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1. GLOSARIO
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2. RESUMEN

La epilepsia es uno de los principales trastornos neurolégicos en el ser humano,
caracterizada por actividad neuronal excesiva y sincronica en el cerebro, en México se
calcula que existen 2 millones de personas que la padecen, las crisis de ausencia son un
tipo de epilepsia generalizada que afecta entre un 2% a un 10% de la poblacion con
epilepsia y se caracteriza por la pérdida de la conciencia con descargas corticales espiga-
onda con una frecuencia predominante de 2.5 a 4 Hz durante los registros
electroencefalograficos. Se ha observado que este tipo de descargas se encuentran
presentes en la rata taiep un mutante de mielina con el que contamos en el laboratorio

de Neurofisiologia y Control Motor.

La rata taiep debe su nombre al acronimo de los signos neuroldgicos que la caracterizan:
(t) temblor, (a) ataxia, (i) inmovilidad, (e) epilepsia y p (paralisis), ha sido descrita como
un modelo animal para el estudio de las crisis de ausencia debido a que presenta
descargas corticales en el electroencefalograma (EEG) similares a las de las crisis de
ausencia. El acido valproico es un farmaco de primera eleccion para el tratamiento de las
crisis de ausencia, el cual actia mediante el aumento de las concentraciones del
neurotransmisor inhibitorio acido gamma-aminobutirico (GABA) por medio del bloqued

de las enzimas implicadas en su metabolismo.

El objetivo del presente trabajo fue el de analizar el efecto del acido valproico en las crisis

de ausencia en la rata taiep macho de nueve meses de edad.

Se realizaron estudios electroencefalogréaficos a ratas taiep macho de 9 meses de edad
las cuales fueron implantadas con electrodos para registro electroencefalografico
mediante cirugia estereotaxica. Posteriormente se realizaron dos registros
electroencefalograficos de 24h acoplados a videograbacion; uno control y otros con la
administracion de acido valproico a las dosis de 150, 300 y 600 mg/Kg de manera
independiente para cada dosis. Se evalu6 la frecuencia y la duracién de cada crisis,

ademas de la latencia al primer evento de crisis de ausencia durante todos los registros.




Se consideré una diferencia significativa cuando probabilidad fue de 0.05 o menor.

La administracion del &cido valproico a la dosis de 150 mg/Kg disminuyé de manera
significativa la duracion de las crisis de ausencia a las 11:00, alcanzando una reduccion
del 20%, sin obtenerse resultados significativos en cuanto a la frecuencia y la latencia a
la primera crisis de ausencia. Después de la administracion de la dosis de 300 mg/Kg se
obtuvo una disminucién significativa en la frecuencia de las crisis de ausencia durante
cuatro horas con un decremento maximo de un 42% a las 17:00, adicionalmente en la
duracion también se encontraron obtuvieron diferencias significativas durante cuatro
horas con un decremento maximo del 25% a las 15:00 h. La latencia al primer evento de
crisis de ausencia obtuvo resultados significativos con un aumento de hasta un 420% con
respecto al grupo control. Por dltimo, tras la administracién 600 mg/Kg se obtuvieron
resultados significativos disminuyendo la frecuencia de las crisis de ausencia durante
siete horas, con un decremento maximo del 51% a las 21:00h; en la duracion también se
obtuvieron diferencias significativas durante seis horas con una disminucién méaxima de
un 66% a las 11:00. La latencia al primer evento de crisis de ausencia obtuvo resultados

significativos con un aumento de hasta un 550% con respecto al grupo control.

Finalmente se concluye que las crisis de ausencia de la rata mutante de mielina taiep
disminuyeron en su frecuencia, duracién y latencia con la administracion del acido
valproico de manera dosis-dependiente. Observandose un perfil farmacoldgico similar a
lo reportado en humanos y en la rata Wistar Albino Glaxo/Rijswijk (WAG/RIj), el modelo
animal mas empleado para el estudio de la epilepsia generalizada del tipo crisis de

ausencia.




3. INTRODUCCION

3.1 Epidemiologia y prevalencia de la epilepsia

La epilepsia es uno de los principales trastornos neurolégicos en el ser humano.
La Organizacion Mundial de la salud (OMS) reporta que este padecimiento afecta
aproximadamente a 50 millones de personas en el mundo, sin distincion de edad y sexo,
de los cuales solo el 70% responden a un solo tratamiento farmacolégico (Acevedo.,
2008). El 80% de las personas con epilepsia son de paises con ingresos bajos y
medianos, probablemente debido a las malas condiciones de parto que suelen provocar
lesiones cerebrales (Cruz-Cruz y cols., 2017). En México se calcula que existen alrededor
de 2 millones de personas que padecen epilepsia, de los cuales el 75% son nifios y
jovenes no mayores a los 20 afios (Garcia-Pedroza y cols., 2010). Segun cifras del
Programa Prioritario de Epilepsia en México (PPE) se estima que los casos nuevos
anuales ascienden entre 15 a 20/1,000 habitantes los cuales generan un gasto
econdmico de méas de 60,000 pesos al afio por cada paciente.

Las crisis de ausencia se presentan en alrededor de 2-10% de los afectados por epilepsia,
con una prevalencia de 9/100,000 personas. Su inicio es en la infancia, con un pico de

manifestacion clinica entre los 6 y 7 afios (Crunelli y Leresche, 2002).

3.2 Definicion de epilepsia.

La epilepsia es definida como un trastorno cerebral caracterizado por la actividad
neuronal excesiva y sincronica del cerebro, provocando crisis recurrentes, dichas crisis

son comunmente llamadas crisis epilépticas (Fisher y cols ., 2005).




3.3 Clasificacion.

Las crisis epilépticas se han clasificado de diversas maneras; de acuerdo con su etiologia,
sitio de origen, signos clinicos (generalizadas o focales) y frecuencia (aisladas, ciclicas,
prolongadas o repetitivas). La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE de sus siglas
en inglés), es un organismo internacional que se encarga de brindar un marco normativo
para la clasificacion de la epilepsia, ha propuesto una clasificacion la cual fue actualizada
en el afio 2017, basada en la forma clinica de la crisis, en aspectos
electroencefalogréficos comunes y en el sustrato anatémico que la sustentan (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacién internacional de la epilepsia en base a lo propuesto por la ILAE en 2017. Se
divide a la epilepsia en tres niveles para facilitar su diagnostico. En el primer nivel se encuentran los tipos
de crisis, en el segundo nivel los tipos de epilepsia y en el tercer nivel se encuentran los sindromes
epilépticos. Ademas sugiere las etiologias mas comunes (Modificado de Fisher y cols., 2017).

Esta clasificacion divide a la epilepsia en tres niveles; tipo de crisis, tipo de epilepsia y
sindromes epilépticos, para facilitar su diagnéstico (Fisher y cols., 2017). La epilepsia de
tipo generalizada se divide en crisis motoras y no motoras, adicionalmente las crisis

motoras se clasificaron en varios tipos de acuerdo con el tipo de movimiento que




presentan. Las crisis de ausencia se engloban dentro de las no motoras, a su vez se
clasifican en: ausencias tipicas, ausencias atipicas, ausencias mioclénicas y mioclonias
del parpado. Las crisis de ausencia tipicas poseen como rasgo distintivo, las descargas
que son de tipo espiga-onda con una frecuencia de 2.5 a 4 Hz, presentes en el
electroencefalograma (Figura 2). También se caracterizan por repentinos periodos de
pérdida de la consciencia, sin que se altere la estabilidad corporal, que pueden o no ir
acompafiados de sintomas motores como fasciculaciones, mioclonias o sintomas
autonomos como sudoracién, salivacion y palpitaciones. Conductualmente algunos
pacientes permanecen con la mirada fija y dejan de responder a los estimulos

ambientales (Fishery cols ., 2017).
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Figura 2. Patrén caracteristico de descargas espiga-onda durante una crisis de ausencia en
humano. Registro electroencefalografico de un nifio de 8 afios. Véase el patron caracteristico de espiga
onda sefialado en color amarillo. (Modificado de Panayiotopoulos, 2001)

