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RESUMEN

La epilepsia es una enfermedad neurologica generada por descargas neuronales anormales e
incontrolables de grupos de neuronas en el SNC. Afecta aproximadamente a 50 millones de personas a
nivel mundial, generando también serios problemas cognitivos y alteraciones del suefio. El suefio, es
definido como un estado fisioldgico reversible y complejo que se caracteriza por la diminucioén del
estado de alerta y se divide principalmente en dos etapas: sueio MOR (Movimientos Oculares
Rapidos) y suefio NO MOR (sin Movimientos Oculares Rapidos), que cursa por las fases N1, N2 y N3.
Para el estudio de la epilepsia, el modelo de pentilenetetrazol (PTZ) ha sido uno de los mas utilizados.
El PTZ es un antagonista para los receptores GABA,, que interacciona con el sitio de union a
pricotoxina y finalmente bloquea los canales de Cl’, generando las crisis. Dado que el Valproato es un
farmaco antiepiléptico que incrementa la sintesis de GABA e inhibe su degradacion, actualmente es
utilizado para el tratamiento de crisis generalizadas de tipo tonico-clonicas y de ausencia. El propdsito
de este trabajo, fue analizar si los patrones de la arquitectura del suefio en ratas resultan alterados por la
induccidon de crisis generalizadas por medio de PTZ y tratadas previamente con Valproato. Se
implantaron ratas macho adultas de la cepa Wistar. Se les registro electroencefalograficamente, primero
con un registro basal, durante 10 horas continuas, seguido de dos registros EEG en dias consecutivos;
el segundo dia de registro, después de administrar Valproato por via oral (60mg/kg) y 2 hrs después la
administracion del PTZ (50mg/kg) por via subcutanea. Durante el registro del tercer dia se analizaron
los patrones de suefio después de la manipulacion experimental del dia anterior. Se comprobd la
eficacia del Valproato como protector ante crisis tonico clonicas inducidas por PTZ al no alterar los
patrones de suefio de manera significativa durante el segundo dia de registro. Para el tercer dia de
registro, mejoro el tiempo total de suefio mostrando conductas y patrones de suefio normales, ademas
de que las latencias a suefio lento y MOR se acortaron, siendo significativamente mayores durante el
segundo dia, lo que demuestra que el Valproato es un buen protector para las crisis, mejora los patrones

de suefio y no ejerce ningun tipo de rebote compensatorio para las fases de suefio en la rata.

Palabras clave: Epilepsia, suefio, antiepilépticos, pentilenetetrazol, valproato.



1. INTRODUCCION

Actualmente, se conoce a la epilepsia como una alteracion en el SNC caracterizada por descargas
paroxisticas a nivel neuronal, lo cual desencadena en crisis que pueden variar de intensidad
dependiendo el foco epiléptico, generando o no alteracién de la conciencia. Las descargas pueden
producirse en diferentes partes del cerebro y pueden ir desde episodios muy breves de ausencia o de
contracciones musculares hasta convulsiones prolongadas y graves (OMS, 2015).

La palabra epilepsia es usada para referirnos a una clase de desérdenes convulsivos, definidos como
una condicion neurologica crénica caracterizada por ataques epilépticos recurrentes. Se puede originar
por diferentes factores que afecten al cerebro tales como heridas de la cabeza, traumatismos
craneoencefalicos, disminucion de la glucosa sanguinea, abuso en el uso de drogas o abstinencia del
alcohol (Suastegui, 2012).

Por otra parte, en los mamiferos, el suefio se ha definido como un estado de reposo conductual, en el
que hay una disminucion de la actividad motora, acompanado de una postura de inmovilidad o reposo,
con una disminucion en la capacidad para responder a estimulos externos y es distinguible de otros
estados en los que se altera la conciencia, como puede ser la anestesia o el coma, ya que es facilmente
reversible. (Kandel, 2001; Fuller et al., 2006).

Existe una relacion directa entre el suefio y la epilepsia, ya que el suefio tiene efectos directos en las
descargas epileptiformes y las crisis (asi como los agentes anticonvulsivantes) interfieren con los
patrones de suefio normal. El suefio puede modular fendmenos epilépticos, y las convulsiones
desorganizar la macro-y micro-arquitectura del suefio. Con la aparicion de la electroencefalografia se
comprobo cual era el efecto del suefio y de la privacion del mismo sobre las descargas epileptiformes
interictales y las crisis epilépticas, desde puntos de vista como el diagnostico diferencial de
los eventos paroxisticos que ocurren durante el suefio, el efecto de la epilepsia en el suefio y los
desordenes de suefo que se presentan en pacientes con epilepsia. Durante el suefo se produce actividad
epileptiforme en un tercio de los pacientes con epilepsia y hasta en un 90% en los pacientes con
epilepsias relacionadas con el despertar. Ademas el tratamiento de la epilepsia con anticonvulsivantes
puede afectar la arquitectura del suefio como en el caso del uso de las benzodiazepinas y los
barbituricos que pueden disminuir la latencia de suefio MOR, la carbamazepina, la cual reduce la
cantidad de suefio MOR vy la fenitoina, que puede incrementar las etapas 1 y 2 de suefio NoMOR y

disminuir la eficiencia de suefio (Nunes, 2010).


http://www.monografias.com/trabajos15/diagn-estrategico/diagn-estrategico.shtml
http://www.monografias.com/trabajos13/gaita/gaita.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/veref/veref.shtml

2. ANTECEDENTES

2.1. EPILEPSIA

2.1.1. Historia

A lo largo de la historia, la epilepsia se ha hecho de una reputacion extrafia y particular. Ha sido
concebida desde diferentes corrientes, siendo la mas antigua la de los antiguos médicos egipcios, los
cuales sefialaban al corazon, y no al cerebro, como el érgano més importante, siendo este el asiento de
la mente y el centro de las facultades intelectuales (Brailowsky, 1992).

La palabra epilepsia proviene del griego “émiAnyia” Epilambanein, que significa “Siendo presa de
fuerzas desde el exterior”. Desde el siglo X es utilizada la palabra epilepsia para las personas con este
trastorno neurolégico. (OMS, 2015).

Es sabido que desde la edad media se combatia a la epilepsia con una concepcidon supersticiosa,
mediante amuletos y ritos, aunque también de una manera magica y religiosa, por medio de la oracién
y el ayuno, vista como un castigo o atribuida a algun hechizo o posesion demoniaca (Brailowsky,
1999). En la ultima década ha habido un avance para tratar de combatir la enfermedad, esto con el
desarrollo de nuevos farmacos antiepilépticos que permitan controlar las crisis en la mayoria de los
pacientes y con ello mejorar su calidad de vida. A ello se afiaden los diversos tratamientos quirtirgicos
y la creacion de organizaciones como la Liga contra la Epilepsia, para lograr superar el gravoso
estigma de la enfermedad y mejorar la consideracion social del paciente (Garcia-Albea, 2007; OMS,

2015).

2.1.2. Concepto

La epilepsia es definida como una enfermedad neuroldgica, cronica, que se deriva de descargas
eléctricas anormales e incontrolables de un grupo de neuronas que aparecen en el sistema nervioso
central, lo que se conoce como crisis epilépticas (Akdogan y Yonguc, 2011). La Organizacion Mundial
de la Salud (2015) define a la epilepsia como una afeccion cronica de etiologia diversa, caracterizada
por crisis recurrentes debido a una descarga excesiva de neuronas cerebrales, con pérdida o no de la

conciencia, asociadas a diversas manifestaciones clinicas, que puede ocurrir a cualquier edad.



La epilepsia consiste basicamente en una manifestacion exagerada del funcionamiento del cerebro
como consecuencia de una descarga excesivamente desproporcionada y anormal de grupos de neuronas
de la corteza cerebral. Las crisis epilépticas, por su parte, pueden ser de muy diferente tipo y reflejan la
disfuncion de una region de la corteza cerebral. Dependiendo del area afectada las crisis se presentaran
con sintomas motores, sensoriales, autondémicos o psiquicos, asociados o no a alteracion de la
conciencia (Akdogan y Yonguc, 2011).

Estos sintomas y signos aparecen de forma brusca y tienen una duracion breve en el tiempo (en la
mayoria de los casos de segundos a pocos minutos), son transitorios y paroxisticos. Su frecuencia
también puede variar desde menos de una al afio hasta varias al dia. Cabe mencionar que una sola
convulsidon no significa epilepsia (hasta un 10% de la poblacion mundial sufre una convulsion a lo
largo de su vida), sino que la epilepsia se define por dos o mas convulsiones no provocadas (Garcia-
Albea, 2007; OMS, 2015).

Por su parte, Beghi et al., (2010), consideran que una persona padece epilepsia después de sufrir una
crisis convulsiva inica no provocada, y si ademas presenta algun factor de riesgo, como puede ser una
lesion isquémica en el estudio de neuroimagen o un electroencefalograma (EEG) patolégico.

A su vez, la OMS (2015), afiade en la definicion de epilepsia las consecuencias sociales, econdmicas y
cognitivas que llevan al paciente a no tener una plena calidad de vida, sobre todo por la pérdida de

productividad laboral que ocasiona.

2.1.3. Etiologia

La etiologia de la epilepsia es diversa, y actualmente se refieren al menos tres causas principales que
pueden estar asociadas a la aparicion de esta disfuncion cerebral (ILAE, 2015; Shorvon, 2011):

1. Genética: Se considera que una epilepsia es de origen genético cuando se ha descubierto el gen
causante o existe una transmision en la familia que es sugestiva de enfermedad genética.

2. Estructural o metabdlica: Se considera que una epilepsia es de causa estructural o metabolica
cuando estas lesiones estructurales, alteraciones metabdlicas o enfermedades se han asociado
con un aumento del riesgo de sufrir epilepsia (por ejemplo, lesion encefalomalacica en el 16bulo
frontal derecho secundaria a un traumatismo craneoencefalico).

3. Desconocida. Se deben considerar en este apartado todas las epilepsias cuya causa no se conoce.



Por su parte, la OMS (2015) define a la epilepsia con causas conocidas como secundaria o sintomatica.
Dichas causas pueden ser el dafio cerebral por lesiones prenatales o perinatales (por ejemplo, asfixia o
traumatismos durante el parto, bajo peso al nacer); malformaciones congénitas o alteraciones genéticas
con malformaciones cerebrales asociadas; un traumatismo craneoencefalico grave y los tumores
cerebrales. Sin embargo, la OMS sefiala que el tipo mas frecuente de epilepsia, que afecta a 6 de cada

10 personas, es la epilepsia idiopatica, es decir, la que no tiene una causa identificable.

2.1.4. Clasificacion

Actualmente se emplean mayormente dos tipos de clasificacion para los tipos de epilepsia. La primera,
que se refiere a la de los tipos de crisis epilépticas, y la segunda, sobre los sindromes epilépticos.

Un sindrome es un conjunto de signos y sintomas que se presentan juntos sin importar la causa que los
produzca, estan constituidos por distintos elementos como son el tipo de crisis, la edad en la que se
presentaron y las caracteristicas del electroencefalograma (EEG) (Brailowsky, 1999).

Como vimos anteriormente, las crisis epilépticas son descargas paroxisticas de un grupo de neuronas
que aparecen de manera repentina, de corta duracion (segundos) y pueden manifestarse clinicamente
con sintomas motores, psiquicos, autondémicos o sensoriales (Brailowsky, 1999; Tecuapetla y Meraz,
2011).

La epilepsia, puede variar seglin su clasificacion, y esta a su vez esta basada en la semiologia clinica de
las crisis. Segun la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, 2015), en su mads reciente
clasificacion, las crisis se clasifican en tres grandes grupos: generalizadas, focales y de causa

desconocida.

