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1.1 Generalidades. 

 

El término epilepsia, del griego "epilhyia", significa, ser "agarrado", 

"atacado" o "atrapado". Como muchas enfermedades asociadas al sistema 

nervioso, la epilepsia fue considerada durante años como un síntoma de 

posesión demoniaca hasta finales de 1800 principios de 1900, cuando el 

“padre de la epilepsia” John Hughlings Jackson (1835-1911), enunció un 

origen científico para esta enfermedad, desbancando a las explicaciones 

sobrenaturales [García-Albea, 1999]. La epilepsia es una de las patologías 

más comunes del cerebro [WHO, 2006] y afecta, aproximadamente, al uno 

por ciento de la población, incluyendo a personas de todas las edades, 

representando un importante problema de salud pública. 

Se define conceptualmente como un “trastorno del cerebro caracterizado por 

una predisposición permanente para generar ataques epilépticos” [Fisher y 

cols., 2014]. La comunicación entre neuronas se regula a través de un 

equilibro entre señales inhibitorias y excitatorias; cuando este equilibro 

sufre alteraciones, ya sea por sobreexcitación o por reducción de la 

inhibición, pueden producirse descargas descontroladas de impulsos 

excitatorios que produzcan en último término una crisis epiléptica. En estos 

desórdenes cerebrales, se produce una descarga hipersincrónica, repentina y 

temporal de un grupo de neuronas del Sistema Nervioso Central (SNC), que 

puede constituir un desorden intrínseco del cerebro de carácter hereditario o 

surgir tras un daño previo al mismo, como un trauma, un tumor o un 

aneurisma [Avanzini y cols., 2012]. Estas descargas pueden producirse en 

diferentes regiones del cerebro, originando convulsiones, que pueden ir 

desde episodios muy breves de ausencia o de contracciones musculares hasta 

convulsiones prolongadas y graves, pérdida de consciencia y del control de 

esfínteres, producto de una actividad excitatoria (a nivel celular) anormal o 

excepcional del SNC. 

Desde el punto de vista clínico, se han definido más de 40 tipos de epilepsias 

en los humanos [ILAE, 1989]; entre ellas, las epilepsias reflejas, son 



22 
  

provocadas por un estímulo sensorial específico y la sufren 

aproximadamente el 6% de los pacientes epilépticos [Salas-Puig y cols., 

2000]. Su identificación necesita una anamnesis dirigida y un estudio 

electroencefalográfico (EEG), con exposición al estímulo que confirme el 

diagnóstico. 

El conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares subyacentes a 

los distintos tipos de epilepsias es todavía limitado, y parece probable que se 

lleguen a identificar numerosos tipos más, a medida que este conocimiento 

se amplíe. 

Aunque sólo en un pequeño porcentaje de las epilepsias humanas se ha 

identificado un componente genético, se considera que la susceptibilidad 

genética estaría implicada en más de un tercio de las epilepsias, o como 

sugieren otros datos, existiría un componente hereditario complejo en todas 

las formas de epilepsia [Ottman, 2005]. Se considera que al menos seis 

síndromes de epilepsia humana pueden ser causados por herencia 

monogénica [Berkovic y Scheffer, 1997].  

Mucho de lo que hoy se conoce sobre la epilepsia se debe a los modelos 

animales sobre esta enfermedad [Fisher y cols., 2005]. Los modelos 

experimentales ensayados han sido múltiples, desde la inducción mediante 

el uso de drogas convulsivantes, deprivación de metabolitos o estimulación 

eléctrica [Kandratavicius y cols., 2014], hasta el uso de modelos animales 

con predisposición genética a padecer este tipo de trastorno [Serikawa y 

cols., 2015].  

 

1.2 La epilepsia audiógena. 

 

En 1884, Merzheevsky fue el primero en registrar, en la especie humana, un 

caso de crisis inducidas por la música, acuñando Critchley el término de 

"epilepsia musicogénica". Este tipo de epilepsia está encuadrada en la 

categoría de crisis reflejas. Es poco frecuente en la especie humana, y la 

naturaleza del estímulo sonoro epileptógeno es variable, teniendo también 
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un componente emocional en el desencadenamiento de la crisis [Salas-Puig y 

cols., 2000]. 

En otros vertebrados, las crisis inducidas por sonido reciben el nombre de 

“crisis convulsivas audiógenas” (CCA) [Salas-Puig y cols., 2000]. Mientras 

que en la especie humana “la epilepsia musicogénica” es sintomática y focal, 

a veces con generalización secundaria, en otros mamíferos estudiados estas 

crisis adoptan la forma de crisis idiopáticas generalizadas tónico-clónicas 

[Seyfried, 1979; Ross y Coleman, 2000]. 

Los primeros estudios sobre las crisis audiogénicas en animales se llevaron 

a cabo en laboratorio Dr. Pavlov en 1924 en San Petersburgo y, 

posteriormente, en el Instituto Wistar de Filadelfia [Krushinsky y cols., 

1970]. La cepa Krushinsky-Molodkina [Krushinsky, 1979] surgió a partir de 

un modelo animal experimental desarrollado partiendo de ratas Wistar. 

Otra línea derivada de rata Sprague-Dawley, las ratas genéticamente 

propensas a epilepsia (GEPRs) [Dailey y Jobe, 1985], fue inicialmente 

desarrollada en la Universidad de Arizona, EE.UU. y poseen fenotipos de 

diferente gravedad, propiedad de la Universidad de Illinois, en los EE.UU. 

[Carvalho, 2007].  

En la actualidad, los animales con crisis audiógenas constituyen uno de los 

modelos experimentales más empleados para el estudio e identificación de 

los mecanismos que subyacen en la epilepsia [Seyfried, 1979; Ross y 

Coleman, 2000]. Según la clasificación descrita por la ILAE en 1988, las 

CCA son generalizadas (no asociadas a una región específica del cerebro, en 

las que se ven afectados ambos hemisferios), inducidas por la exposición a 

una estimulación auditiva intensa. La mayoría de animales que sufren CCA 

presentan un patrón similar en el desarrollo de sus crisis [Carballosa, 2008]. 

Los individuos propensos a padecer CCA presentan estos eventos en forma 

de crisis clónicas o tónico-clónicas [Ross y Coleman, 2000]. Al igual que las 

crisis fotosensibles, se engloban en la categoría de crisis del tronco del 

encéfalo [Carballosa-González y cols., 2013]. Para el estudio de las epilepsias 

reflejas, son muy útiles los estudios con modelos animales, ya que se puede 
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conseguir que se desencadene una crisis exponiendo al animal al estímulo 

externo que la causa. 

  

1.3 El hámster GASH:Sal. 

 

El modelo animal para este estudio, el hámster GASH:Sal (Genetic 

audiogenic seizure hámster: Salamanca) [Muñoz y López, 2005; Muñoz y 

cols., 2016], es una línea desarrollada en Salamanca a partir de una línea 

originaria de la Universidad de Valladolid. Esta línea, presentan una 

epilepsia audiógena de origen genético, similar a la epilepsia de tipo Gran 

Mal que aparece en la especie humana y que presenta un patrón de herencia 

autosómica recesiva para la susceptibilidad audiógena [Muñoz y López, 

2005; Muñoz y cols., 2016]. Al igual que en otros modelos animales de CCA 

[Ross y Coleman, 2000], las convulsiones se producen como consecuencia de 

un estímulo auditivo intenso, a partir de los 18 días de edad, momento en el 

que se completa la maduración del sistema acústico. La susceptibilidad 

alcanza su grado máximo entre el primer y cuarto mes, para posteriormente 

desaparecer gradualmente.  

Durante los últimos años, hemos caracterizado la clínica de las crisis, el 

patrón de transmisión [Muñoz y cols., 2016], las características 

neuroquímicas y neuroanatómicas de estos animales [Fuentes‐Santamaría y 

cols., 2005, 2007 y 2008; Prieto-Martín y cols., 2012 y 2016; Sánchez-Benito 

y cols., 2016] y tipificado las crisis convulsivas como verdaderas crisis 

epilépticas [Carballosa y cols., 2013]. También se ha observado que 

responden a fármacos antiepilépticos, tanto clásicos [Barrera-Bailón y cols., 

2013], como de nueva generación [Barrera-Bailón y cols., 2016], lo que les 

acredita como verdaderos modelos de epilepsia. 
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1.4 El modelo de epilepsia audiógena de la rata WAR. 

 

Uno de los modelos más afines al hámster GASH:Sal, lo constituye la rata 

WAR (Wistar Audiogenic Rat), originada mediante la cría selectiva de ratas 

Wistar susceptibles a crisis audiógenas en la escuela de medicina de Riberâo 

Prêto de Brasil. Cuando se somete a estos animales a un estímulo sonoro de 

gran intensidad (120dB SPL) desarrollan una convulsión generalizada de 

tipo tónico-clónica seguida de espasmos clónicos [Kiesmann y cols., 1988; 

Doretto y cols., 2003]. La susceptibilidad audiogénica de esta cepa, se 

verifica a los setenta días de edad, momento en el que tienen una respuesta 

más estable [Doretto y cols., 2003; Carvalho, 2007].  

Los estudios con animales de esta cepa comenzaron en la década de los 80 y, 

desde entonces, las ratas WAR se han utilizado en investigaciones sobre la 

etología de las crisis, efectos de estimulación sonora crónica, plasticidad 

neuronal, alteraciones cardiacas durante las crisis, fármacos antiepilépticos, 

efecto de la manipulación GABAérgica, etc. [García-Cairasco y cols., 1996; 

Doretto y cols., 1998; Beraldo y cols., 2004; Pimenta, 2004; Rosetti y cols., 

2011; Grangeiro y cols., 2016]. 

 

1.5 Núcleos desencadenantes de las crisis convulsivas audiógenas. 

 

Durante años se ha intentado identificar el sustrato anatómico responsable 

de las crisis audiógenas. Debido a la naturaleza del estímulo 

desencadenante, la vía auditiva juega un papel crucial en las CCA. Algunos 

autores postulan que el foco epileptogénico puede ser un núcleo de las vías 

sensoriales; en el caso de la vía auditiva, el colículo inferior (CI), y al 

desencadenarse varias crisis, este foco puede reclutar otras áreas 

(transformándolas en focos secundarios) de las zonas superiores [García-

Cairasco, 2002; Romcy-Pereira y Cairasco, 2003; Faingold, 2004; de Cabo de 

la Vega y cols., 2006].  
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El sistema auditivo de los mamíferos está formado por una amplia red de 

núcleos interconectados gracias a los cuales la información del sonido se 

transmite y se integra. Las neuronas del CI integran información 

ascendente, (que converge desde núcleos auditivos inferiores situados en el 

tronco del encéfalo) así como descendente [Kaltwaßer y cols., 2013]. Son 

varios los estudios que evidencian la relevancia del CI en la iniciación de las 

CCA, ya que se ha comprobado que su destrucción bilateral en ratas y 

ratones con CCA, anula las crisis audiógenas [Kesner, 1966; Browning, 

1986]. Estudios electrofisiológicos en ratones DBA (susceptibles a padecer 

crisis audiógenas) indican anormalidades en la respuesta neuronal del CI, 

restringidas principalmente a la porción ventral del núcleo central del CI 

[Martín, 2009]. Además, se ha comprobado que la estimulación eléctrica o 

química del CI desencadena crisis epilépticas [McCown y cols., 1984]. Otros 

autores han inyectado aminoácidos en el CI, que actúan como 

neurotransmisores inhibitorios, como glicina y taurina, observándose 

también una inhibición de las crisis [Huxtable y Laird, 1978]. Por un lado, a 

través del colículo superior se activan núcleos motores, mientras que la 

sustancia gris periacueductal provoca el desencadenamiento de las fases 

clónico tónicas a través de la médula espinal [Faingold y cols., 1994]. En el 

periodo postictal, se activa la formación reticular pontina [Yang, 2001]. Se 

ha visto que otras regiones como el sistema olivococlear, el propio receptor 

auditivo, la amígdala o la corteza auditiva [Raisinghari y Faingold, 2005] 

también podrían estar implicadas en las crisis. 
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Figura 1. Esquema de los núcleos implicados en el desencadenamiento de las crisis 

convulsivas audiógenas y los comportamientos que subyacen a la crisis (Modificado de 

Faingold, 2004). Cada aspecto comportamental está controlado por un núcleo específico 

durante la crisis: El NCCI inicia la CCA mientras que la CECI proyecta la señal auditiva 

hacia los núcleos motores. La capa profunda del colículo superior inicia la carrera salvaje 

mientas que la SGP y la FRP controlan el desencadenamiento de la fase tónico-clónica. La 

amígdala y el cuerpo geniculado medial están relacionados con las CCA repetitivas 

(Kindling). Abreviaturas: AMG: amígdala; CCA: crisis convulsivas audiógenas; CDCI: corteza dorsal 

del colículo inferior; CECI: corteza externa del colículo inferior; CGM: cuerpo geniculado medial; COS: 

complejo olivar superior; CPCS: capas profundas del colículo superior; FRP: formación reticular 

pontina; NC: núcleo coclear; NCCI: núcleo central del colículo inferior; NLL: núcleo del lemnisco 

lateral; SNR: porción reticular de la sustancia negra; SPG: sustancia gris periacueductal. 

 

En el GASH:Sal, al igual que en otros modelos de epilepsia audiógena 

[Willot y Lu, 1980; Ross y Coleman, 2000; Faingold, 2004], la activación de 

la vía auditiva es crucial para el desencadenamiento de la crisis, y el CI, 

juega un papel fundamental en su iniciación [Carballosa González, 2008]. 

La ILAE define las crisis epilépticas como un acontecimiento ictal que 

representa un mecanismo patofisiológico y sustrato anatómico único [Fisher 

y cols., 2005]. En este sentido, buscar el sustrato molecular responsable de 

la etiología epiléptica contribuiría a desarrollar estrategias más eficaces 

para bloquear las crisis. También sería de gran ayuda para la consolidación 
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de la línea de hámsteres GASH:Sal como un nuevo modelo de epilepsia que 

pueda contribuir al avance en el estudio de esta enfermedad. 

 

1.6 Bases genéticas de las epilepsias hereditarias. 

 

La epilepsia es una enfermedad que origina convulsiones repetitivas que se 

producen después de una gran variedad de alteraciones en el sistema 

nervioso. Se han descrito algunas epilepsias de origen genético, 

relacionándose con mutaciones en genes con funciones muy heterogéneas. 

Por ejemplo, se ha asociado la incidencia de espasmos infantiles con 

mutaciones del gen Cdkl5, gen que codifica una proteína kinasa, situada en 

el cerebro y que interviene en la maduración neuronal y en la sinaptogénesis 

[Moseley y cols., 2012]. También se han descrito otros genes mutados 

implicados en epilepsias humanas hereditarias que codifican canales iónicos 

(Ano3, Hcn1, Kcnc1), proteínas de unión a GTP relacionadas con endocitosis 

(Dnm1), con el tráfico entre membranas (Stx1b, Tbc1d24), proteínas de 

membrana implicadas en el reconocimiento y adhesión celular (Pcdh7), en el 

desarrollo cerebral (Qars) y subunidades del receptor GABA (Gabra1) 

[Helbig 2014, 2015; ILAE 2014; Johannesen y cols., 2016]. 

Los modelos animales de epilepsia de origen genético constituyen también 

otra herramienta, no sólo para investigación con fármacos, sino también 

para contribuir al conocimiento de la etiología de la epilepsia. Entre los 

modelos de ratones que existen en la naturaleza (no transgénicos), se 

incluye el DBA/2J, ratón tambaleante, letárgico o “stargazer” (denominado 

así por los movimientos característicos de su cabeza) [Felix, 2002], y suelen 

estar asociados a alteraciones monogénicas de genes codificantes de canales 

de Ca2+ dependientes de voltaje [Burgess y cols., 1997; Noebels y cols., 1990], 

mientras que fenotipos similares en el humano suelen estar asociados a 

alteraciones de varios genes [Hughes, 2009]. En ratas, los principales 

modelos genéticos son las GAERS (Epilepsia de ausencia genética en ratas 

de Estrasburgo) y las WAG/Rij (Wistar Albino Glaxo/Rij-rat). Ambos 
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modelos presentan mutaciones poligénicas que afectan a los canales de Ca2+ 

tipo T y a los genes que codifican los receptores dopaminérgicos D1 y D2 

[Jones y cols., 2011], asemejándose más que los modelos de ratón a las 

epilepsias idiopáticas humanas [Avoli M, 2012; van Luijtelaar y cols., 2002].  