3.4 Fisiopatologia de las crisis de ausencia

Es importante comprender que las crisis de ausencia tienen un origen idiopatico, sin
embargo, existen tres hipotesis que tratan de explicar el origen de las oscilaciones espiga-
onda que se presentan durante el electroencefalograma durante las crisis de ausencia.
La hipotesis “centroencefalica” propuesta por Penfield y colaboradores en 1957 propone
un origen subcortical-talamico de las descargas espiga-onda, las cuales tienen apariencia
sincronica bilateral y poseen un retraso de 1-2 segundos en la corteza cerebral (Penfield.,
1957). La siguiente hipdtesis fue propuesta por Gloor en 1969 y es conocida como
“reticular” y propone que el origen de las descargas espiga-onda subyace en las

estructuras reticulares del tallo cerebral y que podrian ser el resultado de alguna falla en




el control de la retroalimentacién negativa normal de las vias cortico-reticulares (Gloor.,
1969). La tercera hipotesis es la mas aceptada y fue propuesta por Niedermeyer en 1996,
él propone que el foco epiléptico tiene lugar en la corteza somatosensorial y se propaga
hacia otras areas corticales, ademas el talamo tiene un papel importante, ya que es la
estructura que sostiene la ritmicidad de las descargas-espiga onda (Figura 3). Se ha
descrito que los circuitos talamo-corticales interactian de manera bidireccional, sin
embargo, poseen un inicio cortical (Meeren y cols., 2002). Adicionalmente, se ha
demostrado que las descargas espiga-onda de las ratas Genetic Absence Epilepsy Rats
from Strasbourg, Francia (GAERS) poseen un origen en las capas 5 y 6 de la corteza

somatosensorial (Polack y cols ., 2007).

A) S B)

Figura 3. HipdGtesis sobre el origen de las descargas espiga onda. A) Hipotesis centroencefalica
propone un origen subcortical-talamica de las descargas, la cual fue propuesta por Penfield en 1958. B)
Hipotesis cortico-reticular propone un origen en las estructuras reticulares del tallo cerebral, la cual fue
propuesta por Gloor en 1969. C) Hipétesis propone que las descargas espiga-onda poseen un origen en la
corteza somatosensorial y se propagan hacia otras &reas corticales (Modificado de Blumenfeld, 2012).

Estudios posteriores describieron al circuito tadlamo-cortical como un detonador de la
frecuencia de las descargas espiga-onda, principalmente las neuronas piramidales y las
talamo-corticales, las cuales son las responsables de la excitacion del ndcleo reticular
talamico siendo la frecuencia de las descargas espiga-onda un reflejo de los disparos de
las neuronas talamo-corticales (Kostopoulos, 2000).

También se ha descrito la participacion del acido gamma-aminobutirico (GABA),
principalmente a través del receptor GABAa, como el principal neurotransmisor implicado
en el inicio y la transmision de las descargas espiga-onda durante las crisis de ausencia
(Pinault y O’brien, 2005; Crunelli y cols., 2011).




3.5 Farmacos para el control de las crisis de ausencia.

Es fundamental entender los mecanismos de la epileptogénesis para discernir la
fisiopatologia de las crisis de ausencia. Asi mismo la busqueda de farmacos con accion
antiepiléptica (FAE) la cual ha generado un campo de investigacion amplio, pero dado
que la fisiopatologia de las crisis de ausencia no ha sido totalmente dilucidada, los
mecanismos de accion de los farmacos antiepilépticos tienen acciones especificas.
Adicionalmente el 30% de los pacientes no responden al tratamiento farmacolégico, por
lo que se ha optado por el uso combinado de diversos farmacos especialmente aquellos
que muestran sinergia cuando son evaluados en modelos animales (Macdonald y Kelly,
2004; Czapinski y cols., 2005). En la actualidad se han disefiado tres generaciones de
farmacos antiepilépticos, los cuales han sido utilizados para el control de las crisis de
ausencia como monoterapia 0 de manera conjunta cuando los pacientes muestran
farmacorresistencia (Loscher, 1998; Lopez-Hernandez y cols., 2005; Stephen y Brodie,
2012). Los farmacos de primera generacion son; carbamazepina, fenitoina, etosuximida,
fenobarbital y primidona los cuales se emplearon entre 1910 y 1970, como la primera
opcion para el tratamiento de las crisis de ausencia. Los farmacos de segunda generacion
son: acido valproico, lamotrigina, vigabatrin, topiramato y gabapentina. La tercera
generacion la constituyen; lacosamida, pregabalina y rufinamida que a la fecha se
encuentran en debate sobre su uso debido a que no se conoce su mecanismo de accion
(L6scher, 1998).

En los ultimos afios los principales focos de investigacion sobre los mecanismos de
accion de los farmacos con accion antiepiléptica de primera y segunda generaciéon se han
concentrado basicamente en tres mecanismos;

1.-El bloqueo de los canales de sodio dependientes de voltaje, los cuales generan el
disparo repetitivo en las neuronas (Macdonald y Kelly, 2004).

2.-Un incremento de la neurotransmision inhibitoria mediada por GABA (Macdonald y
Bergey, 1979).

3.- El bloqueo de la transmisién excitatoria glutamatérgica (Bittigau y cols., 2002) Véase
la Tabla 1.




Tabla 1. Principales mecanismos de accion de los farmacos antiepilépticos.
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El farmaco mas usado como monoterapia es la etosuximida (ETX), el cual pertenece al
tipo de las succinimidas, reduce la frecuencia de las crisis de ausencia hasta en un 70%
(Panayiotopoulos, 2001) mediante el bloqueo de las corrientes de calcio de tipo T de bajo
umbral (IT) , (Coulter y cols., 1989), ademas de inhibir las corrientes de sodio en el talamo

(Leresche y cols ., 1998).

El 4cido valproico (4cido 2-propilpentanoico; Figura 4) es un farmaco antiepiléptico de
segunda generacion descubierto por Burton en 1882, sin embargo, no fue usado como
antiepiléptico hasta 1962. Posee una biodisponibilidad del 90% y una vida media de entre
5y 9 horas, por lo cual es descrito como uno de los farmacos antiepilépticos con mayor
duracion en sus efectos (Perucca y cols., 1978). Es comunmente llamado valproato
debido a que la mayoria de sus formulaciones son sales, pero al metabolizarse es
convertido en &cido valproico que es el principio activo (Flores, 2014). Tiene propiedades
anticonvulsivas en varios modelos experimentales que probablemente se deben a
diversos mecanismos de accion, entre los cuales estan el aumento de los niveles de
GABA a través del bloqueo de enzimas implicadas en su metabolismo (Loscher, 1993;
Kammerer y cols ., 2011), en combinacion con sus efectos como inhibidor débil de los
canales i6nicos como los de sodio dependientes de voltaje (Large y cols., 2009; Cheong
y Shin, 2013).

OH

Figura 4. Representacién de la estructura quimica del acido valproico. El &cido valproico (acido2-
propilpentanoico) es un &cido graso ramificado estructuralmente relacionado con el acido gamma-
aminobutirico (GABA).

El efecto del acido valproico en el metabolismo y en la degradacion del acido gamma-
aminobutirico (GABA) aun no se esclarece totalmente, sin embargo, se le ha atribuido

gue se debe a la inhibicién de la enzima GABA transaminasa (GABA-T), la cual es la
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encargada de la degradacion del neurotransmisor inhibitorio hacia succinato
semialdehido (SSA) (Loscher y cols., 1981; Loscher, 1993; Kammerer y cols., 2011).
Ademas, diversos estudios que se llevaron a cabo en ratas sefialan que estos efectos
son potenciados debido a un aumento en la sintesis de GABA a partir del acido glutdmico
(Loscher, 1993; Crunelli y cols., 2012; Bertelsen y cols., 2018) (Figura 5).