1. Generalizadas: Crisis originadas en una zona que presenta propagacion a través de circuitos
bilaterales que incluyen regiones corticales y subcorticales y no necesariamente deben incluir
todo el cortex.

e Tonico-clonicas: el paciente presenta pérdida stbita de la conciencia, cae al piso, puede
emitir sonidos o un grito, adquiere una posicion de extension de sus brazos y piernas,
con desviacion de los ojos hacia arriba o hacia un lado. Presentan contracciones ritmicas
de las extremidades de tiempo variable hasta que termina la crisis. Puede haber

relajacion de esfinteres (se orina), cambios de coloracion de la piel (azul, palida, etc.).



e Ausencias: mas frecuentes en nifios y adolescentes, con multiples eventos en el dia, de
muy corta duracion (menos de 1 minuto) que inician y terminan de forma subita y que
se pueden acompafiar de discretos movimientos de parpadeo, movimientos de manos o
sobresaltos.

e Clonicas: existe pérdida de la conciencia y presentan sacudidas de las extremidades.

e Tonicas: se caracterizan por pérdida del estado de conciencia, con mirada fija y pupilas
dilatadas, o con los ojos hacia arriba y mandibula rigida. Todo el cuerpo se encuentra
rigido.

e Atonicas: estas crisis son poco frecuentes y se asocian a formas graves de epilepsia
como el sindrome de Lennox Gastaut. Se caracterizan por pérdida stbita del tono
muscular, con caida al piso y recuperacion instantanea de la conciencia.

e Mioclonicas: son crisis muy breves, que pueden presentarse varias veces seguidas, mas

evidentes al despertar.

2. Focales: Crisis originadas en circuitos que se limitan a un hemisferio. Pueden originarse en
estructuras subcorticales. El inicio ictal siempre es el mismo, aunque pueden tener diferentes
patrones de propagacion.

3. Desconocidas: Evidencia insuficiente para caracterizarlas como focales, generalizadas o ambas.

Las crisis generalizadas se inician con una descarga de las neuronas cerebrales en ambos hemisferios al
mismo tiempo, de manera simétrica y sincronica. Las crisis focales se dan en un grupo de neuronas en
uno de los dos hemisferios cerebrales. Es importante recordar que un mismo paciente puede presentar
diversos tipos de que crisis, por lo que vale la pena recalcar en las caracteristicas de cada una de ellas.

Las crisis generalizadas tonico-clonicas o de grand mal resultan como convulsiones graves, con dos
caracteristicas en particular. Una parte clonica, definida por contracciones y breves espacios con
relajacion muscular o bien si existe una fase tonica o de contraccion sostenida de las extremidades
(crisis tonicas), las cuales se caracterizan por presentar espigas de gran amplitud y alto voltaje, mientras
que las crisis clonicas se caracterizan por presentar patrones de espiga-onda (Brailowsky, 1999; Bazil
et al., 2011). Por su parte las crisis generalizadas de petit mal o crisis de ausencia, se definen como un
episodio de disminucién del estado de conciencia que puede ser de intensidad variable, siendo mas
profundo en nifios y mas superficial en adultos. El diagnostico es clinico y electroencefalografico y

requiere de la observacion de un patron de descarga generalizada punta-onda a 3Hz (Bazil et al., 2011).
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Las ausencias pueden aparecer espontaineamente o desencadenarse en diferentes activaciones como
puede ser la hiperventilacion, estimulacion luminica intermitente, diferentes patrones visuales y
diferentes pensamientos. Su inicio y su fin son bruscos y pueden asociarse con fijacion de la mirada y
elevacion de los globos oculares (Falip y Codina, 2011).

El diagnostico de la epilepsia es fundamentalmente clinico, aunque la informacién que aporta la
neuroimagen y la electroencefalografia es indispensable para la confirmacion diagnoéstica y el buen
manejo del tratamiento farmacologico. La incidencia de la epilepsia es mayor en nifios que en adultos,
aparentemente debido a las diferencias que existen en la vulnerabilidad neuronal, la reorganizacién
celular y sinaptica, asi como los procesos regenerativos. Esta incidencia, radica mayormente durante
los primeros anos de vida y depende de variables tales como la edad de inicio de las crisis, asi como su

frecuencia y duracion (Tecuapetla y Meraz, 2011).

2.1.5. Neurotransmision en la epilepsia

A finales del siglo XIX se establecio el concepto de que las crisis epilépticas se debian a una descarga
ocasional, excesiva y repentina de las neuronas. Este fendmeno se conoce como “despolarizacion
paroxistica” (PDS, por sus siglas en inglés) y es el elemento celular basico de la descarga epiléptica.

El PDS, es un potencial excitatorio gigante y aparece como resultado de un desequilibrio entre los
mecanismos excitadores e inhibidores que regulan el funcionamiento de las neuronas y en especial de
las células piramidales. Es por esa razon que las areas del cerebro que contienen mayor nimero de
células piramidales son las mas propensas a la epileptogénesis (lugar donde se origina la crisis
epiléptica). Las puntas de los PDS dependen de mecanismos excitadores glutamatérgicos. A estos les
sigue un periodo de hiperpolarizacion debido a potenciales postsinapticos inhibidores GABAérgicos.

La propagacion de la descarga epiléptica en el cerebro se hace mediante el reclutamiento de circuitos
locales (intracorticales), siguiendo las vias anatomicas de conexidn intra e interhemisféricas, y las
proyecciones subcorticales. Independientemente de que las crisis epilépticas sean de origen genético o
no (llamadas también epilepsias adquiridas) tienen como sustrato comun la generacion de PDS. En la
epilepsia genética habitualmente no hay dafio anatomico estructural y las alteraciones epilépticas son
debidas a anormalidades en los canales i6nicos o en los receptores. En cambio, las epilepsias adquiridas
muestran cambios morfolégicos neuronales y gliales, que son el sustrato mismo de la descarga

epiléptica (Herrera-Peco et al., 2009; Sudstegui, 2012).



2.1.6. Canales ionicos y epilepsia

Los canales i6nicos son una clase heterogénea de complejos proteinicos los cuales son responsables de
la generacion y mediacion de las sefiales de membranas celulares excitables. Son denominados segun la
permeabilidad y selectividad para iones y segundos mensajeros. Los canales i6nicos dependientes de
voltaje son, por mencionar algunos, los canales de potasio, calcio y sodio. Los que se relacionan a
ligandos extracelulares son el de sodio ligado a receptor nicotinico, el de calcio ligado al receptor
glutamérgico N-metil-D-aspartico (NMDA) o el de cloro relacionado al receptor del acido gama
aminobutirico A (GABA,) entre otros (De Cabo et al., 2006; Herrera-Peco et al., 2009).

Los PDS se inician con una despolarizacion de la neurona que corresponde con una salva de
potenciales de accion de alta frecuencia, acompanados de una despolarizacion mantenida, y que suelen
ir seguidos de una hiperpolarizacion de la neurona (Herrera-Peco et al., 2009).

El inicio de la descarga se atribuye a la activacion de canales de sodio asociados a receptores
glutamérgicos de acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA), el cual permite
una rapida entrada de sodio que despolariza la membrana. La prolongacion de la descarga y la
despolarizacion mantenida se atribuyen a corrientes sinapticas mediadas por la estimulacion de
receptores glutamérgicos NMDA, que provocan, ademés de la entrada rdpida de sodio, una entrada de
calcio lenta, asi como corrientes de calcio dependientes de voltaje. La hiperpolarizacion que sigue a
esta despolarizacion sostenida se debe a corrientes sinapticas ocasionadas por la reaccion inhibidora
gabaérgica. Esta hiperpolarizacion tiene un componente rapido por activacion de canales de cloro de
receptores GABA,A y un componente lento debido a activacion de canales de potasio asociados a
receptores GABAg, asi como a corrientes de potasio dependientes de voltaje que, en condiciones
normales, limitan la extension de la descarga (Armijo et al., 2000).

Cabe mencionar que una alteracion en la transmision sindptica inhibitoria GABAérgica o en la
excitatoria glutamatérgica puede jugar un papel importante en el desencadenamiento de alguna forma
de epilepsia por ser los neurotransmisores inhibidor y excitador (respectivamente) con mayor
concentracion en el SNC. En determinadas circunstancias, estas descargas se propagan y producen la
supresion brusca de la conciencia o los sentidos y dan lugar a variadas manifestaciones motoras,

sensoriales o conductuales (Cuellar et al., 2003; De Cabo et al., 2006).



Debido a la alta prevalencia de la enfermedad, el uso de modelos animales para el estudio de la
epilepsia empleando ratas, permite al investigador entender los mecanismos que generan las crisis
epilépticas, los que las detienen, los procesos de epileptogénesis, asi como la identificacion de posibles
terapias farmacoldgicas; sin embargo, cada uno de estos abordajes experimentales presentan
peculiaridades y también limitantes que deben ser consideradas. Dichos modelos se clasifican en base
al tiempo que toma generar las crisis epilépticas, al agente causante de la actividad epiléptica e incluso

dependiendo del tipo de crisis epiléptica generada (Tecuapetla y Meraz, 2011).

3. MODELOS EXPERIMENTALES EN EPILEPSIA

La utilizacién de modelos animales para la investigacion en el area de las neurociencias ha contribuido
historicamente de manera fundamental en la comprension de procesos patoldgicos y su tratamiento.

Gran parte del conocimiento acerca de los mecanismos fisiopatoldgicos relacionados con la epilepsia se
han obtenido por medio de la experimentacion en modelos animales, los cuales, ademas han sido utiles
para probar la eficacia de farmacos antiepilépticos (Ferndndez-Guardiola et al., 1992; Akdogan y
Yonguc, 2011). Estos modelos cuentan con determinadas caracteristicas que tienen el proposito de
determinar qué tipo de modelo podemos o debemos elegir para tratar con cada uno de los diferentes
tipos de epilepsia (Akdogan y Yonguc 2011). Dicho lo anterior, los modelos experimentales en

epilepsia pueden tener tres propdsitos especificos:

1. El desarrollo de nuevos farmacos.
2. Explorar los diferentes mecanismos involucrados en la generacion de las crisis.
3. Determinar las caracteristicas de los modelos bésicos para el desarrollo de nuevos modelos.

Asi mismo, un modelo ideal, debe contar con las siguientes caracteristicas: las convulsiones deben ser
como las crisis recurrentes espontaneas, deben ser similares a las convulsiones en humanos, el patron
del EEG presente en las crisis debe ser similar al tipo de epilepsia, la frecuencia de las convulsiones
deben ser suficientes para probar los efectos agudos y cronicos de las drogas (Akdogan y Yonguc,

2011).



3.1.  Modelos en epilepsia para crisis generalizadas tonico-clonicas

3.1.1. Acido kainico

El acido kainico (AK) es un anéalogo del glutamato y agonista potente del receptor AMPA / kainato. La
administracién sistémica e intracerebral de AK induce inicialmente un patron caracterizado de la
actividad convulsiva que dura horas, seguido de una latencia en las crisis de semanas.

La inyeccion de AK provoca por un edema cerebral citotdxico, caracterizado por una inflamacion
masiva en las astrocitos perineuronales y perivasculares, lo que resulta en necrosis de la region afectada
(Akdogan y Yonguc, 2011).

EL giro dentado es una de las areas que se ve mayormente afectada en ratas, ya que al ser tratadas con
antiepilépticos, los resultados son similares a los de los reportados para epilepsia del 16bulo temporal en

el humano (Cody et al., 2009).

3.1.2. “Kindling”

El Kindling es un fenomeno por el cual se repite estimulacion eléctrica en diversas partes del cerebro,
para asi tener una mayor excitabilidad eléctrica sobre el mismo. También puede ser entendido como
una sensibilizacion de un grupo de neuronas sobre las cuales, repetidas sefales eléctricas pueden operar
a mediano y largo plazo de forma acumulativa y disparar una convulsion (Cody et al., 2009). Este
modelo se ha convertido en uno de los mas usados para modelar los cambios plasticos de largo plazo en
la excitabilidad del cerebro, asi como para participar en la evaluacion de la memoria y el aprendizaje.

