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ABREVIACIONES

EEG Electroencefalograma

\Y/ Vigilia

SOL Suefio de ondas lentas

MOR Movimientos oculares rapidos
PPT Nucleo Pedunculo pontino tegmental
PBL Region parabraquial

EOG Electrooculograma

EMG Electromiograma

uVv Microvolts

Hz Herzios

PGO Ponto-geniculo-occipitales
GABA Acido Gama - aminobutirico

Cpf Corteza prefrontal

Am-I| Amigdala izquierda

Hip-D Hipocampo derecho

FRM Formacion reticular mesencefalica
ul micro litro

S.S solucién salina



RESUMEN

Las crisis epilépticas generan deterioro en la organizacién del suefio, el cual se presenta
primero por el efecto agudo de una crisis durante el suefio y segundo por el efecto cronico de la
epilepsia. Los modelos experimentales de epilepsia que se han utilizado en el estudio del suefio,
comprenden la estimulacion cerebral mediante sustancias quimicas o descargas eléctricas que son
capaces de desencadenar crisis epilépticas. En la actualidad, la literatura relacionada al suefio y la
epilepsia coincide en que el suefio presenta modificaciones por la epilepsia, sin embargo aun no
se ha descrito la participacion que tiene la epilepsia sobre el suefio en registros EEG de mas de 24
horas continuas. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue estudiar la organizacion temporal
de las fases del suefio y la vigilia durante la epileptogénesis y el establecimiento de crisis,
producida por la aplicacién topica de penicilina en la amigdala del 16bulo temporal de rata en 36
horas continuas de registro polisomnogréfico.
Metodo: Se utilizaron ratas Wistar a las que se les implantaron electrodos para registro
convencional de suefio y, siguiendo coordenadas estereotaxicas, se implantaron electrodos en el
hipocampo dorsal derecho y en la amigdala del 16bulo temporal izquierdo. Para la administracion
de la penicilina se utilizé una canula, la cual iba unida al electrodo implantado en la amigdala, ésta
canula se ubico 1.0 mm arriba del nucleo central de la amigdala. Se realizaron registros control
durante tres dias consecutivos, posteriormente se administraron diferentes dosis de penicilina (50
y 100 U . I.), cada dosis se aplico en distinto dia, cada animal recibié una sola dosis de 50 y de
100 U. I.. Todos los registros se calificaron visualmente identificando las fases de vigilia (V),
suefio de ondas lentas (SOL) y suefio de movimientos oculares rapidos (MOR).
Resultados: Se demostré que la aplicacion de 50 y 100 U. I. de penicilina en la amigdala induce
el aumento en la latencia del suefio, es decir que el tiempo de inicio de instalacion de las fases de
SOL y de suefio MOR fue mayor en comparacion al control. En relacion al nimero de veces que
se presentaron los episodios de V, SOL y suefio MOR, éstos disminuyeron en comparacion al
control. El tiempo de duracion de las fases de V y SOL aumenté significativamente, mientras que
el tiempo de duracion de la fase de suefio MOR fue significativamente menor. El porcentaje del

tiempo total de la fase de suefio MOR fue significativamente menor en comparacion al control
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mientras las fases de V y SOL no tuvieron cambios. En el analisis de la acumulacién por hora de
cada fase, se observo el deterioro del suefio durante las primeras 24 horas acumuladas del registro,
provocando mayor deterioro la dosis de 100 U. I. de penicilina y siendo la fase de suefio MOR,
la fase mas afectada. Finalmente en el analisis por los periodos de luz y obscuridad, se encontro
que durante el primer periodo de luz la actividad epiléptica provocé el aumento del porcentaje del
tiempo total de la fase de V y la disminucién de éste en las fases de SOL y suefio MOR. Durante
el periodo de obscuridad, se observé el aumento del porcentaje de SOL y la disminucién del
porcentaje de V; en este periodo el suefio MOR no tuvo cambios significativos, en el segundo
periodo de luz se observd que el porcentaje de las fases de V y de SOL no tuvieron diferencias
significativas, mientras que el suefio MOR aun se observo disminuido en comparacién al control.
Conclusion: Se sugiere, en relacion al SOL, que el hipotalamo anterior, que corresponde a la
region preoptica y nucleo supraquiasmatico, el cual promueve al suefio, estd siendo inhibido
durante la actividad epiléptica y por lo tanto al disminuir el SOL hay un aumento de V, pero al
disminuir la actividad epiléptica, se cree que el sitio que promueve la instalacion del SOL ya no
estd siendo inhibido favoreciendo asi la presencia del SOL, el cual incrementd durante el periodo
de obscuridad. En relacion al suefio MOR se sabe que el nicleo central de la amigdala participa
en la modulacién y muy probablemente en la instalacion de esta fase, por lo tanto se sugiere que
la amigdala junto con otras estructuras como es la region parabraquial (PBL) y el nicleo pedinculo
pontino tegmental (PPT), que también se han descrito participan en la induccion y mantenimiento
del suefio MOR, estarian siendo afectados importantemente por la epilepsia y probablemente en
cuanto la actividad epiléptica disminuye y la fase de SOL alcanza a los valores control, éstos

nucleos empiezan a promover la instalacion del suefio MOR.



INTRODUCCION

Los problemas psicoldgicos, organicos o trastornos neuronales como la epilepsia, son
algunas de las causas por las que se modifica el suefio y la privacion de éste, promueve cambios
fisiolégicos, conductuales y de organizacion del mismo, de ahi que el estudio del suefio es de sumo
interés.

En estudios clinicos realizados en pacientes epilépticos se ha reportado que uno de los
principales problemas que presentan los pacientes, es el deterioro gradual de la organizacion del
suefio y la vigilia, en estos estudios se sefiala que durante el dia los pacientes estdn somnolientos
y durante la noche presentan crisis epilépticas, lo cual impide que vuelvan a conciliar el suefio
(Malow vy cols., 1997). En general, ya se ha reportado que la epilepsia tiene un efecto directo en
el suefio y éste a su vez sobre la epilepsia (Bazil, 2003; Lopez y cols., 2004).

El gato a sido uno de los animales que mas se ha empleado en el estudio del suefio y del
cual se han encontrado hallazgos que son la base de muchos estudios (Datta, 1997; Gillin y cols.,
1993). Actualmente la rata es utilizada para el estudio del suefio (Datta y Hobson, 2000) y de la
epilepsia (Nissinen y cols., 2000).

En relacion a los estudios de suefio y epilepsia con animales, se han utilizado modelos
experimentales de epilepsia, como el kindling (Goddard y cols., 1969), el cual es un modelo
experimental que induce crisis epilépticas por la estimulacion eléctrica repetida, corta y de baja
intensidad en ciertas areas del cerebro, por ejemplo la amigdala del I6bulo temporal. Con este
modelo se ha observado que al estimular la amigdala se induce la reduccion significativa del
porcentaje del suefio MOR en registros de 24 horas en gatos (Shouse y Sterman, 1981). En otro
estudio, en el cual también se empled el kindling eléctrico amigdalino, se reporto la disminucion
de la duracién y frecuencia del suefio MOR y el incremento de la vigilia (Tanaka y Naquet, 1975)
0 bien, el kindling eléctrico en el hipocampo, también aplicado en gatos, produjo la disminucion
del suefio MOR (Rondouin y cols., 1980).

Por otro lado, también se han realizado estudios en donde se ha observado la influencia del
suefio sobre la epilepsia y desde hace muchos afios se ha reportado que el SOL facilita la
generalizacion de las crisis, mientras que el suefio MOR las reduce (Cadilhac y Passouant, 1964;

Gastaut y cols., 1965). Asimismo, mediante el kindling amigdalino en gatos, se a encontrado que
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las espigas interictales incrementan durante el SOL en comparacion a la vigilia y que durante el
suefio MOR no estan presentes (Sato y Nakashima, 1975; Tanaka y Naquet, 1975). En trabajos mas
recientes se ha observado, que después de la aplicacion sistémica o topica de penicilina en gatos,
la actividad epiléptica predomina durante el SOL y declina o desaparece durante el suefio MOR
(Shouse y cols., 2000; Ferndndez-Guardiola y cols., 1995).

Los resultados que hasta ahora se han obtenido, han generado una serie de preguntas en
relacion a cuales son las estructuras que participan en la interaccion del suefio y la epilepsia, y se
ha encontrado que la amigdala del I6bulo temporal, participa tanto en el suefio como en la
epilepsia. En estudios realizados sobre la amigdala del 16bulo temporal, se ha reportado que ésta
presenta dafio neuronal en una extensa poblacion de pacientes con epilepsia del 16bulo temporal
(Pitkénen y cols., 1998). Por otro lado, en un estudio realizado en monos en donde se lesiond
ambas amigdalas con acido iboténico, se reportd un incremento del tiempo total del suefio y de la
fase de suefio MOR, en comparacion con los monos con menor lesién amigdalina, sugiriendo que
la amigdala podria participar en la regulacion del suefio, ademas de ser importante mediadora de
los efectos del estrés y las emociones sobre el suefio (Benca y cols., 2000). Los trabajos que hasta
el momento se han realizado, en relacion a la amigdala del I16bulo temporal, han coincidido en que
la amigdala juega un papel primordial en la regulacion del suefio a partir de su ndcleo central, que
tiene proyecciones al tallo cerebral, el cual involucra regiones que estan relacionadas con
alertamiento y suefio MOR (Deboer y cols., 1998). Por lo tanto, en el presente estudio se analizo
la organizacién temporal de las fases de suefio y vigilia durante la epileptogénesis y el
establecimiento de crisis inducidas por la aplicacion topica de penicilina en la amigdala del I6bulo

temporal de rata en registros de 36 horas.



CAPITULO 1.

EL SUENO.

Al suefio se le puede definir como un estado natural caracterizado por la reduccion de
actividad motora voluntaria, un decremento para responder a estimulos, es decir que el umbral
incrementa y también se caracteriza por presentar movimientos y posturas involuntarias. El suefio
se distingue claramente de otros estados de conciencia, tal como el coma y la anestesia, ya que el
suefio es facilmente reversible (Fuller y cols., 2006).

En relacion al estudio del suefio se han realizado numerosas investigaciones en diferentes
especies animales. Por ejemplo, en peces y anfibios se ha encontrado, que conductualmente estas
especies muestran respuestas de reposo similares a las observadas durante el suefio, sin embargo
su actividad electrografica aun es dificil de clasificar como actividad de suefio o vigilia (Hobson,
1967). Por otro lado en los reptiles se ha podido definir claramente al suefio y a la vigilia, siendo
éstos los primeros seres vivos en la escala filogenética que presentan actividad tipica del SOL,
tanto en sus caracteristicas conductuales como electroencefalograficas. Continuando en la escala
evolutiva, las aves son las primeras en tener suefio MOR con caracteristicas electroencefalograficas
altamente diferenciadas (Klein y cols., 1964; Walker y Berger, 1972). En los mamiferos que se ha
logrado estudiar el suefio, se ha observado que aunque la cantidad y cualidad del suefio varia en
cada uno, éstos exhiben signos electrofisioldgicos diferenciados como son el SOL y el suefio MOR,
los cuales estdn acomparfiados de respuestas conductuales propias de estas fases (Campbell y
Tobler, 1984).

Es importante mencionar que también se ha estudiado el suefio durante el desarrollo
neonatal y se ha encontrado, que las fases de suefio y vigilia presentan una distribucion y
caracteristicas electroencefalograficas diferentes a las de los adultos. Por ejemplo, Jouvet-Mounier
y colaboradores (1970), reportaron que los mamiferos recién nacidos tienen una forma inmadura
de suefio MOR, llamado suefio activo, el cual abarca un 90 % del tiempo total de suefio, y
conforme va madurando el sistema nervioso esta fase va disminuyendo (Jouvet-Mounier y cols.,
1970). Por tanto el suefio en el neonato, se ha caracterizado por tener tres fases: vigilia, suefio
quieto y suefio activo (Jenni y cols., 2003). Aunque la clasificacion que méas se reconoce de las

diferentes fases del suefio en los neonatos es la fase de suefio regular y la fase de suefio irregular



(Corsi, 1983).

1.1 Las fases de suefio.

El avance que tuvo el estudio del suefio en el humano y en otras especies animales, se
debio al surgimiento del electroencefalograma (EEG). En 1929, Berger logré registrar por primera
vez la actividad eléctrica cerebral de un humano (Berger H, 1929). En 1937, Loomis y
colaboradores observaron en el EEG, que durante el dormir la actividad eléctrica cerebral cambia
constantemente en frecuencia y voltaje, clasificando por primera vez al suefio en diferentes fases
de la A la E segun la actividad bioeléctrica registrada a través del cuero cabelludo en el humano
(Loomis y cols., 1937). En 1953, Nathaniel Kleitman y Eugen Aserinsky, mostraron por medio de
registros EEG en humanos, que durante el suefio se presentaban periédicamente dos componentes
muy diferentes, a uno lo denominaron suefio de movimientos oculares rapidos, debido a los
movimientos que presentaban los ojos de los sujetos durante el dormir y al otro componente lo
clasificaron como suefio de ondas lentas, ya que se caracterizaba por presentar en el EEG actividad
de ondas lentas, (Aserinsky y Kleitman, 1953), conocidos por sus siglas como suefio MOR y SOL
respectivamente.

Con la finalidad de lograr un consenso con todo lo que se habia avanzado en el estudio
electroencefalografico del suefio, Rechtschaffen y Kales establecieron un criterio para clasificar las
distintas fases de suefio en el humano, denominandolas vigilia, SOL I, II, Il y IV y suefio MOR
(Rechtschaffen y Kales, 1968). La fase 111 y IV del SOL actualmente se le conoce como fase delta.

Cabe mencionar ademas, que la fase de suefio MOR esta acompafiada por ensofiaciones que
son de tipo discontinuo, incongruentes en el tiempo y el espacio, complejas y con contenido

emocional, dichas ensofiaciones son tipicas de ésta fase (Jouvet, 1998).

1.2 El Suefio en el Humano.

1.2.1 Descripcion de la actividad EEG de las fases de vigilia y suefio en el Humano.

Vigilia.

La fase de vigilia se caracteriza por actividad de alta frecuencia y baja amplitud. El rango
tipico de frecuencia de la actividad EEG con los ojos abiertos es de 12 a 30 Hz y se le nombra

actividad beta. La actividad alfa es de 8 a 13 Hz y se presenta al cerrar los 0jos, ésta se registra
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en regiones parietooccipitales. Ocurren movimientos oculares y el tono muscular se encuentra
elevado.

SOL.

Fase |

Es el periodo de transicion entre la vigilia y el suefio. EI EEG se caracteriza por una
combinacion de voltaje muy bajo o aplanado con predominio de actividad de 2 a 7 Hz y esporadica
actividad beta. En esta fase el ritmo alfa no estd presente. Los movimientos oculares son lentos
y el tono muscular disminuye ligeramente.

Fase Il

Esta fase se caracteriza por la aparicion de husos de suefio de 12 a 14 Hz con una amplitud
creciente y una duracion minima de 1 a 2 segundos, es decir que alterna con la actividad beta. Los
complejos “K” también son caracteristicos de ésta fase, se observan como ondas bien definidas con
un componente negativo agudo seguido inmediatamente de uno positivo y pueden estar 0 no
integrados a un huso de suefio. Ademas, durante ésta fase se registra actividad delta de 0.5 a 2.0
Hz de alto voltaje. El tono muscular contintia disminuyendo.