Neurona GABAérgica

Acido Valproico \\/ = Ao

" -
]
GABA @ Succinato
semialdehido

Figura 5. Posibles mecanismos de accion del &cido valproico sobre GABA. Efecto del acido valproico
en la inhibicién de la recaptura de GABA, en el aumentando de liberacion de GABA e interfiriendo en su
degradacion metabdlica hacia succinato semialdehido por medio de la enzima GABA transaminasa (GABA-
T).

AUn no se conoce con exactitud el efecto del acido valproico sobre los canales de idnicos
de sodio y calcio tipo T (Kelly y cols., 1990; Johannessen y Johannessen, 2003), sin

embargo, se ha propuesto una hipétesis que sefiala al metabolito 2-en-valproico como el
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posible responsable de la inhibicién de los canales de sodio dependientes de voltaje
(McLean y Macdonald, 1986)

En humanos se han descrito dos tipos de respuestas antiepilépticas; una inmediata justo
después de la administracion del farmaco, y una tardia que sélo se obtiene después de
una administracién prolongada, probablemente debida a sus mecanismos de accidon y a
la dosis administrada, por lo que existe una correlacién dosis-repuesta a largo plazo de
los efectos del acido valproico (Johannessen y Johannessen, 2003; Figura 6). Ademas
de que puede disminuir las crisis de ausencia hasta por tres meses después de haber

suspendido su administracion (Targas Yacubian y cols., 2014)

Por otro lado, también se ha descrito que el acido valproico administrado de manera
cronicay a dosis mayores a los 600 mg/Kg posee efectos secundarios de hepatotoxicidad
en alrededor del 10% de los pacientes ademas de que es un agente teratogénico por lo
que no debe administrarse en mujeres embarazadas. Sin embargo, es el farmaco
antiepiléptico con menor cantidad de efectos secundarios descritos a la fecha (Perucca,
2002).

Debido a su amplio espectro de efectos, a su farmacodinamia y a sus pocos efectos
secundarios, el acido valproico ha sido propuesto como uno de los mejores farmacos
antiepilépticos, dada su eficacia de un 75% para el tratamiento de crisis epilépticas
(Perucca, 2002). A su vez se ha demostrado que el acido valproico y la lamotrigina
actlan sinérgicamente para disminuir el nimero de crisis, en tratamientos contra la
epilepsia refractaria (Brodie y Yuen, 1997). En humanos se ha descrito la capacidad del
acido valproico para disminuir las crisis de ausencia por encima de la etosuximida y

lamotrigina cuando el tratamiento inicial es monoterapéutico (Glauser y cols ., 2014).
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14 5 mM Modulacion de la conductancia de Ca?/K*
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Figura 6. Curva dosis-respuesta de los efectos del acido valproico después de 25 de min de su
administracion en el ratén. Se muestran los diferentes mecanismos de accién del acido valproico en
relacién con la dosis administrada via intraperitoneal (i.p). Se observa en primera instancia un incremento
en los niveles de GABA (Loscher, 1993), seguido de la inhibicién de la enzima GABA transaminasa (GABA-
T) (Kammerer y cols., 2011) y un decremento en los niveles de Succinato semialdehido (SSA) (Loscher,
1993; Piplani y cols., 2016). Al final se observa la inhibicién de los canales de Na+ y la modulacién en la
conductancia de Ca?*/K* (McLean y Macdonald, 1986). Tomado y modificado de (Johannessen y
Johannessen, 2003)

Concentracion de acido valproico en el cerebro (mmol/L)

3.6 Modelos animales para el estudio de las crisis de ausencia

La comprension de los mecanismos involucrados en la epilepsia del tipo de las crisis de
ausencia, asi como la busqueda de mejores opciones de tratamiento y farmacos mas
eficaces, nos ha llevado al uso de modelos animales que han sido de vital importancia
para las investigaciones cientificas. Los modelos de crisis de ausencia inducidos por
farmacos durante muchos afios representaron la mayor parte del campo de investigacion,
entre ellos estan el modelo inducido por dosis bajas de pentilenetetrazol, antagonista
selectivo del receptor GABAa:y el modelo inducido por la administracion de AY-9944(1,4-
bis-[2-clorobenzilaminome-til]-ciclohexano dihidrocloruro) el cual inhibe la biosintesis de

colesterol y produce ausencias atipicas (Eguibar y Cortés, 2010). Por otro lado, desde
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gue surgieron los modelos genéticos que poseen mutaciones poligénicas como las ratas
WAG/RIj (del inglés Wistar Albino Glaxo rats from Rijswijk, de los Paises Bajos), las ratas
GAERS (del inglés Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg, Francia) y las ratas
taiep del acronimo temblor, ataxia, inmovilidad, epilepsia y paralisis obtenidas en el
Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de Fisiologia
de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla en México (Holmgren y cols., 1989).
Estos modelos han sido de gran utilidad para la comprension de los mecanismos
fisiopatolégicos que conllevan las descargas espiga-onda presentes en el
electroencefalograma caracteristicas de las crisis de ausencia. Otros modelos genéticos
de crisis de ausencia en ratones son aquellos que poseen mutacion en so6lo gen, entre
los que se encuentran:

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 (Burgessy cols., 1997).

e Ratdn Stargazer: presenta una mutacion en el cromosoma 15, que codifica para
la subunidad y2 del canal de Ca+2, que provoca ataxia, movimientos de cabeza
(cabeceo) y descargas de tipo espiga-onda (Letts y cols., 1998).

e Raton Tottering: presenta una mutacién en el cromosoma 8 codifica para la
subunidad ?1 del canal de Ca+2; el animal presenta ataxia, convulsiones y
descargas espiga-onda (Fletcher y cols., 1996).

e Ratdon Leaner: presenta una mutacion en el cromosoma 8 que codifica para la
subunidad al del canal de Ca+2, que ocasiona ataxia severa y descargas
corticales tipo espiga-onda; el animal muere al destete debido a las alteraciones
del sistema nervioso central (Noebels, 1984).

e Raton Mocha: presenta una mutacion en el cromosoma 10 que modifica la
subunidad & 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 Raton Ducky: presenta una mutacion del cromosoma 8 que codifica para la
subunidad a2/52 del canal de Ca+2. Presenta ataxia, discinesia paroxistica,
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alteraciones de la marcha y descargas corticales punta-onda. No sobrevive mas
de 35 dias (Sarkisian, 2001).

Adicionalmente, las crisis de ausencia en humanos se caracterizan por ser espontaneas
e impredecibles, por lo cual resulta fundamental que los modelos genéticos posean estas

caracteristicas.

La rata Genetic Absence Epilepsy from Strasbourg (GAERS)

El modelo francés descrito inicialmente por Vergnes y cols., en 1982, presenta en el
electroencefalograma (EEG) descargas espiga-onda de 7—11 Hz con una duraciéon media
de 18-25 segundos y una frecuencia de 1.5 por minuto, presentan un inicio y final abrupto
(véase Figura 7). Conductualmente el animal permanece inmoévil y tiene pequefias
contracciones faciales (Vergnes y cols ., 1982; Marescaux y cols ., 1995). En cuanto a su
fisiopatologia se ha sugerido la participacion de las neuronas GABAérgicas de la
sustancia nigra pars reticulata (SNpr) y de los coliculos superiores (Danober y cols.,
1998).