Se inicia generalmente por estimulacion eléctrica de la amigdala. Después de unos dias de la
estimulacion, una serie de descargas se convierten en crisis recurrentes, y se hacen cada vez mas
complejas. Este modelo animal es probablemente el mas usado y el mas util para crisis generalizadas,
siendo también el mas frecuente para el estudio de los farmacos antiepilépticos (Akdogan y Yonguc,
2011). Por lo regular, las convulsiones en este modelo, se caracteriza por una serie de movimientos
clonicos de la cara y de las extremidades, asi como de un aturdimiento; se puede observar la extension
y flexion de las extremidades en el animal, siendo esta la fase tonica, seguida de una agitacion, la fase

clonica (Cody et al., 2009; Akdogan y Yonguc, 2011).
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3.1.3. Pentilenetetrazol

El pentilenetetrazol (PTZ) es un farmaco analéptico y estimulante potente del SNC. En dosis elevadas
provoca convulsiones generalizadas clinicamente parecidas a las que presentan los humanos y puede
ser administrado por via intramuscular e intravenosa para estimular la actividad cardiovascular,
respiratoria y cerebral. En sus origenes fue empleado para tratar las sobredosis de barbitdricos.
También se lo solia emplear en las terapias convulsivas para tratar las esquizofrenias. El aspecto fisico
es el de una sustancia cristalina blanca, soluble en agua, de sabor amargo.

En la actualidad es uno de los farmacos mas utilizados en los modelos experimentales en animales para

epilepsia debido a sus efectos clinicos muy parecidos a los de la epilepsia en humanos y por su bajo

costo (Cody et al., 2009).

4. MODELO DE PENTILENETETRAZOL

El pentilenetetrazol (metrazol o B-ciclopentametilentetrazol) se utiliza como agente convulsivante
desde 1926. Es uno de los productos quimicos mas utilizados, también conocido como Metrazol o
Cardiazol, con acciones convulsivas en ratas, gatos y primates. Inicialmente, el PTZ, produce sacudidas
mioclonicas que pueden llegar a ser sostenidas (Cody et al., 2009).

Es un antagonista no competitivo de los receptores GABA. Se ha descrito que el PTZ ejerce un efecto
inespecifico sobre el cerebro. Sin embargo hay datos en la literatura que sugieren la induccion de crisis
actuando sobre la neocorteza. La mayoria de las evidencias indican que el PTZ interacciona con el sitio
de unidn a picrotoxina en el receptor GABA bloqueando el canal de CI” (Pitkénen et al., 2006). (Fig.
1). Aunque el efecto del PTZ en el cerebro es inespecifico, se sugiere que la expresion de las crisis
inducidas por este fArmaco este mediada por estructuras cerebrales como la neocorteza mientras que la
extension tonica se modula en regiones del diencéfalo y el tallo cerebral, incluyendo la formacién
reticular, el bulbo raquideo y la substancia gris central (Ramos-Morales et al., 2012; Pereno y

Beltramio, 2010).
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GABA

Fig. 1. Modelo propuesto del sitio de unién de PTZ en el receptor GABA 4 (Modificado de Ramos-Morales et al.,
2012).

4.1.  Dosis y aplicacion

El modelo de induccion quimica de convulsiones por PTZ es til para evaluar las convulsiones toénico-
clonicas, ya que son muy similares a las que se presentan en humanos y es utilizado en la evaluacion de
la actividad anticonvulsivante de nuevas moléculas debido a que se busca que dichos compuestos
funcionen como antagonistas al PTZ (Pereno y Beltramio, 2010). La aplicacion sistémica de dosis bajas
de PTZ (20 mg/kg), producen crisis de ausencia, mientras que dosis mayores a 50 mg/kg producen
crisis convulsivas del tipo tonico-clonicas generalizadas. La administracion sistémica de dosis altas de
PTZ produce un patron tipico convulsivo en ratas. Existen diversos reportes en donde las crisis
convulsivas inducidas por PTZ son generadas por la administracion cronica de dosis que van desde los
25 a 40 mg/kg o bien, mediante la administracion de una dosis Unica de 70 a 120 mg/kg (Watanabe et

al., 2013).

4.2.  Caracteristicas clinicas y conductuales presentadas después de la administracion de PTZ

El patron conductual consiste inicialmente en movimientos faciales, pilo-ereccion y cola erguida,

seguida de espasmos musculares provenientes de la musculatura del cuello y tronco que se propagan a

las extremidades (mioclonus).

12



Posteriormente el animal pierde la postura y se desencadena la fase clonica que se caracteristica por
una serie de movimientos involuntarios bruscos seguidos de la crisis tonica que es una hiperextension
de las extremidades (Watanabe et al., 2013).

Por su bajo costo y facil manejo, el empleo del modelo PTZ ha sido ampliamente usado en la
investigacion clinica y desarrollo de nuevos farmacos anticonvulsivantes. La principal limitacion de
este modelo es que no es utilizado para diferenciar la eficacia de los firmacos en crisis generalizadas y
de ausencia cuando se toma como punto final las crisis tonicas (Watanabe et al., 2013).

Las crisis inducidas pueden ser evaluadas de manera conductual mediante escalas, siendo una de las
mas usadas la escala de Racine, la cual distingue principalmente 5 fases como grado de intensidad para

las convulsiones en rata.

5. ESCALA RACINE

La evaluacion de la intensidad de las crisis convulsivas inducidas bajo modelos experimentales se
divide en cinco fases, definidas por Racine (1972), que abarcan desde movimientos oculares, hasta una
crisis generalizada. Las fases 1 y 2 estan relacionadas principalmente con la actividad facial y oral,
incluyendo cierre y guifio de ojos, seguido de babeo. Como en una crisis focal, la actividad incrementa
durante las estimulaciones y afecta otras estructuras en el hipocampo. Por su parte, en la fase 3 aparece
el clonus, o sacudidas de las patas delanteras. En la fase 4 las crisis se hacen més generalizadas y se
incrementa el clonus y la rata se levanta en dos patas. Por ultimo en la fase 5 el animal se levanta en
dos patas, seguidos de una caida. Las crisis son clonicas y tonico-clonicas involucrando las cuatro
extremidades (Racine, 1972).

En la mayoria de los modelos experimentales quimicos en epilepsia, la rata se estimula hasta que
alcanza la fase 5 de crisis convulsivas. Estos modelos tienen varias ventajas para la estimulacion, ya
que permite la observacion del desarrollo de la epileptogénesis cronica, el monitoreo del patréon de
propagacion de las crisis y la generalizacion de la misma y permite manipular facilmente los periodos
interictal, ictal y posictal (Liittjohann et al., 2009).

Entre las desventajas se encuentra la labor intensiva que representan los experimentos quimicos, dado
que requieren estimulacion espaciadas en tiempo, ademas, las crisis espontaneas no surgen a menos que

se apliquen estimulaciones multiples (Statler et al., 2009; Liittjohann et al., 2009).
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6. FARMACOS ANTIEPILEPTICOS

Uno de los objetivos de los modelos experimentales de epilepsia en animales, es que contribuyen con el
desarrollo de nuevos farmacos antiepilépticos. Estas investigaciones, han sido exitosas ya que la
mayoria de los farmacos obtenidos con estos modelos han resultado eficaces. Por otro lado, existe otro
punto importante de recalcar, y es que en la mayoria de los modelos para generar crisis, los
medicamentos que se utilizan durante la investigacion se prueban después la administracion de una sola
dosis y el efecto del farmaco es determinado a partir de un periodo de tiempo fijo (por ejemplo, 30 min)
hasta la siguiente administracion del farmaco. Sin embargo, el tratamiento de los pacientes con
epilepsia radica en la administracion crénica de anticonvulsivantes, lo que puede cambiar la eficacia
del farmaco (Ldscher, 2011).

Es por eso que aunado a los farmacos antiepilépticos clasicos como el valproato, la carbamazepina, la
fenitoina y el clonazepam, en las ultimas décadas, entre 1990 y 2011 se aprobaron quince nuevos
farmacos antiepilépticos (FAE): eslicarbazepina acetato, felbamato, gabapentina, lacosamida,
lamotrigina, levetiracetam, la oxcarbazepina, pregabalina, retigabina, rufinamida, estiripentol,
tiagabina, topiramato, vigabatrina y zonisamida. Estos medicamentos antiepilépticos (excepto el
felbamato) ofrecen ventajas considerables en términos de farmacocinética, ya que mejora la tolerancia
al medicamento (Loscher, 2011). Sin embargo, a pesar de la disponibilidad de los FAE antiguos y
nuevos, el 30% de los pacientes con epilepsia aun no son libres de crisis y por lo tanto, hay una
necesidad sustancial a desarrollar nuevos antiepilépticos mas eficaces y que controlen por completo las
crisis (Bialer, 2012).

Los FAE se pueden dividir en dos categorias: a) los de estructuras quimicas completamente nuevas, y
b) los derivados de los antiepilépticos existentes que pueden ser considerados como de segunda
generacion o compuestos de seguimiento de los FAE establecidos, tales como: eslicarbazepina acetato
(un derivado de la oxcarbazepina.). Mientras tanto, los nuevos FAE con una nueva estructura quimica
se desarrollaron empiricamente y su proposito era ampliar la actividad del SNC o mejorar la eficacia,

seguridad y / o tolerabilidad (Bialer, 2012).
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6.1.  Valproato

Los origenes del valproato se ubican alrededor de 1881, cuando Burton lo sintetiz6 por primera vez. En
ese entonces no se conocia su efectividad como antiepiléptico y solo se empleaba como solvente
organico. Desde hace mas de 40 afios comenzo a utilizarse como tratamiento de la epilepsia y en la
actualidad se usa en mas de 100 paises. Desde su introduccion se establecid como uno de los mejores
antiepilépticos de amplio espectro para los diferentes tipos de epilepsia (Suastegui, 2012).

El valproato es un antiepiléptico clasico de la segunda generacion y se caracteriza por poseer un amplio
espectro de actividad frente a las convulsiones tanto generalizadas como parciales. Sus efectos contra
las crisis de ausencia, mioclonicas y ténico-clonicas generalizadas fueron reconocidos en 1970,
constituyendo uno de los grandes avances de la historia reciente en la terapéutica antiepiléptica.

(Bennett et al., 2000; Gerstner et al., 2008).

6.1.1. Mecanismo de accion

MacDonald y Bergey (1979) (Chateauvieux et al., 2010) fueron los primeros en describir el efecto
postsinaptico del valproato el cual, potenciaba neuronalmente la respuesta del acido gamma-
aminobutirico (GABA), siendo esto descartado posteriormente. También se sugirid6 que el valproato
atenuaba al receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA). Hoy se sabe que el valproato incrementa la
sintesis y liberacion de GABA potenciando la transmision GABAérgica en zonas neuronales
especificas. Ademas de activar los receptores de NMDA, atentia la excitabilidad neuronal (Pascual-
Gomez, 2009). Otro efecto del valproato en el SNC es a nivel del potencial de excitabilidad de las
membranas ya que bloquea los canales de sodio. Existe poca informacion acerca de su accion en la

modulacion de la transmision de dopamina y serotonina (Chateauvieux et al., 2010).

6.1.2. Farmacocinética

La administracion del valproato por via oral permite la disociacion de la misma en el tracto digestivo,
con la consecuente liberacion de 4cido valproico en el estobmago. El pico de concentracion plasmatico

ocurre a las 2-3 horas (jarabe, cépsulas y tabletas), a las 3-5 horas (tabletas con capa entérica) y a las 5-

10 horas (preparacion de liberacion prolongada) (Chateauvieux et al., 2010).

15



Cuando se utiliza valproato via oral en conjunto con los alimentos se retrasa la absorcion en horas. Una
vez en el plasma, el valproato se una a proteinas, especialmente a la albumina en mas de 90%. Existen
estudios acerca de la cinética del valproato en la barrera hematoencefalica, lo cual indica que es
hidrofilico y pasa facilmente a través de esta, por difusion pasiva y por medio de transportadores
facilitados. La entrada al cerebro se realiza mediante el intercambio anidnico en el endotelio capilar
(Gerstner, 2008) y su vida media es de 9 a 18 horas, aunque se puede reducir de 5-12 horas en
pacientes con ingesta de otros medicamentos inductores (Chateauvieux et al., 2010). Finalmente, la
eliminacion ocurre de forma lenta en recién nacidos y es mas acelerada en los nifios en comparacion

con los adultos, y solo una pequena porcidon se excreta sin cambios por la orina (Sudstegui, 2012).