Fase Il

En esta fase se observan husos de suefio méas aislados y hay un predominio de actividad
delta que va del 20 al 50 %. EI tono muscular continta disminuyendo.

Fase IV

Es la fase en que la actividad delta esta presente hasta un 70 % con duracion promedio de
20 a 40 minutos. Los husos de suefio han desaparecido. Los movimientos oculares son lentos y el
tono muscular se encuentra muy disminuido.

Suefio MOR.

Se caracteriza por la reaparicion de actividad de bajo voltaje y alta frecuencia (beta), similar
a la observada en la fase | del SOL o durante la vigilia. Los movimientos oculares son rapidos y
el tono muscular estd totalmente disminuido, aunque en ocasiones se presentan ligeras
contracciones. En ésta fase se presentan las ensofiaciones (Rechtschaffen y Kales, 1968; Corsi,
1983; Jouvet, 1998).



1.2.2 Estructuras inductoras de las fases de vigilia y suefio.

Vigilia.

Los primeros estudios que proporcionaron informacion relacionada al funcionamiento y
anatomia implicados en la vigilia, fueron realizados por Bremer. El realiz un corte en el tallo
cerebral de gatos en un nivel inferior, entre médula y espina dorsal, y mediante registros EEG,
observa signos conductuales y eléctricos correspondientes a un estado insomne pero intensificado.
A esta preparacion se le conoce como encéphale isolé o encéfalo aislado. Con este procedimiento
Bremer demostro que el cerebro se mantenia despierto sin necesidad de recibir sefiales de los
receptores de la piel y articulaciones. En otra preparacion pero ahora seccionando a nivel del tallo
cerebral superior, Bremer observé que los gatos se mantenian en una somnolencia permanente. En
el EEG observd actividad tipica de ondas de suefio. A esta manipulacion experimental se le conoce
como cerveau isolé o cerebro aislado. Bremer concluy6 que al estar desconectado por completo
el cerebro anterior de todo estimulo sensorial, el gato se mantiene dormido (Bremer, 1935).

En 1949, Moruzzi y Magoun demostraron que la estimulacion eléctrica de la formacion
reticular mesencefalica (FRM) en gatos anestesiados o con encéfalo aislado promueve la vigilia.
Estos autores observaron que la estimulacion eléctrica de bajo voltaje y alta frecuencia a dicha
estructura, provocaba desincronizacion en el EEG. También describieron que la lesion de la FRM
producia un estado comatoso seguido de una reduccion a largo plazo de la fase de vigilia. Ademas
encontraron que el sistema bulbo raquideo inhibe a la FRM, esto lo comprobaron cuando
seccionaron por completo el bulbo, justo por debajo del mesencéfalo, generando a un animal con
un prosencéfalo que se mantenia despierto la mayor parte del tiempo. El hipotdlamo posterior
rostral al mesencéfalo también esta involucrado en la induccion de la vigilia, ya que al estimularlo
eléctricamente se produce un despertar similar al generado por la estimulacién de la FRM, por
tanto Moruzzi y Magoun determinaron que la vigilia era resultado de la activacion de la formacion
reticular del tallo cerebral, al cual denominaron como Sistema Reticular Activador Ascendente
(Moruzzi y Magoun, 1949). Actualmente se sabe que células del locus coeruleus (noradrenergicas)
y del nucleo del rafe (serotoninérgicas) participan en los mecanismos que promueven a la vigilia
(Datta y cols, 2007).
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Uno de los primeros estudios del suefio en donde se reportd la participacion del nacleo
dorsal del rafe como estructura inductora de la sincronizacion del EEG, fue realizado por Jouvet
en 1972. El encontr6 que al lesionar completamente al sistema del rafe, desde la médula superior
hasta la union ponto-mesencefélica en gatos o al administrarles PCPA (paraclorofenilalanina) como
inhibidor de la biosintesis de serotonina, indujo insomnio, el cual por la lesion, duraba de 3 a 4
dias y por la inhibicion farmacol6gica, el efecto se revertia al restablecerse la sintesis de serotonina
(Jouvet, 1972).

Por otro lado también se ha reportado que, el ndcleo del tracto solitario de la médula,
participa en la sincronizacién del EEG, ya que al estimularlo eléctricamente, utilizando bajas
frecuencias, se produce sincronizacién en el EEG (Magnes y cols., 1961). Ademas, también se ha
descrito que el ndcleo del rafe esta relacionado con el tracto solitario, ya que éste recibe
proyecciones de células serotoninérgicas a través del ganglio nodoso (Puizillout y cols., 1979).

Continuando con los estudios del sistema del rafe y la relacion que tiene con el suefio, se
ha reportado, utilizando la combinacion de la técnica de transporte retrogrado e
inmunohistoquimica en cerebro de ratas, que las proyecciones serotoninergicas del rafe llegan hasta
los nicleos del tdlamo (Consolazione y cols., 1984). También, por medio de un marcador
retrogrado inyectado a todos los nucleos del talamo, se ha encontrado que el ndcleo dorsal del rafe
tiene proyecciones al nucleo intralaminar y reticular en gatos (Steriade y cols., 1988; Paré y cols.,
1988) y aunque se ha demostrado en trabajos posteriores que el sistema del rafe no tiene un papel
preponderante en el suefio, ya que su mayor actividad se da durante la vigilia, Jouvet pudo concluir
que la liberacidn de serotonina durante la vigilia, permite la regulacién homeostatica del suefio de
ondas lentas (Jouvet, 1999).

Por otro lado, actualmente se sabe que el nucleo reticular del tdlamo es el marcador de
sincronizacion del EEG de los husos de suefio (Steriade, 2003). Los cuales se caracterizan por
oscilaciones de 7 a 14 Hz en gatos, de 12 a 15 Hz en humanos y aproximadamente de 12 Hz en
corteza frontal y 14 Hz en corteza parietal en rata (Zygierewicz y cols., 1999). Esta actividad
proveniente del nacleo reticular del tdlamo, se comunica a la corteza mediante conexiones

talamocorticales, generando los husos en la neocorteza, los cuales se pueden registrar con el EEG
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en la superficie (Avanzini y cols., 2000).

Areas como el hipotalamo y la region preéptica, también participan en los signos EEG del
suefio. Von Economo a través de sus observaciones anatomicas y clinicas en pacientes con
encefalitis letargica (pacientes que se pasaban la mayor parte del tiempo dormidos), encontrd que
tenian lesionado el hipotdlamo posterior y la parte rostral tegmental del encéfalo medio (Von
Economo, 1929). Posteriormente, en 1940 se determind que el centro de la vigilia se encontraba
en el hipotalamo posterior y que el hipotdlamo anterior que corresponde a la region predptica y
nucleo supraquiasmatico, promovia al suefio, ya que al producir una lesion en la parte rostral del
hipotalamo y del cerebro anterior basal, en ratas y gatos, se producia insomnio y posteriormente
la muerte (Nauta, 1946; Saper y cols., 2001).

Suefio MOR.

En observaciones clinicas del suefio en recién nacidos, Aserinsky y Kleitman describieron
que periddicamente los bebes movian los ojos con rapidez y sin abrirlos. Posteriormente bajo
registros EEG, vieron que estos movimientos oculares rapidos se acompafiaban de ritmos rapidos,
semejantes a los que suceden en vigilia, ademas también reportaron patrones respiratorios
periddicos que se presentaban en conjuncién con los movimientos de los ojos. Estos hallazgos los
pudieron corroborar en el adulto, reportando que estos periodos se presentaban en ciclos que
aparecian 4 o 5 veces durante la noche y que surgian después de las fases Il, 111 6 IV (Aserinsky
y Kleitman, 1953; Kleitman, 1963; Aserinsky, 1965 ). Estos hechos dieron pie a que creciera el
interés por estudiar al suefio y en particular ésta fase, la que actualmente conocemos como suefio
MOR.

A partir de los afios 60s Jouvet estableci6 el caracter independiente de la funcion neuronal
de ésta fase. Utilizando técnicas de lesion restringida en diversas regiones neuronales, lo llevaron
a concluir que, aunque no hay un centro que se haya demostrado como el Unico orquestador
neuronal del suefio MOR, el ndcleo reticular pontis caudalis, ventral al nicleo locus coeruleus, es
la region cerebral mas implicada en la produccion del suefio MOR, ya que al lesionarla se inducia
una supresion de la fase MOR, también demostrd que el locus coeruleus alfa esta encargado de

la atonia postural, ya que mediante lesiones bilaterales a este nivel, se suprime la atonia postural
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del suefio MOR. De lo anterior, Jouvet contribuyé a completar los analisis hechos de la fase de
suefio MOR, quedando como un complejo de signos eléctricos y conductuales que incluyen, la
activacion de los ritmos corticales, la actividad de banda Theta (4 - 10 Hz) en el hipocampo, las
descargas de espigas y ondas agudas, conocida como PGO ( ponto-geniculo-occipitales), la atonia
muscular, especificamente de los masculos antigravitatorios y las salvas de movimientos oculares
rapidos (Jouvet y cols., 1963; Jouvet, 1998).

Estudios mas recientes de la fase de suefio MOR han reforzado lo planteado por Jouvet,
por ejemplo, en relacién a la activacion de los ritmos corticales se ha descrito que células del
nacleo magnocelular que se ubica en la formacion reticular medular, incrementan su disparo en
la transicién de la fase de SOL a suefio MOR, presentando su maximo de disparo durante el suefio
MOR, de estos resultados se propone que las células de la formacion reticular medular, actuarian
en conjunto con las neuronas de la FRM para controlar la activacion de los ritmos corticales
durante el suefio MOR (Datta y MacLean, 2007).

En relacion a la actividad de ondas Theta, se a reportado la participacion de células del
pontis oralis, las cuales comunican al septum del hipocampo en donde actdan células GABAérgicas
y colinérgicas (Vertes y Kocsis, 1997). Como caracteristica particular del suefio MOR en la rata,
se a demostrado que el aumento de la amplitud de las ondas Theta durante ésta fase esta
influenciada por la conexién que hay con el generador de los potenciales PGO y el hipocampo
dorsal (Karashima y cols., 2004). Esta relacion involucra mecanismos de aprendizaje y memoria
(Datta y cols., 2005).

Los potenciales PGO estan presentes durante el periodo de transicion del SOL al suefio
MOR y durante el suefio MOR en gato (Sakai y Jouvet, 1980). En la rata se ha descrito una onda
espiga equivalente a la PGO, a ésta se le denomina onda pontina (onda “P”) ya que también ocurre
en el puente durante el suefio MOR (Sakai y Jouvet, 1980; Datta, 1997). En relacion a la
participacion de estos potenciales se ha demostrado, con la aplicacion de carbacol en regiones
como el PBL, la inhibicidn de las espigas epilépticas inducidas en gato (Ramirez y cols., 2008) y
en ratas con privacion de suefio MOR, se reportd que la aplicacion de carbacol en el area inductora
de ondas “P” previno el deterioro del aprendizaje en pruebas de condicionamiento (Datta y cols.,

2004). Cabe sefialar que el nombre PGO se determind por las primeras areas en donde se
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registraron los potenciales en el gato, en este caso el generador se localiza en la formacion reticular
pontina, de ahi se propaga al cuerpo geniculado lateral y a la corteza occipital (Jouvet, 1998). Estos
potenciales también se propagan a diferentes sistemas sensoriales y a varias estructuras del sistema
limbico, como la amigdala, el hipocampo y el cingulo (Calvo y Fernandez-Guardiola, 1984). Un
estudio neuroanatomico demostré que las células generadoras de las ondas “P” de rata proyectan
al hipocampo, amigdala, corteza entorinal, corteza visual y demas areas que participan en procesos
cognitivos (Datta y cols., 1998).

Por otro lado, se sabe de la participacion de un mecanismo aminérgico (serotoninergico y
noradrenérgico) que disminuye lentamente y un mecanismo colinérgico que se activa, cuando la
fase de suefio MOR inicia. Esta activacion colinérgica se ubico en células del nacleo PPT, estas
células muestran un aumento de actividad durante el suefio MOR y una disminucién de ésta
actividad al término del suefio MOR (Datta y MacLean, 2007).

1.3 El Suefio en la Rata.

Debido a que el presente estudio fue realizado en ratas se hace una revision muy breve de
las caracteristicas de éste.

Al suefio de la rata lo han denominado polifasico ya que tiene la particularidad de que las
fases de suefio y vigilia se presentan repetida y alternadamente a lo largo de las 24 horas del dia.
También, se reporta que las fases de suefio se presentan principalmente durante el periodo de luz.
Takeuchi reportd que por lo menos hay el 69.2 % de suefio y el 30.8 % de vigilia en el periodo de
luz y el 34.3 % de suefio y el 65.7 % de vigilia en el periodo de obscuridad (Takeuchi, 1970). Por
otro lado, Weiss reportd en registros de 24 horas de suefio en ratas que al menos el 41.5 % es de
la fase SOL y el 13 .5 % de la fase de suefio MOR (Weiss y Roldan, 1964).

Existe un criterio para describir las conductas de suefio y la actividad eléctrica cerebral de
la rata, dicho criterio describe las diferentes fases de suefio que ya han sido clasificadas en otros
mamiferos, y aunque se han reportado hasta 7 fases que se localizan a lo largo del registro de
suefio y entre la transicion de cada una de las fases (Gottesmann,1992), en la mayoria de los
estudios se describen Gnicamente la fase de V, SOL y suefio MOR, sin olvidar que en algunos

casos se estudia a la V en su fase activa y quieta y al SOL en ligero y profundo (Datta y Hobson,
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2000), segun el interés del investigador estos criterios pueden o no ser considerados. Para el
presente estudio se consideraron Unicamente las fases de V, SOL y suefio MOR.

Cabe mencionar que para el estudio electrofisiologico del suefio en rata se pueden implantar
electrodos en la corteza prefrontal (Cpf), en el canto externo del ojo (EOG) o musculo dorsal del
cuello (EMG) (Datta y Hobson, 2000) y a nivel subcortical, especificamente en el hipocampo,
también se puede colocar un electrodo que se utiliza para registrar la actividad Theta (4-10 Hz),
la cual se presenta de manera sostenida durante el suefio MOR (Jouvet y cols., 1963; Jouvet, 1998).
De este modo estos sitios se han caracterizado por ser propicios para el estudio de las fases de
suefio en la rata (Datta y Hobson, 2000). Para el presente estudio se implantaron electrodos en la
corteza prefrontal, en el musculo dorsal del cuello y en el hipocampo. El registro de la amigdala

se utilizé para observar la latencia del inicio de la actividad epiléptica.

1.3.1 Descripcion de la conducta y actividad EEG de las fases de vigilia y suefio en la rata.

Vigilia.

Conducta.

En ésta fase se observan dos estados, el primero llamado vigilia activa, es cuando la rata
se mantiene en constante actividad ya sea husmeando, comiendo, acicalandose, caminando y el
segundo llamado vigilia quieta que es cuando la rata se queda en un solo sitio inmavil, puede estar
acostada sobre su abdomen con ojos abiertos y puede tener la cabeza levantada o inclinada sobre
el piso (Datta y Hobson, 2000).

Actividad eléctrica cerebral.

