga-onda en la corteza frontal con las dosis de 7.5y 15 ug/uL y
hasta por cinco horas con la dosis de 30 pg/uL (ANOVA F@7n=7.3y P <0.001,
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seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.001; véase Figura 48A y B), con una
tendencia a incrementarse en numero después de que aparece la primera
descarga espiga-onda. El numero de descargas espiga-onda aisladas en la
corteza frontal comenzaron a incrementarse a partir de la tercera y cuarta hora de
la administracion de gaboxadol sin alcanzar la significancia estadistica respecto al
control. Sin embargo, con la dosis de 15 y 30 pg/uL disminuyeron
significativamente su duracion en la tercera hora hasta un 14% (0.1 = 0.07 s;
ANOVA F@7 = 13.1 y P < 0.001, seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.01,;
véase Figura 48C y D) respecto al grupo control. Posteriormente obteniéndose un
incremento de las descargas aisladas en la corteza frontal a la sexta y octava hora
de hasta 2.2 veces con la dosis de 7.5 pug/uL (1.4 £ 0.06 s; ANOVA F37n=13.2yP
< 0.001, seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.01), y hasta 1.5 veces con la
dosis de 15 ug/uL (0.9 £ 0.04 s; ANOVA F@E7n =55y P <0.001, seguido de la

prueba de Bonferroni, P < 0.01) respecto al control (0.6 £ 0.1 s).

Las tres dosis de gaboxadol abolieron las descargas espiga-onda en el nucleo
reticular del tAlamo durante las primeras tres horas después de su administracion
(ANOVA F@E7=13.9 y P < 0.001 seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.001;
véase Figura 48E y F), con un incremento posterior de hasta 1.6 veces en la
duracioén de las descargas a partir de la quinta hora con la dosis de 15 ug/uL (1.3 +
0.06 s; ANOVA F@i7) = 13.4y P < 0.001 seguido de la prueba de Bonferroni, P <
0.01) respecto al grupo control (0.8 + 0.1 s). Adicionalmente, se obtuvo una
tendencia a incrementar el nUmero de descargas espiga-onda con la dosis de 7.5
y 30 pg/uL (Tabla 8).
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Figura 45. Coherencia cerebral entre las cortezas frontal (CxO) y occipital (CxO) tras la
administracion de gaboxadol. Con las dosis de 7.5 y 15 pg/uL las primeras descargas espiga-
onda incrementaron la coherencia cerebral hasta el 100% en todas las frecuencias. Mientras que
con la dosis de 30 pg/uL se obtuvo un incremento progresivo hasta la octava hora. * P < 0.05
respecto al registro control.
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Figura 46. Coherencia cerebral entre la corteza frontal (CxF) y el nucleo reticular del tAlamo
(NRT) después de la administracion de gaboxadol. Con las dosis de 7.5y 15 pg/uL las primeras
descargas espiga-onda incrementaron la coherencia cerebral hasta el 100 % en todas las
frecuencias. Mientras que con la dosis de 30 pg/uL se obtuvo un incremento progresivo hasta la
octava hora. * P < 0.05 respecto al registro control.
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Figura 47. Coherencia cerebral entre la corteza occipital (CxO) y el nicleo reticular del
tdlamo (NRT) tras la administracion de gaboxadol. Con las dosis de 7.5y 15 pg/uL las primeras
descargas espiga-onda incrementaron la coherencia cerebral hasta un 100 % en todas las
frecuencias analizadas. Mientras que con la dosis de 30 pg/uL se obtuvo un incremento progresivo
hasta la octava hora después de la administracion del agonista GABAa. * P < 0.05 respecto al

registro control.
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Figura 48. Efecto de la administracion de gaboxadol en las descargas espiga-onda. La
administracion de gaboxadol disminuye significativamente (A) el nimero y (B) la duracion de las
pre-descargas espiga-onda en la corteza frontal (pre-DEO-CxF) y en (E, F) el nacleo reticular del
talamo (DEO-NRT), con un incremento significativo en la duracion de las descargas en el nucleo
reticular del tdlamo cinco horas después de la administracién. Adicionalmente, disminuye (D) la
duracion de las descargas aisladas en la corteza frontal (DEO-CxF) durante la tercera hora
después de la administracion, con un incremento a partir de las seis horas posteriores. Se obtuvo
una tendencia a incrementarse (C) el nimero de descargas con las dosis de 7.5, 15y 30 ug/uL. * P
< 0.05,#P < 0.001, &P < 0.001 respecto al grupo control.
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Bicuculina

La administracion del antagonista especifico del receptor GABAAa, bicuculina,
aumento significativamente el nimero de crisis de ausencia hasta 4 veces durante
la cuarta hora después de la administracion de la dosis de 100 ng/uL (37 + 4 crisis)
y 200 ng/uL (35 * 5 crisis; ANOVA F@i) = 3.2 y P < 0.05 seguido de la prueba de
Bonferroni, P < 0.05; véase Figura 49A) y disminuyendo la duracion de las crisis
hasta un 32 % durante la segunda a la quinta hora de la administracién de las
dosis de 50 ng (2.8 £ 0.1 s), 100 ng/uL (3.1 £ 0.1 s) y 200 ng/uL (2.9 £ 0.1 s;
ANOVA F@E7=11.1y P < 0.001 seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.001)
respecto al grupo control (8.8 £ 3.9 crisis, con 4.3 + 0.2 s; véase Figura 49B).
Adicionalmente, la bicuculina disminuy6 la latencia para que se presenta la
primera crisis hasta en un 70 % con las dosis de 100 ng/uL (119 + 16 s) y de 200
ng (137 £ 24 ng; ANOVA Fi7)= 4.2 y P < 0.05 seguido de la prueba de Bonferroni,
P < 0.05) respecto al grupo control (341 £ 56 s; véase Figura 49C; Tabla 6).

La administracion de la dosis de 200 ng/uL de bicuculina aument6 durante la sexta
hora la frecuencia de las descargas espiga-onda a 7.81 Hz de 6.25 Hz que
muestran los controles (véase Figura 50). Las demas dosis no produjeron cambios

en la frecuencia de las descargas manteniéndose en la frecuencia de 6.25 Hz.

Las tres dosis de bicuculina incrementaron la coherencia cerebral entre las
cortezas frontal y occipital, y la corteza frontal y el ndcleo reticular del tdlamo,
durante la primera hora después de su administracion. La coherencia cerebral se
incrementd entre las cortezas frontal y occipital en las frecuencias de 4.3-7.42 Hz
al 66.47 % + 5 %, de 8.20 - 10.94 Hz al 59.10 % £ 9 %, y de 15.63 - 19.53 Hz al
71.28 % £ 5 % (ANOVA F3,7)= 4.3 y P < 0.05 seguido de la prueba de Bonferroni,
P < 0.05) respecto de sus controles (véase Figura 51). Entre la corteza frontal y el
nuacleo reticular del tdlamo se incremento en las frecuencias de 7.81 -10.55 Hz al
56.6 % + 9 %, y de 16.02 - 19.92 Hz hasta un 66.9 % + 7 % (ANOVA F37)=4.5y
P < 0.05 seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.05) respecto al control (véase
Figura 52). La bicuculina no modificé la coherencia cerebral entre la corteza

occipital y el nucleo reticular del talamo (véase Figura 53; Tabla 7).
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Adicionalmente, la administracion de bicuculina no modificé las descargas espiga-
onda en la corteza frontal, pero si produjo un aumento de hasta tres veces el
namero de descargas espiga-onda en el ndcleo reticular del talamo, durante la
primera hora después de la administracion de las tres dosis (16 + 3 descargas
espiga-onda; ANOVA F@g7) = 3.2 y P < 0.05 seguido de la prueba de Bonferroni, P
< 0.05; véase Figura 54E), incrementando también la duracion de estas descargas
hasta 1.5 veces con la dosis de 200 ng/uL (1 £ 0.05 s; ANOVA Fe7=4.1y P <
0.05 seguido de la prueba de Bonferroni, P < 0.05; Figura 54F), respecto al control
(5 £ 1 descargas espiga-onda de 0.5 + 0.05 s de duracién; Tabla 8).