6.1.3. Farmacodinamia. Indicacién terapéutica y dosis

El valproato estd indicado como monoterapia y terapia adyuvante en el tratamiento de pacientes con
convulsiones parciales complejas y crisis generalizadas que se presentan ya sea de forma aislada o en
asociacion con otro tipo de crisis convulsivas. También estd indicado como terapia unica y adyuvante
en el tratamiento de crisis de ausencia simples y complejas (Chateauvieux et al., 2010).

El valproato no se ha estudiado de forma sistematica como terapia inicial, por lo que los pacientes
deberan iniciar la terapia en un rango de 10 a 15 mg/kg diarios. La dosificacion deberd incrementarse
de 5 a 10mg/kg semanales para lograr una dptima respuesta clinica. Normalmente, la respuesta clinica
Optima se logra con dosis diarias inferiores de 60 mg/kg. Si no se ha logrado una respuesta clinica
satisfactoria, se deberan medir los niveles plasmaticos para determinar si se encuentran o no dentro del
rango terapéutico generalmente aceptado (50 a 100 mcg/mL). De igual forma, no se pueden hacer
recomendaciones relacionadas con la seguridad de valproato al utilizarse en dosis superiores de 60

mg/kg diarios (Gerstner, 2008).

6.1.4. Efectos adversos

En caso de que la monoterapia con valproato no sea suficiente, se recomienda agregar un segundo FAE
en base a una politerapia racional, asociandolo con: lamotrigina, topiramato, levetiracetam,
carbamazepina e incluso con oxcarbazepina. Hay que evitar la interaccion desfavorable
farmacodindmica entre el valproato y los barbitiricos, ya que su asociaciéon puede condicionar

somnolencia excesiva (Marson et al., 2007).
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En general es un medicamento bien tolerado, la mayoria de sus efectos adversos son de leve a
moderada intensidad y es raro que genere reacciones de hipersensibilidad (Marson et al., 2007;
Gerstner, 2008). Existen algunos estudios que lo sobreponen a otros tipos de FAE, por su menor tasa de
efectos adversos neuroldgicos y dermatologicos. Entre las desventajas se encuentra su poder
teratogénico y hepatotoxicidad. Esta tltima es mas frecuente en los nifios menores de tres afios en
politerapia, en general con retraso mental y otros trastornos metabolicos coexistentes (Marson et al.,
2007). Sus efectos colaterales mas comunes son el temblor, aumento de peso y pérdida de cabello.
Puede provocar hiperinsulinismo, lo que conduce a aumento del apetito y ganancia de peso (Pascual-
Gomez, 2009).

Sin embargo, cabe destacar que debido a que el presente trabajo fue realizado utilizando el valproato en
un modelo animal en ratas, es importante describir las caracteristicas de los principales efectos que
produce éste fairmaco sobre su organismo y asi saberlos identificar de manera independiente al efecto

convulsivante del PTZ.

6.1.5. Uso del valproato en modelos animales

La potencia antiepiléptica del valproato sobre las crisis convulsivas provocadas por Kindling y PTZ en
ratas y ratones se encuentra dentro del rango de efectividad clinica respecto de otros antiepilépticos. Se
sabe que a dosis de 100 a 200 mg/kg administradas por via i.p. el valproato aumenta el numero de
respuestas condicionadas de evitacion, indicando que las ratas adquieren un estado de pasividad
evitando estimulos aversivos. Otra investigacion no pudo demostrar actividad tranquilizante en ratas,
ratones y peces ya que a una dosis de 500 mg/kg i.p. el valproato inhibid las respuestas condicionadas
(Shenoy et al., 1982; Venegas et al., 2008). Por otro lado, al estudiar los efectos del valproato sobre el
funcionamiento neuroldgico en ratas, la administracion de 400 mg/kg por via i.p. interfirid con la
coordinacion de los miembros posteriores en la ejecucion de actividades motoras aprendidas, como el
acicalarse o caminar (Venegas et al., 2008). El valproato no afecta, o lo hace en forma minima, al
sistema nervioso autonomo (SNA). La respiracion y la temperatura corporal no se ven marcadamente
afectadas. El valproato no ejerce efectos significativos cardiovasculares, renales o sobre el musculo
liso, ni tampoco posee actividad antiinflamatoria, analgésica o antihistaminica. También se ha
determinado la toxicidad aguda del valproato en ratones, hamster, ratas, cobayos, conejos, gatos y

perros (Shenoy et al., 1982).
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La dosis letal (DL50) oral parece ser similar en los animales adultos de todas las especies estudiadas y
normalmente oscilé entre los 1000 y 2000 mg/kg. Se realizaron estudios de toxicidad subaguda oral de
1 y 3 meses de duracion en ratas y de 3 meses de duracion en perros. En todos ellos, los efectos toxicos
asociados con la dosis incluyeron depresion del SNC, menor consumo de alimentos, crecimiento
disminuido y muertes. Los cambios patoldgicos observados en todos los estudios fueron atrofia
testicular y deplecion de linfocitos del tejido linfoide a dosis mayores a 400 mg/kg en ratas. También
presentaron leucopenia y pesos timicos disminuidos dosis-dependientes. La dosis "sin efecto toxico"
del Valproato en ambos estudios fue de 270 mg/kg/dia (Shenoy et al., 1982). Se llevaron a cabo
estudios de toxicidad cronica de 6 y 18 meses de duracion en ratas. En los estudios a 6 meses, no se
observaron signos de toxicidad con dosis de hasta 393 mg/kg/dia por via oral en machos y de hasta 480
mg/kg/dia en hembras. Los tnicos signos de toxicidad observados en el estudio de 18 meses fueron
disminucion en el crecimiento y en el consumo de alimentos de aproximadamente 10 a 15% en los
machos que recibieron 357 mg/kg/dia y en las hembras que recibieron 460 mg/kg/dia. La dosis "sin
efecto toxico" del valproato en los estudios de 18 meses fue de 175 mg/kg/dia en machos y de 234
mg/kg/dia en hembras (Shenoy et al., 1982). En los estudios de irritacion gastrointestinal aguda en
ratas, las dosis de 651 a 1000 mg/kg/dia de valproato sin diluir, administrado por gavage, produjo
ulceracion. Dosis de 403 y 750 mg/kg de una solucion acuosa de valproato no fueron ulcerdgenas

(Shenoy et al., 1982; Venegas et al., 2008).

La importancia de los modelos experimentales en epilepsia radica principalmente en su aporte para
conocer la fisiopatologia de las crisis y lograr identificar posibles fairmacos antiepilépticos, pero
también cabe destacar el impacto que tienen las convulsiones sobre los patrones de suefo tanto en el
humano con en animales y como es que ayudan los modelos animales a poder identificar como se
alteran dichos patrones. A continuacion se describiran las caracteristicas del ciclo vigilia-suefo en el

humano, para posteriormente describir las caracteristicas de los estados de vigilancia en la rata.

7. CICLO VIGILIA-SUENO EN HUMANOS
El suefio, es un estado fisioldgico complejo y ciclico que ocupa un equivalente a un tercio de la

duracion de la vida humana. Aunque por lo general es visto como una condicidon pasiva, el suefio es en

realidad un proceso altamente dindmico y activo (Kotagal y Yardi, 2008).
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Desde que Aserinsky y Kleitmann (1953), reconocieron los movimientos oculares rapidos durante el
suefio, este se ha dividido en dos fases distintas: suefio sin movimientos oculares rapidos (NMOR) y
con movimientos oculares rapidos (MOR) (Kotagal y Yardi, 2008).

Al igual que el ciclo vigilia-suefio, las fases de sueno NMOR y MOR también oscilan ciclicamente con
periodicidad ultradiana (inferior a las 24 horas). En adultos humanos jovenes, el 75% de la noche se
compone de suefio NMOR y un 25% de suefio MOR. Con la edad se modifican los patrones de suefio:
disminuye marcadamente el suefio de ondas lentas (N3), aumentan los despertares nocturnos y las
siestas diurnas, y se instaura un patron de fase de suefio avanzada (Dinner, 2002; Fuller et al., 2006).
De igual forma, el ciclo vigilia-suefio esta controlado y regulado por sefiales tanto ambientales como
endogenas, lo cual puede desencadenar cambios fisioldgicos y metabolicos que generan distintos
comportamientos eléctricos que caracterizan a las diferentes etapas que conforman el ciclo. La vigilia y
el sueno oscilan de forma ciclica cada 24 horas aproximadamente (ritmo circadiano).

Los sistemas neuronales que controlan la alternancia ciclica de la vigilia y el suefio estan contenidos en
la formacion reticular del tronco del encéfalo (TE), hipotalamo y cerebro basal, con nucleos de relevo
en el tdlamo y con la corteza como organo diana (Dinner, 2002; Fuller et al., 2006).

A continuacioén se describirdn brevemente las caracteristicas conductuales, electroencefalograficas y

neurofisiologicas de las fases de vigilia, sueno NoMOR y suefio MOR.

7.1. Vigilia

La vigilia se caracteriza de manera conductual por la interaccién constante de los animales con el
medio, la presencia de movimientos musculares, una elevada respuesta a los estimulos sensoriales, 0jos
abiertos con movimientos oculares de forma activa y alta actividad fisiologica: el rango metabolico, la
frecuencia cardiaca, la presion sanguinea y la frecuencia respiratoria (Alvarado, 1997).

Durante la etapa calificada como vigilia pasiva, el individuo se encuentra en un nivel intermedio de
alerta, a partir del cual puede oscilar hacia un estado de vigilia activa y alcanzar niveles maximos de
alerta o puede pasar a la somnolencia, adentrandose al suefio profundo conforme transcurre el tiempo
(Hobson, 1999). La actividad cerebral durante la vigilia en humanos se caracteriza por presentar ritmo
alfa (ondas con una frecuencia de 8 -13 HZ) entremezclado con ondas beta de baja amplitud y de

frecuencia irregular (14 a 35 Hz) (Ayala-Guerrero et al., 2014).
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En la regulacion de la vigilia participa la formacion reticular que ocupa el nucleo central del tronco del
encéfalo, recibe axones colaterales de las vias ascendentes sensoriales. Estas aferencias son las que
normalmente producen arousal (Carlson, 2001).

La vigilia es mantenida por el sistema de alerta o arousal, que tiene su origen en distintos nucleos de la
formacion reticular: locus coeruleus (LC), que contiene neuronas noradrenérgicas; nucleo
pedunculopontino (NPP) y tegmento pontino laterodorsal (TPLD), que contienen sobre todo neuronas
colinérgicas; y nucleos del rafe (NR), que contienen neuronas serotoninérgicas. Estos nucleos
mantienen una actividad tonica en vigilia, reforzada por las aferencias sensitivas. Este sistema tiene dos

circuitos (Garcia y Corona, 2008) (Fig. 2):

» Uno de los circuitos se origina en los nucleos colinérgicos (NPP y TPLD) y se dirige hacia
distintos nucleos taldmicos inespecificos, de donde parte el sistema de proyeccion difusa

talamocortical, que transmite toda la informacion sensorial hacia la corteza.

» El otro se origina en los nucleos catecolaminérgicos (LC) y serotoninérgicos (NR), contintia por
la sustancia gris periacueductal (SGPA) y atraviesa el hipotdlamo lateral (Garcia y Corona,
2008). En este punto se unen también proyecciones histaminérgicas procedentes del hipotdlamo
posterior (nucleos tuberomamilares) y las propias proyecciones que se originan en las neuronas
orexinérgicas del hipotalamo lateral, para con el circuito anterior, proyectar hacia la corteza de

la totalidad de los hemisferios cerebrales.

NPVL R \
GABA NtM L 1C |
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5.HT '

Fig. 2. Sistemas neuronales de mantenimiento de la vigilia

(Modificado de Caminero-Rodriguez v Pareja, 2008)
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Durante la transiciéon de la vigilia al suenio NMOR, disminuye la actividad en la mayoria de las
neuronas del neuroeje, es decir, bajo la influencia de senales homeostaticas y circadianas procedentes
del hipotdlamo, cesa la actividad en las proyecciones difusas talamocorticales hacia la corteza
procedente de los nacleos intralaminares talamicos. Finalmente el suefio resulta de la inhibicion de las
células hipotaldmicas histaminérgicas, de la disminucion de la actividad talamocortical y de la

activacion del hipotalamo anterior (Garcia y Corona, 2008).