Durante la vigilia activa, las ondas que predominan en el EEG de corteza prefrontal son de
40 - 60 pV y de 35 - 50 Hz. El electromiograma (EMG) presenta tono muscular alto y en
ocasiones disparos gue coinciden con los movimientos de cuello y cabeza de la rata, por ejemplo,
al acicalarse. Dependiendo de la actividad de la rata los movimientos oculares se presentan
aproximadamente de 1 a 5 de éstos en 10 segundos. La actividad eléctrica del hipocampo es de 5 -
13 Hz y ocasionalmente aparece ritmo theta de 7 - 9 Hz con una amplitud de 200 uV (Gottesmann,
1992).

Durante la vigilia quieta las ondas que predominan en el EEG cortical no difieren de la
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vigilia activa. La actividad eléctrica del hipocampo no tiene ritmo theta. EI EMG se aplana

considerablemente en comparacion a la vigilia activa (Datta y Hobson, 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Trazo poligrafico representativo de la actividad eléctrica cerebral durante la fase de vigilia en
condiciones de control de una rata en libertad de movimiento. Ndtese la activacion cortical (Cpf) y la
actividad muscular (EMG). Corteza prefrontal (Cpf), Amigdala izquierda (Am-1), Hipocampo derecho (Hip-
D) y electromiograma (EMG).

SOL.

Conducta.

Durante ésta fase la rata toma una postura en la que se acuesta sobre su abdomen y en
ocasiones adquiere una posicion enrollada y con los ojos cerrados.

Actividad eléctrica cerebral.

Esta fase de suefio estd caracterizada por ondas lentas corticales y subcorticales que
progresivamente van incrementando en amplitud.

La actividad EEG del suefio de ondas lentas, se ha dividido en suefio ligero y suefio
profundo (Takeuchi, 1970). A partir del suefio ligero se presentan los husos de suefio, aunque en
menor cantidad comparados con el suefio profundo (aproximadamente < 2% del suefio total). La
frecuencia del EEG varia de 2 a 10 Hz presentando una amplitud de 400 pV.

Durante el suefio profundo se observa el aumento en el nimero, amplitud y duracion de los
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husos de suefio. Su méaxima amplitud puede llegar hasta 510 uV. La frecuencia de los husos varia
de 5 - 15 Hz y estan intercalados con ondas lentas de 0.3 - 3.0 Hz (Gottesmann, 1992). En general
durante el SOL, el EEG cortical presenta frecuencias de 0.1 - 10.0 Hz y su amplitud es de 200 -
400 uV. El EMG se mantiene totalmente plano. La actividad eléctrica del hipocampo presenta

punta onda de alta amplitud (Figura 2).

EMG |

2 seg

Figura 2. Trazo poligréfico representativo que muestra la fase de SOL en condiciones de control de una
rata en libertad de movimiento. Notese la aparicion de husos de alto voltaje en Cpf y la disminucion del
tono muscular. Abreviaturas como en Figura 1.

Suefio MOR.

Conducta.

La rata presenta una posicion de ovillo es decir que esta enrollada con la cabeza oculta
pegada al cuerpo. En ocasiones presenta movimientos espontaneos de todo el cuerpo o de las
extremidades y también tiene movimientos de las vibrisas (bigotes) y orejas.

Actividad eléctrica cerebral.

El EEG cortical es de 20 - 40 Hz y de 50 - 80 uV. Presenta atonia muscular, es decir que
el EMG esté totalmente aplanado. Los movimientos de los 0jos aumentan considerablemente. La

actividad eléctrica del hipocampo presenta ritmo theta de 5 - 7 Hz (Datta y Hobson, 2000).
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Para otros autores el voltaje del sueio MOR puede variar de 50 hasta 150 puV y siempre
es uniforme (Takeuchi, 1970; Corsi y cols., 1975) (Figura 3).

Cpf

Am-|

Hip-D

EMG |

100 wV

2 seg

Figura 3. Trazo poligrafico representativo que muestra la fase de suefio MOR en condiciones de control
de una rata en libertad de movimiento. Nétese el tono muscular completamente disminuido y la presencia
de actividad Tetha del hipocampo. Abreviaturas como en Figura 1.

CAPITULO 2.

LA EPILEPSIA.

En el pasado existia la creencia popular de que la epilepsia era contagiosa, de hecho las
personas se negaban a usar el mismo plato de alimentos de los pacientes. Al inicio del cristianismo,
la iglesia discriminaba a los epilépticos ya que los consideraban poseidos, decian que temian al
poseido porgque pensaban que podia profanar los objetos santos y podia infectar la copa y plato de
la comunién. De ahi que se le nombré “epilepsia” a este mal, que en griego significa apoderarse
0 posesionarse (International League Against Epilepsy, 2003).

Durante la Edad Media (siglo XI111) Berthold de Regensburg, un predicador aleman, escribi6
del caracter contagioso de la epilepsia, decia que su respiracion era “mala”. En el siglo XV un
profesor escribid “Por lo tanto, nadie hable y no se bafien con ellos ya que, por su simple

respiracion, ellos infectan a las personas”. En el siglo XVIII, ain se creia que la epilepsia era
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contagiosa. A finales del siglo XIX, algunos autores reportaron que las personas con epilepsia eran
propensos a la violencia y éxtasis religioso, supuestamente causada por ansiedad y alucinaciones.
Posteriormente fue incrementando el interés a nivel psiquiatrico, es decir que estaban mas
inclinados a los estudios de la conducta en pacientes con epilepsia y se enfocaban principalmente
a las crisis o al desarrollo de la epilepsia (International League Against Epilepsy, 2003).
Actualmente cuando se habla de epilepsia se piensa en un trastorno o perturbacién paroxistica o
ataques, olvidando los estigmas que se asocian con el término epilepsia (Massieu, 1976).

En la actualidad se sabe que entre el 1 y 2 % de la poblacion mundial padece algun tipo
de epilepsia. Se considera que en los paises subdesarrollados se presentan las cifras mas altas,
debido al pobre desarrollo de saneamiento ambiental, lo cual pone en riesgo a toda la poblacién
de padecer enfermedades parasitarias e infecciosas o por las zonas alejadas donde carecen de
servicios de salud, en donde muchos de los partos se hacen bajo condiciones precarias, lo cual
puede traer como consecuencia que los nifios nazcan con problemas neuronales (International

League Against Epilepsy, 2003).

2.1 Definicién de Epilepsia.

Algunos autores definen a la epilepsia como una alteracion manifestada por una serie de
signos y sintomas con una fisiopatologia comun, representada por una hipersincronia de descargas
neuronales y un reclutamiento anormal de los impulsos nerviosos. Pero que la etiologia,
mecanismos neuroquimicos y fisioldgicos, asi como la expresion sintomatica, son variables que
no estan bien esclarecidas en la actualidad (Brailowsky y Otero, 1991). Otra definicion menciona,
que las epilepsias constituye un grupo de alteraciones de las funciones cerebrales, que tienen la
caracteristica comdn de interferir con la vigilia o con el suefio en forma subita y recurrente, a
través de ataques de duracién variable de segundos a horas que se acompafian de contracciones
musculares, parciales o generalizadas y que tienen en comdn la activacion intensa de grupos
neuronales del sistema nervioso central (Fernandez-Guardiola, 1986). En general estas definiciones
coinciden en que es una alteracion que se manifiesta por signos y sintomas, que hay un aumento
en la activacion neuronal y que en muchas ocasiones se desconoce su origen. Los fendbmenos

paroxisticos son crisis 0 ataques que manifiesta el paciente y segin las caracteristicas EEG y
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manifestaciones clinicas se determina el tipo de crisis. En la actualidad se conocen cuatro
clasificaciones de las crisis, 1) crisis parciales o focales, 2) crisis generalizadas, 3) crisis no
clasificadas y 4) addendum (Feria, 1989).

2.1.1 Clasificacion de las crisis.

a) Crisis Parciales.

Se dividen en simples o complejas dependiendo de si hay o no pérdida de la conciencia,
estas inician en un sitio o grupo de neuronas de un hemisferio. A ésta descarga localizada se le
define como foco epiléptico. Dentro del grupos de las crisis parciales se describen cuatro
clasificaciones, 1) crisis motoras, 2) sensitivas, 3) autonémicas y 4) psiquicas, ya que dependiendo
la ubicacién del foco, es la manifestacion clinica de las crisis. Las crisis focales también pueden
generalizarse o propagarse a otras estructuras, a este tipo de crisis se les conoce como crisis focales
secundariamente generalizadas, cuya respuesta EEG es una actividad ténico clénica sostenida
(Feria, 1989).

b) Crisis Generalizadas.

Estas crisis involucran ambos hemisferios, es decir que la aparicion de la crisis es
simultanea en todo el cerebro, en la mayoria de las crisis hay pérdida de la conciencia y ésta puede
ser el primer indicio o manifestacion de una crisis. Las manifestaciones motoras son bilaterales.
La actividad EEG ictal se presenta en ambos hemisferios (Feria, 1989).

c) Crisis no clasificadas.

Son crisis en las que no se puede determinar su origen o foco, es decir, que son todas
aquellas crisis que no se pueden ubicar en algun grupo ya definido (Feria, 1989).

d) Addendum.

Son crisis que se presentan fortuita y repentinamente que no tienen ninguna provocacion
clara. Las crisis estan relacionadas a eventos que se comportan de manera ciclica en intervalos
regulares, por ejemplo relacionados al ciclo menstrual o al ciclo suefio y vigilia. Son aquellas crisis
provocadas por estimulos no sensoriales (Nufiez, 2004 y Feria, 1989).

En general, las crisis epilépticas tienen en comdn varios aspectos como son: el inicio

repentino, su duracion corta de unos segundos a un par de minutos, lo impredecible de su
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aparicion, la recuperacion del paciente que puede ser inmediatamente después de la crisis 0 unos
minutos después de ésta. A ésta fase de recuperacion se le conoce como periodo postictal, el cual
puede estar acompariado de confusidn o automatismos, seguido de somnolencia, cuerpo adolorido
y dolor de cabeza. Finalmente, para que una crisis epiléptica se considere como epilepsia tiene que
ser recurrente (Nufiez, 2004).

Los tipos de epilepsias o sindromes epilépticos incluyen el o los tipos de crisis, parcial o
generalizada, la causa, localizacion anatomica, factores precipitantes, edad de presentacion,
severidad, cronicidad, relacion con el ciclo del suefio y vigilia. Los tipos de epilepsia son: la
Epilepsia del I6bulo temporal, la Epilepsia del I6bulo frontal, la Epilepsia benigna de la nifiez, la
Epilepsia parcial crénica progresiva, Ausencias de la nifiez, Sindrome de West y Sindrome de

Lennox Gastaut, entre otros (Nufiez, 2004).

2.2 Modelos experimentales de Epilepsia.

La investigacion experimental con humanos siempre presenta limitaciones metodoldgicas
y éticas, lo que ha generado la necesidad de buscar modelos experimentales de epilepsia que sean
semejantes a la epilepsia humana. Estos modelos experimentales han sido desarrollados en gatos,
ratas y ratones, por mencionar algunos, y han sido muy Utiles para crear nuevas terapias
anticonvulsivas o para estudiar otros factores que se encuentran implicitos en la epilepsia, como
por ejemplo la alteracion del suefio. En estos modelos se pueden manejar técnicas invasivas, no

invasivas o de ensayo farmacoldgico.

2.2.1. Modelos de epilepsia parcial.

En estos modelos se han utilizado distintos epileptdgenos que pueden ser aplicados
topicamente como, la crema de alimina en la corteza de monos, que fue descubierta en 1942, por
Kopeloff (Kopeloff y cols., 1942) o como la pilocarpina sistémica en rata, la cual desarrolla crisis
espontaneas recurrentes, reportada por Turski en 1983 (Turski y cols., 1983). La toxina Tetanica,
utilizada desde finales del siglo XIX, aplicada para estudios de epileptogénesis en la corteza de
perros y gatos o en el hipocampo de ratas, ésta toxina produce sacudidas mioclénicas o crisis

generalizadas tonico-clonicas y en el EEG se observa una actividad de punta-onda a una frecuencia
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de 3 - 20 Hz (Jefferys y cols., 1995). El &cido kainico, el cual tiene propiedades neurotéxicas, fue
utilizado por Olney en 1974, €l reportd la toxicidad particularmente del hipocampo, incluso por
administracion sistémica (Olney y cols., 1986). En estas crisis se observa principalmente, pérdida
de la actividad, movimientos masticatorios seguidos de actividad motora compleja y
posteriormente, puede llegar a desarrollar crisis generalizadas ténico clonicas. Cabe sefialar que
la mayor actividad electroconvulsiva se da en la region limbica (Granillo y cols., 2002).

El kindling (Goddard y cols., 1969) como otro modelo de epilepsia, el cual permite estudiar
la epileptogénesis, fue realizado por Goddard en 1969, este método consiste en estimular
eléctricamente ciertas &reas del cerebro a través de un electrodo, los estimulos (0.1 msy 0.2 a 1.0
mA) se dan en forma de trenes a 60 Hz, durante un segundo aplicados cada 24 horas, la intensidad
del estimulo se determina a partir de la obtencion del umbral del estimulo. Después de varios dias
de estimulacion, se observa que estimulos de bajo umbral son capaces de generar postdescargas
acompafadas de manifestaciones tipicas de las crisis clinicas convulsivas. En ocasiones la

aparicion de las crisis es espontanea (Granillo y cols., 2002).

2.2.2 Modelos de epilepsia generalizada.

Existen diversos modelos experimentales que han permitido estudiar la epilepsia
generalizada de tipo tonico clénica. Por ejemplo los modelos genéticos de epilepsia como el del
mandril o Papio-papio que es de tipo fotosensible y las crisis tipo audiogénicas en una cepa de
raton. La epilepsia fotosensible (Meldrum y Horton, 1971) del Papio-Papio, se induce mediante
estimulacién luminica intermitente a frecuencias de 25 flashes por segundo (Killam y cols., 1967).
Este tipo de epilepsia se caracteriza por descargas tonico cléonicas generalizadas, las cuales
contintan adn sin el estimulo generador. La epilepsia audiogénica de raton (Purpura y cols., 1972)
se induce mediante estimulos sonoros. Dicha actividad se caracteriza por una carrera rapida seguida
de sacudidas clonicas.

El modelo de epilepsia inducido por penicilina es utilizado en la mayoria de los casos para
inducir crisis parciales complejas y crisis generalizadas (Prince y Farrel, 1969; Fernandez-
Guardiola, 1992; Gloor y cols., 1977). Una manera de producir un foco epiléptico consiste en

aplicar directamente la penicilina en la corteza cerebral o amigdala y minutos después se pueden
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registrar espigas recurrentes semejantes a las observadas en un foco humano (Neuman, 1986;
Fernandez-Guardiola y cols., 1991). Este foco epiléptico se identifica por la presencia de espigas
aisladas (actividad interictal) que poco a poco van cambiando en su morfologia. Esta actividad se
puede ver por medio del registro de la actividad cerebral, ya sea a nivel cortical o subcortical. Estas
espigas se propagan a otras estructuras primero a nivel ipsilateral y posteriormente a nivel
contralateral, manifestandose en crisis convulsivas (actividad ictal). La base para explicar ésta
propagacion es que la comunicacion neuronal que se esta llevando a cabo mediante potenciales de
accion, ya sea para inhibir o para excitar, se ha vuelto anormal, es decir que la comunicacion a
través de la sinapsis esta alterada, lo cual genera un proceso anormal hacia las demas neuronas,
de ahi que se mantiene una actividad convulsiva autosostenida (Prince y Farrel, 1969).

