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“The more | explored the mysteries of brain oscillators and neuronal
functions, the more I realized that the fundamental ideas (some which |
thought were genuinely mine) have already been expressed, often
repeatedly. Many times the ideas have come up in studying systems other
than the brain, or they were expressed in a different context. But they
existed. The deeper | ventured into the problems, the further back in time |

had to travel to discover the origin of thoughts.”

Gyorgy Buzsaki, The rhythms of the brain
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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la patologia neurodegenerativa mas comun
en la poblacion adulta. Uno de los signos histopatolégicos de la EA son las placas
seniles, compuestas de depdsitos extracelulares del péptido beta amiloide (BA1-42).
El aumento del BA;.42 soluble en el cerebro es considerado el biomarcador mas
sensible del proceso neuropatoldgico de la EA. ElI BAi42 produce efectos
deletéreos sobre la actividad de los circuitos neuronales, lo cual se ha asociado a
las alteraciones celulares, estructurales, cognoscitivas y conductuales observadas
durante el curso de la enfermedad. La aparicion de crisis espontaneas y
recurrentes (CER) en los pacientes con la EA ha sido observada desde los
primeros casos reportados de la enfermedad. Los pacientes con la EA tienen
mayor riesgo de desarrollar epilepsia, e incluso, la aparicion de CER se ha
relacionado con un mayor deterioro cognoscitivo y mayor riesgo de muerte. Los
modelos transgénicos de la EA presentan una susceptibilidad alta para exhibir
CER, ademas de mayor riesgo de muerte asociado a las CER y alteraciones
microestructurales en los circuitos neuronales. A pesar de las evidencias clinicas y
experimentales que relacionan el BA;.4> con la aparicion de las CER en la EA, aun
no es claro cual es el efecto del BAi14, sobre la actividad de los circuitos
neuronales que subyace al aumento de la susceptibilidad para presentar epilepsia.
Por lo anterior, el objetivo de esta tesis fue investigar el efecto de la administracion
de oligbmeros del BAi14, sobre la susceptibilidad para presentar actividad
convulsiva inducida con dos modelos de actividad epileptiforme mecanisticamente
diferentes y sobre la actividad electrografica hipocampal, tanto in vivo como in
vitro. Ademas, se investigo el efecto crénico de la administracion de oligdmeros
del BA1.42 y de la aparicion de las CER sobre la actividad electrografica hipocampal
antes y durante la induccién de actividad epileptiforme in vitro. Los resultados
muestran que la administracion intracisternal de oligomeros del BA;.42 disminuye la
latencia para desarrollar el status epilepticus (SE) y aumenta el nimero de crisis
generalizadas tonico-clonicas (CGTC) desde la primera CGTC hasta el inicio del
SE inducido con litio/pilocarpina. La administracion intracisternal de oligémeros del
BA1.42 disminuyol el poder espectral de la actividad electrogréfica espontéanea del
hipocampo y lo aumentd durante la primera CGTC, el inicio del SE y en el curso
del SE inducidos con litio/pilocarpina in vivo. La actividad electrografica
espontanea de la capa piramidal del area CAl del hipocampo de animales
inyectados con oligdbmeros del BA;.4> que presentaron el SE y las CER, mostré una
mayor potencia espectral, asi como durante la induccion de actividad epileptiforme
con 4-Aminopiridina (4AP) in vitro. Después de la aplicacion aguda de oligdmeros
del BA;.42, se observdé una disminucion del poder espectral de la actividad
epileptiforme inducida con 4AP in vitro. Finalmente, la inyeccion intracisternal del
BAi-42 generd una ligera disminucion en la susceptibilidad para presentar crisis
convulsivas generalizadas inducidas con pentilenetetrazol (PTZ), cinco semanas
después de la administracion del BA1.42. En conclusién, el BA;.4, sensibiliza a los
circuitos neuronales para desarrollar actividad convulsiva, posiblemente mediante
la reconfiguracion de los circuitos neuronales inhibitorios.



ABSTRACT

Alzheimer’s Disease (AD) is the most common neurodegenerative disorder in the
elderly. A key histopathological sign in AD are senile plaques, which are composed
by extracellular deposits of amyloid beta peptide (ABi1-42). The increase of soluble
AB1.42 in the brain is the most sensitive biomarker of the neuropathological process
in AD. ABi.s2 produces deleterious effects on neural network activity, which is
associated to cellular, structural, cognitive and behavioral disturbances. The
presence of spontaneous recurrent seizures (SRS) in AD patients has been
observed since the early AD cases reported. AD patients have more risk to
develop epilepsy, even the presence of SRS is related to a greater cognitive
decline and to a greater death risk. Several transgenic animal models of AD also
exhibit SRS, greater seizures-associated death risk and a variety of micro-
structural disturbances in neural networks. Despite the clinical and experimental
evidences suggesting a link between AB1.42 and SRS, the effect of AB1.42 on neural
networks activity that underlies the increased susceptibility to develop epilepsy
remains uncertain. Consequently, the goal of this thesis was to investigate the
effect of APBi42 oligomers application on seizure activity induced by two
mechanistically different epileptiform activity models, and on hippocampal
electrographic activity in vivo and in vitro. Moreover, the effects of the combination
of chronic AB;.42 oligomers application and the presence of SRS on hippocampal
electrographic activity was also tested before and during the epileptiform activity
induced in vitro. The results showed that AB;.42 oligomers application reduces the
latency to reach the status epilepticus (SE) and augments the number of tonic-
clonic generalized seizures (TCGS) from the beginning of TCGS to the beginning
of SE induced by the lithium/pilocarpine model. The intracisternal application of
AB1.42 oligomers reduced the hippocampal electrographic activity spectral power
and increased it during the first TCGS, as well as during the beginning and the
stable-state of SE induced by the lithium/pilocarpine model. The electrographic
activity of the CA1 hippocampal area of animals injected with AB;4, oligomers
which exhibit the SE and SRS, showed an increased spectral power, as well as
during the induction of epileptiform activity elicited by 4-Aminopyridine (4AP) in
vitro. After the bath application of AB;.42 oligomers, the epileptiform activity spectral
power was reduced. Finally, BA;.42 oligomers intracisternal application produced a
mild reduction in pentylenetetrazole (PTZ)-induced seizures probability, five weeks
after the Api.42 injection. In conclusion, we found that APi4, sensitizes neural
networks to develop seizure activity, possibly by the reconfiguration of inhibitory
neuronal networks.
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ANTECEDENTES
GENERALIDADES DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA)

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurologica crénica y
degenerativa, cuyo signo clinico principal es la pérdida significativa de uno o mas
de los siguientes dominios cognoscitivos: atencion, funcion ejecutiva, aprendizaje,
memoria, lenguaje, percepcion o cognicién social (Organizacion Mundial de la
Salud, 2013; APA, 2014; AA, 2015a; 2015b). La EA es el tipo de demencia mas
comun en el mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2013), presentdndose en
aproximadamente el 60-70% de la poblacion mundial con demencia (Organizacion
Mundial de la Salud, 2013; AA, 2015b). La poblacion mundial con la EA ascendia
a 35.6 millones en el afio 2010 (BUPA, 2013) y se ha estimado que ascendera a
65.7 millones en el afio 2030 y a 115.4 millones en el afio 2050 (BUPA, 2013; AA,
2015a). En México, la poblacion con demencia ascendia a 621,000 personas en el
afio 2010 (BUPA, 2013) y se calcula que en el afio 2030 ascendera a 1,437,000
personas y a 3,195,000 en el afio 2050 (Llibre-Rodriguez et al., 2008; BUPA,
2013; Gutiérrez-Robledo & Arrieta-Cruz, 2014). Este incremento de la poblacién
con demencia del 414% entre los afios 2010 y 2050 es debido al aumento
exponencial estimado de la poblacion senil (Llibre-Rodriguez et al., 2008; Braak et
al., 2011; Manrique-Espinoza et al., 2013; BUPA, 2013; Organizacion Mundial de
la Salud, 2013; Gutiérrez-Robledo & Arrieta-Cruz, 2015).

La EA conlleva repercusiones socioecondémicas importantes que representan una
carga economica en México y el mundo (Gutiérrez-Robledo & Arrieta-Cruz, 2015;
Organizacion Mundial de la Salud, 2015). El costo mundial de la EA asciende a
mas de 600 mil millones de ddlares anuales (Organizacion Mundial de la Salud,
2013; 2015). En México, el costo total de las demencias asciende a 6157 dolares
per capita (BUPA, 2013). La EA representa una gran carga econdémica para las
instituciones de salud, las familias y los cuidadores de las personas con la EA en
paises en vias de desarrollo, por lo que es considerada una prioridad de salud
publica (Organizacién Mundial de la Salud, 2013).

Por otro lado, la EA tiene un impacto significativo sobre la calidad de vida global
de las personas que la padecen y de sus familiares (Baquero et al., 2009;
Millenaar et al., 2015). La EA afecta principalmente a la autopercepcién del estado
funcional y cognoscitivo, al cuidado personal y a la capacidad para realizar
objetivos (Baquero et al., 2009), ademas de que presenta una alta comorbilidad
con trastornos de ansiedad y depresion (Gutierrez-Robledo & Arrieta-Cruz, 2014).

Los criterios diagndsticos de la EA, sefialados en el Manual Diagndstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales 5 (DSM-5, por sus siglas en inglés) (APA,
2014), contempla los siguientes puntos:

a) Evidencia de una mutacion genética causante de la EA en los antecedentes
familiares o en pruebas genéticas (opcional).



b) Declive cognoscitivo:

a. Evidencia clara de un declive de la memoria y del aprendizaje, y por lo
menos de otro dominio cognoscitivo (por ejemplo, el lenguaje, las funciones
ejecutivas, la personalidad/el comportamiento, la ejecucion visomotora,
etcétera).

b. Declive progresivo, gradual y constante de la capacidad cognoscitiva sin
mesetas prolongadas.

c. Ausencia de evidencia de una etiologia mixta (por ejemplo cualquier otra
enfermedad neurodegenerativa, neurolégica o0 cerebrovascular que
contribuya al declive cognoscitivo.

Los casos que presentan el primer criterio clinico se diagnostican como EA
probable (APA, 2014), familiar o de inicio temprano (McKhann et al., 2011; AA,
2015b). Estos casos se presentan en un pequefio porcentaje (<10%) de la
poblacion con la EA (AA, 2015a; Cacacc et al., 2016). Estos pacientes desarrollan
la EA como resultado de una mutacidn genética heredable y exhibiendo los
sintomas cognoscitivos antes de los 65 afios de edad (McKhann et al., 2011; AA,
2015b; Cacacc et al., 2016).

Aquellos casos en donde no se cumple el primer criterio clinico, se diagnostican
como EA posible (APA, 2014), espontdnea o de inicio tardio (McKhann et al.,
2011; AA, 2015b). Estos casos no presentan una causa evidente y suelen
desarrollar los sintomas cognoscitivos después de los 65 afios de edad (McKhann
et al., 2011; AA, 2015b).

La historia natural de la EA se ha clasificado en tres etapas clinicas (Jack et al.,
2010; Sperling et al., 2011; Carrillo et al.,, 2013; Mar et al., 2015): preclinica,
prodrémica y demencial. La clasificacion de los pacientes dentro de cada etapa
clinica es efectuada a partir de la presencia de biomarcadores (Sperling &
Johnson, 2013), como son la disminucion del péptido B-amiloide (BA1.42) y el
incremento de la proteina t fosforilada en el liquido cefalorraquideo (LCR); la
presencia de depdsitos fibrilares del BA en el cerebro, detectada mediante la
Tomografia por Emision de Positrones (TEP) y la Tomografia Computarizada por
Emision de Foton Unico (SPECT, por sus siglas en inglés); la presencia de atrofia
cerebral, principalmente en estructuras del l6bulo temporal mesial, como el
hipocampo y la corteza entorrinal, medida mediante Imagenes por Resonancia
Magnética (IRM); y la pérdida de la conectividad funcional, principalmente en una
red cortical conocida como la red neuronal por defecto (default mode network, en
inglés), medida a partir de Imagenes por Resonancia Magnética funcional (IRMf)
(Sperling & Johnson, 2013, Oukoloff et al., 2015). No obstante, la principal
herramienta para la clasificacion de los pacientes dentro de cada etapa clinica es
efectuada de acuerdo al nivel del deterioro cognoscitivo presentado, medido a
partir de pruebas neuropsicoldgicas, como la Mini Prueba del Estado Mental
(MMSE, por sus siglas en inglés) (Harrison et al., 2007; Creavin et al., 2016)



(figura 1). Es de importancia resaltar que estas alteraciones forman parte de un
continuo en el proceso patolégico de la EA, observandose un deterioro cada vez
mayor en cada una de las etapas del proceso patoldgico.

Anormal

s Acumulacion del B-amiloide en el cerebro (TEP/LCR)
Pérdida de la conectividad funcional (IRMf)
Aumento de la proteina T (LCR)

Atrofia cerebral (IRM)

s Déficit cognoscitivo
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Etapas clinicas de la Enfermedad de Alzheimer

Figura 1. Modelo hipotético de la dinamica de los biomarcadores en la historia natural
de la EA. Los biomarcadores de la EA incluyen la acumulacion de depdsitos fibrilares
del BA en el cerebro, pérdida de la conectividad funcional, aumento de la proteina
ten el LCR, atrofia cerebral, alteraciones cognoscitivas y pérdida clinicamente
significativa del funcionamiento. Modificado de Sperling & Johnson (2013).

La etapa preclinica es un periodo en el cual ya ha comenzado el proceso
patologico de la EA, pero aun no hay evidencia de deterioro cognoscitivo (Jack et
al., 2010; Sperling & Johnson, 2013). En esta etapa, ya es posible observar la
disminucién en la concentracion del BA;.4> en el LCR (Martorana et al., 2015;
Blennow et al., 2016), asi como depositos fibrilares del BAi;4, en el cerebro
mediante TEP (Ji et al., 2015; Oukoloff et al., 2015), principalmente en estructuras
del I6bulo temporal mesial (Ji et al., 2015, Babulal et al., 2016). Hasta ahora, estos
biomarcadores son los mas sensibles para detectar las alteraciones tempranas de
la EA en pacientes asintomaticos (Sperling & Johnson, 2013, Wood, 2016) y es
por ello que se ha propuesto que la acumulacién del BA es un evento clave en la
etiologia de la EA (Sperling et al., 2011).

La etapa prodromica o de alteracion cognoscitiva leve (MCI, por sus siglas en
inglés), es el tiempo en donde se presenta un declive en alguna de las funciones
cognoscitivas (NIA, 2015), siendo la memoria episédica la primera funcion
cognoscitiva mas afectada (Sperling et al., 2011), no obstante, estas alteraciones
no intervienen en la funcionalidad de las personas (Jack et al., 2010; NIA, 2015).
En esta etapa es posible detectar un aumento en la concentracion de la proteina
ten el LCR (Jack et al., 2010; Blennow et al., 2016) y atrofia en estructuras del
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I6bulo temporal mesial, como el hipocampo y las cortezas entorrinal y perirrinal
mediante IRM (Appel et al.,, 2009; Mormino et al.,, 2009; Jack et al., 2010).
Ademas, en esta etapa, ya es notoria la pérdida de la conectividad funcional en
varias redes neuronales mediante IRMf, entre las que destacan la red de la
memoria episodica (Sperling et al., 2011), la red de la memoria semantica (Gardini
et al., 2015) y la red neuronal por defecto (Sperling et al., 2011; Wang et al., 2013;
Gardini et al., 2015).

En la etapa de demencia, ocurre un deterioro en multiples dominios cognoscitivos
(Sperling et al., 2010; Carrillo et al., 2013), incluyendo la memoria, el lenguaje y las
funciones ejecutivas (Aguirre-Acevedo et al., 2016). Por otro lado, en esta etapa
también se observan alteraciones conductuales, como la aparicién de trastornos
de ansiedad, depresion, alteracién del ciclo vigila-suefio, alteraciones afectivas y
agresividad verbal y fisica (Vermeiren et al., 2013). Juntas, estas variaciones
cognoscitivas y conductuales afectan el funcionamiento global de las personas con
la EA (Sanchez-de Machado et al., 2007; Jack et al.,, 2010). En esta etapa, las
pruebas neurospicolégicas para evaluar la severidad del deterioro cognoscitivo
(Harrison et al., 2007; Sperling & Johnson, 2013; Creavin et al., 2016), como la
MMSE (Creavin et al., 2016), muestran un deterioro severo.

ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS, NEUROQUIMICAS Y
MICROESTRUCTURALES EN LA EA

La progresion patoldgica de la EA es el resultado de una serie de alteraciones
histopatolégicas, neuroquimicas y microestructurales en el cerebro (Lopez &
DeKosky, 2003; Sperling et al., 2011; AA, 2015a; 2015b; Selkoe & Hardy, 2016).
Estas alteraciones son de caracter progresivo y ocurren principalmente en el
hipocampo y en la neocorteza temporal (Lépez & DeKosky, 2003; Creavin et al.,
2016; Mann, Yates & Marcyniuk, 1985; Braak & Braak, 1991; Nedelska et al.,
2015), que son estructuras ampliamente involucradas en la memoria (Sperling et
al., 2010; Knierim, 2015).

ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS EN LA EA

Las alteraciones histopatolégicas en la EA son aquellas observadas de forma post
mortem en cerebros de pacientes que tuvieron diagnostico probable de la EA
(Joachim et al., 1989; Braak & Braak, 1991; Braak et al., 2011; Nedelska et al.,
2015). Actualmente es posible detectar estos correlatos in vivo, mediante la TEP y
la SPECT (Ji et al., 2015; Oukoloff et al., 2015).

Estas alteraciones fueron descritas por primera vez por Alois Alzheimer en 1907
(Moller & Graeber, 1998), e incluyen principalmente a las denominadas placas
seniles y a los ovillos neurofibrilares (ONF) (Mdller & Graeber, 1998), que junto
con otros marcadores de neurodegeneracion, como la atrofia hipocampal, la
pérdida neuronal y la pérdida de sinapsis (Jack et al., 2010; Scheff et al., 2011),
son considerados como marcadores post mortem de la severidad de la EA (Lopez
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& DeKosky, 2003; Jack et al., 2010). Estos marcadores histopatoldgicos seran
descritos a continuacion.

PLACAS SENILES

Las placas seniles son depdsitos extracelulares en el tejido nervioso, compuestos
por agregados fibrilares del BA (Braak & Braak, 1991; Growing et al., 1994; Braak
& Del Tredici, 2004) (figura 2). Las placas seniles se presentan principalmente en
estructuras del I6bulo temporal mesial, como la neocorteza temporal y el
hipocampo (Mann, Yates & Marcyniuk, 1985; Braak & Braak, 1991; Jellinger, et al.,
1991).
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Figura 2. Corte histoldgico del area CA1 del hipocampo en donde se observan placas
seniles tefiidas con la técnica de Campbell-Switzer. Nétese que las placas se ubican
de forma difusa en el corte histolégico. Tomado de Braak & Braak (1991).

La proporcion de placas seniles aumenta con la edad (Braak et al., 2011),
manifestando la siguiente secuencia de aparicion: primero en estructuras del
l6bulo temporal mesial, principalmente el hipocampo, la corteza entorrinal y la
neocorteza temporal (Pearson et al., 1985; Jellinger, et al., 1991). Posteriormente,
las placas seniles aparecen en las cortezas extratemporales y de asociacion, para
después presentarse en todo el cerebro (Braak et al., 2011). En la neocorteza, las
placas seniles se ubican en mayor proporcion alrededor de las neuronas
piramidales de las capas 3 y 5 (Mann, Yates & Marcyniuk, 1984), mientras que en
el hipocampo, las placas seniles se ubican en mayor proporcion sobre las
neuronas piramidales del area CA1 (Jellinger, et al., 1991).

En la década de los 80’s, se determind que las placas seniles estan constituidas
principalmente, por aglomerados de un péptido conformado por las cadenas de 1-
40, de 1-42 (Glenner & Wong, 1984; Masters et al., 1985) o de 17-42 (Glenner &
Wong, 1984), de los aminoacidos de un péptido al que posteriormente se
denomino BA (Masters et al., 1985).
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Contrario a lo que se creia desde el caso descrito por Alois Alzheimer en 1907
(Pearson et al., 1985; Mann, Yates & Marcyniuk, 1985; Joachim, Morris & Selkoe,
1989; Braak & Braak, 1991; Moller & Graeber, 1998), la proporcion de placas
seniles en tejidos post mortem no son un buen correlato del declive cognoscitivo
presentado por los pacientes con la EA antes de morir (Lue et al., 1999; Sperling
et al., 2011; Carrillo et al., 2013). Esta afirmacion deriva de la observacion de
placas seniles en cerebros post mortem de personas sin declive cognoscitivo
alguno (Price et al., 2009; Sperling et al., 2013; Selkoe & Hardy, 2016). Sin
embargo, hoy en dia, mediante diversos métodos que detectan de forma indirecta
la acumulacion del BA1.42 en el cerebro, como la PET y la SPECT (Sperling &
Johnson, 2013; Oukoloff et al., 2015), se ha determinado que la acumulacién del
BA142 en el cerebro, aunque no necesariamente en placas seniles, es el
biomarcador que mejor predice el estado clinico de las personas con diagndstico
probable de la EA (Koivunen et al., 2008; Sperling & Johnson, 2013), inclusive en
etapas preclinicas (Ji et al., 2015; Oukoloff et al., 2015).

OVILLOS NEUROFIBRILARES

Los ONF son depésitos intracelulares de la proteina t en su forma hiperfosforilada
(figura 3) (DeKosky, 2002; Lépez & DeKosky, 2003). Los ONF son la forma mas
comun de lesion intracelular, presentandose en una variedad de patologias que
incluyen a la esclerosis lateral amiotréfica, a la enfermedad de Parkinson, a la
enfermedad de Pick y a la EA (Delacourte & Bluée, 2000), asi como durante el
envejecimiento normal (Ball, 1977).

%
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Figura 3. Ovillos neurofibrilares en neuronas del hipocampo tefiidos con la técnica de
Gallyas. Notese que los ovillos neurofibrilares se ubican de forma intracelular y que
abarcan la totalidad de la célula. Tomado de Braak & Braak (1991).

La proteina t pertenece a la familia de Proteinas Asociadas a los Microtubulos
(MAP, por sus siglas en inglés), cuyo rol fisiologico principal es la estabilizacion de
los microtubulos, lo que permite el ensamble de los microtibulos y el transporte
intracelular (Delacourte & Bluée, 2000; Nisbet et al.,, 2015). En condiciones
fisiologicas, la proteina t interactla con otras proteinas MAP, particularmente con
heterodimeros de la o y B tubulinas, para ensamblar a los microtabulos y regular el
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transporte intracelular (Nisbet et al., 2015). En el cerebro adulto, la proteina t se
encuentra en mayor proporcion en el axén y en el soma de las neuronas y en
menor grado en el nlcleo y en las dendritas (Liu & Go6tz, 2013). La proteina t
también se encuentra expresada en astrocitos y oligodendrocitos, principalmente
en condiciones patolégicas, como la paralisis supranuclear progresiva, la
degeneracion gangliénica corticobasal, la enfermedad de Pick y la EA (Chin &
Goldman, 1996).

En la EA, la proteina t se encuentra en un estado hiperfosforilado (Nisbet et al.,
2015), lo que le permite autoensamblarse y formar oligdmeros, fibrillas vy
eventualmente, ONF (Nisbet et al., 2015). El resultado de la agregacion de la
proteina t en su estado hiperfosforilado es la desestabilizacion del ensamble de
los microtubulos, resultando en alteraciones en el transporte intracelular (Nisbet et
al., 2015). La agregacion de la proteina t en su estado hiperfosforilado ocasiona
alteraciones estructurales y funcionales en las mitocondrias, desencadenando el
aumento en los niveles de calcio intracelular (DuBoff, Feany & Goétz, 2013) y el
estrés oxidativo (DuBoff, Feany & Go6tz, 2013), teniendo como consecuencia la
apoptosis celular (Lloret et al., 2015).

Se han hipotetizado varios mecanismos moleculares por los que la proteina t
adquiere su estado hiperfosforilado (Nisbet et al., 2015; Lloret et al., 2015).
Algunos autores han sefialado que la hiperfosforilacién de la proteina t es inducida
indirectamente por el BAi142 en su estado soluble (Deshpande et al.,, 2006;
Grueninger et al., 2010; Nisbet et al., 2015; Lloret et al., 2015; Selkoe & Hardy,
2016). El BA;.42 soluble tiende a depositarse en algunos organelos celulares, como
el reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi y la mitocondria (Pagani & Eckert,
2011). En la mitocondria, el BA;.4, afecta la actividad de varias enzimas de la
cadena transportadora de electrones, como el complejo IV, resultando en la
sobreproduccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) (Pagani & Eckert, 2011; DuBoff et al., 2013; Lloret et al., 2015). El estrés
oxidativo crénico que desencadena la sobreproduccion de ROS, conduce a la
inhibicién del Regulador de Calcineurina 1 (CRANL1, por sus siglas en inglés),
permitiendo la fosforilacion de la proteina tmediante la activacion de varias
cinasas, como la Cinasa de la Glucogeno Sintasa 3 B (GSK3p, por sus siglas en
inglés) (Lloret et al., 2011). Por otro lado, el estrés oxidativo cronico también
desencadena la activacion de la MAP cinasa p38, que es un activador de la
fosforilacion de t (Lloret et al., 2011; 2015).