150 8 —
—&— Control
—&— 50 ng bicuculina
—¥— 100 ng bicuculina
120 1 B —a— 200 ng bicuculina
° g
g ™ T
3 S 4]
Q
£ 60 * g
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[a QP
30
0 T T T T T T T T 0 T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
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—~ 600
(=2}
[}
2
8 400 -
Q
f=
Q
=
]
= 200 -
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Control 50 100 200

Bicuculina (ng/pL)

Figura 49. Efecto de la administracién de bicuculina en el nacleo reticular talamico rostral
sobre las crisis de ausencia. Cuatro horas después de la administracion de bicuculina, aumenté
el namero de las crisis de ausencia, y disminuy6 significativamente su duracién (A, frecuencia; B,
duracién de las crisis). (C) La latencia para la primera crisis de ausencia disminuye hasta en un
70% con las dosis de 100 y 200 ng/uL respecto al control. * P < 0.05,# P < 0.01, & P < 0.001.
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Figura 51. Coherencia cerebral entre las cortezas frontal (CxO) y occipital (CxO) tras la
administracién de bicuculina. La administracion de bicuculina incrementa la coherencia cerebral
para las frecuencias de 4.3 - 7.42 Hz, 8.2 - 10.94 Hz y de 15.63 - 19.54 Hz durante la primera hora
respecto a lo obtenido en el grupo control. * P < 0.05 respecto al registro control.
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Figura 52. Coherencia cerebral entre la corteza frontal (CxF) y el ntcleo reticular del tAlamo
(NRT) después de la administracion de bicuculina. La administraciéon de bicuculina incrementa
la coherencia cerebral para las frecuencias de 7.81 - 10.55 Hz, y de 16.02 - 19.92 Hz durante la
primera hora respecto al grupo de sujetos control. * P < 0.05 respecto al registro control.
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Figura 53. Coherencia cerebral entre la corteza occipital (CxO) y el nicleo reticular del
tdlamo (NRT) tras la administracion de bicuculina. La bicuculina administrada en el ndcleo
reticular del tAlamo rostral no modifica la sincronicidad entre estas dos regiones a lo largo de las 8

h de registro.
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Figura 54. Efecto de la administracion de bicuculina en las descargas espiga-onda. La
administracion de bicuculina aumentd significativamente el (E) nimero y (F) duraciéon de las
descargas espiga-onda en el nucleo reticular del tdlamo (DEO-NRT). Sin producir cambios
significativos en (A) la frecuencia y la (B) duracién de las pre-descargas espiga-onda en la corteza
frontal (pre-DEO-CxF), ni en (C, D) las descargas espiga-onda aisladas en la corteza frontal (DEO-

CxF).
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9.6 EXPRESION DE LAS ENZIMAS GAD-65 Y 67 Y DEL RECEPTOR GABAAEN EL CIRCUITO

TALAMO-CORTICAL

En la corteza somatosensitiva, la rata taiep mostré una disminucion significativa de
hasta un 68% en la expresion de la enzima GAD-65 (0.92 + 0.03; Prueba t de
Student, T4a= 2.2 y P < 0.05) y hasta un 50 % de la enzima GAD-67 (0.4 + 0.02;
Prueba t de Student, T4 = 2.8 y P <0.05) respecto a la rata Sprague-Dawley (2.8 +
1 para GAD-65y 0.8 £ 0.1 para GAD-67; véase Figura 55A y 56). Por otro lado, en
el tAlamo de la rata taiep aumento significativamente hasta 2.2 veces la expresion
de la enzima GAD-67 (1.82 + 0.6; Prueba t de Student, T =2.13y P <0.05) y un
decremento de hasta el 83 % de la enzima GAD-65 (0.88 + 0.1; Prueba t de
Student, T4 = 2.7 y P < 0.05) respecto a la rata Sprague-Dawley (5.3 £+ 1 para
GAD-65y 0.8 £ 0.1 para GAD-67; véase Figura 55B y 56). En la rata taiep no se
obtuvieron cambios en la expresion del receptor GABAa en la corteza
somatosensitiva ni en el talamo con respecto a lo obtenido en las ratas Sprague-
Dawley.

A) B)
Corteza somatosensitiva Talamo

GABA, o, GAD-65 GAD-67 GABA, o, GAD-65 GAD-67
(52KDa) (65KDa) (67KDa) (52KDa) (65KDa) (67KDa)
PM MP SD taiep SD taiep SD taiep SD taiep SD taiep SsD taiep

70KDa

50KDa

40KDa . —-=-3-actina (43KDa)

B Sprague-dawley
. {aiep

Expresion relativa
(proteina / B-actina)
»

1

Expresion relativa
(proteina / B—actina)

* *
* &

GABAA 02 GAD-65 GAD-67 GABAA 02 GAD-65 GAD-67

Figura 55. Expresion del receptor GABA, y de las enzimas GAD-65 y 67 en ratas taiep y
Sprague-Dawley. A) En la corteza somatosensitiva, la rata taiep (en azul) se obtuvo una
disminucién en la expresion de las enzimas GAD-65 y 67 respecto a la rata Sprague-Dawley (SD,
en verde). B) En el tAlamo, la rata taiep se obtuvo un aumento en la expresion de la enzima GAD-
67, y una disminucién de la enzima GAD-65 respecto a las ratas SD. En la parte superior de cada
grafica se muestran las bandas de Western Blot. PM: peso molecular, MP: marcador de peso
molecular. * P < 0.05 respecto a las ratas SD.
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Figura 56. Perfil de la expresion del receptor GABAA y de las enzimas GAD-65y 67 en la rata
taiep. La rata taiep tuvo un perfil caracterizado por la disminucién de la expresion de la enzima
GAD-65 y un concomitante aumento de la enzima GAD-67 en el tdlamo respecto a las ratas
Sprague-Dawley (SD).

Tabla 6. Efectos de los farmacos administrados en el nlcleo reticular del tdlamo rostral
sobre las crisis de ausencia de la rata taiep.

Frecuencia Duracion Latencia .
. . Frecuencia del componente
Farmacos Dosis P
T e () PC (%) T e (M) PC (%) PC (%) principal de las DEO
_ S 25pg/uL SC sSC sSC sc sC 6.25 Hz
" h=
=
% 2 X 50 ug/uL scC scC 1 120* 1340* 6.25 Hz
= @
8 8 i 100 pg/uL scC scC 1 130%& 1340* 6.25 Hz
C o
®T  _ 1ught sc sc sc sc 1250* 6.25 Hz
S8 3
g < 2pugluL scC scC 5 135* 1250* 6.25 Hz
8 2
2 4pgL sc sc 5 135+ 1250 6.25 Hz
= T7-5ughL 1-3 1100 1-3 1100¢ 12800% 4.69 Hz
e]
©
” X 15pg/uL 1-3 1100%& 1-3 1100%& 12800% 4.69 Hz
o o)
Q ©
) O 30 pg/pL 1-4 1100% 1-4 1100 14200% 4.69 Hz
‘O
< s 50 ngluL sc sc 5 |32* sc 6.25 Hz
< =
o § 100 ng/uL 4 1400* 4-5 132% 170* 6.25 Hz
L
© 200 ng/uL 4 1400* 4-5 1328 |70* 7.81 Hz

Tmax: Hora maxima de aumento o decremento en la frecuencia, duracion o latencia a la primera crisis
respecto al grupo control. Pc: Porcentaje de cambio de aumento o decremento respecto al grupo control.
SC: Sin cambios significativos respecto al grupo control. * P < 0.05, & P < 0.001 respecto al grupo
control.
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Tabla 7. Efectos de los farmacos administrados en el nucleo reticular del tdlamo rostral
en la coherencia cerebral del circuito tdAlamo-cortical durante las crisis de ausencia de la

rata taiep.
CxF-CxO CxXF-NRT CxO-NRT
Farmacos Dosis
Tmax (h) Frec (Hz) Tmax (h) Frec (Hz) Tmax (h) Frec (Hz)
o 25 pgluL sc sc sc sc sc sc
O 3
o =
ko] £
? X 50 pg/pL SC SC SC SC SC SC
< 3
S |
o 100 pg/pL SC SC SC SC SC SC
3o
=
- ¥ 1 pg/pL SC SC SC SC SC SC
3 =
S 8 1Delta*
i) =
S I 2 pg/pL 3 +Theta 1* SC SC SC SC
=2 s
o 1Delta*
= 4 pg/pL 3 +Theta 1* SC SC SC SC
7.5 pg/pL 3 1Todas* 3 1Todas* 3 1Todas*
°
3
g 15 ug/uL 3 1Todas* 3 tTodas* 3 tTodas*
3
9 U]
o 30 pg/uL 8 tcasi todas* 8 tcasi todas* 8 1Delta*
o
@ 1Theta 1* N
< 50 ng/pL 1 1Theta 2* 1 TTT;;t:lZ* sc sc
< - 1Beta 1*
© £ 1Theta 1* Theta 2*
3 100 ng/pL 1 1Theta 2* 1 1 - sc sc
3 1Beta 1* 1Beta 1
m *
1Theta 1 "
200 ng/pL 1 1Theta 2* 1 1Theta 2 sc sc
M 1Beta 1
1Beta 1

Tmax: Hora méxima de aumento o decremento en la coherencia cerebral respecto al grupo control. SC:
Sin cambios significativos respecto al grupo control. *P < 0.05 respecto al grupo control.
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Tabla 8. Efectos de los farmacos administrados en el nucleo reticular del talamo las
descargas espiga-onda en la corteza frontal y el nucleo reticular del talamo.

pre-DEO CxF DEO CxF pre-DEO NRT
Farmacos Dosis
Tmax (h) Pc (%) Tmax (h) Pc (%) Tmax (h) Pc (%)
S 25pg/uL scC sc sc scC scC scC
ok €
28 X S0ughL SsC SsC sc sc sC sC
= 3
g *8 i 100 pg/pL 2 SC SC SC SC
S
g O _ 1ught scC sc sc sc scC sc
S o 'g
3T £ 2pghL sC sC sC sC sC sC
oS 2
=
4 pgluL scC sc sc sc 2 12.13 (D)%
#
7.5 ug/pL 1-3 6 1220 (D) 1-3
S 3
X 15 ugluL 13 8 1150 (D)* 1-3
2 S 5-8 1160 (D)*
ke 3
g 30 pg/uL 1-5 2-4 |14 (D)* 1-4
<
5% o 50 ng/uL sC sC sC sC 1 1300 (F)*
O] =
§ 100 ng/uL sC sC sC sC 1 1300 (F)*
(8]
@ 200 ng/pL sC sC scC scC 1 1300 (F)*

Tmax: Hora maxima de aumento o decremento de las pre-descargas en la corteza frontal (pre-DEO CxF),
nacleo reticular del talamo (pre-DEO NRT) o las descargas espiga-onda aisladas en la corteza frontal
(DEO CxF). SC: Sin cambios significativos respecto al grupo control, F: cambio en la frecuencia, D:
cambio en la duracién. * P < 0.05, #P < 0.01, 4P < 0.001 respecto al grupo control.
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Los hallazgos en los ultimos afios indican que las crisis de ausencia son causadas
por una disfuncién en el circuito tadlamo-cortical que se caracteriza por un
decremento en las aferencias hacia la corteza somatosensitiva debido a la
inhibicion mediada a través del receptor GABAAa en las neuronas talamo-corticales
localizadas en el nucleo ventrobasal del talamo (Cope y cols., 2009). EI aumento
de la inhibicion por los receptores GABAa es causado por la acumulacion del
neurotransmisor GABA, probablemente debido a una disfuncion en su recaptura
por los astrocitos, o por un aumento en la expresion de los canales de Ca*? tipo T
en las neuronas del nucleo reticular talamico (Crunelli y cols., 2012; Pirttimaki y
cols., 2013). Otra opcién que existe es una disminucién en la inhibicion de los
receptores GABAA en las neuronas piramidales de la corteza somatosensitiva, lo

gue las hace hiperexcitables (Crunelli y cols., 2012).