Aln es poco claro el mecanismo por el cual actia la penicilina, una de las primeras
explicaciones es que al aplicarse en la corteza cerebral bloguea la bomba Na'/ K*(Woodbury,
1980), sin embargo actualmente existe evidencia de que la penicilina bloguea al receptor GABAA
que se encuentra en las terminales postsinapticas, lo que genera una inhibicién de los potenciales
postsinapticos inhibitorios (Avanzini y Fariello, 1997). También se ha descrito que la penicilina
actua bloqueando los canales de cloro, los cuales estan acoplados a un sitio de reconocimiento para
el GABA (Avoli, 1984; Olsen y Avoli,1997).

2.3 Estadios conductuales de las crisis epilépticas.

Dentro del estudio experimental de la epilepsia existe un criterio para identificar las
respuestas conductuales implicitas en las crisis, éste criterio fue formado por escalas o estadios
establecido en la rata por Racine (Racine,1972). Estas conductas son aplicables al modelo de
epilepsia inducida por penicilina (Figura 4).

Estadio I. Se presenta clonias faciales contralaterales que puede estar acompariadas de retraimiento
de cuello y giro de la cabeza ipsilateral al sitio de inyeccién.

Estadio 1. Se presenta clonias faciales bilaterales con movimientos verticales de la cabeza, en ésta
fase la rata alin permaneces apoyada sobre sus cuatro extremidades.

Estadio I1l. Se presenta clonias de miembros anteriores, lo que hace que el animal se levante

ligeramente sobre sus extremidades posteriores.
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Estadio IV. En ésta etapa el animal se levanta sobre sus extremidades posteriores y presenta clonias
de miembros anteriores, la diferencia de el estadio 111, es que, el animal se mantiene méas erguido
(posicion de canguro).

Estadio V. En ésta etapa el animal se levanta y cae de espaldas o de lado de manera repetitiva. Esta

conducta se acompafia de masticacion y en ocasiones de salivacion abundante.

Figura 4. Estadios conductuales de epilepsia (Della y cols., 1997).

CAPITULO 3.

ESTUDIOS DEL SUENO Y LA EPILEPSIA.

Como ya se ha reportado, dependiendo el periodo en el que inicie una crisis es decir, en
la noche o durante la vigilia (Bazil y cols., 2000) y la severidad de ésta, el suefio estara
importantemente afectado, mostrando una disminucién principalmente de la fase de suefio MOR.
Esta alteracion ademas se acompafia de algunas afecciones tales como somnolencia excesiva,
cansancio, depresion e irritabilidad durante el dia y dificultad para iniciar y mantener el suefio
durante la noche.

Por otra parte, también el suefio influye en la actividad epiléptica, se ha encontrado que el
SOL facilita la actividad epiléptica, principalmente la generalizada (Samaritano y cols., 1991),

mientras que durante el suefio MOR, ésta desaparece 0 en ocasiones pueden presentarse crisis
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focales (Feria y cols., 1989; Calvo, 1991). A continuacion se mencionan algunos trabajos que se
han hecho en relacion a la interaccion del suefio y la epilepsia.

3.1 En el Humano.

3.1.1 Efecto de las crisis epilépticas sobre el suefio.

El efecto que tiene la epilepsia sobre el suefio es de etiologia muy compleja. Se ha sugerido
que la epilepsia, la ocurrencia de las crisis, asi como las drogas antiepilépticas estan asociadas con
la interrupcion del suefio. Se ha visto que el efecto que tiene la epilepsia sobre el suefio depende
del tipo y severidad de las crisis, por ejemplo, se ha encontrado que la epilepsia del I6bulo
temporal es la que genera mas cambios en éste. En un estudio de suefio en pacientes con epilepsia
del 16bulo temporal se encontrd que la mayor incidencia de las crisis ocurre durante la vigilia y que
la organizacion del suefio se presenta mas alterada (Crespel y cols., 1998 y 2000). En otro trabajo
realizado también en pacientes con epilepsia del 16bulo temporal, se estudié el efecto que tienen
las crisis parciales complejas sobre la estructura del suefio y se encontré que las crisis que se
presentaban durante el dia o la noche, reducian el suefio MOR, las crisis nocturnas también
reducian al SOL en su fase Il y IV, mientras que la fase | incrementaba. En general las crisis
nocturnas fueron las que afectaron la eficiencia del suefio y la latencia al suefio MOR (Bazil y
cols., 2000).

Algunos estudios que se han realizado en nifios epilépticos se ha encontrado que la
epilepsia puede afectar tanto la cantidad como la arquitectura del suefio (Declerck y cols., 1982).
Se ha reportado que hay una alteracién en el tiempo total y en la latencia del suefio y que ademas
se presentan despertares espontaneos (Sterman y cols., 1982). En pacientes con crisis generalizadas
tonico cldnicas se ha encontrado que tienen un decremento del 50 % del suefio MOR (Besset,
1982). También, se ha encontrado que los pacientes con crisis parciales complejas, las cuales
ocurren unicamente en la noche, presentan una proporcion de suefio MOR menor (Baldy-
Moulinier, 1982).

Por otro lado, algunos farmacos antiepilépticos tienen efectos sobre el suefio. En un estudio
piloto en donde se analizé el efecto de cuatro anticonvulsivantes (feniltoina, acido valproico,
gabapentina y carbamacepina), se encontré que estas drogas tienen efectos diferentes sobre la

estructura del suefio dependiendo las caracteristicas de las crisis, la edad del paciente y calidad de
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vida, el suefio puede mejorar o deteriorarse aun mas, por ejemplo, en pacientes con crisis de
ausencia, la carbamacepina no modifica la arquitectura del suefio (Legros y Bazil, 2003). Aunque
otros autores difieren con estos resultados ya que han observado una disminucion del suefio MOR

tanto en pacientes epilépticos como en sujetos sanos (Placidi y cols., 2000).

3.1.2 El papel del suefio sobre las crisis epilépticas.

En 1947, Gibbs y Gibbs introducen el registro EEG de suefio hocturno como procedimiento
diagndstico en el estudio de la epilepsia, ya que desde entonces reconocieron la influencia del
suefio en la activacion de las descargas paroxisticas focales y generalizadas (Gibbs y Gibbs, 1947).
En los afios 70s dicho procedimiento es aplicado de forma sistematica, el cual fue considerado
como instrumento de exploracion de las epilepsias (Passouant y cols., 1965; Gastaut y cols., 1965).
En 1962, se describié una correlacion entre las crisis epilépticas y los ritmos de suefio y la vigilia,
identificando tres tipos de epilepsia: epilepsia del despertar, epilepsia del suefio de origen temporal
y epilepsia difusa de origen organico, que se caracteriza por la aparicion de crisis tanto en vigilia
como en suefio (Janz, 1974; Autret y cols, 1982).

A) Crisis parciales simples y complejas.

Las crisis parciales simples suelen pasar desapercibidas en los periodos de suefio y sélo se
pueden detectar por medio de un registro polisomnografico. Estas crisis pueden presentarse
aleatoriamente durante la vigilia o el suefio. En general son crisis de una etiologia muy variada
(Janz, 1974; Autret y cols., 1982).

Las crisis parciales complejas son crisis que se comportan muy parecido a las crisis
parciales simples, estas crisis pueden evolucionar a crisis generalizadas dependiendo del momento
de su aparicion en relacién a las fases de suefio y vigilia, ya que se menciona que si se presentan
durante el suefio estas tienden a evolucionar a crisis generalizadas ténico cldnicas (Cadilhac y
Passouant, 1964).

En estudios recientes se ha descrito que las crisis parciales suelen presentarse mas
frecuentemente durante los periodos de suefio ligero (Minecan y cols., 2002)

B) Crisis generalizadas.

Las crisis generalizadas ténico clonicas, son crisis que se presentan en diferentes periodos
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del suefio y la vigilia, por ejemplo llegan a presentarse al momento del despertar, durante la vigilia,
durante el suefio o ser aleatorias. Sin embargo estas crisis en su mayoria predominan durante el
periodo de suefio ligero y son suprimidas durante la fase de suefio MOR (Passouant y cols., 1965;
Passouant, 1982; Cadilhac, 1982 ).

En relacion a las crisis generalizadas, Malow y colaboradores realizaron estudios de suefio
en 21 sujetos con epilepsia del 16bulo temporal refractaria. Los estudios los realizaron durante 24
horas seguidas bajo dosis medicamentosa de antiepilépticos. Los resultados que obtuvieron fueron,
que las descargas interictales se presentaban con mayor frecuencia durante el SOL especificamente
en la fase 111 y IV y menos frecuente en el suefio MOR (Malow y cols., 1998).

C) Crisis tonicas Y crisis clonicas.

Estudios con pacientes jovenes encontraron que las crisis que tienen su mayor incidencia
durante el suefio son las crisis tonicas, estas crisis se presentan principalmente en la fase 1l y I
del SOL y hasta ahora no se han encontrado en la fase de suefio MOR, estas crisis son muy
comunes en la infancia (Gastaut y cols., 1963; Feria y cols., 1989).

Las crisis clonicas ocurren durante el SOL y no aparecen en el suefio MOR. En el SOL
aparecen descargas generalizadas bilaterales y sincronicas de poliespiga y en ocasiones estas crisis
evolucionan a crisis clénicas generalizadas. Por tanto durante el SOL ésta actividad es facilitada
y durante el suefio MOR desaparece (Gastaut, 1968; Feria y cols., 1989).

D) Crisis de ausencia.

Las crisis de ausencia o poliespiga onda de 3 Hz, se presentan en descargas muy breves
durante el suefio MOR y aunque éstas descargas son facilitadas durante el suefio a medida que va
progresando éste, las descargas se van fragmentando y se reduce la duracion (Feria y cols., 1989).

Por otro lado, la privacion de suefio es uno de los métodos que se utilizan en la clinica para
el diagnostico de la epilepsia, ya que se ha visto que cuando el paciente se somete a un periodo
corto de privacion de suefio éste invariablemente presentard una crisis. Existen otras técnicas que
se emplean para favorecer la presencia de actividad epiléptica estos pueden ser hiperventilacion,

estimulos sonoros y estimulos visuales intermitentes (Arné y cols., 1982).
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3.2 En Animales Experimentales.

3.2.1 Efecto de crisis epilépticas sobre el suefio.

Se han utilizado modelos de epilepsia del l6bulo temporal para estudiar la relacion de la
epilepsia y el suefio. Por ejemplo, la ouabaina, la cual inhibe el transporte de sodio y potasio
celular, inyectada en la region septal del gato induce crisis generalizadas por un periodo de 1 a 18
horas, con una latencia de 6 a 16 minutos, tiempo en que el suefio MOR desaparece y aumenta la
vigilia; al detenerse las crisis aparece un aumento gradual del MOR sin llegar a presentar rebote
(Baldy-Moulinier,1982). En otro trabajo donde se utilizaron gatos a los cuales se les indujo
kindling eléctrico amigdalino durante el periodo de luz y a los que se registraron durante 23 horas,
se encontré que con un kindling ya establecido (estadio V), aumenta la vigilia y disminuye el
tiempo total del suefio y durante el periodo de obscuridad, se reportd la disminucion de la vigilia
y el aumento del tiempo total del suefio. También se encontré que mientras se continta con el
kindling, las fases de suefio disminuyen, pero en el momento en que suspenden el estimulo
eléctrico las fases de suefio incrementan. En este trabajo Calvo y colaboradores concluyeron que
la alteracion del suefio no se atribuye exclusivamente al desarrollo del kindling y que el suefio es
capaz de adaptarse al efecto de las crisis focales y generalizadas (Calvo y Fernandez-Guardiola,
1994).

Utilizando &cido kainico para inducir crisis del l6bulo temporal en gatos, Cepeda y
colaboradores encontraron que el estatus limbico interrumpié el suefio de dos hasta tres dias
después de la administracion del &cido kainico, observando una disminucion significativa del SOL
y la supresion del suefio MOR, en contraste la vigilia increment6 de 38% a 75%. Interesantemente
después de 36 - 48 horas de la privacion del suefio MOR, producido por el estatus epiléptico, no
hubo un efecto de rebote (Cepeda y cols., 1986).

En un trabajo con ratas a las que se les indujo una sola crisis generalizada o cinco crisis
generalizadas consecutivas, durante diferentes dias, mediante el kindling amigdalino, se report6 que
con una sola crisis inducida durante la vigilia, el suefio del animal se ve modificado en las primeras
24 horas, observandose aumento del suefio MOR y del SOL, y disminucion de la vigilia. Por otro
lado, con la induccion de varias crisis, el suefio MOR disminuy6 significativamente, mientras que

el SOL aumentd, este incremento dur6 varios dias a diferencia del efecto producido por una sola
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crisis. Los autores concluyeron que la induccion de una o varias crisis causan alteraciones en la
arquitectura del suefio y vigilia, ya sea de corta o larga duracién, respectivamente (Raol y Meti,
1998).

3.2.2 El papel del suefio sobre las crisis epilépticas.

Después de la aplicacion sistémica de penicilina en gatos, se ha observado que la actividad
epiléptica predomina durante el SOL y declina o desaparece durante el suefio MOR (Shouse y
cols., 2000). Esta inhibicion del suefio MOR sobre la actividad epiléptica a sido de mucho interés
dentro de la investigacién, en un trabajo en donde se facilité la presencia del suefio MOR por
medio de la aplicacion de carbacol en la formacion reticular pontina en ratas con kindling
amigdalino, se encontré un incremento en el umbral del estimulo requerido para inducir las
postdescargas y con el incremento del suefio MOR se observé un decremento de crisis corticales
(Kumar y Raju, 2001). En otros trabajos se ha demostrado que al inducir kindling amigdalino en
gatos durante el suefio MOR, éste se ve retardado, las postdescargas son mas cortas y la
propagacion de la postdescarga a la amigdala contralateral y a la corteza sensoriomotora se retrasa
importantemente. A partir de estos resultados, se concluy6 que el suefio MOR presenta una
influencia inhibitoria sobre el desarrollo del kindling amigdalino, ejerciendo este efecto

principalmente en los estadios tempranos de la epileptogénesis (Calvo y cols., 1982; Calvo,1991).

CAPITULO 4.

DESARROLLO EXPERIMENTAL.

4.1 Planteamiento del Problema

Actualmente se sabe que las crisis epilépticas generan un deterioro en la organizacion y la
cantidad de suefio en humanos, primero por el efecto agudo de una crisis que inicia durante el
suefio, el cual es interrumpido, y segundo, por el efecto crénico de la epilepsia, provocando una
desorganizacion temporal de las fases de suefio y vigilia. Adicionalmente se ha descrito que los
cambios que sufre el suefio dependen del tipo de crisis 0 epilepsia que esté presente, por ejemplo,
la epilepsia del l6bulo temporal, la cual fue inicialmente clasificada como epilepsia del suefio,

produce una fragmentacion y un decremento en la organizacion temporal del suefio en pacientes
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con ELT (Crespel y cols., 2000). Actualmente es posible llevar a cabo modelos experimentales con
animales en donde se facilita el estudio de la epilepsia y los efectos que tiene en el organismo. Si
bien ya se han realizado diversos estudios experimentales de suefio y epilepsia en donde reportan
el deterioro del suefio, principalmente del suefio MOR, hasta ahora no se ha reportado los cambios
que suceden en la organizacion temporal del suefio y la vigilia en mas de 24 horas de registro con
ratas. El objetivo de la presenta investigacion es estudiar la interaccion entre la epilepsia y el suefio
en registros con una duracion de 36 horas. Para ello, se utiliz6 un modelo experimental de epilepsia

en ratas que es equiparable a la epilepsia del I6bulo temporal en humanos.

