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Resumen

La epilepsia del I6bulo temporal (ELT) es una enfermedad neuroldgica que
puede llegar a ser incapacitante por si misma debido a los signos y sintomas
que genera. Independientemente de las caracteristicas sefaladas
anteriormente, también se conoce que la enfermedad puede provocar
alteraciones en diferentes esferas del espectro cognitivo cuando no se logra
un control adecuado de la misma. En el presente trabajo se abordd la
memoria de trabajo como uno de los elementos que puede estar afectado en
la epilepsia. EI método utilizado para tratar de evaluar dicha caracteristica
cognitiva fue la resonancia magnética funcional por tratarse de una técnica
inocua y de gran utilidad en el estudio del sistema nervioso. Al hacer uso de
un paradigma que pone a prueba la memoria de trabajo de tipo verbal fue
posible encontrar las regiones cerebrales que participan en el proceso
mediante el cual el cerebro almacena por un breve periodo de tiempo
informacion derivada de estimulos de tipo verbal, visual o auditivo. Con ayuda
de un grupo control se logré realizar una comparacién tanto en el desempefio
de la tarea como en la activacion cerebral, encontrdndose que aquellos
participantes con ELT hacen uso de mayores recursos cerebrales que los
controles con la finalidad de ejecutar la tarea con el mismo desempefio. Este
hallazgo puede ayudar a comprender los procesos de plasticidad cerebral
temprana que ocurren en los pacientes con esta enfermedad y proponer
mecanismos de proteccion y/o prevencion temprana, de tal manera que se
logre un adecuado control de la enfermedad y evitar las indeseables
consecuencias de la misma a largo plazo mejorando la calidad de vida de los

pacientes.



Summary

Temporal Lobe Epilepsy (TLE) is a neurological disorder that can be disabling
itself to focal signs and symptoms it produces. Regardless of the features
mentioned above, is known that the disease can cause changes in different
areas of the cognitive spectrum if not properly controlled. In this study, working
memory is approach as one of the elements that may be affected in epilepsy
are discussed. The method used to assess this cognitive characteristic was
fMRI, as it is a safe and useful technique for the study of the nervous system.
By using a paradigm that tests verbal working memory | was able to find the
brain regions involved in the process by which the brain stores for a short time
either verbal, visual or auditory stimuli. Using a control group | was able to
compare both task performance and brain activation, and found that
participants with TLE make use of increase brain resources than controls in
order to execute the task with the same performance. This finding may help to
understand the processes of early brain plasticity that occur in patients with
this disease and propose mechanisms for protection and/or early prevention in
order to achieve adequate control of the disease and prevent undesirable

consequences and improve the long-term patients’ quality of life.



1. INTRODUCCION

La epilepsia es una de las condiciones neuroldgicas mas frecuentes e
incapacitantes a nivel mundial. El impacto que tiene esta enfermedad tanto en
el sujeto que la padece como en su esfera psicosocial es variable y en la
mayoria de los casos sin un tratamiento adecuado y oportuno conduce a un

dafio estructural que puede tener manifestaciones a nivel cognitivo.

La epilepsia del I6bulo temporal (ELT) es la forma mas comun de epilepsia del
tipo focal y representa el grupo mas grande de pacientes con epilepsia
altamente resistente al tratamiento, que requiere en muchos casos cirugia
para remocion del foco epiléptico. Por la naturaleza fisiopatologica de esta
forma de epilepsia y su alta resistencia a los tratamientos disponibles en la
actualidad, los sujetos que la padecen estan en riesgo latente de manifestar
deterioro dentro de sus funciones cognitivas, lo cual conlleva a una

disminucioén en su calidad de vida.

Este trabajo pretende aportar mayor informacién acerca de la enfermedad y
su impacto en una de las funciones mas especificas dentro del
funcionamiento cognitivo: la memoria de trabajo. Por lo anterior es razonable
entender y dilucidar las bases fisiopatolégicas de ésta enfermedad y su
repercusion en la funcion cognitiva, lo cual permita un mejor manejo de los
pacientes y a su vez identificar factores prondésticos del grado de severidad,
con la finalidad de lograr una mejor calidad de vida en los pacientes que

sufren ésta enfermedad.



2. ANTECEDENTES

2.1 Epilepsia

La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, International League Against
Epilepsy, por sus siglas en inglés) define a la epilepsia como un desorden
cerebral caracterizado por una gran predisposicion para generar crisis
epilépticas y por las consecuencias neurobiolédgicas, cognitivas, psicologicas y
sociales que ellas generan (Fisher et al., 2005). Se entiende por crisis
epiléptica el evento transitorio de signos y sintomas desencadenados por una
actividad neuronal anormal excesiva en el cerebro (Berg et al., 2010).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que cerca de 50 millones
de personas padecen epilepsia. (World Health Organization, 2012) La
prevalencia de esta enfermedad en paises desarrollados es de alrededor de 4
a 10 casos por cada 1,000 (Tellez-Zenteno y Hernandez-Ronquillo, 2012) pero
en nuestro pais se ha encontrado una prevalencia que oscila entre 11.4 a
20.3 casos por cada 1,000 sujetos (Programa Prioritario de Epilepsia del
Sector Salud, 2012).

De acuerdo con la ILAE (Berg et al., 2010) la clasificacién de las epilepsias se
realiza segun su etiologia o por la localizacion del foco epileptégeno:
Etiolégicamente es posible distinguir 3 grupos que reemplazan a las
anteriores llamadas criptogénicas, sintoméaticas o idiopaticas por motivos de

confusién clinica y de diagndstico:

I. Causas genéticas.
Epilepsias que tienen su origen en defectos genéticos plenamente
identificados mediante estudios genéticos en diferentes poblaciones

y en familias.



Il. Causas estructurales/metabdlicas
Epilepsias cuya causa se debe a una alteracion estructural y/o
metabdlica tales como Eventos Vasculares Cerebrales (EVC),

Traumatismos Craneoencefalicos (TCE), Esclerosis Tuberosa, etc.

I1l. Causa Desconocida

Aquellas cuyo origen permanece sin ser aun identificado.

Por otro lado, segun la localizacion del foco epileptégeno la epilepsia se
clasifica en 2 grupos distintos que reciben el nombre de focal y generalizada;
La epilepsia focal tiene su origen en una region o area cerebral especifica
cuya actividad neuronal exacerbada no rebasa dicha region y los sintomas
que provoca son propios de la region o area en la que se encuentra dicho
foco epileptdgeno; en cambio, la epilepsia generalizada es aquella en la cual
la actividad eléctrica generada en el foco epileptdgeno es diseminada a otras
regiones cerebrales provocando un involucramiento mas amplio del cerebro
provocando sintomas diversos generalmente de tipo motor (Vendrame y
Loddenkemper, 2012).

Crisis Generalizadas

Ténico-Clonicas (en cualquier combinacion)
Ausencias
Tipicas
Atipicas
Ausencia con caracteristicas especiales
Ausencias con Mioclonias
Mioclonias palpebrales
Mioclénicas



Mioclénica
Mioclénica-aténica
Mioclénica-ténica
Clénica
Tbnica
Atbnica
Crisis focales
Desconocidas

Espasmos epilépticos

Las caracteristicas clinicas de la epilepsia dependeran de la regién en donde
se localice el foco epileptogeno asi como la diseminacion de la actividad
eléctrica a otros regiones cerebrales, por lo que es comun encontrar dentro de
las epilepsias focales signos y sintomas motores, sensoriales, autondmicos o
cognitivos. Cuando alguna de estas caracteristicas precede la progresion del
ataque o bien a la perdida de la consciencia dichas manifestaciones se

conocen con el nombre de aura (Ropper y Samuels, 2009).

Las crisis epilépticas generalizadas pueden ser convulsivas 0 no convulsivas;
Las convulsivas se caracterizan por movimientos de contraccion-relajacion
muscular subitos y violentos dentro de las cuales se identifican los
movimientos tonicos, clonicos o una combinacion de los anteriores. En
cambio, las crisis generalizadas no convulsivas se caracterizan por sintomas y
signos tales como pérdida transitoria del estado de alerta (llamadas crisis de
ausencia) asi como pérdida del tono muscular o en menor grado la presencia

de movimientos mioclonicos (Ropper y Samuels, 2009).

2.2 Epilepsia del L6bulo Temporal

La ELT es el sindrome epiléptico de origen focal de mayor prevalencia en
nifios, adolescentes y adultos ademas de ser la forma de epilepsia focal mas

comun (Al Sufiani y Ang, 2012); se refiere a un sindrome electro-clinico en el
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cual las crisis epilépticas tienen su origen en el lI6bulo temporal. Se calcula
una prevalencia de 0.1% en la poblacion general (Kerédnen y Riekkinen,
1988).

Este trastorno se caracteriza por presentar alteraciones del estado de alerta
acompafado de sintomas motores, autonémicos y de la percepcion. En mas
de la mitad de los pacientes con ELT se ha encontrado que esta condicion es
resistente al tratamiento con farmacos antiepilépticos (FAE) por lo que se

recomienda la remocion del foco epiléptico mediante cirugia (Cascino, 2004).

En el 48-73% de los casos de cirugias de remocion del foco epiléptico se ha
reportado la presencia de una lesion caracteristica llamada esclerosis
hipocampal (EH) también conocida como esclerosis mesial temporal (EMT) la
cual involucra la region hipocampal, amigdala y la corteza entorrinal. Dichos
cambios estan asociados con dafio y disminucién del tamafio del hipocampo
asi como pérdida neuronal y gliosis en las regiones CA1, CA3 y CA4 (O’Dell
et al., 2012) (Figura 1).