El papel de la corteza somatosensitiva como la iniciadora de las descargas espiga-
onda es respaldado por los registros electroencefalograficos de las ratas WAG-RIj
y GAERS, e incluso estudios en humanos con inicio de las descargas en regiones
cortico-frontales, similar a lo que obtuvimos en nuestros registros en la rata taiep
en el presente trabajo (véase Figura 25 y Anexo 12.6; Panayiotopoulos, 2001;
Polack y cols., 2007; Van Luijtelaar y cols., 2011; Depaulis y Charpier, 2018).
Estos hallazgos han llevado a la hipdtesis que las crisis de ausencia no son
realmente "generalizadas", con compromiso cortical inmediato y global, sino que
se inician a partir de redes corticales especificas y luego se propagan al circuito

neuronal tdlamo-cortical.

Esta actividad previa al inicio de la descarga espiga-onda es muy relevante porque
muestra que existe un proceso que disminuye el ritmo de la actividad talamo-
cortical que lleva a un estado de conciencia particular que caracteriza a la crisis de
ausencia, esto es que se produce una “detencion” en la conducta, la cual se

restableceria cuando cese la actividad sincrona espiga-onda.
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Por otro lado, el nucleo reticular del talamo se ha dividido en dos regiones
anatomico-funcionales diferentes para la produccion de las descargas espiga-
onda. La region caudal del nicleo mantiene conexiones directas con neuronas
talamo-corticales con funciones sensitivas, mientras que la region rostral tiene
conexiones con circuitos motores y limbicos, recibiendo aferencias tanto de los
ndcleos basales como de la sustancia nigra pars reticularis; ambas regiones
mantienen conexiones con el nucleo ventroposteromedial del tAlamo (Aker y cols.,
2006). Se ha reportado en las ratas GAERS que el bloqueo de los receptores
GABAAa, por la administracion de bicuculina en la regién caudal produce un
aumento en la duracién de las descargas espiga-onda, contrario a o que sucede
en la region rostral, que disminuye la duraciéon de las descargas (Aker y cols.,
2006). Nuestros resultados en la rata taiep son semejantes a la rata GAERS, ya
que obtuvimos también una disminucidon en la duracion de las crisis con la
administracion de bicuculina en la regién rostral del ndcleo reticular del talamo
(véase Tabla 6, 7 y 8, Figura 49). Se ha propuesto al nucleo reticular del tAlamo
como responsable de la duracién y terminacién de las descargas espiga-onda
durante las crisis de ausencia (Depaulis y Charpier, 2017).

Diversos estudios en la rata WAG/RIj usando el analisis de causalidad de Granger
han permitido conocer la dinamica de acople de las estructuras del circuito talamo-
cortical durante las descargas espiga-onda en una crisis de ausencia. Tan solo 1.5
segundos antes del inicio de las descargas espiga-onda existe un incremento en el
acople bidireccional de los microcircuitos en la corteza somatosensitivas,
especificamente en las capas corticales IV, V y VI (Sitnikova y cols., 2008;
Lattjohann y cols., 2014; Sysoeva y cols., 2016). En las ratas GAERS también se
ha reportado un incremento en la actividad de las neuronas piramidales de las
capas profundas de la corteza somatosensitivas antes del inicio de las descargas
espiga-onda (Polack y cols., 2007). Posterior a esta actividad hay un aumento en
el acople desde la corteza somatosensitiva hacia el tdlamo, con un incremento en
el ritmo delta del electroencefalograma previo a la descarga espiga-onda,
representando un estado de preparacion para el inicio de la descarga misma

(véase Anexo 12.2; Sitnikova y cols., 2008; Sitnikova y van Luijtelaar, 2009).
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Durante la descarga espiga-onda existe un aumento del acople direccional de la
corteza cerebral al nacleo reticular del talamo y de este nucleo hacia los nucleos
talamicos (Sitnikova y cols., 2008; Luttjohann y cols., 2014). Las aferencias
GABAérgicas del nacleo reticular del talamo disminuyen la probabilidad de disparo
de las neuronas tdlamo-corticales (Cope y cols., 2009). Un segundo previo al cese
de la descarga espiga-onda, la region caudal del nucleo reticular del talamo
aumenta su acople con la regién rostral, mientras disminuye el acople direccional
de la corteza somatosensitiva y el nucleo reticular del talamo (LUttjohann y cols.,
2014). Para finalmente, dar termino a la descarga espiga-onda, quedando solo un
aumento en el acople entre la corteza somatosensitiva y los nucleos talamicos
posteriores, que aun se desconoce su rol (véase Anexo 12.2; Littjohann y cols.,
2014).

La patologia desmielinizante de la rata taiep otorga mdiltiples panoramas para
desencadenar las descargas espiga-onda. Desde el desacople del circuito talamo-
cortical visto en estudios de potenciales provocados visuales, auditivos o
somatosensitivos al estimular el nervio ciatico o peroneo donde se muestra un
retraso significativo en sus componentes corticales (Benitez y cols., 1997;
Roncagliolo y cols., 2000; Eguibar y cols., 2008; Eguibar y cols., 2022 sometido a
consideracion de la editorial). Incluso al estimular la corteza cerebral motora en la
rata taiep la onda D (directa) y la onda | (indirecta) se fusionan debido al retraso
sinaptico de la via cortico-espinal (Eguibar y cols., 2022, sometido a consideracién
de la editorial). De la misma manera en los potenciales provocados auditivos, la
rata taiep presenta umbrales auditivos normales, pero con un retraso en la latencia
de las ondas Il y IV, por lo que la mutacion en la tubulina solo afecta las vias
centrales y corticales de la rata (véase Anexo 12.3; Lopez-Juarez y cols., 2020;
Eguibar y cols., 2022, sometido a consideracion de la editorial). Es muy relevante
que las alteraciones en los potenciales provocados auditivos sean similares entre
las ratas taiep tanto infantiles (Roncagliolo y cols., 2000), como adultas jovenes
(Lopez-Juarez y cols., 2020) con respecto a lo encontrado en un paciente con H-
ABC de Chiapas, México (véase Anexa 12.3). De hecho, los potenciales

somatosensitivos del nervio femorocutaneo tienen una homologia entre lo
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reportado en la paciente y en la rata taiep (Salceda Ruanova, 1997; Eguibar y

cols., 2022, sometido a consideracion de la editorial).

En este mismo contexto, el proceso desmielinizante de la rata taiep se acompafa
de una astrogliosis reactiva que inicia en las distintas regiones del cerebro
inicialmente mielinizadas, como es el tallo encefalico desde los 15 dias de vida,
extendiéndose a medida que progresa el defecto de mielina a la corteza cerebral y
cerebelo al mes de edad hasta el diencéfalo a los seis meses de edad (Leon
Chavez y cols., 2001). Se ha observado en ratas GAERS la acumulacién del
neurotransmisor GABA en las sinapsis de las neuronas del ndcleo reticular
talamico y las neuronas talamo-corticales debido a una disfuncion astrocitica
(Pirttimaki y cols., 2013). La astrogliosis puede relacionarse con la aparicion de la
crisis de ausencia en la rata taiep, al alterar la transmision sinaptica debido a la

acumulacion de neurotransmisores, por cambios en los mecanismos de recaptura.

10.1 CARACTERIZACION DE LAS CRISIS DE AUSENCIA POR SEXO Y EDAD

La mayoria de los datos disponibles sobre las crisis de ausencia en modelos
genéticos provienen de dos lineas endogamicas bien conocidas: las ratas WAG/RIj
y las ratas GAERS (Marescaux y Vergnes, 1995; Luijtelaar y Zobeiri, 2014). Sus
caracteristicas permiten realizar diferentes estudios con una variedad de
enfoques. Otros estudios sobre la neurobiologia de la epilepsia de ausencia
provinieron de los ratones (Noebels, 1979), la mayoria de ellos con sindromes
neurolégicos por la mutacion en los genes para los canales de sodio o potasio
(Eguibar y Cortés, 2010b). Por otro lado, agentes farmacolégicos capaces de
inducir crisis de ausencia agudas, como una dosis baja de pentilenetetrazol,
penicilina o gamma-hidroxibutirato. Para modelos farmacoldgicos crénicos, la
administracion prenatal de metilazoximetanol (MAM), que induce displasias
corticales e hipocampales (Baraban y Schwartzkroin, 1995; Cortez y cols., 2016),

otro agente comunmente utilizado es un inhibidor de la sintesis de colesterol, AY-
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9944, que se administra postnatalmente e induce crisis de ausencia atipicas mas

adelante en la vida (Cortez y cols., 2002).