4.2 Objetivo General.
Evaluar los cambios producidos por la actividad epiléptica inducida por la aplicacion topica
de penicilina (50 y 100 U. 1.) sobre la organizacion temporal del suefio a partir de los registros

poligraficos de 36 horas continuas en rata.

4.3 Objetivos Especificos.

1. Con el fin de determinar si la epilepsia modifica la instalacién y mantenimiento de las
fases de vigilia y suefio, se cuantificara, después de la aplicacion de la penicilina, la latencia
promedio de la instalacion de la primera fase del SOL y suefio MOR, el nimero de episodios, la
duracién media y el porcentaje del tiempo total de las fases de V, SOL y suefio MOR.

2. Para demostrar si las fases presentan cambios en la organizacién por cada hora desde que
se induce la epilepsia hasta concluir el registro, ademas de demostrar si los cambios que presenta
el suefio son de corta duracion, se cuantificara la acumulacion por hora de la duracion en minutos
de las fases de V, SOL y suefio MOR durante las 36 horas de registro.

3. Para demostrar si las fases de suefio presentan cambios en su organizacion temporal
dependiendo de los periodos de luz y de obscuridad, se cuantificara el porcentaje del tiempo total

de las fases de V, SOL y suefio MOR por los periodos de luz y obscuridad.
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4.4 Hipotesis.

Si la induccién de la epileptogénesis y las crisis epilépticas generadas en la amigdala del
I6bulo temporal producen alteraciones en la organizacién del suefio, entonces la organizacion
temporal de las fases de la V y el suefio presentaran cambios en la latencia, la duracién, el nimero
de episodios y porcentaje del tiempo total de cada fase.

4.5 Material y Métodos.

Sujetos.

Se utilizaron 24 ratas macho de la cepa wistar de 280 a 350 g de peso, las cuales se
colocaron en cajas individuales con temperatura ambiente de 18 a 21 “C y con libre acceso al agua
y alimento. El ciclo luz / obscuridad de los animales fue de 12 horas luz y 12 horas obscuridad,
el periodo de luz inicié a las 8:00 de la mafiana y concluyd a las 8:00 de la noche, para esto se
utiliz6 un reloj de programacion manual. Todos los animales fueron proporcionados por el bioterio
del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Mufiz” y fueron utilizados de acuerdo
a las normas establecidas por el comité de ética de dicho Instituto para el uso y cuidado de
animales de experimentacion.

Material.

Se utilizaron electrodos de acero inoxidable en forma de clavo, electrodos bipolares de
acero inoxidable de 0.025 mm de didmetro, canulas de 0.21 mm de diametro, cera de hueso,
acrilico dental (Nic-Tone) y conectores para soldar los electrodos y fijarlos al craneo.

Para la administracion local de la penicilina se utiliz6 un catéter de plastico unido a un
microinyector de 0.20 mm de diametro y una Jeringa Hamilton de 2.0 pl.

Sustancias quimicas:

Anestésico: Hidrocloruro de ketamina

Analgésico y relajante muscular: Hidrocloruro de xilazina y lidocaina.

Antisépticos: Alcohol al 96 %, agua oxigenada, isodine, benzal, sulfatiazol y sulfanilamida.
Proconvulsivante: Penicilina G sédica de 1.000.000 unidades.

Diluyente: Solucion Salina al 0.9 %.
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Aparatos.

Se utiliz6 un estereotaxico con cuatro torres (David Kopf ), un poligrafo Grass Modelo
7PCMBA con amplificadores 7P511 y 7P511J para registro de la actividad eléctrica cerebral,
equipo de computo para analisis de datos, criostato MICROM y una fotoampliadora para la
realizacion de la técnica de procedimiento rapido para la verificacion histoldgica de los sitios de

registro e inyeccion (Guzman-Flores y cols., 1958).

4.6 Procedimiento.

a) Procedimiento quirargico para la colocacion de electrodos.

Las cirugias se realizaron en condiciones de asepsia (Vaquero, 1993). Los animales se
anestesiaron via intramuscular con 100 mg / k de ketamina y 2.0 mg / k de xilacina. Para registro
EEG de suefio se colocaron electrodos en forma de clavo de aproximadamente 4.0 mm de largo
en cortezas prefrontal derecha e izquierda, ubicandolos 2.0 mm anterior al bregma y 2.0 mm lateral
a la linea media. Posteriormente, siguiendo coordenadas estereotaxicas (Paxinos y Watson, 1998),
se colocaron electrodos bipolares de alambre de acero inoxidable aislado y estéril, en el hipocampo
derecho (Bregma: AP -3.6 mm, lateral 2.0 mm y altura 3.5 mm) y en la amigdala del I6bulo
temporal izquierdo (Bregma: AP -2.8 mm, lateral 4.2 y altura 8.0 mm). El electrodo de la amigdala
estaba unido a una canula de inyeccion, la cual sirvié para la administracion de la penicilina.

Para registro de actividad muscular se insertaron dos alambres de acero inoxidable estériles
en forma de gancho en el musculo del cuello a la altura de la nuca. Finalmente, se colocaron tres
tornillos en el craneo a nivel frontal, parietal y occipital, los cuales sirvieron como referencia
neutra (tierra). Para realizar la insercion de los electrodos, los animales se colocaron en el
estereotaxico, se realizé una incision de 2 cm aproximadamente en la parte superior de la cabeza,
iniciando de la parte anterior descubriendo bregma, hasta la parte posterior descubriendo Lambda.
Se alineo el craneo y se realizaron los orificios necesarios para implantar los electrodos en los
sitios antes mencionados. Los electrodos se soldaron a un conector macho de diez puntas, el cual
se fijé al craneo con acrilico dental. Al finalizar la cirugia cada animal se colocd en una caja de
plastico transparente (28 X 18 X 16 cm) con una cama de aserrin y con libre acceso a agua y

alimento. Antes de iniciar los experimentos los animales tuvieron ocho dias de recuperacion por
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la cirugia.

b) Registros poligréficos y aplicacion de las sustancias.

Antes de iniciar los experimentos durante 3 dias consecutivos todos los animales se
habituaron a las condiciones de experimentacion. Para la obtencidn de los registros se utiliz un
poligrafo Grass en donde se registré la actividad eléctrica cerebral de la corteza prefrontal, el
hipocampo, la amigdala y la actividad muscular.

¢) Grupo Control con solucién salina.

Se realizaron registros poligraficos en condiciones de control durante dos dias continuos,
el registro inicio a las 9:00 horas (dia 1), después se les aplicé 1.0 ul de solucion salina en la
amigdala del I6bulo temporal, para esto se utilizd un catéter de plastico unido a un microinyector
de 0.20 mm de didmetro y una Jeringa Hamilton de 2.0 pl. Se realizd la microinyeccion empujando
manualmente el émbolo, al finalizar la microinyeccion se mantuvo el inyector dentro de la canula
durante un minuto, después se extrajo el inyector y nuevamente se empujé el embolo para verificar
que la microinyeccién haya sido aplicada, dicha manipulacion se llevé a cabo entre las 9:30 y
10:00 horas. El registro concluyd a las 21 horas del dia 2 (n = 10). (Esquema 1).

d) Grupo Experimental.

Dosis de 50 U.I. de penicilina.

Se registré durante dos dias continuos, el registro inici6 a las 9:00 horas (dia 1), después
de 30 minutos de registro entre las 9:30 y 10:00 horas, se aplicé en la amigdala del 16bulo temporal
50 U. I. de penicilina diluida en 1.0 ul de solucion salina, esta microinyeccion se realiz6 repitiendo
la manipulacién que se llevéd a cabo con el grupo control. Este registro concluy6 hasta las 21:00
horas del dia 2 (n = 8). (Esquema 1).

Dosis de 100 U.I. de penicilina.

Una vez finalizado el registro de 36 horas con la aplicacion de 50 U. I. de penicilina, al dia
siguiente (dia 3) se inici6 el registro para la aplicacion de 100 U. I. de penicilina, a las 9:00 horas
y después de 30 minutos de registro, se aplico en la amigdala del 16bulo temporal 100 U.l. de
penicilina diluida en 1.0 ul de solucién salina, esta microinyeccion se aplicé del mismo modo que

como fue aplicada la de 50 U.l. Este registro concluyé hasta las 21:00 horas del dia 4 (n = 8).
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(Esquema 1). Durante la realizacion de los registros todos los animales se mantuvieron con libre

acceso al agua y alimento.

Animales implantados
para registro EEG

4 3

Grupo Control Grupo Experimental
N=10 N=8
| |
Dia 1 Dia 1
9:00 hrs inicia registro EEG 9:00 hrs inicia registro EEG
9:30 hrs Infusion 1.0 pl s.s 9:30 Infusion 50 U.L. Pn
[ I
Dia 2 Dia 2
21:00 hrs concluye 21:00 hrs concluye
registro EEG registro EEG
Dia 3

9:00 hrs inicia registro EEG
9:30 infusion 100 UL Pn

Dia 4
21:00 hrs concluye
registro EEG

Histologia

Esquema 1. Se presenta el procedimiento experimental indicando el tiempo de inicio y término de los
registros por cada grupo. Abreviaciones, ul = microlitro, s.s. = solucidn salina, Pn = penicilina.

e) Verificacion de los sitios de registro e inyeccion.

Al finalizar las series experimentales los animales fueron sacrificados con una sobre dosis
de Pentobarbital Sodico, se perfundieron con solucién salina al 0.9% y paraformaldehido al 10%,
insertando una aguja en el ventriculo izquierdo y haciendo un corte en la auricula derecha del
corazén. Se extrajeron los cerebros y se cortaron en un criostato a menos 14°C de temperatura, se
obtuvieron rebanadas coronales de 60 micras, una vez cortado el cerebro se realizé la técnica de

procedimiento rapido (Guzman y cols., 1958). La técnica consistid en colocar en un portaobjetos
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las rebanadas, las cuales funcionaron como el negativo de una fotografia, se acomodaron en una
ampliadora fotografica para proyectar la imagen a una hoja de papel fotografico. Finalmente, se
revelaron y se obtuvieron impresiones fotogréaficas en blanco y negro de los cortes coronales donde
se ubicaron los sitios de registro y de aplicacion de la penicilina de cada animal.

f) Andlisis de los registros EEG.

Para el analisis de las fases de V y suefio, se ubicaron visualmente las fases de V, SOL y
suefio MOR, utilizando el criterio de clasificacion de suefio de Datta y colaboradores (2000). Las
areas gue se tomaron en cuenta para ubicar a las fases, fueron corteza prefrontal (Cpf), hipocampo
derecho (Hip-D) y electromiograma (EMG). El registro de la amigdala izquierda (Am-I) nos
permitio analizar el inicio de la actividad epiléptica. Todos los datos obtenidos se capturaron en
una computadora para el anélisis estadistico.

g) Analisis estadistico de los datos.

Para el analisis cuantitativo de las fases de V y suefio se considerd la latencia, que es el
tiempo que tarda en iniciar el primer episodio de SOL y de suefio MOR después de la aplicacion
de la penicilina; nimero de episodios, que es el nimero de veces que se presenta un episodio por
cada fase; la duracion media, el porcentaje del tiempo total y la acumulacion por hora de cada fase.
Es decir que para obtener el tiempo acumulado de cada fase, se sumd el tiempo de duracion de la
primer con el tiempo de la segunda y para la tercer hora se sumé el tiempo acumulado de la
segunda hora mas el tiempo de duracién de la tercer hora y asi sucesivamente hasta obtener el
tiempo acumulado de las 36 horas. También se cuantificd el porcentaje del tiempo total de cada
fase por los periodos de luz y obscuridad.

Cada variable se calculé a traves de un programa de computo Win sleep, RSW V2.99 que
fue disefiado, en un principio, para la valoracion del suefio en gatos pero que también se puede
utilizar en ratas (Calvo, 1991). Este programa cuantifica por fase, la latencia, el nimero de
episodios, la duracion media, el porcentaje del tiempo total de cada fase, entre otras variables. Para
todo el analisis se consideraron 36 horas de registro.

El analisis estadistico que se utilizé para la comparacién de todas las variables obtenidas
de los grupos control y experimental, fue la prueba no paramétrica para muestras independientes

U de Man-Witney y para comparar la dosis de 50 contra la de 100 U. I. de penicilina, fue la prueba
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no paramétrica para muestras relacionadas T de Wilcocxon (Siegel, 1985; Wayne, 2004). Todos
los datos se analizaron mediante el programa estadistico SPSS version 11. El grado de significancia

para este analisis fue de p < 0.05.



CAPITULO5.

RESULTADOS

La implantacién de los electrodos permitié recoger las sefiales EEG y EMG para la
walorasién del suefio durante 36 horas. Asimismo, la colocarién de las canulas gnia en la amigdala,
permitié aplicar las misroinysssionss de penicilina en esta estruchura e inducir las espigas y crisis
cpilépticas

5.1 Ubicacién del sitio de inyeceién y de registro.

1 andlisis histolégico mostrd que el sitio de inyeccién de la amigdala se sifio en el micleo
central, central lateral y central medial y el sifio de registro del Hipocampo se sitio en la regién
CA1 del hipocampo y giro dentado. De este modo se comprobé que el sitio de inyeccién y registro

fue el correcto para todos los animales incluidos en el andlisis de los resultados (Figura 5).

Bregma -2.9 mm Bregma -3.1 mm

Figura 5. Cortes coronales que rmestran 1a localizacitn de los electrodos y 1a cénula guia. A. Se indica
por medio de una flecha el sitio donde se plicd Ta penicilina. Notese que la cémla se colocd un milimetro
amiba de 1 amigdala para evitar lesion en esta drea. B. Se muestra por medio de una flecha el sitio donde
seregistroa actividad eléctrica del hip ocampo. Ambos cortes seubicaron utlizando el atlas ssterestdsicy
(Baings y Watson, 1998).



5.2 Descripeién Cualitativa de los Registros EEG,
5.2.1 Efecto de la aplicacién tépica de penicilina (dosis de 50 y 100 U. I) en el nicleo

central de la amigdala sobre la actividad eléctrica cerebral y la conducta,

Dosis de 50U, I

La aplicacién de 50 U. I de penicilina en el nicleo central de la amigdala del 16bulo
temporal, indujo espigas de baja amplild enfre 3 y 4 minutos después de ser aplicada. La
propagacién d las espigas a la corteza prefyoptal fue simulténca a la instalacion de éstas en la

amigdala. despué éptica se estabilizs, ' demayor

amplitud y frecuencia

Posteriormente, se presentaron crisis focales con una duracién entre 10y 15 segundos, que
fueron seguidas de crisis generalizadas con una duracién aproximada de 30 2 60 segundos (Figuras
6y 7). Tres horas después de la aplicacién de la penicilina, las espigas disminuyeron progresiva-
mente en amplitudy frecuencia. La duracién del efecto de la penicilina fue de 5 a 6 horas. Las crisis

focales y generalizadas predominaron durante la primer hora de haber aplicado la penicilina

Cpf I
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Figura 6 Trazo poligréfico que muestra una crisis focal provocada por la dosis de 50 U. L de penicilina.
Nétese la gran amplitud de las espiges amigdalinas que preceden a la crisis. Corteza prsfipatal (Cof
amigdala izqierda (4m-1), hipocampo derecho (Hip-D), slecimmiograma (EMG).
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Figura 7. Trazo poligréfico que muesira una crisis generalizada tinico clénica provacada por 1a aplicacién
topicade 50 U. I de penicilina. Notese que la criis s inicia en |a amigdala (Am-I), de donde se propaga
alas demds regiones registraras. Nétese también que la actividad epiléptica sc azompafia de coniracciones
rmusculares clonicas registradas en el EBG, Abreviaturas como en la 6

Las respuestas conduciales due se presentaron al inicio y durante la actividad epiléptica por
1a dosis de 50 U. T de penicilina fueron: guifios ipsilaterales, marcha en circulos, incremento del
olfateo y sacudidas de “perro majads” (Bifkangn ¥ sols., 2006). Conforme se propags la actividad
epilépica, ocurieron progresivamente los estadios I, Iy en ocasiones estadio III (Raging, 1972).