Recientemente, se está haciendo hincapié en la idea de que la propia 

actividad ictal y la actividad inter-ictal influyen en los cambios estructurales 

y funcionales que conducen a la hiperexcitabilidad y la hiperconectividad. 

Consistente con esta idea, los genes que codifican receptores de 

neurotransmisores, canales iónicos, factores de transcripción y factores 

neurotróficos, se han encontrado diferencialmente expresados en varios 

modelos animales de epilepsia y en tejido epiléptico cerebral humano 

[Coulter, 2001; Becker y cols., 2003; Rakhade y cols., 2005; Sanjay y cols., 

2005]. 

Esta plasticidad sináptica dependiente de la actividad cerebral, se conoce 

bien en modelos de aprendizaje y memoria donde, por ejemplo, la activación 

de adenosil monofosfato cíclico en respuesta a la unión de una determinada 

proteína por la actividad neuronal, origina cambios en la expresión génica 

que conducen al refuerzo y a la estabilización de más circuitos neuronales 

[Herdegen y Leah, 1998; Kandel, 2001]. 

Acorde con esto, en el foco epileptógeno de pacientes con epilepsia 

neocortical, se ha observado la inducción de la expresión local y constante de 

un determinado grupo de genes, los de indución temprana, como c-fos, Egr1, 

Egr2 y Mkp3 [Sanjay y cols., 2005]. Estos genes median cambios de larga 

duración en la estructura neuronal y excitabilidad a través de la inducción 

de la expresión de genes adicionales que incitan cambios estructurales para 

mejorar la transmisión sináptica [Herdegen y Leah, 1998]. No se ha 

observado ninguna relación entre la frecuencia de las crisis y los niveles de 

expresión de estos genes en los diferentes pacientes examinados, pero sí hay 

una relación significativa entre la expresión de algunos de ellos (c-fos, Egr1 

y Egr2) y la frecuencia, amplitud, y área total de las ondas inter-ictales 

registradas en el foco epileptógeno [Rakhade y cols., 2007]. 
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1.7 Estudios de expresión génica. 

 

1.7.1. Microrrays de expresión. 

Los microarrays de expresión de alta densidad de oligonucleótidos, fueron 

presentados en 1983 [Chang, 1983] y son utilizados en aplicaciones tanto 

cuantitativas (medida de expresión), como cualitativas (a nivel diagnóstico) 

[Miller y Tang, 2009]. En su aplicación cuantitativa, la más ampliamente 

utilizada, se emplean para medir la señal de expresión a nivel genómico-

transcriptómico de miles de genes expresados en una muestra dada. Por 

esto, se tratan de dispositivos capaces de realizar mediciones de la cantidad 

de ARNm (ácido ribonucleico mensajero) correspondiente a miles de genes 

presentes en la muestra analizada. Para conseguir esto, se utiliza la técnica 

de hibridación específica ARN-ADN (ácido desoxirribonucleico). 

Uno de los microarrays más utilizados es el de genoma completo, como el de 

Affymetrix, microarrays de oligonucleótidos de alta densidad que incluyen 

entre 40 y 60.000 conjuntos de sondas de oligonucleótidos con secuencias de 

todo el transcriptoma de la especie estudiada [Irizarry y cols., 2003]. Cada 

sonda es un conjunto de diferentes oligonucleótidos que corresponden a 

distintas regiones codificantes del gen que representan. Al mismo tiempo, 

cada sonda es un oligonucleótido del que hay miles de copias en cada 

microcelda del microarray, que termina teniendo miles de celdas, una por 

cada diferente oligonucleótido. 
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Figura 2. Esquema de técnica de microarray para comparación de dos muestras. Si el 

objetivo es la comparación de expresión génica, habitualmente se utilizan dos muestras, 

actuando una de ellas de control, mientras que la otra es el foco del experimento. Tras 

extraer y purificar ARNm de las muestras de estudio, se realiza la transcripción inversa y 

etiquetado del ARNm para poder detectar los transcritos por hibridación. La realización de 

la reacción de transcripción inversa produce ADNc. En el etiquetado, se incorpora una 

sonda fluorescente unido al ADNc. Cada una de las muestras se marca con una sonda 

diferente. Cuando no se usan las sondas, se usa amplificación para generar ARNc a partir 

del ADNc. En el microarray se produce la hibridación de los ADNcs con sondas de ADNc 

sintético. Finalmente, se produce la excitación de las marcas fluorescentes con un láser, lo 

que produce una señal por parte de las secuencias unidas.  

 

Miles de copias del ARNm total extraído de las muestras analizadas nos 

sirven para obtener fragmentos de ADN complementario (ADNc) marcados, 

que se hibridan sobre las sondas del microarray. 

La medida obtenida de un único microarray permite cuantificar la expresión 

de muchos genes al mismo tiempo, cuantificación proporcional a la cantidad 

de ARNm transcrito de cada gen, es decir, a su nivel de expresión en la 

muestra analizada. 
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Para conseguir unos datos finales fiables, es necesario realizar varias 

réplicas biológicas de cada muestra, algo que supone un aumento 

importante del número de datos por experimento, por lo que es 

recomendable que el tratamiento de los datos de expresión obtenidos se 

aborde computacionalmente, manteniendo siempre criterios con sentido 

matemático y biológico. 

 

1.7.2. PCR en tiempo real. 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica presentada por 

primera vez en 1985 [Embury y cols., 1987] creada para la copia y síntesis 

de grandes cantidades de ADN. La técnica se sirve de las ADN polimerasas 

para replicar hebras de ADN y usa ciclos alternos de altas y bajas 

temperaturas, provocando la separación de hebras de ADN que se forman en 

cada proceso de replicación, permitiendo después que se unan de nuevo para 

repetir el proceso. La síntesis de una nueva hebra de ADN complementaria 

que realizan las ADN polimerasas, ocurre con la adición de 

desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs) complementarios del extremo 5’ de 

la hebra de ADN al extremo 3’, uniendo el grupo 5'-fosfato de la hebra que 

actúa de donador con el grupo 3'-hidroxilo del final de la hebra de ADN 

aceptora [Saiki y cols., 1988]. 
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Figura 3. Esquema de la reacción en cadena de la polimerasa. 

 

Por su parte, la PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR, de sus siglas 

en inglés, quantitative polymerase chain reaction) permite cuantificar el 

número de secuencias de ADN específicas. Esta técnica resuelve el problema 

de la cuantificación de la técnica de la PCR como tal. Así mismo, frente a la 

PCR tradicional, la qPCR no requiere procesos posteriores para analizar el 

resultado, tales como electroforesis y análisis de imagen [Filion, 2012; 

Niesters, 2001]. Otras ventajas adicionales de la qPCR son la mayor rapidez 

y que los datos son tomados en la fase exponencial del proceso, asegurando 

que ningún componente esté limitando el proceso de amplificación. 

Para conseguir esta cuantificación, la qPCR incorpora una sonda 

fluorescente que permite un análisis “en tiempo real”, incorporando un 

termociclador al que se acopla un fluorímetro. Los dos métodos más 

comunes de detección utilizados en la qPCR son los específicos y los 
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inespecíficos. Estos últimos usan sondas fluorescentes (como el fluoróforo 

SYBR Green I o el LC Green Plus, como alternativa más económica) que 

pueden intercalarse con cualquier cadena doble de ADN. 

 

1.7.3. Transcriptoma. 

En el caso de organismos multicelulares, cada célula de un individuo 

contiene el mismo genoma, pero no todos los genes están 

transcripcionalmente activos en cada célula, sino que cada célula presenta 

diferentes patrones de expresión génica. Estas diferencias representan el 

amplio rango de variaciones (“fenotípicas”) entre las diferentes células y 

tejidos. 

Un transcriptoma representa ese pequeño porcentaje del genoma (se ha 

estimado que menos del 5% en humanos) que se transcribe en moléculas de 

ARN, es decir, es el conjunto de transcritos representados en una célula 

determinada en un momento determinado y, aun así, captura un nivel de 

complejidad muy superior al de una secuencia genómica cualquiera [Adams, 

2008]. El transcriptoma está compuesto tanto de secuencias de ARN no 

codificantes como codificantes (proteoma), incluyendo diferentes variantes 

de ARNm (isoformas por splicing alternativo) [Brown, 2002]. 

 

 

 



35 
  

 
Figura 4. Esquema explicativo sobre la metodología para la obtención del transcriptoma. 

 

Para realizar el análisis de un transcriptoma, actualmente se utilizan 

fundamentalmente las técnicas de microarrays de expresión, qPCR y RNA-

seq (RNA sequencing). Las dos primeras ya han sido descritas 

anteriormente y la RNA-Seq es una técnica que proporciona una cobertura 

completa de transcriptos [Soto y López, 2012], genera información tanto de 

la secuencia como de la estructura de exones y sitios de splicing alternativo, 

proporcionando datos que tienen una alta precisión con respecto a los 

niveles de expresión génica que se obtienen a través de la qPCR [Soto y 

López, 2012]. 
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Como se muestra en la Fig. 5, la técnica RNA-seq consiste en la conversión 

de ARN a una librería de fragmentos de ADNc con adaptadores ligados en 

los extremos, que se secuencian y finalmente alinean con el genoma, con 

transcritos de referencia o ensamblan de novo [Zhong y cols., 2009]. 

 

 

Figura 5. Esquema explicativo de la base de la técnica de RNA-seq. 

 

El estudio de los transcriptomas permite determinar qué genes se expresan 

cualitativa y cuantitativamente en una muestra de tejido o célula concreta. 

Pueden usarse para estudiar los perfiles de expresión génica en diferentes 

etapas del desarrollo de un organismo, de un determinado tejido o grupos de 

células, tanto patológicos como no, en un momento concreto, o, incluso, para 

el estudio de secuencias intergénicas, intrónicas o antisentido [Claverie, 

2005]. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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2.1 Hipótesis. 

 

Establecido el uso de la cepa GASH:Sal para el estudio de la epilepsia 

audiógena, el mayor problema que nos encontramos para identificar las 

diferencias de expresión génica entre la línea de hámsteres sirios GASH:Sal 

y los hámsteres control, es la carencia de la descripción del genoma del 

hámster sirio (Mesocricetus auratus). La solución inicial empleada para tal 

estudio fue el empleo de abordajes indirectos, utilizando como base el 

conocimiento del genoma completo del ratón (Mus musculus), especie con la 

que existe estrecha distancia filogenética [Romanenko y cols., 2007; Ryu y 

cols., 2013]. Con la reciente publicación del genoma del hámster chino, 

Cricetulus griseus [Lewis y cols., 2013], más afín al hámster sirio que el 

ratón, el abordaje indirecto empleado para identificar las diferencias de 

expresión génica aumenta su fiabilidad. 

 

Es conocido que, tras un estímulo acústico, se desencadenan las crisis 

convulsivas únicamente en el hámster GASH:Sal y no en el hámster control. 

Por otra parte, también se conoce que el CI es el núcleo desencadenante de 

las crisis epilépticas, y, por tanto, la hipótesis de esta tesis doctoral es que 

deben existir diferencias en los perfiles de expresión génicos, es decir, genes 

diferencialmente expresados, entre las mencionadas líneas de hámsteres 

sirios en este núcleo cerebral que explique el desencadenamiento de las 

convulsiones epilépticas en el GASH:Sal. 

 

Para comprobar tal hipótesis, se analizó el transcriptoma del CI de la línea 

de hámsteres sirios GASH:Sal, así como el de sus controles y, seguidamente, 

se compararon entre ellos. 
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2.2 Objetivos.  

 

Objetivo general: Buscar las diferencias en los perfiles de expresión génica 

en el núcleo desencadenante de las crisis ictales entre la línea de hámster 

sirio GASH:Sal y su control, intentando explicar, a éste nivel génico, un 

sustrato molecular para la epileptogénesis en el modelo de epilepsia 

GASH:Sal. 

 

Objetivo 1: Identificar el transcriptoma del CI de la línea de hámsteres 

sirios GASH:Sal, así como el de sus controles. 

Objetivo 2: Realizar la anotación de los genes del transcriptoma del colículo 

inferior del GASH:Sal y del hámster sirio control, e incorporar los datos 

obtenidos a la base de datos on line del NCBI (National Center for 

Biotechnology Information). 

Objetivo 3: Comparar los transcriptomas del CI de la línea de hámsteres 

sirios GASH:Sal y el de sus controles. 

Objetivo 4: Realizar un análisis de los procesos biológicos y rutas 

metabólicas asociadas a los genes diferencialmente expresados en el 

transcriptoma del CI de la línea de hámsteres sirios GASH:Sal con relación 

a sus controles. 

Objetivo 5: Validar mediante RT-qPCR los resultados obtenidos en la 

comparativa de los dos transcriptomas en relación a los niveles de expresión 

de 5 genes diferencialmente expresados. 

Objetivo 6: Comparar la expresión diferencial génica del colículo inferior 

tras una crisis epiléptica con la de otro modelo de epilepsia audiógena, 

concretamente el de la rata WAR (Wistar Audiogenic Rat). 
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3. DISEÑO EXPERIMENTAL 
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Para realizar la comparación del transcriptoma del CI del GASH:Sal en 

relación al de su control (objetivo 1), se embeberá el CI en TRIzol®, se 

extraerá su ARN total y, posteriormente, se sintetizarán los ADNcs 

correspondientes para la obtención de ambos transcriptomas que serán 

analizados posteriormente. 

 

El CI empleado será tanto de hámsteres sirios controles como de los de la 

línea GASH:Sal después de haber sido estimulados con un sonido 

desencadenante de las crisis epilépticas para detectar los posibles genes 

causantes o relacionados con esta patología. 

 

Para anotar los genes del transcriptoma del CI de la línea de hámster sirio 

GASH:Sal (objetivo 2), se utilizará como base genómica el genoma del 

Mesocricetus auratus, presentado en Genome assembly from the chinese 

hamster ovary cell line CHO-K1 

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000223135.1/], y el algoritmo 

BLAST [Basic Local Alignment Search Tool: 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi]. 

 

Para llevar a cabo las clasificaciones funcionales de los genes 

diferencialmente expresados al comparar los dos transcriptomas (GASH:Sal 

vs. Control): procesos biológicos, funciones moleculares, componentes 

celulares, fenotipo asociado a enfermedad y rutas metabólicas asociadas 

(objetivo 4), se realizarán distintos estudios empleando las bases de datos 

biológicas disponibles en plataformas web como The PANTHER (Protein 

ANalysis THrough Evolutionary Relationships) Classification System, 

STRING 10.0, The Comparative Toxicogenomics Database y KEGG (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes) PATHWAY Database. 

 

Usando la técnica de RT-qPCR, se validarán las expresiones de algunos de 

los genes diferencialmente expresados en el CI al comparar ambos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000223135.1/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://string-db.org/
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transcriptomas (objetivo 5). Además, se aislarán y purificarán ARNs totales 

del CI de la cepa audiogénica WAR (Wistar Audiogenic Rat), tras una crisis 

epiléptica, que será utilizado en el estudio de los niveles de expresión génica 

de determinados genes mediante RT-qPCRs, que será comparado con la 

expresión diferencial génica del CI del otro modelo de epilepsia audiogénica, 

la de la línea de hámster sirio GASH:Sal (objetivo 6). 

 

 

Figura 6. Diseño experimental. Esquema resumen de los pasos seguidos en este estudio 

para alcanzar los objetivos planteados. 
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4.1 Animales de Experimentación. Grupos experimentales. 