Aun con una variedad de modelos experimentales para el estudio de las crisis de
ausencia, existen pocos modelos en los que se asocie este tipo de epilepsia con
otras patologias del sistema nervioso central. Los resultados actuales en la rata
taiep demostraron que presenta una tubulinopatia caracterizada por una
hipomielinizacion inicial seguida de una desmielinizacion progresiva del sistema
nervioso central que se acompafia de aumento dependiente de la edad en el
namero y la duracion de las crisis de ausencia. Los presentes resultados muestran
que las ratas taiep tienen descargas espiga-onda asociadas a una interrupcion de
su conducta sin signos motores visibles, los cuales son las principales
caracteristicas de este tipo de epilepsia generalizada (Lunn y cols., 1997; Eguibar
y cols., 2014; Cortez y cols., 2016).

Se han reportado cambios en la mielina en las ratas WAG/RIj y las ratas GAERS,
como la reduccion en la anisotropia fraccional como se establecié con imagenes
de tensién de difusion en las fibras mielinizadas del cuerpo calloso que
interconectan la corteza somatosensitiva facial entre ambos hemisferios
cerebrales, probablemente debido a una disminucion en la densidad de las fibras o
la cantidad de mielina en esta via (Chahboune y cols., 2009). Adicionalmente, se
ha documentado que en pacientes pediatricos con epilepsia de ausencia existen
cambios en la porcién de la rodilla del cuerpo calloso con distribucion asimétrica
en los diferentes tractos de fibras (Liang y cols., 2016). Se ha demostrado en la
rata con la leucodistrofia de Canavan, la rata tremor, que las crisis de ausencia
aumentan ligeramente desde 13 hasta las 15 semanas de vida (Serikawa y cols.,
1987, 1991), y su esperanza de vida es de tan solo 20 semanas, siendo mas corta
que la rata taiep con una esperanza de vida de 18 meses (Serikawa y cols., 1987).
En humanos se ha reportado el caso de una nifia de 6 aflos que presenté una
leucodistrofia asociada a crisis de ausencia (Dweikat y cols., 2014). Por lo tanto,
estd claro que la pérdida de mielina puede estar asociada con una mayor

expresion de las crisis de ausencia.
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Es bastante relevante que las crisis de ausencia incrementen con la edad de los
sujetos, lo cual se comparte con los modelos en rata WAG/Rij y GAERS, y que
ademas las ratas taiep tienen un dimorfismo sexual claro y Unico que no se
comparte con los otros modelos. Las ratas taiep macho se ven mas afectadas en
comparacion con las ratas hembra durante el primer afio de vida. En los humanos,
la epilepsia de ausencia ocurre con mayor frecuencia entre los 2 y los 15 afios de
edad (Kuhlo, 1970; van Luijtelaar y cols., 2015), y es mas prevalente en nifias que
nifios; mejorando hasta en dos tercios de los casos después de la pubertad, lo que
apoya que probablemente existe algun papel en la maduracion de los circuitos
cerebrales mediada por los esteroides gonadales para la desaparicion de este tipo
de epilepsia (Holmes, 1988). En los modelos genéticos en rata no desaparecen las
crisis de ausencia con la edad, muy probablemente se deba a que en los humanos
existen procesos de maduracién neuronal que en las ratas no se encuentra

presentes.

En las ratas WAG/RIj el niumero de crisis de ausencia tienen una distribucion
circadiana con una acrofase durante la fase oscura (van Luijtelaar y Coenen,
1988). Adicionalmente, se ha descrito en este modelo que existe mayor
probabilidad que se presenten crisis de ausencia en los periodos de transicion
vigilia <~ suefio de ondas lentas (Smyk y cols., 2019; Smyk y van Luijtelaar, 2020),
esto probablemente debido a que el circuito tdlamo-cortical es responsable del
ritmo cortical, y durante la transicion vigilia <« suefio de ondas lentas, el circuito
pasa por un ritmo similar de las descargas espiga-onda de las crisis de ausencia
(Haldsz y cols., 2002). Las ratas taiep de 9 y 12 meses de edad mostraron
distribucion circadiana del namero y en la duracibn media de las crisis de
ausencia, estando ambas acrofases cerca de la mitad de la fase de luz, periodo
caracterizado por un mayor numero de episodios de suefio comparado con la fase

de oscuridad.

Es de destacar que el nUmero y la duracion de las crisis de ausencia aumentaron
con la edad, pero la frecuencia en el espectro de potencia de las descargas

espiga-onda se mantuvo estable alrededor de 6.30 £ 0.05 Hz, lo que respalda que
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las vias dentro de la red cortico-talamo-cortical no son afectadas por el proceso de

desmielinizacion progresiva, y que el circuito tAlamo-cortical es estable.

La frecuencia de las descargas espiga-onda en los modelos genéticos con crisis
de ausencia difiere a lo reportado en los seres humanos con este tipo de epilepsia,
siendo mas rapidos en los roedores, como en la rata WAG/RIij y GAERS con un
rango de 7 a 11 Hz (Vergnes y cols., 1982; Coenen y Van Luijtelaar, 2003),
mientras que en los seres humanos con descargas espiga-onda de tan solo 3 Hz
(Crunelli y Leresche, 2002). Se ha propuesto que la diferencia en la frecuencia se
debe a la morfologia y la distancia del circuito tAlamo-cortical, siendo de menor en
los roedores (Akman y cols., 2010). En nuestros registros controles, las descargas
espiga-onda de la rata taiep tienen una frecuencia de 6.25 Hz, muy semejante a
las frecuencias reportadas para la rata tremor con la leucodistrofia de Canavan
(Serikawa y cols., 1987), siendo las descargas espiga-onda mas lentas que las de

los otros modelos de crisis de ausencia.

Morfologicamente las descargas espiga-onda se les ha identificado una primera
espiga positiva (1S) que sugiere potenciales locales de la corteza cerebral,
seguido de una segunda espiga positiva (2S) generada por potenciales que
provienen de la corteza al tdlamo, ambas espigas incrementan en amplitud en
registros frontales; y una onda (W) producto de la reverberacion talamo-cortical
(véase Anexo 12.7; Weir, 1965; Sitnikova y Van Luijtelaar, 2007; Akman y cols.,
2010).

En la rata taiep se puede apreciar incremento en la duracion de la onda (W) que
incluso enmascara la primera espiga positiva (1S) de la siguiente descarga espiga-
onda, probablemente por la patologia desmielinizante que enlentece la transmision
de los potenciales de accion dentro del circuito talamo-cortical (véase Anexo 12.7).

Lo anterior sustenta que el circuito talamo-cortical de la rata taiep se encuentra
desmielinizado; sin embargo, este circuito no es afectado por el patron progresivo

desmielinizante de la leucodistrofia que presenta la rata.
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10.2 EFECTO DE LA ORQUIECTOMIA EN LAS CRISIS DE AUSENCIA DE LA RATA TAIEP

Los estudios sobre la relacién entre las hormonas esteroides y la epilepsia estan
relacionados con el papel de los estrégenos o la progesterona (Scharfman y
MacLusky, 2006; Veliskova, 2006), particularmente debido a la relacion del ciclo
estral o menstrual y la susceptibilidad a las crisis (Scharfman y MacLusky, 2006).
Los hallazgos de nuestro estudio son la primera demostracion contundente de un
efecto diferencial de los androgenos testiculares sobre la frecuencia de las crisis

de ausencia en un modelo de rata con leucodistrofia (Cortes y cols., 2022).

Primero, las ratas taiep adultas macho son mas propensas a tener una mayor
frecuencia de crisis de ausencia en los primeros tres meses de vida que las ratas
taiep hembra (Cortes y cols., enviado a publicacién en Epilepsia). Adicionalmente,
con nuestros resultados demostramos que los androgenos podrian inducir
cambios permanentes en el sustrato neural que inician las descargas de espiga-
onda (Cortes y cols., 2022).

Generalmente, los efectos organizacionales de los andrégenos estan relacionados
con la exhibicion de la conducta sexual masculina, el llamado proceso de
masculinizacién relacionado con la exhibicion del patron caracteristico de la
conducta sexual masculina caracterizado por montas, intromisiones vy
eyaculaciones (McCarthy y cols., 2002; Eguibar y cols., 2016), y un proceso
concomitante de desfeminizacion, lo que representa una disminucién en la
respuesta de lordosis femenina después de la exposicion a la accion secuencial
de los estrégenos y la progesterona (Nugent y cols., 2015). Sin embargo, se sabe
poco sobre otros comportamientos no sexuales y faltan estudios relacionados con
rasgos patologicos (Herzog y Fowler, 2005; van Luijtelaar y cols., 2015). Por lo
tanto, este estudio es el primero en correlacionar la susceptibilidad de las crisis de
ausencia y la presencia de androgenos testiculares en el periodo neonatal, cuando
estas hormonas esteroides pueden cambiar permanentemente los sustratos

neurales en el llamado "periodo organizacional" (McEwen, 1992).