En la EA, los ONF tienen un orden de aparicion estereotipado (Braak et al., 2011).
Comienzan a aparecer en las dendritas y somas de las neuronas de algunos
nacleos del tallo cerebral, principalmente en el locus coeruleus (Braak & Del
Tredici, 2004), para posteriormente observarse de forma progresiva en las
neuronas piramidales del hipocampo y de las cortezas temporal mesial, entorrinal,
frontal, insular, de asociacion y sensoriales primarias (Delacourte & Bluée, 2000;
Braak & Del Tredici, 2004; Braak et al.,, 2011). En la neocorteza, los ONF se
ubican en mayor proporcion en las neuronas piramidales de las capas 2 y 3
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(Pearson et al., 1985). En los cerebros post mortem de pacientes diagnosticados
con EA probable, la cantidad de ONF aumenta con la edad en todo el cerebro
(Braak et al., 2011), no obstante, no parecen reflejar el estado cognoscitivo de las
personas diagnosticadas con EA probable al momento de morir (Lue et al., 1999,
Sperling et al., 2013).

OTRAS ALTERACIONES MACROESTRUCTURALES EN LA
EA

En los cerebros de pacientes diagnosticados con la EA probable, analizados post
mortem o mediante IRM, se observa disminucion en el peso del cerebro (Mann,
Yates & Marcyniuk, 1985), en el grosor de la corteza cerebral (Mann, Yates &
Marcyniuk, 1985) y en el volumen cerebral (Mann, Yates & Marcyniuk, 1985;
Dhikav & Anand, 2007; Mueller et al., 2010; Sperling & Johnson, 2013). Estas
alteraciones macroestructurales se han observado en mayor medida en
estructuras temporales, como el hipocampo, el complejo amigdalino y la corteza
entorrinal (Elgh et al., 2005; Appel et al., 2009; Sperling & Johnson, 2013;
Nedelska et al., 2015). No obstante, las mismas se observan en todo el cerebro
(Mann, Yates & Marcyniuk, 1985).

La disminucion del volumen hipocampal, o atrofia hipocampal, puede ser
observada desde etapas presintomaticas de la EA mediante IRM (Sperling &
Johnson, 2013), y aumenta conforme la severidad de la patologia progresa (Elgh
et al., 2005). Es por ello que la atrofia hipocampal es considerada un biomarcador
de la progresion de la EA (Elgh et al., 2005) (figura 4).

Figura 4. Imagen por resonancia magnética del hipocampo de un paciente con EA
probable. Las flechas de la izquierda sefialan el segmento entre el surco hipocampal
y el cuerno temporal. Las flechas de la derecha sefialan el grosor del hipocampo de
forma perpendicular al cuerpo hipocampal. Nétese la atrofia del hipocampo izquierdo.
Tomado de Elgh y colaboradores (2005).

Actualmente, estas alteraciones macroestructurales son consideradas como el
evento final de los efectos citotdxicos del BA;-42 durante el curso natural de la EA
(Jack et al., 2010; Nedelska et al., 2015; Selkoe & Hardy, 2016).
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ALTERACIONES NEUROQUIMICAS Y MICROESTRUCTURALES
EN LA EA

Las alteraciones histopatolégicas o macroestructurales en la EA, descritas
anteriormente, son el resultado de cambios neuroquimicos y microestructurales
inducidos principalmente por la sobreproduccion del BA;4, soluble (DeKosky,
2002; Loépez & DeKosky, 2003; Coria-Balanzat, 2006). La alteracion neuroquimica
principal en la EA es el procesamiento anormal del BA (Hardy & Higins, 1992;
Hardy & Selkoe, 2002; Selkoe & Hardy, 2016). El proceso neuropatolégico que
desencadena la sobreproduccién del BAi14, se ha modelado en la llamada
hipotesis de la cascada amiloide (Hardy & Higins, 1992; Hardy & Selkoe, 2002;
Selkoe & Hardy, 2016), la cual incluye una serie de cambios neuroquimicos y
microestructurales en el cerebro, que incluyen la pérdida de las sinapsis, la
induccion de astrocitosis y microgliosis, asi como la neurodegeneracion (Hardy &
Selkoe, 2002; Selkoe & Hardy, 2016). Las alteraciones relacionadas al BA1.42 Se
describen a continuacion.

PROCESAMIENTO ANORMAL DEL PEPTIDO S-AMILOIDE

La generacion del BA resulta de la hidrdlisis de una proteina transmembranal
llamada Proteina Precursora de Amiloide (APP, por sus siglas en inglés) (Weeson
et al., 2011). La APP es miembro de una familia de proteinas transmembranales
identificada en muchas especies, como el C. elegans, la mosca Drosophila, el pez
cebra y la rana Xenopus Laevis (Zheng & Koo, 2011). Esta familia de proteinas se
encuentra expresada ampliamente en el cerebro (Zheng & Koo, 2011), y esta
conformada por la APP, la Proteina 1 Tipo APP (APPLP1, por sus siglas en
inglés), y la Proteina 2 Tipo APP (APPLP2, por sus siglas en inglés) (Zheng &
Koo, 2011; Nhan, Chiang & Koo, 2015). Estas proteinas comparten varias
secuencias de aminoacidos, pero la secuencia del BA sélo se encuentra en la APP
(Zheng & Koo, 2011).

El rol fisiol6gico de la APP en condiciones no patolégicas no es del todo conocido
(Nhan, Chiang & Koo, 2015); sin embargo, se sabe que la APP participa en la
formacién y mantenimiento de las sinapsis y en la facilitacion de la plasticidad
sinaptica y la division celular (Zheng & Koo, 2011; Nhan, Chiang & Koo, 2015). La
expresion de la APP en la linea celular B103, la cual no expresa APP
endogenamente, condujo a la proteccion contra la toxicidad inducida por el BA o
por glutamato (Schubert & Behl, 1993), lo que ha llevado a pensar que la APP
desempefia una funcién neuroprotectora en contra de la citotoxicidad del BA y el
glutamato (Zheng & Koo, 2011; Nhan, Chiang & Koo, 2015)

El procesamiento de la APP es dividido en dos vias, la via amiloidogénica y la via
no-amiloidogénica, que hacen referencia a la via que conlleva a la produccion del
BAy a la que no, respectivamente (figura 5) (Zheng & Koo, 2011; Nhan, Chiang &
Koo, 2015).
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Figura 5. Procesamiento amiloidogénico y no-amiloidogénico de la APP. En la parte
superior se encuentra la APP en su porcion extracelular (EC), transmembranal (TM) e
intracelular (IC). Las secretasas B y a hidrolizan a la APP formando aAPP-soluble y
BAPP-soluble, respectivamente. A su vez, la y-secretasa escinde a la BAPP-soluble y
a la aAPP-soluble para formar los péptidos BA y AICD, y p3 y AICD, respectivamente.
Tomado de Zheng y Koo (2011).

En la via no-amiloidogénica, la APP es escindida por la accion de la a-secretasa,
produciendo los péptidos aAPP-soluble y C83 (Nhan, Chiang & Koo, 2015). A su
vez, la aAPP-soluble es escindida por la y-secretasa generando el BA de cadena
corta (17-42 amionoacidos) llamado p3 (debido a su masa atémica, que es de 3
kDa) y un polipéptido citoplasmético llamado Dominio Intracelular de Notch (AICD,
por sus siglas en inglés) (Nhan, Chiang & Koo, 2015). Los péptidos producidos en
la via no-amiloidogénica son considerados benéficos para el funcionamiento
neuronal, ya que se han relacionado con efectos troficos (Zheng & Koo, 2011;
Zheng & Joo, 2011). Sin embargo, el péptido p3 es un componente de las placas
seniles (Gowing et al., 1994; Zheng & Koo, 2011), que se ha asociado con efectos
citotoxicos y proinflamatorios (Nhan, Chiang & Koo, 2015).

Por otro lado, en la via amiloidogénica, la APP es escindida por la B-secretasa
(Hardy & Higins, 1992; Hardy & Selkoe, 2002; Selkoe & Hardy, 2016), produciendo
los péptidos BAPP-soluble y C99 (Karran, Mercken & De Strooper, 2011; Weeson
et al., 2011; Ow & Dunstan, 2014). Posteriormente, un complejo de proteinas
conocido como y-secretasa, que incluye a la Presenilina 1 (PSEN1, por sus siglas
en inglés), y a la Presenilina 2 (PSEN2, por sus siglas en inglés), actia sobre el
BAPP-soluble para producir los péptidos solubles BA;.40 0 BA142 Y €l péptido AICD
(Gowing et al., 1994; Karran, Mercken & De Strooper, 2011; Zheng & Koo, 2011;
Weeson et al.,, 2011; Ow & Dunstan, 2014). Los péptidos producidos en la via
amiloidogénica, especificamente el péptido citosoélico AICD y los péptidos solubles
BAPP y BA, se han relacionado con una serie de eventos citotdxicos que incluyen
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la apoptosis, la degeneracibn axonal, la sobreproduccion del BA y la
hiperfosforilacion de la proteina t (Zheng & Koo, 2011). Se ha propuesto que estos
eventos citotoxicos son el resultado de la interaccion de los péptidos AICD, BAPP
y BA con diversas moléculas, tanto en la membrana plasmética (Lloret et al.,
2015), como en el citoplasma (Lloret et al., 2015). Ya sea de manera directa o
indirecta estos péptidos activan a la cinasa GSK-3p (Zheng & Koo, 2011), al
receptor de neurotrofina p75 (Nhan, Chiang & Koo, 2015) y a la caspasa Jcasp
(Nhan, Chiang & Koo, 2015), los cuales han sido asociados con actividad
proapoptotica (Nhan, Chiang & Koo, 2015).

En los pacientes con la EA familiar, el procesamiento de la APP se lleva a cabo
preferencialmente mediante la via amiloidogénica y ésto puede ser causado por
mutaciones en alguno de los genes que codifican para las proteinas que
intervienen en el metabolismo del BA (Weeson et al., 2011). Las mutaciones mas
comunmente asociadas a la EA familiar se encuentran en los genes que codifican
para la PSEN1, la PSEN2 y varias mutaciones en el gen de la APP (Coria-
Balanzat, 2006; Weeson et al.,, 2011; Cacacc, Sleegers & Van Broeckhoven,
2016). Todas estas mutaciones conllevan al aumento del BA soluble en el espacio
extracelular (Lue et al.,, 1999; Kamenetz et al., 2003). Una vez en el espacio
extracelular, el BA soluble tiende a agregarse con otras moléculas del BA (Ow &
Dunstan, 2014; Cacacc, Sleegers & Van Broeckhoven, 2016), formando dimeros,
trimeros y oligdmeros, hasta agregarse en placas seniles, en donde el BA adquiere
su forma insoluble (Karran, Mercken & De Strooper, 2011).

Los niveles elevados de oligbmeros del BA1.4» soluble se correlacionan con el
estado clinico de la EA (Lue et al.,, 1999; Koivunen et al., 2008; Sperling &
Johnson, 2013; Jang & Chung, 2016). En estudios post mortem, la concentracion
del BA1.42 soluble se correlaciona con la pérdida de las sinapsis y con el estado
clinico de los pacientes diagnosticados con EA probable (Lue et al., 1999; Naslund
et al., 2000). Esto se ha corroborado en pacientes vivos con la EA probable, en
donde la concentracion del BA;.42 soluble en LCR disminuye conforme aumenta el
declive cognoscitivo (Sperling et al., 2011), incluso desde la etapa preclinica (Ji et
al., 2015; Oukoloff et al., 2015). Es por ello, que la acumulacién del BA;.42 en el
cerebro es considerado el biomarcador mas sensible a la progresion de la EA
(Sperling et al., 2011; Selkoe & Hardy, 2016).

HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDE

La hipotesis de la cascada amiloide, inicialmente postulada por Hardy y Higins
(1992), y posteriormente modificada por Hardy y Selkoe (2002), postula que la
sucesion de procesos patologicos en el curso temporal de la EA es iniciada por el
incremento de oligdmeros del BA;1.42 en el cerebro (figura 6).
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Figura 6. Secuencia de las alteraciones cerebrales mas significativas por las que
cursa la EA, propuesta por la hipotesis de la cascada amiloide. Modificado de Selkoe
& Hardy (2016).

De acuerdo a la hipétesis de la cascada amiloide, el proceso patolégico de la EA
comienza con un evento desencadenante que aumenta la produccién del BA1.42
(Hardy & Selkoe, 2002; Selkoe & Hardy, 2016). En la EA familiar, la mutacion de
los genes que codifican para la APP, la PS1 y/o la PS2 son el evento
desencadenante de la sobreproduccion del BAi14 (Karran, Mercken & De
Strooper, 2011). Por otro lado, en la EA esporadica, no se sabe cédmo es iniciada
la sobreproduccion del BAi42 (Selkoe & Hardy, 2016). Sin embargo, se ha
hipotetizado que algunas alteraciones de la salud a lo largo de la vida de estas
personas tienen una influencia significativa sobre la aparicién de la EA (Daulatzai,
2015). Los principales problemas de salud relacionados con la aparicion de la EA
esporadica incluyen a la obesidad, a las dietas hipercal6ricas, a la desnutricion, a
la falta de suefio, al consumo de alcohol, al sedentarismo, a alteraciones
respiratorias, como la Apnea Obstructiva del Sueiio (OSA, por sus siglas en
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inglés) (Daulatzai, 2015; Musiek, Xiong & Holtzman, 2015), y a factores
ambientales, como los niveles altos de contaminacion (Calderén-Garciduefias et
al, 2004; Underwood, 2017). Todas estas alteraciones de la salud tienen efectos
cronicos sobre el sistema nervioso central, como la degeneracion de las neuronas
y las células gliales (Daulatzai, 2015; Musiek, Xiong & Holtzman, 2015), las
respuestas inflamatorias (Daulatzai, 2015), la isquemia (Daulatzai, 2015), el estrés
oxidativo (Daulatzai, 2015), la atrofia hipocampal y el incremento del BA;.42 en el
cerebro (Daulatzai, 2015; Musiek, Xiong & Holtzman, 2015).

Posterior al evento desencadenante de la sobreproduccion del BA1.42 soluble, éste
tiende a liberarse al espacio extracelular al ocurrir actividad sinaptica (Cirrito et al.,
2005), principalmente en estructuras mesiales del lI6bulo temporal (Bero et al.,
2011), para posteriormente agregarse hasta formar placas seniles (Selkoe &
Podlisny, 2002; Tu et al.,, 2014). En las fases intermedias del proceso de
agregacion, se generan los oligomeros del BA;4, soluble que interactian con
multiples proteinas gliales, vasculares y neuronales (Selkoe & Hardy, 2016),
conllevando a la disfuncion de estas células y a la neurodegeneracion (Selkoe &
Hardy, 2016).

En cerebros post mortem de personas diagnosticadas con la EA posible, se
presenta una astrogliosis marcada cerca de las placas seniles (Avila-Mufioz &
Arias, 2014), asi como depositos intracelulares del BA en astrocitos y cambios
morfolégicos en los mismos (Nagele et al., 2003). Los astrocitos, ante la
exposicion a oligomeros del BA;4, soluble, liberan moléculas proinflamatorias,
como la Interleucina 1p (IL-1p), el Oxido Nitrico (NO, por sus siglas en inglés) y el
Factor de Necrosis Tumoral o (TNF-a, por sus siglas en inglés) (Avila-Mufioz &
Arias, 2014), lo que contribuye a la neurodegeneracion en la EA.

En condiciones fisiologicas, el BA es degradado por los astrocitos mediante la
actividad de tres enzimas: la Neprilisina (NEP), la Enzima Degradadora de Insulina
(IDE, por sus siglas en inglés) y la Metaloproteasa de la Matriz 9 (MMP-9, por sus
siglas en inglés) (Avila-Mufioz & Arias, 2014). En modelos transgénicos de la EA
que sobreproducen el BA;.4,, se ha observado que los niveles de la NEP se
encuentran reducidos en los astrocitos (Apelt et al., 2003). Ademas, se observa
una reduccion en los Transportadores de Aminoacidos Excitadores 1y 2 (EAAT1y
EAAT2, por sus siglas en inglés) (Karran, Mercken & De Strooper, 2011), lo que
sugiere que, en la EA, los astrocitos promueven la acumulacion del BA extracelular
(Avila-Muioz & Arias, 2014), asi como el aumento del glutamato disponible en el
espacio extrasinaptico (Tu et al., 2014).

Por otro lado, el BA también tiene efectos sobre las células microgliales (Avila-
Mufioz & Arias, 2014; Doens & Fernandez, 2014; Xu, He & Bai, 2015). En
condiciones fisiologicas, la microglia regula la cantidad del BA;.4, extracelular
mediante la fagocitosis del péptido (Doens & Fernandez, 2014; Xu, He & Bai,
2015). En la EA, la microglia libera proteinas proinflamatorias (Doens &
Ferndndez, 2014; Xu, He & Bai, 2015), que incluyen a la IL-1, a la interleucina 6
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(IL-6), a la interleucina 8 (IL-8), al TNFa, a las ROS y a las especies reactivas de
nitrdgeno, induciendo apoptosis mediante la activacion de la caspasa 3 (Xu, He &
Bai, 2015). La interacciobn de los oligbmeros del BA:14> con la microglia se
establece a través de varios receptores microgliales, entre los que destacan los
Receptores Tipo Toll 2y 4 (TLR2 y TLR4, por sus siglas en inglés), los receptores
scavenger tipo 1 y los receptores CD14, CD36 y CD47 (Liu et al., 2012; Xu, He &
Bai, 2015; Heppner et al., 2015; Zuroff et al., 2017)

En cerebros post mortem de pacientes diagnosticados con la EA probable, las
placas seniles y los ONF se ubican también en los vasos sanguineos cerebrales
(Merlini, Wanner & Nitsch, 2016), produciendo alteraciones en la estructura y
funcién de la barrera hematoencefélica (Xu, He & Bai, 2015; Merlini, Wanner &
Nitsch, 2016). En modelos transgénicos de la EA, se observa que el musculo liso
que reviste a las paredes de los vasos sanguineos se encuentra adelgazado en el
hipocampo, en una forma dependiente de la edad (Merlini, Wanner & Nitsch,
2016). Lo anterior, parece ser producido por la interaccion del BA;42 con las
metaloproteasas de la matriz MMP2 y MMP9 (Merlini, Wanner & Nitsch, 2016),
provocando la reduccion de la oxigenacién cerebral y posteriormente isquemia
cerebral (Scuteri et al., 2011).

La interaccion de los oligobmeros del BAi42 con las neuronas se lleva a cabo
principalmente a través de su acoplamiento a los receptores nicotinicos a7 y a los
glutamatérgicos NMDA (Karran, Mercken & De Strooper, 2011), asi como
mediante la formacién de poros en la membrana plasmatica de las neuronas
(Nisbet et al., 2015). Esta interacciébn desencadena una cascada de eventos
citotoxicos que incluyen a la elevacion del calcio intracelular (DuBoff, Feany &
Gotz, 2013; Gavello et al.,, 2016), a la internalizacion de los receptores
glutamatérgicos tipo AMPA (Tu et al., 2014), a la despolimerizacion de la F-actina
(Nisbet et al., 2015), a la fosforilacion de la proteina t (Nisbet et al., 2015) y a su
posterior agregacion en ONF (Tu et al., 2014; Nisbet et al., 2015).

El paso final postulado por la hipotesis de la cascada amiloide incluye la reduccién
de las sinapsis y la muerte neuronal por apoptosis (Tu et al., 2014; Selkoe &
Hardy, 2016). En los cerebros post mortem de personas diagnosticadas con la EA
probable, se observa una marcada reducciéon de las sinapsis y muerte neuronal
por apoptosis (Koliastos et al., 2006; Perez-Cruz et al., 2011; Scheff et al., 2011,
Scheff et al., 2015; Mufson et al., 2015; Tu et al., 2014). Ambos son marcadores
de neurodegeneracion y se relacionan con el declive cognoscitivo de los pacientes
al momento de su muerte (Tu et al., 2014). Ademas, estos marcadores de
neurodegeneracion son observados en las mismas regiones cerebrales asociadas
con este declive cognoscitivo, como las cortezas frontal, parietal, temporal y
cingulada (Koliastos et al., 2006; Mueller et al. 2010), y en mayor medida, en el
hipocampo (DeKosky, 2002; Lépez & DeKosky, 2003; Koliastos et al., 2006; Coria-
Balanzat, 2006; Mueller et al. 2010; Tu et al., 2011).
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De acuerdo con la hipétesis de la cascada amiloide, los cambios neuroquimicos y
microestructurales mencionados son la causa de las alteraciones en la funcién de
los circuitos neuronales y en las funciones cognoscitivas caracteristicas de los
pacientes con la EA (Hardy & Selkoe, 2002; Karran, Mercken & De Strooper, 2011;
Tu et al., 2014).

EFECTO DEL PEPTIDO BETA AMILOIDE (BA;i4) SOBRE LA
ACTIVIDAD DE LOS CIRCUITOS NEURONALES

Los mecanismos celulares por los que el BA1.42 tiene sus efectos neurotoxicos han
sido extensivamente estudiado a nivel de las sinapsis y las neuronas individuales
(Karran, Mercken & De Strooper, 2011; Tu et al.,, 2014, Lloret et al., 2015). Sin
embargo, tomando en cuenta que las funciones cerebrales complejas, tales como
la cognicion, el lenguaje y la conciencia, son el resultado de la interaccion entre
multiples circuitos neuronales (Escera, 2004; Buzsaki & Watson, 2012; Carrillo-
Reid et al., 2016), entonces es preciso abordar el estudio de los efectos
neurotoxicos del BA a partir de la dinamica de los circuitos neuronales (Herrmann
& Demiralp, 2005; Pefa et al., 2006; Sperling et al., 2010; Gleichmann & Mattson,
2010; D’Amelio & Rossini, 2012; Pena-Ortega, 2013; Chen et al., 2014; Moretti,
2014).

Los pacientes con la EA y los modelos experimentales de esta enfermedad cursan
con actividad aberrante de los circuitos neuronales (D’Amelio & Rossini, 2012), la
cual se ve reflejada en alteraciones del electroencefalograma (EEG) (Brenner,
Reynolds & Ulrich, 1988; D’Amelio & Rossini, 2012), y de la conectividad funcional
evaluada con el EEG y la IRMf (Calderén-Gonzélez et al., 2004; Hermann &
Demiralp, 2005; Moretti, 2014; Sperling et al., 2010; Gardini et al., 2015). Estas
alteraciones se describen a continuacion.

ESTUDIOS CLINICOS

Los pacientes con la EA exhiben alteraciones del EEG (D’Amelio & Rossini, 2012).
La inspeccion visual del EEG de pacientes con la EA probable muestra un
enlentecimiento difuso, comparado con las personas sanas (Brenner, Reynolds &
Ulrich, 1988; Ezquerra et al., 1999; Amatniek et al., 2006). Este enlentecimiento
difuso en los pacientes con la EA se relaciona con un aumento en las oscilaciones
lentas en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz) y theta (4-8 Hz) (Brenner,
Reynolds & Ulrich, 1988). Ademas, la frecuencia maxima de las derivaciones
parasagitales del sistema 10-20 (C3-P3, P3-0O1, C4-P4 y P4-02), se encuentra
disminuida en los pacientes con la EA probable (~10 Hz), comparados con
personas sanas (~12 Hz). También se observa una disminucion en la frecuencia
del ritmo dominante de las derivaciones posteriores (P3-O1 y P4-O1) en los
pacientes con la EA (~10 Hz) comparados con personas sanas (~9 Hz) (Brenner,
Reynolds & Ulrich, 1988).

El analisis cuantitativo del EEG mediante la Transformada Réapida de Fourier (FFT,
por sus siglas en inglés), es un método clasico para el andlisis de sefiales
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biomédicas (Urrestarazu & Iriarte, 2005). La FFT consiste en la descomposicion de
la sefial del EEG en la distribucion de la amplitud, o poder espectral, de cada uno
de sus componentes de frecuencia (Urrestarazu & Iriarte, 2005; Buzséki &
Watson, 2012). Utilizando el analisis del EEG en el dominio de la frecuencia, se ha
observado que los pacientes con la EA tienen menor poder espectral en las
bandas de frecuencia alfa (8-13 Hz) y beta (13-20 Hz) y mayor poder espectral en
las bandas delta (0.5-4 Hz) y theta (1-4 Hz), comparados con personas con MCI y
con sujetos sanos (Bennys et al., 2001; Hatz et al., 2015). El aumento en la
potencia espectral en las bandas delta y theta correlaciona con un peor
desempeiio cognoscitivo, reflejado en puntajes bajos en el MMSE, en tareas de
aprendizaje y memoria verbal y visual, asi como en la habilidad motora y la
produccion del lenguaje verbal (Bennys et al., 2001; Hatz et al., 2015). Por otro
lado, estas alteraciones en el EEG son progresivas, observdndose aumento de
estas alteraciones en el EEG desde la etapa prodromica que sigue aumentando
hasta el diagndstico de la EA (Poil et al., 2013).