 

En los diferentes estudios realizados se emplearon hámsteres sirios 

controles, Mesocricetus auratus, Lak:LVG(SYR)BR procedentes de Charles 

River, Barcelona, España, y hámsteres de la línea GASH:Sal, obtenidos en 

el Servicio de Experimentación Animal (SEA) de la Universidad de 

Salamanca. 

Concretamente: 

- Para el estudio del transcriptoma, se emplearon 6 hámsteres sirios 

control y 6 GASH:Sal, todos ellos sometidos a estimulación sonora.  

- Para la validación de los resultados obtenidos en el análisis del 

transcriptoma mediante estudios de expresión de los genes 

seleccionados se emplearon 15 hámsteres (8 controles y 7 GASH:Sal). 

- Para los análisis comparativos con otro modelo de epilepsia 

audiógena, concretamente el de la rata WAR, se emplearon ratas 

albinas adultas Rattus norvegicus, de la línea Wistar (n = 6) (Charles 

River, Barcelona, España) y ratas de la línea WAR (n = 6) procedentes 

del bioterio de la Facultad de Medicina de Ribeirão Preto 

(Universidad de São Paulo, Brasil). 

 

Todos los experimentos con animales fueron realizados cumpliendo la 

normativa legal europea (Directiva 2010/63/UE) y española vigente (RD 

53/2013, BOE 34/11370-421, 2013), en la que se establecen las normas 

básicas aplicables para la protección de los animales utilizados en 

experimentación y otros fines científicos, y tras la aprobación por parte del 

Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca  
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4.2 Obtención del material biológico. 

 

4.2.1. Extracción de ARN total del CI.  

Tras decapitar los animales, y manteniendo siempre el tejido del CI en 

condiciones cercanas a 0 ˚C para evitar la degradación del ARN, se 

embebieron los CI en el reactivo TRIzol® (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, 

EE.UU.). 

Para la extracción de RNA total como tal se empleó una modificación del 

método de [Chomczynski y Sacchi, 1987], utilizando el reactivo TRIzol®, 

siguiendo el protocolo recomendado por los fabricantes. Se utilizó 1 ml de 

TRIzol® por cada 100 mg de tejido, y se procedió a la homogeneización del 

mismo mediante el Polytron (T10 basic Ultra-Turrax, Ika, Alemania). Tras 

incubar el preparado durante 5 minutos a temperatura ambiente, se realizó 

una extracción selectiva del RNA por separación de fases mediante la 

adición de 200 μl de cloroformo por cada mililitro de TRIzol® inicial y 

centrifugación a 12.000 g durante 15 minutos a 4 ˚C. El RNA obtenido en la 

fase acuosa se precipitó con un volumen de isopropanol igual a la mitad del 

TRIzol® utilizado en el primer paso y se centrifugó a 12.000 g durante 10 

minutos a 4 ˚C. A continuación, tras retirar el isopropanol, el precipitado 

obtenido se lavó con un volumen de etanol 70% igual al de TRIzol® utilizado 

en el primer paso y se centrifugó a 7.000 g durante 5 minutos a 4 ˚C. 

Posteriormente, después de eliminar el sobrenadante y secar el RNA para 

eliminar cualquier resto de etanol, se resuspendió en agua ultrapura libre 

de ARNasas, incubando a 60 ˚C durante 10 minutos, para favorecer la 

disolución del precipitado. 

  

4.2.2 Tratamiento de ARN total con ADNasa I, purificación y cuantificación 

del ARN. 

Los RNA obtenidos de las muestras fueron tratados con ADNasa I (Roche, 

Madrid-España) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. 

Aproximadamente 10-15 μg de ARN en 20,5 μl de ARN total, se trata con 
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1μl de ADNasa I 10 U/μl (10 x 103 unidades) y 2,5μl de buffer de ADNasa I 

10X (400 mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 60 mM MgCl2, 10 mM CaCl2; pH 7,9). 

Esta reacción se incuba a 37 ˚C durante 15 minutos. La ADNasa I requiere 

de cationes divalentes para su máxima actividad (activado por iones de 

magnesio y estimulado por iones de calcio), posteriormente con la finalidad 

de disminuir la actividad de la endonucleasa se añadió 1 μl de EDTA 0,2 M 

(agente quelante que inhibe la actividad enzimática) y para inactivar 

completamente la actividad de la endonucleasa se incubó la reacción 

durante 10 minutos a 75 ˚C. Así mismo, para eliminar la posible 

contaminación de ADN genómico, cada muestra fue purificada usando un 

kit comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las 

instrucciones de fabricante. Este kit utiliza membranas de sílice y columnas 

giratorias, uniéndose los ácidos nucleicos a la fase sólida de la sílice en las 

condiciones apropiadas. 

La concentración del ARN se determinó por espectrofotometría con un 

equipo NanoDrop (NanoDrop 2000C espectrofotómetro, Thermo Scientific) 

(Fig. 7). Este instrumento realiza la cuantificación del ARN usando análisis 

espectrográfico, basado en que los ácidos nucleicos absorben luz ultravioleta 

con un patrón concreto. La muestra se somete a luz ultravioleta en la 

longitud de onda de 260 nm y el instrumento mide la cantidad de luz que 

atraviesa la muestra: cuanta más luz absorba la muestra, medida a través 

de la absorbancia de la misma, mayor es la concentración de ácidos nucleicos 

[Huss y cols., 1983]. Se realizaron medidas espectrofotométricas a 230, 260 y 

280 nm, realizándose tres cuantificaciones y tomándose el promedio como 

valor de trabajo para los distintos experimentos. En todas las mediciones, se 

comprobó que la relación A260/280 se encontrase cercana a 2, 

correspondiente a muestras puras de ARN. 
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Figura 7. Análisis espectrográfico de una muestra de RNA en el NanoDrop. En el eje Y se 

representa la absorbancia y, en el eje X, la longitud de onda en nanómetros. 

 

La “calidad” (no degradación) de las muestras de ARN totales obtenidos se 

evaluó en el chip “RNA 6000 NanoLabChip” (Agilent, Palo Alto, CA, 

EE.UU.) empleando el bioanalizador Agilent 2100 a través del cual podemos 

determinar la integridad del ARN mediante la visualización de las bandas 

de ARNr (ARN ribosómico) 18S y 28S, utilizando un algoritmo que describe 

tal integridad con la escala RIN (RNA integrity number). Se estableció que 

las muestras de ARN totales con una escala de RIN superior a 8 eran las 

óptimas para realizar los siguientes experimentos. 

  

4.3 Transcriptómica. 

 

Una vez obtenido los ARNs totales de los CIs de los hámsteres sirios control 

y los de la línea GASH:Sal y, comprobada su integridad, se procedió a la 

realización de cada uno de los transcriptomas.  

  

4.3.1 Generación de librerías RNA-seq. 

Para la generación de las librerías correspondientes al hámster control y al 

GASH:Sal se utilizó una mezcla de ARNs de varios CI (6 de GASH:Sal y 6 
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del control) de cada tipo (1 µg de cada muestra). Específicamente, las dos 

librerías se prepararon con 3 µg de ARN total cada una de ellas utilizando el 

Truseq RNA Sample prep kit v2 (Illumina), añadiendo dos procesos de 

captura consecutivos de ARN poly(A) para eliminar el ARNr [Illumina, 

2014]. 

 

4.3.2 Secuenciación. 

La secuenciación de las dos librerías se realizó en un Genome Analyzer IIx 

(Illumina) en el formato single read (1x75). 

 

 

Figura 8. Illumina Genome Analyzer IIx. 

 

Las secuencias obtenidas fueron demultiplexadas (procesa las lecturas y las 

segrega y copia en directorios individuales junto con un índice de los 

mismos) mediante el uso del programa CASAVA 

[http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/casava.html] y 

se eliminaron aquéllas que no pasaban los criterios de pureza determinados 

de forma primaria por el programa del secuenciador, que examina la pureza 

de la señal en los primeros 25 ciclos de funcionamiento. 

http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/casava.html
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Los valores de calidad se asociaron con valores superiores a 30 en la escala 

PHRED, que determina la probabilidad de que la base sea leída de manera 

errónea, y posee un valor máximo de 40, que indica la máxima confianza en 

la identificación de la base, y un mínimo de 0 [Ewing y cols., 1998]. 

Como resultado final de la secuenciación, se obtuvieron 25.066.143 y 

27.848.979 lecturas, considerando una longitud media de 76 pares de bases, 

para el transcriptoma del hámster sirio control y la línea GASH:Sal, 

respectivamente. 

 

4.3.3 Análisis de datos del transcriptoma. 

Los datos de secuencias obtenidos se analizaron a tres distintos niveles: 

Primario: Control de calidad del dato bruto. 

Secundario: Mapeo y cuantificación de transcritos. 

Terciario: Análisis de expresión. 

 

4.3.3.1 Análisis primario. Control de calidad del dato bruto. 

Para la selección de la mejor estrategia de pre-procesamiento de las lecturas 

iniciales se realizó un metadata, en el que se ajustaron los parámetros de 

calidad seleccionados por el equipo de Cenit Support Systems, con la 

finalidad de obtener las lecturas de máxima calidad. Para ello, en las 

ocasiones en que fuera necesario, se eliminaron nucleótidos externos. 

Concretamente, se seleccionó un “trimmer” de 15 nucleótidos en la región 3' 

de las lecturas, es decir, que en 15 ocasiones se prescindió de nucleótidos del 

extremo 3' debido a que esa zona carecía de la “calidad” del resto de la 

secuencia. La evaluación de los parámetros de calidad del dato bruto fue 

realizada con el programa FastQC 

[http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/]. 

 

4.3.3.2 Análisis secundario. Mapeo y cuantificación de transcritos. 

Las secuencias/lecturas se mapearon frente a la última versión del 

genoma del hámster chino proporcionado por la base de datos NCBI 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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(National Center for Biotechnology Information) y con código 

NW_003613580. Posteriormente se eliminaron las lecturas de baja calidad 

en el mapeo mediante Picard Tools [http://broadinstitute.github.io/picard/] y 

las secuencias con valores altos de “calidad” se utilizaron para el 

ensamblaje, identificación y cuantificación de los transcritos mediante 

inferencia bayesiana [Cufflinks v2.02, http://cole-trapnell-

lab.github.io/cufflinks/]. El algoritmo de mapeo, al igual que la estrategia de 

pre-procesamiento, se seleccionó mediante meta-análisis,  optándose por  el 

algoritmo que mejor se ajustará a la muestra de estudio mediante una 

serie de parámetros de calidad. En este caso, se seleccionó el algoritmo 

propuesto por Top-Hat [Kim y cols., 2013]. En este punto, también se 

ajustaron los parámetros técnicos para llevar a cabo la anotación funcional. 

 

4.3.3.3 Análisis terciario. Análisis de expresión. 

Para el análisis de expresión de las muestras, una vez tenemos nuestras 

secuencias filtradas y limpias de contaminantes, se realiza un mapeo de los 

datos de partida o raw data frente al ensamblaje y después una estimación 

de la abundancia del número de secuencias que alinean en cada transcrito o 

unigen. Para la realización de tales estudios, se utilizó el paquete HTSeq 

[Anders y cols., 2014] para obtener el número de secuencias que alinean en 

cada transcrito o unigen, término que está asociado a la expresión génica. 

Posteriormente, para identificar los transcritos expresados 

diferencialmente se usó el paquete de herramientas DESeq [Anders y 

Huber, 2012] de la plataforma Bioconductor [http://www.bioconductor.org/].  

En el presente estudio se seleccionaron dos tipos de estudios de expresión 

diferencial, el “estricto”, en que se tomó como umbral de una probabilidad p 

menor o igual a 0,05; y, debido a la no utilización de réplicas biológicas, un 

estudio adicional “no estricto”, considerando un valor de p sin ajustar a 0,05. 

Para la obtención del fichero VCF (Variant Call Format) que contiene las 

variantes de la secuencia y su información, fue necesario previamente la 

eliminación las lecturas duplicadas, tras lo que se ejecutó el programa 

http://broadinstitute.github.io/picard/
http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/
http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/
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VarScan [Koboldt y cols., 2009]. Por otra parte, para la selección de 

variantes específicas se utilizaron las herramientas vcf-tools [Danecek y 

cols., 2011]. 

Después de anteriores procesos, se produjo la identificación de los genes 

diferencialmente expresados. Dicha identificación, se calculó a partir de las 

muestras de elección para poder realizar comparaciones entre las mismas. 

Teniendo en cuenta este hecho, se establecieron análisis distintos para el 

cálculo de la expresión diferencial y se realizaron para cada uno de los 

grupos de muestras establecidas, generando datos dos a dos de la 

comparación de las muestras de interés (Figs. 9 y 10). 

 

 

Figura 9. Ajuste del modelo teórico (línea roja) con los valores experimentales (puntos 

negros). En el eje Y se representa el valor de dispersión y, en el eje X, el nivel de expresión. 
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Figura 10. Gráfico que muestra el nivel de expresión medio de los diferentes genes del 

transcriptoma. Los genes diferencialmente expresados se muestran en color rojo. En el eje Y 

se representa el FC y, en el eje X, el nivel de expresión. 

 

Tras estas comprobaciones, se recopilaron los genes alterados 

diferencialmente entre GASH:Sal y el control, con toda la información de la 

expresión diferencial y su anotación funcional en relación a todos los genes a 

estudio para los análisis posteriores. 

 

4.3.3.4 Estudio de enriquecimiento funcional. 

Se utilizó el test híper-geométrico presente en el paquete base de R para 

obtener el valor de p asociado, usando un valor de p ajustado a 0,05 por 

False Discovery Rate (FDR) [Benjamini y Hochberg, 1995] para determinar 

una categoría funcional como estadísticamente sobre-representada. 
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4.4 Anotación de los datos del transcriptoma. 

 

Todos los transcritos detectados mediante inferencia bayesiana fueron 

anotados utilizando el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool), proporcionado por el NCBI de los EE.UU. BLAST actúa buscando 

regiones de similitud entre secuencias: compara nucleótidos o proteínas con 

secuencias en las bases de datos disponibles y calcula la significancia 

estadística de las coincidencias [http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi]. 

Con esta anotación se obtienen los nombres de genes que corresponden a 

cada una de las lecturas/secuencias obtenidas, un buen punto de partida 

para posteriores análisis. 

 

4.5 Correlaciones génicas y funcionales de los genes diferenciales del 

transcriptoma. 

 

Después del control de calidad de los genes diferencialmente expresados, 

normalización de las librerías y comprobación de la ausencia de desviación 

estadística entre la expresión diferencial y la expresión media, se empezó el 

análisis de los datos obtenidos como tal. 

Uno de los medios de análisis más interesantes es el trabajo con la tabla de 

los datos obtenida (un ejemplo sería la tabla que se puede encontrar en el 

Anexo 1), donde se pueden observar individualmente los niveles de 

expresión génica sobreexpresados o infraexpresados a través del dato del 

valor del nivel de expresión de un transcrito en una condición frente a otra 

(FC, del inglés, fold change). 

Posteriormente, se utilizaron diferentes bases de datos biológicas, de 

función molecular, componente celular, fenotipo asociado a enfermedad y 

rutas metabólicas, para la anotación funcional de los genes 

diferencialmente expresados. Concretamente, las bases de datos utilizadas 

fueron: 



57 
  

- The PANTHER Classification System, [http://www.pantherdb.org/] es una 

base de datos gestionada por el Gene Ontology Reference Genome Project, la 

cual permite la clasificación de grupos de proteínas relacionadas 

evolutivamente y su clasificación a través de sus funciones  

- STRING 10.0. [http://string-db.org/]: Base de datos que establece redes de 

interacciones entre proteínas, tanto las ya conocidas como las putativas. 