La caracterizacion farmacoldgica de las descargas espiga-onda de las ratas GAERS ha
sido estudiada después de la administracion de diferentes farmacos como la fenitoina la
cual induce un aumento en la frecuencia de las crisis de ausencia, pero no se encontraron
diferencias significativas en cuanto a su duracion de estas. La pregabalina que disminuy6
la frecuencia y la duracion de las crisis de ausencia en este modelo, pero no se reportaron
cambios en su latencia al primer evento de crisis de ausencia (Higgins y cols., 2010). En
otros estudios los farmacos involucrados en el metabolismo del GABA no han mostrado

cambios significativos en la frecuencia de las crisis de ausencia (Serikawa y cols., 2015).
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Figura 7. Electroencefalografia en una rata GAERS. Se observan las descargas espiga onda
caracteristicas de la rata GAERS en el electroencefalograma, note el registro de corteza somatosensorial
(Cx) y del nacleo ventrobasal del talamo (VB), Am: Amigdala, MD: Nucleo talamico mediodorsal, Hi:
Hipocampo, Rt: Nucleo reticular talamico, Ic: Capsula interna ( Modificado de Danober y cols ., 1998).

La rata Wistar Albino Glaxo/Rijswijk (WAG/RIj)

Es un modelo obtenido en los Paises Bajos descrito por Coenen y van Luijtelaar en 1986,
presenta descargas espiga-onda con una frecuencia de 7-10 Hz, las cuales se presentan
de manera abrupta durante el ciclo suefio-vigilia, tienen una duraciéon entre 5 y 15
segundos, poseen un inicio entre los 2 a 3 meses de edad, tienen una frecuencia de entre
16 y 20 descargas por hora y no muestran diferencias entre sexos (van Luijtelaar and
Coenen, 1986; Drinkenburg y cols ., 1993; Coenen and Luijtelaar, 2003). Las descargas
son bilaterales, simétricas y se presentan en toda la corteza cerebral (Meeren y cols .,
2002) véase la Figura 8.

En cuanto a su perfil farmacoldégico se ha descrito una disminucion de las crisis de
ausencia con la administracion de farmacos bloqueadores de los canales calcio tipo T
(Dezsi y cols., 2013), con farmacos que bloquean los de canales de sodio, o con
inhibidores de la enzima GABA-T (Russo y cols., 2011) y agonistas del receptor GABAa
(Klioueva y cols., 2001).
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Figura 8. Descarga espiga onda de la rata WAG/RIj. Descarga espiga onda tipica de la rata WAG/Rij
Tomado y modificado de Renier y Coenen, 2000.

La rata mutante de mielina taiep

La rata taiep es un mutante de mielina con herencia autosémica recesiva la cual se obtuvo
en el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de
Fisiologia de la Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla, de manera espontanea
durante el proceso de cruzas endogamicas para producir una rata con una alta frecuencia
de bostezo (Holmgren y cols., 1989). El nombre taiep deriva del acréonimo de los
principales signos neurolégicos que presenta temblor, ataxia, inmovilidad, epilepsia y
pardlisis. Se ha descrito que la rata taiep muestra hipomielinizacién inicial seguida de
desmielinizacion progresiva del sistema nervioso central (Duncan y cols., 1992; Lunn y
cols., 1997a). La fisiopatologia es causada por una acumulacion de microttbulos del
citoplasma que afectan al sistema de transporte del reticulo endoplasmico rugoso hacia
la regidén Cis del aparato de Golgi dando como resultado una falla en el transporte de
proteinas de la mielina (Couve y cols., 1997), por lo que existe una disminucién de las
proteinas de la mielina como la proteina basica de la mielina (PBM), la proteina

proteolipidica (PPL) y la glicoproteina asociada la mielina (GAM Modller y cols., 1997).

Los temblores en la rata taiep han sido descritos con una amplitud inicial de 13.3 £ 1.2
Hz al destete aumentando en amplitud y disminuyendo con la edad hasta 5.7 + 0.6 Hz a
los tres meses, la ataxia locomotora inicia a los cuatro meses de vida incrementando la
base de soporte y disminuye la velocidad de la marcha (Eguibar y cols., 2018, manuscrito
en preparacion). Los episodios de inmovilidad tonica inician entre los cinco y seis meses
de edad de manera espontanea o al inducirse al sujetar subitamente la cola o el torax de

la rata (Cortes y cols., 2005). Las descargas espiga onda de la rata taiep poseen un
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origen frontal y de ahi se propagan hacia la corteza occipital, se presentan de manera
espontanea, poseen una duracion media entre 5 y 6 segundos y su frecuencia oscila
entre 4y 8 Hz (Eguibar y Cortés, 2010), por ultimo también se ha descrito como un modelo
de estudio para el estudio de la narcolepsia-cataplexia debido a que en registros EEG de
24 horas presenta desorganizacion del patron del suefio vigilia, suefio de movimientos
oculares rapidos (MOR) y suefio de ondas lentas (SOL) disminuidos, pero con un
aumento en la media de su duracion. Ademas, presenta una actividad desincronizada
asociada con el ritmo theta en el hipocampo con tono muscular variable desde hipotonia
hasta atonia durante los episodios de inmovilidad (Cortés, 2012; Eguibar y cols., 2014).
Se ha reportado que la rata taiep posee una sobrevida de mas de 24 meses (Duncan y
cols., 2017).

4. ANTECEDENTES

La epilepsia en la rata taiep fue inicialmente descrita como del tipo de crisis audiogénicas
y producida por estimulos auditivos de 103 dB y con un amplio rango de frecuencias
emitidos por una chicharra que se encendia en periodos de 30 segundos (Holmgren y
cols., 1989). Posteriormente estudios electroencefalograficos en el Laboratorio de
Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor describieron a la rata taiep como un
modelo para el estudio de las crisis de ausencia debido a que presenta descargas
corticales espiga-onda con una frecuencia de 4 a 8 Hz espontaneas e impredecibles, las
cuales muestran un incremento en frecuencia y duracion a lo largo del ciclo luz-oscuridad,
en los machos se presentan a partir del primer mes de edad (Corona, 2012) y en hembras
se presentan a partir de los 6 meses de edad (Cortés y cols., 2018, manuscrito en
preparacion) y con un pico entre los 8 y 9 meses de edad. Ademas de ser homodlogas a
las que se producen durante las crisis de ausencia humanas (Figura 9), por lo que es un

modelo confiable para el estudio de las crisis de ausencia.

Con el objetivo de caracterizar y analizar el perfil farmacolégico de la rata taiep han sido

administrados diversos farmacos, entre los cuales esta el pentilenetetrazol (PTZ), un
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inductor de crisis convulsivas, el cual aumento la frecuencia y duracion de las crisis de
ausencia, mientras que disminuyeron con la administracion de etosuximida (Callejas,
2009) y con la administracion de lamotrigina (Corona, 2012). El papel de los farmacos
involucrados en la recaptura de GABA, especialmente asociados con los receptores
GABA , también han sido estudiados, mostrando una disminucion en la frecuencia y en

la duracion de las descargas espiga-onda en la rata taiep (Ibarra-Hernandez, 2018).

Las evidencias experimentales sobre el efecto del acido valproico en las crisis de
ausencia en las ratas GAERS y WAG/RIj ha tenido resultados contrastantes, en la rata
GAERS, la administracién de &cido valproico no tuvo efectos sobre la duracién y la
frecuencia de las descargas espiga-onda (Leite y Cavalheiro, 1995; Higgins y cols., 2010;
Dedeurwaerdere y cols., 2011). Mientras que en las ratas WAG/RIij solo existen estudios
sobre el efecto del acido valproico en combinacion con etosuximida, los cuales
disminuyeron de manera significativa la frecuencia de las descargas espiga-onda (Renier
y Coenen, 2000; Van Rijn y cols., 2004). Por lo que no existe evidencia de estudios
sistematicos sobre los efectos del acido valproico en ambos modelos.