Los pacientes con la EA también presentan alteraciones en la coherencia de la
actividad cortical (Calderén-Gonzalez et al.,, 2004; Hermann & Demiralp, 2005;
Moretti, 2014). La coherencia del EEG es una medida de la asociacion o del
acoplamiento entre dos sefiales del EEG en el dominio de la frecuencia (Thatcher
et al., 2004). Las personas con la EA, muestran una disminucion de la coherencia
cortical intra e interhemisféricas de forma difusa, en todas las bandas de
frecuencia (Calderon-Gonzalez et al., 2004; Hermann & Demiralp, 2005; Moretti,
2014).

Investigaciones con IRMf, han mostrado que los pacientes con la EA presentan
menor conectividad funcional entre varias areas cerebrales durante el estado de
reposo (Allen et al., 2007; Chen et al., 2014; Joo, Lim & Lee, 2016). Lo mismo
ocurre durante tareas de memoria (Sperling et al., 2010). Las estructuras que
presentan mayor afectacion en la conectividad funcional son el hipocampo y la
corteza cerebral (Allen et al., 2007; Sperling et al., 2010; Qi et al., 2010; Chen et
al., 2014). Comparados con personas sanas, los pacientes con la EA presentan
menor conectividad funcional entre las cortezas frontal, prefrontal y parietal con
regiones temporales, como el hipocampo y el giro parahipocampal (Chen et al.,
2014). Por otro lado, estos pacientes también muestran mayor conectividad
funcional entre estructuras temporales y varias areas corticales, como las cortezas
cingulada posterior, la frontal superior, la prefrontal dorsolateral, la frontal inferior y
el giro paracentral (Sperling et al., 2010; Chen et al., 2014; Gardini et al., 2015), lo
que sugiere la existencia de actividad compensatoria que también contribuye al
deterioro cognoscitivo de los pacientes con la EA (Sperling et al., 2010; Gardini et
al., 2015).

ESTUDIOS EXPERIMENTALES

El efecto del BA;.42 sobre la actividad de los circuitos neuronales se ha abordado
experimentalmente utilizando una variedad de modelos transgénicos y no
transgénicos que reproducen gran parte de la fisiopatologia observada en los
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pacientes con la EA (Pefa-Ortega, 2013; Cavanaugh, Pippin & Barnard, 2014,
Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2015). La utilizacion de los modelos experimentales
animales en la investigacion cientifica basica surge de la necesidad de entender
los mecanismos genéticos, moleculares, celulares, estructurales y conductuales
gue subyacen a las alteraciones presentadas en los pacientes con la EA, para
permitir el desarrollo de tratamientos enfocados en prevenir o detener la
progresion de la patologia (Dewachter et al., 2000; Goate & Hardy, 2012;
Cavanaugh, Pippin & Barnard, 2013; Salgado-Puga & Pefa-Ortega, 2015).

Los modelos transgénicos de la EA son animales, principalmente ratones, que
expresan alguna mutacion genética que conlleva a la presentacion de alteraciones
similares a las que muestran los pacientes con la EA (Cavanaugh, Pippin &
Barnard, 2013; Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2015), como la sobreproduccion del
BAi-42, la deposicion de las placas seniles, los ONF, la astrogliosis, la atrofia
cerebral y el deterioro cognoscitivo (figura 7) (Walker, 1997; Dewachter et al.,
2000; Cavanaugh, Pippin & Barnard, 2013; Gurevicius, Lipponen & Tanila, 2013;
Allemang-Grand et al., 2014). Las mutaciones genéticas que se asocian a los
fenotipos tipo Alzheimer son muy variadas, por lo que existe una gran cantidad de
modelos transgénicos de esta enfermedad (Dewachter et al., 2000; Cavanaugh,
Pippin & Barnard, 2013). Gran parte de los modelos transgénicos de la EA
contienen alguna mutacion en el gen que codifica para la APP (Cavanaugh, Pippin
& Barnard, 2013). El descubrimiento de tres mutaciones en el gen que codifica
para la APP humana y que se asociaron con el desarrollo de la EA familiar,
llevaron a su expresion en lineas de animales de laboratorio (Goate & Hardy,
2012; Cavanaugh, Pippin & Barnard, 2013). Estas mutaciones son la detectada en
una familia de Suecia (K670N/M671L), la detectada en una familia de Londres
(V7171) y la detectada en una familia de Indiana (V717F) (Goate & Hardy, 2012;
Cavanaugh, Pippin & Barnard, 2013). Asimismo, existen animales transgénicos
que expresan mutaciones en genes que codifican para otras proteinas asociadas
al desarrollo de la EA, como la proteina 1, la PS1, la B secretasa y combinaciones
de estas (Cavanaugh, Pippin & Barnard, 2013).
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Figura 7. Corte coronal del hipocampo dorsal y de la neocorteza cerebral de un raton
transgénico APdE9 con 17 semanas de edad. A. Tincién de placas seniles difusas
(cuadros) mediante el anticuerpo W02. Escala: 1.0 mm. B. Astrogliosis alrededor de
las placas seniles, tefiida con anticuerpos anti-GFAP y con Congo red. Escala: 100
um. Tomado de Gurevicius, Lipponen & Tanila (2013).

Los modelos transgénicos de la EA exhiben alteraciones electrograficas similares
a las presentadas en los pacientes con la EA (Wang et al., 2002), que se
encuentran asociadas con el aumento en la concentracion del BA;.42 en estructuras
del I6bulo temporal, como el hipocampo y la corteza entorrinal (Wang et al., 2002).
Por ejemplo, se ha reportado que el poder espectral de la actividad oscilatoria
espontanea se encuentra disminuida en estos animales (Wang et al.,, 2002;
Weeson et al., 2011Db; Platt et al., 2011; Verret et al., 2012; Siwek et al., 2015).
Estas alteraciones electrograficas se han reportado principalmente en el
hipocampo, el bulbo olfatorio, el talamo y las cortezas prefrontal, frontal, parietal,
motora primaria y piriforme (Wang et al., 2002; Weeson et al., 2011; Platt et al.,
2011; Schneider et al., 2014; Siwek et al., 2015). Estos animales muestran un
incremento en el poder espectral de las oscilaciones en las bandas de frecuencia
subdelta (0.1-0.5 Hz) (Schneider et al., 2014), delta (0.5-5 Hz) y theta (5.9-8.5 Hz)
(Platt et al., 2011; Gurevicius, Lipponen & Tanila, 2013; Born et al, 2014) y una
disminucién en las bandas de frecuencia alfa (9-14 Hz), beta (13-38 Hz) y gamma
(>38 Hz) (Platt et al., 2011; Schneider et al., 2014).

Contrario a lo observado en pacientes con la EA, varios autores han reportado que
los modelos experimentales de la EA también muestran un incremento en la
excitabilidad de los circuitos neuronales, reflejado en un aumento del poder
espectral en las bandas de frecuencia alfa (10-16 Hz), beta (14-23 Hz) y gamma
(28-40 Hz), en una forma dependiente de la edad de los animales (Wang et al.,
2002; Weeson et al., 2011; Verret et al.,, 2012; Gurevicius, Lipponen & Tanila,
2013). En este sentido, algunos autores han reportado que la banda theta (4-6 Hz)
disminuye conforme aumenta la edad de estos animales (Wang et al., 2002;
Weeson et al., 2011; Schneider et al., 2014; Siwek et al, 2015), mientras que otros
autores han observado que esta banda de frecuencia aumenta (Born et al., 2014).

25



Por otro lado, estos animales muestran un aumento en la coherencia entre el
bulbo olfatorio y la corteza piriforme, en las bandas de frecuencia beta (14-23 Hz)
y gamma (28-40 Hz) (Weeson et al., 2011b). Este incremento del poder espectral
en las bandas de frecuencia rapidas y el aumento en la conectividad de los
circuitos neuronales, sugiere la existencia de actividad compensatoria que de
alguna forma contribuye al deterioro cognoscitivo observado en los modelos
transgénicos de la EA (Platt et al., 2011) y que son el reflejo de la reconfiguracién
de los circuitos neuronales hacia un estado de hiperexcitabilidad (Minkeviciene et
al. 2009; Palop et al., 2007; Verret et al., 2012).

Adicionalmente, se ha observado que los modelos transgénicos de la EA tienen
aumentada la duracion, y disminuidos el poder espectral y la frecuencia
dominante, del ritmo theta hipocampal tipo Il sensible a atropina, evocado por la
estimulacion eléctrica del nucleo pontis oralis del tallo cerebral o por la
estimulacién sensorial en animales anestesiados con uretano (Siwek et al., 2015;
Scott et al., 2016). El ritmo theta hipocampal es un patron electrografico que se ha
asociado a una gran variedad de estados conductuales y cognoscitivos (O’Keefe &
Nadel, 1978), entre los que destaca la codificacion de la memoria espacial
(Buzséki, 2002), por lo que la alteracion de este ritmo podria ser la causa del
deterioro en la memoria y en el aprendizaje observados en los modelos
transgénicos y no transgénicos de la EA (Gutiérrez-Lerma, Ordaz & Pefia-Ortega,
2013).

En preparaciones in vitro, los modelos transgénicos de la EA muestran
alteraciones en la excitabilidad de los circuitos neuronales, reflejandose en la
inhibicion de la Potenciacion a Largo Plazo (LTP, por sus siglas en inglés) y de la
facilitacién por pulsos pareados en el hipocampo (Platt et al., 2011). Estos dos
marcadores de plasticidad sinaptica disminuyen conforme aumenta la edad de
estos animales y se encuentran asociados al deterioro de la memoria y del
aprendizaje observados en estos animales (Platt et al., 2011),

Las alteraciones electrograficas de los modelos transgénicos de la EA podrian
estar relacionadas con la reconfiguracion de los microcircuitos neuronales
excitatorios (Minkeviciene et al. 2009; Palop et al., 2007; Verret et al., 2012; Palop
& Mucke, 2016). A este respecto, mediante el uso de técnicas electrofisiologicas,
se ha observado que las neuronas piramidales corticales e hipocampales de los
modelos transgénicos de la EA muestran alteraciones en sus propiedades
eléctricas pasivas, reflelado en una disminucién de la capacitancia de su
membrana celular (Tamagnini et al., 2015) y en una disminucion del potencial de
membrana en reposo (Minkeviciene et al. 2009), éste ultimo relacionado con una
mayor excitabilidad neuronal en respuesta a la estimulacion presinaptica
(Minkeviciene et al. 2009). De la misma forma, algunas propiedades activas de la
membrana de las neuronas se ven alteradas en los animales transgénicos de la
EA (Tamagnini et al., 2015).

Aunado a lo anterior, las alteraciones electrograficas de los modelos transgénicos
de la EA también podrian estar relacionadas con la reconfiguracion de los

26



microcircuitos neuronales inhibitorios (Palop et al., 2007; Palop & Mucke, 2016),
como se ha observado en el hipocampo de los modelos transgénicos de la EA, en
donde se han reportado brotes ectopicos de axones de interneuronas
GABAérgicas que expresan neuropéptido Y y calbindina en las fibras musgosas y
en las célula granulares del giro dentado (Palop et al., 2007; Verret et al., 2012).
Asimismo se ha observado un incremento en la inmunoreactividad de
subpoblaciones de interneuronas GABAérgicas que expresan calbindina,
calretinina y parvalbumina en el hipocampo (Verdaguer et al., 2015). Por otro lado,
las interneuronas GABAérgicas inmunoreactivas a parvalbumina muestran niveles
reducidos del Canal de Sodio Dependiente de Voltaje tipo 1.1 (Nav 1.1, por sus
siglas en inglés) y un aumento del Nav 1.6 (Wang et al., 2016), lo cual se relacion6
con la disminucion en el potencial de membrana en reposo (Verret et al., 2012;
Wang et al., 2016), con la disminucién de la amplitud y frecuencia de las corrientes
postsinapticas excitatorias e inhibitorias de estas interneuronas (Verret et al.,
2012; Wang et al., 2016) y con el incremento en la frecuencia de los potenciales
de accion evocados por estimulacion aferente en las neuronas piramidales (Wang
et al., 2016).

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE OLIGOMEROS DEL

BA14> SOBRE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DE LOS CIRCUITOS
NEURONALES EN PREPARACIONES IN VITRO E IN VIVO

La utilizacion de los modelos transgénicos de la EA para estudiar los mecanismos
gue subyacen a esta enfermedad presenta varias limitaciones, ya que no proveen
de forma precisa la relacion estructural y temporal entre la patologia y las
alteraciones conductuales, cognitivas y de circuitos neuronales especificos que
presentan estos animales (Weeson et al., 2011). Para ello, se ha utilizado
alternativamente la administracion de oligdmeros del BA;1.4» directamente sobre el
tejido nervioso para investigar sus efectos sobre la actividad eléctrica de los
circuitos neuronales, la conducta y la cognicion de los animales en preparaciones
in vitro e in vivo (Pefia et al., 2006; D’Amelio & Rossini, 2012; Pefa-Ortega, 2013,
Alvarado-Martinez, Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2013; Salgado-Puga, Prado-
Alcala & Pefa-Ortega, 2015).

La aplicacion in vitro de oligdmeros del BA;.42 induce efectos depresores sobre la
actividad oscilatoria poblacional (Balleza-Tapia et al., 2010; Pena et al., 2010;
Alvarado-Martinez, Salgado-Puga & Pefa-Ortega, 2013). En rebanadas de
hipocampo, la aplicacion aguda del BA1.42 0 del BA2s.35 induce la reduccion del
poder espectral en la banda de 1-60 Hz, en una forma dependiente de la
concentracion del BA14 y de la edad de los animales, observandose mayor
reduccion de la potencia espectral conforme se aumenta la concentracion del BA;.
42 Y la edad de los animales (Balleza-Tapia et al., 2010; Pefia et al., 2010). En el
bulbo olfatorio, la aplicacion in vitro de oligdmeros del BA;.42 produce la reduccion
del poder espectral de la capa granular en las bandas de frecuencia theta (2-12
Hz), beta (13-35 Hz) y gamma (35-50 Hz) (Alvarado-Martinez, Salgado-Puga &
Pefa-Ortega, 2013). Este efecto es dependiente de la concentracion del BAi-4
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aplicado (Alvarado-Martinez, Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2013). La aplicaciéon
in vitro de oligdmeros del BA;.4> también induce la disminucién de la frecuencia y
amplitud de los potenciales postsinapticos espontaneos y de las oscilaciones
subumbrales de las neuronas piramidales del area CAl (Balleza-Tapia et al.,
2010; Pefa et al, 2010; Isla, Vazquez-Cuevas & Pefa-Ortega, 2016).
Adicionalmente, la aplicacion del BA;1.42 induce la reduccion de neuronas coactivas
durante la actividad espontanea (Pefia et al., 2010), de la transmision sinaptica del
hipocampo (Pefia et al.,, 2010) y de la inhibicion de la LTP, en rebanadas y en
cultivos organotipicos de neuronas de hipocampo (Jo et al., 2011; Shipton et al.,
2011). Inclusive, la aplicacién de los péptidos BAss.35 0 BA1.42 €n rebanadas de
hipocampo, a las que previamente se les indujo farmacolégicamente actividad
oscilatoria, resulta en la reduccion del poder espectral de la actividad hipocampal,
en la banda de frecuencia de 1-60 Hz (Adaya-Villanueva et al., 2010). Estos
resultados indican que el efecto agudo del BA es deprimir la actividad espontanea
de los circuitos neuronales, lo cual se relaciona con el enlentecimiento del EEG en
las personas con la EA desde la etapa prodrémica de la enfermedad (Poil et al.,
2013).

Curiosamente, la aplicacion in vitro del BA;.4, en su estado fibrilar, pero no en su
estado oligomérico, provoca una disminucion del potencial de membrana en
reposo y disminuye el umbral de despolarizacibn de neuronas piramidales
corticales (L2/L3) y de neuronas granulares del giro dentado en rebanadas de
cerebro de ratones transgénicos que sobreexpresan el BA1.42 (Minkeviciene et al.
2009), ademés de inducir espigas poblacionales con mayor amplitud en respuesta
a la estimulacion presinaptica (Minkeviciene et al. 2009), indicando que el BA1.42
también induce un aumento en la excitabilidad en los circuitos neuronales
previamente expuestos al BA;.4,.

Por otro lado, la aplicacion in vivo de oligdmeros del BAi1s, de forma
intracerebroventricular produce la inhibiciébn de la LTP hipocampal in vivo, diez
minutos después de la administracién del BA (Walsh et al., 2002). Después de
siete dias de la administracion uni y bilateral de los péptidos BAzs.3s 0 BA1.42, €n el
ventriculo lateral o en la cisterna magna, se observa la reduccién de la potencia de
la actividad espontanea del hipocampo y de la actividad theta hipocampal evocada
por estimulos sensoriales, en ratas anestesiadas con uretano (Pefia et al., 2010;
Pefia-Ortega & Bernal-Pedraza, 2012).

La administracion in vivo del BA;.4, induce alteraciones cognitivas y conductuales.
Tres semanas después de la administracion intrahipocampal bilateral del BA1-42, Se
observa un deterioro en la memoria contextual medida con la prueba de evitacién
inhibitoria, 48 horas después de la sesion de entrenamiento (Salgado-Puga,
Prado-Alcala & Pefia-Ortega, 2015), lo que indica que el incremento en la
concentracion del BA;.42 en el cerebro es suficiente para inducir alteraciones en la
memoria a largo plazo. Asimismo, tres semanas después de la administracion
intrahipocampal bilateral de oligobmeros del PA;4,, la conducta innata de
enterramiento de los roedores se ve aumentada, lo que sugiere un aumento en
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conductas tipo ansiosas (Salgado-Puga, Prado-Alcala & Pefia-Ortega, 2015). Por
otro lado, la administracion intrabulbar bilateral de oligdmeros del BA;.4> produce la
pérdida de la olfacion, a partir de la segunda semana de haberse administrado
(Alvarado-Martinez, Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2013).

De la misma forma, la administracion in vivo de oligobmeros del fA;.4> nho produce
atrofia hipocampal (Salgado-Puga, Prado-Alcala & Pefa-Ortega, 2015), pero si la
deposicion del BA142 en agregados extracelulares que simulan placas seniles
(Alvarado-Martinez, Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2013). Tres semanas despues
de la administracion intrahipocampal bilateral del BA;42, no se observan
alteraciones en el area de las capas piramidal y granular del hipocampo (Salgado-
Puga, Prado-Alcala & Pefia-Ortega, 2015), indicando que la administracion in vivo
del BA no afecta la integridad hipocampal. Por otro lado, cuatro semanas después
de la administracion intrabulbar del BA;.42, se observa la aparicion de agregados
extracelulares que simulan placas seniles, tefiidas con Rojo de Tiazina (Alvarado-
Martinez, Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2013). Como ya se menciond, muchas de
las alteraciones en los circuitos neuronales producidas por el BA pudieran derivar
en la induccion de estados de hiperexcitabilidad que afectan la funcion normal de
los mismos (Minkeviciene et al. 2009).

CRISIS EPILEPTICAS EN LA EA

La aparicion de crisis epilépticas en pacientes con la EA ha sido evidente desde
los primeros pacientes descritos por el Dr. Alois Alzheimer (Moéller & Graeber,
1998). Sin embargo, recientemente, las crisis epilépticas han comenzado a ser
consideradas como un signo importante en la progresion de la patologia de
Alzheimer (Born, 2015; Hovath et al., 2016).

Antes de abordar los datos clinicos y experimentales que dieron lugar a la relacion
entre la epilepsia y la EA, se describirAn las caracteristicas clinicas y
neuropatolégicas de la epilepsia.

DEFINICION DE EPILEPSIA

La epilepsia es una de las enfermedades neuroldgicas cronicas mas comunes,
presentandose en aproximadamente 50 millones de personas en el mundo
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2011; Organizacion Mundial de la Salud,
2016), y es uno de los problemas de salud publica internacional mas importantes
(Organizacién Panamericana de la Salud, 2011),

Clinicamente, la epilepsia es caracterizada por la manifestacion de crisis
espontaneas y recurrentes (CER) (Fisher et al., 2014). La aparicion de una crisis
espontanea aumenta el riesgo de exhibir otra crisis espontanea en 40-52% (Berg,
2010; Fisher et al., 2014), por lo que la ocurrencia de la primera crisis espontanea
es un evento incluido en el desarrollo de CER de forma cronica, es decir, en el
desarrollo de la epilepsia (Fisher et al., 2014; Pitkédnen et al., 2015). En personas
sanas, la incidencia de CER aumenta con la edad (Leppik et al., 2006; Cloyd et al.,
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2006), y en mayor proporcion, la etiologia se encuentra asociada con accidentes
cerebrovasculares, tumores de bajo grado y trastornos metabdlicos (Verhaert &
Scott, 2010; Assis et al., 2015).

Las manifestaciones clinicas y eléctricas de las CER varian en funcién del tipo de
los circuitos neuronales implicados, del patrén de propagacion y del grado de
sincronizacion neuronal (Fisher et al., 2005; Berg, 2010). De acuerdo a las
caracteristicas clinicas y del EEG presentadas durante las CER, estas pueden ser
clasificadas como parciales o como generalizadas (Berg, 2010).

Las CER parciales se caracterizan por tener un inicio restringido a un area
cerebral particular, que puede propagarse a otras partes del cerebro durante la
CER (de Boer, Mula & Sander, 2008). A su vez, un subgrupo de las crisis parciales
son consideradas simples, cuando la actividad ictal se encuentra restringida a un
area cerebral particular, presentando variaciones clinicas que incluyen la aparicion
de sintomas motores, percepciones sensoriales, sintomas autonOmicos o
psiquicos (Brailowsky, 1999; Berkovic, Engel & Pedley, 2008). Por otra parte, las
crisis parciales se consideran complejas cuando, durante la crisis, ocurre la
pérdida de la conciencia (Brailowsky, 1999; Marosi, 2008). Las crisis se
consideran simples o complejas con generalizacion secundaria, cuando durante
una crisis simple o compleja la actividad ictal se propaga a otras areas cerebrales,
manifestando crisis con componentes tonicos, clénicos y tdnico-clonicos
(Brailowsky, 1999; Berkovic, Engel & Pedley, 2008).

Las CER generalizadas tienen un sitio de origen ictal difuso, ocurriendo de forma
sincronica y simétrica en ambos hemisferios cerebrales (Brailowsky, 1999; Marosi,
2008). Las crisis generalizadas también son subdivididas en mioclénicas, por la
aparicion de sacudidas subitas, breves y repentinas de uno o varios grupos
musculares, llamadas mioclonias (Brailowsky, 1999; Marosi, 2008); en cldnicas,
cuando la crisis cursa con pérdida o alteracion de la conciencia y mioclonias
(Brailowsky, 1999; Marosi, 2008); en tonicas, por la aparicion de la contraccion
repentina de uno o varios grupos musculares durante la crisis (Brailowsky, 1999;
Marosi, 2008); en Ténico-Clonicas (CGTC), cuando se presentan de manera
alternada periodos de extensidbn muscular y mioclonias durante una crisis
(Brailowsky, 1999; Marosi, 2008); en aténicas, cuando ocurre la pérdida del tono
muscular de uno o varios grupos musculares (Brailowsky, 1999; Marosi, 2008); y
en crisis de ausencia, caracterizadas por episodios breves de interrupcion de la
conciencia sin cursar con signos motores durante la crisis (Brailowsky, 1999;
Marosi, 2008; Berg, 2010).

En el transcurso de este afio, se ha propuesto una nueva clasificacion de las crisis
epilépticas (Fisher, 2017), en la cual se le confiere mayor importancia al origen
anatomico de las crisis y en la que se incluyen a las crisis de origen desconocido,
para las cuales, como su nombre lo indica, no existe evidencia clinica que permita
clasificar estas crisis como focales o como generalizadas. De cualquier forma, esta
nueva clasificacion de las crisis epilépticas aun se encuentra en revision, por lo
gue no es motivo de discusion en el presente trabajo.
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La prolongacion de una crisis por al menos 30 minutos es llamada status
epilepticus (SE) (Trinka, Brigo & Shorvon, 2016). EI SE, conocido como la
‘maxima expresion de la epilepsia” (Clark & Prout, 1903), es una condicién de
emergencia médica, debido al alto riesgo de muerte asociado, de
aproximadamente 36% en nifios y en adultos mayores de 60 afios (Bottaro et al.,
2007; Cloyd et al., 2016; Trinka, Brigo & Shorvon, 2015). La Liga Internacional
Contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés), define al SE como “una
condicion resultante de una falla en los mecanismos responsables para la
terminacion de una crisis” (Trinka et al., 2015).