Estas interacciones incluyen tanto las directas (físicas) como las indirectas 

(funcionales), y están basadas en diferentes bases de datos, incluyendo 

contextuales, experimentales, bibliográficas o de coexpresión. Varias 

organizaciones como el Swiss Institute of Bioinformatics, el NNF Center for 

Protein Research, el EMBL Heidelberg, la Universidad de Dresden o la 

Universidad de Zúrich gestionan esta base de datos 

- CTD [Comparative Toxicogenomics Database; http://ctdbase.org/]. Base de 

datos comparativa toxicogenómica gestionada por MDI Biological 

Laboratory y NC State University. 

- KEGG PATHWAY [http://www.genome.jp/kegg/pathway.html] es una base 

de datos de vías metabólicas y de interacciones moleculares de la 

enciclopedia de genes y genomas gestionada por Kanehisa Laboratories de 

Kioto (Japón) y es utilizada para el análisis de las rutas metabólicas en las 

que están implicados un determinado grupo de genes o proteínas.  

 

4.6 Validación de genes diferencialmente expresados en el análisis del 

transcriptoma mediante RT-qPCR. 

 

Para validar los resultados obtenidos en el estudio de los transcriptomas se 

utilizaron otra técnica de análisis de expresión génica más sensible como la 

RT-qPCR. Esta presenta dos etapas diferenciadas, una primera denominada 

retrotranscripción (RT) o transcripción reversa, consistente en la síntesis de 

ADNc a partir de ARNm, y una segunda etapa que utiliza como molde de 

ADN el propio ADNc sintetizado anteriormente, que es la propia qPCR. 

http://www.pantherdb.org/
http://string-db.org/
http://string-db.org/
http://ctdbase.org/
http://www.genome.jp/kegg/pathway.html
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En primer lugar, para obtener ADNc por retrotranscripción de ARNm, se 

utiliza el kit ImProm-II™ Reverse Transcripción System (Promega) 

siguiendo las especificaciones del fabricante. Inicialmente, se desnaturaliza 

por calor una mezcla de 1 µg de RNA total y 0,5 µg del oligonucleótido (dT)15 

a 70 ˚C durante 5 minutos, tras lo cual se enfrió en hielo. Esta reacción se 

añade a una mezcla preparada previamente que contiene 1 µl de 

transcriptasa inversa ImProm-II™, 4 l de tampón 5 X ImProm-II™, MgCl2 

1,5-8,0 mM, una mezcla de dNTP (desoxinucleótidos tri-fosfato) 0,5 mM, 20 

U del inhibidor de ribonucleasas Recombinant RNasin® y agua ultrapura 

libre de ARNasas hasta un volumen final de 15 µl. La reacción se somete 

durante 5 minutos a 25 ˚C, lo que permite que el cebador anille con el ARN 

molde; posteriormente, se incuba a 42 ˚C durante 1 hora, para que la 

transcriptasa sintetice el ADNc. Finalmente, la transcriptasa inversa se 

inactiva incubando 15 minutos a 70 ˚C las mezclas de reacción. En la 

segunda etapa, con el objetivo de evaluar los cambios en los niveles de 

expresión de los genes diferencialmente expresados, se realizó una qPCR o 

también denominada PCR a tiempo real, que permite cuantificar el nivel de 

ADN (producto de PCR) obtenido en cualquier momento de la propia PCR 

(amplificación) mediante una señal de fluorescencia. Los valores 

logarítmicos de fluorescencia, representados frente al número de ciclos, 

permiten valorar la cantidad de ADNc inicial. Estos valores, son 

inversamente proporcionales a la cantidad de ADNc inicial y se expresan 

como Ct (del inglés, cycle threshold) o ciclo umbral (Fig. 11) [Schmittgen y 

Livak, 2008]. 
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Figura 11. Gráfico que representa los valores logarítmicos de fluorescencia frente al número 

de ciclos, valores inversamente proporcionales a la cantidad de ADNc inicial. 

 

Previamente a la realización de la qPCR como tal, se realizó un análisis de 

la eficiencia de los cebadores específicos para cada uno de los genes a 

estudiar, de ese modo, se pudo establecer el rango dinámico de expresión de 

cada pareja de cebadores y también la denominada Eficiencia (E). Del 

mismo modo, mediante este análisis se estableció la concentración óptima a 

la cual se pudo realizar la cuantificación relativa para cada uno de los genes 

a estudio. Para ello y de forma específica, se realizó una dilución seriada del 

ADNc de cualquiera de las muestras a estudio y se calcularon los Ct 

obtenidos para cada una de las concentraciones dispuestas (Fig. 12).  

 



60 
  

 

Figura 12. Representación gráfica del cálculo de los Ct (ciclo umbral) obtenidos para cada 

una de las concentraciones dispuestas, con valores de coeficiente de correlación, eficiencia y 

rango dinámico. 

 

Seguidamente, la qPCR como tal fue realizada usando la sonda inespecífica 

SYBR-Green I, fluorocromo que se une a la doble hebra de ADN. Para poder 

distinguir los productos de PCR generados en la qPCR con este tipo de 

sonda se realiza un análisis de curva de desnaturalización, que nos permite 

discriminar los productos de PCR específicos de los inespecíficos para sólo 

contabilizar los datos de fluorescencia de productos de PCR específicos. 

Como se observa en la Fig. 13, la curva de desnaturalización se obtiene al 

aumentar grado a grado (ejemplo: de 60 ˚C a los 95 ˚C) hasta que se observa 

que en un determinado grado centígrado se desnaturaliza nuestro producto 

de PCR específico (Fig. 13) 
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Figura 13. Curva de desnaturalización de un grupo de muestras. (A) El eje de ordenadas 

marca la fluorescencia frente al eje de abscisas, la temperatura. (B) Se muestra un único 

pico, producto del amplicon de PCR especifico generado. El eje de ordenadas representa la 

derivada de la fluorescencia respecto a la temperatura frente al eje de abscisas, la 

temperatura. 

 

El volumen final para cada reacción de qPCR fue de 20 µl: 10 µl de Master 

Mix (PCR Master Mix Power SYBR-Green, Applied Biosystems), 0,8 µl de 

cada cebador (Tabla 1), 7,4 µl de agua ultrapura y 1 µl de ADNc en una 

concentración de 1 ng/µl. La reacción de amplificación de PCR tuvo lugar en 

un termociclador acoplado a un fluorímetro (ABI Prism 7000, Applied 

Biosystems) con las siguientes condiciones: 10 minutos a 95 ˚C seguido de 40 

ciclos de 15 s a 95 ˚C y 1 minuto a 60 ˚C. Seguidamente, se ejecutó el 

programa específico para analizar la curva de disociación mencionada. 

Todas las qPCRs fueron realizadas por triplicado para cada muestra (3 
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réplicas), utilizando un mínimo de tres muestras y un máximo de 6; así 

mismo, en todas las qPCRs se incluyeron controles negativos. 

El tipo de análisis de datos empleado para la cuantificación de las qPCRs 

fue el de cuantificación relativa, a una condición dada (“control”), utilizando 

el método de las Ct, útil en el caso de que las Eficiencias (E) y/o pendientes 

(b) de las rectas patrón de los rangos dinámicos (Y = a* X + b) sean iguales 

entre las PCRs de muestras a comparar. De este modo, la E de la qPCR para 

cada par de cebadores, junto con los valores del Ct obtenidos, fueron usados 

para calcular la expresión relativa de cada transcrito (FC), de acuerdo a la 

ecuación E – (∆Ct “condición 1” – ∆Ct “condición 2”), donde la E se refiere a la eficiencia 

de la PCR, ∆Ct de cada “condición” (“condición 1”, es en nuestro caso, el 

transcriptoma de la línea de hámsteres sirios GASH:Sal y, “condición 2”, es 

la de los hámsteres sirios control) es igual a la Ct del “gen de interés” – Ct 

del “control interno, gen endógeno o housekeeping” [Schmittgen y Livak, 

2008; Livak y Schmittgen, 2001]. Para determinar el gen endógeno óptimo a 

utilizar en la cuantificación de las qPCRs se analizaron los perfiles de 

expresión de dos genes, -actina (-act) y gliceraldehido 3-fosfatasa 

deshidrogenasa (Gadph). Los niveles de expresión de cada uno de ellos 

fueron medidos en las dos líneas de hámsteres sirios por RT-qPCR y 

utilizando el programa NormFinder [Andersen y cols., 2004] calculamos las 

variaciones de expresión génica intra e intergrupal, concluyendo que el gen 

de la -act es el más estable. Como gen de referencia o control endógeno, se 

empleó el gen de la ß-actina (Tabla 1). 

  

4.6.1 Análisis Estadísticos. 

Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el programa PASW 

Statistics 18.0.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.). La descripción de los 

datos se efectuó mediante media ± error estándar de la media (SEM, de sus 

siglas en inglés) tanto para variables continuas como para frecuencias 

absolutas y relativas de variables categóricas. Los resultados de los 

parámetros estudiados en las diferentes condiciones experimentales se 
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compararon entre los diferentes grupos haciendo uso del módulo ANOVA y, 

en los casos apropiados, se realizaron comparaciones múltiples post-hoc y el 

test t de Student para variables independientes. Los resultados se 

consideraron significativos cuando p ≤ 0,05. 

 

Tabla 1. Cebadores utilizados en la qPCR.  
1Se indica la localización del cebador correspondiente a las secuencias origen del GenBank (obtenido 

del NCBI) para rata y la especie de hámster correspondiente. 
2La eficiencia del cebador de la qPCR (E) se calculó de acuerdo a la siguiente ecuación: E=10(-1/pendiente). 

Referencias: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; n.s. = no significativo. 

Proteína 

objetivo 

Número 

GenBank1 

Cebador 

Directo 

ADNc 

Directo 

Cebador 

Inverso 

ADNc 

Inverso1 

Tamaño 

del 

producto 

E2 

Egr1 

NM_012551.2| 

Rattus norvegicus 

XM_005065288.1| 

Mesocricetus 
auratus 

XM_007636101.1| 

Cricetulus griseus 

CAGC(A/G)GCGC(T/

C)TTCAATCCTC 

162–181 

502–521 

265–284 

GTGGTCAGGTGCT

CGTAGGG 

202–221 

542–561 

305–324 

60 2.04 

Egr2 

XM_003515916.1| 

Cricetulus griseus 

XM_005070807.1| 

XM_005070806.1| 

Mesocricetus 
auratus 

AB264614.1| 

Rattus norvegicus 

AGGCCCTTGGATCT

CCCATA 

31–50 

347–363 

559–575 

27–46 

CAGCTGGCACCAG

GGTACTG 

127–146 

443–462 

655–674 

123–142 

116 2.00 

Egr3 

XM_006252240.1| 

XM_006252239.1| 

Rattus norvegicus 

XM_005071015.1| 

XM_005071014.1| 

XM_005071013.1| 

Mesocricetus 
auratus 

XM_003496195.1| 

Cricetulus griseus 

CCACAAGCCCTTCC

AGTGTC 

1198–1217 

1019–1038 

789–808 

955–975 

1154–1173 

780–799 

GTGCGGATGTGAG

TGGTGAG 

1253–1273 

1074–1094 

844–860 

1010–1026 

1209–1225 

835–855 

75 1.98 

Gabra4 

XM_008770135.1| 

Rattus norvegicus 

XM_003507783.2 

XM_007634147.1 

XM_007634149.1 

XM_007634150.1 

Cricetulus griseus 
XM_005080795.1 

XM_005080796.1 

XM_005080797.1 

Mesocricetus 
auratus 

CACCAT(A/C)AGTGC

GGAGTGTC 

1276–1295 

498–517 

498–517 

441–460 

441–460 

605–624 

441–460 

441–460 

ATTTCAAAGGGCA

GGCATGA 

1327–1346 

549–568 

549–568 

492–511 

492–511 

656–675 

492–511 

492–511 

71 1.98 

Gapdh 

NM_017008.4| 

Rattus norvegicus 

NM_001244854.2| 

Cricetulus griseus 

 

ACATGCCGCCTGGA

GAAACCT 

805–824 

802–821 

GCCCAGGATGCCC

TTTAGTGG 

874–894 

871–891 
90 2.00 

β-actina 

XM_006248886.1| 

XM_006248885.1| 

Rattus norvegicus 

XM_007648665.1| 

Cricetulus griseus 

NM_001281595.1| 

Mesocricetus 
auratus 

AGCCATGTACGTAG

CCATCC 

240–259 

415–434 

489–506 

390–407 

ACCCTCATAGATGG

GCACAG 

335–354 

510–529 

584–602 

485–503 

115 2.03 
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5.1 Envío de las secuencias de los transcriptomas del CI del hámster sirio 

Control y del de la línea GASH:Sal a bases de datos online.  

 

Las secuencias correspondientes a los transcriptomas del CI tras 

estimulación acústica, tanto del hámster sirio control como de la línea de 

hámster sirio GASH:Sal, se pusieron a disposición de la comunidad 

científica a través de la base de datos del NCBI. 

 

 

Figura 14. Detalle del portal de envíos del NCBI [https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/] en 

el que se observan las entradas correspondientes a “proyecto”, “muestra” y “experimento”. 

 

Siguiendo las instrucciones de la plataforma del NCBI, en primer lugar, se 

creó una entrada del “proyecto” (BioProject submission, 

[https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/bioproject/] con el título Study of 

Mesocricetus auratus' Inferior Colliculus Transcriptome after acustic 

stimulation [López-López y cols., 2014]. A continuación, se crearon dentro 

del mismo, las entradas correspondientes a las “muestras” y a las del propio 

“experimento” como tal, incluyendo características de las muestras y 

detallando los procesos que llevaron a la obtención de los resultados 

obtenidos de ambos transcriptomas (BioSample submission, 

[https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/biosample/];, SRA, Sequence Read 

Archive, submission, [https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/sra/]). 

Los archivos con la información de ambos transcriptomas se enviaron en 

formato Sequin (.sqn). Para ello, los archivos iniciales que se encontraban en 

formato FASTA (.fsa) fueron convertidos al formato Sequin utilizando el 

https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/bioproject/
https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/biosample/
https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/sra/
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programa de la plataforma on line Tbl2asn 

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tbl2asn2/], proporcionado por el 

NCBI (TSA, Transcriptome Shotgun Assembly, submission) 

[https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/tsa/]. Seguidamente, para finalizar el 

proceso anterior al envío definitivo de los archivos, en los casos en que fue 

necesaria una serie de ajustes y/o correcciones en la secuencia resultante en 

formato Sequin, se utilizó el programa bioinformático GenBeans 

[http://www.genbeans.org/] para realizarlos. 

 

5.2 Análisis de la expresión diferencial del transcriptoma del CI de la línea 

de hámster sirio GASH:Sal en comparación con el del hámster control. 

 

Tras la correspondiente estimulación sonora que genera las crisis 

convulsivas epilépticas, se obtuvieron y analizaron los transcriptomas del CI 

de la línea de hámster sirio GASH:Sal y del control utilizando como base de 

la anotación génica el genoma del hámster chino y, a continuación, se 

procedió al análisis de la posible expresión diferencial del transcriptoma de 

la línea de hámster sirio GASH:Sal en comparación con la del control. 

Se detectaron un total de 102.277 genes en los transcriptomas del CI de la 

línea de hámster sirio GASH:Sal y del hámster control, de los que se 

pudieron identificar 86.695, mientras que 84.141 proporcionaron valores de 

expresión en uno o ambos transcriptomas (82.034 en el caso de la línea de 

hámster sirio GASH:Sal y 83.580 en el del control). 

Seguidamente, se realizó un filtro entre los genes identificados con mayor 

expresión diferencial al comparar los transcriptomas del CI de la línea de 

hámster sirio GASH:Sal respecto a la del hámster control, estableciendo un 

umbral de corte de FC ≥ 2,0, obteniendo una muestra de 61.093 genes. 