Paciente ﬁon ELT

Figura 1. Evidencia neurorradiolégica e histologica de EH. Atrofia e
hiperintensidad hipocampal en secuencia FLAIR. A y B: Imagenes tomadas
de participantes del estudio. C: Pérdida neuronal hipocampal. Tomado de Al
Sufiani (2012).
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Se desconoce la patogénesis de la EH, sin embargo se cree que puede estar
relacionada principalmente con la presencia de crisis febriles durante la
infancia, traumatismos craneoencefalicos, hipoxia perinatal y neuroinfeccion.
(Shukla y Prasad, 2012) Se sabe que existen lesiones neuropatologicas que
se gestan antes del inicio de las crisis las cuales pueden estar relacionadas
con afectaciéon cognitiva, la misma depende de la localizacion y el tipo de
lesion; tales cambios incluyen degeneracion neuronal, gliosis y dispersion de

fibras musgosas aberrantes (O’Dell et al., 2012)

Por otro lado, las crisis epilépticas per se pueden inducir dafio estructural que
puede derivar en dafio cognitivo a diversos niveles, tales como la memoria

espacial y/o verbal.

El hipocampo y la corteza entorrinal vecina son los componentes principales
del sistema fronto-temporal el cual estd involucrado en la formacion de la
memoria episodica. Debido a la estrecha relacion de las regiones temporal y
prefrontal en los procesos de formacién de la memoria se han encontrado
alteraciones en funciones frontales tales como el aprendizaje verbal y la
memoria de trabajo (MT) (Elger et al., 2004).

Diversos estudios en pacientes con ELT han descrito la presencia de déficits
en la memoria tales como dafio en la consolidacion y evocacién verbal a largo
plazo, aprendizaje verbal, memoria de trabajo y memoria espacial. (Vlooswijk,
2010) Un estudio europeo publicado en 1997 en un grupo de 5,000 pacientes
con ELT reportd que entre 40 y 50% de los participantes se quejaron de
alteraciones en la memoria, concentracion y la generacion de ideas (Baker,
1997).

Es posible establecer un perfil de dafio cognitivo en éstos pacientes; Hermann
y cols. en 2007, lograron establecer 3 grupos de severidad en un grupo de 96
pacientes con ELT y un grupo de 82 controles; se analizaron diversos

aspectos cognitivos tales como inteligencia, lenguaje, habilidad visopercepual,
12



memoria inmediata, memoria retardada, funcidn ejecutiva y velocidad de
respuesta motora/psicomotora. Con los resultados obtenidos de las pruebas
cognitivas pudieron determinar 3 grupos distintos de dafio cognitivo, un primer
grupo con dafio cognitivo minimo (47% de los sujetos estudiados) sin
diferencias en inteligencia, percepciéon y memoria inmediata con respecto al
grupo control; un segundo grupo con memoria dafiada (24%), en el cual la
memoria inmediata y retardada se encuentra marcadamente dafiada con
respecto a los controles y al grupo con dafio cognitivo minimo. Por ultimo, un
tercer grupo se caracterizO por dafio en la memoria, funcion ejecutiva y
velocidad de respuesta (29%); en todas las pruebas cognitivas realizadas se
encontrd un pobre desempefio con respecto a los controles y también con los

2 grupos descritos anteriormente (Hermann et al., 2007).

Marques y cols. (2007) determinaron la relaciéon entre el desempefio cognitivo
y la duracion de la epilepsia correlacionando el deterioro cognitivo con
mediciones volumétricas hipocampales en pacientes con ELT con EH
unilateral (n = 61), de igual forma estudiaron el impacto del nivel educativo de
los pacientes con relacién al deterioro cognitivo, encontrando un menor
desempefio en los pacientes con ELT en las tareas de atencion, funcion

ejecutiva, lenguaje, memoria verbal y espacial.

2.3 Memoria de Trabajo

La memoria es la “capacidad de retener y de evocar eventos del pasado,
mediante procesos neurobiolégicos de almacenamiento y de recuperacion de

la informacion” (Etchepareborda y Abad-Mas, 2005).

Es posible clasificar a la memoria en un aspecto temporal o bien de acuerdo
al tipo de informacion adquirida. Dentro de la clasificacion temporal se
distingue la memoria a corto plazo y la memoria a largo plazo; la memoria a
corto plazo por definicion es breve, con una duracion de minutos a horas y su

capacidad de almacenamiento es baja.
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En la memoria a corto plazo se encuentra un tipo especial de memoria
llamada memoria de trabajo la cual permite guardar y procesar durante breve
tiempo informacion que puede ser manipulada, de manera que esta
informacion puede ser comparada, contrastada y relacionada para la
realizacion de tareas complejas como el razonamiento y la comprension
(Reilly y Kim, 2013).

De acuerdo al modelo desarrollado por Baddeley (1974, 2000) la MT consta
de 4 componentes principales: el loop fonolégico también llamado bucle
articulatorio, el cual se encarga de manipular la informacion presentada
verbalmente, es decir, esta involucrado en tareas exclusivamente linguisticas;
la pizarra o agenda visoespacial, que integra la informacién visual y espacial
en una representacion unificada que puede ser temporalmente almacenada y
manipulada; el ejecutivo central, elemento que gobierna los sistemas de
memoria, el cual distribuye y vigila la atencion que se asigna a las tareas a
realizar; y por ultimo, el buffer episédico, el cual vincula la informacion visual,

espacial y verbal en orden cronolégico (Figura 2).

Ejecutivo

Central

Figura 2. Esquema de los componentes de la MT propuesto por Baddeley
(2000)

Estudios recientes de neuroimagen, neurofisiolégicos y de conducta
evidencian la participacion del I6bulo temporal medial y una red fronto-parietal

que involucra regiones del I6bulo frontal tales como la corteza prefrontal
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dorsolateral, corteza prefrontal ventrolateral, corteza premotora lateral,
corteza premotora medial, corteza parietal posteromedial y posterolateral en
los procesos de MT (Owen 2005, Linden 2007, Tudesco et al., 2010). (Figura

0mm 4mm 8 mm 12mm 16 mm 20 mm 24 mm

6 & & & & 6 6

=
28 mm 32 mm 36 mm 40 mm 44 mm 48 mm S2mm

Figura 3. Regiones cerebrales que muestran activacion durante la tarea de
memoria de trabajo n-back. Meta-analisis de 24 estudios. Distancia de corte
de acuerdo a la comisura anterior expresada en mm. Tomado de Owen
(2005).

Existen hallazgos que sugieren la participacion del hipocampo en la formacién
de este tipo de memoria, la cual podria estar afectada en pacientes con ELT;
mas aun se cree que las crisis originadas en el l6bulo temporal pueden
propagarse a otras areas del cerebro, tales como el I6bulo frontal; por tanto,
las crisis pueden afectar este tipo de memoria como sugiere Hermann (1988)
en su hipétesis de disfuncion de la corteza frontal por la propagacion del
“ruido neural” originado en el foco epileptdégeno, poniendo de manifiesto la

existencia de una red neuronal entre la corteza prefrontal y el I6bulo temporal.

Axmacher et al. (2007, 2008), han reportado la participacion del lébulo
temporal medial como parte de los procesos de memoria de trabajo. En una
serie de trabajos demostraron actividad sostenida de esta estructura durante
la fase de retencion de informacién, y de igual forma se evidencié un
incremento de actividad a medida que aumentaba la carga de memoria; dicha
actividad fue evaluada conjuntamente utilizando técnicas de Resonancia
Magnética Funcional y Electroencefalografia intracraneal en pacientes con
ELT.

15



2.4 Memoria de Trabajo y epilepsia

Diversos trabajos han dado evidencias acerca de la disfuncion en la MT en
pacientes con ELT. Duzel (1996) evalué un grupo de 20 pacientes con ELT
mediante estimulacion magnética transcraneal (EMT) al realizar una tarea de
retencion de digitos (digit span), y encontré que la EMT en la region temporal

izquierda inducia alteraciones en la MT verbal.

Krauss (1997) estudio 8 pacientes con ELT de dificil control, los cuales tenian
implantados electrodos de registro electroencefalogréfico, y reportdé que la MT
es afectada en presencia de espigas que reflejaban actividad epileptiforme en
el registro, particularmente en la ELT izquierda. En otro trabajo realizado en
47 pacientes con ELT, Abrahams (1999) describi6 la presencia de
alteraciones en la MT espacial en aquellos pacientes con ELT derecha.

Utilizando magnetoencefalografia (MEG) durante una tarea de memoria
verbal, el equipo de Campo (2009) reporté un bajo desempefio en la tarea de
memoria asociada con cambios en la dinamica de la actividad
magnetoencefalografica en pacientes con ELT en comparaciéon a los
controles, reforzando la contribucién que ejerce el l6bulo temporal medial
(LTM) sobre los procesos de MT (Campo et al., 2009).

Recientemente, en 2010, con base en la aplicacion de pruebas de MT del
WAIS-R en una muestra amplia de pacientes con ELT (n = 207), un grupo de
participantes con crisis psicogénicas no epilépticas (n = 216) y controles (n =
30), se pudo correlacionar la severidad del deterioro en la MT con la edad de

inicio de las crisis (Black et al., 2010).

La tabla 2 muestra otros estudios neuropsicologicos que evalian la

interaccion entre MT y ELT.
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Cowey, Green
(1996)

Duzel et al.
(1996)
Krauss et al.
(1997)
Abrahams et
al. (1999)

Campo et al.
(1999)

Cashdollar et
al. (2009)

Wagner et al.
(2009)

Black et al.
(2010)

Tudesco et al.