Dado que aun no existe evidencia experimental adecuada sobre el efecto del acido

valproico en las crisis de ausencia de la rata taiep ese es el objetivo de este estudio.
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Figura 9. Patron caracteristico de las descargas espiga-onda durante una crisis de ausencia en
humano, GAERS y taiep. A) Un humano, B) Una rata GAERS y C) Una rata taiep.
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5. JUSTIFICACION

Las crisis de ausencia son un tipo de epilepsia generalizada que afecta al 2% de la
poblacion mundial, de los cuales los nifios y adolescentes representan el 75% de los
pacientes totales. La discriminacion contra las personas con epilepsia ocasiona
dificultades en la educacion, empleo, matrimonio y relaciones sociales (Acevedo, 2008).
Por lo que es necesario contar con opciones de tratamiento adecuados, confiables y
seguros. Por otra parte, la poca disponibilidad y el alto costo de los farmacos
antiepilépticos, aunado al aumento en los ultimos afios de pacientes con resistencia a
farmacos antiepilépticos de primera linea y dado que en el Laboratorio de Neurofisiologia
de la Conducta y Control Motor contamos con el mutante de mielina taiep, resulta de gran
importancia evaluar el efecto de la administracion intraperitoneal de &cido valproico en

las crisis de ausencia y contribuir a dilucidar los mecanismos de su fisiopatologia.
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6. HIPOTESIS

Hi: La administracion de acido valproico en diferentes dosis disminuira la frecuencia, la
duracion y la latencia al primer evento de espiga-onda en la rata taiep adultas en registros

electroencefalogréaficos de larga duracion.

Ho: La administracion de &cido valproico en diferentes dosis no disminuird la frecuencia,
la duracion y la latencia al primer evento de espiga-onda en la rata taiep adultas en

registros electroencefalograficos de larga duracion.
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7. OBJETIVO

7.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del acido valproico administrado por via sistémica en diferentes dosis

sobre las crisis de ausencia en la rata taiep macho adulta de 9 meses de edad.

7.2 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto de la administracién intraperitoneal de acido valproico en
dosis de 150 mg/Kg sobre la frecuencia y duracion de cada crisis de ausencia, asi
como en la latencia a la primera descarga espiga-onda.

2. Determinar el efecto de la administracion intraperitoneal de &cido valproico en
dosis de 300 mg/Kg sobre la frecuencia y duracion de cada crisis de ausencia, asi
como en la latencia a la primera descarga espiga-onda.

3. Determinar el efecto de la administracion intraperitoneal de acido valproico en
dosis de 600 mg/Kg sobre la frecuencia y duracion de cada crisis de ausencia, asi
como en la latencia a la primera descarga espiga-onda.

4. Determinar el efecto de la administracion intraperitoneal de acido valproico en
dosis de 150, 300 y 600 mg/Kg sobre la frecuencia y duracion de cada crisis de

ausencia a lo largo del ciclo luz-oscuridad.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Sujetos experimentales

Se utilizaron 18 ratas taiep macho de 9 meses de edad procedentes del Bioterio de
investigacion del Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor. Las
cuales se formaron en grupos al azar como se muestra en la Tabla 2. Se mantuvieron en
cajas individuales de acrilico con una cama de viruta de madera comprimida (Aspen Beta
Chips, EUA), ciclo de luz-oscuridad 12:12 con encendido de luces a las 0700, libre acceso
a alimento para roedores (Purina Mills 8012, Estados Unidos de América) y agua
purificada (Ciel™ Coca Cola Co.), con una temperatura controlada de 22 + 2°C y
humedad relativa de 30 a 45 %. Todos los procedimientos se realizaron siguiendo los
cadigos y leyes de la Norma Oficial Mexicana 062 para el cuidado y manejo de animales
de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y siguiendo las normas 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) siendo evaluado y aprobado por el Comité para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Benemérita Universidad Autbnoma de
Puebla, COSM-SAL-17-I.
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Tabla 2. Metodologia para el registro electroencefalografico (EEG) y grupos experimentales. Se
emplearon machos taiep de 9 meses de edad, se formaron tres grupos experimentales con seis sujetos
cada uno.

Registro controlcon| Registrocon la
administracionde | administracion de
agua esteéril 150 mg/Kg de AV

. Cirugia Periodo de I
Ratas taiep recuperacionde S dias | Periodode | Registrocontrol con| Registro con la

estereotaxica ona I3 i Sl
9 meses con la administracion habituacion | administracionde | administracion de

n=6 para elimplante de analgésico (fluxinin ( 3 dias) agua esteril 300 ma/Ka de AV.
de electrodos 2 g/Rg
16 mg/Kg) y antibiético
(lincomicina 2 mg/Kg)
Registro control con
administracion de

agua esteril

AV= acido valproico

8.2 Farmaco

El acido valproico (acido 2-propilpentanoico) fue obtenido de Sigma-Aldrich, Quimica,
S.A.de C.V (EUA) y fue administrado en dosis de 150, 300 y 600 mg/Kg de peso corporal
por via intraperitoneal (i.p) segun cada tratamiento. Se emple6 como vehiculo agua
esteril.

8.3 Cirugia estereotaxica

Para el implante de electrodos para el registro EEG por medio de cirugia estereotaxica
con la ayuda de un aparato estereotaxico (Kopf), en condiciones de asepsia y antisepsia
utilizando yodopovidona (Isodine™). Las ratas fueron anestesiadas previamente
mediante la administracion intraperitoneal de 75 mg/kg de ketamina (Anesket, Pisa) y 5
mg/Kg de xilacina (Cheminova). Se realiz6 una incisibn media a lo largo del craneo con

un bisturi del nUmero 4 y una navaja del numero 20, se removio el periostio con una legra
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y a continuacion se realizaron 4 trépanos por arriba de la corteza cerebral en las
regiones: frontal, parietal y occipital, para anclar tres electrodos de tornillo de acero
inoxidable y adicionalmente se colocd un electrodo bipolar de profundidad de platino
trenzado recubierto de teflon (Plastics One Inc.), en el hipocampo derecho en la region
CA1, siguiendo las coordenadas estereotaxicas del atlas estereotaxico de Paraxinos y
Watson (2007), siendo los ejes anteroposterior: -4 mm, mediolateral: -2.5 mm,
dorsoventral: -2.5 mm empleando bregma como referencia estereotaxica (Figura 10).
Adicionalmente se colocaron electrodos de nicromio en los musculos de la nuca para el
registro del electromiograma (EMG) y otro electrodo implantado en la parte posterolateral
de la 6rbita ocular derecha para registrar la actividad electroencefalografica ocular (EOG).
Todos los electrodos se unieron mediante un conector de 6 polos y se fijaron al craneo
mediante acrilico dental (MDC dental ®).

Lamda

Figura 10. Localizacidon de los electrodos de registro. Se esquematiza la posicion espacial de los
electrodos que se implantaron mediante cirugia estereotéxica. En color azul marino, rojo y amarillo
electrodos de corteza, en verde esta el electrodo de hipocampo, en azul cielo electrodo para
electrooculograma (EOG) y finalmente los electrodos en los musculos de la nuca para electromiograma
(EMG) en color naranja.

Después de la cirugia, los animales se mantuvieron en recuperacion durante cinco dias
en condiciones antibioticoterapia mediante la administracion de 16 mg/Kg de clorhidrato
de lincomicina y 32 mg/Kg de espectinomicina sulfato (Five-Lincopectin, Fivevent), y
analgesia con 2 mg/Kg de flunixin meglumina (Napzin® Pisa) via subcutanea en la region
dorsal del cuello, bajo la estricta supervisibn del médico veterinario y zootecnista

certificado Omar Isidro Maldonado
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8.5 Habituacién pre-registro

Las ratas se habituaron por tres horas durante tres dias en condiciones de registro con
el implante conectado a un sistema movil, con disposicién de agua y alimento ad libitum,
en un cuarto sonoamortiguado y en condiciones microambientales controladas con ciclo
luz-oscuridad de 12:12, con encendido de luces a las 0700, temperatura de 22 £ 2 °C con

una humedad relativa de 30 a 45%.