Finalmente, se optó por realizar un análisis “estricto” para que los 

resultados fueran estadísticamente significativos (p ≤ 0,05). De este modo, 

sólo los genes cuya lectura de expresión diferencial tuvieran asociado un p ≤ 

0,05 y un FC ≥ 2, formaron parte de la muestra final, constituida por 58 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tbl2asn2/
https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/tsa/
http://www.genbeans.org/
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genes expresados diferencialmente (Figs. 16 y 17; Tabla 2 y Anexo 1). Sobre 

éstos 58 genes, se realizaron análisis posteriores con el objetivo de 

caracterizarlos individualmente y como conjunto. 

 

 

Figura 15. Diagrama de la variación del tamaño de la muestra de estudio según diferentes 

parámetros: existencia de identificación, de valor de expresión, valor de expresión 

diferencial según FC, p asociado al valor de expresión diferencial y estos dos últimos 

simultáneamente. 

 

Como se mencionó en el apartado de Material y Métodos, para la realización 

de las clasificaciones funcionales se utilizó la base de datos PANTHER; para 

el análisis en profundidad de las rutas metabólicas en las que participaban 

los genes del estudio, se utilizó la base de datos KEGG; mientras que, para 

el análisis de las relaciones entre las proteínas codificadas por los genes de 

la muestra, se usó la base de datos de interacciones STRING 10.0. 

Tanto PANTHER como STRING carecen aún en sus bases de datos del 

genoma de hámster chino, por lo que se hicieron los análisis usando los 

datos del genoma de ratón como referencia para los análisis, debido a que se 
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trata de una especie con la que existe estrecha distancia filogenética 

[Romanenko y cols., 2007; Ryu y cols., 2013]. 

 

 
Figura 16. Listado de genes (58) diferencialmente expresados e identificados con p ≤ 0.05 y 

FC > 2, del transcriptoma del CI de la línea de hámster sirio GASH:Sal en comparación al 

del hámster sirio control, y ordenados según el valor de su FC, de menor a mayor. En la 

mitad superior se encuentran los genes del GASH:Sal infra-expresados (verde) y en la 

inferior los sobre-expresados (rojo). 
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Símbolo del gen Nombre del gen 

Abcc2 ATP binding cassette subfamily C member 2 

Aldh1a2 Aldehyde dehydrogenase 1 family member A2 

Arc Activity-regulated cytoskeleton-associated protein 

Asb14 Ankyrin repeat and SOCS box containing 14 

Atp2a3 Atpase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ transporting 3 

Bace2 Beta-site APP-cleaving enzyme 2 

C1s Complement component 1, s subcomponent 

C6 Complement component 6 

Car3 Carbonic anhydrase 3 

Cav1 Caveolin 1 

Cd163 CD163 antigen 

Cmya5 Cardiomyopathy associated 5 

Dcdc5 Doublecortin domain-containing protein 5 

Dcn Decorin 

Egr1 Early growth response 1 

Egr2 Early growth response 2 

Egr3 Early growth response 3 

Fabp7 Fatty acid binding protein 7 

Fat3 FAT atypical cadherin 3 

Fhl2 Four and a half LIM domains 2 

Fos Fos proto-oncogene, AP-1 trancription factor subunit 

Fosb FosB proto-oncogene, AP-1 trancription factor subunit 

Fosl2 FOS like 2, AP-1 trancription factor subunit 

Gadd45g Growth arrest and ADN-damage-inducible 45 gamma 

Gng13 Guanine nucleotide binding protein subunit gamma 13 

Gpr83 G protein-coupled receptor 83 

Gpr98 Adgrv1: Adhesion G protein-coupled receptor V1 

Grin2c Glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 2C 

Igfn1 Immunoglobulin-like and fibronectin type III domain containing 1 

Islr Immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat 

Junb Proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 

Krt19 Keratin, type I cytoskeletal 19 

Lum Lumican 

Mybpc3 Myosin binding protein C, cardiac 

Myo15 Myosin XVA 

Myom1 Myomesin 1 

Npas4 Neuronal PAS domain protein 4 

Nup155 Nucleoporin 155kda 

Ogn Osteoglycin 

Rab29 Member RAS oncogene family 

Rem2 RRAD and GEM like gtpase 2 

Rnf125 Ring finger protein 125, E3 ubiquitin protein ligase 

Sertad1 SERTA domain containing 1 

Sfrp2 Secreted frizzled related protein 2 

Slc13a4 Solute carrier family 13 (sodium/sulfate symporter), member 4 

Slc22a12 Solute carrier family 22 (organic anion/cation transporter), member 12 

Slc28a1 Solute carrier family 28 (concentrative nucleoside transporter), member 1 

Slc6a12 Solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 12 
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Símbolo del gen Nombre del gen 

Slc6a13 Solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, GABA), member 13 

Slitrk6 SLIT and NTRK like family member 6 

Smg1 SMG1, nonsense mediated ARNm decay associated PI3K related kinase 

Thbs1 Thrombospondin-1 

Tmsb15b Thymosin beta 15B 

Tph2 Tryptophan 5-hydroxylase 2 

Traf5 TNF receptor associated factor 5 

Ttr Transthyretin 

Vcl Vinculin 

Wnk4 WNK lysine deficient protein kinase 4 

 

Tabla 2. Lista de los nombres de los 58 genes diferencialmente expresados e identificados 

con FC ≥ 2,0 y p ≤ 0,05 del transcriptoma del CI de la línea de hámster sirio GASH:Sal en 

comparación al del hámster sirio control según la base de datos genética del NBCI para el 

hámster chino actualizada el 1 de junio de 2016. 

 

 

 

 

Figura 17. Gráfico de dispersión en el que se observa el FC de los genes diferencialmente 

expresados e identificados con FC ≥ 2,0 y p ≤ 0,05 del transcriptoma del CI de la línea de 

hámster sirio GASH:Sal en comparación al del hámster sirio control. 

Se destacan en rojo los genes cuyo valor absoluto de FC aparece claramente distanciado 

gráficamente de la mayoría de la muestra, agrupada alrededor de la media de los valores 

absolutos (3,95), concretamente Ttr (21,14), Egr2 (18,67), Slc28a1 (13,90), FosB (12,15), 

Atp2a3 (-5,49) y C6 (-10,03). 
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5.3 Clasificaciones funcionales y correlaciones de los genes diferencialmente 

expresados en la línea de hámster sirio GASH:Sal en comparación con la de 

los hámsteres control. 

 

El análisis de clasificación funcional de los genes diferencialmente 

expresados comparando los dos transcriptomas del CI, se realizó usando la 

versión 11.0 de PANTHER, que incluye en el análisis estadístico de la 

varianza (ANOVA) de comparaciones múltiples de Bonferroni [Ranstam, 

2016]. En el caso del análisis de rutas metabólicas, debido a que existen 

rutas asociadas a varios genes y genes que participan en varias rutas, se 

realizaron test independientes entre sí con un ajuste de Bonferroni 

conservador. 

Los 58 genes diferencialmente expresados seleccionados para el análisis 

fueron mapeados por PANTHER y encuadrados en las siguientes categorías: 

“funciones moleculares”, “componentes celulares”, “procesos biológicos”, “tipo 

de proteína” y “rutas metabólicas” (Figs. 18-21 y Tablas 3-8). 

De los 58 genes diferencialmente expresados, PANTHER no pudo mapear 2 

de ellos: Dcdc5 y Tmsb15b, debido a que no se encuentran aún en su base de 

datos. La ausencia de algunos genes en las clasificaciones funcionales es 

debida a que no poseen información asociada dentro de la base de datos de 

PANTHER en el campo pertinente a cada clasificación. 

 

5.3.1 Funciones moleculares. 

La clasificación de las proteínas codificadas por los genes diferencialmente 

expresados en relación con las funciones moleculares de las mismas, permite 

apreciar que las proteínas de unión, catalizadores y transportadores, son las 

más representadas en la muestra, con un 29% en los dos primeros casos y 

un 20% en el tercero. 
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Figura 18. Distribución porcentual de las diferentes categorías funcionales de las proteínas 

codificadas por los genes diferencialmente expresados del anexo I. 

 

 

Proteínas de  

unión 
Catalizadores Transportadores 

Moléculas 

estructurales 
Receptores 

Transductores 

de señal 

Bace2 Abcc2 Abcc2 Cav1 Cd163 Sfrp2 

Cav1 Aldh1a2 Atp2a3 Krt19 Islr  

Fhl2 Atp2a3 Gpr98 Mybpc3 Sfrp2  

Junb Bace2 Slc13a4 Myo15   

Lum C1s Slc22a12 Myom1   

Mybpc3 Car3 Slc28a1 Nup155   

Myo15 Cav1 Slc6a12    

Myom1 Cd163 Slc6a13    

Npas4 DCN Ttr    

Rem2 Myo15     

Sertad1 Rem2     

Sfrp2 Smg1     

Traf5 Wnk4     

 

Tabla 3. Lista de genes incluidos en las categorías de funciones moleculares. Los genes en 

rojo aparecen con mayor frecuencia a lo largo de las categorías. 
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5.3.2 Componentes celulares. 

La clasificación funcional del grupo de genes diferencialmente expresados al 

comparar ambos transcriptomas en relación con los diferentes componentes 

celulares muestra tres categorías especialmente destacadas, componentes 

celulares, componentes de membrana y orgánulos (Fig. 19 y Tabla 4). 

 

 

Figura 19. Distribución porcentual de las diferentes categorías subcelulares de las 

proteínas codificadas por los genes diferencialmente expresados del anexo I. 

 

Componentes 

celulares 

Matriz 

extracelular 

Región 

extracelular 

Complejos 

macromoleculares 

Componentes de 

membrana 
Orgánulos 

Atp2a3 Lum Islr Junb Atp2a3 Atp2a3 

Bace2 Ogn Lum Mybpc3 Myo15 Bace2 

Dcn  Ogn Myom1 Nup155 Junb 

Junb   Nup155 Sfrp2 Krt19 

Krt19    Slc13a4 Mybpc3 

Mybpc3    Slc22a12 Myo15 

Myo15    Slc28a1 Myom1 

Myom1    Slc6a12 Nup155 

Nup155    Slc6a13 Rab29 

Rab29    Slitrk6  

Smg1      

 

Tabla 4. Lista de genes incluidos en las categorías de componentes celulares. Los genes en 

rojo aparecen más frecuentemente que ningún otro a lo largo de las categorías. 

 

Por otra parte, PANTHER permite concretar algunas subcategorías, algo 

que puede ser interesante dentro de la categoría de componentes celulares, 

por su amplitud, lo que permite observar que todas las proteínas de la 
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categoría están asociadas con el citoplasma intracelular. 

 

5.3.3 Procesos biológicos. 

En el caso de la clasificación funcional en relación con los diferentes 

procesos biológicos, se observa un mayor número de categorías 

correspondientes a diferentes funciones biológicas asociadas a los genes del 

estudio, al mismo tiempo que se puede observar una categoría con un 

elevado número de genes asociados, procesos celulares (Fig. 20, Tabla 5).  

Estudiando las subcategorías que forman, por ejemplo, la amplia categoría 

de procesos celulares, con 29 entradas, se observa que la que tiene un mayor 

número de genes asociados es la de comunicación celular, seguida de la del 

ciclo celular.  

 

 

Figura 20. Distribución porcentual de los diferentes procesos biológicos en los que 

participan las proteínas codificadas por los genes diferencialmente expresados del anexo I. 
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Localización 
Respuesta 

a estímulos 
Desarrollo 

Organización 

celular o biogénesis 

Procesos 

metabólicos 

Procesos 

celulares 

Abcc2 Abcc2 Fabp7 Krt19 Atp2a3 Atp2a3 

Cav1 C6 Fat3 Lum Bace2 Bace2 

Cd163 Dcn Fhl2 Mybpc3 C1s C6 

Myo15 Gadd45g Gadd45g Myo15 Cav1 Cav1 

Nup155 Junb Junb Myom1 Cd163 Cd163 

Rab29 Sfrp2 Lum Nup155 Dcn Dcn 

Rem2 Smg1 Mybpc3 Ogn Junb Gadd45g 

Slc13a4  Myom1 Rab29 Lum Gpr98 

Slc22a12  Ogn Slitrk6 Npas4 Islr 

Slc28a1  Slitrk6  Ogn Junb 

Ttr  Traf5  Rnf125 Krt19 

    Smg1 Lum 

     Mybpc3 

Regulación 
Adhesión 

celular 

Respuesta 

inmune 

Procesos de orgs. 

multicelulares 
 Myo15 

Atp2a3 C6 C1s Lum  Myom1 

Junb Rem2 C6 Mybpc3  Npas4 

Rnf125  Gadd45g Myom1  Nup155 

Sfrp2  Traf5 Ogn  Ogn 

   Rem2  Rab29 

   Slitrk6  Rem2 

   Wnk4  Rnf125 

     Sertad1 

     Slc13a 

     Slc22a12 

     Slc28a1 

     Slitrk6 

     Smg1 

     Traf5 

     Wnk4 

 

Tabla 5. Lista de genes incluidos en las categorías de procesos biológicos. Los genes en rojo 

aparecen más frecuentemente que ningún otro a lo largo de las categorías. 

 

Lum y Ogn resultan los genes más ubicuos en la clasificación. Se observa, al 

igual que en el apartado anterior (Tabla 4), que ambos aparecen siempre en 

las mismas categorías, lo que sugiere que están relacionados de algún modo. 
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5.3.4 Tipos de proteínas. 

En el caso de la clasificación funcional en relación con los diferentes tipos de 

proteínas codificadas por los 58 genes diferencialmente expresados al 

comparar los dos transcriptomas de esta tesis doctoral, se detecta que las 

categorías con más genes representados son las de transportadores (17%) y 

receptores (12%) (Fig. 21, Tabla 6). En el primer caso, la mayor parte de las 

entradas se presentan en la subcategoría de transportadores de cationes y 

de canales iónicos y, en el segundo, en la de receptores acoplados a proteínas 

G. 

 

 

Figura 21. Distribución porcentual de los diferentes tipos de proteínas codificadas por los 

genes diferencialmente expresados del anexo I. 

 

En el caso de tipos de proteínas, se encuentra una clasificación con 20 

categorías con una representación de genes desigual. Se observan varias 

categorías con sólo uno o dos genes representados. El que aparece en más 

categorías es el gen Cav1, seguido de Cd163, Dcn, Igfn1 y Myo15, no 

encontrándose ninguno de los 5 en la categoría con más representación, 

transportadores, como se observa en la Tabla 6. 
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Transportadores Receptores 
Factor de 

transcripción 

Unión de ác. 

nucleicos 

Proteínas de 

matriz 

extracelular 

Hidrolasas 

Abcc2 Cd163 Fhl2 Junb Dcn Atp2a3 

Atp2a3 Dcn Junb Npas4 Islr Bace2 

Gpr98 Gpr83 Npas4 Smg1 Lum C1s 

Grin2c Islr Sertad1  Myom1 Cd163 

Slc13a4 Lum   Ogn Igfn1 

Slc22a12 Ogn     

Slc28a1 Sfrp2     

Slc6a12      

Slc6a13      

Ttr      

      

Proteínas de 

unión celular 

Moléculas 

de 

señalización 

Enzimas 

moduladoras 

Proteína 

citoesquelética 
Transferasas Óxidorreductasa 

Myo15 Dcn Cav1 Krt19 Smg1 Aldh1a2 

 Sfrp2 Myo15 Myo15 Wnk4 Cd163 

 Traf5 Rem2    

Proteínas de 

defensa / 

inmunidad 

Liasas 

Proteínas de 

transporte de 

membrana 

Proteína 

transportadora 

Proteínas 

estructurales 

Moléculas de 

adhesión celular 

C1s Car3 Cav1 Slc22a12 Cav1 Igfn1 

Igfn1   Ttr Krt19 Myom1 

      

Receptores 

regulatorios / 

Proteínas 

adaptadoras 

Ligasas     

Cav1 Rnf125     

 

Tabla 6. Lista de genes incluidos en las categorías de tipos de proteína. Los genes en rojo 

aparecen más frecuentemente que ningún otro a lo largo de las categorías. 