(2010)

Stretton et al
(2012)

12 (ELT)
12 (ELF)
12 (Controles)

20 (ELT)

8 (ELT)

47 (ELT)

9 (EH izq.)
19 (controles)

6 (EH bilateral)
6 (EH izquierda)

10 (controles)

96 (ELT)
30 (controles)

207 (ELT)
216 (Crisis
psicogénicas no

epilépticas)

39 (ELT)

21 (controles)

38 (ELT)
15 (controles)

Motora, Visoespacial y Retencion de digitos

Retencion de digitos

Verbal y Visoespacial

Laberinto de 9 contenedores (nine-box maze)

Tarea de MT verbal

Tarea de MT espacial

(Tarea de apareamiento de estimulos “delayed-match-to-sample”)

Supraspan verbal y visual

Tareas de MT del WAIS Ill y WAIS-R

Miuiltiples tests de MT: Generacién de Nimeros Aleatorios (Random Number
Generation); Retencién de operaciones y palabras (operation-word span test);
Test de Mantenimiento visoespacial;

Retencion de Digitos.

Tareas de MT verbal y espacial

Pacientes con ELT con bajo desempefio comparado con
controles y con sujetos con epilepsia del I6bulo frontal
(ELF)

EMT induce fallo en la MT al llevar a cabo la tarea de
memoria de trabajo verbal

Presencia de actividad

espigas de epiléptica

correlacionada con bajo desempefio en las tareas de MT
Déficit de MT espacial en pacientes con ELT derecha

Actividad del LTM reducida ipsilateralmente y aumentada
contralateralmente relacionada con bajo desempefio en la
tarea.

Redes dependientes del hipocampo son criticas para la
MT espacial. Pacientes con ELT bilateral con bajo
desempefio en la tarea.

Pacientes con ELT izquierda con mayor déficit verbal y
ELT derecha con

Pacientes con mayor  déficit

visoespacial.

Resultados de bajo desempefio en MT correlacionados
con mayor cronicidad y frecuencia de las crisis en ambos

grupos.

No existe afectacion de la MT en los sujetos analizados;

sin diferencias significativas.

MT afectada a nivel global en los pacientes con ELT en

comparacion a los controles.

Tabla 2. Estudios neuropsicologicos de MT en ELT.



2.5 Resonancia Magnética

La técnica mas adecuada para estudiar las epilepsias desde un punto de vista
estructural y funcional es la resonancia magnética (RM). De acuerdo con la ILAE, la
RM se considera como el estudio de imagen de eleccién debido a su resolucion
anatomica superior y por la caracterizacion de procesos patolégicos aunado a la
caracteristica de no emitir radiacion ionizante. Se ha visto que el uso de la técnica en
adultos con antecedentes de desarrollo de epilepsia en la nifiez y en nifios de
reciente diagnostico identifica un mayor nimero de anormalidades que la tomografia
computarizada (TC) (Gaillard et al., 2009). La importancia de la aplicacion de la
técnica en pacientes con ELT es la capacidad de detectar EH en el 90% de los
sujetos que muestran caracteristicas histolégicas compatibles con esta lesion. Los
hallazgos que pueden ser encontrados incluyen atrofia hipocampal, sefal
incrementada en T2 o FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery) y baja sefal en

secuencias IR (inversion-recuperacion) (Kuzniecky y Knowlton, 2002).

Una variante de la técnica de RM que ha sido de gran utilidad clinica en la evaluacion
de pacientes con ELT es la resonancia magnética funcional (fRMI) la cual permite la
elaboracion de mapas funcionales que son utilizados para determinar areas del

cerebro que estan involucradas en tareas cognitivas, sensoriales y motoras.

El principio de la fMRI descansa en el llamado efecto BOLD (Blood Oxygen Level
Dependant, por sus siglas en inglés) el cual es generado por actividad neural en una
region cerebral determinada que produce una mayor demanda de sangre oxigenada,
que a su vez produce variaciones en la sefial electromagnética en respuesta a la

propiedad paramagnética de la desoxihemoglobina (Ogawa et al., 1990; Pillai, 2007).

Cuando una region cerebral es puesta en marcha por una tarea cognitiva 0 motora
existe una demanda local de energia y como consecuencia un incremento en la tasa
metabdlica de esa regién. Debido a que los almacenes locales de oxigeno en los
tejidos circundantes son consumidos por procesos glucoliticos, se activa una reaccion

vasomotora que provoca una dilatacion del lecho capilar arterial que permite un mayor
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flujo arterial local para satisfacer las demandas energéticas del tejido cerebral
activado. Como resultado de este proceso hay un incremento de hemoglobina
oxigenada (HbO2) y un decremento de hemoglobina desoxigenada (Hb), lo que se

conoce como respuesta hemodinamica en respuesta a un evento neural.

El contraste BOLD resulta del cambio en el campo magnético circundante en
respuesta al estado oxigenado o desoxigenado de la hemoglobina; la HbO2 es
diamagnética y por lo tanto magnéticamente indistinguible del tejido cerebral normal,
sin embargo, cuando se encuentra desoxigenada, la Hb posee 4 electrones libres
haciendo a esta molécula altamente paramagnética. Este paramagnetismo resultante
es responsable de la generacién de gradientes locales del campo magnético cuya

fuerza depende de la concentracion de Hb.

Las variaciones en el campo magnético local permiten la identificacion de distintas
sefiales por parte del resonador, sefiales que seran transformadas en una serie de
imagenes con diferentes contrastes. Las sefiales obtenidas seran utilizadas para
producir una matriz de datos que tomara en cuenta variables predictoras, pardmetros
estimados y el error de los datos formando lo que se ha llamado “modelo lineal
general” (GLM, por sus siglas en inglés) con la finalidad de generar mapas de
inferencia estadistica de aquellos voxeles que se corresponden con el modelo
establecido (Glover, 2011). (Figura 4)

El disefio de un experimento de fMRI involucra la presentacion de estimulos verbales,
auditivos, visuales o motores que pretenden evocar respuestas neuronales que se
reflejaran en el aumento de flujo sanguineo cerebral, lo cual provocara variaciones en
el campo magnético que seran detectadas por la antena del resonador. El disefio del
experimento puede llevarse a cabo de dos formas diferentes: un disefio llamado “en
bloque” y otro llamado “relacionado a eventos”, de los cuales el disefio por blogues es
el mas utilizado (Di Salle et al., 1999).
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El disefio por bloques es aquel en el que existen dos o mas tandas de estimulos
sostenidos donde se evalua la variacion de la sefal con respecto a una situacion “A”
donde existe estimulo y una situacion “B” carente de él, con la intencion de evidenciar
las variaciones en la sefial que provoca la presentacion del estimulo y con ello
generar un “mapa estadistico” cerebral que refleje aquellas regiones que fueron

“activadas” como consecuencia de la presentacion del estimulo A (Figura 5).

Figura 4. Respuesta hemodinamica en respuesta a un evento neural. Tomado y
modificado de Glover (2011).

B Al B | A B A|lB)| A
1 R I e e ] [

Respuesta
BOLD

estadistica

Mapa de inferencia

Observados

Figura 5. Modelo de un experimento de fMRI con un disefio por bloques y
representacion del Modelo Lineal General. Tomado y modificado de Glover (2011) y
fMRI basics, Cognition and Brain Sciences Unit (2009).
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2.6 Estudio de la Memoria de Trabajo mediante fMRI

El desarrollo de la fMRI ha permitido el comienzo del estudio de los correlatos
neurales de la MT. Existen diversos estudios que evalian el desempefio de la MT
mediante fRMI, donde se manifiestan cambios en los patrones de activacion. Para ello
se han desarrollado paradigmas o tareas que evallen la funcién de la MT durante la
obtencién de imagenes funcionales. Una revision de Wager y Smith (2003) que
incluye 60 trabajos que analizan ampliamente la MT en sujetos sanos mediante
neuroimagen por PET y fMRI (n = 35) report6 activacion de las cortezas prefrontal y

posteroparietal en respuesta a las tareas de MT realizadas (Wager y Smith, 2003).

Uno de los paradigmas utlizados es la tarea llamada n-back. Esta prueba
desarrollada por Kirchner (1956) permite realizar una medicion de la capacidad de la
MT. La tarea consiste en la presentacion de una serie de estimulos visuales o
auditivos, en la cual el participante debe indicar si el estimulo actual coincide con el
“n-pasos” anteriores en la secuencia, donde n es el factor de carga de MT de la tarea
y por consiguiente de la dificultad de la misma. (Jaeggi et al., 2010). La tarea n-back
pretende evaluar el componente ejecutivo central del modelo de MT desarrollado por
Baddeley (1974, 2000), ya que requiere del mantenimiento y actualizacion repetida de
una carga de informacion constante de la MT sobre un lapso de tiempo y realizando la
comparacion del elemento actual con la informacion almacenada en la MT. Esta
demanda de procesamiento y almacenamiento simultdneos requiere de la principal

participacion del componente ejecutivo central de la MT (Monks et al. 2004).

Para la evaluacion de la MT utilizando fRMI también se ha hecho uso de la tarea de
Sternberg (1965), la cual consiste en recordar un determinado grupo de objetos
durante un periodo de retraso con la finalidad de identificar la ausencia o presencia de
algun elemento previamente presentado. El nimero de elementos en el grupo puede
cambiar a lo largo de la prueba permitiendo la evaluacion de los cambios relacionados
con la carga de MT (Sternberg, 1965).
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Esta tarea se ha utilizado en gran cantidad de trabajos de fRMI, los cuales han
demostrado un incremento de la sefial BOLD en relacion a la carga de MT en areas
frontales tales como los giros frontales superior, medio e inferior, giro precentral y

regiones parietales y cerebelosas (Meltzer et al., 2007).