Dosis de 100 U. 1

Con esta dosis, la instalacién de espigas y crisis epilépticas fue més rapida que con la dosis
de 50 U. I Entre uno y dos minutos despuss de haber aplicado la penicilina, ocurrieron espigas de
baja amplitud y frecuencia en la amigdala y corteza. Las espigas alcanzaron su mézima amplitud y
frecuencia entre los 10 y 15 minutos después de haber iniciado (Figura 8). Las crisis tavieron una
duracién de 1a 3 minutos (Figura 9) y ocurrieron a intervalos aproximados de 15 minutos. Después
de diez horas de iniciada la actividad epiléptica, la amplimd y la frecuencia intrinseca de las crisis

Laactividad epiléptica dejo de ocurrir primero durante

1a fase de V, esto es entre las 15y 16 horas posteriores ala aplicacién de la penicilina y entre 24 y

28 horas en la fase de SOL.
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Figura 8. Trazo poligrafico que muestra el inicio y propagacién de las espigas en diferentes tiempos, 90
segundas, 5 y 20 minutos después de 1a aplicaisn de la penicilina (100 U. 1. Natese el aumento de la
amplitud y frecuencia de las espigas en la corteza (Cpf) ¥ en la amigdala (Am) alos 20 mimitos de la
aplicacion de la penicilina Abreviaturas como enla fignra 6
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Figura 9. Trazo poligréfico que muestra una crisis generalizada en un animal que recibis 100 U. L de
penicilina Notese la propagarion de la actividad epiléptica y el aumento de voltaje y fecuencia de las
espigas, en todas las estruciuras registradas. Abreviaturas como enla figura 6.
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En estos animales se observaron los estadios sondustyales LI I IV v V (Rasing, 1972),
asi como la conducta denominada sacudidas de “perro mojado”. Al final de la crisis, los animales
permanecieron inméviles y con la dismimucién de la amplitud EEG que caracteriza a la depresién

postictal (Figura 10).
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Figura 10. Trazo poligrafico que muesira el final de una crisis generalizaa y el inicio de la depresiin
3t n il que i 100 U.I depenicline Nitsse s it d s stvidad epilpica
en todlas las estruchuras registradas. Abreviaturas coms en la

2 Efecto de la actividad epiléptica sobre la organizacién temporal del sucfio.

Dosis de 50T, T

La aplicacién de 50 U. I de penicilina provocé periodos prolongados de V. Este fenmeno
se observé durante el periodo de luz, cuando los animales normalmente tienen su periodo d dormir.
Durante el SCL, se observé la ocurrencia de espigas o crisis focales que frecuentemente
interrumpieron a esta fase del suefio. Durante el periodo de obscuridad, cuando estos animales
normalmente estén despiertos, se observs la ocurrencia de periodos prolongados de SCL, que
predominaron sobre Los estados de V' y de suefio MOR. (Figura 10)

Dosis de 100 U. 1

La aplicacién de 100 U. I de penicilina provocé un mayor deterioro de la organizacién del
suefio. La presencia ininterrumpida de espigas, crisis focales y crisis generalizadas, retrasé
notablemente la instalacién del SOL. Esta fase del susfio comenzé a ocurrir cuando ocasionalmente

disminuia la actividad epiléptica y frecuentemente se interrumpid por la instalacién de erisis
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generalizadas. El suefio MOR también fue interrumpido frecuentemente por periodos breves de V,
donde ocurrian erisis focales. Dos de los animales a pesar de que tuvieron periodos prolongados de
V por la ocurrencia sostenida de crisis epilépticas, también se manhuvieron despiertos durante el
periodo de obscuridad. En cambio, el resto de los animales mostraron el aumento del SOL durante
1a obscuridad (Figura 11)

Figura 11 Hipnogramas representativos de la organizacisn temporal de los estados de V, SOL y del suefio
MOR, en cada situaritn experimental (control, dosis de 50y 100 U. L), La barrainferior indica el perioda
de luz (barra blanca) y el periodo de obscuridad (barranegra) durante las 36 horas de registro poligrafico.
Nétense los periodos prolongados de V que siguen a la plicacion de la penicilina
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523 Ocurrencia de las espigas y las crisis, de acuerdo a las fases de vigilia y sucio.

Dosis de 50T, T

Durante lafase de V se observé lapresencia de espigas, crisis focales y ocasionalmente crisis
generalizadas (Figora 6 y 7). Durante el SOL se observs la facilitacién de la frecuencia de las
espigas y presencia de crisis focales. Durante el suefio MOR no se observaron espigas, ni crisis

Dosis de 100 U. 1

Durante la fase de V se observaron espigas de mayor amplitud y frecuencia, asi como crisis
generalizadas ténico clénices (Figura 9). Durante la fase de SOL se observs la ocurrencia de espigas
(Figura 12) y de crisis focales que provocaron la interrupcidn de la fase, estas erisis EEG se
acompafiaron de movimientos verticales de cabezay movimientos répidos de los vibrisas (bigotes).

Durante el suefio MOR no ocurrié ningin tipo de actividad epiléptica (Figora 13).
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Figura 12. Trazo poligréfico que muesirala presencia de espigas durante la fase de SOL en un animal que
recibi6 100 U. 1 de penicilina. Ntese |a ocurrencia de espigas durante los husos del sufio que carasterizan
SOL Abreviaturas como en la figura 6
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ise de suefio MOR en un animal
e recibio 100 U1 depemmlma Notes 1 ovurencia de eopigas iicamente durane o3 s de sueo
que caracterizan al SOL. Abreviaturas como en la figura 6

5.3 ANALISIS CUANTITATIVO DE LOS REGISTROS EEG.

5.3.1 Mimero de registros obtenidos por cada grupo.

Es importante mencionar que de los 24 animales implantados, seis se excluyeron del estudio
ya que tres presentaron problemas del implante de Los electrodos ¥ Los ofros fres desarrollaron estatus
epiléptico al aplicarles 1a penicilina. Por Lo tanto del grmpo control (a=10) se obtuvieron un tofal de
10 regisiros EEG y del grupo experimental (n =8), s¢ obfuvieron un total de 16 registros EEG, ocho
para la dosis de 50 U. I y ocho para la dosis de 100 U. I de penicilina

Por lo tanto, a partir de los registros poligrificos obtenidos se analizaron los datos para
calcular la latencia, el nimero de episodios, la durasién media, el porcentaje y la duracién de la

acumulacién por hora de las fases de V, SOL y suefio MOR. Ademis, se realizé el andlisis del
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porcentaje total de cadafase de vigiliay suciio para comparar los periodos de uz y obscuridad. Para
levar a cabo el andlisis de estas variables se compard al grupo control contra el experimental por

cada dosis y también se analizaron las diferencias entre las dosis de 50 y 100 U. I de penicilina.

532 Latencia pera la instalacién del primer episodio de SCL y del susfio MOR.

Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas en la latencia promedio de
instalaién del primer episodio de SOL, al aplicar la dosis de 50 U. I (Z=32, p < 0.01) y la dosis
de 100 U, 1(Z = 35, p < 0.001) de penicilina en comparacién con la latencia promedio de
instalacién del primer episodio de SOL de la simacién control. Los resultados también muestran
diferencias significativas en la latencia promedio d instalacién del primer episodio de SOL, al
comparar las dosis de 50 U. 1 y de 100 U. I (Z=22, p < 0.02) de penicilina. Para la fase de suefio
MOR se obtuvieron diferencias significativas en la latencia promedio de instalarién del primer
episodio, al aplicar las dosis de 50 UL (Z = 19, p<0.05) y 100 U. I (Z = 33, p< 0001) de
penicilina en comparacién con la latencia promedio de instalacién del primer episodio de susfio
MOR de la situacién control. Lalatencia promedio de instalacién del primer episodio de suefio MOR
también tuvo diferencias significativas al comparar ambas dosis (Z=2.5, p < 0.01) de penicilina
Los valores promedio mis altos tanto para el SOL, como para el suefio MOR, fueron obtenidos con

1a dosis de 100 UL (Figura 14)
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Figura 14. Histogramas que muestran los valores promedio de las latencias al SOL y l suefio MOR en las
distintas sifaciones experimentales (Control, n = 10; experimental, n = £). Cada barra representala media
+ exror esténdar . C, control, D0, dosis de 50 U. . de penicilina, D100, dosis de 100 U. [ de penicilina
SOL*, p < 002 % p <001 ***, p <0.001; MOR *, p < 005, *%, p < 0.01, ¥, p < 0.001



3 Mimero de episodios, duracién media y porcentaje del tiempo total de las fases de
vigilia y suefio.

Vigilia

Con la dosis de 50 U. T de penicilina el mimero de los episodios de V fe significativamente
menor en comparacién con el control (Z=2.1, p < 0.03). La dosis de 100 U. I de penicilinatambién
provocé la disminucién significativa del nimero de episodios de V (Z=31,p < 0.001), con ésta
dosis se alcanzaron los valores promedio més bajos. La duracién media de la fase de V anmenté
significativamente con la dosis de 100 T, I (Z =29, p <0.002). Por otra parte, los valores promedio
del porcentaje de V no mostraron diferencias significativas con ambas dosis. En relacién a la
comparacién entre ambas dosis, s¢ encontraron diferencias significativas en el mimero de episodios

(Z=2.3,p < 0.01) y la duracién media (Z =2.1, p < 0.03) de las fases (Figura 15)

Porcentole
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Figura 1. Histogramas que muestran los valores promedio del mimero de episodios, la duracitn media y
el porcentaje del tiempo tofal de V en las distintas simariones ciperimentales. Cada bara representa la
media + error esténdar (control, n = 10; experimental n=8). * p < 0.03; *¥ p < 0.00Z *** p < 0.001, en
comparacitn can el conirol. +, p < 0.03, comparando ambas dosis, Abreviafiras como en la figura 14,
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SOL

En comparacién con la situacién control, la aplicacién de 50 U. I de penicilina provocé la

9, p < 0.05). La dosis

disminucién significativa del mimero de episodios de la fase de SOL (Z =
de 100 U. T también provocs la disminucién significativa del mimero de episodios (Z =31, p <
0.001), con ésta dosis se obtuvieron los valores promedios més bajos. La duracién media de ésta
fase, anmentd significativamente con la dosis de 50 L1 (Z =20, p< 0.04)y 100 L, (Z =27, p <
0.004). El porcentaje del SOL en el tiempo total de regisiro, no tuvo cambios significativos con
ambas dosis. En cuanto ala comparacién enfre ambas dosis de penicilina inicamente se encontraron

diferencias significativas en el nimero de episodios del SOL (Z =22, p < 0.02) (Figura 16)
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Figura 16. Histogramas que muestran los valores promedio del nimero de episodios, la duracion media y
el porcentaje del tiempo total del SOL en las distintas sitaciones experimentales. Cada bara representa la
media # error esténdar (control, n.= 10, experimental, n=8). %, p <0.05, *%, p < 1.04; %, p < 0L.004; en
comparacitn al confrol. +, p < 0.02, comparanda ambas dosis. Abreviaras como en 1a figura 14

Suefio MOR
Conlaaplicacién de 50y 100 U. I de penicilina, se provocd la disminucién significativa del

=20,p <0.04y Z=2.6,p < 0.006 respectivamente. La dosis

mimero de episodios de esta fase,
de 100 . I provocs la mayor disminucién del nimero de fases de suefio MOR. La duracién media

de esta fase sélo mostré la dismimucién significativa con la dosis de 100 U. I de penicilina en

comparacién con el control (Z=2.1, p < 0.03). Los valores promedio del porcentaje de la fase de
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suefio MOR, disminuyeron con la dosis de 50 U. I de penicilina, pero sus diferencias con la
situacién control no fueron significativas. Con la aplicacién de 100 U. T de penicilina, se provoes
a dismimcién significativa del porcentaje de suefio MOR. en comparacién con la situacién control

(Z=2.6,p < 0.006) (Figora 17).
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igura 17 Histogramas que muesiran los valores promedio del nimero de episodios, la durarisn media y
el porcentaje del iempo total del suefin MOR e Las distintas situariones Expenmentales Cada harrz
it e i & s e il = 0 empimentel, ), <L <05
<0.006. Abreviauras como en la figura 14,

534 Acumulacién por hora de cada fase de vigilia y suefio

Vigilia

Los resultados muestran, que a diferencia del control, la aplicacién de 50 U. I de penicilina
provocs el aumento significafivo de la duracién de la acumulacién de la V desde la segunda hora
hasta la hora 18. En las siguientes horas, la diferencia ya no fue significafiva. Con la aplicasién de
100 T. L, el incremento también fue significativo desde la segunda hora hasta la hora 23, a partir
de esta hora, no se encontraron diferencias significativas con respecto a los valores control. En
cuanto ala comparacién entre la dosis de 50 y la de 100 U. T se observé que la dosis de 100 T. T

provocs el auments significativo a partir de la hora 5 hasta la hora 21 (Figura 18),
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Figura 18. Acumulacisn por hora durante 36 horas de la fase de V. Carla punto representa la media  error
esténdar (confrol, n = 10; experimental, n =5). Los asteriscos indican los valores significativos de p < 0.05
con la dosis de 50 Uy de 100 U. I, en comparacion alos obtenidos en la situacién control. La cruz indica
Los valores significaivos de p < 0.001 enire la dosis de 50 y 100 U. L. Netese que la duracion de la

acumulacin es mayor desds el primer periodo de luz con la dosis de 100 U. I La barra inferior indica los
periodos de uz (blanco) y obscuridad (negro)

SOL,

Se observé que con la aplicacién de 50T, T de penicilina, la duracién de la acumulacién del
SOL, disminuys significativamente tinicamente en la segunda y tercer hora del registro polisomno:
&x#fiso en comparacidn a los registros control. Con la aplicacién de 100 U. I d penicilina, se
provocd una disminucién significativa ds la duracién de la acumulacin del SOL desds la segunda
horahastala hora 16. & partir de lahora 17 esta fase del sueio no presenta diferencias significativas

al compararse con la sitwacién control. En cuanto a la comparacién entre la dosis de 50y 100T. I,
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se observaron diferencias significativas a partr de la hora 4 hasta la hora 16 (Figura 19).