En pacientes epilépticos y en modelos experimentales de epilepsia, se ha
observado que el SE tiene consecuencias a largo plazo, que incluyen muerte
neuronal, atrofia hipocampal y alteraciones neuronales, electrograficas,
conductuales, cognoscitivas y de la conectividad funcional (Turski et al., 1984;
Cole, 2004; Di Bonaventura et al., 2009; Wang et al., 2012; Trinka et al., 2015;
Trinka, Brigo & Shorvon, 2016).

En pacientes con epilepsia focal, el registro de las CER mediante electrodos
intracraneales y SPECT, ha permitido observar que el sitio de origen ictal mas
comun se encuentra en el I6bulo temporal (Rektor, Kuba & Bréazdil, 2002;
Blumenfeld et al., 2009; Kim et al.,, 2014), particularmente el hipocampo
(Blumenfeld et al., 2009; Banerjee et al., 2009).

El proceso que da lugar al desarrollo de la epilepsia es llamado epileptogénesis
(Pitkanen et al., 2015). La epileptogénesis es un proceso complejo en el que los
circuitos neuronales incrementan progresivamente su susceptibilidad para
presentar actividad ictal de forma permanente, a partir de un dafio cerebral inicial y
que eventualmente culmina en la ocurrencia de CER (figura 8) (Pitkdnen &
Lukasiuk, 2009; Pitkdnen et al., 2015). La epileptogénesis suele dividirse
arbitrariamente en tres etapas (Pitk&nen et al., 2015): 1) el insulto cerebral inicial,
2) el periodo latente y 3) el periodo crénico.
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Figura 8. Representacion gréafica del proceso de epileptogénesis. PL= Periodo
Latente. El punto rojo indica la aparicién de la primera crisis epiléptica. Modificado de
Pitkanen y colaboradores (2015).

Los dafos cerebrales comunmente asociados al comienzo de la epileptogénesis
son multiples y difieren con el género, la edad, la raza y varios factores
socioeconémicos de las personas que los padecen (Pitkdnen & Sutula, 2002;
Verhaert & Scott, 2006). Las etiologias usualmente asociadas con la aparicion de
la epilepsia incluyen a los traumatismos craneoencefalicos, a los accidentes
cerebrovasculares, a las crisis febriles prolongadas, a los tumores de bajo grado, a
las infecciones en el sistema nervioso central y al SE (Pitkdnen & Sutula, 2002;
Verhaert & Scott, 2006; Neligan & Shorvon, 2006), presentandose con mayor
incidencia en los primeros afos de vida y en la vejez (Linehan & Kerr, 2006).
Comunmente, al presentarse un dafio cerebral, este es acompafiado por crisis
agudas, es decir, por crisis convulsivas que ocurren al mismo tiempo o en un
periodo cercano al dafio cerebral (Verhaert & Scott, 2006). Se ha hipotetizado, con
base en investigaciones experimentales, que las crisis agudas son fundamentales
para el desarrollo de la epilepsia (Leite, Garcia-Cairasco & Cavalheiro, 2002),
pues inducen la pérdida neuronal (Cavazos & Sutula, 1990; Cavazos, Das &
Sutula, 1994) y cambios patolégicos que dependen de la duracion y severidad de
las crisis (Turski et al., 1983; Turski et al., 1984; Brandt, Ebert & Loscher, 2004).
Por lo anterior, es que el SE es una de las causas mas frecuentes de epilepsia
(Fisher, 1989; Heinemann & Holtkamp, 2010; Lévesque & Avoli, 2013).

El periodo entre el dafio cerebral epileptogénico y la aparicion de la primera crisis
epiléptica espontanea es conocido como periodo latente (Pitkanen et al., 2015).
Durante este periodo, que puede durar meses o afios (Galanopoulou & Moshe,
2010), ocurren una serie de alteraciones anatomofuncionales en el cerebro, que
progresivamente aumentan la susceptibilidad de los circuitos neuronales para
presentar crisis espontaneas de forma cronica (Pitkinen & Lukasiuk, 2009;
Pitkanen & Engel, 2014; Pitkdnen et al., 2015). Desgraciadamente, las evidencias
de la presencia de alteraciones neuropatoldgicas durante el periodo latente en
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humanos son escasas (Bragin, Wilson & Engel, 2000; Rocha et al., 2007). Sin
embargo, se han podido definir una gran variedad de procesos neuropatologicos
mediante el uso de modelos experimentales de epileptogénesis (Leite, Garcia-
Cairasco & Cavalheiro, 2002; Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004; Curtis et al.,
2010), principalmente con los modelos de kindling eléctrico (Goddard et al., 1969;
Bertram, 2007) y los basados en la induccién del SE (Reddy & kuruba, 2013;
Pitkénen et al., 2015). Las alteraciones neuropatolégicas que destacan durante el
periodo latente, ocurren principalmente en estructuras mesiales del I6bulo
temporal, como el hipocampo, la amigdala y las é&reas corticales aledafnas
(Pitkdnen & Lukasiuk, 2009; Pitkdnen & Engel, 2014). Estos cambios
neuropatolégicos incluyen a la pérdida celular (Cavazos & Sutula, 1990; Cavazos,
Das & Sutula, 1994), a la reorganizacion sinaptica y funcional de los circuitos
neuronales (Lillis et al., 2015), a la neurogénesis (Smith et al., 2005), a la
astrogliosis y microgliosis (Avignone et al., 2015; Itoh et al., 2016), a la
reorganizacion de la matriz extracelular (Mizoguchi & Yamada, 2013), al dafio de
la barrera hematoencefalica (Itoh et al., 2016), a la angiogénesis (Itoh et al., 2016)
y a la alteracién de las propiedades intrinsecas de las neuronas (Mangan et al.,
2000). Juntas, estas alteraciones contribuyen al aumento progresivo de la
hiperexcitabilidad de los circuitos neuronales de forma permanente, culminando en
la generacion de CER (Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004; Pitkanen &
Lukasiuk, 2009; Pitkdnen & Engel, 2014; Pitk&dnen et al., 2015)

A partir del momento en el que aparece la primera crisis espontanea, estas
incrementan progresivamente en frecuencia y severidad (Morimoto, Fahnestock &
Racine, 2004; Pitkanen & Lukasiuk, 2009; Pitkdnen & Engel, 2014; Pitkdnen et al.,
2015). Este periodo es conocido como el periodo cronico de la epileptogénesis o
como epilepsia per se (Pitkanen et al., 2015). En este punto, ya se encuentran
consolidados los circuitos neuronales encargados de la generacién de las CER
(Bragin, Wilson & Engel, 2000). Sin embargo, las alteraciones neuropatologicas
siguen estando presentes y en desarrollo, contribuyendo al fortalecimiento
progresivo de las redes neuronales que generan la hiperexcitabilidad patoldgica
(Bragin, Wilson & Engel, 2000; Pitkdnen & Lukasiuk, 2009; Pitkanen & Engel,
2014; Pitkénen et al., 2015).

Experimentalmente se ha podido observar que los mecanismos neurofisiolégicos
responsables del surgimiento de las crisis y del desarrollo de la epilepsia son muy
diversos (Avoli & Williamson, 1996), lo que sugiere que distintos mecanismos
bioquimicos vy fisiopatolégicos son causantes de la aparicion de las crisis (Leite,
Garcia-Cairasco & Cavalheiro, 2002). Es por ello, que de forma genérica se dice
gue la epilepsia es el resultado de un desbalance entre la excitacion y la inhibicién
de los circuitos neuronales (Ackerman & Moshé, 2010). Se propone que la
epilepsia se puede generar a partir del incremento en la excitabilidad de los
circuitos neuronales y/o mediante la desinhibicion de éstos (Avoli & Williamson,
1996; Engel & Schwartzkroin, 2006).

El estudio de los procesos celulares y moleculares que dan lugar al desbalance
entre la inhibicion y la excitacion de los circuitos neuronales se ha abordado
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mediante la utilizacién de modelos experimentales, en donde es posible inducir la
actividad ictal de forma aguda o crénica (Fisher, 1989; Loscher, 1997), a través de
la administracion topica o sistémica de farmacos convulsivantes o bien de
estimulacion eléctrica (Velisek, 2006; Zavala-Tecuapetla & Lopez-Meraz, 2011),
en preparaciones in vivo e in vitro. Los modelos experimentales de epilepsia
reproducen una gran cantidad de caracteristicas neuropatolégicas que presentan
los pacientes con epilepsia (Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004; Velisek, 2006;
Curtis et al., 2010; Zavala-Tecuapetla & Loépez-Meraz, 2011; Reddy & Kuruba,
2013), incluyendo las alteraciones histopatoldgicas, electrofisiologicas vy
conductuales (Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004; Velisek, 2006; Curtis et al.,
2010; Zavala-Tecuapetla & Lépez-Meraz, 2011; Reddy & Kuruba, 2013).

La administracion sistémica de pilocarpina, que es un agonista parcial de los
receptores colinérgicos muscarinicos con mayor afinidad para los receptores M1
(Birdsall, 1977; Wang et al., 2003), es uno de los modelos experimentales mas
utilizados para estudiar los procesos involucrados en el desarrollo de la epilepsia
(Cavalheiro et al., 2006; Velisek, 2006; Zavala-Tecuapetla & Lopez-Meraz, 2011).
Dependiendo de la dosis utilizada, la administracion de pilocarpina induce la
apariciéon de crisis convulsivas generalizadas y el desarrollo del SE, acompafiados
de alteraciones progresivas en el EEG, semejantes a lo observado en pacientes
con Epilepsia del Lébulo Temporal (ELT) (Cavalheiro, 1995; Cavalheiro et al.,
2006; Velisek, 2006; Zavala-Tecuapetla & Lopez-Meraz, 2011).

Para reducir los efectos adversos de la pilocarpina sobre los 6rganos periféricos,
antes de su aplicacion se administra un pretratamiento con cloruro de litio, 18
horas antes de la administracion de la pilocarpina (Cavalheiro et al., 2006), asi
como de metilescopolamina (Wang et al., 2003), que es un antagonista no
selectivo de los receptores muscarinicos de acetilcolina que no cruza la barrera
hematoencefélica (Nargeot et al., 1982), 30 minutos antes de la administracion de
la pilocarpina (Turski et al., 1989). El pretratamiento con cloruro de litio permite
disminuir la dosis utilizada de pilocarpina, favoreciendo la induccién farmacolédgica
del SE y disminuyendo la tasa de mortalidad asociada a éste (Cavalheiro et al.,
1995; Cavalheiro et al., 2006). EI mecanismo por el cual el pretratamiento con
cloruro de litio favorece la induccion del SE con pilocarpina aun es desconocido
(Jope, Morrisett & Snead, 1986; Clifford et al.,, 1987; Miuller et al., 2009). Sin
embargo, se ha sugerido que la administracion aguda de cloruro de litio estimula la
sintesis y la liberacién de acetilcolina in vitro (Jope, 1979), lo cual, en conjunto con
el agonismo de los receptores muscarinicos por parte de la pilocarpina, facilita la
excitabilidad neuronal de forma presinaptica y reduce el umbral para el
establecimiento de las crisis convulsivas (Evans, Zorumski & Clifford, 1990). Por
otro lado, el pretratamiento con metilescopolamina reduce los efectos
parasimpaticos periféricos que induce la administracién de la pilocarpina (Wang et
al., 2003), y que incluyen el incremento de la peristalsis gastrointestinal, de la
salivacion y del ritmo cardiaco, mediante el antagonismo no selectivo de los
receptores muscarinicos de los érganos periféricos (Wang et al., 2003; Jakubik et
al., 2014).
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El modelo de litio/pilocarpina produce actividad convulsiva de forma gradual y
estereotipada, presentandose inicialmente como automatismos orofaciales y
posteriormente como crisis generalizadas tonico-clonicas y SE (Cavalheiro et al.,
1995; Cavalheiro et al., 2006). Después de la induccién farmacoldgica del SE, se
observa la aparicion de CER en un periodo de 10 a 21 dias (Cavalheiro et al.,
1995; Cavalheiro et al., 2006).

Las alteraciones subsecuentes a la induccion del SE con litio/pilocarpina incluyen
cambios estructurales en el hipocampo y otras areas del I6bulo temporal, como
pérdida neuronal, gliosis y remodelacion de los circuitos neuronales (Turski et al.,
1983; Turski et al., 1984; Cavalheiro et al., 1995; Druga et al., 2003; Buckmaster et
al., 2002; do Nascimento et al., 2012).

Este modelo experimental de epilepsia permite el estudio de los procesos que
subyacen a la epileptogénesis, desde la induccion del SE hasta la aparicion de las
CER (Cavalheiro et al., 2006; Velisek, 2006; Zavala-Tecuapetla & Lopez-Meraz,
2011), con el beneficio de exhibir una tasa de mortalidad menor a la presentada en
otros modelos experimentales de epilepsia, como el modelo de &cido kainico (KA,
por sus siglas en inglés) (Lévesque & Avoli, 2013); ademas de inducir CER en
menor tiempo (Cavalheiro et al., 2006).

La aplicacion sistémica de pentilenetetrazol (PTZ) es un modelo farmacolégico de
induccion aguda de crisis convulsivas y no convulsivas (Velisek, 2006), utilizado
comunmente para la evaluacion de tratamientos anticonvulsivos (Velisek et al.,
1992). El PTZ es un farmaco que induce actividad ictal a través del antagonismo
no competitivo de los receptores GABAa (Luszcki & Czuczwar, 2005), es decir,
disminuyendo la inhibicién de los circuitos neuronales. La administracion de una
dosis convulsiva de PTZ induce la aparicion gradual y estereotipada de actividad
convulsiva, que se observa como arresto conductual, movimientos orofaciales,
mioclonias de los miembros anteriores, crisis generalizadas clonicas, tonicas y
tonico-clénicas (Luszcki & Czuczwar, 2005). La progresion de las crisis
convulsivas que induce el PTZ es similar a la progresion ictal en las personas con
ELT (Velisek, 2006). La administracion repetida de PTZ en dosis subconvulsivas
es capaz de inducir la aparicion del SE (Luttjohan, Fabene & van Luijtelaar, 2009)
y de reducir la tasa de mortalidad asociada a las crisis (Luttjohan, Fabene & van
Luijtelaar, 2009).

En preparaciones in vitro, la aplicacion aguda de 4-Aminopiridina (4AP) induce la
aparicion de actividad electrografica epileptiforme (Heinemann, Kann &
Schuchmann, 2006; Pefa & Alavez-Pérez, 2006). La 4AP es un blogueador de las
corrientes de potasio transitorias (Psarropoulou & Avoli, 1996; Pefia & Alavez-
Pérez, 2006). La aplicacién de 4AP induce descargas recurrentes de alto voltaje,
que pueden ser apreciadas en el hipocampo y en estructuras parahipocampales,
como la corteza entorrinal (Avoli & Williamson, 1996), el subiculum, la neocorteza
temporal y la amigdala (Klueva et al., 2003). La actividad epileptiforme que se
induce con este modelo comienza con periodos de descargas tipo rafagas, que
posteriormente dan lugar a episodios de descargas tonicas de alto voltaje
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(Barbaroise & Avoli, 1997; Pefia & Alavez-Pérez, 2006), similar a lo observado en
pacientes con ELT (Avoli & Williamson, 1996). Actualmente, la aplicacion de 4AP
es uno de los modelos in vitro mas utilizados para la evaluacion de tratamientos
anticonvulsivos (Heinemann, Kann & Schuchmann, 2006).

REPORTES CLINICOS QUE RELACIONAN A LA EPILEPSIA CON
LA EA

Desde los reportes pioneros realizados por el Dr. Alois Alzheimer a principios del
siglo XX, se observo que las personas con la EA desarrollan también CER (Moller
& Graeber, 1998). Desde ese momento, los reportes sobre la ocurrencia de CER
en pacientes con la EA fueron s6lo anecdoticos y comunmente limitados a
descripciones de caso (Hauser et al., 1986). En la década de 1980, se
comenzaron a publicar reportes enfocados en describir exclusivamente la
ocurrencia de crisis convulsivas en poblaciones de pacientes con la EA (Hauser et
al., 1986; Volicer, Smith & Volicer, 1995; Hesdorffer et al., 1996).

La incidencia y prevalencia de epilepsia en pacientes con la EA aun no es clara
(Nicastro, Assal & Seeck, 2016), debido en gran medida a la forma en la que se ha
evaluado la aparicion de las CER en estos pacientes, que incluye el autorreporte
solamente de los episodios convulsivos o cuestionarios hechos a los familiares de
las personas con la EA, ademés de la falta de controles en algunos de estos
estudios (Hauser et al., 1986; Hesdorffer et al., 1996; Armon et al., 2000; Amatniek
et al., 2006; Irizarry et al., 2012; Sherzai et al., 2014; de Assis et al., 2104; Cheng
et al., 2015). Sin embargo, tomando en cuenta lo anterior, se ha estimado que la
epilepsia tiene una incidencia entre 6.9% y 17% en pacientes con la EA (Hauser et
al., 1986; Amatniek et al., 2006; Irizarry et al., 2012; Sherzai et al., 2014; de Assis
et al.,, 2014) y una prevalencia desde 9.6% hasta 17% (Hauser et al., 1986;
Mendez et al., 1994). Ademas, las personas con la EA tienen de 6 a 10 veces mas
riesgo de presentar CER, comparado con el riesgo que tienen las personas
cognoscitivamente sanas (Scarmeas et al., 2009; Assis et al.,, 2015). La EA es
considerada la segunda etiologia mas comun asociada con la epilepsia, en
personas mayores a 75 afios, después del accidente cerebrovascular (Hesdorffer
et al., 1996; d’'Orsi & Specchio, 2014; Assis et al., 2015; Aller-Alvarez et al., 2015).
Algunos autores afirman que todos los pacientes con la EA cursan con al menos
una crisis convulsiva en su vida (Rao et al., 2009).

Los pacientes con la EA de inicio temprano tienen 87 veces mas riesgo de exhibir
CER comparados con personas cognoscitivamente sanas (Born, 2015), mientras
gue las personas con la EA de inicio tardio tienen 4.3 veces mas riesgo de
padecer CER comparadas con personas cognoscitivamente sanas (Volicer, Smith
& Volicer, 1995).

El tipo de CER que presentan los pacientes con la EA también son bastante
variadas (Amatniek et al., 2006; Born, 2015; Sivaraaman & Vajjala, 2015; Lam et
al., 2017), presentandose con mayor frecuencia las crisis parciales complejas
secundariamente generalizadas (Assis et al., 2015), las CGTC (Assis et al., 2015;
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Born, 2015; Sivaraaman & Vajjala, 2015), y, en menor proporcion, las crisis
parciales complejas (Amatniek et al., 2006; Assis et al., 2015) y el SE convulsivo
(Armon, Peterson & Liwnicz, 2000; Assis et al., 2015) y no convulsivo (Armon,
Peterson & Liwnicz, 2000; Bottaro et al., 2007; Lam et al., 2017). Por otro lado, las
CER que presentan estos pacientes tienen un origen asociado a estructuras del
I6bulo temporal (Vossel et al., 2013; Lam et al., 2017).

El declive cognoscitivo y el riesgo de muerte de los pacientes con la EA que
presentan CER es mayor comparado con el de personas sanas (Volicer, Smith &
Volicer, 1995; Amatniek et al., 2006; Bottaro et al., 2004; Picco et al.,, 2011;
Sherzai et al., 2014; Born, 2015). En los pacientes con la EA, las CER ocurren
antes o al rededor del diagnoéstico de la EA (Volicer, Smith & Volicer, 1995; Picco
et al., 2011; Sherzai et al., 2014), lo que sugiere que las CER podrian contribuir al
deterioro patoldgico de la EA (Volicer, Smith & Volicer, 1995; Picco et al., 2011;
Vossel et al., 2013).

Algunos de los factores que se han asociado al aumento del riesgo de padecer las
CER en la EA incluyen la presencia de MCI (Amatniek et al., 2006; Picco et al.,
2011; Sherzai et al., 2014; Born, 2015), de oscilaciones en el EEG con frecuencias
menores a 8 Hz (Ezquerra et al., 1999; Amatniek et al., 2006; Bottaro et al., 2007;
Born, 2015), de paroxismos en el EEG (Ezquerra et al., 1999; Amatniek et al.,
2006, Bottaro et al., 2007; Rao et al., 2009; Picco et al., 2011; Irizarry et al., 2012)
y de atrofia hipocampal (Dhikav & Anand, 2007; Volicer, Smith & Volicer, 1995).

MANIFESTACIONES DE ACTIVIDAD EPILEPTIFORME EN LOS
MODELOS TRANSGENICOS DE LA EA

Consistente con las observaciones en pacientes con la EA (Hauser et al., 1986;
Volicer, Smith & Volicer, 1995; Hesdorffer et al., 1996), en los modelos
transgénicos de esta enfermedad también se observa el desarrollo de CER
convulsivas y no convulsivas (Westmark et al., 2008; Palop et al., 2009;
Minkeviciene et al., 2009; Ziyatdinova et al., 2011; Yan et al., 2012; Born, 2015).

Los modelos transgénicos de la EA presentan CER convulsivas y no convulsivas
en una forma dependiente de la edad, comparados con animales sin transgén
alguno (figura 9) (Hunter et al., 2012). Estos animales también muestran mayor
susceptibilidad para presentar crisis convulsivas inducidas eléctrica y
farmacol6gicamente (Westmark et al., 2008; Hunter et al., 2012; Chan et al.,
2015), asi como mayor riesgo de muerte durante las crisis convulsivas (Westmark
et al., 2008; Chan et al., 2015).
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1 sec

Figura 9. Ejemplos de actividad electrografica epileptiforme de un ratén transgénico
APdE9 con 25 semanas de edad. A. Crisis convulsiva espontanea con duracion de 39
s. Las flechas indican el comienzo y el final de la crisis convulsiva. B1. Actividad
epileptiforme no convulsiva con duracion de 2.6 s. B2. Ampliacion de la actividad
epileptiforme del recuadro punteado de la figura B1l. Abreviaturas: CxL, Corteza
Frontal lzquierda; CxR, Corteza Frontal Derecha. Tomado de Ziyatdinova et al.
(2011).

Por otro lado, los modelos transgénicos de la EA muestran marcadores
electrogréficos del proceso de epileptogénesis (Gurevicius, Lipponen & Tanila,
2012), particularmente un patron patologico llamado Oscilaciones de Alta
Frecuencia (HFO, por sus siglas en inglés) (Bragin et al., 2000). Este patrén
electrografico, cuya frecuencia oscila entre 80 y 600 Hz, aumenta de manera
paralela al aumento en la susceptibilidad para presentar una CER, tanto en
pacientes con epilepsia del l6bulo temporal como en modelos experimentales de
epilepsia (Bragin et al., 2000; Jones et al., 2015; Weiss et al., 2015).

Algunos autores han planteado que los modelos experimentales de la EA y los
modelos experimentales de epilepsia comparten algunas alteraciones de los
circuitos neuronales (Scharfman, 2012; Chin & Scharfman, 2013). Por ejemplo, los
modelos experimentales de ambas patologias exhiben un incremento marcado de
las fibras musgosas hacia la capa molecular interna del giro dentado (Palop et al.,
2007). Asimismo, estos modelos muestran un incremento en la inmunoreactividad
de subpoblaciones de interneuronas GABAérgicas en el hipocampo, entre las que
se encuentran las que expresan calbindina, calretinina y parvalbumina (Verdaguer
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et al., 2015), asi como esclerosis hipocampal (de Lanerolle & Lee, 2005; Escobar,
2007; Scharfman, 2012; Chin & Scharfman, 2013; Scott et al., 2016). Estos
modelos también presentan una disminucién de neuronas en estructuras del
I6bulo temporal, como la amigdala, la corteza entorrinal y el hipocampo (Yan et al.,
2012).