Estudios realizados por Awh y Paulesu reportan activacion en mdultiples regiones
localizadas en el hemisferio cerebral izquierdo, entre las que destacan la corteza
frontal ventro-lateral, corteza motora ventro-lateral, premotora dorsal y parietal (Awh et
al., 1996; Paulesu et al., 1993).

Esta tarea evalia principalmente el loop fonolégico, uno de los componentes de la MT
de acuerdo al modelo propuesto por Baddeley (1974, 2000); debido a que la
informacion almacenada en la memoria es “borrada” en cada prueba solo requiere el
mantenimiento de la informacion y la comparacién de la informacion previa con la
nueva sin actualizar constantemente la informacién almacenada en la MT (Monks et
al., 2004).

2.7 Neuroimagen funcional de la MT en epilepsia del I6bulo temporal

Existen pocos estudios que evaltan la funcion de la MT a través de fRMI en pacientes
con ELT. Uno de ellos fue realizado en 2011 por Vlooswijk (2011) en 36 pacientes con
epilepsia criptogénica (10 con ELT) y 21 sujetos sanos. Realizando una tarea de
Sternberg dentro del resonador, se reportaron activaciones bilaterales en el giro
frontal inferior, giro frontal medio, cingulo anterior, corteza visual de asociacion y

cerebelo. No se encontraron diferencias significativas con los controles.

Al afo siguiente, Stretton (2012) estudié a 38 pacientes con ELT y 15 controles.
Evalu6 la MT no verbal mediante un paradigma tipo n-back. Se encontré que los
grupos con ELT mostraron una reduccion de la actividad del I6bulo temporal superior.
A medida que la carga de MT aumentaba existia una desactivacion a nivel
hipocampal, contralateral al lado de la EH y del foco epileptégeno. En los controles

ésta desactivacion fue bilateral.
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En 2013, el mismo grupo reportd en una muestra de mayor tamafio (ELT n = 54, 29
con ELT izquierda; controles n = 28) que la actividad del I6bulo temporal superior del
hemisferio derecho fue menor en comparacion al grupo control utilizando la misma

tarea de MT no verbal (Winston et al., 2013).
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3. JUSTIFICACION

Existe evidencia de la relacion entre el deterioro cognitivo global y la ELT, sin
embargo aun falta dilucidar el proceso mediante el cual es afectada la memoria de
trabajo como resultado de la interaccion entre la disfuncion del l16bulo temporal y su
repercusion en el I6bulo frontal, asi como los cambios anatomo-funcionales que
preceden y subyacen en el deterioro cognitivo en estos pacientes; por lo anterior, es
de interés investigar la forma en que la ELT afecta un proceso cognitivo como la MT a

través de una técnica sensible, especifica e inocua como lo es la RM.
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4. HIPOTESIS

Si el deterioro cognitivo secundario a ELT es progresivo se encontrara una correlacion
negativa entre la sefial BOLD y el tiempo de evolucion de la enfermedad en respuesta

a una tarea cognitiva que involucra la memoria de trabajo.
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5. OBJETIVOS

e Caracterizar el proceso de la Memoria de Trabajo de los pacientes con ELT
mediante estudios de Resonancia Magnética Funcional.

e Evaluar la sefial BOLD de aquellas zonas cerebrales con mayor actividad y
correlacionar estos resultados con el tiempo de evolucion de la enfermedad asi

como el numero de crisis epilépticas.

e Realizar la comparacion del proceso funcional de la MT mediante la utilizacion de

un grupo control libre de condiciones neuropsiquiatricas y neurofisiolégicas.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Sujetos experimentales

Se reclutaron y analizaron a 13 pacientes con diagndstico clinico y
electroencefalografico de ELT; de igual forma, se analizaron 11 sujetos sanos
pareados por edad y género sin antecedentes de trastornos neurologicos y/o
psiquiatricos (Tabla 3). Los participantes fueron seleccionados de acuerdo con los

siguientes criterios:

Criterios de Inclusién
eEdad entre 18 y 65 afios.

e Género indistinto.

e Lateralidad diestra.

e Paciente ambulatorio con diagndstico clinico de ELT.

¢ Actualmente bajo tratamiento farmacoldgico con uno o mas farmacos antiepilépticos.

e Escolaridad minima de nivel secundaria.

Criterios de Exclusion
e Contraindicaciones para el estudio de resonancia magnética (presencia de proétesis

metalicas, marcapasos, claustrofobia, etc.).

e Déficit cognitivo incapacitante (IQ < 71, utilizando la escala Weschler Adult
Intelligence Scale IV (WAIS 1V)).

e Comorbilidad con trastornos psiquiatricos u otros desérdenes neurolégicos,
incluyendo desorden de déficit de atencion.

¢ Tratamiento farmacoldgico con topiramato, barbitaricos o benzodiacepinas.

Criterios de Eliminacion

eHallazgo radiologico de otras lesiones cerebrales aparte de la esclerosis medial
temporal.

e Ausencia de evidencia electroencefalografica de actividad epileptiforme interictal

proveniente del l6bulo temporal.

e No completar la sesion de imagenologia.
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Tabla 3. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los participantes

Epilepsia del I16bulo Controles Valor Valor Valor
temporal (n =13) sanos (n = 11) minimo | maximo p
Género
Femenino n=9 n=8
Masculino n=4 n=3
Edad (media * DE) 33.15+12.14 34,27 +11.24 17 58 0.817
Edad de inicio de
las crisis (media 19.46 + 12.93 2 40
+ DE)
Ainos con epilepsia
13.69 + 13.83 2 49

(media X DE)

Frecuencia de las
crisis (crisis por 585+ 8.47 1 30
mes) (media * DE)

Los participantes fueron contactados y reclutados mediante diferentes colaboraciones
con personal del Hospital General de México, Hospital Central de San Luis Potosi y
por medio de la busqueda por redes sociales y foros de pacientes con epilepsia en
internet. Los sujetos control fueron seleccionados entre estudiantes y personal del
Instituto de Neurobiologia asi como familiares o conocidos de los mismos. En algunos
casos no se cuenta con datos acerca de la lateralidad de la epilepsia por lo que se

analizaron a todos los participantes con ELT como parte del mismo grupo.

6.2 Evaluacion Neuroldgica

Se realizaron evaluaciones clinicas y electroencefalograficas por parte del
Especialista en Neurologia Dr. Efrain Santiago, para corroborar el diagndstico de ELT

en los participantes del estudio.
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6.3 Aspectos bioéticos

Todos los participantes del estudio otorgaron su consentimiento informado y se conto

con la aprobacion del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia, UNAM.

6.3 Evaluacién Neurorradioldgica estructural y funcional

Las imagenes del estudio se obtuvieron utilizando un resonador Philips Achieva TX de
3.0 T (Philips Healthcare, Netherlands) en la Unidad de Resonancia Magnética de la
UNAM, Campus Juriquilla. Las imagenes estructurales de alta resolucion (1 X 1 X 1
mm?3) para evidenciar la EMT en los participantes fueron utilizadas para sobreponer
los resultados de los analisis funcionales. Para el analisis funcional de la MT se utilizo
un paradigma conocido como tarea de Sternberg. Las imagenes funcionales fueron
obtenidas utilizando imagenes con contraste tipo T2* con un tiempo de repeticion (TR)
de 2000 milisegundos y un tiempo de eco (TE) de 30 milisegundos (ms). La resolucion

espacial fue de 2 X 2 X 3 mm3,

6.4 Disefio y presentacion del paradigma

La prueba fue proyectada al participante dentro del resonador mediante un sistema de
espejos y una pantalla compatible con el resonador. El paradigma fue desarrollado
con el software e-Prime ver. 1.0 (Psychology Software Tools, Inc., Sharpsburg,
Pennsylvania, U.S.A.). La tarea se bas6 en un disefio por bloques con 3 diferentes
eventos de interés los cuales fueron nombrados “codificacion”, “retencion” y
“evocaciéon”; en cada uno de los bloques de estimulos hubo 3 pantallas diferentes: en
la primera se realizé la presentacion de una diapositiva que mostré de 3 a 6 digitos
pseudo-aleatorizados durante 4 segundos seguido de una pantalla de fijacion durante
la cual el participante cont6 con 10 segundos para retener el estimulo, es decir, los
nameros previamente presentados; finalmente una tercera pantalla presentd una
diapositiva donde el participante por medio de un sistema de gatillos ResponseGrip
conectado a un SyncBox fuera del resonador (NordicNeuroLab, Bergen, Norway)
respondié con el dedo indice derecho o izquierdo si el digito mostrado estaba

contenido en la serie de niumeros que se presentaron en la primera pantalla. La
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dificultad varié de acuerdo a la cantidad de digitos presentados, siendo la pantalla con
6 digitos la de mayor dificultad. La pantalla de respuesta tuvo una duracion de 4
segundos, al término hubo una segunda pausa de 10 segundos y se repitio el bloque
un total de 12 veces para una duracion de la prueba de aproximadamente 6 minutos.
(Figura 6).

0 4 seg

10 seg

767 4

Figura 6. Disefio del paradigma

6.5 Andlisis de las imagenes funcionales

El andlisis de las imagenes funcionales se realizoé con el programa FSL v.4.0 (FMRIB,
Oxford, UK) utilizando la herramienta FEAT (FMRI Expert Analysis Tool) v.5.98.