12 24 36 Hoos

O s 50
emw

Figura 19. Acumulacién por hora durante 36 horas de la fase de SOL. Cada punto representa la media +
error esténdar (conirol, n = 10, experimental, n = 8). Los asteriscos indican los valores significativos
obtenidos conla dosis de 50 U. L (p < 0.05) y 100 U. L. (p <0.05 y p < 001 ) de penicilina en comparacién
alos obtenidos en las situacicn confrol. Se indica con una cruz las diferencias significaiivas obtenidas (P
<0.001) enire la dosis de 50 y 100 U. I de penicilina Nétese que la duracisn de la aumulacisn es menor
desie el primer perioda de luz con la dosis de 100 U. 1 La barra nferior indica los periodas de Iuz (blanco)
y obscuridad (egro)

Suefio MOR

Con la aplicacién de 50y 100 U. T de penicilina, la duracién de la acumulacién de la fase
de suefio MOR. disminuy significativamente a partir de la segunda hora y hasta la hora 36 del
registro poligrifico en comparacién al grupo control. En cuanto a la comparacién entre la dosis de
50y 100 T. I, se observé diferencias significafivas a partir de lahora 7 a la hora 18, después esta

significancia fue variando observandose énicamente en la hora 19 y posteriormente de la hora 22 a
1a 24 (Figora 20).
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Figura 20. Acurmulacion por hora durante 36 horas de la fase de suefio MOR. Cada punto representa la
media+ ermor esténdar control,n= 10, experiment asteriscos indican los valores sigaificativos
deSOU.L(p<005yp<0001)yl00 UL (p<00lyp< n 001) de penicilina en comparacién a los de
1a situaci6n control. Se indica con una cruz las diferencias significativas obtenidas (p < 0.05 y p <0.001)
entre a dosis de 50y 100 U 1 de penicilina. Notese que la durarisn de la acumulacién obtenida con ambas
dosis es menor desde el primer periodo de luz. La barra inferior indica los periodos de luz (blanco) y
abscuridar (negro)

35 Andlisis del porcentaje de las fases de vigiliay suefio de acuerdo a cada periodo de luz

¥ obscuridad

Vigilia

En comparacién con el control, las dosis de 50 y 100 UL, de penicilina provocaron ¢l
avmento significativo del porcentaje de V en el primer periodo de luz (Z =21, p< 0,03y Z=29,
p < 0,002 respectivamente). En el periodo de obscuridad subsecuente, dicho porcentaje disminuys
significativamente sélo con la dosis de 100 UL (Z=21, p <0.03). En el segundo periodo de luz



50
0 se obtuvieron diferencias significativas en comparacién al control (Figura 21). Es de interés hacer
notar, ¢l aumento de V durante el periodo de luz, cuando normalmente duermen los animales y la
disminucién de ésta fase durante el periodo de obscuridad, cuando en condiciones normales los

animales estén despiertos
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Figura 21. Histograma de los valores promedio del porcentaje de V' en las diferentes simaciones
il e wlos oo = et Cult it i
esténdar (conirl, n = 11, experimental, o = ). Nétese el anmento dorante el primr perindo de Iz y la
disminucisn durante el perioda de abscuridad, con ambas dosis de penicilina, * 7DD, p< 000
comparacitn a los valores control. Lanco) y obscuridal
(negro). Abreviauras coma en la figura 14

sor.

Esta fase del suefio dismimsy significativamente con|la dosis de 100 U. T durante el primer
periodo de Iuz (Z=2.2, p <0.02) y en el periodo de obscuridad subsecuente auments significativa-
mente con la aplicacién de 50y 100 UL de penicilina (Z = 22, p < 0.02y Z = 19, p < 005
respectivamente). En el segundo periodo de luz, no hubo diferencias significativas enfre las
diferentes sitvaciones experimentales (Figura 22). Es de interés notar que Los cambios del porcentaje
del SCL fueron en sentido opuesto a los cambios del porcentaje de V y que con la dosis de 100 U

I de penicilina, durante el segundo periodo de luz, auments significativamente el porcentaje de ésta



fase alcanzando los valores cbtenidos en situaciones de control
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Figura 22. Histograma de los valores promedio del porcentaje del SOL en las diferentes simariones
experimentales de acuerdo a los periodos de luz y obscuridad. Cada barra representa la media + error
esténdar (control, n = 10, experimental, n = 8). Notese que ambas dosis provocan el aumento del SOL
durante el periodo de obscuridad, %, p< 0.05 en comparacién al control. Las barras horizontales indican, los
periodos de luz (blanco) y obscuridad (negro). Abreviaturas com enla figura 14,

Suefio MOR

Esta fase de suefio disminuys significativamente en el primer periodo de luz con laaplicatidn
de 50y 100 UL de penicilina (Z =3.2,p < 0.001 y Z =35, p < 00001 respectivamente). En el
periodo de obscuridad subsecuente, no hubo diferencias significaivas entre los valores promedio de
las diferentes dosis de penicilina. En el segundo periodo de Iuz, con la dosis de 50 U. I de
penicilina, el porcentaje de sueflo MOR alcanzé valores semejantes a los obtenidos en la sifuacin
control. Con la dosis de 100 U. I el porcentaje de esta fase de suefio permanecié con valores
significativamente més bajos que los valores control (Z=2.2,p < 0.02). Es de interés mencionar que
en el segundo periodo de luz hubo diferencias significativas entre la dosis de 50y 100 U. I de
penicilina (Z = 19, p < 0.05) Figura 23)
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Figura 23. Histograma de los valores promedio del porcentaje del suefio MOR en las diferentes sitariones
experimentales de amerdo a los periodos de luz y obscuridad. Cada barra representa la media + error
esténdar (control, n = 10, experimental, n = 8). Notese la diferencia signifcativa en ol segundo periodo de
luz entre ambas dosis de penicilina®, p < 0.02, **, p < 0.001; *** p < 00001, en comparacién con €l
control. «, p < .05 comparando ambas dosis en ¢l segundo periodo de luz . Las barras horizontales indican
1os periodas de luz (blanco) y obscuridad (negro). Abreviaturas comn enla figura 14.
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CAPITULO 6.

DISCUSION.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que la epileptogénesis y las crisis
epilépticas inducidas por la aplicacion de penicilina G - Sodica en la amigdala del 16bulo temporal,
inducen cambios en la cantidad y la organizacion temporal de las fases de V, SOL y suefio MOR.
También se demostro, que el suefio MOR es la fase que presenta mayor deterioro, ademas de que su

recuperacion es mas lenta en comparacion a las fases de V 'y SOL.

6.1 Laaplicacion de penicilina en laamigdala del 16bulo temporal y su efecto en la actividad
EEG.

En el presente estudio se observo actividad interictal e ictal al aplicar las microinyecciones
de 50y 100 U. I. de penicilina en la amigdala del I6bulo temporal, la latencia de inicio fue de 30 a
60 segundos despues de laaplicacion de la penicilina en ambas dosis. La propagacion de laactividad
epiléptica fue primero en &reas ipsilaterales y después hacia &reas contralaterales al sitio de la
aplicacion de la penicilina. Estos resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, en donde
se inducen descargas epilépticas por la aplicacién topica de penicilina en la amigdala del 16bulo
temporal en gatos (Martinez y cols., 2000 ; Gigli y Gotman, 1992; Fernandez-Guardiolay cols., 1991
y1995; Gloory cols, 1977) y ratas (Martinez y cols., 2004; Asai y cols, 1995 ). En relacion al efecto
que produjo cada dosis, se observd que a mayor dosis, la duracién de la actividad epileptiforme
aumenta, ademas de que se facilita la presencia de crisis estadio IV y V. Se reporté un efecto
similar al aplicar penicilina en corteza motora de rata, ya que se menciona que para producir crisis
generalizadas, se requiere de dosis mayor a la que se utiliza para producir Unicamente espigas
interictales, ademas también se reporta la variacion del tiempo de duracion de la actividad
epiléptica, que va en relacion a la concentracion de la dosis administrada (Collins, 1976). Cabe
mencionar que el modelo que se utilizo en el presente estudio es util para observar el proceso de
la epileptogénesis, Fernandez-Guardiola y colaboradores plantearon que no sélo es apropiado para
la generacion de un sitio excitable, sino también por la participacion progresiva de areas corticales
y subcorticales que subyacen a la manifestacion de mdltiples conductas epilépticas (Fernandez-

Guardiola y cols., 1991). Es importante recordar que una de las explicaciones de la accion
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farmacoldgica que tiene la penicilina en el cerebro es que bloguea la inhibicion del complejo
receptor GABAA, provocando el aumento de K* extracelular y la disminucion de Ca*extracelular,
lo cual, lleva a la despolarizacion y el retardo de la hiperpolarizacién en las células (Fernandez-
Guardiola y cols., 1995).

6.2 La actividad epiléptica y su repercusion sobre la organizacion del suefio.

En relacion al deterioro de las fases de suefio obtenido después de la aplicacion de 50 y 100
U.l. de penicilina, se observd que el aumento de la actividad epiléptica manifestada por crisis
generalizadas ténico clonicas facilita el aumento de la fase de V y la disminucion de la fase de
SOL y suefio MOR éste resultado se observo en los hipnogramas mostrados en la figura 8. Este
resultado concuerda con lo que se ha observado en pacientes epilépticos que presentan frecuentes
crisis motoras durante el suefio, los cuales al recibir tratamiento farmacoldgico, manifiestan una
mejoria en las fases de SOL y suefio MOR. Tachibana y colaboradores concluyeron que muchas
de las alteraciones del suefio son producidas principalmente por la excitacién de areas motoras que
interrumpen las fases de suefio (Tachibana y cols., 1996). Una de las crisis que producen el
despertar son las crisis parciales simples, que se presentan durante el suefio y que evolucionan en
crisis complejas generalizadas (Cadilhac y Passouant, 1964). Es importante mencionar que aunque
la amigdala del l6bulo temporal no es una estructura motora, la propagacion de la actividad
epiléptica excita areas corticales, subcorticales y de tallo cerebral que estan implicadas en la

actividad motora (Fernandez-Guardiola y cols., 1995).

6.3 La ocurrencia de la actividad epiléptica de acuerdo a las fases de SOL y suefio MOR.

Si bien no se cuantificd la ocurrencia de las espigas epilépticas durante la fase de SOL, si
pudimos observar que esta actividad epiléptica aumenté durante la fase de SOL (figura 12)
manifestandose en crisis focales y crisis generalizadas. En relacion ha esto se sabe que la fase SOL
en interaccion con la actividad epiléptica, provoca el aumento de la frecuencia de las espigas y de
las crisis focales y generalizadas (Sammaritano y cols., 1991). En estudios donde se analiza la
interaccion del suefio y la epilepsia, se destaca el papel que tienen los diferentes patrones del suefio

sobre la epilepsia, en un trabajo realizado en pacientes con epilepsia del l6bulo temporal, se
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demostrd que las espigas y las crisis, son principalmente facilitadas por patrones excitadores del
SOL, en este caso se menciona a la actividad delta y los complejos K, como eventos que
contribuyen a la excitacién, se puntualiza que estos eventos son generados por la interaccion de
redes talamo corticales (Parrino y cols., 2000; Amzica y Steriade, 1998). En esta misma linea de
investigacion, se ha descrito que tanto los husos de suefio como las oscilaciones delta observadas
en la corteza tienen una amplitud mucho mayor en el EEG que las oscilaciones rapidas observadas
en vigilia y suefio MOR, dicha caracteristica indicaria que las oscilaciones durante el suefio lento
sincronizan una poblacion mayor de neuronas (Nufiez y Amzica, 2004 ), por tanto se sugiere que
este reclutamiento neuronal propio del suefio lento esté participando en la facilitacion de la
actividad epiléptica.

En relacién al suefio MOR, en el presente estudio, se observé que durante ésta fase la
actividad epiléptica no esta presente (figura 13), lo que concuerda con lo planteado en trabajos
previos en donde se menciona el papel inhibitorio del suefio MOR, este papel inhibitorio también
se ha observado en pacientes que presentan epilepsias con crisis parciales, secundariamente
generalizadas (Feria y cols., 1989; Passouant, 1975) y en modelos de epilepsia con animales
(Cadilhac y cols., 1965; Frank, 1969; Calvo y cols., 1982; Calvo, 1991; Kumar y Raju, 2001). De
acuerdo a lo planteado anteriormente, se ha sugerido que las ondas PGO ademas de participar en
la instalacion o mantenimiento del suefio MOR, también tienen un papel en la interrupcién de la
actividad epiléptica (Fernandez-Guardiola y cols., 1971 y 1995). Otro estudio que demuestra la
influencia que tiene el suefio MOR sobre la epilepsia fue el realizado por Calvo en donde aplico
kindling amigdalino en gatos durante la fase de V y durante la fase de suefio MOR y demostr6 que
a los animales que se les aplico el kindling en la fase de suefio MOR requirieron un mayor numero
de estimulos para producir crisis estadio “V” en comparacién a los animales que fueron

estimulados durante la fase de V (Calvo, 1991).

6.4 La latencia, numero de episodios, duracion media y porcentaje del tiempo total de las
fases de vigilia y suefio.
Por un lado, se observo el aumento de la latencia de la fase de SOL y suefio MOR y por

otro el aumento en la duracion de la fase de V. Este aumento en la latencia del SOL y suefio MOR
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se debe posiblemente al aumento de la actividad motora producida por la propagaciéon de la
actividad epiléptica hacia areas motoras. En cuanto a la diferencia significativa entre la latencia

producida por la dosis de 50 y 100 U. 1., se sabe que a mayor dosis de penicilina mayor es el efecto
de la actividad epiléptica provocando crisis generalizadas. Y aunque se observd una recuperacion

casi total de las fases de suefio y vigilia a lo largo de las 36 horas de registro con la dosis de 50
U. 1. de penicilina, no se descarta la idea de que este grupo al recibir primero la dosis de 50 U. I.
de penicilina y un dia después la dosis de 100 U .1., se este generando a un animal mucho mas
excitable por la penicilina y por lo tanto se obtenga mayor efecto con la de 100 U. I.

En cuanto al nimero de episodios y la duracion de las fase, se observd la disminucion
significativa en el niamero de episodios de V, SOL y suefio MOR y el aumento significativo en la
duracion solo de las fases de V y SOL, ya que la duracion de la fase de suefio MOR disminuy6 con
ambas dosis de penicilina y unicamente fue significativa con la dosis de 100 U. I.

En relacion a la disminucién del nimero de fases del SOL, se sugiere que posiblemente las
areas que participan en la instalacion del SOL, estan siendo afectadas por la actividad epiléptica,
mientras que el aumento de la duracién de la fase de SOL, indicaria que las areas encargadas del
mantenimiento de esta fase estaria siendo reforzadas durante el aumento de la fase de vigilia. Para
comprender que posibles mecanismos estan participando en la instalacion y mantenimiento de esta
fase se propone lo siguiente: se sabe que el nucleo reticular del talamo a través de redes talamo
corticales es el generador de husos en la corteza (Avanzini y cols., 2000) dichos patrones EEG
estarian participando en el mantenimiento de la fase de SOL, ya que tienen las mismas
caracteristicas sincronizantes que tiene la actividad epiléptica, algunas de las areas que participan
en la sincronizacion cortical es el nacleo dorsal del Rafe y el nucleo reticular del talamo en donde
participan redes tdlamo corticales. Por otro lado en relacién a la instalacion del SOL se podria
sugerir que el hipotalamo anterior que corresponde a la region predptica y nucleo supraquiasmatico
y que promueve al suefio (Nauta, 1946; Saper y cols., 2001), estaria siendo inhibido durante el
aumento de la vigilia. Por lo tanto, se sugiere que en cuanto disminuye la actividad epiléptica, da
paso a que los mecanismos inductores de suefio, en donde participan el hipotdlamo anterior y
nucleo supraquiasmatico, favorezcan la instalacion del SOL.