Aunado a lo anterior, la administracion de farmacos antiepilépticos en diferentes
modelos transgénicos de la EA y en pacientes con la enfermedad, disminuye las
alteraciones moleculares, sinapticas, cognoscitivas e histopatolégicas asociadas
con la enfermedad (Qing et al., 2008; Ziyatdinova et al., 2011; Picco et al., 2011;
Sanchez et al., 2012; Vossel et al., 2013; Tanaka et al., 2013; Zhang et al., 2014).
Los farmacos antiepilépticos que han mostrado detener o retrasar las alteraciones
patologicas de la EA son el &cido valpréico (Qing et al., 2008; Ziyatdinova et al.,
2011), la lamotrigina (Zhang et al., 2014; Wu et al., 2015), el levetiracetam (Picco
et al., 2011; Sanchez et al., 2012; Shi et al., 2013), el topiramato (Shi et al., 2013)
y la carbamacepina (Ziyatdinova et al., 2011). Es interesante que farmacos con
distintos blancos farmacoldgicos (Sanchez-Alvarez et al., 2015), tengan el mismo
efecto benéfico sobre las alteraciones patologicas en la EA. A este respecto,
varios autores han argumentado que los efectos benéficos de los farmacos
antiepilépticos sobre las alteraciones neuropatologicas de los modelos
transgénicos de la EA, no se conciben inhibiendo directamente la sobreproduccion
del BA, sino que se producen mediante la disminucion aguda de la
hiperexcitabilidad de los circuitos neuronales de estos animales (Ziyatdinova et al.,
2011; Sanchez et al., 2012; Zhang et al.,, 2014), ya que al descontinuar el
tratamiento con los farmacos antiepilépticos, retornan las alteraciones
neuropatoldgicas (Ziyatdinova et al., 2015).

La induccién farmacologica de epilepsia en animales transgénicos de la EA
produce un aumento de los marcadores neuropatoldgicos de la EA,
particularmente las placas seniles y los ONF, en el hipocampo y areas aledafas
(Yan et al., 2012). La induccién farmacolégica de epilepsia también produce mayor
inmunoreactividad de la B-secretasa 1 (Yan et al., 2012b), sugiriendo que en la
EA, la ocurrencia de las CER contribuye al deterioro progresivo en la patologia tipo
EA.
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JUSTIFICACION

Uno de los signos histopatolégicos de la EA son las placas seniles, compuestas de
depdsitos extracelulares del BA;.42. EI aumento del BA;.42 soluble en el cerebro es
considerado el biomarcador méas sensible del proceso neuropatolégico de la EA. El
BA1.42 produce efectos deletéreos sobre la actividad de los circuitos neuronales, lo
cual se ha asociado a las alteraciones celulares, estructurales, cognoscitivas y
conductuales observadas durante el curso de la enfermedad.

La aparicion de CER en los pacientes con la EA ha sido observada desde los
primeros casos reportados de la enfermedad. Los pacientes con la EA tienen
mayor riesgo de desarrollar epilepsia, e incluso, la aparicion de CER se ha
relacionado con un mayor deterioro cognoscitivo y mayor riesgo de muerte.

Los modelos transgénicos de la EA presentan una alta susceptibilidad para exhibir
CER, ademés de un alto riesgo de muerte asociado a las CER vy alteraciones
microestructurales en los circuitos neuronales.

A pesar de las evidencias clinicas y experimentales de la relacion entre el A4 y
la aparicion de las CER en la EA, aun no es claro cuél es el efecto del BA;.4, sobre
la actividad de los circuitos neuronales que conlleva al aumento de la
susceptibilidad para presentar epilepsia.

Esta investigacion se plantea determinar si el BA;.4> cambia la susceptibilidad para
presentar actividad epileptiforme tanto in vivo como in vitro. Para ello, se
caracteriz6 el efecto cronico de la administracion de oligobmeros del BA;.4, sobre la
actividad electrografica hipocampal y sobre la susceptibilidad para presentar crisis
convulsivas generalizadas y el SE inducidos con el modelo de litio/pilocarpina.
Ademas, se describio el efecto crénico de la administracion del BA;.4, sobre la
actividad epileptiforme inducida con 4AP en preparaciones in vitro.

Posteriormente, se caracterizd el efecto crénico de la administracion del BA;-4
sobre la susceptibilidad para presentar crisis convulsivas inducidas con el modelo
de PTZ.
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HIPOTESIS

La administracién de oligdbmeros del BA;1.4> incrementara la susceptibilidad para
presentar actividad epileptiforme tanto in vivo como in vitro.

OBJETIVOS
GENERAL

Caracterizar el efecto de la administracion de oligobmeros del BAi.4> sobre la
actividad electrogréafica hipocampal y sobre la susceptibilidad para presentar
actividad epileptiforme, en preparaciones in vivo e in vitro.

ESPECIFICOS

e Caracterizar el efecto de la administracion de oligbmeros del BA;.4, sobre la
actividad convulsiva generalizada inducida con el modelo de litio/pilocarpina, tres
semanas después de la administracion del BA;1.42.

e Caracterizar el efecto de la administracion de oligobmeros del BA;.4, sobre la
actividad electrografica espontanea del hipocampo, tres semanas después de la
administracion del BA;.42.

e Caracterizar el efecto de la administracion de oligobmeros del BA;.4, sobre la
actividad electrogréfica hipocampal durante la induccién de crisis convulsivas
generalizadas y el SE, inducidos con el modelo de litio/pilocarpina, tres semanas
después de la administracion del BA;.42.

e Caracterizar el efecto de la administracion de oligdmeros del BA;4, y de la
aparicibon de las CER sobre la actividad electrografica espontanea del
hipocampo, en preparaciones in vitro.

e Caracterizar el efecto de la administracion de oligdmeros del BA;4, y de la
aparicion de las CER sobre la actividad electrografica del hipocampo durante la
actividad epileptiforme inducida con 4AP, en preparaciones in vitro.

e Caracterizar el efecto de la administracion in vitro de oligdmeros del BA;.4> sobre
la actividad electrografica del hipocampo durante la actividad epileptiforme
inducida con 4AP en rebanadas de hipocampo de animales inyectados con
oligbmeros del BA;.42 que desarrollaron el SE y las CER.

e Caracterizar el efecto de la administracion de oligomeros del BA;.4, sobre la

susceptibilidad para presentar crisis convulsivas inducidas con PTZ, una, tres y
cinco semanas después de la administracion del fA;-42.
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MATERIALES Y METODOS
ANIMALES

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 250-300 g de peso. Todos los
animales se mantuvieron alojados individualmente en el cuarto 8 del Bioterio del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México-
Campus Juriquilla, a una temperatura de 22°C y un ciclo de luz/oscuridad de 12
horas, con acceso ad libitum al alimento y al agua.

OLIGOMERIZACION DEL BA;.4,

El protocolo de oligomerizacion del BA1.42 se realizd siguiendo los protocolos de
Klein (2002) y de Balleza-Tapia y colaboradores (2010). El BA;-42 (BACHEM) fue
incubado con 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) a una concentracion final
del péptido de 1 mM, por 60 minutos, a temperatura ambiente. La solucion final fue
posteriormente evaporada a temperatura ambiente, para remover todo el HFIP
durante un periodo de aproximadamente 18 horas. Posteriormente, el péptido fue
resuspendido en una solucion de DMSO (5 mM) al 100% y después se diluy6 en
medio F12 (sin rojo fenol), a una concentracién final de 100 uM. Esta solucion se
incubd por 24 horas a 4-5 °C y se centrifugd a 14000 rpm a 4 °C durante 10
minutos. EI sobrenadante fue alicuotado y usado directamente en los
experimentos.

ADMINISTRACION INTRACISTERNAL DE OLIGOMEROS DEL BA..
42 Y CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (40 mg/kg) vy
xilazina (5 mg/kg). Posteriormente, los animales fueron instilados
intracisternalmente con 1 nmol de oligémeros del BAi4, (en 10 pl) o con su
vehiculo (10 pl de medio F12), utilizando una microjeringa de vidrio (20ul, Hamilton
Company) conectada a un microinyector mediante un tubo de polietileno. La
velocidad de infusiéon (1 ul/min) fue controlada mediante una bomba de infusién
(WPI, 220i). Después de la infusion, el microinyector permanecié por 10 minutos
dentro de la cisterna magna para permitir la correcta difusion del BA;.4, 0 del
vehiculo y posteriormente los animales fueron suturados y retornados al Bioterio.

Dos semanas después de la administracion intracisternal de oligomeros del BA;-42
o de vehiculo, los animales fueron sometidos a una cirugia estereotaxica (Paxinos
& Watson, 2005), en la que se implantdé un electrodo bipolar en el area CA1 del
hipocampo ventral derecho (AP: -4.8, L: 5.0, H: -6.5) y tornillos en el hueso frontal
para el registro electrografico monopolar, de forma epidural. Posteriormente, los
animales fueron devueltos al Bioterio y tratados con antibiético (Fluvicina) por 5
dias.
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INDUCCION DE LA ACTIVIDAD CONVULSIVA Y EL STATUS
EPILEPTICUS (SE) CON EL MODELO DE LITIO/PILOCARPINA

Tres semanas después de la administracion intracisternal de oligdmeros del BA1.42
o del vehiculo, los animales fueron tratados intraperitonealmente con cloruro de
litio (127 mg/Kg, Sigma-Aldrich). 18 horas después, se les administrd
intraperitonealmente la pilocarpina (45 mg/Kg, Sigma-Aldrich) para inducir la
actividad convulsiva y el SE (Clifford et al., 1987; Mdller et al., 2009). Treinta
minutos antes de aplicacion de la pilocarpina, se les administré6 subcutaneamente
bromuro de metilescopolamina (5 mg/Kg, Sigma-Aldrich), con la finalidad de
reducir los efectos periféricos de la pilocarpina (Turski et al., 1983). Para reducir la
mortalidad de los animales, dos horas después de haber iniciado el SE, se les
administro intraperitonealmente diazepam (DZP) (5 mg/kg) y se colocaron en hielo
durante 2 horas. Los animales permanecieron en recuperacion durante 7 dias en
un cuarto con temperatura baja controlada (17-20°C) y con la administracion de
suplemento alimenticio (Ensure, 3 veces al dia) e hidratacion constante (10ml de
Solucion Salina dos veces al dia) (Valle-Dorado et al., 2015). Posteriormente, los
animales fueron almacenados de forma individual en el Bioterio.

REGISTRO ELECTROGRAFICO DURANTE LA ACTIVIDAD
CONVULSIVA Y EL SE

Se realizaron registros de video-EEG de la actividad electrogréfica basal durante
una hora, antes de la administracion de cloruro de litio. Posteriormente, los
animales se registraron con video-EEG desde la administracion de pilocarpina
hasta 2 horas después de haber iniciado el SE. La sefial electrografica monopolar
y bipolar de los electrodos epidurales en la corteza frontal y del hipocampo ventral
respectivamente, fue amplificada vy filtrada (pasa altas de 0.1 Hz y pasa bajas de
2000 Hz) utilizando un amplificador AC (modelo 1700, A-M Systems). La sefal fue
digitalizada (Digidata 1550 Digitizer, Molecular Devices) con una frecuencia de
muestreo de 2000 Hz, mediante el programa Axoscope 10.6 (Axon Instruments).
Los registros de video-EEG fueron almacenados en una computadora personal
para su analisis off-line.

DETECCION DE LA APARICION DE LAS CRISIS ESPONTANEAS
Y RECURRENTES (CER)

Diez dias después de la induccion del SE, los animales se registraron con video-
EEG, o so6lo con video (en el caso de los animales que perdieron su implante
durante el SE), durante 1-2 horas al dia, hasta observar la aparicion de las CER (~
30 dias posteriores al SE). La aparicion de las CER se definio como la aparicion
de actividad convulsiva generalizada (estadios 4-5 de la escala de Racine, 1972),
observada al menos en dos ocasiones (André et al., 2001; Williams et al., 2009).
La sefal electrografica se registr6 y almacend de manera idéntica a la descrita en
la seccion anterior.
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INDUCCION DE ACTIVIDAD CONVULSIVA CON
PENTILENETETRAZOL (PTZ2)

Una, tres y cinco semanas después de la inyeccion intracisternal de oligdmeros
del BA142 0 de su vehiculo, los animales fueron inyectados intraperitonealmente
con PTZ (Sigma-Aldrich), disuelto en solucién salina el dia del experimento. Para
la reduccion de la mortalidad de los animales durante la induccion de las crisis
convulsivas, estas fueron inducidas gradualmente, con una dosis inicial de 20
mg/kg y dosis posteriores de 10 mg/kg cada 15 minutos hasta que desarrollaron la
primera CGTC con saltos violentos, de acuerdo al protocolo descrito por Luttjohan,
Fabene & van Luijtelaar (2009). Después, los animales fueron inyectados
intraperitonealmente con DZP (5 mg/kg) para detener la actividad convulsiva.
Posteriormente, los animales fueron eutanizados con una sobredosis de
pentobarbital sédico (63 mg/kg) administrado de forma intraperitoneal.

EXTRACCION DE REBANADAS DE HIPOCAMPO VENTRAL

Después de la aparicion de las CER inducidas con el modelo de litio/pilocarpina,
los animales fueron eutanizados con una sobredosis intraperitoneal de
pentobarbital sédico (63 mg/kg, Cheminova) y perfundidos intracardiacamente con
liquido cefalorraquideo artificial modificado (LCRam) frio, que contiene 238 mM de
sucrosa, 3 mM de KCI, 2.5 mM de MgCl,, 25 mM de NaHCO3; y 30 mM de D-
glucosa, con un pH de 7.4 y burbujeado con carbogeno (95% de O,y 5% de CO,).
Posteriormente, los animales fueron decapitados y los cerebros fueron removidos
y colocados en LCRa frio que contiene 119 mM de NaCl, 3 mM de KCI, 1.5 mM de
CaCly, 1 mM de MgCl,, 25mM de NaHCO3; y 30 mM de D-glucosa, con un pH de
7.4 y burbujeando con carbdgeno (95% de O, y 5% de CO,). ElI hemisferio
cerebral izquierdo se mont6 en un blogque de agar con 30° de inclinacion y se
obtuvieron rebanadas del hipocampo ventral, a 400 um de grosor con un
vibrdtomo (Microm HM 650 V, Thermo Scientific). Las rebanadas se dejaron
recuperar en LCRa a temperatura ambiente, durante al menos 60 minutos antes
de cualquier manipulacién experimental.

REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DURANTE LA INDUCCION DE
ACTIVIDAD EPILEPTIFORME CON 4-AMINOPIRIDINA (4AP) IN VITRO

Las rebanadas de hipocampo ventral se colocaron en una camara de perfusion
(32-34°C a 17-20 ml/min). Se colocé una micropipeta de vidrio (1-2 MQ) rellena
con LCRa sobre la capa piramidal del area CA1 del hipocampo y se registro la
actividad espontanea de campo durante 50 minutos. Posteriormente, se afadio
4AP (100 uM) a la solucion del bafio durante 60 minutos. Esta concentracion de
4AP induce la aparicion de actividad epileptiforme persistente en la rebanada
(Barbarosie & Avoli, 1997; Pefia & Alvarez-Pérez, 2006). En presencia continua de
4AP, se afadieron oligdmeros del BA;.42 (30 NnM) a la solucion del bafio durante 60
minutos. En presencia continua de 4AP y del BA;.42, se afadio lidocaina (1 mM)
para verificar la naturaleza sindptica de los potenciales registrados (Pefia et al.,
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2002; 2010). Por ultimo, se obtuvieron los pulsos de calibracion de 50uV para la
calibracion del potencial de campo local. Los registros fueron almacenados de
manera idéntica a la descrita en la seccidon anterior para su posterior analisis off-
line.

ANALISIS DE DATOS
ACTIVIDAD CONVULSIVA GENERALIZADA'Y EL SE

Para analizar el efecto de la administracion de oligdbmeros del BA;142 sobre la
severidad de la actividad convulsiva generalizada y del SE, se analizaron las
latencias para desarrollar la primera CGTC (estadio 5 de la escala de Racine,
1972) y el SE. Elinicio del SE se definié como la actividad convulsiva generalizada
(estadios 3-5 de la escala de Racine, 1972), sostenida por al menos 2 minutos
(Valle-Dorado et al., 2015). Asimismo, se cuantificé la latencia para el inicio del SE
a partir de la aparicion de la primera CGTC, el nimero de CGTC desde la
inyeccion de la pilocarpina hasta el desarrollo del SE, la frecuencia de las CGTC
(CGTC por minuto) y el porcentaje de animales que desarrollaron el SE y que
murieron durante el SE y en dias posteriores.

ACTIVIDAD ELECTROGRAFICA HIPOCAMPAL ESPONTANEA Y
DURANTE LA ACTIVIDAD CONVULSIVA GENERALIZADA Y EL SE

Se llevaron a cabo analisis del poder espectral de los registros electrograficos del
hipocampo en condiciones basales, durante la primera CGTC, al inicio del SE y 2
horas después de haber iniciado el SE. Para ello, se seleccionaron ventanas de 2
minutos por cada condicion utilizando el programa Clampfit 10.6 (Axon
Instruments) y posteriormente se exportaron al programa MATLAB (R2014a,
MathWorks, Inc.). Mediante una rutina personalizada, los trazos electrograficos
fueron transformados al dominio del tiempo y de la frecuencia, en la banda de
frecuencia de 1-200 Hz, utilizando la funcion spectrogram.

Los valores numéricos del poder espectral de la primera CGTC, la del inicio del SE
y la observada 2 horas después del inicio del SE, se normalizaron con respecto a
la condicién basal, de la siguiente manera:

Potencia

Potencia normalizada = -
Potencia Basal

Después, los valores numéricos del poder espectral fueron agrupados vy
promediados en las siguientes bandas de frecuencia: 1-200 Hz, delta (1.5-4 Hz),
theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz), gamma (30-80 Hz) y gamma répida (80-200 Hz)
(Buszaki & Watson, 2012).
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ACTIVIDAD ELECTROGRAFICA POBLACIONAL DEL
HIPOCAMPO IN VITRO

Se llevo a cabo el analisis del poder espectral de 5 segmentos, de 5 segundos
cada uno, espaciados 40 segundos el uno del otro, de los dltimos 5 minutos de la
condicion basal, de los presentes durante la actividad epileptiforme inducida con
4AP y los observados posteriormente a la aplicacién del BA;.4,. Por cada registro
se ajusto la linea base sustrayendo la media de todo el trazo. El espectro de
potencia se obtuvo mediante la FFT, con una ventana Hamming de 2048 puntos y
una resolucion espectral de 0.24 Hz, utilizando el programa Clampfit 10.6 (Axon
Instruments).

El poder espectral de los registros en presencia de 4AP y BA;.42, se normalizd con
respecto a la condicion basal, de la siguiente forma:

Potencia

Potencia normalizada = -
Potencia Basal

Posteriormente, los valores numéricos del poder espectral se agruparon y
promediaron en las siguientes bandas de frecuencia: 1-200 Hz, delta (1.5-4 Hz),
theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz), gamma (30-80 Hz) y gamma rapida (80-200 Hz)
(Buszéaki & Watson, 2012).

ACTIVIDAD CONVULSIVA INDUCIDA CON PTZ

La evaluacion de la actividad convulsiva inducida con PTZ se llevé a cabo
mediante la cuantificacibn de la latencia de aparicion de cada uno de los
siguientes estadios conductuales (Luttjohan, Fabene & van Luijtelaar, 2009):
estadio 1, arresto conductual repentino; estadio 2, masticaciones y movimientos
de las vibrisas; estadio 3, mioclonias del cuello; estadio 4, crisis clénicas en
posicion de canguro; estadio 5, CGTC con pérdida de la postura; y estadio 6,
CGTC con saltos violentos.

ANALISIS ESTADISTICO

Antes de realizar las comparaciones estadisticas, los datos fueron sometidos a las
pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov y D’Agostino & Pearson, para evaluar
la normalidad de su distribucion. Posteriormente, debido a la naturaleza de los
datos (sin distribucion normal), estos fueron analizados mediante las pruebas no
paramétricas U de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis seguido de la prueba post hoc
de Dunn, y mediante la prueba exacta de Fisher y la prueba Log-rank (Mantel-
Cox). Los datos fueron analizados mediante el programa Prism 5 (GraphPad
Software, Inc) y se presentaron como la media + error estandar de la media. Se
consideraron significativas las diferencias con p < 0.05.
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RESULTADOS

EFECTO CRONICO DEL BA1.4, SOBRE LA ACTIVIDAD CONVULSIVA Y
EL SE INDUCIDOS CON LITIO/PILOCARPINA

Se administrd litio/pilocarpina para inducir actividad convulsiva en los grupos
Control (n=29) y BA (n=28). Se cuantificaron las latencias para desarrollar la
primera CGTC vy el inicio del SE, la latencia para el inicio del SE a partir de la
primera CGTC, el numero de CGTCs a partir de la primera CGTC hasta el inicio
del SE y el nimero de CGTCs por minuto a partir de la primera CGTC hasta el
inicio del SE. Ademas, se midio la proporcion de animales que desarrollaron el SE,
que murieron durante este y que sobrevivieron 30 dias posteriores al SE (figura
10).
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Figura 10. Efecto crénico del BA; 4, sobre la induccion de CGTCs y sobre el SE
inducidos con litio/pilocarpina en los grupos inyectados con vehiculo (n=19; en negro)
y con el BA (n=19; en blanco). A. Latencia para desarrollar la primera CGTC a partir
de la inyeccién de pilocarpina. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. B. Latencia para desarrollar el SE a partir de la
inyeccion con pilocarpina. Se observo que el grupo BA tuvo menor latencia para
desarrollar el SE. C. Latencia para desarrollar el SE a partir de la primera CGTC. Se
observé que el grupo BA tuvo menor latencia para desarrollar el SE a partir de la
primera CGTC. D. NUmero de CGTCs desde la inyeccién de pilocarpina hasta el inicio
del SE. Se observd que el grupo BA tuvo un mayor nidmero de CGTCs desde la
inyeccion de pilocarpina hasta el inicio del SE. E. Frecuencia de las CGTCs desde la
inyeccion de pilocarpina hasta el inicio del SE. Se observé que el grupo BA tuvo un
namero mayor de CGTCs por minuto desde la inyeccién de pilocarpina hasta el inicio
del SE. F. Proporciébn de animales que desarrollaron el SE. No se observaron
diferencias significativas entre los grupos Control (19/29) y BA (19/28). G. Porcentaje
de animales que murieron durante SE. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. * y ** denotan diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos Control y BA (p<0.05 y p<0.01, respectivamente;
Prueba U de Mann-Whitney).

Los animales tratados con el BAi42 Nno mostraron diferencias estadisticamente
significativas con el grupo Control, en la latencia para desarrollar la primera CGTC
inducida con litio/pilocarpina (26.14 £ 2.57 min, n=15 y 28.71 £ 2.09 min, n=17,
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respectivamente; p>0.1; U=93.5; figura 10A). El grupo BA mostr6 menor latencia
para desarrollar el SE (31.39 £ 2.22 min, n=15), a partir de la administracion de
pilocarpina, comparado con el grupo Control (45.71 + 5.65 min, n=17; p=0.04;
U=75; figura 10B). Asimismo, se observd que los animales tratados con el BA;1.42
mostraron menor latencia para desarrollar el SE a partir de la primera CGTC (5.14
+ 1.16 min, n=15), comparado con el grupo Control (17 £ 4.81 min, n=17; p=0.02;
U=70; figura 10C). El nimero de CGTCs, desde la primera CGTC hasta el inicio
del SE, fue mayor en el grupo BA (2.76 £ 0.47, n=15), comparado con el grupo
Control (1.63 = 0.24, n=17; p=0.03, U=106; figura 10D). EI nimero de CGTCs por
minuto, desde la primera CGTC hasta el inicio del SE, fue mayor en el grupo BA
(1.18 £ 0.36 CGTCs/min, n=15), comparado con el grupo Control (0.30 = 0.07
CGTCs/min, n=17; p=0.006; U=50.5; figura 10E).

La proporcion de animales que desarrollaron el SE no fue estadisticamente
diferente entre los grupos Control (19/29) y BA (19/28; p>0.1; Prueba exacta de
Fisher; figura 10F). Tampoco se encontraron diferencias significativas ni en la
proporcién de animales que murieron durante el SE entre los grupos Control (3/19)
y BA (3/19; p>0.1; Prueba exacta de Fisher; figura 10G), ni en la proporcion de
animales que sobrevivieron en los dias posteriores al SE (p>0.1; Prueba Log-
Rank; figura 10H).

EFECTO CRONICO DEL PBAis4 SOBRE LA ACTIVIDAD
ELECTROGRAFICA ESPONTANEA DEL HIPOCAMPO

Tres semanas después del tratamiento con oligdbmeros del BA;.42, el poder
espectral de la actividad electrografica espontanea del hipocampo se ve
disminuido en estos animales (figura 11A).
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Figura 11. Efecto crénico del BA;.4, sobre la actividad electrografica espontanea del
hipocampo. A. Trazos y espectrogramas representativos de los grupos Control (n=14)
y BA (n=14). Poder espectral promedio de las bandas de frecuencia de 1-200 Hz (B),
delta (1-4 Hz) (C), theta (4-10 Hz) (D), beta (10-30 Hz) (E), gamma (30-80 Hz) (F) y
gamma rapido (80-200 Hz) (G). Se observd menor poder espectral en el grupo BA en
las bandas de frecuencia de 1-200 Hz, delta, theta, beta y gamma, comparado con el
grupo Control. * y ** denotan diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos Control y BA (p<0.05 y p<0.01, respectivamente; Prueba U de Mann-Whitney).
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Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el poder espectral
de los grupos Control (n=14) y BA (n=14), en las bandas de frecuencia de 1-200
Hz (11x10™ + 3x10™ y 7x10% + 3x10% UV?/Hz, respectivamente; p=0.008; U=30), delta
(3.74x10™ + 1.06x10% y 2.18x10™ + 8.5x10" UV?/Hz, respectivamente; p=0.02; U=37),
theta (1.3x0% # 2.8x0™ y 0.8xw0° * 3.8x10" WV?/Hz, respectivamente; p=0.01;
U=31), beta (2.5x10" + 5x102 y 1.3x10™ * 6x10® PV?/Hz, respectivamente; p=0.01;
U=30) y gamma (1.25xw0% #* 4.23xa0* y 1.02x10% * 3.22x10" MV?/Hz,
respectivamente; p=0.04; U=41). En contraste, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la banda de frecuencia gamma rapido (1.82x10™®
+ 1.67x10* y 4.002x10* + 1.33x10* pV?/Hz, respectivamente; p>0.1; U= 65).