7.2. Suefio No MOR

El suefio sin movimientos oculares (NMOR) se subdivide en 3 etapas: Fase 1 (N1), Fase 2 (N2) y Fase
3 (N3), esta ultima también conocida como suefio delta. Normalmente, estas fases se suceden
ordenadamente constituyendo ciclos de suefio que se presentan de 3 a 6 veces en el transcurso de la
noche (Pereira et al., 2012, Ayala-Guerrero et al., 2014).

Se caracteriza principalmente por la aparicion de ondas lentas muy amplias que reflejan oscilaciones
sincronizadas en la actividad del circuito tdlamocortical y baja actividad muscular, esto denota que el
sujeto esta en reposo y con los ojos cerrados (Carlson, 2006; Fuller et al., 2006).

Durante la N1 la consciencia y la interaccidon con el ambiente disminuyen gradualmente, la actividad
electroencefalografica se vuelve mas lenta, su principal caracteristica es la actividad theta; son ondas
lentas con poca amplitud; 4 a 8 ciclos por segundo y denotan suefio ligero (Kandel et al., 2001;
Carlson, 2001; Fuller et al., 2006). La N2 se caracteriza por la pérdida completa de la consciencia y la
aparicion de complejos K que son rafagas de ondas y otras llamadas husos de suefio de 7-14 Hz
denominados asi por su forma parecida a un huso (Kandel et al., 2001; Carlson, 2001). Estos husos son
producidos por potenciales sindpticos sincronizados en neuronas corticales. Estos potenciales
sinapticos sincronizados se generan por la activacion ritmica de neuronas talamicas de relevo que se
proyectan hacia la corteza. La activacion ritmica de las neuronas de relevo es el resultado de la accion
de neuronas inhibidoras GABA¢érgicas en el ntcleo reticular taldmico (Kandel et al., 2001).

Durante la N3 se registra el suefio mas profundo, caracterizado por la aparicion de la actividad delta:
son ondas con mucha amplitud que tienen de 0.1 hasta 4 ciclos por segundo e incrementan la intensidad
del sueno y reflejan a la perfeccion la sincronizacion del circuito tdlamocortical (Kandel et al, 2001;
Carlson, 2001). La N3 es una de las mas estudiadas por estar asociada a funciones esenciales en la

recuperacion fisica, modulacion, integracion y transmision de informacion (Dinner, 2002).
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7.3. Suefio de movimientos oculares rapidos (SMOR)

El suefio MOR o de movimientos oculares rapidos, también llamado suefo paraddjico se caracteriza
por un periodo durante el cual los ojos tienen movimientos rapidos y la corteza cerebral presenta un
patron de actividad similar a la de la vigilia (ondas rapidas de baja amplitud) (Carlson, 2006; Kandel et
al., 2001).

La actividad eléctrica disminuye y aumenta su frecuencia. Es posible que durante esta fase se observen
rafagas intermites conocidas como diente de sierra, las cuales pueden coincidir con las descargas de los
movimientos oculares rapidos. De igual forma, durante esta fase la respiracion se torna rapida e
irregular, se acelera el ritmo cardiaco y tanto el flujo sanguineo como el metabolismo cerebral
aumentan. La actividad muscular disminuye hasta casi presentarse una atonia total, presentandose
unicamente automatismos motores generalizados. La duracion promedio de esta fase de suefio es de
aproximadamente 15 minutos; sin embargo, ésta varia en el transcurso de la noche (Ayala-Guerrero et
al., 2014). Durante el suefio MOR, la excitabilidad cerebral es tan alta como en vigilia: las neuronas
colinérgicas del tronco encefalico tuberopontilaterodorsal (TPLD), asi como las talamocorticales y
corticofugales, estdn muy activas. Sin embargo, la actividad de las neuronas noradrenérgicos (LC y
otros), serotoninérgicas (NR) y el circuito hipotaldmico del sistema talamocortical se inactivan, a

diferencia de lo que ocurre en vigilia (Garcia y Corona, 2008).

8. FISIOLOGIA Y CONDUCTA DE LOS ESTADOS DE VIGILIA Y SUENO EN LA
RATA

Para el desarrollo de la presente tesis se utilizaron ratas de la cepa Wistar, por lo que a continuacion se

describiran las caracteristicas del ciclo vigilia-suefio en esta especie.

8.1. Vigilia

Las caracteristicas conductuales de la rata se denotan por la presencia de actividades como comer,
acicalarse, caminar, beber agua o explorar el ambiente, representado por un alto tono muscular, en el
electromiograma (EMGQG). Existen movimientos oculares registrados en el electro oculograma (EOG) y

se mantienen alerta para una relacion directa con su medio (Timo-Iaria et al., 1970).
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La actividad cerebral muestra una desincronizacion, ya que las ondas presentan una frecuencia de 30 a
40 Hz por segundo y cerca de 30 micro volts (mV) de amplitud (Timo-Iaria et al., 1970).
Este ritmo puede interrumpirse por estimulos auditivos y esta generado por la actividad corteza

cerebral-talamo. (Montes-Rodriguez et al., 2006) (Fig. 3).

8.2.  Sueio de Ondas Lentas (SOL)

Se caracteriza principalmente por presentar sintomas de adormecimiento o somnolencia, es decir, las
ratas se muestran quietas, con los ojos cerrados y con bajo tono muscular.

Electroencefalograficamente aparecen ondas lentas irregulares seguidas de complejos K y husos de
suefio con una frecuencia de 6 a 12 ciclos por segundo y una amplitud que varia de 50 a 300 mV
(Urbain et al., 2006). Progresivamente, las ondas se vuelven mds regulares y representan el patron

principal de este estado de suefio.

8.3.  Suefio de Movimientos Oculares Répidos (MOR)

Durante esta fase del suefio, aparecen ondas rapidas, con una frecuencia de 20 ciclos por segundo y con
mayor amplitud que las que se presentan durante el estado de vigilia (Urbain et al., 2006). Se presenta
también actividad theta hipocdmpica asociada a los movimientos, con una frecuencia de 5 a 8 ciclos
por segundo y una amplitud de 30 a 50 uM (Timo-laria et al., 1970). Conductualmente, el suefio ocurre
de manera espontanea. Las ratas adoptan una posicion de ovillo causada por la ventroflexion de la
cabeza y el tronco. Existe también atonia muscular, movimientos oculares rapidos y movimiento de

vibrisas y faciales (Montes-Rodriguez et al., 2006).
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Fig. 3. Actividad eléctrica cerebral anterior ( corteza frontal) de la rata a través de las fases del ciclo
suefio-vigilia. En la primera imagen, el estado de vigilancia. En la segunda el SOL: suefio de ondas
lentas; finalmente MOR: suefio de movimientos oculares rapidos (Montes-Rodriguez et al, 2006)

9. SUENO Y EPILEPSIA

Desde que se descubrié el EEG en 1929, se ha convertido en la herramienta primera eleccion para el
diagndstico y tratamiento de la epilepsia (Pastor et al., 2006). Sin embargo, el avance en el
conocimiento de la biologia molecular, la genética y la neurofisiologia clinica, han permitido reconocer
que el ciclo circadiano del suefio-vigilia y un grupo de epilepsias o sindromes epilépticos comparten
estructuras anatdmicas y mecanismos fisiologicos muy parecidos (Suastegui, 2012).

El estado epiléptico cronico es definido como una alteracion permanente en la excitabilidad neuronal
que resulta en crisis espontaneas, las cuales pueden bloquear o alterar ritmos circadianos, ya que el
dafio en las vias que conectan el “reloj” circadiano puede resultar en anormalidades manifestadas en la
atenuacion de las crisis. Existe una relacion muy estrecha entre el suefio y la epilepsia.

Durante determinadas fases del suefio la excitabilidad de la actividad del cerebro incrementa, lo que
puede favorecer a provocar convulsiones, las cuales se distribuyen temporalmente de acuerdo al ciclo

vigilia-sueno (Yu-Dan et al., 2013; D Valente y Pentagna, 2014).
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En algunos pacientes las convulsiones se presentan exclusivamente durante la noche induciendo
despertares, fragmentacién del suefio e insomnio (D Valente y Pentagna, 2014), ademas de fatiga
diurna, problemas de concentracion mental (Jain y Glauser, 2014), somnolencia excesiva, ansiedad
acerca del suefo, desordenes en la respiracion, pobre calidad del suefio caracterizada por una
reduccion del suefio MOR inducido por las crisis, hay inestabilidad y un aumento del suefio No MOR
superficial, asi como disminucion del tiempo total de la fases 3 (Matos et al., 2010; Garcia-Morales et
al., 2014).

Existen diferentes hipdtesis que intentar explicar por qué cierto tipo de crisis epilépticas son facilitadas
de modo preferente durante el suefio. Una de estas sugiere que durante la fase de suefio lento (NMOR)
es mas facil que ocurra una descarga importante de una masa de neuronas, que pueden iniciar y
mantener una crisis epiléptica. Esta sincronizacion neuronal durante el sueio NMOR confirman su
efecto facilitador para activar el foco epileptdgeno, observandose que tienen mayor prevalencia durante
las fases N1 y N2 (Matos et al., 2010; Suéstegui, 2012).

Por otra parte, las crisis epilépticas recurrentes durante el suefio pueden alterar por completo su
arquitectura, llegando a la pérdida del ritmo ultradiano del suefio MOR, ya que inducen un despertar
especialmente en las primeras etapas, un cambio en la fase de suefio o en su defecto, que la latencia al
suefio MOR se prolongue (Viteri, 2007).

Aunque también producen reduccion de la fase MOR sin que ésta presente un aumento fisiologico de
esta o rebote compensatorio, se sabe que la fase de sueio MOR ejerce un efecto inhibitorio en las
crisis, ya que estas ocurren con menos frecuencia en esta etapa y de manera reciproca, las crisis
epilépticas producen un decremento en la fase MOR que persiste hasta un mes posterior a ocurrida la
ultima crisis epiléptica, lo cual contribuye a que el organismo se haga vulnerable ante la aparicion de
nuevas crisis (Viteri, 2007; Rocamora et al., 2013). La eficiencia del suefio en los sujetos sanos, se sitlia
por arriba del 90%, sin embargo en pacientes con epilepsia, esta cifra se reduce significativamente
debido a la fragmentacion del suefio ocasionada por la presencia de los ataques epilépticos o por el uso

de los farmacos utilizados para su control (Rocamora et al., 2013).
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9.1. Efecto de los FAE sobre las alteraciones del suefio durante la epilepsia

Existen diversos mecanismos que favorecen la aparicion de alteraciones en la arquitectura del suefio en
los pacientes con epilepsia como pueden ser el efecto directo de crisis nocturnas, de la epilepsia por si
sola (independiente al tiempo de presentacion de los eventos clinicos) o debido a la accion de los
farmacos antiepilépticos, lo que puede llevarlos a presentar disminucion del tiempo total de suefio,
aumento de la duracidon en el nimero de despertares, del suefio superficial asi como una significativa
reduccion del sueio MOR. Sin embargo, los pacientes con crisis nocturnas frecuentes tienen una
repercusion mayor, la cual incluye una disminucion de la proporcion de suefio MOR. Puesto que estos
cambios en la arquitectura del suefio pueden aparecer también en pacientes sin terapia farmacoldgica,
se estima que son secundarios a la epilepsia por si sola (Suastegui, 2012; Santin, 2013).

No obstante, algunos farmacos antiepilépticos pueden contribuir a distorsionar la arquitectura de suefio,
sin embargo los efectos descritos para los distintos antiepilépticos no son concordantes segun lo
descrito por distintos autores. La lamotrigina puede producir insomnio de magnitud clinicamente
relevante que lleve a la suspension de la dosis. La fenitoina se asocia a disminucion de la eficiencia,
latencia y aumento del suefio superficial (N1 y N2), sin afectar significativamente otras fases. La
carbamazepina en cambio mejora la eficiencia de suefio, disminuye su fragmentacion y aumenta el
suefio delta (N3), pero disminuye la densidad de los elementos fasicos del MOR. El fenobarbital usado
croénicamente acorta la latencia de suefio, aumenta las etapas profundas del suefio NoMOR y disminuye

el MOR. Finalmente, el acido valproico genera aparentemente menos alteraciones del suefio (Santin,

2013).
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10. JUSTIFICACION

Los modelos experimentales de epilepsia realizados con animales, permiten identificar las
caracteristicas de cada uno de los tipos de epilepsia, y a su vez el descubrimiento de nuevos farmacos
antiepilépticos. De igual forma, sabemos que la epilepsia es una condicion neuroldgica que altera la
arquitectura normal del suefo, y viceversa, el suefo funge como modulador de fenémenos epilépticos.