Con respecto a las crisis de ausencia en las ratas WAG/RIj, el nimero de
descargas espiga-onda aumenté durante la fase de proestro (Van Luijtelaar y
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cols., 2001) y disminuy6 durante la fase de diestro (Van Luijtelaar y cols., 2001).
La progesterona modula el receptor GABAA (Majewska y cols., 1985; Segovia y
cols., 1999). Sin embargo, la administracion sistémica de progesterona aumenta el
namero de crisis de ausencia en ratas WAG/RIj (Van Luijtelaar y cols., 2001). Es
importante destacar que el blogueador del receptor de progesterona nuclear
especifico RU-38486 no bloguea los efectos de este esteroide en las crisis de
ausencia, lo que respalda que esta hormona actua a través de los receptores de la
membrana celular (Van Luijtelaar y cols., 2001). Durante el embarazo, la
frecuencia y la duracion de las crisis de ausencia disminuyeron desde el dia 3
hasta el 18, cuando la progesterona alcanza sus niveles maximos, lo que respalda
el papel de esta hormona esteroide en la regulacion de las descargas espiga-onda

(Tolmachevay cols., 2004).

Durante un estudio que evalud los efectos de la cocaina en las descargas espiga-
onda, van Luijtelaar y sus colaboradores (Van Luijtelaar y cols., 2001) demostraron
que la orquiectomia aumentaba el nimero de crisis de ausencia en las ratas
WAG/RIij macho. Otro estudio propuso que la testosterona pudiera tener un efecto
antiepiléptico a través del androstanodiol, uno de sus metabolitos (van Luijtelaar y
cols., 2015). Sin embargo, no se realizaron mas estudios para caracterizar el papel
de los androgenos en la susceptibilidad de las crisis de ausencia en este u otros
modelos animales de este tipo de epilepsia generalizada.

Nuestros resultados mostraron por primera vez que los andrégenos testiculares
tienen efecto dual sobre el nimero de las crisis de ausencia, aumentando la
incidencia cuando se realiza la orquiectomia a edad adulta, mientras que la
orquiectomia en neonatos las reduce significativamente. Estos resultados implican
gue los andrégenos, principalmente la testosterona, pueden inducir cambios en la
organizacion del circuito talamo-cortical y son capaces de activar los circuitos
cerebrales relacionados con este tipo de epilepsia, es decir, en la corteza cerebral,
para iniciar las crisis (Van Luijtelaar y cols., 1996) y el circuito talamo-cortical para

sostener las descargas espiga-onda.
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Los informes clinicos normalmente no analizan el estado hormonal y la
susceptibilidad a las crisis en pacientes masculinos (Cortés y Fierro-Rojas, 2018).
Por tanto, este estudio es relevante en casos de comorbilidad en los que los
cambios hormonales se correlacionan con este tipo de epilepsia u otros tipos de
epilepsias como sucede en la pubertad. Se necesitan mas experimentos para

discernir el papel de los andrégenos en este tipo de epilepsia generalizada.

10.3 EFECTO DEL BLOQUEO DE LOS CANALES DE CA*2 TIPO T EN EL NUCLEO RETICULAR

DEL TALAMO EN LA RATA taiep

Los potenciales en rafaga mediados por canales de Ca*? tipo T de bajo umbral en
el ndcleo reticular del tAlamo asi como en las neuronas tdlamo-corticales, se han
correlacionado con la generacion de las descargas espiga-onda de las crisis de
ausencia (Tringham y cols., 2012; Fogerson y Huguenard, 2016). Las descargas
corticales que llegan al ndcleo reticular del tdlamo causan potenciales
postsinpticos excitatorios (EPSP, de sus siglas en inglés) que aunado con las
corrientes entrantes de los canales de Ca*? tipo T generan una rafaga de
potenciales en meseta en el nucleo reticular del tAlamo. Las descargas del nucleo
reticular del talamo y de la corteza cerebral provocan en las neuronas talamo-
corticales del complejo ventrobasal del tdlamo una serie de potenciales
postsinapticos inhibitorios (IPSP, de sus siglas en inglés) y excitatorios que
raramente producen potenciales de accion (véase Figura 12; Crunelli y Leresche,
2002; Cheong y Shin, 2013, 2014).

Existe mayor expresion de los canales de Ca*? tipo T en roedores mutantes con
fenotipos de epilepsia del tipo de las crisis de ausencia, lo que respalda el papel
de los canales de Ca* tipo T en la génesis de este tipo de epilepsia (Fletcher y
cols., 1996; Burgess y cols., 1997; Letts y cols., 1998; Sarkisian, 2001). Asi se ha
mostrado que la sobrexpresion funcional de los canales de Ca*™ tipo T en las
neuronas reticulares taldmicas en la rata GAERS (Talley y cols., 2000).
Adicionalmente, la administracion intracerebral de cadmio, un ion que bloquea las

corrientes de Ca'*? tipo T, en el nlcleo reticular talamico de la rata GAERS
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disminuye significativamente la duracion de las descargas espiga-onda (Avanzini y
cols., 1992; Avoli, 2012).

La etosuximida, es el farmaco de primera linea para el tratamiento de las crisis de
ausencia tipica (McNamara, 2007), se ha administrado por microinfusién dosis
desde 200 nM (28.23 pg) en el nucleo reticular del talamo en las ratas GAERS,
produciendo disminucién de un 70 % en la duracién de las descargas espiga-onda
durante la primera hora después de la administracion y con aumento en la latencia
para presentarse la primera crisis (Richards y cols., 2003). En este mismo
contexto, la etosuximida administrada de forma sistémica en pacientes con
epilepsia y en las ratas GAERS y WAG/RIj reduce el numero y la duracion de las
crisis de ausencia (Richards y cols., 2003; McNamara, 2007; Blumenfeld y cols.,
2008). Estos mismos efectos se obtuvieron en la rata taiep donde la
administracion sistémica de la etosuximida redujo un 90 % el niamero de crisis de
ausencia y hasta un 40 % en su duracion en la primera hora después de su
administracion (Callejas Rojas, 2009; Cortés y cols., 2022, manuscrito en

preparacion).

En nuestros resultados obtuvimos una reduccion en la duracién de las crisis de
ausencia incrementando la latencia para que se presente la primera crisis con la
administracion de etosuximida por microinfusion en el ndcleo reticular del tdlamo
rostral (véase Figura 31, Tabla 6). Estos mismos efectos se replicaron con la
administracion del bloqueador especifico de los canales de Ca*? tipo T, el
mibefradil (véase Figura 37, Tabla 6). Por lo que estableceria que las descargas
espiga-onda en la rata taiep son debidas a potenciales en rafaga mediados por
corrientes de Ca*? tipo T en el nlcleo reticular del tAlamo. Adicionalmente, parte
del efecto antiepiléptico de la etosuximida es a través de blogquear los canales de
Ca*? tipo T en este nucleo, al igual como se ha reportado en otros modelos
animales y en la enfermedad humana (Richards y cols., 2003; McNamara, 2007;
Blumenfeld y cols., 2008). Esto es relevante porque aun de los origenes diversos

de los modelos animales disponibles de este tipo de epilepsia generalizada, se
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conservan mecanismos fisiopatolégicos similares para la generacion de las

descargas espiga-onda.

10.4 EFECTO GABAERGICO EN EL NUCLEO RETICULAR DEL TALAMO EN LA RATA taiep

El receptor GABAA es clave en la fisiopatologia de las crisis de ausencia en la rata
taiep como lo mostramos en nuestros resultados. La inhibicidon ejercida por el
nacleo reticular del tdlamo en las neuronas tdlamo-corticales del complejo
ventrobasal del tAlamo causan disminucion de las aferencias a la corteza y con
ello la tipica detencién de la conducta que se presenta en la crisis de ausencia
(Crunelli y cols., 2012).

En anteriores trabajos hemos reportado la exacerbacion de las crisis de ausencia
con la administracion sistémica de gaboxadol y un decremento con la bicuculina
(Ibarra-Hernandez, 2018). Probablemente los efectos de los farmacos se sumaron
al impacto de las descargas inhibitorias del nucleo reticular del tdlamo sobre las
neuronas talamo-corticales y asi mediaron la expresion de las descargas espiga-
onda (Crunelli y Leresche, 2002; Crunelli y cols., 2012). En esta ocasion, la
administracion local de gaboxadol en el nucleo reticular del talamo rostral suprimié
las crisis de ausencia hasta por 4 horas en la rata taiep, tal administracion emulé
el efecto inhibitorio de la regién caudal sobre la region rostral del ndcleo reticular
del tAlamo que se observa un segundo previo a la finalizacion de las crisis de
ausencia (LUttjohann y cols., 2014). Después de la supresion por el gaboxadol,
hubo una disminucién en la frecuencia de las descargas espiga-onda pasando
desde 6.25 Hz hasta 4.69 Hz de frecuencia en el componente principal. El efecto
contrario fue obtenido con la administracion de bicuculina, la cual disminuyé la
latencia para que aparezca la primera crisis de ausencia y aumento la frecuencia
de las descargas espiga-onda hasta alcanzar 7.81 Hz. La funcion de la region
rostral del nucleo reticular del tdlamo parece fundamental para determinar la
duracién de la descarga espiga-onda, asi como la velocidad en la que reverbera el

circuito talamo-cortical.