EFECTO CRONICO DEL BA;4 SOBRE LA ACTIVIDAD
ELECTROGRAFICA DEL HIPOCAMPO DURANTE LA PRIMERA CRISIS
GENERALIZADA TONICO-CLONICA (CGTC) INDUCIDA CON
LITIO/PILOCARPINA

Posterior a la administracion de pilocarpina, los animales de los grupos Control y
BA presentaron actividad ictal convulsiva y electrografica. Durante la primera
CGTC (estadio 5 de la escala de Racine, 1972) inducida con litio/pilocarpina, los
animales tratados con el BAi142 presentaron un mayor incremento del poder
espectral normalizado de la actividad electrografica hipocampal (figura 12A).
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Figura 12. Efecto cronico del BA;4, sobre la actividad electrogréafica del hipocampo
durante la primera CGTC inducida con litio/pilocarpina. A. Trazos y espectrogramas
representativos de los grupos Control (n=8) y BA (n=9) durante la primera CGTC
(estadio 5 de la escala de Racine, 1972). Poder espectral normalizado contra el
registro basal, en las bandas de frecuencia de 1-200 Hz (B), delta (1-4 Hz) (C), theta
(4-10 Hz) (D), beta (10-30 Hz) (E), gamma (30-80 Hz) (F) y gamma rapido (80-200
Hz) (G). Se observo un mayor incremento en la potencia espectral normalizada de la
actividad electrogréfica hipocampal en el grupo BA durante la primera CGTC, en las
bandas de frecuencia de 1-200 Hz, delta, theta, beta, gamma y gamma rapido,
comparado con el grupo Control. * y * denotan diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos Control y BA (p<0.05 y p<0.01, respectivamente;

Prueba U de Mann-Whitney).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el poder espectral
normalizado de los grupos Control (n=8) y BA (n=9), en las bandas de frecuencia
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de 1-200 Hz (14.79 + 10.17 y 50.25 + 49.74 % de la basal, respectivamente;
p=0.02; U=5), delta (4450 + 37.98 y 99.32 + 49.64 % de la basal,
respectivamente; p=0.03; U=6), theta (4.72 £ 2.01 y 34.18 + 6.06 % de la basal,
respectivamente; p=0.001; U=0), beta (4.18 £ 2.62 y 30.52 + 7.63 % de la basal,
respectivamente; p=0.004; U=2), gamma (3.10 + 2.03 y 24.44 = 11.55 % de la
basal, respectivamente; p=0.007; U=3) y gamma rapido (1.623 + 0.8012 y 7.402 +
3.263 % de la basal, respectivamente; p=0.03; U= 6).

EFECTO CRONICO DEL BA;4 SOBRE LA ACTIVIDAD
ELECTROGRAFICA DEL HIPOCAMPO DURANTE EL INICIO DEL SE
INDUCIDO CON LITIO/PILCOARPINA

Posterior a la primera CGTC, la actividad convulsiva aumenté gradualmente hasta
que los animales de los grupos Control y BA presentaron crisis convulsivas
generalizadas de forma continua (estadios 3-5 de la escala de Racine, 1972),
estableciéndose asi el SE. Durante el inicio del SE inducido con litio/pilocarpina,
los animales tratados con el BAi142 presentaron un mayor incremento del poder
espectral normalizado de la actividad electrogréafica hipocampal (figura 13A).
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Figura 13. Efecto crénico del BA; 4, sobre la actividad electrografica del hipocampo
durante el inicio del SE inducido con litio/pilocarpina. A. Trazos y espectrogramas
representativos de los grupos Control (n=8) y BA (n=9) durante el inicio del SE. Poder
espectral normalizado contra el registro basal, en las bandas de frecuencia de 1-200
Hz (B), delta (1-4 Hz) (C), theta (4-10 Hz) (D), beta (10-30 Hz) (E), gamma (30-80 Hz)
(F) y gamma rapido (80-200 Hz) (G). Se observd un mayor incremento en la potencia
espectral normalizada de la actividad electrografica hipocampal en el grupo BA
durante el establecimiento del SE, en las bandas de frecuencia delta y gamma,
comparado con el grupo Control. * denota diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos Control y BA (p<0.05; Prueba U de Mann-Whitney).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el poder espectral
normalizado de los grupos Control (n=8) y BA (n=9), en las bandas de frecuencia
delta (64.17 £ 37.15 y 510.2 + 256.9 % de la basal, respectivamente; p=0.01; U=9)
y gamma (18.31 + 6.68 y 78.92 + 27.42 % de la basal, respectivamente; p=0.03;
U=12). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
bandas de frecuencia de 1-200 Hz (66.28 + 31.24 y 271.8 + 14.7 % de la basal,
respectivamente; p=0.0603; U=14), theta (86.86 + 50.57 y 265.8 £ 148.9 % de la
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basal, respectivamente; p>0.1; U= 17), beta (64.16 + 23.55y 128.1 £ 42.76 % de
la basal, respectivamente; p>0.1; U= 19) y gamma rapido (7.64 + 458 y 24.18 +
12.94; p=0.0603; U= 14).

EFECTO CRONICO DEL BA;4 SOBRE LA ACTIVIDAD
ELECTROGRAFICA DEL HIPOCAMPO DURANTE EL SE INDUCIDO CON
LITIO/PILCOARPINA

Dos horas después de haberse establecido el SE inducido con litio/pilocarpina, el

grupo BA (n=9) mostré mayor incremento de la potencia espectral comparado con
el grupo Control (n=8) (figura 14A).
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Figura 14. Efecto crénico del BA;4, sobre la actividad electrogréfica del hipocampo
durante el SE inducido con litio/pilocarpina. A. Trazos y espectrogramas
representativos de los grupos Control (n=8) y BA (n=9) durante el SE. Poder espectral
normalizado contra el registro basal, en las bandas de frecuencia de 1-200 Hz (B),
delta (1-4 Hz) (C), theta (4-10 Hz) (D), beta (10-30 Hz) (E), gamma (30-80 Hz) (F) y
gamma rapido (80-200 Hz) (G). Se observé un mayor incremento en la potencia
espectral normalizada de la actividad electrografica hipocampal en el grupo BA
durante el establecimiento del SE, en las bandas de frecuencia de 1-200 Hz, delta,
theta, beta, gamma y gamma r4pido, comparado con el grupo Control. *, ** y **
denotan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos Control y BA
(p<0.05, p<0.01 y p<0.001, respectivamente; Prueba U de Mann-Whitney).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el poder espectral
normalizado de los grupos Control (n=8) y BA (n=9), en las bandas de frecuencia
de 1-200 Hz (45.20 + 71.12 y 318.3 + 130.9 % de la basal, respectivamente;
p=0.05; U=9), delta (34.88 + 14.13 y 256.7 + 111.7 % de la basal,
respectivamente; p=0.02; U=7), theta (49.27 + 22.18 y 385.1 = 143.5 % de la
basal, respectivamente; p=0.02; U=7), beta (65.52 + 24.58 y 707.9 + 280.2 % de la
basal, respectivamente; p=0.03; U=8), gamma (9.14 + 3.40y 373 + 159.5 % de la
basal, respectivamente; p=0.004; U=3) y gamma rapido (3.03 + 0.98 y 28.06 +
8.49 % de la basal, respectivamente; p=0.0006; U= 0).

51



EFECTO CRONICO ~ DEL  BA142 SOBRE LA ACTIVIDAD
ELECTROGRAFICA ESPONTANEA DE CAMPO DEL HIPOCAMPO DE RATAS
EPILEPTICAS IN VITRO

Una vez que los animales de los grupos Control y BA que desarrollaron el SE,
presentaron CER, se obtuvieron rebanadas de cerebro y se llevaron a cabo
registros de la actividad espontanea de campo de la capa piramidal del area CAl
del hipocampo ventral. El grupo de animales tratados con el BA;.4> mostr6 mayor
poder espectral, comparado con el grupo control (figura 15A).
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Figura 15. Efecto crénico del BA; 4, sobre la actividad electrografica de campo del
hipocampo de ratas epilépticas in vitro. A. Trazos y espectrogramas representativos
de la actividad espontanea de campo del area CAl del hipocampo de ratas
epilépticas de los grupos Control (n=8) y BA (n=9) en condiciones basales. Poder
espectral promedio de las bandas de frecuencia de 1-200 Hz (B), delta (1-4 Hz) (C),
theta (4-10 Hz) (D), beta (10-30 Hz) (E), gamma (30-80 Hz) (F) y gamma rapido (80-
200 Hz) (G). Se observd mayor poder espectral de la actividad electrografica
hipocampal en el grupo BA en condiciones basales, en las bandas de frecuencia de 1-
200 Hz, delta, theta, beta y gamma, comparado con el grupo Control. * denota
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos Control y BA (p<0.05,
Prueba U de Mann-Whitney).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el poder espectral
de los grupos Control (n=7) y BA (n=13), en las bandas de frecuencia de 1-200 Hz
(1.21 + 0.76 y 18.50 + 5.53 nV?/Hz, respectivamente; p=0.006; U=10), delta (28.95
+25.5y 772.5 + 278.7 nV?/Hz, respectivamente; p=0.004; U=9), theta (6.84 + 5.12
y 97.67 + 45.17 nV?/Hz, respectivamente; p=0.003; U=8) y beta (2.65 + 1.47 y
25.22 + 7.17 nV?/Hz, respectivamente; p=0.003; U=8) y gamma (0.21 + 0.11 y 0.12
+ 0.20 nV?/Hz, respectivamente; p=0.002; U=6). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la banda de frecuencia gamma rapido (0.38 +
0.24y 0.83 £ 0.54; p>0.1; U= 28).
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EFECTO CRONICO DEL PBA;s;; SOBRE LA ACTIVIDAD
ELECTROGRAFICA DEL HIPOCAMPO DE ANIMALES EPILEPTICOS
DURANTE LA INDUCCION DE ACTIVIDAD EPILEPTIFORME CON 4AP IN
VITRO

En las mismas rebanadas descritas en la seccion anterior, después de la
administracion de 4AP (100 uM) a la perfusion, se observo la aparicion de espigas
poblacionales de gran amplitud (~ 50-100 pV) en el registro de la actividad
electrogréfica de la capa piramidal del area CAl del hipocampo de ratas
epilépticas de los grupos Control (n=4) y BA (n=5) (figura 16A).
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Figura 16. Efecto crénico del BA; 4, sobre la actividad electrografica de campo del
hipocampo de ratas epilépticas durante la induccion de actividad epileptiforme con
4AP in vitro (ambos grupos fueron sometidos a la aplicacion de 4AP). A. Trazos y
espectrogramas representativos de la actividad de campo del area CAl del
hipocampo de ratas epilépticas de los grupos Control (n=4) y BA (n=5) durante la
actividad epileptiforme inducida con 4AP. Poder espectral normalizado con respecto
al registro basal, de las bandas de frecuencia de 1-200 Hz (B), delta (1-4 Hz) (C),
theta (4-10 Hz) (D), beta (10-30 Hz) (E), gamma (30-80 Hz) (F) y gamma rapido (80-
200 Hz) (G). Se observd mayor poder espectral de la actividad electrografica
hipocampal en el grupo BA durante la actividad epileptiforme inducida con 4AP, en la
banda de frecuencia gamma rapido, comparado con el grupo Control. * denota
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos Control y BA (p<0.05;
Prueba U de Mann-Whitney).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el poder espectral
de la actividad epileptiforme inducida por 4AP en los grupos Control (n=4) y BA
(n=5) en la banda de frecuencia gamma rapido (3.22 £ 1.43 y 8.37 + 2.51 % de la
basal, respectivamente; p=0.03; U=2). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las bandas de frecuencia de 1-200 Hz (16.33 +
80.90 y 19.47 + 9.79 % de la basal, respectivamente; p>0.1; U=8), delta (161.4 +
103.3 y 43.75 + 19.9 % de la basa, respectivamente; p>0.1; U=9), theta (178.8 +
153.1y 64.4 + 5.64 % de la basal, respectivamente; p>0.1; U=10), beta (52.74 +
41.35y 65.87 £ 39.52 % de la basal, respectivamente; p>0.1; U=7) y gamma (5.03
+2.01y20.8+17.74 % de la basal, respectivamente; p>0.1; U=10).
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EFECTO DE LA APLICACION AGUDA DEL PBA;4,, SOBRE LA
ACTIVIDAD ELECTROGRAFICA DEL HIPOCAMPO DE ANIMALES
EPILEPTICOS DURANTE LA INDUCCION DE ACTIVIDAD EPILEPTIFORME
CON 4AP IN VITRO

Una hora posterior a la administracion de 4AP (100 uM), se agrego el BA1.42 (30
nM) a la perfusién. En ambos grupos experimentales, se observé que la aplicacion
aguda del BA;42 induce una disminucion de la amplitud de la actividad
epileptiforme inducida con la 4AP, en el registro de la actividad electrografica de
campo de la capa piramidal del &rea CA1 del hipocampo de ratas epilépticas, de
los grupos Control (n=4) y BA (n=5; figura 17A, comparar con figura 16).
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Figura 17. Efecto in vitro de la administracion aguda del BA; 4, sobre la actividad
electrogréafica de campo del hipocampo de ratas epilépticas durante la induccién de
actividad epileptiforme con 4AP (ambos grupos fueron sometidos a la aplicacién de
4AP y del BA14,). A. Trazos y espectrogramas representativos de la actividad de
campo del area CA1 del hipocampo de ratas epilépticas de los grupos Control (n=4) y
BA (n=b), posterior a la aplicacion aguda del BA; 4, durante la actividad epileptiforme
inducida con 4AP. A del poder espectral normalizado con respecto a la condicion
4AP, de las bandas de frecuencia de 1-200 Hz (B), delta (1-4 Hz) (C), theta (4-10 Hz)
(D), beta (10-30 Hz) (E), gamma (30-80 Hz) (F) y gamma rapido (80-200 Hz) (G). No
se observaron diferencias estadisticamente significativas en la actividad electrogréafica
hipocampal entre los grupos Control y BA (p>0.05; Prueba U de Mann-Whitney).

Una vez establecida la inhibiciobn de la actividad epileptiforme inducida por la
aplicacion aguda del BA;.4, (comparar figuras 16 y 17), no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la actividad entre los grupos Control
(n=4) y BA (n=5), en las bandas de frecuencia de 1-200 Hz (4.18 £ 1.70 y 3.68 +
1.23 % del basal, respectivamente; p>0.1; U=7), delta (124.7 £ 121.8 y 20.3 £
12.72 % del basal, respectivamente; p>0.1; U=5), theta (11.93 + 3.93 y 23.91 +
12.31 % del basal, respectivamente; p>0.1; U=7), beta (6.29 £ 3.53 y 6.15 + 1.72
% del basal, respectivamente; p>0.1; U=7), gamma (1.78 £ 0.35y 1.61 + 0.44 %
del basal, respectivamente; p>0.1; U=7) y gamma rapido (1.27 + 0.21 y 2.71 +
0.95 % del basal, respectivamente; p>0.1; U=4).
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EFECTO CRONICO DEL BA;4; SOBRE LA ACTIVIDAD CONVULSIVA
INDUCIDA CON PTZ

Finalmente, en otros grupos de animales inyectados intracisternalmente con el
BA1.42 0 con su vehiculo, se indujeron crisis convulsivas mediante la administracion
de pentilenetetrazol, una, tres y cinco semanas posteriores a la administracion del
BA1-42 (figura 18)
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Figura 18. Latencias para desarrollar los estadios conductuales de la escala de
actividad convulsiva propuesta por Luttjohan y colaboradores (2009), después de (A)
una (n=5 por grupo), (B) tres (n=7 por grupo) y (C) cinco (n=5 por grupo) semanas de
la administracion del péptido BA;4, 0 de su vehiculo. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la latencia para desarrollar el estadio 6 (CGTC +
saltos violentos) en la semana 5 después de la administracion del BA; 4, 0 de su
vehiculo, en donde el grupo BA presentd una latencia mayor. * denota diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05; Prueba U de Mann-Whitney).

Una semana después de la administracion de oligobmeros del BA;4, 0 de su
vehiculo (figura 18A), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos Control (n=5) y BA (n=5) en la latencia para desarrollar los
estadios conductuales descritos por Luttjohan y colaboradores (2009): estadio 1
(2.4 £ 1.16 y 2 £ 0.44 min, respectivamente; p>0.1; U=10.5), estadio 2 (7.8 £ 2.74
y 10.71 £ 2.49 min, respectivamente; p>0.1; U=12), estadio 3 (22.8 + 3.12y 24.2
3.44 min, respectivamente; p>0.1; U=10), estadio 4 (36.6 + 2.65y 39.2 + 5.99 min,
respectivamente; p>0.1; U=12), estadio 5 (36.8 + 2.57 y 49.2 + 15.33 min,
respectivamente; p>0.1; U=12.5) y estadio 6 (115.8 £ 13.29 y 123.5 £+ 3.75 min,
respectivamente; p>0.1; U=8).

Tres semanas después de la administracion de oligomeros del BA;.4, 0 de su
vehiculo (figura 18B), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos Control (n=7) y BA (n=7) en la latencia para desarrollar los
estadios conductuales descritos por Luttjohan y colaboradores (2009): estadio 1
(3.71 £ 0.64 y 2.42 + 0.81 min, respectivamente; p>0.1; U=13), estadio 2 (13.57
3.01y 15.2 + 3.54 min, respectivamente; p>0.1; U=14.5), estadio 3 (25.43 +7.11y
23.71 = 3.006 min, respectivamente; p>0.1; U=22.5), estadio 4 (40.14 + 6.95 y
44.86 = 4.90 min, respectivamente; p>0.1; U=19.5), estadio 5 (76.14 + 14.87 y
44.86 = 4.90 min, respectivamente; p>0.07; U=12.5) y estadio 6 (131.6 £ 7.09 y
125.3 + 24.53 min, respectivamente; p>0.1; U=6.5).
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Cinco semanas después de la administracion de oligémeros del BA;42 0 de su
vehiculo (figura 18C), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos Control (n=5) y BA (n=5) en la latencia para desarrollar los
estadios conductuales descritos por Luttjohan y colaboradores (2009): estadio 1
(1.75 £ 0.47 y 1.5 £ 0.28 min, respectivamente; p>0.1; U=7), estadio 2 (16.25 +
6.49 y 21.25 + 3.06 min, respectivamente; p>0.1; U=6), estadio 3 (27.75 + 3.66 y
33.5 £ 6.03 min, respectivamente; p>0.1; U=7), estadio 4 (43.5.14 £ 3.17 y 39.5 +
6.53 min, respectivamente; p>0.1; U=5) y estadio 5 (43.5 £ 3.17 y 49 £ 9.24 min,
respectivamente; p>0.1; U=7). En contraste, se observé que el grupo BA presentd
una mayor latencia para presentar el estadio 6 (61.33 £ 14.33 y 109 + 9.53 min,
respectivamente; p=0.03; U=0), comparado con el grupo Control.
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DISCUSION

En esta tesis se investigd el efecto de la administracion de oligémeros del BA;-42
sobre la susceptibilidad para presentar actividad convulsiva inducida con dos
modelos de actividad epileptiforme mecanisticamente diferentes y sobre la
actividad electrografica hipocampal, tanto in vivo como in vitro. Ademas, se
investigd el efecto crénico de la administracion de oligémeros del BA;42 y de la
aparicion de las CER sobre la actividad electrogréafica hipocampal antes y durante
la induccioén de actividad epileptiforme in vitro.

Tres semanas después de la administracion intracisternal de oligomeros del BA1.42,
los animales desarrollaron el SE de forma mas rapida a partir de la primera CGTC
y presentaron un numero mayor de CGTCs durante la induccion de actividad
convulsiva con el modelo de litio/pilocarpina. Estos resultados comprueban cierta
nuestra hipotesis y estan acordes con lo reportado en los pacientes con la EA y en
diferentes modelos transgénicos de la enfermedad, en donde se ha observado una
susceptibilidad mayor para presentar el SE (Armon, Peterson & Liwnicz, 2000;
Bottaro et al., 2007; Hommet et al., 2007; Tanaka et al., 2013; Assis et al., 2015;
Horvéth et al., 2016) y la presencia de crisis convulsivas generalizadas con mayor
frecuencia y severidad (Hauser et al., 1986; Hessdorfer et al., 1996; Amatniek et
al., 2006; Westmark et al., 2008; Hunter et al., 2012; Cheng et al., 2015; Horvéath
et al.,, 2016), comparados con sujetos sanos 0 con animales silvestres,
respectivamente.

Sin embargo, el aumento en la susceptibilidad para desarrollar actividad
convulsiva en los animales inyectados con el BA;4, no se observa en todos los
aspectos de la misma, pues estos animales no mostraron diferencias en la
susceptibilidad para desarrollar las CGTCs ni en la mortalidad asociada al SE,
comparados con los animales inyectados con vehiculo. Estos resultados estan en
contra con lo reportado en los pacientes con la EA en las etapas prodrémica o
demencial y con diferentes modelos transgénicos de la enfermedad, en donde se
ha observado una mayor susceptibilidad para presentar las CGTCs (Hessdorfer et
al., 1996; Hommet et al., 2007; Westmark et al., 2008; Hunter et al., 2012; Irizarry
et al., 2012; Aller-Alvarez et al., 2015; Chan et al., 2015) y mortalidad mayor
asociada a las crisis convulsivas (Hauser et al., 1986; Westmark et al., 2008; Chan
et al.,, 2015), comparados con sujetos sanos 0 con animales silvestres,
respectivamente. Esta discrepancia en los resultados podria deberse a las
diferencias en las alteraciones neuropatologicas presentes en los pacientes con la
EA y en los modelos transgénicos de la misma, comparados con los animales
inyectados con el BA1.42; pues se ha determinado que si bien los pacientes con la
EA y los modelos transgénicos de la misma cursan con una elevacion del BA;.4, en
el cerebro (Westmark et al., 2008; Picco et al., 2011; Hunter et al., 2012; d’'Orsi &
Specchio, 2014), también exhiben una marcada atrofia hipocampal (Armon,
Peterson & Liwnicz, 2000; Picco et al., 2011; d’Orsi & Specchio, 2014; Aller-
Alvarez et al., 2015; Yan et al., 2012), mayor deposicion de placas seniles (Armon,
Peterson & Liwnicz, 2000; Yan et al., 2012) y de ONF (Armon, Peterson & Liwnicz,
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2000; Yan et al., 2012), pérdida neuronal (Armon, Peterson & Liwnicz, 2000; Yan
et al., 2012) y un marcado cambio en los circuitos neuronales asociados al declive
cognoscitivo (Hesdorffer et al., 1996; Armon, Peterson & Liwnicz, 2000; Picco et
al., 2011; Irizarry et al., 2012; Vossel et al., 2013; d’Orsi & Specchio, 2014; Aller-
Alvarez et al., 2015). Juntas, estas alteraciones podrian potenciar los efectos
patolégicos de la agregacion de los oligobmeros del BA;.42 sobre la susceptibilidad
para desarrollar las CGTCs y sobre la mortalidad asociada a las crisis convulsivas,
que si bien se observan en los pacientes con la EA y en los modelos transgénicos
de la misma (Palop & Mucke, 2009; Scharfman, 2012; Born, 2015), no se
observan en nuestro modelo experimental. De hecho, antes de la induccién de
actividad convulsiva, la medicién del desempefio cognoscitivo de los animales
inyectados intracisternalmente con oligémeros del BA142 (n=5) no se ve alterada
(Figura  complementaria 1), comparada con animales inyectados
intracisternalmente con vehiculo que tampoco muestran deterioro cognoscitivo
(n=7) o con animales inyectados de forma bilateral en el hipocampo con 800
pmoles de oligobmeros del BAi.s, que si muestran deterioro cognoscitivo. Esta
observacion sugiere que los efectos proconvulsivos del BA;.4, reportados en este
trabajo de tesis podrian asociarse con los efectos del BA;.42> en etapas preclinicas
de la EA y, es por ello, que no se lograron reproducir la totalidad de las
observaciones llevadas a cabo en los pacientes con la EA en etapas prodrémicas
o demenciales, o en los modelos transgénicos de la enfermedad (Palop & Mucke,
2009; Scharfman, 2012; Born, 2015).