8.6 Registro electroencefalografico (EEG)

Se realizaron registros electroencefalograficos de 24 horas de duracion. Se colocé a la
rata en condiciones de registro media hora antes del experimento, cada registro comenzo
a las 0800 previamente se le administrd 4cido valproico, en las ratas control se les
administré agua estéril ajustando la concentracién a un volumen de 1 mL/K. Se grabé la
actividad conductual de cada rata mediante una camara de video-filmacién (Sony Digital
Recorder CDR-TRV260 NTSC) en sincronia con el programa de EEG en un cuarto
sonoamortiguado y con ciclo de luz-oscuridad 12:12 con encendido de luces a las 0700.
Se utilizé el programa de computo Harmonie Stellate, version 5.2a (Stellate Company,
Canada) para el registro de EEG vy el posterior analisis de las crisis de ausencia (véase
Figura 11).

8.7 Criterios de identificacion de las descargas espiga-onda

Los criterios de identificacion de las crisis de ausencia fueron los siguientes:
1. La descarga debe aparecer en todos los canales corticales.
2. Ladescarga espiga-onda presenta una fase de ascenso de la amplitud de la sefial

seguida de una de descenso hasta restaurarse la actividad cortical previa.
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La duracién de las descargas espiga-onda debe ser mayor a 1 segundo.
La frecuencia debe estar en el rango de 4 a 8 Hz.

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

S

Las ratas deben permanecer quietas durante el periodo de la crisis.

Una vez identificadas las crisis de ausencia se analizo:
1. La frecuencia de las descargas: el nUmero de descargas espiga-onda cada dos
horas.
2. Laduracion de las descargas: tiempo que dura cada descarga espiga-onda.
3. La latencia de la primera descarga: el tiempo desde que inicia el registro 08:00

hasta la aparicion de la primera crisis de ausencia.

— - i
t f ' Cx parietal o\t vy

J

J

:
/ &’ ¥ ._' Cx occipital /| Wy

Hp

Hp

EMG

EOG

—ILISOuv

Figura 11. Registro electroencefalografico en una rata taiep macho adulta. El registro se realiz6é en
una jaula con un sistema maévil colocada en un cuarto sonoamortiguado y en condiciones controladas. Se
muestra una crisis de ausencia (sombreada en color amarillo) Note la flecha roja sefialando los electrodos.
Cx: corteza, Hp: Hipocampo, CAl, EMG: electromiograma y EOG: electrooculograma.

8.8 Analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico Sigma Plot version 11.0 para graficar la media * error
estandar de la frecuencia, la duracién y la latencia al primer evento de crisis de ausencia

cada dos horas, asi como la incidencia en las fases de luz y oscuridad del ciclo circadiano.
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La frecuencia, la duracién y la latencia se analizaron con el programa estadistico SPSS
version 22.0 mediante la prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de
una prueba de comparaciones multiples de Dunnett para analizar los efectos del acido
valproico respecto al grupo control en el tiempo y comparar las curvas tiempo-respuesta.

Se considero significativo una P<.05.

9. RESULTADOS

9.1 Efecto del 4cido valproico en la frecuencia, la duracion y la latencia de las crisis de
ausencia

Se obtuvieron resultados significativos en la frecuencia de las crisis de ausencia durante
las primeras cuatro horas después de la administracion de acido valproico 300 mg/Kg
con un decremento maximo de un 42% a las 17:00 (23 + 6.2 crisis; ANOVA con Fx=6.25
y P<0.05, seguido de la prueba de Dunnett, *P<0.001) con respecto al grupo control (57
+ 6.2 crisis). Con la dosis de 600 mg/Kg obtuvimos resultados significativos durante las
primeras siete horas después de la administracion del farmaco, con un decremento
maximo de un 51% a las 21:00 (15 + 4.1 crisis; ANOVA con F2=8.2 y P<0.001, seguido
de la prueba de Dunnett, ¥P<0.001) respecto al grupo control (64 + 6.2 crisis). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de las crisis de
ausencia durante la administracion de acido valproico con la dosis de 150 mg/Kg ( véase
Figura 12).

La duracion de las crisis de ausencia disminuyd significativamente durante la
administracion de acido valproico a las 11:00 con la dosis de 150 mg/Kg de un 20% (7.43
+ 0.2 s; ANOVA con F140=40.23 y P<0.001, seguido de la prueba de Dunnett, 4P<0.001)
con respecto al grupo control (9.13 + 0.2 s ). Tras la administracion de la dosis de 300
mg/kg se obtuvieron resultados significativos durante cuatro horas después de la

administracion del farmaco con un decremento maximo de un 25% a las 15:00 (6.25 +
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0.2; ANOVA con F140=40.23 y P<0.001, seguido de la prueba Dunnett, ¥P<0.001) con
respecto al grupo control (9.13 £ 0.2 s ) y una disminucion significativa durante seis horas
después de la administracion con la dosis de 600 mg/Kg, con una disminucion maxima
de un 66% a las 11:00 (4.08 £ 0.2 s; ANOVA con F1440=40.23 y P<0.001, seguido de la
prueba de Dunnett, ¥P<0.001) con respecto al grupo control (9.13 + 0.2 s) (véase Figura
13).

La latencia de las crisis de ausencia aumento significativamente con respecto al grupo
control un 420% para la dosis de 300 mg/Kg (1237 £ 248 s; ANOVA Fz=15 y P<0.001,
seguido de una prueba de Tukey: 4P<0.001) y un 550% con la dosis de 600 mg/Kg (1758+
256 s; ANOVA F20=6 y P<0.001, seguido de prueba de Tukey 4P<0.001).

120 -
—e— Confrol
110 —a— 150 mg/Kg Ac.valproico
100 - - 300 mg/Kg Ac.valproico
—i— 600 mg/Kg Ac.valproico

Frecuencia

10

*x * * & * %
T 1 |
7 9 11 13 15 17 19 21 23 1

Tiempo (h)
Figura 12. Efecto del 4cido valproico sobre la frecuencia de las crisis de ausencia. El acido valproico

disminuy0 significativamente la frecuencia de las crisis de ausencia en la dosis de 600 mg/Kg y 300 mg/Kg
con respecto al grupo control, disminuyendo un 51% (15 + 4.1 crisis; ANOVA con F28=8.2 y P<0.001,
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seguido de la prueba de Dunnett, ¥P<0.001) a las 21:00 y a las 17:00 de un 44% (23 + 6.2 crisis; ANOVA
con F28=6.25 y P<0.05, seguido de la prueba de Dunnett, *P<0.001) respectivamente.