Pagina |130



10. DISCUSION

Durante el efecto del gaboxadol se incrementd el ritmo delta en el
electroencefalograma de base, tal efecto es producto de la disminucion de la
frecuencia en que reverbera el circuito tdlamo-cortical, ya que las funciones de
este circuito es el mantener el ritmo cortical (Crunelli y cols., 2018). Lo anterior lo
podemos apreciar cuando aparecen las primeras descargas espiga-onda con
frecuencias mas lentas respecto de lo obtenido en los registros controles con la
administracion del vehiculo. Adicionalmente, se obtuvo disminucion en las
descargas en el nucleo reticular del tadlamo rostral, que son reflejo de la inhibicién
inducida por el gaboxadol, el efecto contrario o obtuvimos con la administracion
de la bicuculina que incrementd el numero y la duracidon de las descargas en el

ndcleo reticular del talamo durante la primera hora después de su administracion.

Adicionalmente, posterior al efecto inhibitorio del gaboxadol, hubo un incremento
en todas las frecuencias en la coherencia cerebral entre la cortezas frontal y
occipital, y estas areas con el nudcleo reticular del talamo, lo que indica un
incremento en la sincronicidad en el circuito talamo-cortical, efecto de
sincronizacion temporal o “time-lock” (Damasio, 1989). A la vez obtuvimos una
tendencia a incrementarse el nimero y la duracién de las descargas espiga-onda,
acompafandose de un incremento en la duracién las descargas corticales
aisladas también en las obtenidas en el nucleo reticular del talamo, como un
efecto de rebote posiblemente resultado de un sindrome de privacion al GABA tras
metabolizarse el gaboxadol (Brailowsky y cols., 1990). Lo que podemos confirmar
con la administracion de bicuculina que increment6 la coherencia entre la corteza
frontal con la occipital, y entre la corteza frontal con el nicleo reticular del talamo
para la mayoria de las frecuencias durante la primera hora después de su
administracion. Estos hallazgos muestran un rol fundamental del GABA a través
de sus receptores tipo A que cambian al circuito enfasando a una descarga en el

rango de frecuencias theta.

Nuestros resultados muestran que el nucleo reticular del tdlamo modula la
duracion y mantenimiento de las descargas espiga-onda en la rata taiep. La

inhibicion sobre la region rostral del nucleo reticular del talamo induce la supresion
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temporal de las descargas espiga-onda, mientras que el aumento de la actividad
de esta region facilita la aparicion de las descargas espiga-onda y la
sincronizacion del circuito tAlamo-cortical. Es necesario analizar el rol del GABA en

el ndcleo reticular del talamo en su region caudal en futuros experimentos.

10.5 EXPRESION DE LA ENZIMA GAD-65 Y 67 Y DEL RECEPTOR GABAA EN EL CIRCUITO

TALAMO-CORTICAL

En los otros modelos murinos de crisis de ausencia se ha reportado perfiles que
promueven el incremento del neurotransmisor GABA a nivel taldmico o su
decremento a nivel de la corteza somatosensitiva. En el raton letargico se ha
obtenido un aumento de hasta un 37% en la expresion de la enzima GAD-67 en
homogenizados del nucleo reticular del talamo y empleando inmunohistoquimica
(véase Figura 11A; Lin y cols., 1999). En otro ratdn con crisis de ausencia, el
Stargazer, se ha mostrado un incremento en la expresion de las subunidades para
el receptor GABAA en el nucleo ventroposterior del talamo, que al igual que los
ratones controles se observa una predominante distribucion de la enzima GAD-67
en el nucleo reticular del tAlamo (véase Figura 11B; Seo y Leitch, 2014).

En la rata GAERS se ha descrito que es la corteza somatosensitiva la que muestra
una disfuncion de los receptores GABAa que son incapaces de unirse a las
benzodiacepinas, sin cambios en la densidad del receptor, ni en la enzima GAD
(Spreafico y cols., 1993). Por otro lado, en las ratas WAG/RIij existe una
disminucién del receptor GABAA fasico en la region somatosensitiva de la corteza
cerebral debido a una mutacion en la subunidad y2 del receptor, similar a lo
reportado en leucocitos de muestras sanguineas de pacientes con crisis de
ausencia (Wallace y cols., 2001; Crunelli y cols., 2012). En pacientes con el
sindrome con epilepsia de ausencia tipica y crisis febriles se ha reportado la
mutacion de la subunidad y2 del receptor GABAAa, causando una disfuncion de la
inhibicion GABAérgica (Macdonald y cols., 2004, 2010). Con nuestros resultados
hemos mostrado que la rata taiep tiene una disminucion en la expresion de las

enzimas GAD-65 y 67 en la corteza somatosensitiva, mientras que en el talamo
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hay incremento de la enzima GAD-67 y decremento de la expresion de la GAD-65,
sin cambios significativos en la expresion de los receptores GABAA respecto a lo

obtenido en las ratas Sprague-Dawley (véase Figura 55 y 56).

El decremento en la expresion de las enzimas GAD-65 y 67 en la corteza
somatosensitiva promueven una disminucion en la sintesis del neurotransmisor
GABA y un consecuente aumento de la probabilidad de disparo de las neuronas
piramidales, lo que puede crear un foco hiperexcitable (Crunelli y cols., 2012). Lo
antes expuesto puede explicar el aumento de la enzima GAD-67 a nivel talamico,
debido a que el foco hiperexcitable en la corteza somatosensitiva aumenta las
entradas excitatorias al nucleo reticular del talamo, el principal nicleo GABAérgico
del tAlamo (Fogerson y Huguenard, 2016; Crunelli y cols., 2018); y un aumento en
la sintesis de GABA e inhibir a las neuronas talamo-corticales. De tal manera que
se facilita y promueve las crisis de ausencia en la rata taiep por una descarga

sincrona del circuito talamo-cortical.

El adecuado funcionamiento del sistema nervioso central (SNC) depende de la
complejidad de las redes neuronales formadas durante el desarrollo, cuando las
neuronas adquieren sus formas y funciones. Por esta razon, los mecanismos
neurogénicos dependen de la estrecha coordinacion y dinAmica del citoesqueleto
(Monteiro y cols., 2011).

Es claro que la epilepsia es algo -caracteristico de los individuos con
leucodistrofias, reportandose una prevalencia que va desde el 30% hasta el 66%
de los casos publicados en la literatura (véase Anexo 12.4; Yalcginkaya y cols.,
2003; Jocic-Jakubi y cols., 2007; Bonkowsky y cols., 2010, 2020; Itoh y cols.,
2019; Kulhanek y cols., 2019; Zhang y cols., 2020; Amin y cols., 2022), de los
cuales el 18% de los casos de H-ABC se acompafian de crisis epilépticas (Ferreira
y cols., 2014). En la mayoria de los casos de epilepsia en individuos con
leucodistrofias se reportan crisis focales o crisis focales que evolucionan a crisis
generalizadas (Yalginkaya y cols., 2003; Zhang y cols., 2020), esto sugiere que la

afectaciéon en la sustancia blanca por la leucodistrofia, afecta a las neuronas
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adyacentes en la corteza cerebral, o que lleva a la formacion de focos epilépticos
(Zhang y cols., 2020). La presencia de epilepsia en individuos con leucodistrofias
se relaciona con un inicio mas temprano de la afeccion de la mielina, comparado
con individuos con leucodistrofias sin epilepsia (Zhang y cols., 2020). Por lo que
los defectos en la mielinizacion son criticos para la aparicion de alteraciones en el
desarrollo de la corteza cerebral; y, por lo tanto, de la génesis de los sindromes
epilépticos (Monteiro y cols., 2011). Aun asi, la presencia de epilepsia en
individuos con leucodistrofia no incrementa el riesgo de muerte (Bonkowsky vy
cols., 2010).

El ajuste fino de la proliferacion y la neurogénesis, la migracion y diferenciacion
neuronal y la conectividad subyacen al correcto desarrollo de la corteza cerebral
(Jaglin y Chelly, 2009). Las mutaciones en genes implicados en estos procesos
son responsables de trastornos del neurodesarrollo (Parrini y cols., 2016). En los
altimos afos, la importancia de los componentes del citoesqueleto en los procesos
celulares cruciales para el desarrollo cortical ha surgido a partir del avance de los
nuevos métodos de diagndstico (Jaglin y Chelly, 2009). El reciente descubrimiento
de pacientes con lisencefalia y polimicrogiria asimétrica bilateral portadores de
mutaciones en los genes codificadores de tubulina alfa y beta respalda aun mas el
rol del citoesqueleto en el desarrollo de la corteza cerebral, ademas también
plantea preguntas interesantes sobre los roles especificos que desempefian
ciertos isotipos de tubulina durante el desarrollo de la corteza y la génesis de focos
epilépticos, ya que es una caracteristica la presencia de crisis epilépticas en los
trastornos por tubulinopatias (véase Anexo 12.5; Poirier y cols., 2010; Romaniello
y cols., 2012; Cushion y cols., 2013; Amrom y cols., 2014; Bahi-Buisson y cols.,
2014).

Nuestros hallazgos son relevantes ya que, aunado a los estudios genéticos y de
imagenologia, junto con los de indole neurofisiolégico, como los estudios de
electroencefalografia y del suefio, caracterizan la presentacion de las crisis de

ausencia en este modelo de desmielinizacion. Dado que, la rata taiep es el Unico
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modelo de la leucodistrofia humana con hipomielinizacion y atrofia de nucleos
basales y cerebelo (H-ABC), nuestros hallazgos experimentales pueden ser
trasladados y analizados en los pacientes humanos. La homologia en los
potenciales provocados auditivos entre el Unico paciente reportado en México de
esta enfermedad congénita de la mielina y la rata taiep (Lopez-Juarez y cols.,
2021); asi como de los potenciales provocados somatosensitivos desde la
extremidad inferior (Eguibar y cols., sometido a consideracion editorial), apuntan
que es necesario ampliar las pruebas neurofisiolégicas clinicas en los pacientes

afectados de esta y otras leucodistrofias.