Este trabajo, tiene como finalidad determinar qué efecto tiene el valproato sobre las caracteristicas de
los diferentes estados de vigilancia de la rata (vigilia, suefio lento y MOR) alterados por crisis

epilépticas inducidas por PTZ.

11. PREGUNTA DE INVESTIGACION

» (Qué efecto ejerce el valproato sobre los patrones de suefio alterados por epilepsia inducida con

PTZ?

12. OBJETIVOS

12.1. Objetivo general

Determinar los efectos sobre los patrones de la arquitectura del suefio en ratas con crisis generalizadas

tonico clonicas inducidas por PTZ y tratadas con valproato.

12.2. Objetivo especifico

Analizar el efecto del valproato sobre la arquitectura del suefio en ratas con crisis generalizadas

inducidas con PTZ.

13. HIPOTESIS

La administracion del valproato ejercera un efecto amortiguador sobre las crisis inducidas con
pentilenetetrazol y a su vez actuara como protector de los patrones de suefio ante la desorganizacion

provocada por la administracion del farmaco convulsivante.
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14. MATERIAL Y METODO

14.1. Animales

Se utilizaron 10 ratas macho adultas de la cepa Wistar, con un peso que oscilé entre 350 a 500 gr. a las
cuales se les implantaron electrodos de acero inoxidable de Smm de longitud para el registro cronico.
Los animales se colocaron en una camara sonoamortiguada con un régimen de luz-oscuridad de 12/12
horas, la camara permaneci6 encendida de las 8hrs a las 20hrs. La temperatura fue registrada entre los

21y 25 grados centigrados. El agua y el alimento estuvieron disponibles las 24 horas.

14.2. Cirugia

La implantacion de electrodos se realizd bajo anestesia general con Pentobarbital de sodio (50mg/kg
1.p.). Se colocaron un par de electrodos sobre la region cortical de los lobulos frontales a 3.0mm de
Bregma y otro par sobre los 16bulos occipitales a 5.0mm de Bregma, con 3.0mm de profundidad a fin
de obtener el registro eléctrico de la actividad cerebral (EEG).

Ademas se coloco un electrodo en el hueso superior de una de las orbitas oculares, igualmente a 3mm
de profundidad para la obtencion del electro-oculograma (EOG) (Fig.4) y un par de electrodos de
alambre de cobre en los musculos dorsales del cuello para el registro de la actividad muscular (EMG).
Los polos de los electrodos se soldaron a un conector miniatura (Fig. 5), a través de alambres aislados
eléctricamente de 10 mm de longitud, el conector se fijé al hueso del crdneo por medio de cemento

acrilico (Fig. 6). El periodo de recuperacion de la intervencion quirargica fue de una semana.
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Bregma Lambda

Tierra
CA

Fig. 4. Craneo de rata en el cual se puede observar el sitio de colocacion de los electrodos. El nimero
1 se coloco como tierra. El 2 corresponde al electrodo que se coloco para el registro de electro
oculograma (EOG). El numero 3 a la corteza anterior (CA) y el nimero 4 a la corteza posterior (CP)
cada uno para el registro de la actividad eléctrica cerebral o electroencefalograma.

Fig. 5. Conector miniatura en el cual los electrodos fueron soldados a
través de alambres aislados eléctricamente de 10mm de longitud
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14.3. Registros electroencefalograficos

La actividad electroencefalografica se registr6 durante 10 horas continuas (de las 10:00 am a las 20:00
pm) por medio de un poligrafo marca Grass modelo 7 donde el papel corri6 a una velocidad de 2.5 mm
por segundo. Para realizar los registros de la actividad electroencefalografica el filtro de baja frecuencia

se establecid en 1 Hz y el de alta frecuencia en 0.1 kHz.

14.4. Procedimientos.

A los 10 sujetos se les realizd un registro electroencefalografico de 10 horas de duracion durante el
primer dia, con el fin de observar la conducta y los patrones de suefio.

Al dia siguiente se llevd a cabo un pretratamiento farmacologico agudo, para el cual se administr6é por
via oral el antiepiléptico valproato (60mg/kg) dosis maxima que se utiliza en la practica clinica en
humanos adultos. Dos horas después de la administraciéon del valproato, se administré por via
subcutanea el PTZ (50mg/kg) como inductor de crisis generalizadas tonico-clonicas y se llevé a cabo el
segundo registro con 10 horas de duracion. Al tercer dia se tomd un ultimo registro, igualmente de 10
horas de duracion, esto con el fin de ver las modificaciones mostradas en los estados de vigilancia para
cada uno de los sujetos después de la administraciéon de los farmacos y compararlos con los datos
obtenidos durante el primer dia de registro el cual funge como linea base para todos los sujetos.
Ademas de la obtencion de los registros electroencefalograficos, simultdneamente se hicieron
observaciones directas del comportamiento de los animales, las cuales se anotaron sobre el papel del
registro facilitando la identificacion de cada una de las fases del ciclo vigilia-suefio.

De la misma forma, el registro conductual ayudo6 a evaluar las caracteristicas de las crisis presentadas
durante el segundo dia de registro, ya que dichas caracteristicas fueron analizadas mediante la escala de
Racine, la cual evalta la intensidad de las crisis provocadas por el PTZ, en un rango de 1 a 5.
Finalmente los registros se analizaron visualmente, a fin de identificar y cuantificar cada una de las

fases del ciclo vigilia-suefio.
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Fig. 6. Rata implantada. El conector miniatura fue fijado al hueso del
craneo por medio de acrilico dental.

14.5. AnAlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa IMB SPSS Statistics 22. Para verificar la normalidad
de los datos se realizo la prueba Shapiro-Wilk la cual indicdé que no habia normalidad para todos los
casos. Debido a ello y al tamafio de la muestra se opt6 por realizar analisis no paramétricos.

Se realiz6 un andlisis no paramétrico de medidas repetidas, ya que las ratas manipuladas
farmacologicamente sirvieron como su propia linea base tanto pre como post tratamiento. Se utilizé la

prueba de Friedman y se establecio el nivel de significancia en 0.05 para evaluar:
e Sicada estado de vigilancia (vigilia, suefio lento, suenio MOR) evaluado de forma independiente

era diferente dependiendo el dia de registro.

e Sipor cada dia de registro el ciclo de vigilia-suefio era diferente.
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En los casos que mostraron diferencias significativas en la prueba de Friedman se analizaron los
efectos principales por medio de la prueba de Wilcoxon para cada una de las variables entre los
diferentes dias de registro (D1-D2, D1-D3, D2-D3) asi como los efectos principales entre los diferentes
estados de vigilancia (Vigilia — Suefio lento, Vigilia — MOR, MOR — Suefio lento). Para el calculo de
los efectos principales se realizaron comparaciones multiples por lo tanto se tuvo que usar el método de
correccion de Bonferroni al usar el cociente entre el nivel de significancia 0.05 y el numero de
comparaciones realizadas. De igual forma, se utilizé la prueba de Wilcoxon para analizar el nimero de
despertares (Suefo lento a Vigilia, Mor a Vigilia y Totales) asi como para la eficiencia de suefio para

cada uno de los dias de registro. Se consider6 un nivel de significancia de 0.05 para ambos casos.

15. RESULTADOS

15.1. Dial. Basal

Durante el primer dia, todos los animales presentaron las caracteristicas de alimentacion, aseo,
exploracion por su caja, caminar y consumo de agua. De igual forma la actividad cerebral para la
vigilia se caracterizd por ondas de bajo voltaje y alta frecuencia, el oculograma (EOG) registré una
gran cantidad de movimientos oculares y el electromiograma (EMG) mostr6 actividad intensa (Fig. 7),

el tiempo total de esta fase en el primer dia fue de 324 minutos (EEM=24).

Vigilia

EMG

H 2.5 mm/sec

Fig. 7. Registro poligrafico representativo de la vigilia. EOG, Electro-oculograma; CA, corteza anterior; CP
corteza posterior; EMG, electromiograma.
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Durante la fase de SOL las ratas se mostraron recostadas sobre su vientre y con los ojos cerrados. No
mostraban movimiento alguno y la actividad cerebral se lentificé y aumenté de amplitud notoriamente,
mientras que la actividad muscular se redujo de manera considerable al igual que los potenciales
generados por los movimientos oculares, los cuales desaparecieron (Fig. 8), el tiempo total de esta fase
durante el primer dia fue de 222 minutos (EEM= 22) y su latencia de inicio fue de 102 minutos (EEM=
15.6).

Suefio Lento

EOG

-

-+

CA

ER

/! 1
|

B R e e

Fig. 8. Registro poligrafico representativo del suefio lento (SOL). EOG, electro-oculograma; CA, corteza
anterior; CP corteza posterior; EMG, electromiograma.

Durante la fase de suefio MOR las ratas adoptaron la posicion de ovillo, permaneciendo con los ojos
cerrados al igual que en el suefio lento. Mostraron movimientos leves de las extremidades y vibrisas. La
actividad cerebral es similar a la de vigilia, con un voltaje bajo y de una alta frecuencia. Por su parte la
actividad muscular desaparecid y se presentaron en el EOG rafagas de movimientos oculares (Fig. 9),
el tiempo total de esta fase durante el primer dia de registro fue de 55 minutos (EEM= 7) y su latencia

de inicio fue de 132 minutos (EEM= 14.6).

33



Fig. 10 Registro poligrafico representativo del sueflo de movimientos oculares rapidos (MOR). EOG, electro-
oculograma; CA, corteza anterior; CP corteza posterior; EMG, electromiograma.

15.2. Dia 2. Prueba Farmacoldgica

En el segundo dia de registro después de la administracion via oral del antiepiléptico (valproato) y de la
induccion del farmaco inductor de crisis (PTZ), la duracion de vigilia fue de 349 minutos (EEM=14),
de suefo lento fue de 208 minutos (EEM=14) y de suefio MOR de 43 minutos (EEM=12). Ademas las
ratas mostraron una conducta de vigilia pasiva, sin movimiento, con los ojos abiertos, que no se
observo durante el dia 1 (Fig. 10).

En ocasiones las ratas presentaban movimientos de contraccién de la cabeza y de las extremidades,
seguidas de pequefias sacudidas de las mismas a la par de movimientos faciales. Al mismo tiempo la
actividad eléctrica present6 rafagas constantes anormales, que fueron disminuyendo en intensidad en el

transcurso del tiempo (Fig. 11).
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Fig. 10. Registro poligrafico representativo de la vigilia después de la administracion de farmacos valproato y
PTZ. EOG, electro-oculograma; CA, corteza anterior; CP corteza posterior; EMG, electromiograma. Se pueden
observar intervalos de rafagas anormales.

Ténico-Clénica

EOG

CA

Fig. 11. Registro poligrafico representativo de la vigilia después de la administracion de farmacos
valproato y PTZ. EOG, electro-oculograma; CA, corteza anterior; CP corteza posterior; EMG,
electromiograma .Se pueden observar intervalos de rafagas anormales. Se puede observar la presencia de
una Crisis Convulsiva Generalizada de corta duracion.

Durante el dia 2 en la fase de suefio lento, la latencia aumenté a 126 minutos (EEM=18.8) Las
conductas que presentaron una vez adentradas en la fase SOL fueron exactamente iguales que durante

el dia 1, es decir, recostadas sobre su vientre, con los ojos cerrados y sin movimiento.
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Esta fase se presentd de manera normal con el paso de las horas, a la par que las rafas epileptogenas
disminuyeron por completo. En el suefio MOR las ratas se comportaron igual que el dia 1, ya no se
presentaban anormalidades electrograficas y conductualmente seguian presentando leves movimientos

de las extremidades y de las vibrisas y la latencia de inicio fue de 238 minutos (EEM=25.8).