Para el pre-procesado de las imagenes se utilizé la herramienta BET (Brain Extraction
Tool) en las imagenes estructurales de alta resolucion pesadas a T1 con la finalidad
de adaptar las imagenes funcionales y posteriormente a un espacio estandar obtenido
del atlas MNI152, a ésta proceso se le denomina normalizacion. Se aplicO un
suavizado espacial de 7 mm. para mejorar la relacién sefal-ruido. El analisis
contemplo la correccion de movimiento mediante la funcion MCFLIRT integrada en el
software FSL (Figuras 7 y 8).
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El analisis de los datos se realizd en dos fases: la primera fase o primer nivel de
andlisis consto en el analisis individual de los datos obtenidos en cada uno de los
participantes, el proceso otorga datos tales como los valores de sefial BOLD a lo largo
de la presentacion del paradigma asi como mapas estadisticos que sefalaron la
correspondencia de aquellos voxeles que de acuerdo a su sefial BOLD coincidieron

con el modelo lineal general establecido (Figura 9).

La segunda fase de analisis también llamada de alto nivel realiza el promedio de
activacion de todos los sujetos localizados en un grupo y de acuerdo a las
condiciones establecidas en el modelo lineal general; este analisis tiene la finalidad de
identificar el promedio de activacion asi como la realizacién de contrastes entre los

grupos de estudio y las diferentes condiciones de la tarea realizada (Figura 10).

El disefio de la matriz para analisis de los eventos de codificacidon, retencién y
evocacion asi como los diferentes contrastes entre los eventos se muestra en la figura
11.

Figura 7. Proceso de extraccion de cerebro mediante BET
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Imagen funcional Imagen anatomica Cerebro estandar
(MNI 152)

Figura 8. Proceso de normalizacion espacial

Sefial BOLD
_ Modelo establecido -
Tiempo Respuesta esperada

Figura 9. Principio de la Resonancia Magnética Funcional. Tomado y modificado de
FSL Course, FMRIB, Oxford, UK (2012).
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Figura 10. Analisis de grupos. Tomado y modificado de FSL Course, FMRIB, Oxford,
UK (2012).

codif ret EVOC
Cl cod> 1 0 0
C2 ret> ] 1 0
£3 evocy 0 0 1
C4 cod>ret+evoc 2 -1 -1
C5 ret>cod+evoc -1 2 -1
C6 evocrcod+ret -1 -1 2
C7 ret>cod -1 1 0
C8 ret>ewvoc 0 1 -1

Figura 11. Disefio de la matriz de andlisis de los eventos de codificacién (codif),
retencion (ret) y evocaciéon (evoc). El disefio representa el analisis de los datos
obtenidos mediante el Modelo Lineal General durante cada uno de los bloques de
estimulacion.
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7. RESULTADOS

7.1 Resultados conductuales

Se realiz6 un andlisis estadistico del desempefio en la prueba de Sternberg de todos
los participantes evaluando los tiempos de reaccion (RT) al ejecutar la tarea. Los
datos fueron analizados mediante prueba de Mann-Whitney (*p = 0.01) comparando
los RT del grupo de ELT (n = 136) y del grupo de controles (n = 130). No se
consideraron los eventos en los cuales los participantes no contestaron o se
excedieron del tiempo permitido para responder (Tabla 4 y Figura 12). No existiéo una

diferencia significativa en el porcentaje de precision. Se excluyd un participante con

ELT por falta de datos debido a un error en la sincronizacion del resonador con la

SyncBox.
(v)

Mediay In.t. In.t. U Mann- Valor @ de
Status n EEM (ms) Confianza Confianza Whitne precision
95% Inf. 95% sup. v P respuesta

Control 11 1649+45.62 1559 1805 93.94

7332 0.0163
ELT 12 1932+64.47 1740 2060 88.88

Tabla 4. Resultado de la prueba Mann-Whitney comparando los tiempos de reaccién
de los grupos Controly ELT. Realizado con GraphPad Prism ver. 6.

20007
18001
16001
14001
12001
10001
8001
6001
4001

2001

]

N

Figura 12. Comparacion de medias y error estandar de la media en los tiempos de
reaccion en los grupos Control y ELT. Realizado con GraphPad Prism ver. 6.
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7.2 Hallazgos en las pruebas de imagen funcional

Los resultados de las pruebas de imagen funcional muestran diferencias entre los
grupos de estudio (ELT y controles) durante el proceso de retencion, se evidencié una
mayor extension de activaciéon en los sujetos con ELT. Los mapas estadisticos
paramétricos fueron umbralizados de acuerdo a la teoria de campos aleatorios
(correccidn por clusters) para minimizar los errores estadisticos tipo |, introducidos por
las comparaciones multiples (Worsley, 2001), utilizando un valor Z = > 2.3, p = 0.05.
El andlisis mostro la presencia de 5 clusters de activacion principales en el grupo de
controles asi como 3 clusters de activacion en el grupo de ELT. Las regiones
involucradas fueron principalmente estructuras de los I6bulos frontales y parietales
(Tablas 5y 6; figuras 13y 14).

Por otro lado, se evaluaron los cambios en el porcentaje de la sefial BOLD en las
regiones que presentaron los voxeles de mayor activacion en cada uno de los
participantes evidenciando un aumento gradual en la sefial BOLD conforme avanza la
tarea (Figuras 15 y 16). Se busco la correlacion entre estas variaciones en la sefal
BOLD, el tiempo de evolucién de la ELT y el nimero de crisis al mes, sin embargo, el
andlisis no mostré correlaciones significativas entre dichas variables (Tabla 7). Al
buscar correlaciones entre los datos de los pacientes utilizando las coordenadas de
los clusters en los controles fue posible hallar correlaciones positivas con respecto a
la edad del paciente al momento del estudio y correlaciones negativas que involucran
el nimero de crisis y la edad de inicio de las crisis (Tabla 8 y figura 17). Se realizé una
validacion cruzada leave-one-out de 13 ensayos con la finalidad de corroborar si

algun caso en particular afectaba la media grupal; el resultado fue negativo.
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Figura 13. Vistas axiales de la activacion cerebral de los grupos estudiados durante
el proceso de retencion y evocacion (Controles n = 11, ELT n = 13). Resultados
funcionales colocados sobre atlas cerebral standard del MNI 152. Mapa estadistico

corregido por cluster. Z =2.3, p = 0.05.
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Figura 14. Vistas coronal, axial y sagital de la activacion cerebral en participantes con
ELT (n = 13) durante el proceso de retencidén. En escalas de azul se encuentran las
activaciones del grupo de controles. Mapa estadistico corregido por cluster. Z = 2.3, p
= 0.05.

%BOLD

C ELT C ELT C ELT C ELT C ELT

c1 C2 C3 c4 C5

Figura 15. Porcentaje de cambio en la sefial BOLD de cada uno de los clusters del
grupo de controles durante la fase de retencion. En color azul se muestra el % BOLD
de los pacientes en las mismas coordenadas.
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Figura 16. Porcentaje de cambio en la sefial BOLD de cada uno de los clusters del
grupo de pacientes (ELT) durante la fase de retencion. En color morado se muestra el
% BOLD de los controles en las mismas coordenadas.
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% BOLD en
YA % pacientes

Cluster Voxeles p max X y z BOLD (mismas Valor p Regidn
coordenadas)

Giro

5 3115 1.797  3.68 5'6 5'4 22 017 0.20 0.66 Supramarginal
Izg. (BA 40)

Giro Frontal

a4 2199 1.06° 382 __ 38 -4 027 0.27 0.99 Medio Izq. (BA

50

47)

3 1615  0.0001 3.45 4 22 38 024 0.26 0.78 Giro cingulado
(BA 32)

Giro Frontal

2 1305 00009 361 62 18 6 0.27 0.12 0.25 Inferior Der. (BA
45)

Lébulo Parietal

1 904 0.0092 4.02 68 3'0 32 0.22 0.03 *0.03  Inferior Der. (BA
40)

Tabla 5. Informacion de los clusters con mayor actividad en el grupo de controles
durante la fase de retencion (n = 11). Las coordenadas se expresan en mm. de
acuerdo al atlas MNI 152 (Montreal Neurological Institute).

% BOLD en
z % controles Valor ..
Cluster Voxeles p max X Y % gow (mismas 0 Region
coordenadas)
Giro Frontal
3 24754 6.39 3! 4.3 5_0 16 -4 0.48 0.27 0.06 Inferior Izq.
(BA 47)
Lébulo Parietal
2 16989 7.18°% 4.3 52 5-0 46 0.38 0.21 0.12 Inferior Der. (BA
40)
Giro Parietal
1 1291 0.0013 3.84 48 - 10 0.07 -0.01 0.26 Transverso Der.
28 (BA 41)

Tabla 6. Informacion de los clusters con mayor actividad en el grupo de ELT (n = 13).
Las coordenadas se expresan en mm de acuerdo al atlas MNI 152 (Montreal
Neurological Institute).
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Region
Giro Frontal Inferior lzq.

(BA 47)
Lobulo Parietal Inferior
Der. (BA 40)
Giro Frontal Inferior lzq.
(BA 47)

Numero de
Crisis
.011; p =
0.972
-372;p=
0.211
A429;p =
0.143

Tiempo de
Evolucién

.108; p=0.727
.289; p=0.339

.092; p=0.766

Edad

.068; p =
.826;
.069; p =
822
-168; p =
582

Edad de inicio de

las crisis

-.051; p=0.868

-.244;p=0.422

-.256; p = 0.399

Tabla 7. Correlaciones entre la variacion de la sefial BOLD de los clusters con mayor
activacion, tiempo de evolucion de la ELT y numero de crisis; los resultados se
muestran utilizando indice de correlacion de Pearson.

Region
Lobulo Parietal Inferior Der.