Por altimo, nuestros resultados son la base para la busqueda de nuevos enfoques
terapéuticos en el tratamiento de las crisis de ausencia, en particular de aquellas
que muestren farmacorresistencia, puede ser abordado por médicos clinicos y de

esta forma completar el circulo de la investigacion biomédico-clinica.

11. CONCLUSIONES

1. La rata taiep tiene una fuerte validez predictiva (farmacoldgica), aparente
(semioldgica) y de constructo (consistencia tedrica) para la epilepsia de
ausencia tipica y para la leucodistrofia humana denominada
hipomielinizacion y atrofia de nucleos basales y cerebelo (H-ABC).

2. Las crisis de ausencia incrementan 4 veces en nimero y hasta 3 veces en
duracion con la edad, presentdndose desde los 3 meses de edad en las
ratas macho y hasta los 6 meses de edad en las ratas hembra.

3. Las crisis de ausencia presentan un ritmo circadiano a partir de los 9 meses
de edad, con la acrofase en la fase de luz del ciclo circadiano.

4. Las descargas espiga-onda de la rata taiep tiene una frecuencia de 6.3 Hz
sin cambiar con la edad, siendo mas lentas que en los otros modelos de
crisis de ausencia, debido a su patologia desmielinizante.

5. El circuito talamo-cortical muy probablemente se encuentra afectado por la

desmielinizacion inicial pero no por la pérdida progresiva de mielina.
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6. Los efectos en el neurodesarrollo de los andrégenos (efectos
organizacionales) modifica la incidencia de las crisis de ausencia en las
ratas taiep macho.

7. La rata taiep presenta inicio anticipado de las descargas espiga-onda en el
registro frontal, que junto con la disminucion en la expresion de las enzimas
GAD-65 y 67 en la corteza somatosensitiva, sugieren la presencia de un
foco epiléptico cortical.

8. La rata taiep tiene aumento en la expresién de la enzima GAD-67 en el
talamo, lo que probablemente inhibe a las neuronas talamo-corticales.

9. El efecto antiepiléptico de la etosuximida se debe en parte al bloqueo de los
canales de Ca*? tipo T en el nlcleo reticular del tdlamo. Lo que hemos
confirmado al remedar sus efectos con la administracion del bloqueador
especifico de los canales de Ca*? tipo T: el mibefradil.

10.La disminucion de la actividad oscilatoria debido a la activacion de los
canales de Ca*? tipo T en la region rostral del nucleo reticular del talamo
induce disminucion de la duracion de las descargas espiga-onda y
prolongan el tiempo para su aparicion.

11.La inhibicion de la region rostral del ndcleo reticular del tAlamo por accion
del gaboxadol, suprime las crisis de ausencia hasta por 4 horas, y ademas
disminuye la frecuencia de las descargas espiga-onda hasta 4.69 Hz.
Posteriormente aparece efecto de sincronizacion temporal.

12.La administracién de bicuculina en la regioén rostral del nucleo reticular del
talamo aumenta el nimero de crisis de ausencia, disminuyendo la duracion
y la latencia para la primera crisis. Que junto con el aumento en la
frecuencia de las descargas espiga-onda y la coherencia cerebral, indican
gue se produce incremento en la velocidad de reverberacién del circuito
talamo-cortical.

13.EIl ndcleo reticular del tAlamo es fundamental para el mantenimiento y la
duracion de las crisis de ausencia. Siendo la region rostral un importante
componente para la finalizacion de las descargas espiga-onda lo que

debera de resolverse en experimentos futuros.
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Figura 57. Circuito talamo-cortical en la rata taiep durante la administracion de farmacos en
el nucleo reticular del talamo rostral. A) La rata taiep tiene una disminucién en la expresion de
las enzimas GAD-65 y 67 en la corteza somatosensitiva, lo que incrementa la probabilidad de
disparo de las neuronas piramidales (NP), con un incremento concomitante en la expresién de la
enzima GAD-67 a nivel talamico, promoviendo un aumento en la sintesis de GABA y la inhibicién
de las neuronas talamo-corticales (TC), causando la disminucion las aferencias a la corteza
somatosensitiva. B) El bloqueo de los canales de Ca*? tipo T con etosuximida o con mibefradil, y C)
la inhibiciobn mediada por el receptor GABAa al administrar el gaboxadol en el nicleo reticular del
talamo rostral (NRTT), suprime las descargas espiga-onda y promueve su terminacion, produciendo
descargas con poca duracién. D) Efecto contrario se obtiene con la bicuculina que bloquea la
inhibicion del recetor GABAA,, dificultando la entrada de informacion a la corteza somatosensitiva.
NRTc: nicleo reticular del tdlamo caudal. Las sinapsis excitatorias se muestran con punta en
flecha, mientras que las sinapsis inhibitorias se muestran con un extremo en circulo lleno.
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12. ANEXOS

12.1 COMPARACION TEMPORAL DE LA PRESENTACION DE LAS CRISIS DE AUSENCIA

Se realizé un registro basal a los 7 dias post-implante y posteriormente a los 21
dias post-implante, se compard el nimero y la duracion de las crisis, asi como la

latencia para que se presente la primera crisis.

No se encontraron diferencias significativas en el nimero, duracién y latencia de
las crisis de ausencia a los 21 dias post-implante en contraste con respecto a los 7
dias post-implante, como se muestra en la Figura 58. Esto es relevante porque

muestra que no modifica las descargas espiga-onda.
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Figura 58. Tiempo post-implante de electrodos y cénulas en el registro de las crisis de
ausencia. No se encontraron diferencias significativas en la (A) frecuencia, (B) duracién y (C)
latencia entre el dia 7 post-implante y el 21 post-implante.
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12.2 ACOPLE DE LAS ESTRUCTURAS QUE CONFORMAN EL CIRCUITO TALAMO CORTICAL

DURANTE UNA DESCARGA ESPIGA-ONDA

Tan solo 1.5 segundos antes del inicio de las descargas espiga-onda existe un
incremento en el acople bidireccional de los microcircuitos en la corteza
somatosensitivas, especificamente en las capas corticales IV, V y VI (Sitnikova y
cols., 2008; Luttjohann y cols., 2014; Sysoeva y cols., 2016). En las ratas GAERS
también se ha reportado un incremento en la actividad de las neuronas
piramidales de las capas profundas de la corteza somatosensitivas antes del inicio
de las descargas espiga-onda (Polack y cols., 2007). Posterior a esta actividad
hay un aumento en el acople desde la corteza somatosensitiva hacia el talamo,
con un incremento en el ritmo delta del electroencefalograma previo a la descarga
espiga-onda, representando un estado de preparacion para el inicio de la
descarga misma (véase Figura 59; Sitnikova y cols., 2008; Sitnikova y van
Luijtelaar, 2009).

Durante la descarga espiga-onda existe un aumento del acople direccional de la
corteza cerebral al ndcleo reticular del talamo y de este ndcleo hacia los nacleos
talamicos (Sitnikova y cols., 2008; Luttjohann y cols., 2014). Las aferencias
GABAérgicas del nucleo reticular del talamo disminuyen la probabilidad de disparo
de las neuronas talamo-corticales (Cope y cols., 2009). Un segundo previo al cese
de la descarga espiga-onda, la region caudal del nucleo reticular del talamo
aumenta su acople con la regién rostral, mientras disminuye el acople direccional
de la corteza somatosensitiva y el nacleo reticular del talamo (Luttjohann y cols.,
2014). Para finalmente, dar termino a la descarga espiga-onda, quedando solo un
aumento en el acople entre la corteza somatosensitiva y los ndcleos talamicos
posteriores, que aun se desconoce su rol (véase Figura 59; Luttjohann y cols.,
2014).
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1.5 s después de acabarla
crisis de ausencia
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Figura 59. Acople de las estructuras que conforman el circuito talamo cortical durante una
descarga espiga-onda. El panel izquierdo y central representan el acople del circuito tadlamo-
cortical 1.5 s y 1 s antes de terminar la descarga espiga-onda, mientras que el panel derecho
representa el acople 1.5 s después de haber terminado la descarga. Las flechas unidireccionales
rojas (—) representan acoples direccionales, las flechas bidireccionales negras (<) representan
acoples bidireccionales, las flechas azules (—) indican acoples significativamente menores que
durante la descarga espiga-onda, pero mayores que durante el registro pre-ictal. Las lineas
continuas indican conexiones anatomicas directas mientras las discontinuas corresponden a
conexiones indirectas entre las estructuras. NTa: nucleos taldmicos anteriores, NTp: nlcleos
talamicos posteriores, VPM: nlcleo ventroposteromedial del tdlamo, NRT: nucleo reticular del
talamo. Modificado de Luttjohann y cols., 2014.
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12.3 POTENCIALES PROVOCADOS AUDITIVOS EN LA RATA TAIEP Y EN UN PACIENTE CON
H-ABC

Mediante potenciales provocados auditivos en la rata taiep y en un paciente con
H-ABC se reportd que solo las | y Il se logran apreciar, demostrando que la
patologia por mutacion de la TUBB4A solo afecta al sistema nervioso central, y
que hay una homologia entre la rata taiep y la enfermedad humana (véase Figura
60).
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Figura 60. Potenciales provocados auditivos en la rata taiep y en un paciente con H-ABC. A)
La rata taiep presenta un aumento significativo en la latencia para las ondas Il y IV, de la oliva
superior al lemnisco lateral, conforme avanza la edad de la rata (** P < 0.01, ** P < 0.001)
respecto a la rata Sprague-Dawley. En la parte superior de cada grafica se pueden observar los
registros de los potenciales provocados producidos por clics de 80 dB en la rata Sprague-Dawley
(en negro) y en ratas taiep (en rojo). B) Potenciales provocados auditivos producidos por clics de
80 dB de un paciente con H-ABC reportado en Chiapas, México por nuestro equipo. Solo las ondas
I y I, de la céclea al nervio 6tico, se logran apreciar. A la derecha se incluye un potencial
provocado de un sujeto sano para su comparacion. Modificado de Lopez-Juéarez y cols., 2020.
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12.4 PREVALENCIA DE EPILEPSIA EN CASOS CON LEUCODISTROFIA

Tabla 9. Prevalencia de epilepsia en casos con leucodistrofia.