15.3. Dia 3. Recuperacion

Las ratas presentaron caracteristicas similares a las del dia 1 durante los tres estados de vigilancia tanto
conductual como electrograficamente. La vigilia dur6 262 minutos (EEM=12), el suefio lento 279
minutos (EEM=12) y MOR 62 minutos (EEM=3). En comparacion con el dia 1, la latencia de suefio

lento se acort6 a 48 minutos, mientras que para el suefio MOR se acort6 a 64 minutos.

15.4. Comparaciones Estadisticas

Se realizaron analisis descriptivos para determinar el numero de fases para cada estado de vigilancia
(vigilia, suefio lento y MOR) durante los 3 dias de registro asi como de la duracion promedio de cada
fase para cada estado en cada dia (Fig. 12).

Como podemos observar en la figura, la distribucion de los datos indican que el nimero de fases
durante la vigilia en el primer dia fue de 46 (EEM=5), mientras que aumentd para los dias 2 y 3. Para el
suefio lento el numero de fases dismunyo a 41 para el segundo dia (EEM=4) en comparacion con el
primer dia (47, EEM=5) pero vuelve a aumentar para el dia 3 a 57 (EEM= 2).

Finalmente, el nimero de fases durante el suefio MOR aumenta de manera considerable solo durante el
dia 3. También en la figura se observa que el promedio de la duracion para la vigilia aumenta durante el
dia 2 y despues disminuye para el dia 3 en comaparacion con el dia 1. De igual forma, para el suefio
lento y el suefio MOR el promedio de la duracion de las fases disminuye para el dia 2 y vuelve a

aumentar para el tercer dia.
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Fig. 12. Se representa el promedio de numero de fases de vigilia, suefio lento y MOR, asi como la duracién
promedio en minutos para cada estado de vigilancia durante los tres dias de registro.
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Respecto a los andlisis estadisticos, utilizando la prueba de Friedman evaluamos si la vigilia era
diferente para cada dia de registro, asi mismo para el suefio lento y suefio MOR.

En este caso encontramos que hubo diferencias significativas considerando el tiempo total de registro
solo en la vigilia. Considerando el porcentaje total de registro se encontraron las diferencias en vigilia y

en suefio lento y en las latencias de inicio (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de los diferentes estados de vigilancia por cada dia de registro.

ESTADO DE
2
VIGILANCIA DIA1  DIA2 DIA 3 X P
VIGILIA 324(24) 349(14) 262(12) 7.4 0.025
TIEMPO TOTAL DE REGISTRO EN
MINUTOS SLENTO 222(22) 208(14) 279(12) 62  0.45
MOR 55(7)  43(12) 62(13) 7.5  0.23
VIGILIA 54% 58%  44% 7.4  0.025
PORCENTAIJE TOTAL DE REGISTRO SLENTO 37% 35%  46% 6.2 0.045
MOR 9% 7%  10% 4.1 0.125
PORCENTAJE TOTAL DE SUENO SLENTO 80% 83%  82% 1.4 0.497
MOR 20% 17%  18% 1.4 0.497
SLENTO 102(15.6) 126(18.8) 48(8.5) 12.6 0.002
LATENCIA SUENO EN MINUTOS MOR 132(14.6) 238(25.8) 64(7.2) 16.2 0.001

Nota: Media (EEM)

A partir de las diferencias significativas encontradas con la prueba de Friedman, se evaluaron los
efectos especificos por medio de la prueba de Wilcoxon. Al respecto se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el tiempo total de registro, el porcentaje total de registro y las

latencias de suefio. Dichas diferencias se encuentran principalmente entre los dias 2 y 3 (Tabla 2).
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Tabla 2. Comparacion estadistica con la prueba de Wilcoxon de los efectos principales entre los diferentes

dias de registro.

ESTADOS DE D1-D2 D1-D3 D3-D2
VIGILANCIA
p p p

VIGILIA 0.203 0.047 0.007
TIEMPO TOTAL DE REGISTRO EN SLENTO 0.508 0.047 0.009
MINUTOS

MOR 0.047 0.241 0.011

VIGILIA 0.203 0.047 0.007
PORCENTAIJE TOTAL DE REGISTRO SLENTO 0.508 0.047 0.009

MOR 0.047 0.241 0.011
PORCENTAJE TOTAL DE SUENO SLENTO 0.203 0.878 0.445

MOR 0.203 0.878 0.445
LATENCIA DE SUENO EN MINUTOS SLENTO 0.386 0.007 0.005

MOR 0.007 0.007 0.005

Nota: Para el analisis se consideré un ajuste en el nivel de significancia de p< 0.016

Como pudimos observar en la Tabla 1, para el tiempo total de registro en minutos las diferencias

significativas se encontraron solo para la vigilia. Notese que disminuye de manera considerable durante

el dia 3, en comparacion con la linea base. De igual forma, podemos observar de manera mas clara que

las diferencias se encuentran entre los dias 2 y 3 para todos los estados de vigilancia (Fig. 13).
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Figura 13. Tiempo total de registro en minutos. La grafica muestra como cambia la distribucion para
la duracion de cada estado de vigilancia en los diferentes dias de registro.*: Significativo p<.05

En cuanto el porcentaje total de registro las diferencias significativas se encontraron en la vigilia y el
suefio lento como se muestra en la Grafica 1, principalmente para los dias 2 y 3. Se observa una
disminucion considerable de la vigilia para el dia 3 en comparacion con el aumento observado durante
el dia 2. Por otro lado el suefio lento aument6 durante el dia 3 en comparacion con lo ocurrido durante

el dia 1 y 2 (Fig. 14).
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Fig.14. Porcentaje total de registro. La grafica muestra como cambia la distribucion porcentual para la
duracion de cada estado de vigilancia en los diferentes dias de registro.*: Significativo p<.05
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Ademas se evaluaron la cantidad de despertares del suefio y se observaron diferencias significativas
entre los tres dias (X*= 6.8, p=0,033) y en los efectos principales las diferencias se encontraron entre el
dia 2 y 3 (Z=- 2.603, p=.009) (Fig. 15). Por tultimo en la eficiencia de suefio encontramos que hubo
diferencias significativas entre los tres dias (X*= 7.4, p= 0.025) y en los efectos principales las

diferencias se encontraron en el dia 2 y 3 (Z=- 2.701, p=.007) (Fig. 16).
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Fig.15. Numero de despertares totales para cada dia de registro.*: Significativo p<.05
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Fig.16. Eficiencia de suefio. Se consideré como el tiempo invertido en suefio durante las horas
de registro para cada dia.

41



Para saber si el ciclo vigilia-suefio (vigilia, suefio lento, MOR) fue diferente en cada dia de registro se

realiz6 la prueba de Friedman y para conocer los efectos principales la prueba de Wilcoxon.

Encontramos que los ciclos de suefio fueron diferentes para cada dia en tiempo total de registro y en el

porcentaje total de registro (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion del ciclo vigilia-sueiio por cada dia de registro.

DIAS VIGILIA SLENTO MOR X2 p

DIA 1 324(24) 222(22)  55(7) 15.2  0.001
TIEMPO TOTAL DE REGISTRO EN DIA 2 349(14)  208(14)  43(12) 18.2  0.001
MINUTOS

DIA 3 262(12) 279(12)  62(3) 152  0.001

DIA 1 54% 37% 9% 152  0.001
PORCENTAJE TOTAL DE REGISTRO DIA 2 58% 35% 7% 12.8  0.002

DIA 3 44% 46% 10% 152  0.001

Nota: Media (EEM)

Respecto a los efectos principales encontramos que durante el suefio MOR se observan diferencias

significativas en comparacion con la vigilia y el suefio lento en la mayoria de los dias para el tiempo

total de registro y el porcentaje total de registro (Tabla 4).
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Tabla 4. Comparacion de los efectos principales entre los diferentes estados de vigilancia para cada dia.

TIEMPO VIGILIA- S VIGILIA-MOR MOR- S LENTO
TOTAL LENTO
p p p

DIA1 0.093 0.005 0.005
TIEMPO TOTAL DE REGISTRO  DIA2 0.007 0.005 0.005

DIA3 0.575 0.005 0.005

DIA1 0.093 0.005 0.005
PORCENTAJE TOTAL DE DIA2 0.007 0.074 0.074
REGISTRO DIA3 0.575 0.005 0.005

Nota: Para el analisis se consideré un ajuste en el nivel de significancia de p< 0.016

Al evaluar el porcentaje de suefio, se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de

cada fase de suefio en los diferentes dias de registro, asi como para la latencia de inicio (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion entre cada fase de sueio por cada dia de registro.

DIAS SLENTO MOR VA p
DIA 1 80% 20%  -2.803 0.005
PORCENTAJE TOTALSUENO DIA 2 83% 17%  -2.803 0.005
DIA 3 82% 18%  -2.805 0.005
LATENCIA SUENO EN DIA 1 102(15.6)  132(14.6) -2.810 0.005
MINUTOS DIA 2 126(18.8)  238(25.8)  -2.803 0.005
DIA 3 48(8.5) 64(7.2) -2.821 0.005

Nota: Media (EEM)
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16. DISCUSION

En el presente estudio se realizaron registro polisomnografico a ratas durante 3 dias consecutivos, el
primero fue considerado como basal, con el fin de evaluar las caracteristicas de la arquitectura normal
del suefio en la rata, el segundo se realizd bajo el efecto de un firmaco antiepiléptico (valproato)
seguido 120 minutos después de un farmaco inductor de crisis convulsivas (PTZ) para evaluar los
efectos que ambos farmacos provocaron sobre los patrones de suefo, y el tercer registro se obtuvo para
observar la recuperacion.

Se observo que las caracteristicas electrofisiologicas y conductuales exhibidas por las ratas durante el
registro control, previo al tratamiento farmacologico, tanto durante la vigilia como durante el suefio
lento y MOR fueron similares a las reportadas por otros autores (Timo-Laria et al., 1970; Montes-
Rodriguez et al., 2006) ya que las ratas presentaron la etapa de suefio lento constituida por ondas lentas
de gran amplitud, durante la cual los animales permanecian en reposo. Esta fase era seguida por la fase
de suefio MOR caracterizada por una actividad cerebral rapida y de baja amplitud. Ademas durante esta
fase se presentd atonia muscular interrumpida intermitentemente por sacudidas musculares; también se
presentaron movimientos oculares rapidos.

En el segundo registro después de la administracion de los farmacos se presentaron crisis convulsivas
generalizadas similares conductualmente a las que ocurren en humanos. En este trabajo se utiliz6 la
dosis de 50 mg/kg, pero se ha reportado que las crisis pueden variar en intensidad dependiendo la dosis
de PTZ administrada (Cody et al., 2009; Pereno y Beltramio, 2010; Watanabe et al., 2013).

Sin embargo, estas crisis duraron aproximadamente 3 horas, en contraste con lo reportado por otros
autores donde describen un efecto de duracion significativamente mayor (Mexicano et al., 2005). Esta
diferencia probablemente se deba al efecto protector del valproato contra las crisis descrito por
diferentes autores (Bialer, 2012; Cuellar y Molinera, 2003).

Por otro lado se analiz6 el nimero de veces que se presentan los estados de vigilancia para cada dia de
registro. Se encontrd que durante el dia 2 de administracion de los farmacos, disminuye la entrada a
suefio lento y a sueio MOR en comparacion a lo presentado el primer dia, lo cual puede ser
consecuencia del efecto del PTZ sobre la arquitectura del suefio que a pesar de estar protegida con

valproato para evitar las crisis epilépticas, no permite que las fases se presenten de una manera normal.
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De acuerdo con Ayala-Guerrero (2002) diversos estudios han querido demostrar la eficacia de distintos
farmacos antiepilépticos para amortiguar posibles dafios que pueden resultar a largo plazo sobre los
patrones de suefio en la rata, cuando se les induce epilepsia del 16bulo temporal por medio de acido
kainico, lo cual es importante destacar en nuestro estudio ya que si bien el valproato amortigua el
impacto de las descargas epilépticas sobre los patrones de suefio para inhibir las crisis, es posible que a
largo plazo pudieran observarse otros efectos sobre el suefio, ya que como lo muestran los resultados, si
bien las fases de suefio disminuyen para el segundo dia, aumentan de manera considerable para el
tercero, incluso mas que para el dia establecido como control.