(BA 40)

Giro Frontal Inferior Der.
(BA 45)

Giro cingulado (BA 32)

Giro Frontal Medio Izq. (BA
47)

Giro Supramarginal lzq. (BA
40)

Numero de
Crisis
-0.492; p =
0.08
0.520; p =
0.06
*-0.656; p =
0.01
0.415;p =
0.15
-0.366; p =
0.21

Tiempo de
Evolucion

-0.018; p=0.95
0.512; p = 0.07
0.275; p = 0.36
0.224; p = 0.46

0.473; p=0.10

Edad

0.025; p =
0.96
-0.051; p=
0.86
*0.609; p =
0.02
0.154; p =
0.61
*0.713; p =
0.006

Edad de inicio de

las crisis

0.042; p = 0.89
*.0.596; p = 0.03
0.277; p=0.35
-0.094; p = 0.75

0.163; p = 0.59

Tabla 8. Correlaciones entre la variacion de la sefial BOLD del grupo de ELT
utilizando las coordenadas de los clusters identificados en pacientes; los resultados

se muestran utilizando indice de correlacion de Pearson.
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Figura 17. Diagramas de dispersion del analisis entre la variacion de la sefial BOLD
del grupo de ELT utlizando las coordenadas de los clusters identificados en
pacientes. A: porcentaje de cambio BOLD giro cingulado (BA 32) vs. numero de
crisis. B: porcentaje de cambio BOLD giro cingulado (BA 32) vs. edad. C: porcentaje
de cambio BOLD giro supramarginal izq. (BA 40) vs edad. D: porcentaje de cambio
BOLD giro frontal inferior der. (BA 45) vs. edad de inicio de las crisis.
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DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos, como primer punto es interesante resaltar la
presencia de activacion de estructuras cerebrales sefialadas previamente como
participantes en el proceso de la memoria de trabajo de tipo verbal ya que fue posible

evidenciar la presencia de una red de activacion predominantemente fronto-parietal.

Antes que nada, es importante recordar el modelo de memoria de trabajo desarrollado
por Baddeley (2000) el cual divide ese proceso en 3 componentes principales, uno de
ellos, el llamado loop fonologico o bucle articulatorio es el elemento involucrado en el
almacenamiento breve de informacién verbal adquirida ya sea por medio de palabras,

sonidos o frases.

Se ha observado que este componente consta de 1-2 segundos de almacenamiento
pasivo de algun tipo de contenido fonoldgico seguido de un proceso secundario de
‘re-escucha” activa que retiene dicha informacién mas alla de los 2 segundos de la
primera fase (Marvel y Desmond, 2012). Al primer subcomponente se le ha
denominado almacén fonologico mientras que el segundo se le conoce como

subcomponente de re-escucha articulatoria (Buschbaum, 2013).

La tarea de Sternberg busca evaluar la capacidad de la memoria de trabajo verbal
mediante el reconocimiento de objetos (letras, niUmeros, etc.) utilizando un periodo de
retraso durante el cual se pone en marcha el proceso de retenciébn o mantenimiento
de la informacion presentada. Es justo la fase de mantenimiento en la que se ejecutan

los procesos de re-escucha fonologica (Sternberg, 1965).

Diversos estudios de neuroimagen en los que se evalué la memoria de trabajo verbal
han localizado la region responsable del loop fonoldgico en el hemisferio cerebral
izquierdo particularmente en el l6bulo parietal izquierdo (Salmon, 1996). Paulesu
(1993) logro identificar mediante estudios de PET, las areas involucradas con los
subsistemas del loop fonoldgico: como regién responsable del almacén fonoldgico
estd el giro supramarginal izquierdo (BA 40, parte del area de Wernicke) mientras que
el area de Broca ubicada en el giro frontal inferior (BA 44, 45 y 47) se encarga del

proceso de re-escucha articulatoria.
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Teniendo en cuenta la informacion anterior, los resultados obtenidos son consistentes
al mostrar activacion del giro supramarginal izquierdo (BA 40) asi como estructuras
del area de Broca tales como el giro frontal inferior izquierdo y giro frontal medio

izquierdo (BA 47) en ambos grupos de estudio.

El grupo de controles de igual manera mostro la activacion adicional de 3 clusters
ubicados en el giro cingulado (BA 32), giro frontal inferior derecho (BA 45) y en el
I6bulo parietal inferior derecho (BA 40). Con las coordenadas de éste ultimo cluster
fue posible identificar una diferencia significativa con respecto a un menor porcentaje

de cambio BOLD dentro del grupo de pacientes.

Para explicar el fendmeno de la activacion bilateral encontrada podemos referirnos a
los resultados de estudios previos con respecto al loop fonolégico que describen una
gran red de actividad que incluye respuesta bilateral del area motora suplementaria,

area de Broca, asi como la corteza frontal inferior (Logie, 2003).

Con respecto a la activacion encontrada en el grupo de pacientes con ELT llama la
atencion la activacion de la region correspondiente al l6bulo parietal inferior y giro

parietal transverso ambas ubicadas en el hemisferio derecho (BA 40y 41).

Si bien, la mayoria de las ocasiones el centro del lenguaje se ubica en el hemisferio
izquierdo, no hay que dejar de lado que la lateralizacion del lenguaje no es una regla
general ya que el hemisferio derecho puede llevar a cabo el procesamiento del
lenguaje en un pequefio porcentaje de las personas, ademas de que existen
individuos que no muestran dominancia de alguna de estas regiones cerebrales
(Szaflarski et al., 2002).

Tal vez el resultado mas interesante del trabajo sea el hecho de que la hipétesis inicial
del trabajo no haya sido constatada. Los pacientes con ELT mostraron una mayor
extensidon de activacion que los controles en las regiones encargadas de la MT verbal.
El resultado obtenido parece indicar que no hay diferencias significativas entre los
grupos, es decir, no hay regiones cerebrales que activen preferencialmente aquellos
participantes con la enfermedad. Este dato contrasta con los trabajos reportados por

Stretton (2012) y Vlooswijk (2011) en los cuales encontraron una menor actividad en
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pacientes con epilepsia al realizar tareas de memoria de trabajo espacial y verbal

respectivamente.

Los resultados en el porcentaje de cambio de la sefial BOLD indican una mayor
participacion de las areas cerebrales involucradas en la MT verbal de los participantes
con ELT. El tema de plasticidad cerebral inducida por las crisis epilépticas ha sido
poco estudiado al igual que su relacion con el deterioro en las capacidades cognitivas
de los pacientes.

Un dato interesante es la posibilidad de una reorganizacion funcional secundaria al
dafio crénico que ejercen las crisis per se. Eliassen (2008) encontrd diferencias entre
un grupo control y un grupo con pacientes epilépticos resistentes al tratamiento a los
cuales se les evalué mediante una tarea de reconocimiento de palabras, este Gltimo
grupo mostré una mayor activacion en respuesta a la tarea mencionada. Se sugirio
que las diferencias encontradas pudieran representar estrategias de compensacion
ejercidas por reorganizacién cortical como respuesta a un insulto crénico (en este
caso, las crisis epilépticas). Esta compensacion funcional permitiria un desempefio

adecuado de la tarea realizada.

Por otro lado, el desempefio mostrado en las tareas de memoria de trabajo dentro del
resonador concuerda con el trabajo de Vlooswijk (2011), donde encontré diferencias
entre el tiempo de reaccién en pacientes con epilepsia y controles realizando una
tarea de Sternberg, en tal estudio, los pacientes con epilepsia mostraron una mayor

latencia en la respuesta.

El hecho de no encontrar correlatos neurales directamente en el I6bulo temporal en el
cual tienen su origen las crisis puede ser explicado con base en la hipotesis de

desactivacion hipocampal al realizar tareas que involucran la memoria de trabajo.

Se han encontrado correlaciones positivas entre el nivel de carga de la memoria de
trabajo y la desactivacion progresiva del hipocampo mediante técnicas de fMRI (Astur
y Constable, 2004; Stretton et al., 2012; Cousijn et al., 2012).
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Una explicacion plausible acerca de la contribucion del lobulo temporal en los
procesos de memoria de trabajo a nivel frontal se ha documentado por medio del
trabajo de Campo (2013) que sugiere un dafio en la red temporo-frontal secundario a
la epilepsia, la cual induce cambios locales y remotos de la organizacién dinamica en

la red encargada de la memoria de trabajo verbal.

Fueron localizadas algunas correlaciones positivas que involucran el porcentaje de
cambio de la sefial BOLD en el grupo de pacientes utilizando las coordenadas de los
clusters de activacion de los controles; dicha variacion fue contrastada con la edad de
los pacientes al momento del estudio. Por otro lado, se hallaron correlaciones
negativas en las que intervienen el nimero de crisis por mes y la edad de inicio de las

crisis.

La evidencia que apoya los datos obtenidos es variada, por ejemplo, Bernasconi
(2004) encontro una reduccion en la sustancia gris correspondiente al giro del cingulo
en los participantes con ELT. Con respecto a éste hallazgo, hizo la referencia acerca
del conocimiento que se tiene de que las descargas que originan las crisis se

propagan principalmente a areas prefrontales y el cingulo.

En otro estudio, Bonilha (2007) reporta reduccién de sustancia gris en estructuras
frontales y limbicas entre las que se encuentra el giro del cingulo, ademéas de su
relacion con un bajo desempefio en tareas de memoria en aquellos participantes con
ELT.