Los animales inyectados intracisternalmente con oligomeros del BA;.42 presentaron
menor actividad espontanea hipocampal en las bandas de frecuencia de 1-200 Hz,
delta, theta, beta y gamma, tres semanas después de la administracion del BA1.42.
Lo anterior, concuerda con las observaciones llevadas a cabo en pacientes con la
EA, quienes muestran un enlentecimiento difuso y progresivo del EEG (Brenner,
Reynolds & Ulrich, 1988; Ezquerra et al., 1999; Amatniek et al., 2006; D’Amelio &
Rossini, 2012; Poil et al., 2013). De la misma manera, las oscilaciones
hipocampales se encuentran disminuidas en diferentes modelos transgénicos de
la EA (Wang et al., 2002; Weeson et al., 2011b; Platt et al., 2011; Verret et al.,
2012; Siwek et al., 2015; Scott et al., 2016). Asi mismo, la aplicacién in vitro e in
vivo de oligomeros del BA1.42 reduce la actividad oscilatoria hipocampal (Balleza-
Tapia et al., 2010; Pefa et al., 2010; Pefa-Ortega & Bernal-Pedraza, 2012;
Alvarado-Martinez, Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2013). Algunos autores han
correlacionado esta hipoactividad en el EEG con el riesgo de padecer epilepsia en
los pacientes con la EA (Ezquerra et al., 1999; Amatniek et al., 2006; Bottaro et al.,
2007; Born, 2015), asi como con un desempefio cognoscitivo reducido (Bennys et
al., 2001; Hatz et al.,, 2015). La hipoactividad hipocampal observada en los
animales inyectados intracisternalmente con oligdmeros del BA;.42, podria sugerir
gue estos animales se encuentran en el proceso inicial de la epileptogénesis,
como se ha observado en otros modelos experimentales de epilepsia (Feng et al.,
2015; Meyer et al., 2016). En este sentido, la hipoactividad hipocampal observada
en los animales inyectados intracisternalmente con oligdmeros del BA1.42 podria
estar relacionada con la disminucion del umbral para exhibir el SE en estos
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animales, de manera similar a lo reportado con el efecto de la depresién cortical
propagada sobre la induccién de actividad epileptiforme in vitro e in vivo (Berger et
al., 2008; Haghir et al., 2009; Khaleghi et al., 2011; Ghadiri et al., 2012; Rogawski,
2012; Kramer et al., 2017).

Los animales inyectados intracisternalmente con oligdmeros del BA;.42 presentaron
mayor poder espectral de la actividad electrografica hipocampal durante la primera
CGTC en todas las bandas de frecuencia analizadas. A pesar de que los animales
no mostraron mayor susceptibilidad para la aparicion de la primera CGTC, estos
animales exhibieron mayor actividad electrografica hipocampal durante esta
primera CGTC en todas las bandas de frecuencia analizadas. Las alteraciones de
la actividad electrografica durante las crisis convulsivas son una variable
potencialmente relevante para el estudio de la epilepsia y actualmente son
aceptadas como un marcador electrofisiolégico de la actividad ictal por la ILAE
(Fisher et al., 2005; Engel et al., 2013; Fisher et al., 2014; Fisher, 2014). No
obstante, la gravedad de la actividad convulsiva y los hallazgos electrograficos
durante ésta no siempre se encuentran asociados, como se ha observado al
probar la eficacia de diversos farmacos antiepilépticos en ensayos clinicos (Van
Wieringen et al., 1987) y en modelos experimentales de epilepsia (Duveau et al.,
2016), e inclusive durante la induccion experimental del SE (Phelan et al., 2015).
Sin embargo, la atenuacién o el agravamiento de la actividad electrogréfica
durante las crisis convulsivas es indicio del deterioro cognoscitivo provocado por
las crisis en los pacientes con epilepsia (Espie et al., 1998; Cho et al., 2012;
Schreiber et al., 2014; Steriade et al., 2016). En este sentido, los pacientes con la
EA y los modelos transgénicos de la enfermedad que han presentado actividad
convulsiva, exhiben un mayor deterioro cognoscitivo (Hazra et al., 2016). Por lo
tanto, el incremento exacerbado de la actividad hipocampal en los animales
inyectados con oligbmeros del BAi1.4, podria indicar un detrimento cognoscitivo
mayor como resultado de la actividad ictal.

Por otro lado, los animales inyectados con oligdbmeros del BA;.42 presentaron
mayor potencia de la actividad electrografica hipocampal durante el inicio del
establecimiento del SE, particularmente en las bandas de frecuencia delta y
gamma. Se ha reportado que existe un incremento de la actividad electrogréfica
en la banda de frecuencia delta-theta al inicio de las crisis convulsivas y en la
banda de frecuencia gamma conforme aumenta la severidad de las crisis
convulsivas durante la induccion del SE (Tse et al., 2014; Santana-Gémez et al.,
2015). En este sentido, durante la induccion experimental de crisis convulsivas
ocurre un aumento de la actividad electrografica en la banda de frecuencia delta,
lo cual correlaciona con la frecuencia de las espigas (Gurbanova et al., 2008) y
con la actividad sincrénica de las neuronas piramidales hipocampales (Tiesinga et
al., 2001). Por otro lado, el aumento del poder espectral en la banda de frecuencia
gamma durante las crisis convulsivas, se ha asociado con la activacién ritmica de
interneuronas GABAeérgicas y su interaccion con las neuronas piramidales
(Whittington, Traub & Jefferys, 1995; Gurvanoba et al., 2008; Santana-Gémez et
al.,, 2015). Con base en lo anterior, se ha interpretado que durante la
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epileptogénesis existe una falla en los mecanismos que normalmente detienen la
actividad hipersincronica de las crisis convulsivas y que conllevan al inicio del SE
(Gurvanoba et al., 2008; Ma & Prince, 2012; Santana-Gémez et al., 2015). En los
modelos transgénicos de la EA, se ha observado que los circuitos inhibitorios
hipocampales se encuentran deteriorados (Koliastos et al., 2006; Palop et al.,
2007; Verret et al., 2012; Verdaguer et al., 2015; Palop & Mucke, 2016), e incluso,
algunos autores han propuesto que este deterioro conlleva a la susceptibilidad
para exhibir crisis epilépticas (Palop et al., 2007; Verret et al., 2012; Palop et al.,
2007; Scharfman, 2012; Chin & Scharfman, 2013) y a las anormalidades
cognoscitivas observadas en los pacientes con la EA (Palop & Mucke, 2016).
Estos datos sugieren que los animales inyectados con los oligdmeros del BA;-42
podrian tener deteriorados los circuitos inhibitorios hipocampales en un momento
previo a la induccién del SE vy, por ello, exhiben una susceptibilidad mayor para
establecer el SE y muestran una actividad electrografica hipocampal incrementada
durante éste.

De la misma forma, 2 horas después del establecimiento del SE, los animales
inyectados con los oligdmeros del BA;4, mostraron un mayor incremento de la
actividad electrografica hipocampal en todas las bandas de frecuencia analizadas.
Se ha reportado que la actividad convulsiva prolongada induce una variedad de
efectos deletéreos sobre el sistema nervioso, incluyendo muerte neuronal, atrofia
hipocampal y alteraciones neuronales, electrograficas, conductuales,
cognoscitivas y de la conectividad funcional (Turski et al., 1984; Cole, 2004; Di
Bonaventura et al., 2009; Wang et al., 2012; Trinka et al., 2015; Trinka, Brigo &
Shorvon, 2016). Por otro lado, se ha demostrado que la actividad sinaptica
aumenta los niveles extracelulares del BA en los modelos transgénicos de la EA
(Cirrito et al., 2005; Bero et al., 2011). En el mismo sentido, los modelos
transgénicos de la EA que han experimentado el SE muestran un nimero mayor
de placas seniles y de ONF en el hipocampo y areas parahipocampales (Yan et
al., 2012), un aumento en la inmunoreactividad de la enzima p-secretasa (Yan et
al., 2012b) y una acentuada muerte neuronal (Yan et al., 2012). Lo anterior sugiere
gue los animales a los que se les administraron crénicamente los oligdmeros del
BA142 Y que experimentaron el SE, podrian expresar los marcadores
neuropatolégicos de la EA de forma exacerbada. Lo anterior, aun esta por
determinarse de forma experimental.

Una vez que los animales desarrollaron la fase crénica de la epileptogénesis, es
decir, una vez que los circuitos neuronales encargados de la generacion de las
CER se han reconfigurado patolégicamente y que los animales exhibieron crisis
convulsivas de forma espontanea (Pitkanen et al., 2015), se realizaron registros
electrofisiolégicos de campo de la actividad hipocampal en rebanadas de cerebro.
Los animales a los que se les administraron los oligobmeros del BA;4, Yy que
mostraron la presencia de CER, exhibieron una actividad espontanea hipocampal
incrementada en las bandas de frecuencia de 1-200 Hz, delta, theta y beta,
ademas de hipoactividad en la banda de frecuencia gamma. Se ha descrito que
durante el periodo cronico de la epileptogénesis, se presentan una serie de
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alteraciones neuropatolégicas en los circuitos neuronales del hipocampo de los
modelos experimentales de epilepsia y de los pacientes con esta enfermedad,
observandose la pérdida selectiva de neuronas piramidales reflejada en una
atrofia hipocampal severa (Cavazos & Sutula, 1990; Bouilleret et al., 1999; Riban
et al., 2002; Volcy-Gomez, 2004; Arabadzisz et al., 2005; Téllez-Zenteno & Ladino,
2013; Sendrowski & Sobaniex, 2013), la proliferacion de interneuronas inhibitorias
(Arabadzisz et al., 2005; Koliastos et al., 2006; Sendrowski & Sobaniex, 2013), el
brote de fibras excitatorias con conexiones aberrantes (Bouilleret et al., 1999;
Sendrowski & Sobaniex, 2013), astrogliosis y microgliosis difusa (Bouilleret et al.,
1999; Téllez-Zenteno & Ladino, 2013; Sendrowski & Sobaniex, 2013), incremento
de la excitabilidad basal de las neuronas y del circuito neuronal del hipocampo
(Bouilleret et al., 1999; Riban et al., 2002; Arabadzisz et al., 2005; Smeal et al.,
2012; Jones et al., 2015), el incremento de la actividad metabdlica hipocampal
(Bouilleret et al., 1999) y el aumento del glutamato extracelular basal in vivo
(Soukupova et al., 2015). A su vez, los modelos experimentales de la EA muestran
alteraciones similares en el hipocampo, como la pérdida selectiva de neuronas
piramidales (Yan et al., 2012), que se asocia con una atrofia hipocampal severa
(Elgh et al., 2005), proliferacion de interneuronas inhibitorias (Palop et al., 2007;
Verret et al., 2012; Verdaguer et al., 2015) y brotes ectopicos de proyecciones
excitatorias (Palop et al., 2007), astrogliosis y microgliosis difusa (Avila-Mufioz &
Arias, 2014), asi como incremento de la excitabilidad basal de las neuronas y del
circuito hipocampal (Palop et al., 2007; Minkeviciene et al. 2009 ; Verret et al.,
2012; Tamagnini et al., 2015; Siwek et al., 2015). A este respecto, los animales
inyectados intracisternalmente con oligémeros del BA;1.4> que no desarrollaron el
SE ni las CER, sin embargo, mostraron un aumento ligero de la actividad
electrogréfica espontanea del hipocampo in vitro, principalmente en la banda de
frecuencia beta (Figura complementaria 2). Estos resultados coinciden con los
reportes sobre la actividad electrografica hipocampal de los modelos transgénicos
de la EA, en donde se observa que la actividad oscilatoria rapida, en donde se
incluye a la banda de frecuencia beta, aumentan conforme aumenta la edad de
estos animales (Wang et al., 2002; Weeson et al., 2011; Weeson et al., 2011b;
Verret et al., 2012; Gurevicius, Lipponen & Tanila, 2013), e incluso se piensa que
es el reflejo de la reconfiguracion de los circuitos neuronales hacia un estado de
hiperexcitabilidad (Minkeviciene et al., 2009). Esto sugiere que la sola
administracion de oligdbmeros del BA;42 podria inducir un aumento en la
excitabilidad del circuito hipocampal, sensibilizando a los circuitos neuronales para
involucrarse en la induccion de la epilepsia. El que los animales inyectados con
oligbmeros del BA;.4, que desarrollaron el SE y las CER, exhibieran mayor
actividad electrografica espontanea del hipocampo, podria ser la convergencia de
dos procesos neuropatolégicos que estan potenciando la aparicion de las
alteraciones neuropatolégicas de ambas enfermedades. De la misma manera, la
disminucién de la actividad electrogréafica en la banda de frecuencia gamma en los
animales inyectados con oligdmeros del BAi.42, podria deberse a la potenciacion
de los efectos de ambas patologias. Por otro lado, la disminucion de la banda de
frecuencia gamma podria ser indicio de que la actividad de las interneuronas
inhibitorias se encuentra deteriorada, como se ha observado en los modelos
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experimentales de la EA (Klein et al., 2016; Palop & Mucke, 2016), asi como en
los de epilepsia (Urrestarazu et al., 2006; Palop & Mucke, 2016), lo que en
conjunto sugiere que estas alteraciones en las neuronas inhibitorias pudieran
también participar en el deterioro cognoscitivo de los pacientes con la EA y en los
modelos transgénicos de esta enfermedad (Montgomery & Buzsaki, 2007).

Para investigar el efecto crénico de la administraciéon de oligdmeros del BA;-42
sobre la excitabilidad de los circuitos neuronales de los animales que desarrollaron
el SE y las CER durante una crisis, se llevaron a cabo registros electrofisiolégicos
de campo de la capa piramidal del area CA1 del hipocampo durante la induccion
de actividad epileptiforme con 4AP in vitro. Como ya se ha reportado, la aplicacion
de 4AP (100uM) indujo actividad electrografica epileptiforme con descargas
tonicas de alto voltaje (~90uV) (Avoli & Williamson, 1996; Barboise & Avoli, 1997;
Pefla & Alavez-Pérez, 2006). Los animales a los que se les administraron
oligobmeros del BA;4; mostraron una actividad electrografica hipocampal con
mayor potencia durante la actividad epileptiforme en la banda de frecuencia
gamma rapido. Durante la induccion de actividad ictal se ha observado que la
banda de frecuencia gamma rapido aumenta su actividad en el hipocampo, en
preparaciones in vivo e in vitro (Hughes, 2008; Shiri et al., 2015). Este hecho se ha
relacionado con la actividad local coordinada y recurrente de interneuronas
GABAérgicas inmunoreactivas a parvalbumina (Shiri et al., 2015), posiblemente
mediada por uniones comunicantes (Carlen et al., 2000; LeBeau et al., 2003;
Hughes, 2008). Como ya se menciond, en los modelos experimentales de la EA,
se han descrito alteraciones en las interneuronas inmunoreactivas a parvalbumina,
principalmente el incremento en el nUmero de estas neuronas (Verdaguer et al.,
2015) y en la innervacién excitatoria por parte de las células granulares (Palop et
al., 2007), asi como la reduccion del canal Nav 1.1 en estas interneuronas, lo cual
disminuye su potencial de membrana en reposo y la amplitud y frecuencia de las
corrientes postsinapticas excitatorias e inhibitorias espontaneas (Verret et al.,
2012). Ademas, los modelos experimentales de la EA muestran HFO patoldgicas
(Gurevicius, Lipponen & Tanila, 2012), un marcador electrografico de
epileptogénesis (Bragin et al., 2000; Jones et al., 2015), que se encuentra
asociado con la disminucion progresiva de la inhibicion perisomatica de las
neuronas piramidales por parte de las interneuronas inhibitorias inmunoreactivas a
parvalbumina (Gulyas & Freund, 2014; Butler & Paulsen, 2015) y que se hipotetiza
que estan relacionadas con la generacién de las espigas interictales (Gulyas &
Freund, 2014). En este sentido, los animales inyectados con oligdmeros del fA;-42
y que desarrollaron el SE y las CER, podrian mostrar alteraciones en las neuronas
inhibitorias inmunoreactivas a parvalbumina y de esta forma propiciar la
hipersincronizacion de los circuitos neuronales. A este respecto, la induccion de
actividad epileptiforme en rebanadas de hipocampo de animales inyectados con
oligbmeros del BAi1.s2 ¥ que no desarrollaron el SE ni las CER, provoco un
aumento mayor de la actividad electrografica hipocampal, principalmente en la
banda de frecuencia beta (Figura complementaria 3), lo que sugiere que la
administracion de oligobmeros del BA:4. ejercio efectos a largo plazo sobre el
circuito hipocampal, promoviendo la hipersincronizacién del circuito al ocurrir la
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actividad ictal. De esta forma, la sola acumulacion extracelular de los oligdbmeros
del BA;.42 podria favorecer la sincronizacion de los circuitos neuronales y asi
promover la aparicion de la actividad convulsiva, como se ha observado en los
pacientes con la EA (Hauser et al., 1986; Volicer, Smith & Volicer, 1995;
Hesdorffer et al., 1996) y en los modelos experimentales de la enfermedad
(Westmark et al., 2008; Palop et al., 2009; Minkeviciene et al., 2009; Ziyatdinova et
al., 2011; Yan et al., 2012; Born, 2015).

Adicionalmente, se investigé el efecto agudo de la aplicacion in vitro de oligdmeros
del BA1.42 sobre la actividad epileptiforme del hipocampo de animales inyectados
con oligomeros del BA142 Yy que desarrollaron el SE y las CER. Se ha reportado
que la administracién aguda de oligomeros del BA1-42 €n preparaciones in vivo e in
vitro provoca la depresion de la actividad oscilatoria poblacional de los circuitos
neuronales (Walsh et al., 2002; Adaya-Villanueva et al., 2010; Balleza-Tapia et al.,
2010; Pefa et al.,, 2010; Jo et al., 2011; Pefia-Ortega & Bernal-Pedraza, 2012;
Alvarado-Martinez, Salgado-Puga & Pefia-Ortega, 2013; Isla, Vazquez-Cuevas &
Pefa-Ortega, 2016; Gavello et al., 2016). Sin embargo, el estado funcional de los
circuitos neuronales previo a la administracion de los oligodmeros del BA;1.42, podria
modular el efecto de este Ultimo sobre la actividad de los circuitos neuronales y, de
esta forma, provocar efectos contrarios a los reportados en la literatura, de forma
similar a lo observado con el efecto de la epileptogénesis sobre el efecto
anticonvulsivo que ejercen los farmacos antiepilépticos (Loscher, Cramer & Eber,
1998) y los péptidos opioides (Carmona-Aparicio et al., 2007). En nuestros
experimentos, la administracion de oligébmeros del BA;.4 produjo la disminucion de
la actividad ictal, tanto en los animales que desarrollaron el SE y las CER, asi
como en los animales que no lo hicieron (Figura complementaria 4). Estos
resultados son similares al efecto in vitro del BA;.4» sobre la actividad hipocampal
en condiciones de hiperexcitabilidad epileptiforme y no epileptiforme, reportado por
Gavello y colaboradores (2016) y por Adaya-Villanueva y colaboradores (2010),
respectivamente. No obstante, en los animales inyectados con oligomeros del BA;.
42 que desarrollaron el SE y las CER, se observo una disminucién de la actividad
espectral en la banda de frecuencia gamma rapido de la actividad epileptiforme,
mientras que en los animales inyectados con oligdmeros del BAi14> que no
desarrollaron el SE y las CER, la aplicacién in vitro de oligémeros del BA;1.42 indujo
el aumento de la actividad oscilatoria en las bandas de frecuencia beta y gamma
rapido (Figura complementaria 4). Como ya se menciond, se ha reportado que la
aplicacion in vitro de oligodmeros del BA;1.42 inhibe la actividad poblacional de los
circuitos neuronales (Walsh et al., 2002; Adaya-Villanueva et al., 2010; Balleza-
Tapia et al., 2010; Pefa et al., 2010; Jo et al., 2011; Pefia-Ortega & Bernal-
Pedraza, 2012; Alvarado-Martinez, Salgado-Puga & Pefa-Ortega, 2013; Isla,
Vazquez-Cuevas & Pefa-Ortega, 2016; Gavello et al., 2016), mediante la
disminucion de la neurotransmision glutamatérgica (Gavello et al., 2016) y
GABAérgica (Verret et al., 2012; Wang et al., 2016). En este sentido, el aumento
de las bandas de frecuencia beta y gamma rapido en estos animales, podria ser
interpretado como actividad compensatoria por parte de las interneuronas
GABAérgicas para modular la hiperactividad excitatoria recurrente inducida por el
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4AP. La razén de porgqué se disminuy6 la actividad gamma rapido inducida por la
actividad epileptiforme en los animales previamente inyectados con oligémeros del
BA1.s2 que desarrollaron el SE y las CER, tras la administracion aguda de
oligdbmeros del BA;.4,, podria deberse a que la actividad de la poblacion de
interneuronas que esta ejerciendo cierta compensacion durante las crisis con 4AP
se encuentra alterada o disminuida.

Existe el debate sobre si el BA1.42 ejerce sus efectos proepileptogénicos mediante
el detrimento de los circuitos neuronales excitatorios 0 mediante la alteracion de
los circuitos neuronales inhibitorios (Palop et al., 2007; Verret et al., 2012; Palop &
Mucke, 2016). Para abordar este problema, en esta tesis se investigo el efecto de
la administracion de oligobmeros del BA;.42 sobre la induccion de la actividad
convulsiva inducida con dos modelos experimentales de epilepsia
mecanisticamente opuestos. Genéricamente, se dice que las crisis convulsivas
son generadas a partir del desbalance entre la excitacion y la inhibicion de la
actividad de los circuitos neuronales (Avoli & Williamson, 1996; Leite, Garcia-
Cairasco & Cavalheiro, 2002); asi, de forma experimental, es posible inducir crisis
convulsivas mediante el incremento en la excitabilidad de la actividad de los
circuitos neuronales o a través de su desinhibicion (Avoli & Williamson, 1996;
Engel & Schwartzkroin, 2006). El modelo de induccién del SE mediante la
administracion de litio/pilocarpina es uno de los modelos de epilepsia mas
utilizados para el estudio de la epilepsia (Turski et al., 1984; Turski et al., 1989;
Cavalheiro et al., 2006). EI mecanismo por el cual este modelo induce la actividad
convulsiva y la hiperexcitabilidad electrografica es mediante el agonismo parcial de
los receptores muscarinicos de acetilcolina (Birdsall, 1977; Turski et al., 1989), es
decir, mediante el incremento de la excitabilidad neuronal. Por otro lado, el modelo
de induccion de crisis convulsivas inducidas con PTZ es también uno de los
modelos experimentales de epilepsia mas utilizados en el campo de la
investigacion (Velisek et al., 1992; Velisek, 2006). En este modelo, las crisis son
causadas por el antagonismo no competitivo de los receptores GABAA (Luszcki &
Czuczwar, 2005), es decir, mediante la desinhibicion de los circuitos neuronales.