 

5.3.5 Rutas metabólicas. 

En el caso de la clasificación funcional en relación con la pertenencia de los 

genes diferencialmente expresados a las diferentes rutas metabólicas se 

detecta un número elevado de categorías, con 29 rutas diferentes. De éstas, 

únicamente 7 contienen más de un gen: ruta del receptor de GnRH, vía de 

señalización WNT, vía de señalización de la integrina, ruta de la 

enfermedad de Huntington, vía de señalización de p53, señalización 
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estimulada por angiotensina II mediante proteínas G y beta-arrestina y 

mapa de señalización del receptor de la colecistoquinina (Tablas 7 y 8). 

 

 
Tabla 7. Rutas metabólicas en las que se clasifican las proteínas analizadas con el número 

de proteínas asociadas a cada una. Hay un total de 25 rutas, pero sólo 7 de ellas tienen más 

de un gen asociado (destacados en rojo). Las vías representadas en una celda agrupada, 

tienen asociado una proteína cada una individualmente, no colectivamente.  

 

GnRH WNT Integrina Huntington p53 Angiotensina CCKR 

Cav1 Fat3 Cav1 Fos Gadd45g Erg1 Egr1 

Egr1 Gng13 Vcl Grin2c Thbs1 Egr2 Fos 

Fos Sfrp2      

Fosb       

Junb       

Vcl       

 

Tabla 8. Lista de genes incluidos en las 7 rutas metabólicas con más genes asociados. 

 

Los genes Egr1, Cav1, Fos y Vcl aparecen en más de una de las 7 rutas 

destacas en el análisis y, Erg1 y Fos, en tres de ellas.  

 

Rutas metabólicas Nº 

Vía de señalización de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) 6 

Vía de señalización de WNT 3 

Vía de señalización de la integrina 2 

Enfermedad de Huntington 2 

Vía de señalización de p53 2 

Señalización estimulada por angiotensina II mediante proteínas G y beta-arrestina 2 

Mapa de señalización del receptor de la colecistoquinina 2 

Metabotropic glutamate receptor group III pathway, Ionotropic glutamate receptor 
pathway, Apoptosis signaling pathway, Interleukin signaling pathway, Angiogenesis, 
Alzheimer disease-presenilin pathway, Alzheimer disease-amyloid secretase pathway, 
Insulin/IGF pathway-mitogen activated protein kinase kinase/MAP kinase cascade, 
Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway, PDGF signaling 
pathway, Nicotinic acetylcholine receptor signaling pathway, Cadherin signaling 
pathway, Muscarinic acetylcholine receptor 1 and 3 signaling pathway, Metabotropic 
glutamate receptor group I pathway, B cell activation, Heterotrimeric G-protein 
signaling pathway-rod outer segment phototransduction, Heterotrimeric G-protein 
signaling pathway-Gq alpha and Go alpha mediated pathway, Heterotrimeric G-protein 
signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated pathway, 5-Hydroxytryptamine 
degredation, 5-Hydroxytryptamine biosynthesis, T cell activation, TGF-beta signaling 
pathway. 

1 



81 
  

 

 

Tabla 9. Resultado del test de representación estadística realizado en PANTHER con los 

datos de rutas metabólicas como objeto. Sólo la ruta del receptor de GnRH tiene significado 

estadístico (p < 0,05). 

 

Por el especial interés en el estudio en las rutas metabólicas debido a que 

proporcionan datos de una asociación directa entre diversos genes, se realizó 

un test de sobre-representación estadística en PANTHER para los datos 

obtenidos en esta clasificación, con el objetivo de comprobar si alguna de las 

rutas se encontraba sobre-representada en el estudio de genes 

diferencialmente expresados comparando los dos transcriptomas del CI, lo 

que sugiere una importancia en los procesos epileptógenos tanto de la ruta, 

como de las proteínas involucradas. En dicho análisis (Tabla 9), se observó 

que la ruta del receptor de GnRH tenía un FC de 9,78, con un dato esperado 

de 0,61 (según la base de datos de PANTHER), siendo además la única de 

las rutas con una probabilidad de expresión diferencial estadísticamente 

significativa (p ≤ 0,05) con un valor de 5,58E-03. Tratándose, además, de la 

ruta con más genes asociados según el análisis anterior, parece interesante 

prestarle atención en el contexto del estudio, así como a los 6 genes 

asociados (Egr1, Fosb, Vcl, Junb, Fos y Cav1). 

Por otra parte, se analizó si existía alguna relación adicional entre las 7 

rutas metabólicas más representadas del grupo de genes diferencialmente 

expresados al comparar ambos transcriptomas utilizando la base de datos de 

KEGG PATHWAY, donde se realizaron búsquedas de las rutas. Sólo se 

encontraron referencias a ruta del receptor de GnRH, vía de señalización 

WNT, ruta de la enfermedad de Huntington y vía de señalización de p53, en 

forma de representación esquemática de los elementos que componen dichas 

rutas. Examinando dichas representaciones, se encontraron relaciones y 

coincidencias que se pueden observar en la Fig. 22. 
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Figura 22. Esquema de coincidencias entre las rutas metabólicas con mayor número de 

genes asociados: la ruta del receptor de GnRH, la vía de señalización WNT, la ruta de la 

enfermedad de Huntington y la vía de señalización de p53. La última (en naranja) de las 

rutas está incluida en las dos anteriores. También existe una interesante coincidencia en el 

hecho de que la vía de señalización de la MAPK (en azul) y la del calcio (en amarillo) en 

todas las rutas, excepto la de p53. 

 

5.3.6 Redes de interacciones. 

Para completar el estudio, se realizó un análisis de las interacciones y 

asociaciones entre los genes de la muestra usando STRING 10.0 y su 

análisis basado en asociaciones directas e indirectas y derivado de análisis 

computacional. STRING identificó 56 de los 58 genes en su base de datos. 

El análisis reveló un número significantemente más elevado del esperado de 

interacciones entre los elementos de la red (con respecto a un grupo al azar 

con elementos similares), lo que indica que esos elementos deben estar, al 

menos de forma parcial, conectados biológicamente, algo que se esperaba 

que se pudiera confirmar en el estudio teniendo en cuenta la naturaleza de 

los genes y su origen (Fig. 23). 
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Figura 23. Red de interacciones entre las proteínas de los genes del estudio. Las líneas representan las diferentes interacciones encontradas en la 

base de datos de STRING: de bases de datos organizadas (azul claro), determinadas experimentalmente (magenta), proximidad (verde), co-

ocurrencia (azul oscuro), fusiones (rojo), búsquedas bibliográficas (amarillo), co-expresión (negro) y homología de proteínas (gris).  
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En la red de interacciones se observa un grupo de proteínas codificantes de 

los genes diferencialmente expresados fuertemente relacionadas y, 

concretamente, un núcleo dentro de la red que aparece vinculado de manera 

importante y está formado por las proteínas implicadas en la ruta del 

receptor de GnRH anteriormente señalada (Egr1, Fosb, Vcl, Junb, Fos y 

Cav1), Fosl2, Egr2, Egr3 o Arc. La red de interacciones también parece 

apoyar la posible relación entre Lum y Ogn señalada en el apartado 5.3.3, ya 

que se encuentran en el otro núcleo importante, que completan Dcn, Rem2 y 

Islr. Ambos números se encuentran unidos en la red por Smg1. 

Para confirmar que las proteínas implicadas en la ruta del receptor de 

GnRH tienen importancia dentro de la red y sus posibles relaciones entre sí, 

se creó otra red de interacciones usando únicamente las proteínas presentes 

en las 7 rutas metabólicas señaladas como más importantes en el apartado 

5.3.5. En el resultado (Fig. 24) se aprecia que las interacciones se limitan a 

los genes dentro de la ruta destacada, lo que parece confirmar un fuerte 

vínculo a nivel biológico y de expresión. 
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Figura 24. Red de interacciones entre las proteínas de los genes incluidos en las 7 rutas 

metabólicas con más número de genes asociados. Se observa un núcleo de asociaciones al 

que pertenecen las 6 proteínas asociadas a la ruta del receptor de GnRH, el que más 

representación tiene en el análisis realizado, además de Egr2. Las líneas representan las 

diferentes interacciones encontradas en la base de datos de STRING: de bases de datos 

organizadas (azul claro), determinadas experimentalmente (magenta), proximidad (verde), 

co-ocurrencia (azul oscuro), fusiones (rojo), búsquedas bibliográficas (amarillo), co-expresión 

(negro) y homología de proteínas (gris). 

 

5.4 Genes diferencialmente expresados en la comparación entre el 

transcriptoma del CI del hámster sirio GASH-Sal y el de su control 

relacionados con procesos epilépticos. 

 

Usando los datos de aportados por The Comparative Toxicogenomics 

Database, se pudo obtener información sobre fenotipos asociados a 13.213 

genes de la lista completa (de 102.277 genes) de genes de expresión 

diferencial al comparar los transcriptomas del CI al que se refiere esta tesis. 
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Seguidamente, se realizó una búsqueda de fenotipos relacionados con la 

epilepsia, por lo que se utilizaron los términos “epilepsy”, “epilepsies” y 

“seizure” en tal búsqueda (Anexos 2, 3 y 4, respectivamente). 

Se observó que sólo uno de los genes encontrados en la búsqueda, Gpr98, 

aparecía en el análisis del apartado 5.3. Esto es debido a que la mayoría de 

los resultados encontrados en la búsqueda por fenotipo asociado, no cumplen 

simultáneamente los criterios utilizados en el análisis del punto 5.3 (p ≤ 0,05 

y FC ≥ 2). Pese a ello, se considera importante la recopilación de estos genes 

(Anexos 2, 3 y 4) por su relación ya conocida con la epilepsia y, de forma más 

amplia, con convulsiones o crisis. 

En la tabla 10, se observan los genes con fenotipos asociados a los términos 

mencionados anteriormente y relacionados con la epilepsia que cumplen, en 

cada una de las búsquedas, por lo menos uno de los criterios utilizados en el 

análisis del punto 5.3, y Gpr98, que cumple ambos y por eso se encontró ya 

en dicho análisis. 

 

 FC p Control GASH:Sal 

"Epilepsy", FC ≥ 2  

Depdc5 4,485049834 0,59325229 1,055847913 4,735530506 

Mbp -6,317283951 0,078380768 17,94941452 2,841318303 

"Epilepsy", p ≤ 0.05  

Glul 1,173041382 0,023271223 7709,801459 9043,91616 

Actb 1,149626979 0,039625157 13155,86499 15124,33733 

"Seizure", FC ≥ 2  

Il6r 2,332225914 0,459517612 5,279239564 12,31237931 

Gpr98 -2,273347858 0,010727248 109,8081829 48,30241116 

C7 -5,016666667 0,095902215 19,00526243 3,788424404 

"Seizure", p ≤ 0.05  

Gpr98 -2,273347858 0,010727248 109,8081829 48,30241116 

Plp1 1,189953462 0,007877543 32456,76484 38622,0397 

 

Tabla 10. Lista de genes encontrados en las tres búsquedas anteriores (“epilepsy”, 

“epilepsies” y “seizure”) que cumplen al menos uno de los criterios de valor de FC y 

significación de p. En rojo, Gpr98, único gen que los cumple simultáneamente. 
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Además de los datos de fenotipos asociados, se utilizó otra fuente de 

información que proporcionara información sobre genes relacionados con 

procesos epileptógenos: la lista de 71 genes de la EGI [Epilepsy Genetics 

Initiative: http://www.cureepilepsy.org/egi/genes.asp], los cuales ya han sido 

identificados como relacionados con la epilepsia [EpiPM Consortium, 2015]. 

Dicha lista se cruzó con la lista completa de genes de expresión diferencial al 

comparar los transcriptomas del CI para encontrar cuántos de estos genes, 

cuya relación con la epilepsia ya se encuentra determinada, aparecen en 

ella: se hallaron 50 (Anexo 5), ninguno de los cuales ha aparecido en el 

estudio del punto 5.3, pero 10 de ellos (Tabla 11) se encuentran entre los 

identificados en las búsquedas relacionadas en los fenotipos asociados 

(Anexos 2, 3 y 4). 

 

Gen FC p Control GASH:Sal 

Depdc5 4,485049834 0,59325229 1,05584791 4,73553051 

Charn2 1,750616225 0,06293346 65,4625706 114,599838 

Aldh7a1 1,151566849 0,30520347 468,796473 539,850478 

Cntnap2 1,099731569 0,42316046 714,809037 786,098064 

Gabrg2 1,068574473 0,44989651 1981,82653 2117,72924 

Epm2a 1,146179402 0,50874155 190,052624 217,834403 

Gabra1 1,01146686 0,87477726 6959,09359 7038,89254 

Kcnq2 -1,050187869 0,63104871 1235,34206 1176,30578 

Scn9a -1,103554059 0,57276483 310,419286 281,290512 

Kcnq3 -1,305321144 0,22501315 195,331864 149,642764 

 

Tabla 11. Lista de genes resultantes de la búsqueda cruzada entre los genes de la lista de la 

EGI y los identificados en las búsquedas relacionadas en los fenotipos asociados. 

 

Con el objetivo de determinar si el grupo de genes coincidentes entre la lista 

de la EGI y la de genes de expresión diferencial al comparar los 

transcriptomas del CI (Anexo 5) resulta similar al grupo de genes analizados 

(Tabla 2) en cuanto a las rutas metabólicas en las que participan las 

proteínas. Así, se quiere comprobar si el grupo de genes analizado de entre 

los genes diferencialmente expresados en la línea de hámster sirio 

GASH:Sal en comparación con la de los hámsteres control en el punto 5.3 

http://www.cureepilepsy.org/egi/genes.asp
http://www.cureepilepsy.org/egi/genes.asp
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resulta similar en este aspecto a un conjunto de genes que ya se han 

probado relacionados con la epilepsia de algún modo. El análisis se realizó 

utilizando PANTHER del mismo modo que anteriormente (5.3.5) y los 

resultados apuntan a rutas coincidentes con aquel análisis (13 de 31 

obtenidas, la mayor parte rutas con varios genes asociados). Especialmente 

destacada, la coincidencia de 5 de las 7 rutas metabólicas que se destacaron 

en el apartado 5.3.5, vía del receptor de GnRH, mapa de señalización del 

receptor de la colecistoquinina, enfermedad de Huntington, señalización 

estimulada por angiotensina II mediante proteínas G y beta-arrestina y vía 

de señalización WNT. 

Ruta metabólica Nº 

Vía de señalización de receptores acetilcolina muscarina 1 y 3 4 

Vía del receptor de glutamato metabólico grupo III 3 

Vía del receptor de glutamato ionotrópico 3 

Vía del receptor de GnRH 3 

Vía del receptor de glutamato metabólico grupo I 3 

Mapa de señalización del receptor de la colecistoquinina 3 

Enfermedad de Huntington 3 

Vía de señalización de la inflamación mediada por citoquinas y quimiocinas 2 

Vía de señalización de proteína G heterotrimérica mediada por Gq-α 2 

Vía de señalización de cannabinoides endógenos 2 

Señalización estimulada por angiotensina II mediante proteínas G y beta-arrestina 1 

Vía de señalización de WNT 1 

Degradación de 5-hidroxitriptamina 1 

Vía de señalización de TGF-β 1 

Histamine H1 receptor mediated signaling pathway, p38 MAPK pathway, Opioid 
proopiomelanocortin pathway, Opioid prodynorphin pathway, Alpha adrenergic receptor 
signaling pathway, Enkephalin reléase, Endothelin signaling pathway, 2-arachidonoylglycerol 
biosynthesis, Thyrotropin-releasing hormone receptor signaling pathway, Oxidative stress 
response, Oxytocin receptor mediated signaling pathway, Muscarinic acetylcholine receptor 2 and 
4 signaling pathway, Metabotropic glutamate receptor group II pathway, Synaptic vesicle 
trafficking, 5HT2 type receptor mediated signaling pathway, 5HT1 type receptor mediated 
signaling pathway, GABA-B receptor II signaling. 