Se ha postulado que el dafio neuronal al propagarse a diferentes areas termina por
afectar las fibras de sustancia blanca, una muestra de ello es un estudio de Wilde
(2011) realizado en pacientes con dafio cerebral por trauma, encontrando una
fraccién de anisotropia disminuida en la regién del cingulo, que se correlacionaba con

bajo desempefio en tareas de memoria de trabajo.

Con base en lo anterior, Stretton (2013) describiéo cambios en las regiones adyacentes
a la sustancia gris de aquellas areas pertenecientes a la red fronto-parietal de la MT,

donde fue posible identificar cambios en las regiones del cingulo y l6bulo parietal
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izquierdo en pacientes con ELT, dichos cambios podrian verse involucrados con el

desempeiio en tareas de memoria de trabajo.

Keller (2008, 2009) mostré la posibilidad de que la existencia de cambios en el
volumen de la corteza prefrontal, cingulada, temporal o parietal puedan estar
relacionados con la disfuncion de tipo ejecutiva en pacientes con ELT. Algunos de
estos cambios pueden ser evidentes en la falta de simetria volumétrica de algunas
regiones. Por ejemplo, reporté cambios volumétricos con relacion a la localizacion del
foco epileptdégeno, en el caso del giro del cingulo hallé reducciones ipsilaterales del

41% y contralaterales del 35%.

Con relacién a la participacion del giro supramarginal, Lee (2006), al evaluar a
pacientes con ELT candidatos a cirugia, describié mayor actividad en el giro temporal
medio y superior asi como en el giro supramarginal al realizar una tarea auditiva de

reconocimiento de palabras mediante magnetoencefalografia.

Winston (2013) refiere la importancia del fasciculo longitudinal superior el cual esta
directamente involucrado en la conexién de las cortezas frontales y parietales,
especificamente entre la corteza del giro frontal medial y dorsolateral y el giro
supramarginal del lI6bulo parietal inferior. Cualquier proceso que afecte la conexion
entre estas regiones tendra eco en los mecanismos que estan involucrados en la
memoria de trabajo y por consiguiente un menor desempefio al realizar tareas en las

gue participe la misma.

La evidencia anterior refleja el involucramiento de las regiones descritas en nuestras
correlaciones, que podrian sugerir que a mayor edad, aquellos pacientes con ELT
ponen en marcha mecanismos compensatorios cerebrales con la finalidad de ejecutar
tareas de memoria de trabajo con la misma eficiencia que aquellos que no padecen la
enfermedad; es probable que entre mayor tiempo de evolucion y menor control de la
enfermedad exista un dafio considerable de las estructuras involucradas, y por tanto,
dichos mecanismos de compensacion no sean suficientes para sostener las
demandas de la tarea o procesos de MT, sin embargo, se necesitan mas datos que

aporten mayor solidez y permitan verificar dichos hallazgos.
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8.1 Limitaciones

Durante el desarrollo de este trabajo podemos mencionar algunos aspectos que
explicarian los resultados obtenidos. En primer lugar, el tamafio de la muestra es un
detalle que en gran parte de las investigaciones suele determinar la presencia de
resultados ambiguos o no concluyentes. En lo que concierne a este trabajo, si bien el
tamafio de nuestra muestra no es nada despreciable, aumentando este nimero se
podrian conseguir resultados mas concretos y claros, sin embargo, la situacion
particular de trabajar con sujetos de caracteristicas especificas hace que la busqueda
de los mismos sea complicada aunado a la falta de contacto con personal de
diferentes instituciones de salud que proporcionan atencién a pacientes con epilepsia.

Por otro lado, la falta de datos acerca de la lateralidad de la epilepsia en los
participantes no nos permite hacer una descripcion precisa del fenbmeno de
activacion encontrado, ya que es posible que exista una diferencia de activacion de
acuerdo al hemisferio afectado; en el caso de aquellos pacientes con ELT izquierda
es probable encontrar una mayor afectaciébn en el proceso de retencién lo cual

pudiera reflejarse en la activacion funcional.
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. CONCLUSIONES

No se comprobo la hipétesis inicial, el porcentaje de cambio de la sefial BOLD
no se ve afectado por el tiempo de evolucion de la enfermedad. De igual forma,
tampoco es inversamente proporcional al nUmero de crisis que presentan los

pacientes.

Hay diferencias significativas en el desempefio de la tarea de Sternberg entre

ambos grupos de estudio.

Existe una red fronto-parietal que se encarga del proceso de la memoria de

trabajo.

Es posible que los pacientes con epilepsia del I6bulo temporal realicen
procesos de compensacion funcional secundarios al dafio crénico que ejercen
las crisis epilépticas con la finalidad de realizar tareas cognitivas que involucran

la memoria de trabajo.
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

pies e INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA

BT INSTITUTO DE
HEVRQRIDLDGIA

Descripcion de la actividad cortical asociada a la memoria de trabajo en pacientes con
epilepsia del l6bulo temporal: un estudio de resonancia magnética funcional

NOMBRE DEL ENTREVISTADO:.

No. secuencial
No. Registro URM

A. Patemo A Matemo Nombre (s)
ENTREVISTADOR:
FECHA DE ENTREVISTA: / !
Direccidn: Calle/Av. Mo. Ext. Mo.int.
Colonia: Estado:

Teléfono domicilio

Teléfono celular:

Teléfono familiar o contacto:

E-mail:

Escolaridad:

Ocupacion:

1.- ¢{Cual es el género del entrevistado?
10 Hombre 2 0 Mujer

2.- Fecha de nacimiento:

f__/

3.- éQue edad tiene el entrevistado?
Afios
4.- §UD nacio por?

1.- O Cesarea
2.-0 Parto

5.- Semanas de gestacion

1.-0>385DG
2.-0 <37 SDG
3.- O Mo sabe

6.- ¢Sufrio infecciones de importancia durante
los primeros 12 meses de vida?

1-0Osi
2-0OMo
3.- O Mo sabe

7.- éSufric de crisis convulsivas asociadas a
fiebre durante la infancia? [Crisis febriles)

1-0si
2-0ONo

8.- S5i es afirmativa la respuesta anterior
describa las caracteristicas de las mismas

9.- {Sufrio alglin traumatismo de importancia
en la cabeza (Traumatismo craneoencefilico)
o infecciones del sistema nervioso
(meningitis) ?

1.-0Os5i
2-0ONo

10.- Si es afirmativa la respuesta anterior
especifique la edad aproximada del evento

11.- iConoce alguien en su familia que
padezca algun tipo de trastorno psiquiatrico?

1.-05i Parentesco:
2-0ONo
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12 - i es afirmativa la respuesta anterior
especifique el tipo de trastorno

13.- ¢Sabe si en su familia existen mas
integrantes con epilepsia?

1-0O5si
2-0 Mo

14.- 5i es afirmativa la respuesta anterior
especifigue el tipo de epilepsia

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO -
INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA -

15.- Edad de inicio de las crisis
Afios
16.- Edad de diagndstico de epilepsia

Afos

17.- Tipo de epilepsia diagnosticada

Viadnonsesd
22.- { Con que frecuencia apraximada presenta
crisis?

1.- O Dias
2-0 Semanas
3.- 0 Meses
4.-0 Afos

23.- Predominio horario de las crisis
1.- O Mafiana

2.- 0 Tarde

3.- O Noche

24.-{Reconoce algun tipo de desencadenante
de las crisis?

1-058i
2-0ONo

éCualles)?

25.- Fecha de dltima crisis:

18.- {Qué tipo de crisis manifiesta Ud.?

1.- O Generalizadas (pase a la 19)
2.- O Parciales (pase a la 20)

19.- Tipo de crisis generalizada que presenta:

1.- O Ausencia

2.- 0 Cldnica

3.- O Tonica

4.- O Tonica-Clénica
5.- O Atdnica

&.- O Miocdlénica

20.- De las siguientes caracteristicas margue
aguellas que describan los sintomas
presentados durante la crisis:

1.- O Subjetiva especifica (aura)

2.- 00 Motora

3.- O Autondmica

4.- O Cognitiva

5.- O Sensorial

5.- O Secundariamente generalizada

21.- Duracion aproximada de las crisis

Minutos

26.- Caracteristicas de la crisis:

27.- Duracién aproximada de la crisis
minutos

29.- Tratamiento previo

6.- O Fenitoina

7.- 0 Levetiracetam

8.- OGabapentina
9.- O Acetazolamida

1.- O Carbamazepina
2.- O Lamotrigina

3.- O Oxcarbazepina
4.- O Valproato

5.- O Topiramato 10. O Otro

28.- Tratamiento actual

1- 0 Carbamazepina  6.- O Fenitoina

2.- 0 Lamotrigina 7.- O Levetiracetam
3.- O Oxcarbazepina 8.- OGabapentina
4.- 0 Valproato 9.- 00 Acetazolamida
5.~ O Topiramato 10. O Otro

29.- {Padece alguna de las siguientes
enfermedades?

3.- O Cardiovasculares
4.-0 Otra

1.- O Diabetes Mellitus
2.- O Hipertensidn

Observaciones:
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO X
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Informacion sobre el uso de resonancia magnética en el estudio del cerebro humano

Gracias por participar en este estudio. Por favor lea con cuidado la siguiente informacion
que le hara saber la naturaleza del estudio, sus objetivos, beneficios y riesgos, asi como la
manera en que se llevara a cabo.