1 ~
—a— Control
10 - —&— 150 mg/Kg Ac.valproico
300 mg/Kg Ac.valproico
9 - —&— 600 mg/Kg Ac.valproico
o 8-
L
5 ']
.G 6 -
o
S 9
(@]
4 -
3
2 | | | | | | | | | | | |
7 9 11 13 15 17 19 21 23 1 3 5
[ |
Tiempo (h)

Figura 13. Efecto del &cido valproico sobre la duracion de las crisis de ausencia. El &cido valproico
disminuy6 significativamente con respecto al grupo control la duracion de las crisis de ausencia durante
cuatro horas después de la administracion de la dosis de 300 mg/Kg, disminuyo un 25% (6.25 = 0.2; ANOVA
con F1440=40.23 y P<0.001, seguido de la prueba Dunnett, 4P<0.001) a las 15:00 mientras que disminuyd
durante seis horas después de la administracién de la dosis de 600 mg/Kg, disminuyé un 66% (4.08 + 0.2
s; ANOVA con F1440=40.23 y P<0.001, seguido de la prueba de Dunnett, ¥P<0.001) a las 11:00.
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Figura 14. Efecto del &cido valproico sobre la latencia de las crisis de ausencia. El acido valproico

aumento significativamente con respecto al grupo control en un 420% y un 550% para las dosis de 300 y
600 mg/Kg respectivamente.
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9.2 Efecto del acido valproico en las crisis de ausencia en las fases de luz-oscuridad

Al analizar los efectos del ciclo luz-oscuridad obtuvimos una disminucion de un 64% en
la frecuencia de las crisis de ausencia con la administracion de la dosis de 300 mg/Kg de
acido valproico durante la fase de luz (117.07 * 40 crisis; ANOVA F29=4.7 y P<0.001,
seguido de la prueba de Dunnett, ¥P<0.001) en relacién con el grupo control (325 + 19
crisis). En contraste con una disminucion del 60% en la frecuencia de las crisis de
ausencia que se obtuvo con la administracion de 600 mg/Kg de acido valproico durante
la fase de oscuridad (140 + 40 ANOVA F29=4.7 y P<0.001, seguido de la prueba de
Dunnett, ¥P<0.001) con respecto al grupo control (350 + 22 crisis).

En la duracion de las crisis de ausencia se obtuvo una disminucion significativa con la
administracion de acido valproico con las dosis de 600 mg/Kg, 300 mg/Kg y 150 mg/Kg
con una disminucion maxima de un 60% en la dosis de 600 mg/Kg durante la fase de luz
(5.33 £ 0.14s; ANOVA Fs0es=88 y P<0.001, seguido de una prueba de Dunnett, ¥P<0.001)
con respecto al grupo control (8.86 + 0.08). En contraste con la fase de oscuridad donde
solo se obtuvieron resultados significativos con la administracion de acido valproico en
dosis de 300 mg/Kg con una disminucion del 10% (6.49 = 0.12s; ANOVA Fg0es=88 y
P<0.001, seguido de la prueba de Dunnett, ¥P<0.001) con respecto al grupo control (7.18
+ 0.08 s; Figura 15).
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Figura 15. Efecto del &cido valproico en las fases de luz-oscuridad. En A) se observa la frecuencia de
las crisis de ausencia a lo largo del ciclo luz-oscuridad mostrando disminucion maxima del 64% (117.07 +
40 crisis; ANOVA F20=4.7 y P<0.001, seguido de la prueba de Dunnett, ¥P<0.001) para la dosis de 300
mg/Kg de acido valproico B) se observa la duracion de las crisis de ausencia mostrando disminucién del
60% (5.33 + 0.14s; ANOVA Fs0ss=88 y P<0.001, seguido de una prueba de Dunnett, ¥P<0.001) para la
dosis de 600 mg/Kg de &cido valproico.




Tabla 3. Efecto del acido valproico en las crisis de ausencia de la rata faiep

Dosis de acido Frecuencia Duracion Latencia
valproico
150 mg/KG
300 mg/Kg

I

I

= Sin cambios significativos

{} Disminucion significativa P<0.05

{J {1 Disminucion significativa P<0.001

{} {t Aumento significativo

P=<0.001




10. DISCUSION

Si bien es cierto que no se conocen los mecanismos fisiopatolégicos de las crisis de
ausencia en los humanos, es necesario estudiarlos por medio de estudios farmacoldgicos
en modelos animales. En anteriores estudios de crisis de ausencia en modelos genéticos
como son las ratas WAG/RIij y GAERS, los farmacos de primera linea demostraron tener
un efecto favorable en el control de las crisis de ausencia, disminuyendo mediante la
administracion de dosis altas y por periodos prolongados (Van Rijn y cols., 2004),
probablemente debido a que en los modelos genéticos de crisis de ausencia la patologia

se encuentra exacerbada.

En lo que concierne al mutante de mielina taiep también hemos comenzado a estudiar el
efecto varios farmacos antiepilépticos entre los cuales la etosuximida un bloqueador de
canales de calcio tipo T; y la lamotrigina un bloqueador de canales de sodio dependientes
de voltaje han demostrado disminuir significativamente la frecuencia y duracion de las
crisis de ausencia. Mientras que han aumentado mediante la administracion
pentilenetetrazol un antagonista de los receptores GABAa y GABADb (Callejas, 2009) y
con el gaboxadol un agonista del receptor GABAa (Ibarra-Hernandez, 2018).

Los presentes resultados muestran que el acido valproico es capaz de reducir la
frecuencia, la duracion y la latencia de las crisis de ausencia de la rata taiep de manera
significativa. Lo que nos indica que los mecanismos de accion del acido valproico
(Cheong y Shin, 2013) deben ser similares en las ratas taiep y en los humanos, ya que
se ha reportado que el acido valproico en humanos disminuye las crisis de ausencia en

casi un 90% (Brigo y Igwe Stanley, 2017).

Las crisis de ausencia son consideradas como el resultado de oscilaciones anormales
entre la corteza cerebral y el talamo, se ha postulado que estas oscilaciones ritmicas son
mediadas por el nucleo reticular del talamo (Steriade y cols., 1985), a su vez los canales
de sodio y calcio tipo T influyen en el disparo de las neuronas talamicas lo que modifica

la frecuencia en la aparicion de las crisis de ausencia (Valrose y Psycho, 1989; van
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Luijtelaar y cols., 1995; Llinas y Steriade, 2006; Tringham y cols., 2012; Cheong y Shin,
2013). De esta manera el bloqueo de los canales de calcio tipo T disminuye la frecuencia
de las crisis de ausencia, pero teniendo un efecto muy débil sobre la duracién de estas
(Tringham y cols., 2012). Se ha reportado que los efectos del acido valproico como
bloqueador de los canales de calcio tipo T son visibles en bajas concentraciones y tienen
un efecto inmediato (Kelly y cols., 1990) en contraste con el bloqueo de los canales de
sodio donde se requiere que existan altas concentraciones y por un tiempo prologando
para disminuir el disparo de las neuronas talamicas (Large y cols., 2009).

Cabe mencionar que anteriores estudios en la rata taiep han descrito que existe una
alteracion en la expresion de los canales de sodio en el cerebelo de las ratas de un afio
debido al proceso de desmielinizacion progresiva que sufre (Black y cols., 1999).

La rata taiep que se caracteriza por un proceso de hipomielinizacion inicial seguida de
una desmielinizacion progresiva del sistema nervioso central pero no del periférico
(Duncan y cols., 1992; Lunn y cols., 1997b). La desmielinizacion progresiva es causada
por la disminucion generalizada de las proteinas de la mielina, lo que produce una
desorganizacion de la vaina de mielina (Krsulovic y cols., 1999). Si bien existe
controversia entre la relacién de las enfermedades desmielinizantes con la epilepsia, es
posible afirmar que pacientes con esclerosis mdultiple son susceptibles a padecer
epilepsia (Allen y cols., 2013). Esta relacion probablemente se deba a diversos procesos
inflamatorios corticales y a lesiones asociadas al foco epiléptico (Calabrese y cols., 2008;

Totolyan y cols., 2012).