1 

 

Tabla 12. Rutas metabólicas asociadas al grupo de genes coincidentes entre la lista de la 

EGI y la de genes de expresión diferencial al comparar los transcriptomas del CI (Anexo 5) 

y el número de proteínas implicadas en cada una de ellas. El análisis de PANTHER dejó un 

total de 31 rutas. Destacadas en rojo, las rutas que aparecieron en el análisis del apartado 

5.3.5 y, destacadas en azul, las rutas coincidentes con las destacadas en ese apartado. Las 

vías representadas en una celda agrupada, tienen asociado una proteína cada una 

individualmente, no colectivamente. 
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5.5 Validación por RT-qPCR de algunos de los genes diferencialmente 

expresados en la línea de hámster sirio GASH:Sal en comparación con la de 

los hámsteres control. 

 

Para validar parte de los datos obtenidos en el transcriptoma del CI 

correspondiente a las cepas audiógenas y controles estimulados con sonido, 

se realizaron análisis RT-qPCR que incluyeron la expresión de la familia de 

genes de respuesta de crecimiento temprano (Early Grown Response) Egr 

(Egr1, Egr2 y Egr3) en las muestras experimentales, comparadas con las de 

control (hámster sirio). Los valores de expresión de los análisis RT-qPCR y 

los análisis del transcriptoma, mostraron un aumento significativo de los 

valores de expresión de los Egr1, Egr2 y Egr3; mientras que en el análisis 

del microarray, se halló un incremento en la expresión tanto del gen Egr2 

como de Egr3, pero no en el caso de Egr1. Los resultados de estos 

experimentos se pueden observar en la Fig. 25.  

 

 

Figura 25. Confirmación a nivel de expresión génica de los resultados para los genes 

seleccionados. Los FC (relativos a los niveles de ARNm) en los tres genes en el CI de las 

GASH:Sal estimulados comparados con los controles estimulados fueron obtenidos 

mediante RT-qPCR, y análisis del transcriptoma. 
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5.6 Comparación de la expresión génica del CI tras una crisis epiléptica con 

el modelo de epilepsia audiógena WAR. 

 

La comparación de la expresión génica del CI tras una crisis epiléptica en el 

caso de la línea de hámsteres GASH:Sal con otro modelo de epilepsia ya 

establecido, en este caso el de la rata WAR, puede permitir determinar las 

similitudes y diferencias en ambos modelos. Para ello, se comparó la 

expresión de los genes Egr1, Egr2, Egr3 y Gabra4 (subunidad α4 del 

receptor GABA-A) en ambos modelos, tanto en el caso del control estimulado 

y GASH:Sal y WAR estimulados, como el de control no estimulado y 

GASH:Sal y WAR estimulados. 

Se observó que los tres genes de respuesta de crecimiento temprano Egr1, 

Egr2 y Egr3 estaban significativamente sobre-expresados, tanto en el caso 

de GASH:Sal y como en el de WAR, al compararlos estimulados con sus 

respectivos controles estimulados (Fig. 26, A y B). El valor del incremento 

expresión de Egr3 y Egr2, en el caso de la comparación entre ratas Wistar y 

WAR estimuladas, fue extraordinariamente elevado (Fig. 26, B), 10 veces 

superior a lo observado en la comparación entre los hámsteres GASH:Sal y 

su control estimulados (Fig.26, A). 
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Figura 26. Los FC en la expresión de la transcripción de los genes Egr, en GASH:Sal, WAR 

y controles respectivos, fueron medidos mediante RT-qPCR. Se observó incremento 

significativo de la expresión en ambos modelos de crisis audiógenas en contraste con los 

controles y los niveles basales. La desviación estándar se indica con barras de error. El gen 

constitutivo usado fue β-actina. Los precursores de la RT-qPCR pueden encontrarse en la 

Tabla 1. 

Las diferencias representativas están indicadas como p < 0.01 (**) o p < 0.001 (***). 

 

Además, se determinó el efecto de la estimulación sonora en la expresión 

génica en el CI, analizando la expresión de los genes Egr mediante RT-qPCR 

en dos cepas con y sin dicha estimulación, comparando la expresión en el CI 

en las cepas control con la de las cepas audiógenas estimuladas (Fig. 26, C y 

D). 

La comparación de expresión génica entre GASH:Sal con y sin estimulación, 

indicó que la expresión de los tres genes de respuesta de crecimiento 

temprano fue significativamente más elevada en el caso de la cepa 

GASH:Sal estimulada, 100 veces superior, de hecho, a la no estimulada (Fig. 

26, C). En el caso de la rata WAR, comparando los niveles entre estimuladas 

y no estimuladas, se hallaron resultados en el mismo sentido, aunque no tan 
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drásticos, siendo de nuevo la sobre-expresión de los genes Egr significativa 

(Fig. 26, D). Concretamente, los resultados de la expresión de los genes Egr1 

y Egr3 fueron similares a los encontrados en la comparación anterior que 

implicaba a GASH:Sal; mientras que la expresión de Egr2 se encontró 

ligeramente superior en la WAR estimulada en comparación con la no 

estimulada, pero no en los niveles observados en el caso de la comparación 

de GASH:Sal. 

 

 

Tabla 13. Nivel de expresión del gen GABRa4 en el CI de GASH:Sal y WAR y sus 

respectivos controles, medidos mediante RT-qPCR. En rojo, sobre-expresados; en verde, 

infra-expresados. El gen constructivo usado fue β-actina. Los precursores de la RT-qPCR 

pueden encontrarse en la Tabla 1. Las diferencias representativas están indicadas como p < 

0.001 (***). 

 

Finalmente, se realizó un análisis RT-qPCR en otros genes relacionados con 

las funciones de Egr3, como el gen que codifica el ácido gamma-

aminobutírico (GABA) receptor A, α 4 (GABRa4), pese a no haberse 

detectado una desregulación tan importante en el análisis de microarray. El 

resultado mostró que la expresión del gen que codifica la subunidad α 4 del 

receptor GABAA no sufría cambios significativos en el CI de GASH:Sal bajo 

ninguna de las circunstancias en las que se realizó el estudio (Fig. 26, A y 

C). Sin embargo, la expresión de GABRa4 se halló significativamente 

alterada en el CI de la rata WAR estimulada en comparación con el control 

estimulado correspondiente, como se puede observar en la Tabla 13. 
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La epilepsia es una enfermedad neurológica con un alto impacto 

epidemiológico en el mundo, por lo cual es de sumo interés la investigación 

de los componentes fisiopatológicos que puedan generar nuevos 

tratamientos farmacológicos. En esta búsqueda, se ha realizado un estudio 

de los genes que se expresan diferencialmente en el núcleo epileptógeno en 

la cepa de hámster GASH:Sal tras una crisis convulsiva audiógena, en 

comparación con hámsteres controles sometidos al mismo proceso de 

estimulación acústica. 

Tras un proceso de filtrado estadístico, se seleccionaron 58 genes que se 

expresan de forma diferencial al menos 2 veces en relación a los controles. 

Estos genes codifican factores de transcripción (Fos, Fosb, Fosl2, Egr1, Egr2, 

Egr3, Junb, Npas4, Sertad1), proteínas estructurales de membrana (Bace2, 

Cav1, Fat3, Nup155, Slitrk6), de la matriz extracelular (Dcn, Fhl2, Lum, 

Ogn, Thbs1), proteínas asociadas al citoesqueleto (Arc, Cmya5,Dcdc5, Igfn1, 

Islr, Krt19, Mybpc3, Myo15, Myom1, Tmsb15b, Vcl), transportadoras 

(Abcc2, Atp2a3, Rab29, Slc13a4, Slc22a12, Slc28a1, Slc6a12, Slc6a13, Ttr), 

receptores de glutamato (Grin2c), receptores acoplados a proteínas G 

(Gng13, Gpr83, Gpr98), proteínas de señalización para la degradación 

celular (Asb14, Rnf125, Sfrp2, Traf5), proteínas que median la respuesta 

inflamatoria (C1s, C6, Cd163), proteínas que median la respuesta al estrés 

(Fabp7,Gadd45g, Smg1), proteínas de señalización RAS (Rab29, Rem2) y 

enzimas del metabolismo celular (Aldh1a2, Car3, Rnf125, Tph2, Smg1, 

Wnk4).  

 

6.1 Discusión metodológica y consideraciones técnicas. 

 

6.1.1 Técnicas de Biología Molecular. 

El TRIzol® es el reactivo ideal para la recogida del material porque es una 

solución monofásica de fenol, tiocianato de guanidinio que, de manera 

simultánea, estabiliza material biológico y desnaturaliza proteínas, 
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manteniendo la integridad del ARN inhibiendo efectivamente la actividad 

de la ARNasa (ribonucleasa) [Rio y cols., 2010]. 

Los controles de los métodos científicos son fundamentales para asegurar la 

exactitud de los resultados obtenidos. Así, en las técnicas de Biología 

Molecular, que proporcionan gran cantidad de datos de forma automatizada, 

se exigen controles muy buenos y fiables para las diferentes etapas del 

protocolo. 

La calidad del ARN extraído y purificado se evaluó a través de un 

bioanalizador que reconoce la integridad de las bandas 18S y 28S del ARNr 

y también el número de integridad del ARN (RIN), correspondiendo el 0 a 

un ARN totalmente degradado y el 10 a un ARN completamente intacto. 

Para todos los experimentos, sólo se han usado aquellas muestras que 

presentaran un RIN mayor a 7,5, aunque la gran mayoría se encontraban en 

torno a 8,0. 

En la realización del transcriptoma, el estudio de duplicación en los procesos 

de RNA-seq es un indicador de la calidad en el proceso de secuenciación y es 

un claro indicador de degradación del material biológico de partida o 

desviaciones importantes en la secuenciación. Sólo se utilizó material 

cuando fue observado un número bajo o nulo de duplicados, tanto en las 

lecturas iniciales como en las mapeables. En el presente trabajo no se 

detectó ninguna anomalía o desviación en ninguno de los controles de 

calidad por muestra. 

Existen numerosos estudios [Hansen e Irizarry, 2011; Risso y cols., 2011] 

que indican la necesidad de normalizar los datos de cuantificación para la 

eliminación de diferentes desviaciones estadísticas que pueden distorsionar 

todo el análisis posterior. Debido a la naturaleza de la secuenciación 

mediante RNA-seq, las desviaciones de mayor peso son la longitud del gen y 

el tamaño de librería por muestra. Debido a la naturaleza del proceso de 

secuenciación de RNA-seq, existe una gran dependencia entre el tamaño del 

gen y su expresión. Este hecho es debido a que es estadísticamente más 

probable secuenciar los fragmentos de los genes de mayor tamaño, 
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generándose una desviación estadística que puede alterar los siguientes 

procesos del análisis. Es posible eliminar esta dependencia mediante los 

correctos pasos de normalización. En este estudio, mediante los procesos de 

normalización, no se observó ninguna correlación entre las variables 

mencionadas. 

 

6.2 Análisis de genes diferencialmente expresados en el transcriptoma. 

 

Un análisis “estricto” de los genes diferencialmente expresados entre los 

transcriptomas (GASH:Sal vs. controles) muestra una serie de genes que 

podrían tener una importancia capital dentro del contexto del estudio. Por 

su mayor nivel de expresión diferencial destacan 6 genes: Ttr (21,14), Egr2 

(18,67), Slc28a1 (13,90), FosB (12,15), Atp2a3 (-5,49) y C6 (-10,03). 

El gen Ttr, codifica la transtiretina, tiene los niveles de expresión diferencial 

más elevados del estudio, más de 20 veces superior en GASH:Sal que en el 

control. Esta proteína está estrechamente asociada con diversos tipos de 

amiloidosis, así como con crisis convulsivas o demencia, habiéndose 

detectado una sobre-expresión del gen que la codifica en la corteza 

prefrontal de ratones afectados por estrés crónico suave [Lisowski y cols., 

2013], sobre-expresión que también se identifica  en otro de los genes aquí 

destacados, Egr2, en el cerebro de ratones Pah(enu2), que presentan crisis 

convulsivas y trastornos del movimiento y comportamiento [Park y cols., 

2009]. Mutaciones de Ttr originan crisis convulsivas asociadas a depresión 

[Roe y cols., 2007; Blevins y cols., 2003; Brett y cols., 1999].  

Slc28a1, codifica la proteína 1 de la familia 8 de transportadores de 

nucleósidos asociados a sodio [Niitani y cols., 2010]. Esta es la primera vez 

que se relaciona con procesos epileptógenos o crisis convulsivas de cualquier 

tipo hasta donde se ha podido investigar, pero sí hay numerosos trabajos 

sobre este gen en relación a la hepatitis B [Yuan y cols., 2016; Wang y cols., 

2014], cáncer pancreático [Mohelnikova-Duchonova y cols., 2013; Woo y 

cols., 2012; Bhutia y cols., 2011], cáncer de mama [Wong y cols., 2011] o 
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diabetes [Rodríguez-Mulero y cols., 2005]. 

FosB, se trata también un gen sobre-expresado (FC = 12,15) en cuanto a su 

expresión diferencial y con un valor de p asociado bajo (1,679E-10). Ha sido 

ampliamente relacionado con trastornos similares al del presente estudio y 

ha sido fundamental para proporcionar una base genética y molecular a la 

comorbilidad de depresión y epilepsia con neurogénesis anormal [Yutsudo y 

cols., 2013]. Además, se ha observado la sobre-expresión de FosB y otra de 

sus isoformas (ΔFosB) en ratones con supresión del gen Fmr1, los cuales 

presentan crisis audiógenas [Curia y cols., 2013]. También, se ha asociado 

un incremento en la expresión de FosB en ratas y ratones sometidas a estrés 

crónico [Schmeltzer y cols., 2015; Kormos y cols., 2016]. Del mismo modo, se 

ha demostrado la importancia de FosB en procesos a nivel molecular, celular 

y de comportamiento en crisis electroconvulsivas de ratones FosB-/- [Hiroi y 

cols., 1998]. Este tipo de ratones tiene predisposición a padecer crisis 

convulsivas, y la expresión crónica de ΔFosB causada por crisis provocadas 

por ácido kaínico puede ser indicativo de un papel compensatorio/protector 

en la fisiopatología de la epilepsia [Mandelzys y cols., 1997]. Sin embargo, en 

este mismo tipo de crisis, se ha descrito que después de ser reducidas en 

cantidad y duración por medio del neuropéptido. Y en ratas, no se apreciaba 

un descenso de los niveles de expresión de FosB y JunB en la zona del 

hipocampo [Madsen y cols., 1999], lo que puede apuntar, como señalamos, a 

un posible descarte del papel de estos genes en las crisis, pero también a las 

particularidades del modelo utilizado o a que la reducción en expresión de 

otros genes implicados con el uso de neuropéptido Y afecte a las crisis en sí, 

pero no a la expresión de FosB o JunB. 

Atp2a3 o SERCA3, que codifica una ATPasa del retículo 

sarcoplásmico/retículo endoplásmico, implicada en el transporte de Ca2+, y 

está infra-expresada en nuestro estudio. Parece estar relacionado en 

procesos cancerígenos [Contreras-Leal y cols., 2015; Feng y cols., 2013; 

Korosec y cols., 2009; Xu y cols., 2012;.] y diabéticos [Liang y cols., 2011; 

Estrada y cols., 2012], aunque aún no se haya relacionado con procesos 



99 
  

epileptógenos. 

En el caso de C6, se halló fuertemente infra-expresado, y se observó durante 

el estudio que la presencia del gen aparecía destacada en varios de los 

análisis y clasificaciones, siempre por la amplia variedad de su implicación 

en diferentes procesos biológicos y moleculares, así como la diversidad de 

funciones de las proteínas codificadas. 