Por otro lado, la duracion promedio para la vigilia aumento para el segundo dia dado que las crisis
impiden que el sueflo en la rata se presente de manera Optima, la rata se encuentra en un estado de
vigilia durante un tiempo mayor al establecido durante el primer dia y el suefio lento y el sueio MOR
disminuyeron. Sin embargo, las fases de suefio aumentaron para el tercer dia, lo que pudiera ser un
equilibrio para estas fases, como menciona Dinner (2002), el cual pudiera ir aumentando gradualmente
con el paso de los dias sin alcanzar un “rebote” compensatorio demasiado alto tomando como punto de
referencia la duracion de cada fase durante el primer dia. Estos resultados son importantes debido a que
podemos decir que aunque el nimero de fases para todos los estados aumenta de manera considerable
durante el dia 3 en comparacion con la linea base, la duracién promedio es muy similar entre ambos
dias para las fases de suefio e incluso menor para la vigilia.

De igual forma, los resultados muestran que existen diferencias significativas principalmente para la
vigilia y el suefio lento durante el dia 2 en el que se administrd el valproato y en el dia 3 de
recuperacion. Durante el dia 2 la vigilia aumentd en un 4% en comparacion con el dia 1, mientras que
para el dia 3 disminuy6 en un 10%. Para la fase de suefio lento, durante el dia 2 disminuy6 en un 2% en
comparacion al dia basal, mientras que en el dia 3 aumentd en un 9%. Finalmente, el suefio MOR
disminuy6 durante el dia 2 un 2% en comparacion al dia 1, pero aument6 en un 3% para el tercer dia,
aunque no hubo diferencias significativas para esta fase durante los 3 dias de registro.

Lo anterior es importante debido a que se ha descrito que la utilizacion del modelo de PTZ sin la previa
administracion de un farmaco antiepiléptico, altera la arquitectura del suefio de las ratas e inhibe por
completo la aparicion de las fases de suefio lento y de suefio MOR durante el dia de registro en que se
administra dicho fairmaco, recuperando ambas fases de suefio gradualmente hasta 7 dias después de la
administracion del PTZ (Mexicano et al., 2005), mientras que en nuestro estudio se comprobd que el
pre tratamiento con valproato tiene un efecto protector para dichas fases tanto para el dia de

administracion como para el dia de recuperacion.
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Por otro lado, Mexicano et al., (2005) reportan que durante el dia de administracion de PTZ se inhibe
por completo el suefio MOR, el cual se va recuperando con poca cantidad con el paso de los dias, sin
mostrar diferencias significativas. Sin embargo este estudio demostré que la duraciéon promedio de
sueflo MOR no varia significativamente para ninguno de los dias de registro, mostrando una cantidad
de suefio MOR similar para los dias 2 y 3 en comparacién al dia 1.

Mexicano et al., (2005) también describen que aunque la disminucion del tiempo invertido por los
animales tanto para suefio lento como para suefio MOR provocada por el PTZ implicé un aumento
considerable de la vigilia, la conducta de las ratas no era la habitual (aseo, alimentacion, exploracion)
ya que presentaban los ojos abiertos y permanecian en un estado de inmovilidad. A diferencia de esto,
en este estudio se demostrd que el efecto protector del valproato disminuyd estas conductas, y
promueve que ambas fases del suefio se presenten el dia en que se administré el PTZ, mostrando
también la conducta habitual en su especie (aseo, alimentacion, exploracion) de manera gradual durante
el resto del dia.

Finalmente, las ratas no alcanzaron los grados de intensidad de las crisis descritos por Racine (1972) en
su escala conductual, por lo que pudimos comprobar el efecto del valproato sobre las conductas
asociadas a las crisis, haciendo que éstas no se presentaran con la intensidad y caracteristicas
conductuales necesarias para clasificarlas dentro de uno de los cinco niveles que describe el autor.

Para el dia de registro de recuperacion, las ratas ya no mostraban ningin tipo de actividad
epileptiforme, y presentaron todos los estados del ciclo vigilia-suefio con valores significativamente
mayores para todos los estados excepto MOR ya que la cantidad de duracion de esta fase fue similar
para los tres dias. Las diferencias significativas se mostraron en la todas las variables, principalmente
entre el dia 2 y el dia 3. En el dia 3 la vigilia tuvo un decremento de aproximadamente 2 horas en
comparacion con el dia 2. Por su parte, el suefio lento aumento aproximadamente 1 hora en
comparacion con el dia 2 y finalmente el sueio MOR tuvo un aumento de aproximadamente 20
minutos de la duracion total del tiempo de registro.

No se encontraron diferencias significativas para MOR en este estudio, lo cual comprueba que a pesar
de que esta fase disminuy6 durante el dia 2, no fue lo suficientemente menor para registrar lo que otros
autores llama el fenomeno de “Rebote del suefio MOR” (Ayala-Guerrero, 2002), en el cual hay una
compensacion marcada de esta fase de suefio presentdndose con mayor duracién después de algin tipo

de privaciéon de la misma.
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Diversos autores describen los efectos colaterales producidos por los farmacos antiepilépticos (Garcia-
Penas et al.,, 2014). Sin embargo, existen datos contradictorios en la literatura, asi por ejemplo
Shkurovich et al. (1997), reportan que el efecto de los antiepilépticos en sujetos sanos no modifica la
organizacion del suefo, ni el tiempo total de las fases de suefio no cambio en cuanto a su duracién, lo
cual es relevante destacar, ya que podemos afirmar que el tiempo total de las fases de suefio de las ratas
durante el dia 2 y el dia 3 se debio al efecto protector del valproato ante la induccion de crisis
epilépticas, y no a un posible efecto del farmaco de somnolencia excesiva. Los resultados también
muestran que la medicacion con valproato resulta en un alargamiento en la latencia de suefio lento para
el dia 2, mientras que se acorto para el dia 3, asi como un decremento en el numero de despertares para
el dia 2, mientras que aumentaron en el dia 3, lo cual pudiera ser resultado de un incremento en la
estabilidad del suefio, como resultado del control y eliminacion de las crisis entre ambos dias (Dinner,
2002; Dudley, 2001).

Sin embargo, Zhang et al. 2014, encontrarén en un estudio que los pacientes con epilepsia que
utilizaban valproato como tratamiento farmacoldgico cronico para crisis de ausencia, presentan
problemas para conciliar el suefio, lo cual llevaba a que presentaran somnolencia excesiva diurna. De
igual forma, en los Ultimos afios diversos estudios han demostrado que el uso del valproato como
tratamiento farmacologico en pacientes con crisis generalizadas tonico clonicas y de ausencia, produce
alteraciones del suefio principalmente aumentando la fase 1 y disminuyendo la cantidad de suefo
MOR, y provocando somnolencia durante el dia. También, se ha observado que de manera general, el
valproato no ejerce un efecto marcado sobre la estructura de las fases de suefio ni sobre el tiempo total
de suefio ( Legros y Bazil, 2003; Sammaritano y Sherwin, 1999).

Las observaciones realizadas durante este estudio demuestran que los efectos adversos provocados
sobre el ciclo vigilia-suefio después de la induccidon de un estado epiléptico inducido por PTZ, se
modifican por el valproato.

Esto confirma que el dafio causado por el estado convulsivo durante las crisis, estd directamente
relacionado con la actividad cerebral durante el suefio y puede ser modificado por farmacos
anticonvulsivos, lo que concuerda con lo descrito por Ayala-Guerrero et al., (2002), quienes reportan
una serie de estudios que han proporcionado importantes aportaciones experimentales sobre la
capacidad de los anticonvulsivantes como el diazepam y oxcarbazepina para amortiguar posibles dafios
que pueden resultar a largo plazo sobre los patrones de suefio en la rata, cuando se les induce epilepsia

del lobulo temporal por medio de acido kainico.
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El uso de PTZ como modelo experimental del epilepsia en la rata, ha resultado ser una gran
herramienta ya que es muy similar a lo observado en humanos (Akdogan y Yonguc, 2011). Este
modelo ha permitido obtener informacién acerca de los mecanismos de accion de los farmacos
antiepilépticos, asi como el efecto de éstos sobre el ciclo vigilia-suefio, como fue el caso del valproato
durante este estudio.

De manera general, se puede decir que las fases del ciclo vigilia-suefio en este modelo en ratas, se ven
afectadas principalmente durante los dias 2 y 3. En el dia 2 el porcentaje total de vigilia y suefio lento
aumentan de manera significativa después de la administracion del farmaco, lo que no sucede con el
suefio MOR, lo cual no concuerda con lo reportado por otros autores (Samaritano y Sherwin, 1999;
Johnson, 1981) que observaban que tanto el suefio lento como el sueio MOR aumentan y en este
estudio se observa que esto sucede solo para el caso del suefio lento, tanto para el tiempo total de
registro como para el porcentaje total de las fases de suefio.

Es sabido la epilepsia en humanos desorganiza la arquitectura del ciclo vigilia-suefio. Las crisis
frecuentes producen alteraciones significativas del suefio, los pacientes tienen mas inestabilidad en sus
arquitectura, mas despertares espontaneos asi como la sensacion de falta de descanso, todo esto antes
del inicio de un tratamiento antiepiléptico (Viteri, 2007).

También se ha descrito que los efectos de las crisis sobre el suefio que mas predominan son la
somnolencia postictal y el insomnio. De igual forma, las crisis producen fragmentacion y supresion del
suefilo MOR en humanos (Matos et al., 2010; Kotagal, 2008; Viteri, 2007).

Por otra parte, se sabe que ademads de alterar la organizacion del ciclo vigilia-sueno, la epilepsia altera
otras funciones que se llevan a cabo durante éste, como la secrecion de hormonas, disminucion del
gasto de energia, y la consolidacion del aprendizaje y 1a memoria (Bustos et al., 2012).

Es importante recalcar que se deben utilizar farmacos antiepilépticos que ademas de evitar las crisis, no
modifiquen de manera importante la arquitectura del suefio.

Debido a que el alcance de nuestra investigacion se llevo bajo un tratamiento agudo para ambos
farmacos, los resultados se limitan bajo esta condicidn, pero se comprobo el efecto del valproato como
protector contra las crisis y ademas, como amortiguador del impacto de las mismas sobre los diferentes
estados de vigilancia. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que el uso del valproato de
manera cronica provoca alteraciones directas sobre los patrones de sueno, tales alteraciones son
generadas por los efectos secundarios causados por valproato, principalmente el aumento de peso
presente hasta en un 50% de los pacientes con epilepsia, lo cual a su vez puede estar asociado con

trastornos respiratorios del suefio como la apnea obstructiva del suefio (Zhang et al., 2014).
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Por lo cual, es recomendable que ademas de mejorar el control de las convulsiones mediante el
valproato sea posible el reducir la medicacion de manera eficaz, para evitar asi la interrupcion del

suefio y posibles trastornos del mismo a largo plazo.

17. CONCLUSIONES

e La administracion de valproato reduce de manera significativa el efecto del PTZ sobre las
caracteristicas conductuales de las ratas, asi como sobre el ciclo vigilia-suefio.

e Durante el dia de recuperacion, las ratas alcanzan un incremento significativo para el suefio
lento, lo cual es posible que se deba a que el valproato promueve una mayor duracion para esta
fase.

e No se alcanzaron niveles significativos de disminucién o aumento de sueiio MOR para los dias
2 y 3, comparados con el control, lo que demuestra que el organismo no respondié al valproato
de una manera que pudiera modificarlo con el aumento fisiologico de suefio MOR descrito por
otros autores.

e FEl uso del valproato amortigua el impacto de las crisis sobre los patrones de suefio al usar un
pre tratamiento agudo, por cual seria interesante observar el impacto que tiene el uso del

valproato sobre la arquitectura del suefio en un tratamiento cronico en la rata.
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