La administracién de oligdmeros del BA;4; mostré sensibilizar a los circuitos
neuronales para presentar actividad convulsiva inducida mediante el modelo de
litio/pilocarpina, es decir, el que involucra un aumento directo de la excitabilidad de
los circuitos neuronales. Por otro lado, la administracion de oligobmeros del BA;.42
mostré cierto efecto protector sobre la induccion de actividad convulsiva
generalizada inducida con el modelo de PTZ, es decir, mediante la desinhibicion
de los circuitos neuronales. Ademas, se observd que la administracion de
oligdbmeros del BA;.4> desensibiliza a los circuitos neuronales ante la aparicion de
actividad convulsiva generalizada inducida con PTZ, que es dependiente de la
edad de los animales (Figura complementaria 5). Se ha descrito que la edad es un
factor importante en la induccién de crisis convulsivas con el modelo de PTZ
(Rathouska et al.,, 1993, Klioueva et al., 2001), experimentando la actividad
convulsiva con mayor rapidez los animales que tienen mas edad. También se ha
sugerido que este fendmeno se debe a que los receptores a los que se acopla el
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PTZ aumentan con la edad (Daval et al., 1988). El que los animales inyectados
con oligbmeros del BA;.42 hayan requerido de mas tiempo para presentar las crisis
convulsivas generalizadas inducidas con PTZ, cinco semanas después de la
administracion del BA (Figura complementaria 5), podria ser explicado por la
reduccion, dependiente de la edad, de los receptores GABAA. Se ha reportado que
la administracion del BA;.s2 (M) en rebanadas de cerebro induce la endocitosis
de los receptores GABAA en las células piramidales corticales (Ulrich, 2015). Asi
mismo, los cerebros de los pacientes con la EA expresan menos cantidad de
receptores GABA, en la corteza temporal (Limon, Reyes-Ruiz & Miledi, 2012).
Ademas, la administracion in vitro de oligbmeros del BA;.42 produce alteraciones
en la neurotransmisién de las interneuronas GABAérgicas (Verret et al., 2007). Por
lo tanto, los animales que estuvieron un mayor tiempo expuestos a los oligdmeros
del BA1.42 (Figura complementaria 5), podrian presentar una sensibilidad reducida
a la induccion de las crisis convulsivas con el modelo de PTZ, a través de la
disminucion de los receptores GABA, y mediante la alteracion de la actividad
sinaptica de las interneuronas GABAérgicas. Estas suposiciones podrian
relacionarse con el incremento de la actividad electrografica del circuito
hipocampal aproximadamente 8 semanas después de la administracion de los
oligobmeros del BA;.s, (Figura complementaria 2), ya que la disminucion de los
mecanismos que regulan a la inhibicién de los circuitos neuronales promueve la
hiperexcitabilidad de estos (O’Sullivan et al., 2016). De esta forma, el BA;.42 podria
estar promoviendo la aparicion de actividad epiléptica en los pacientes con la EA
(Hauser et al., 1986; Volicer, Smith & Volicer, 1995; Hesdorffer et al., 1996) y en
los modelos experimentales de esta enfermedad (Westmark et al., 2008; Palop et
al., 2009; Minkeviciene et al., 2009; Ziyatdinova et al., 2011; Yan et al., 2012; Born,
2015; Siwek et al., 2015), a traves del deterioro de los circuitos inhibitorios, como
se ha mencionado en la literatura (Koliastos et al., 2006; Palop et al., 2007; Verret
et al.,, 2007; Pefa-Ortega, 2013; Ulrich, 2015; Verdaguer et al., 2015; Palop &
Mucke, 2016). Acorde con esta hipdtesis, el tratamiento con farmacos
moduladores de los receptores GABAérgicos han mostrados efectos protectores
contra la neurodegeneracion observada en los modelos transgénicos de la EA,
tanto in vivo como in vitro (Li et al., 2016).

De la misma forma, los efectos proepileptiformes del BA;.s» observados en este
trabajo de tesis, también pueden ser explicados por la exacerbacién, inducida por
el BA1.42, de los procesos neuroinflamatorios y la neurodegeneracion que inducen
el SE y el subsecuente proceso epileptogénico (Calderon-Garciduefias et al.,
2004; Choi & Koh, 2008; Devinsky et al., 2012; Xu, He & Bai, 2015; Butler et al.,
2016; Colonna & Butovsky, 2017; Zuroff et al.,, 2017). Existe un proceso de
retroalimentacion positiva entre la produccion de proteinas proinflamatorias y la
produccion del BA (Del Bo et al., 1995; Xu, He & Bai, 2015). Por ejemplo, en tejido
cerebral postmortem de pacientes con la EA, se ha observado un aumento de
proteinas proinflamatorias, entre las que destacan la IL-1f, la IL-6, la IL-8 y el
TNFa (Lue, Walker & Rogers, 2001; Walker, Lue & Beach, 2001). Estos resultados
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se han confirmado en modelos transgénicos de la EA (Huang et al., 2017) y en
cultivos primarios de neuronas corticales y de células gliales de rata (Del Bo et al.,
1995), en donde se ha observado que la aplicacion del BA induce un aumento en
la transcripcion de la IL-1 y de la IL-6 (Del Bo et al., 1995). En contraparte, la
aplicacion de IL-1B y de IL-6 induce el aumento en la transcripcion de la APP (Del
Bo et al., 1995).

La fuente principal de proteinas proinflamatorias en el cerebro son las células de la
microglia en su forma activada (Kettenmann, Kirchhoff & Verkhratsky, 2013).
Durante el curso de la EA se observa la activacion de las células de la microglia
(Lue, Walker & Rogers, 2001), lo cual se ha relacionado con el aumento de
proteinas inflamatorias en el tejido cerebral (Lue, Walker & Rogers, 2001; Walker,
Lue & Beach, 2001). La activacion de las células de la microglia en la EA es
mediada por el acoplamiento del BA con varios receptores microgliales, entre los
gue destacan los receptores TLR2 y TLR4, los receptores scavenger tipo 1y los
receptores CD14, CD36 y CD47 (Liu et al., 2012; Xu, He & Bai, 2015; Heppner et
al., 2015; Zuroff et al., 2017). La activacion de estos receptores desencadena el
proceso de fagocitosis del BA extracelular por parte de la microglia (Doens &
Fernandez, 2014; Xu, He & Bai, 2015). Por otro lado, varios autores han propuesto
que el proceso de epileptogénesis es iniciado y mantenido por el aumento cronico
de la inflamacion cerebral (Choi & Koh, 2008; Devinsky et al., 2012; Xu, He & Bai,
2015). Observaciones en pacientes con epilepsia y en los modelos experimentales
de esta enfermedad, han reportado el incremento gradual de la activacion
microglial y de proteinas proinflamatorias en el cerebro asociadas con la actividad
epiléptica (Beach et al., 1995; Voutsinos-Porche et al., 2004; Emsley et al., 2014;
Butler et al., 2016). En el mismo sentido, la administracion aguda y cronica de
proteinas proinflamatorias en el cerebro tiene efectos proepileptiformes vy
proepileptogénicos en preparaciones in vivo e in vitro (Frantseva, Perez & Carlen,
1998; Weinberg et al., 2013; Levy et al., 2015; Kolosowska et al., 2014; 2016). Lo
anterior, apoya la idea de que la inflamacién cerebral per se es capaz de iniciar y
mantener el proceso de la epileptogénesis (Choi & Koh, 2008; Devinsky et al.,
2012; Xu, He & Bai, 2015). Por lo tanto, los resultados observados en este trabajo
de tesis, podrian explicarse también por el incremento progresivo de la
neuroinflamacion; primero inducida por la administracion del BAi4 VY,
posteriormente, por el proceso epileptogénico inducido por el SE. Sin embargo,
esta hipotesis debera ser evaluada experimentalmente.
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CONCLUSIONES

eLa administracién de oligébmeros del BA;.4> disminuye la actividad electrogréafica
espontanea del hipocampo in vivo, tres semanas después de su inyeccion.

eLa administracion de oligdmeros del BA;4, aumenta la susceptibilidad para
presentar el SE inducido con el modelo de litio/pilocarpina, tres semanas
después de su inyeccion.

eLa administracion de oligdbmeros del BA1.4> exacerba la actividad electrogréfica
del hipocampo durante la induccién de crisis convulsivas generalizadas y durante
el SE inducidos con el modelo de litio/pilocarpina, tres semanas después de su
inyeccion.

eLa administracion de oligébmeros del BA;1.42 y la aparicion de las CER aumenta la
actividad espontanea poblacional del hipocampo, en preparaciones in vitro.

eLa administracion de oligébmeros del BA;1.42 y la aparicion de las CER incrementa
la actividad poblacional del hipocampo durante la actividad epileptiforme inducida
con 4-AP, en preparaciones in vitro.

eLa administracion in vitro de oligobmeros del PA;4, deprime la actividad
poblacional del hipocampo durante la actividad epileptiforme inducida con 4-AP
en rebanadas de hipocampo de animales inyectados con oligobmeros del BA;.42
gue desarrollaron el SE y las CER.

eLa administracion de oligdmeros del BA14, disminuye ligeramente la

susceptibilidad para presentar crisis convulsivas generalizadas inducidas con
PTZ, cinco semanas después de la administracion del BA.
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Anexo 1

EFECTO CRONICO DE LA INYECCION INTRACISTERNAL E
INTRAHIPOCAMPAL DEL BA;, SOBRE LA MEMORIA A LARGO
PLAZO

Para evaluar el efecto cronico de la administracion del BA;.4» sobre la memoria a
largo plazo se utilizaron animales inyectados intracisternalmente con el BA1.4, de
forma (BA; n=5), asi como animales inyectados intrahipocampalmente con el fA;.42
(BAwip; n=2; Salgado-Puga et al., 2015). A otro grupo de animales se les
administrd vehiculo de forma intracisternal (control; n=7). Para medir la memoria a
largo plazo se efectud la prueba de evitacion inhibitoria, 21 dias después de la
administracion del BA;42 (Martinez & Rigter, 1980; Salgado-Puga et al., 2015;
Figura complementaria 1). La prueba de evitacion inhibitoria se llevé a cabo en
una caja con dos compartimentos, uno iluminado y otro oscuro, comunicados entre
si mediante una puerta deslizable (Figura complementaria 1A). De acuerdo con
Martinez & Rigter (1980), los animales son colocados dentro del cuarto iluminado.
Los animales innatamente tienden a entrar al cuarto oscuro, en donde se les
aplica un choque eléctrico (pulsos cuadrados de corriente con duracion de 50 ms,
intensidad de 1 mA y frecuencia de 10 Hz, durante 5 s) (Figura complementaria
1B). Después de 48 horas, los animales son colocados dentro del cuarto iluminado
y si es que el aprendizaje se llevo a cabo y la memoria fue evocada, se observa
que los animales no entran al cuarto oscuro durante 600 segundos (Figura
complementaria 1C).
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Figura complementaria 1. Efecto de la administracion intracisternal (BA) o
intrahipocampal (BAnip) del BA;.4, sobre la memoria a largo plazo medida con la
prueba de evitacién inhibitoria. A. Fotografia de la camara de evitacion inhibitoria, en
donde se encuentran un cuarto iluminado y un cuarto oscuro, comunicados mediante
una puerta deslizable entre ellos. B. Latencia de entrada al cuarto oscuro en la fase
de entrenamiento o adquisicién de la memoria. Se puede observar que los animales
de los grupos Control (n=7), BA (n=5) y BAypr (n=2) entran al cuarto oscuro al mismo
tiempo. C. Latencia de entrada al cuarto oscuro en la fase de prueba o de retencién
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de la memoria. Se puede observar que el grupo BA tiene una latencia de entrada al
cuarto oscuro similar a la del grupo Control, lo que sugiere que el grupo BA aprendio y
evoco la evitacion inhibitoria. La latencia para entrar al cuarto oscuro del grupo BAue
fue menor a la de los grupos Control y BA, lo que sugiere que los animales del grupo
BAnp No aprendieron o no evocaron la evitacion inhibitoria, similar a lo reportado por
Salgado-Puga y colaboradores (2015).

Se observé que el grupo BA tuvo una latencia de entrada al cuarto oscuro similar
a la del grupo Control, lo que sugiere que el grupo BA aprendid y evoco la
evitacion inhibitoria, demostrando que estos animales no presentan deterioro
cognoscitivo. La latencia para entrar al cuarto oscuro del grupo BAne fue menor a
la de los grupos Control y BA, lo que indica que los animales del grupo BAxpe NO
aprendieron o no evocaron la evitacion inhibitoria, demostrando que estos
animales presentan deterioro cognoscitivo, similar a lo reportado por Salgado-
Puga y colaboradores (2015).

Estos resultados sugieren que los efectos proconvulsivos del BA;.42, reportados en
este trabajo de tesis, no tienen relacibn con el deterioro cognoscitivo. Sin
embargo, estos datos podrian interpretarse como la reproduccion de las
observaciones llevadas a cabo en pacientes en etapas preclinicas de la EA
(Volicer et al., 1995; Picco et al., 2011), en donde se ha reportado la incidencia de
crisis epilépticas antes del diagnéstico de la EA. Ademas, estos resultados
sugieren que la susceptibilidad para desarrollar actividad epileptiforme aparece
antes de los sintomas cognoscitivos y que, incluso, pudieran contribuir a su
aparicion.
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Anexo 2

EFECTO CRONICO DEL BA1.2 SOBRE LA ACTIVIDAD
ELECTROGRAFICA ESPONTANEA DEL HIPOCAMPO IN VITRO DE
ANIMALES QUE NO DESARROLLARON EL SE NI LAS CER

Para determinar el efecto cronico de la administracion del BA;.42 sobre la actividad
electrogréfica espontdnea del hipocampo in vitro en animales que no desarrollaron
el SE inducido con pilocarpina ni las CER, es decir, que no son epilépticos, se
utilizaron animales administrados intracisternalmente con el BA1.42 (n=13) 0 con su
vehiculo (n=21). Aproximadamente 8 semanas después de la administracién del
BA1.42 se abstuvieron rebanadas del hipocampo ventral y se llevaron a cabo
registros de la actividad electrografica espontdnea de la capa piramidal del area
CAl, tal y como se detalla en el apartado de Materiales y Métodos.

Se observé que los animales administrados con el BA;.4, presentaron mayor poder
espectral en la banda de frecuencia beta (Control=3.96 + 1.35 nV%/Hz y BA=5.21 +
1.26 nV?/Hz; p=0.04; U=77) (Figura complementaria 2).
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Figura complementaria 2. Efecto cronico del BA; 4, sobre la actividad electrogréafica
espontanea del hipocampo in vitro de animales que no desarrollaron el SE ni las
CER. A. Trazos y espectrogramas representativos de animales de los grupos Control
(n=21) y BA (n=13) que no desarrollaron el SE ni las CER. Las graficas muestran el
poder espectral de la actividad electrografica espontanea del hipocampo en las
bandas de frecuencia de 1-200 Hz (B), delta (1-4 Hz) (C), theta (4-10 Hz) (D), beta
(10-30 Hz) (E), gamma (30-80 Hz) (F) y gamma rapido (80-200 Hz) (G). Se observé
gue el grupo BA presentd mayor poder espectral en la banda de frecuencia beta. *
denota diferencias estadisticamente significativas entre los grupos Control y BA
(p=0.05, Prueba U de Mann-Whitney).

Este incremento en la banda de frecuencia beta en el grupo de animales inyectado
con oligdmeros del BA;.42, Y que no generaron actividad epileptiforme, podria ser el
reflejo de la reconfiguracion de los circuitos neuronales hacia un estado de
hiperexcitabilidad, como se ha observado en los modelos transgénicos de la EA
(Wang et al., 2002; Weeson et al., 2011; Weeson et al., 2011b; Verret et al., 2012;
Gurevicius, Lipponen & Tanila, 2013), en donde la actividad oscilatoria rapida, que
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incluye la banda de frecuencia beta, incrementa conforme aumenta la edad de los
animales. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el aumento extracelular de
los oligbmeros del BA;.42 es suficiente para promover la excitabilidad del circuito
hipocampal y, de esta forma, fomentar la induccién de la epilepsia en la EA.
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Anexo 3

EFECTO CRONICO DEL PBAi4 SOBRE LA ACTIVIDAD
ELECTROGRAFICA DEL HIPOCAMPO DURANTE LA ACTIVIDAD
EPILEPTIFORME INDUCIDA CON 4AP IN VITRO DE ANIMALES QUE NO
DESARROLLARON EL SE NI LAS CER

Para investigar el efecto del BA;.4» sobre la actividad electrogréfica hipocampal
durante la actividad epileptiforme en animales que no desarrollaron el SE ni las
CER, es decir, en animales no epilépticos; se utilizaron animales inyectados con
BAi-42 (n=5) o con su vehiculo (n=7). Aproximadamente 8 semanas después de la
administracion del BA;42 0 de su vehiculo, se obtuvieron rebanadas del
hipocampo ventral, se registré la actividad electrogréafica de la capa piramidal del
area CAl y se afadio 4AP al bafio de registro para inducir la actividad
epileptiforme (Figura complementaria 3), tal y como se describe en el apartado de
Materiales y Métodos.
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Figura complementaria 3. Efecto cronico del BA; 4, sobre la actividad electrogréafica
del hipocampo durante la actividad epileptiforme inducida con 4AP in vitro de
animales que no desarrollaron el SE ni las CER (ambos grupos fueron sometidos a la
aplicacion de 4AP). A. Trazos y espectrogramas representativos durante la actividad
epileptiforme inducida con 4AP de animales de los grupos Control (n=7) y BA (n=5)
que no desarrollaron el SE ni las CER. Las graficas muestran el poder espectral de la
actividad electrografica del hipocampo en las bandas de frecuencia de 1-200 Hz (B),
delta (1-4 Hz) (C), theta (4-10 Hz) (D), beta (10-30 Hz) (E), gamma (30-80 Hz) (F) y
gamma rapido (80-200 Hz) (G). Se observd que el grupo BA presentd mayor poder
espectral en las bandas de frecuencia de 1-200 Hz y beta. * denota diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos Control y BA (p<0.05; Prueba U de
Mann-Whitney).

Los resultados mostraron que el grupo inyectado con oligomeros del BAi4
presentaron mayor poder espectral, durante la actividad epileptiforme, en las
bandas de frecuencia de 1-200 Hz (Control=2.71 + 0.92 % del basal y BA=17.6
+14.2 % del basal; p=0.02; U=5) y la banda beta (Control=3.04 + 0.99 % del basal
y BA=28.53 + 23.3 % del basal; p=0.01; U=4). Estos datos sugieren que el
aumento de oligbmeros del PBA;4, es suficiente para favorecer la
hipersincronizacion del circuito hipocampal al ocurrir la actividad epileptiforme, tal

72



y como se ha observado en los pacientes con la EA (Hauser et al., 1986; Volicer,
Smith & Volicer, 1995; Hesdorffer et al., 1996) y en los modelos experimentales de
la enfermedad (Westmark et al., 2008; Palop et al., 2009; Minkeviciene et al.,
2009; Ziyatdinova et al., 2011; Yan et al., 2012; Born, 2015).
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Anexo 4

EFECTO DE LA ADMINISTRACION AGUDA DEL BA;s, SOBRE LA
ACTIVIDAD EPILEPTIFORME INDUCIDA CON 4AP EN REBANADAS DE
HIPOCAMPO DE ANIMALES INYECTADOS CON OLIGOMEROS DEL BA;4
QUE NO DESARROLLARON EL SE NI LAS CER

Para investigar el efecto de la administracion aguda del BA;.42 sobre la actividad
epileptiforme en animales previamente inyectados con oligdmeros del BA;.42 Yy que
no desarrollaron el SE ni las CER, es decir, en animales no epilépticos; se
obtuvieron rebanadas del hipocampo ventral a las que se les administrd 4AP para
inducir la actividad epileptiforme (ver anexo 3) y, posteriormente, se les agregé
oligdmeros del BA;42 (30 nM) a la perfusién de registro (Figura complementaria 4),
tal y como se describe en el apartado de Materiales y Métodos.
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Figura complementaria 4. Efecto agudo in vitro del BA;4 sobre la actividad
epileptiforme inducida con 4AP en rebanadas de hipocampo de animales inyectados
con oligémeros del péptido BA;14, que no desarrollaron el SE ni las CER (ambos
grupos fueron sometidos a la aplicacion de 4AP y del BA;s). A. Trazos y
espectrogramas representativos posteriores a la administracion de oligobmeros del
BA;4> durante la actividad epileptiforme inducida con 4AP de animales de los grupos
Control (n=7) y BA (n=5) que no desarrollaron el SE ni las CER. A del poder espectral
normalizado con respecto a la condicion 4AP, de las bandas de frecuencia de 1-200
Hz (B), delta (1-4 Hz) (C), theta (4-10 Hz) (D), beta (10-30 Hz) (E), gamma (30-80 Hz)
(F) y gamma réapido (80-200 Hz) (G). Se observé que el grupo inyectado con
oligémeros del BA; 4, presentd un aumento en el poder espectral en las bandas de
frecuencia beta y gamma rapido, posterior a la administraciéon in vitro de oligémeros
del del BA;.4, durante la actividad epileptiforme inducida con 4AP. * denota diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos Control y BA (p<0.05; Prueba U de
Mann-Whitney).

Se observo que, tras la aplicacion aguda de oligdmeros del BA;.42, €l poder
espectral de la actividad epileptiforme de los animales inyectados con
oligbmeros del BAi1s, aumentd en las bandas de frecuencia beta
(Control=2.24 + 0.45 % del basal y BA=13.06 £ 7.35 % del basal; p=0.05;
U=7) y gamma répido (Control=1.70 £ 0.26 % del basal y fA=3.89 + 1.37 %
del basal; p=0.03; U=6). Este aumento en las bandas de frecuencia beta y
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gamma rapido en los animales inyectados con oligdmeros del BA;.42 podria
interpretarse  como una compensacion inducida por parte de las
interneuronas GABAérgicas para modular la hiperactividad excitatoria
recurrente inducida por el 4AP. Se ha reportado que la aplicacion aguda de
oligbmeros del BA;.42 in vitro induce la inhibicion de la actividad poblacional
de los circuitos neuronales (Walsh et al., 2002; Adaya-Villanueva et al.,
2010; Balleza-Tapia et al., 2010; Pefa et al., 2010; Jo et al., 2011; Pefa-
Ortega & Bernal-Pedraza, 2012; Alvarado-Martinez, Salgado-Puga & Pefia-
Ortega, 2013; Isla, Vazquez-Cuevas & Pefa-Ortega, 2016; Gavello et al.,
2016), mediante la disminucion de la neurotransmision glutamatérgica
(Gavello et al., 2016) y GABAérgica (Verret et al., 2012; Wang et al., 2016).
Sin embargo, los oligdbmeros del BA;.4> parecen tener efectos deletéreos a
largo plazo sobre los circuitos inhibitorios, lo que podria estar promoviendo la
hipersincronizacion de los circuitos neuronales y, de esta forma,
favoreciendo la aparicion de la actividad epileptiforme (Palop et al., 2009;
Minkeviciene et al., 2009; Verret et al., 2012; Anexos 2 y 3). En este sentido,
en un circuito neuronal cuya actividad oscilatoria espontdnea esta
aumentada (anexo 1), es decir, cuyo estado funcional esta alterado por el
proceso epileptogénico, la aplicacion aguda de oligobmeros del BA;.42 durante
la hiperexcitabilidad neuronal inducida por la actividad epileptiforme podria
producir un aumento de la actividad de los circuitos inhibitorios y, de esta
forma, favorecer la sincronizacién de la actividad neuronal poblacional, de
forma similar a lo reportado en otros escenarios experimentales, en donde el
proceso de epileptogénesis repercute en el efecto mismo de los farmacos
antiepilépticos y los péptidos opioides (Loscher, Cramer & Eber, 1998;
Carmona-Aparicio et al., 2007).
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Anexo 5

EFECTO CRONICO DEL BA;4; SOBRE LA ACTIVIDAD CONVULSIVA
INDUCIDA CON PTZ A LAS UNA, TRES Y CINCO SEMANAS DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DEL BA

Finalmente, decidimos investigar el efecto cronico de la administracion de
oligdmeros del BAi42 sobre la actividad convulsiva inducida con un modelo
experimental mecanisticamente diferente al modelo de litio/pilocarpina. Para ello,
indujimos esta actividad mediante la desinhibicion de los circuitos neuronales con
el modelo de PTZ (Rathouska et al.,, 1993, Klioueva et al., 2001). Se indujo
actividad convulsiva con dosis repetitivas de PTZ en animales inyectados con
oligbmeros del BAi1.42, 0 con su vehiculo, después de 1, 3 y 5 semanas de su
administracion. En la Figura complementaria 5 se muestran las latencias para
desarrollar cada uno de los estadios de actividad convulsiva propuestos por
Luttjohann y colaboradores (2009), separados por grupo experimental (n=5 por

grupo).
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Figura complementaria 5. Latencias para desarrollar los estadios conductuales de la
escala de actividad convulsiva propuesta por Luttjohan y colaboradores (2009), una
(n=5 por grupo), tres (n=7 por grupo) y cinco (n=5 por grupo) semanas después de la
administracion del BA;4, 0 de su vehiculo, en los grupos (A) Control y (B) BA. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el grupo Control, en las
latencias para desarrollar el estadio 5 (CGTC) entre las semanas 1y 5, asi como para
desarrollar el estadio 6 (CGTC + saltos violentos) entre las semanas 3 y 5. * y **
denotan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos Control y BA
(p<0.05 y p=<0.01, respectivamente; Prueba Kruskal-Wallis; Prueba post hoc de
Dunn).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los animales del
grupo control en las latencias para desarrollar el estadio conductual 5 entre las
semanas 1y 3 (36.8 + 2.57 y 43.5 £ 3.17 min, respectivamente; p=0.007; Prueba
de Kruskal-Wallis, Prueba post hoc de Dunn), asi como para desarrollar el estadio
conductual 6 ente las semanas 3 y 5 (131.6 + 7.09 y 61.33 £ 14.33 min,
respectivamente; p=0.03; Prueba de Kruskal-Wallis, Prueba post hoc de Dunn).
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Estas variaciones en las latencias para desarrollar la actividad convulsiva entre los
animales del grupo control pueden ser explicados por la edad de los animales, ya
que se ha observado que la edad es un factor importante en la induccion de crisis
convulsivas con el modelo de PTZ (Rathouska et al., 1993, Klioueva et al., 2001).
Adicionalmente, se ha sugerido que este fendmeno se debe a que los receptores a
los que se acopla el PTZ, los receptores GABAA, aumentan con la edad (Daval et

al., 1988).
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