Adicionalmente, la rata taiep muestra una astrogliosis reactiva en zonas del cerebro
inicialmente hipomielinizadas, por lo que es posible inferir que existe un correlato entre la
desmielinizacién y la astrogliosis reactiva por activacién en el incremento de la proteina
fibrilar acidica de la glia (GFAP; Leon-Chavez y cols., 2001) y un proceso de activacion
con citocinas (Soto-Rodriguez y cols., 2015), ademas los astrocitos juegan un papel
fundamental en la modulacién de la sinapsis tripartita en la liberacion y modulacién de
varios neurotransmisores (Areque y cols., 1999). Es por ello que la astrogliosis puede ser
relacionada con la aparicion de las crisis de ausencia en la rata (Eguibar y cols., 2014;

Ibarra-Hernandez, 2018) y por lo tanto el acido valproico es un farmaco que resulta
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importante para el estudio de las crisis de ausencia de la rata taiep. De manera similar la
rata GAERS también posee astrogliosis reactiva, que ha sido asociada un aumento de la
proteina &cida fibrilar glial (GFAP) en las estructuras corticales involucradas en el inicio
de las crisis de ausencia. (Dutuit y cols., 2000).

Por otra parte, se ha estudiado el papel fundamental que ejerce el neurotransmisor GABA
en las crisis de ausencia, estudios en las ratas GAERS sugieren que posee niveles
particularmente bajos de neuronas GABAérgicas en el nucleo reticular talamico
comparado con ratas Wistar sanas (Cavdar y cols., 2013). Mientras que en las ratas
WAG/RIj también se ha descrito un aumento en la inhibicion ténica GABA en terminales
presinapticas de las interneuronas inhibitorias (Crunelli y cols., 2012; Nejad y cols.,
2015).

La administracion de farmacos inhibidores de la enzima GABA-T como el vigabatrin y la
fenitoina (Gurbanova y cols., 2006; Russo y cols., 2011) producen un decremento en la
duracion de las descargas espiga-onda. Sin embargo, mostraron efectos adversos
durante su administracion cronica por lo que suelen ser usados para el tratamiento de las
crisis de ausencia por periodos de tiempo muy cortos, a diferencia del &cido valproico que
disminuy6 la duracién de las crisis de ausencia de la rata taiep, cabe mencionar que
puede ser utilizado por periodos prolongados sin tener efectos adversos a largo plazo,
cuando es administrado en dosis no mayores a 600 mg/Kg (Fagundes, 2008; Chen y
cols., 2017).

El papel del metabolito succinato semialdehido en las crisis de ausencia aun es
desconocido en modelos genéticos de crisis de ausencia, no obstante, existen estudios
en ratones y en humanos que sugieren alteraciones en el metabolismo de GABA (Pearl
y cols., 2011), en particular un decremento en la enzima succinato semialdehido
deshidrogenasa (SSDH) genera que el succinato semialdehido se convierta en
acido gamma-hidroxibutirico (GHB) en lugar de acido succinico, y esto conduce a una
acumulacion tanto de GHB como de GABA en el cerebro (Cortez y cols., 2004) activando
los receptores fasicos intersinapticos GABAA en la neocorteza y a su vez a las neuronas
GABAérgicas del nucleo reticular talamico (Crunelli y cols., 2012). Adicionalmente, se ha

reportado que la duracién de las crisis de ausencia también depende de la inhibicién
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GABAérgica (Destexhe, 1999). Aunado al hecho de que se ha reportado una relacion
entre la deficiencia de mielina y altos niveles de succinato semialdehido en un modelo de
ratones knockout (Donarum y cols., 2006). Por lo que podemos inferir que la disminucion
del metabolito succinato semialdehido por parte del acido valproico contribuyé a la

disminucién en la duracion de las crisis de ausencia de la rata taiep macho adulta.

El nivel sérico de los farmacos antiepilépticos ha sido estudiado en gran medida debido
a la importancia que tiene en la farmacologia de las crisis de ausencia, se ha reportado
gue existe un aumento rapido de los niveles séricos tras su absorcion hasta alcanzar un
pico maximo aproximadamente treinta minutos después de su administracion, después
disminuye en dos fases, una rapida derivada de la distribucion en diferentes
compartimentos corporales y una lenta debido al metabolismo y a su excrecién renal
(Targas Yacubian y cols., 2014). En humanos durante la administracién oral de acido
valproico se reportd un pico maximo en los niveles séricos después de dos horas, seguido
de una disminucion exponencial en la fase rapida de aproximadamente una hora y una
disminucién lenta de dos horas (Perucca y cols., 1978). Por otra parte, en la rata se ha
reportado que el pico maximo se encuentra después de treinta minutos seguido de una
disminucién rapida de una hora y una disminucion lenta de hasta cuatro horas (Aly y
Abdel-Latif, 1980). No obstante, existe poca correlacion entre la dosis administrada y las
concentraciones séricas del acido valproico debido a que la existencia de uniones a
distintas proteinas plasmaticas como la albumina que retrasan su excrecion (Chapman y
cols., 1982; Sabers y Petrenaite, 2008; Ferrendelli, 2014).

Es debido a los efectos-dosis dependientes y su farmacocinética que probablemente el
acido valproico en la dosis administrada de 600 mg/Kg logré disminuir la frecuencia, la

duracion y la latencia de las crisis de ausencia de manera significativa.

Existe una clara asociacion entre las descargas espiga-onda y el suefio. En humanos,
las crisis de ausencia aparecen usualmente en las transiciones de la vigilia al suefio y
durante las primeras fases del suefio de ondas lentas mostrando un incremento maximo
en las primeras horas de la mafana (Kostopoulos, 2000; Kellaway, 2014). En las ratas
WAG/RIij y GAERS las descargas espiga-onda aparecen durante la vigilia quieta, en

transiciones vigilia al suefio de ondas lentas o viceversa y algunas veces durante el suefio
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de movimientos oculares rapidos (Danober y cols., 1998; Renier y Coenen, 2000; Coenen
y Van Luijtelaar, 2003). Se ha descrito que en la rata taiep los patrones suefio-vigilia se
encuentran alterados a lo largo de 24 horas, mostrando un tipo de suefio de movimientos
oculares r4pidos (MOR) reducido y fragmentado con mayor proporcion en la fase de
oscuridad con respecto a la fase de luz (Cortés, 2012), ademas se ha descrito una
correlacion en su estado de vigilia quieta y la expresion de las descargas espiga-onda.
Esto podria explicar el hecho de que se encontr6 una disminucién significativa de la
duracion de las crisis de ausencia en el periodo de luz en comparacion con el periodo de

oscuridad.

Ademas, se ha reportado que los pacientes con epilepsia experimentan diversos
problemas para dormir, atribuidos principalmente a las crisis y a la accién de los farmacos
antiepilépticos (Foldvary-Schaefer, 2002). Los farmacos antiepilépticos han mostrado
tener varios efectos sobre la arquitectura del suefio, entre los cuales el acido valproico
ha modificado el patron de suefio de humanos, incrementando la fase 1y del suefio de
ondas lentas y disminuyendo el suefio de movimientos oculares rapidos (Legros y Bazil,
2003), mientras que en otros estudios el acido valproico estabilizo los estadios del suefio

(Declerck y cols., 1985; Herman y cols., 2001; Zhang y cols., 2014).
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11. CONCLUSIONES

El acido valproico disminuyo las crisis de ausencia de la mutante de mielina taiep. Este
perfil farmacoldgico es similar al de las crisis de ausencia en humanos, por lo que los
mecanismos de inicio y mantenimiento de las descargas espiga-onda podrian ser

similares a los de las ratas taiep.

1. La administracion de acido valproico a las dosis de 300 y 600 mg/Kg disminuyo la
frecuencia de las crisis de ausencia.

2. La administracién de acido valproico en dosis de 300 y 600 mg/Kg disminuy6 la
duracion de las crisis de ausencia.

3. La administracion de acido valproico en dosis de 300 y 600 mg/Kg disminuyo la
latencia al primer evento de crisis de ausencia.

4. La administracion de acido valproico en la rata taiep disminuyo la frecuencia y la
duracion de las crisis de ausencia durante el periodo de luz.

5. La administracion de acido valproico en la rata taiep disminuye la frecuencia y la

duracion de las crisis de ausencia de manera dosis-dependiente.
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