12. ANEXOS

Sujetos ; : Prevalencia . . s .
estudiados Leucodistrofia de epilepsia Tipo de crisis Lugar Referencia
8.2% Metacromatica
7.4% EPM
4.9% EM -
122 49% No especificado EUA (Bonkowsky y cols., 2010)
4.1% ADL
10.4% otras leucodistrofias
51% sin diagnostico
Total= 30.60%
43.5% Astrocitopatias 55.90%
19.8% EA 77.30%
15.3% ESBD 41%
8.4% LMQS 32.10% - . i
56.5% ‘I(jrast(grnos dela ’ Crisis de inicio focal y crisis
. 0 i
-7 11.20% gue evolucionan de focales .
333 mielina a tonico-clonicas China (Zhang y cols., 2020)
34% EPM 7% bilaterales
12.6% Metacromatica 14.30%
4.8% Enf. de Krabbe 18.80%
3.9% ADL X 23.10%
0,
0.9% Enfermedad de 33.30%
Canavan
} Descargas espiga-onda . . .
1 LMQS durante el suefio Serbia (Jocic-Jakubi y cols., 2007)
Total 33%
23% ADL 11%
553 44% Enf. de Hurler 0% No especificado EUA (Bonkowsky y cols., 2020)
11% Enf. de Krabbe 13%
23% Metacromatica 6.90%
7 Leucodistrofia no especificada 100% No especificado Japén (Itoh y cols., 2019)
1 LMQS - Crisis de ausencia Espafia (Z%azﬂcl)e;steros-Cogollos y cols.,
63 sujetos solo se report6é Generalizadas ténico-
de 43 LMQS en 5 pacientes P Sudan (Aminy cols., 2022)
- clénicas
familias de 7
4 LeuPol-3 25% No especificado R%’?\fﬂ;:a (Kulhének y cols., 2019)
66.66% crisis que
evolucionan de focales a
9 LMQS 66.66% tonico-clénicas bilaterales Turquia  (Yalginkayay cols., 2003)
33.33% generalizadas
ténico-clénicas
30 H-ABC 18% No especificado - (Ferreiray cols., 2014)

EPM: Enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher, EM: Enfermedad mitocondrial, ADL: Adrenoleucodistrofia, EA:
Enfermedad de Alexander, ESBD: Enfermedad de la sustancia blanca que desaparece, LMQS: Leucodistrofia
megalencefalica con quistes subcorticales, ADL X: Adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X, LeuPol-3:
Leucodistrofia relacionada al ARN-polimerasa Ill, H-ABC: Hipomielinizaciéon con atrofia de nacleos basales y
cerebelo, EUA: Estados Unidos de América.
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12.5 PREVALENCIA DE EPILEPSIA EN LAS TUBULINOPATIAS

Tabla 10. Prevalencia de epilepsia en las tubulinopatias.

12. ANEXOS

Prevalencia de

Sujetos . . Tipo de crisis Referencia
epilepsia
TUBB2B
36 33% No especificado (Bahi-Buisson y cols., 2014)
Focales (Romaniello y cols., 2012)
3 100% No especificado (Cushion y cols., 2013)
33% Espasmos infantiles )
4 75% o ) (Jaglin y cols., 2009)
66% Crisis generalizadas
50% Crisis nocturna focal
3 66% ) . (Amrom y cols., 2014)
50% Espasmos infantiles
TUBB3
22 45.45% No especificado (Bahi-Buisson y cols., 2014)
1 Crisis tonico-clénico generalizadas (Cushion y cols., 2013)
50% Crisis febriles prolongadas .
9 22.22% ) ) ) (Poirier y cols., 2010)
50% Epilepsia neonatal refractaria
3 33.00% Crisis focales (Oegemay cols., 2015)
TUBB4A
2 50% Crisis febriles (Carvalho y cols., 2015)
30 18% No especificado (Ferreira y cols., 2014)
TUBB5
6 50% No especificado (Bahi-Buisson y cols., 2014)
TUBA1A
90 30% No especificado (Bahi-Buisson y cols., 2014)
50% Crisis de ausencia con mioclonus
2 100% - (Oegemay cols., 2015)
50% no especificado
4 50% Crisis focales (Janseny cols., 2011)
TUBAS8
25% Espasmos infantiles
4 100% (Abdollahi y cols., 2009)

75% Crisis ténico-clénicas
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12. ANEXOS

12.6 COMPARACION DE LOS REGISTROS ELECTROENCEFALOGRAFICOS DE LAS RATAS
GAERS, WAG/RI1J Y TAIEP

El papel de la corteza somatosensitiva como la iniciadora de las descargas espiga-
onda es respaldado por los registros electroencefalograficos de las ratas WAG-RIj
y GAERS, e incluso estudios en humanos con inicio de las descargas en regiones
cortico-frontales, similar a lo que obtuvimos en nuestros registros en la rata taiep
en el presente trabajo (véase Figura 25 y 61; Panayiotopoulos, 2001; Polack y
cols., 2007; Van Luijtelaar y cols., 2011; Depaulis y Charpier, 2018). Estos
hallazgos han llevado a la hipétesis que las crisis de ausencia no son realmente
"generalizadas”, con compromiso cortical inmediato y global, sino que se inician a
partir de redes corticales especificas y luego se propagan al circuito neuronal

talamo-cortical.
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Figura 61. Registros electroencefalograficos durante las crisis de ausencia en el humano y
modelos en rata. A) Descargas espiga-onda en la rata GAERS, B) la rata WAG/RIj, C) rata taiep y
en un D) infante masculino de 8 afios con epilepsia generalizada del tipo de ausencia tipica. Note
en los recuadros como en los cuatro casos hay un inicio anticipado de las descargas espiga-onda
en las regiones frontales del encéfalo. En la rata GAERS (*) y WAG/RIj se han reportado descargas
espiga-onda aisladas en la corteza frontal semejantes a las observadas en la rata taiep en el
presente trabajo. Cx S1: corteza somatosensitiva primaria, Cx M1: corteza motora primaria, VPM:
nucleo ventroposteromedial del talamo, NRT: nucleo reticular del tAlamo, Cx F: corteza frontal, Cx
O: corteza occipital. El registro en el infante respeta la nomenclatura del sistema 10-20 para el
acomodo de los electrodos. Tomado de Polak; 2007, van Luijtelaar y cols., 2011, Panayiotopoulos,
2011.
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12.7 MORFOLOGIA DE LAS DESCARGAS ESPIGA-ONDA EN EL HUMANO Y LA RATA TAIEP,
GAERS Yy WAG/RIJ

Morfologicamente las descargas espiga-onda se les ha identificado una primera
espiga positiva (1S) que sugiere potenciales locales de la corteza cerebral,
seguido de una segunda espiga positiva (2S) generada por potenciales que
provienen de la corteza al tdlamo, ambas espigas incrementan en amplitud en
registros frontales; y una onda (W) producto de la reverberacion talamo-cortical
(véase Figura 62; Weir, 1965; Sitnikova y Van Luijtelaar, 2007; Akman y cols.,
2010).

En la rata taiep se puede apreciar incremento en la duracion de la onda (W) que
incluso enmascara la primera espiga positiva (1S) de la siguiente descarga espiga-
onda, probablemente por la patologia desmielinizante que enlentece la transmisién

de los potenciales de accion dentro del circuito talamo-cortical (véase Figura 62).

Lo anterior sustenta que el circuito tdlamo-cortical de la rata taiep se encuentra
desmielinizado; sin embargo, este circuito no es afectado por el patron progresivo

desmielinizante de la leucodistrofia que presenta la rata.
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Figura 62. Morfologia de las descargas espiga-onda. A) Descarga espiga-onda de un paciente
femenino de 12 afios de edad con diagnéstico de epilepsia de ausencia tipica, B) en una rata taiep
de 6 meses de edad, C) en una rata GAERS, y D) en una rata WAG/RIj. Se consider6 la segunda
espiga positiva (2S) de la descarga espiga-onda como el tiempo cero de los registros. E) Espectro
de potencia de las descargas espiga-onda en un paciente con epilepsia de ausencia y los modelos
en roedores. El “eje de ordenadas” para el espectro de la descarga espiga onda del paciente se
coloco del lado derecho de la grafica. Note que las descargas espiga-onda de la rata taiep tienen
frecuencias mas lentas, incluso la onda (W) tiene una mayor duracién respecto a las ratas GAERS

y las WAG/RIj, enmascarando a la primera espiga positiva (1S). Modificado de Weir, 1965, Amor y
cols., 2009, Akman y cols., 2010.
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