En cuanto al suefio MOR, el cual disminuy6 en el nimero de episodios y en la duracion de
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la fase, se cree que posiblemente las areas encargadas de la instalacion y mantenimiento de ésta
fase tuvieron una mayor respuesta a la actividad epiléptica. En cuanto al porcentaje del tiempo total
de la fase de suefio MOR este fue el Unico que disminuy6 ya que el porcentaje de las fases de V
y SOL se mantuvo en sus valores control y Unicamente la dosis de 100 U. I. provocéd la
disminucion significativa del porcentaje del suefio MOR. Por lo tanto, se sugiere que la
epileptogenesis produjo mayor efecto en el suefio MOR que en el SOL y la V. En cuanto a las
areas que tienen algun papel en la instalacion y mantenimiento del suefio MOR, se sabe que el
nucleo central de la amigdala participa en la modulacién (Deboer y cols.,1998) y muy
probablemente en la instalacion de esta fase, ya que se a encontrado que con la aplicacion de
Carbacol, en el ndcleo central de la amigdala de gatos, induce ritmos fasicos tipicos del suefio
MOR conocidos como ondas PGO, ademés también induce un reforzamiento a largo plazo del
suefio MOR, es decir que produce el aumento significativo en el numero de episodios del suefio
MOR (Calvo y cols., 1996). En otro trabajo donde se estimula eléctricamente al nucleo central de
la amigdala durante el suefio MOR, se observé el aumento de las ondas PGO (Calvo y cols., 1987).
Estas ondas PGO no solo se han registrado en regiones pontinas, talamicas o de corteza, sino
también en regiones como la amigdala del I6bulo temporal de gato (Calvo y Fernandez-Guardiola,
1984). En las ratas también se ha logrado registrar ondas similares a las PGO de gato, estas se han
registrado en el puente durante el suefio MOR y con la aplicacion de microinyecciones de Carbacol
en la parte dorsal del nacleo subcoeruleus (Datta y cols., 1998).

Asi mismo, es importante mencionar que también se a encontrado que el nucleo central de
la amigdala tiene proyecciones reciprocas hacia la region del PBL (Amaral y cols., 1992) y el
nucleo peddnculo pontino tegmental PPT (Semba y Fibiger, 1992), los cuales son areas que
participan en la generacion de ondas PGO (Sakai y Jouvet, 1980) y que se cree que como los
potenciales PGO preceden al suefio MOR, es posible que los generadores de estos potenciales

participen en los mecanismos de instalacion y mantenimiento del suefio MOR (Jouvet, 1972).
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6.5 La acumulacion por hora de cada fase de vigilia y suefio.

En cuanto a la acumulacién por hora de cada una de las fases a lo largo de las 36 horas de
registro, se observd que con la dosis de 50 U.I. disminuyd el tiempo acumulado por la fase de
suefio MOR, mientras que el tiempo acumulado de la fase de SOL y la V no fueron
significativamente afectados. En cuanto a la dosis de 100 U. I., se observé que el tiempo
acumulado de la fase de V aument6 significativamente y el tiempo acumulado de la fase de SOL
y suefio MOR disminuyeron, observandose una recuperacion gradual conforme transcurrian las
horas, aunque la recuperacién del tiempo acumulado de la fase de suefio MOR fue mucho mas
lento, ya que mientras el tiempo acumulado de la fase de V y SOL se recuperaban dentro de las
24 horas de registro, el de la fase del suefio MOR, al final de las 36 horas del registro continud
siendo menor en comparacion al control.

Es importante sefialar que en el grupo control el tiempo acumulado por cada fase, que es
representado por una inclinacion ascendente, muestra un patrén particular en donde se observa que
justo en la hora del cambio de luz a obscuridad o de obscuridad a luz, la inclinacion disminuye
ligeramente (figura 18, 19 y 20 ), esta variacion que tienen las fases en la transicion del periodo
de luz a obscuridad, muestra que a pesar de que el suefio en la rata es polifasico, se puede notar
la diferencia en el tiempo de acumulacion del suefio entre el periodo de luz y el periodo de
obscuridad, es decir que durante el periodo de luz, el tiempo total de suefio es de 63.1 % y durante
el periodo de obscuridad es de 35.9 %, en relacion ha esto se a descrito en trabajos previos que al
menos el 69.9 % del suefio ocurre durante el dia y el 34.3 % ocurre en la noche (Takeuchi, 1970).
Por lo tanto al aplicar las dosis de 50 y 100 U.I. de penicilina la grafica muestra que la inclinacion
ascendente se vuelve irregular y no se observa la disminucion durante la transicién del periodo de
luz a obscuridad y de obscuridad a luz que muestra el control.

Por otra parte el analisis de la acumulacién por hora de cada fase nos permitié observar que
el deterioro del suefio provocado por la induccion de las espigas y las crisis epilépticas, tuvo un
efecto a corto plazo, es decir que no se observé un deterioro permanente por la actividad epiléptica
y aungue no hubo una recuperacion total de todas las fases, como en el caso del suefio MOR, si
se observo la mejoria del suefio en las ratas, lo cual indica que los mecanismo implicados en el

suefio ya no estan siendo afectados por la epilepsia. Estos resultados concuerdan con lo reportado
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por Calvo y colaboradores en 1994, en donde describen que el kindling amigdalino tiene un efecto
transitorio sobre la organizacion del suefio en registros de 23 horas continuas realizados en gatos
(Calvo y Fernandez-Guardiola, 1994).

6.6 El porcentaje del tiempo total de cada fase de acuerdo a los periodos de luz y
obscuridad.

A diferencia de la acumulacion por hora, este analisis permitio demostrar el efecto que tuvo
la penicilina sobre el porcentaje del tiempo total de las fases de suefio y vigilia durante los periodos
de luz y obscuridad. En el anélisis de suefio del primer periodo de luz, se observo el aumento en
el porcentaje del tiempo total de la fase V y por otro lado, la disminucién en el porcentaje del
tiempo total de la fase de SOL y de suefio MOR. Durante el periodo de obscuridad, se observoé la
disminucion del porcentaje del tiempo total de la fase de V y el aumento Unicamente del porcentaje
de la fase de SOL, ya que el porcentaje del suefio MOR no tuvo cambios en comparacion al
control. En el segundo periodo de luz, los valores obtenidos del porcentaje del tiempo total de las
fases de VV y SOL fueron semejantes al control y el valor del porcentaje de la fase de suefio MOR
aun fue significativamente menor en comparacion al control, sin embargo la diferencia indica que
la fase del suefio MOR esta regresando a sus valores control ya que ésta tuvo un valor significativo
de p < 0.05 en comparacion a los obtenidos en el primer periodo de luz que fue de p < 0.0001.

Con respecto a lo observado se plantea lo siguiente, mientras un animal en condiciones
control, duerme mas durante el dia y durante la noche se mantiene activo, aqui se observé un
incremento de la fase de SOL en el periodo de obscuridad, pero no asi con la fase de suefio MOR,
la cual se mantuvo en sus valores control, se puede sugerir con respecto a esto que el suefio MOR
se presenta despues de que la fase de SOL regresa a sus valores control, por ejemplo se ha
encontrado en humanos que después de la privaciéon total de suefio durante una noche, la
recuperacion es primero de la fase IV del SOL y solo hasta la segunda noche de recuperacion
aparece el rebote del suefio MOR (Webb y Agnew, 1965; Berger y cols., 1971). Por lo tanto
concuerda con lo observado en el presente estudio, ya que en el periodo de obscuridad el suefio
MOR se muestra estable y es en el segundo periodo de luz que incrementa el porcentaje, aunque

aun no esta totalmente restablecido, sugiriendo que este ajuste se observara hasta el siguiente
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periodo de luz, sin embargo este dato no se pudo corroborar porque Unicamente se registraron 36
horas. En otro estudio en relacion al decremento del suefio MOR en pacientes con crisis
generalizadas tonico clonicas, coincide con lo reportado en el presente estudio en donde se
encontrd el aumento de la fase del SOL vy el deterioro del suefio en general, siendo la fase de suefio
MOR la més afectada, planteando que la fase de suefio MOR fue menor debido al aumento del
SOL (Crespel y cols., 2000), dicho trabajo no reporta la diferencia que hay entre las fases de suefio
y los periodos de luz y obscuridad, como se ha demostrado en el presente estudio, pero si sugiere
que mientras la fase de SOL se mantiene aumentada, la fase de suefio MOR no tiene posibilidad

de regresar a sus valores control.

6.7 La privacion del suefio.

Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente trabajo estan muy relacionados a lo
encontrado en trabajos de privacion de suefio. Por ejemplo, se ha reportado tanto en humanos como
en animales, que después de 24 horas de privacion, se presenta un rebote del SOL y posterior a éste,
un incremento del suefio MOR, el cual es observado durante las 12 horas de registro posteriores a
la privacion (Rechtschaffen y cols., 1999). En otro trabajo realizado en ratas privadas de suefio
durante 24 horas continuas, se encontro el incremento inmediato del SOL y suefio MOR (Schwierin
y cols., 1999). En el presente trabajo, si bien no se pretendia provocar la privacion de suefio, si se
genero el aumento de la fase de vigilia la cual estaba acompafiada de crisis generalizadas, y conforme
fue disminuyendo la actividad epiléptica, se observd, a través del analisis de acumulacién por hora
de cada fase, un incremento progresivo de las fases de suefio, es decir que conforme van
transcurriendo las horas del registro, los animales empezaron a dormir. Por tanto, es importante
sefialar que los animales no se privaron de suefio durante 24 horas, si no que éstos empezaron a
dormir al cese o disminucion de la actividad epiléptica. Sugiriendo que la epilepsia inhibe a los

mecanismos de generacion del suefio mientras esta esta presente.

6.8 El Estrés.
Asi mismo no se descarta la posibilidad de que el estrés también esté modificando al suefio,

enrelacion a esto, en diversos trabajos se ha reportado cambios en las fases de suefio por la induccién
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de estrés, por ejemplo en un trabajo realizado en ratas, se reportd que con 2 horas de inmovilizacién,
hay un aumento del suefio MOR, el cual fue observado durante las 12 horas posteriores a la
inmovilizacion (Rampiny cols., 1991). En el presente trabajo se sugiere que la actividad epiléptica
es suficiente para generar estrés y aunque éste no se midio, no se descarta la posibilidad de que el
estrés esté participando en la alteracion del suefio. Ademas, hay que recordar que la amigdala
también participa en respuestas de estrés, conductas de escape o furia (Deboer y cols., 1998; Pawlyk
y cols., 2006).

6.9 Los farmacos anticonvulsivos.

Por otra parte se han descrito los efectos que tienen los farmacos anticonvulsivos sobre el
suefio, se ha encontrado que estos efectos siguen siendo diversos y poco concluyentes, ya que
mientras unos pueden producir la disminucion en la duracion de ciertos estadios del suefio otros
pueden incrementarla. A nivel clinico, se ha observado que los pacientes epilépticos que muestran
severos trastornos de suefio, al recibir tratamiento farmacoldgico para controlar las crisis, reportan
que tienen una mejoria en su suefio. En un trabajo realizado a nivel experimental, se encontr6 que
algunos farmacos son capaces de aumentar o disminuir las fases de suefio, por ejemplo la Fenitoina
produce el aumento en la fase de SOL 1y el decremento del suefio de ondas lentas 11 y suefio MOR,
con el acido valproico, se produce el incremento de la fase de SOL 1y con el Gabapentin se produce
una mejora en el suefio en general (Legros y Bazil, 2003). Por lo tanto, considerando que los
tratamientos farmacoldgicos tienen como finalidad disminuir las crisis epilépticas, también es

importante entender el papel que juegan éstos en las fases de suefio.
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CONCLUSION.

El modelo que se emple0 tiene como caracteristica principal inducir crisis secundariamente
generalizadas es decir que, una vez que se administra la penicilina en la amigdala, por ser un area
epileptdgena, se induce la actividad epiléptica y se puede observar su propagacion hacia otras areas
como es la corteza y el hipocampo, las cuales han sido implantadas con electrodos y también por
que ésta actividad epileptogena se mantiene por mas tiempo a la producida por el kindling
eléctrico, por lo tanto éste modelo fue el adecuado para estudiar la interaccion de la epilepsia del
I6bulo temporal y el suefio.

Las espigas y las crisis epilépticas inducidas por la aplicacion de 50 y 100 U. I. de
penicilina en la amigdala del 16bulo temporal, produjo el aumento significativo en la duracion
media de la fase de vigiliay SOL, la disminucion significativa en el namero de episodios de la fase
de vigilia y SOL y sin cambios en el porcentaje del tiempo total de estas mismas fases. El suefio
MOR present6 la disminucion significativa en el nimero de episodios, en la duracion media y en
el porcentaje del tiempo total de la fase, principalmente con la aplicacion de 100 U. I. de
penicilina.

Durante la fase de SOL la actividad epiléptica se facilita observandose aumento de espigas
en voltaje y frecuencia. En relacion a la fase de suefio MOR esta actividad epiléptica es inhibida
totalmente.

Los cambios observados en la organizacion de las fases de vigilia, SOL y suefio MOR no
fueron permanentes, es decir que en el transcurso de las 36 horas de registro, con el analisis de la
acumulacion por hora, se observé una recuperacion de las fases principalmente de la vigilia y SOL
y si bien el suefio MOR no regreso a sus valores control, ya no fue significativo el decremento en
las 36 horas de registro. Ademas también se observé en los registros control que cada una de las
fases analizadas presenta una acumulacion del tiempo uniforme, la cual varia ligeramente en la
transicion del periodo de luz al de obscuridad y de éste al de luz, y que al producir la actividad
epiléptica este cambio entre la transicion del periodo de luz al de obscuridad y viceversa no se
observa.

La actividad epiléptica al inducirse en el periodo de luz provocd la interrupcion del SOL

y suefio MOR vy al iniciar el periodo de obscuridad se presentd el incremento de la fase de SOL
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y en el siguiente periodo de luz las fases de vigilia y SOL regresaron a sus valores control. El
suefio MOR no presentdé aumento durante el periodo de obscuridad, Unicamente se observé el
aumento de éste en el siguiente periodo de luz.

Aportaciones y Perspectivas.

Se realizd por primera vez el estudio de la organizacion del suefio durante registro continuo
de 36 horas bajo la induccidon de actividad epiléptica por la aplicacion de penicilina en la amigdala
del 16bulo temporal y el establecimiento de crisis con ratas en libertad de movimiento.

Se observo que la duracion de la acumulacion por hora de cada una de las fases de vigilia
y suefio durante la transicion del periodo de luz al de obscuridad y de este al de luz, presenta una
ligera variacion en la inclinacion.

Se demostraron en la rata dos aspectos importantes, el primero es que durante las fase de
suefio MOR la actividad epiléptica es inhibida y el segundo que el deterioro del suefio producido
por la epilepsia es transitorio.

Por otro lado el presente estudio da pie a futuras investigaciones para analizar los distintos
componentes electrogréaficos que pudieran tener un papel importante en la interaccion del suefio
y la epilepsia.

En otro campo de investigacion en el cual puede ser muy util este estudio es el de la
farmacologia, mediante el uso de agonistas y antagonistas en donde participen neurotrasmisores
como el GABA.
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