El objetivo del proyecto de investigacion es entender como es y como funciona el cerebro y
como se ve afectado en presencia de enfermedades neurologicas. El estudio consiste en
adquirir imagenes de su cerebro a través de un aparato de resonancia magnética. Esta
técnica, a diferencia de la tomografia o los rayos X, no causa ningiin tipo de radiacion
ionizante, por lo que se considera que no produce dano al cuerpo, siempre y cuando se
cumplan con ciertos requisitos (que se revisan mas adelante). Una vez que el investigador o
el técnico se encuentren seguros de que no hay metal dentro o sobre su cuerpo (si es
necesario, se le pedira que vista una bata), entrara al cuarto donde se encuentra el
instrumento, dentro del cual podra recostarse y relajarse. La camilla se movera para colocar
su cabeza en el centro del instrumento, y en todo momento los responsables del proyecto se
aseguraran de que Usted se encuentre lo mas comodo(a) posible. El instrumento hara una
serie de ruidos similares a una alarma al momento de adquirir las imagenes; esto es
normal. Durante el estudio es importante no moverse, pues de lo contrario esto afectara la
calidad de las imagenes. En caso de presentarse una sesién de resonancia funcional, se le
presentaran estimulos audiovisuales a través de equipo compatible con el resonador. Todo
el estudio duraria entre 20 y 50 minutos. No se le inyectara ningtin tipo de medio de
contraste y no habra ninguna maniobra que le cause incomodidades. Aun asi, Usted puede
interrumpir el estudio en cualquier momento que lo desee sin ninguna repercusion. Aunque
la posibilidad es remota, la Unidad de Resonancia Magnética cuenta con el personal
calificado y equipo necesario para lidiar con cualquier urgencia médica en caso que se
presentara durante el estudio, sin ningan costo para Usted.

Para obtener las imagenes de resonancia magnética, es necesario contar con un gran campo
magnético que es producido por el instrumento, que se comporta como un gran iman. De tal
forma que cualquier objeto metalico puede moverse y causar danos si experimenta el campo
magneético potente, el cual solamente existe dentro del cuarto donde se encuentra el
resonador. Por seguridad, se le hara un cuestionario acerca de la presencia de protesis
metalicas, implantes, etc., v se le pedira que coloque todas sus pertenencias en un anaquel
cerrado con llave.

Todas las imagenes y datos que se recolecten durante el estudio se trataran con entera
confidencialidad, y solamente los investigadores involucrados en el proyecto podran tener
acceso. Nunca se asociara su nombre con sus imagenes o datos, y su privacidad sera
resguardada en todo momento.

El tipo de imagenes que se adquiriran estan orientadas a la investigacion, por lo que no
pueden utilizarse con fines diagnésticos, lo que limita el beneficio directo para Usted, pero
nos brindaran informacién que en un futuro podra ser 1itil para otros pacientes. Si a pesar
del tipo de imagenes que obtendremos existiera algin hallazgo no esperado en sus
imagenes, se le hara saber y se comentara el caso con un Neuroradiélogo en la misma
Unidad de Resonancia Magnética para que se dicte la conducta a seguir.

Nuevamente, agradecemos su participacion.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Manifiesto, bajo protesta de decir verdad, que he leido y entendido la explicacion sobre el
estudio de resonancia magnética al que voluntariamente me someteré. Asimismo, acepto
que mis datos clinicos e imagenologicos sean utilizados bajo confidencialidad, con fines de

docencia e investigacién.

Habiendo leido este documento, acepto las condiciones del estudio y eximo al personal
adscrito a la Unidad de Resonancia Magnética, y al Instituto de Neurobiologia de LA
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, de cualquier responsabilidad médica,
civil, penal, administrativa, laboral o de cualquier otra indole por la realizacion del estudio
al que me someteré en la UNIDAD DE RESONANCIA MAGNETICA:

Nombre del participante:

Firma:
TESTIGOS:
Nombre: Nombre:
Firma: Firma:
Parentesco: Parentesco:
Direccion: Direccion:
Fecha:

Dr. Héctor Manuel Barragin Campos
Director Médico
Unidad de Resonancia Magneética
Instituto de Neurobiologia, UNAM
Blvd. Juriquilla 3001, Querétaro. Qro. 76230
Tel: (442) 238 1078

Dr. Luis Concha Loyola
Investigador responsable del proyecto
Laboratorio C13
Instituto de Neurobiologia, UNAM
Blvd. Juriquilla 3001, Querétaro, Qro. 76230
Tel (442) 238-1053
lconcha@unam.mx
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Introduction:

Temporal Lobe Epilepsy (TLE) is the most common type of focal epilepsy and represents the largest group of epilepsy patients with medically
refractory selzures, often requiring surgery to remove the seizure focus. Due to the chronic nature of this form of eplepsy and its high resistance to
cument available drugs, patients with this condition are at risk to develop cognitive impairments, which leads to reduced quality of ife. It has been
known that TLE patients exhibit impairments of memory such as failures in long term consolidation, verbal evecation, verbal keaming, working memory
and spatial memory (Motamedi, et. al., 2010). Waorking memory, as assessed with an n-back fMRI paradigm, has been recently linked with dieruptions
in a fronto-parietal network related to white matter abnormalitses of the superor longit udinal Fasciculus and the cingulum (Winston, et. al., 2013). In
this study we investigate whether the cortical activity of such a network, assessed with fMRI, s modulated by disease progression and severiEy.

Methods:

Were evaluated 12 patients with clinical and newrophysiological diagnosis of TLE and 11 healthy controk. Structural and functional images were
obtained using a 3.0 Tesla MRI scanner (Philips Achieva TX). fMRL Images were acquired using the following parameters: TR/TE=2000/30 me, voxel
dimensionse2x2x2 mmd. During MRI scanning, subjects performed a working memory task known as Stemberg's task, which involves the phonological
loop of working memary (Baddeley, 2000). Briefly, subjects direct their visual attention to a screen displaying a series of numbers (2-6 digits) and are
asked to store these numbers in memory during a delay period (12-16 sac), following which they are asked ¥ a particular number had been present in
the previous series. Subjects were shown 12 stimuli blocks with different difficulty levels. Comect and incormect answers given by the participants
were registered through a response system compatible with MRI scanner. Functional data were analyzed using FEAT (part of FSL tools, FMRIB,
Oxford), and statistical maps of cortical activations during the retention phase were obtained (comected using random field theory, 2>2.3, cluster
p=0.05).

Results:

The accuracy of correct answers in the control group was 93.3% (SDw17.88%) and BB.8% (SDw8.40%) for the TLE patients; there was no
statistically significant difference between the two groups. While the behavioral data was not different between groups, their cortical activations, as
seen with fMRI, were strikingly different. The control group showed a clearly delineated fronto-parietal network, as well as activity of the temporal
lobes. Patients ako engaged these areas but did so more markedly than controls and, interestingly, patients also recruited several other regions that
controls did not (Figure 1). We performed a comrelation between cortical activity and number of seizures per month, as well as number of years since
diagnosis. We found a cluster located over both frontal lobes that indicates a positive comelation (Z maxw3.32; MNI coordinates [mm]: =4, 42,=4)
(figure 2).

Conclusions:

The data obtained suggest that in order to maintain adequate performance in a working memory task, TLE patients engage a larger cortical network
than healthy controls. Moreaver, a= dieeasa progresses, the frontal lobes increasa their activity during working mamory retention.

I8 A-maren Gt Are rhir b er 0 Pempnezer| = Tewcsdn | @ farckad] @ bndeesza @ Ml
(6 rr Rbatract Sarbmiesin o IR ST kas besn raraboei SEETIATA NS Y

sy i Byl franeees

Z0uh vl Rleling of che Quganization (er Human Bein Papping Slsbeol Subonissizn Jeoipl

Hambiing, rmmany
R H 15, g

Thignk vew fur sabenivtris an abeiraes e thie 2004 O 10M Snrival Meetre, Sbeoracs socepiance el wll besens we abstal sabinitens viasriglin Madh 2004,

submitker Infarmatizn

Tulsidstavla

imenas Walrrie =
UNAM - Institute ol Neuchisluey

Queretary

Rieien

L TR R T P 4 lenprzer = eeesns g it @ Rndessza . B lheier

A3 S04 U1 AbMTact Aoocptince SHTIALAME S pr

et A T de:

3ed45 Lortdcal otivity rolotad £Ioworking morory Ln Towparil Leb2 ERIlcpsy Citlontr.

cue Lhal prae ahsieas | bas hawn
Aped ] adth yean pester amwser o pantes
ross ool

reviae o 411 ik
Beoting tr dwaticg
r vploadlrg an E pes

1 ke v Eegras iwe bas tompTawd
nestee prsoerts g the 3314 THRE La
scazdan stard by ting, oaster Ruldzlines, one instricticns

1" =
fin cl...l:tl' il werslen 27 kiclr pa

On o e e, g ook esrepistee Fi by g T sl ake g s e and bt @ aeonge s, e vinil The 1M e aeie e )
" L i lee ez AFleraztlen. Thx Sarly Reglstratise ecodldac loe he Rocting 13 Farch 220 2314, Registor mod ans 52%2 on

registraticn

1 imowlinibTe o pewesnl wl Che el g, 12 anshee slbee it 1 beopewsen g o8 Thimeeling, plasss Smera hiseil b lhee. 15 g
enlerznes, Flzass metly the 0434 Excowtivs OFI1cz 33 S€3n 3 FOEEABIC St AN S@OLFOnDbrIirmaepdng. 08,

Ayl e o L abol r
FLStar COrneT b preszntsl ot kh

VgLl AL Tims e T S e st e et BAn e SRE g T sk

Encoraly,

Eriir valiss G
Phale, SR HE 5 Tenl 1= 0 Fragran Comall e

63



	Portada

	Índice
	1. Introducción

	2. Antecedentes

	3. Justificacón

	4. Hipótesis

	5. Objetivos

	6. Material y Métodos

	7. Resultados

	8. Conclusiones

	Referencias

	Anexos