Se ha demostrado que la deficiencia de C6 en ratas PVG/c no reducía las 

crisis epilépticas inducidas eléctricamente [Holtman y cols., 2011], algo que 

se puede conciliar fácilmente con los datos obtenidos en el transcriptoma de 

este estudio, en el que hay infra-expresión del gen. Explorando esa misma 

deficiencia en ratas C6(-/-), se observó que la misma no afecta a la capacidad 

de regeneración de nervios periféricos después de una lesión por 

aplastamiento [Sta y cols., 2014]. Por el contrario, se ha demostrado que la 

deficiencia genética de C6 en ratas con daños en el nervio ciático, acelera la 

regeneración y recuperación axonal [Ramaglia y cols., 2009]. Por otra parte, 

también se ha detectado la expresión de C6, junto con otros factores de 

complemento (C1q, C1s, C2, C3, C4, C5, C7, C8 y C9) en los oligodendrocitos 

de humanos adultos que habían sido sometidos a resección del lóbulo 

temporal para tratar epilepsia [Hosokawa y cols., 2003], sugiriendo que 

estas células son la fuente de estas proteínas complemento, y, como 

consecuencia, tienen un papel clave en diversas enfermedades 

neurodegenerativas e inflamatorias del sistema nervioso central, como la 

enfermedad de Alzheimer o la esclerosis múltiple. Además, se ha 

demostrado en ratones que la deficiencia de C6 mejoraba la coagulación 

[Carrera-Marín y cols., 2012] y estaba implicada en la artritis inducida por 

anticuerpos de colágeno [Banda y cols., 2012]. En conclusión, parece claro el 

interés del estudio de modelos en los que exista una deficiencia de C6, y en 

el caso que nos ocupa, el nivel de expresión de GASH:Sal fue 10 veces menor 

que en los controles trol, lo que sugiere que el descenso de su expresión no 

parece relacionada con las crisis directamente. 

En cuanto al papel de Egr2, se explorará con más detalle en un apartado 
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posterior, junto con los otros miembros de la familia Egr que fueron 

detectados expresados diferencialmente en el análisis de la expresión 

diferencial del transcriptoma del CI de la línea de hámster sirio GASH:Sal 

en comparación con el del hámster control. 

Otros genes que aparecen de forma frecuente en este estudio son Cav1, Fos, 

VCL, JunB, Myo15, Grin2c, Lum, Ogn y Cd163. Los cuatro primeros 

aparecen implicados, junto con FosB, en la ruta del receptor de GnRH, ruta 

que se ha revelado como la más llamativa en cuanto a lo prominente de su 

valor de expresión respecto a lo esperado (con un FC de 9,10 frente al dato 

esperado de 0,55), resultando la única ruta que en el análisis estadístico 

tenía un valor de p < 0,05 (3,50E-02), y siendo la ruta con más genes 

asociados según el análisis realizado anteriormente (Tabla 7). En esta ruta 

metabólica, se ha estudiado en muchos casos la relación entre los niveles de 

la hormona liberadora de gonadotrofina y los procesos epileptógenos, así 

como la forma en que esos procesos afectan a la GnRH. Estas relaciones han 

llevado a descubrir estrechos lazos en el humano entre la GnRH y otras 

hormonas sexuales con la epilepsia, probablemente por las alteraciones que 

la enfermedad pueda producir en el eje hipotalámico-hipofisario-adrenal 

[Fawley y cols., 2006; Morris y Vanderkolk, 2005; Gulati y cols., 2002], 

hablándose incluso de una reducción de la fertilidad en pacientes con 

epilepsia [Nappi y cols., 1994]. No obstante, hay resultados contradictorios, 

descartándose el vínculo entre la GnRH y la epilepsia en un estudio de 

epilepsia del lóbulo temporal causada por pilocarpina [Fawley y cols., 2012], 

aunque esta relación se describe en un modelo de rata [Amado y cols., 1993]. 

Lo que parece claro es que en el modelo de GASH:Sal y en el contexto 

estricto de nuestro análisis, la aparente importancia de la ruta de la GnRH 

parece apuntar hacia algún tipo de posible correlación entre ambos 

conceptos. 

Pasando a comentar los genes restantes de esta ruta metabólica, existe 

abundante literatura que asocia Cav1, el gen que codifica la Caveolina-1, 

con procesos epileptógenos y crisis convulsivas. Se ha observado el aumento 
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de la expresión de Cav1 en el hipocampo de ratas después de 10 días de 

tratamientos para crisis electroconvulsivas [Enomoto y cols., 2016], algo que 

encajaría con los datos arrojados por las medidas aquí presentadas, ya que 

Cav1 aparece infra-expresado en el transcriptoma de GASH:Sal. En este 

mismo sentido, en los receptores de glucocorticoides de ratones, y tras la 

administración de glucocorticoides, se observó una reducción de la expresión 

de Cav1 y otros genes, provocando daños en el sistema nervioso e 

inflamación [Sorrells y cols., 2013]. Se ha descrito que la predisposición a las 

crisis provocadas por el síndrome de abstinencia de etanol está relacionada 

con una sobre-expresión en el CI de la subunidad α1 de Cav1.3 [N'Gouemo y 

cols., 2015] y hay numerosas publicaciones que relacionan la subfamilia de 

genes Cav1, Cav1.1, Cav1.2 y Cav1.3 con procesos epileptógenos y crisis 

convulsivas [Kanyshkova y cols., 2014; Subramanian y cols., 2015; 

Tevoufouet y cols., 2014; Radzicki y cols., 2013; Li y cols., 2011; Kim y cols., 

2008; Lv y cols., 2015].  

Fos o c-Fos, es otro gen ampliamente relacionado en la literatura con 

procesos epileptógenos, algo que confirma de manera indirecta la validez de 

los resultados obtenidos en esta tesis doctoral. Esta relación ampliamente 

documentada, posiblemente tenga que ver con que la proteína nuclear que 

codifica, se expresa en condiciones de alta actividad neuronal y se puede 

correlacionar con nuestros resultados de expresión de cFos por estudios 

inmunohistoquímicos [Muñoz y cols., 2016].  Se ha descrito la activación de 

Fos durante crisis hipocampales espontáneas en un modelo de epilepsia del 

lóbulo temporal en el ratón C57BL/6 [Edward, 2006], DBA/2J [Kadiyala y 

cols., 2015], en el transgénico Kcna1-null -carentes de canales Kv1.1- 

[Gautier y Glasscock, 2015] y en la rata NER [Harada y cols., 2013]. 

Parece probado de forma amplia el papel de Fos en todo tipo de epilepsias y 

en una gran variedad de modelos animales, lo que supone que los datos aquí 

obtenidos refuerzan este conocimiento ya establecido. Por otro lado, también 

se ha estudiado la evolución de los niveles de Fos en el cerebro de ratas, 

junto con los de c-jun, JunB, fra-1 y fra-2 [Beer y cols., 1998]. Precisamente, 
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JunB es otro de los genes sobre-expresados dentro de la ruta del receptor de 

GnRH. También sobre-expresado, se encuentra citado varias veces más en la 

literatura acompañado de Fos, ya sea en estudios que apuntan a que la 

recuperación de recuerdos después del condicionamiento contextual del 

miedo resulta en la expresión de ambos en el hipocampo [Strekalova y cols., 

2003]; en los que apuntan a que el factor neurotrófico derivado del cerebro 

restaura la expresión de sus factores de transcripción en el cerebro de rata 

después de repetidas crisis electroconvulsivas [Hsieh y cols., 1998]; o, en 

otro estudio sobre factores de transcripción inducibles y constitutivos en el 

sistema nervioso de los mamíferos y el control de expresión génica a través 

de Jun, Fos y Krox [Herdegen y Leah, 1998]. Parece claro que, como en el 

modelo que se presenta en este estudio, Fos y JunB tienen un nivel de 

coexpresión elevado. Por lo que hemos visto anteriormente en las redes de 

interacciones y la aparición en las diferentes categorías de las clasificaciones 

funcionales, no sólo se podría hablar de esa coexpresión, sino también de la 

posible inclusión en el grupo de FosB y Fosl2l, por la fuerte relación entre 

los 4 genes. 

Se ha descrito que JunB es un represor de la transcripción de la 

metaloproteinasa de la matriz MMP-9 en neuronas despolarizadas en el 

cerebro de ratas [Rylski y cols., 2009] y que el cambio de la composición de la 

proteína activadora 1 en el hipocampo de ratas después de crisis inducidas 

por lesiones en el hilio, con la unión de JunB a la proteína activadora 1, 

subraya el aumento bifásico de la expresión del factor de crecimiento 

nervioso inducido por las crisis [Elliott y Gall, 2000]. 

El último gen involucrado en la ruta del receptor de GnRH sería Vcl, que 

codifica la vinculina, proteína implicada en el anclaje de integrina al 

citoesqueleto celular. El gen también se observó sobre-expresado y, como era 

de esperar, asociado a la vía de señalización de la integrina (junto con el ya 

discutido Cav1), pero no se conoce en este momento ningún tipo de 

literatura relevante que apunte a una conexión de Vcl con procesos 

epileptógenos o crisis convulsivas, exceptuando un estudio que señala la 
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expresión aberrante de proteínas citoesqueléticas, entre las que se 

encuentra la vinculina, en el hipocampo de pacientes que sufren epilepsia 

del lóbulo temporal mesial [Yang y cols., 2006]. Es destacable el hecho de 

que la vinculina fue una de las 18 proteínas que aparece significativamente 

elevada tras los procesos epilépticos en pacientes con epilepsia del lóbulo 

temporal [Yang y cols., 2006], tal y como ocurre el modelo de GASH:Sal. 

Cd163, que codifica una proteína marcadora de la activación de monocitos y 

macrófagos, aparece sobre-expresado en diversas patologías del sistema 

nervioso. Se ha descrito o que repetidas crisis electroconvulsivas 

incrementan el número de células CD163 y CD4 [Jansson y cols., 2012] o 

que los niveles de Cd163 en pacientes con encefalopatía por influenza son 

considerablemente más elevados que en los que no tenían secuelas 

neurológicas, siendo los niveles particularmente elevados en casos de 

muerte [Hasegawa y cols., 2013]. 

El último de los genes que han aparecido en el análisis de la expresión 

diferencial en el transcriptoma de GASH:Sal ha sido Arc, un gen de 

expresión temprana que codifica una proteína asociada al citoesqueleto, que 

se encontró sobre-expresado (con un valor de FC de 2,07) sobre el que hay 

numerosas publicaciones. De manera muy destacada, se ha observado su 

aumento en expresión en el hipocampo por epilepsia insular [Zhang y cols., 

2010]; se ha probado que la reducción en su expresión en ratones con 

síndrome de Angelman atenúa las crisis convulsivas [Mandel-Brehm y cols., 

2015]; se ha descrito su aumento de expresión (junto con el de Egr1) en el 

hipocampo de ratas con epilepsia provocada por el pentilentetrazol 

[Szyndler y cols., 2013]; se ha estudiado la disminución de su expresión y la 

de Fos y Egr1 a largo plazo tras crisis electroconvulsivas [Calais y cols., 

2013]; y se cree que Arc puede estar asociado con la reorganización sináptica 

en la sensibilización en ratas que sufren crisis convulsivas [Akiyama y cols., 

2008]. Además, se ha señalado la importancia de Arc en la plasticidad 

sináptica y memoria [Fujimoto y cols., 2004; Vazdarjanova y cols., 2006; 

Plath y cols., 2016]. También se ha demostrado que el receptor GABAB 
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puede afectar a la memoria y aprendizaje espacial en ratas epilépticas por 

medio de la regulación de Arc [Lan y cols., 2016]. 

Finalmente, los genes que han aparecido destacados, Myo15, Grin2c, Lum, 

Ogn y Fosl2 (los dos primeros infra-expresados y los tres últimos sobre-

expresados) no aparecen en la literatura pertinente, lo que no implica que 

carezcan de importancia en los procesos epileptógenos que nos ocupan. 

Definitivamente, estos genes se tendrán en cuenta en futuros estudios para 

profundizar en sus posibles papeles.  

  

6.3 Expresión de genes relacionados con procesos epileptógenos. 

 

En el análisis de los genes diferencialmente expresados entre los 

transcriptomas, también se realizó una búsqueda por los fenotipos asociados 

de los diferentes genes detectados para poder señalar los que ya se conoce 

que están relacionados con procesos epileptógenos, pero podían haber 

quedado fuera del estudio estricto. En la búsqueda usando los términos 

“epilepsy”, “epilepsies” y “seizure”, se encontraron 167 genes, de los cuales 

solamente uno coincidía con los obtenidos en el análisis estricto, Gpr98. 

Pareció recomendable, en todo caso, prestar atención a los genes que 

cumplían alguno de los dos criterios del estudio estricto: el FC > 2, por su 

importante sobre-expresión o infra-expresión; y el p ≤ 0.05, por la validez 

que expresa el valor sobre la medida de la expresión. Con estos criterios, los 

genes de interés son Depdc5, Mbp, Glul, Actb, Il6r, C7, Plp1 y el ya 

mencionado Gpr98. 

Mutaciones en el gen Depdc5, sobre-expresado en el transcriptoma, han sido 

asociadas en numerosos estudios con epilepsia focal [van Kranenburg y cols., 

2015; Baulac, 2014; Lal y cols., 2014; Scheffer y cols., 2014; Martin y cols., 

2014; Ishida y cols., 2013], epilepsia focal hereditaria [Baulac y cols., 2015; 

Kaur, 2013; Malpass, 2013; Dibbens y cols., 2013], epilepsia del lóbulo 

frontal hereditaria nocturna [Picard y cols., 2014], displasia cortical [Scerri 

y cols., 2015] o, incluso, se centran en este amplio abanico de patologías 
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asociadas [Poduri, 2014]. También existen estudios que señalan que las 

mutaciones en este gen no son causa frecuente de epilepsia del lóbulo frontal 

hereditaria [Striano y cols., 2015]. Además, se ha estudiado la implicación 

de Depdc5 en relación al modelo del presente estudio, en epilepsias 

audiógenas [Bisulli y cols., 2016; Pippucci y cols., 2015]. En uno de ellos, se 

destaca otro gen que fue detectado en la búsqueda de fenotipos asociados, 

Cntnap2, que codifica la proteína símil 2 asociada a contactina, y cuya 

ausencia deriva en epilepsia, anormalidades en la migración neuronal y 

déficits asociados al autismo [Peñagarikano y cols., 2014]. 

Mbp, gen codificante de la proteína básica de mielina, un gen fuertemente 

infra-expresado en los datos obtenidos del transcriptoma, ha sido descrito en 

modelos de epilepsia tanto infra-expresado, como en el modelo de GASH:Sal 

[Ye y cols., 2013; Staats y cols., 2015; Jensen y cols., 1998], como sobre-

expresado [Huang y cols., 2008; Chen y cols., 1996]. Debido a que varios 

estudios apuntan a que la vaina de mielina es un factor determinante en la 

epilepsia en el modelo de ratas con epilepsia provocada por el 

pentilentetrazol [You y cols., 2013; You y cols., 2011], se muestra más 

probable que la infra-expresión de Mbp pueda estar relacionada con las 

crisis epilépticas. 

Glul, que codifica la glutamina sintetasa, sobre-expresado en nuestro 

estudio, ha sido relacionado en numerosos estudios con la epilepsia. En 

ratones DBA/2J, que sufren epilepsia audiógena, se ha encontrado que los 

inhibidores de la glutamina sintetasa exacerbaban la condición epiléptica 

[Chung y Johnson, 1984]. Estos hallazgos resultan contrarios al hecho de 

que se haya encontrado en este estudio la sobre-regulación de Glul, puesto 

que, si la presencia de inhibidores de glutamina sintetasa empeora la 

condición, eso quiere decir que una mayor expresión de Glul y codificación 

de la proteína la mejoraría. No obstante, podemos estar ante variaciones 

debidas al modelo o, incluso, a una dependencia de los niveles de expresión. 

En la misma línea, también se ha descrito que la inhibición de glutamina 

sintetasa en el núcleo central de la amígdala induce crisis recurrentes en un 
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modelo de rata con epilepsia del lóbulo temporal mesial [Gruenbaum y cols., 

2015], así como la reducción de la proteína tras status epilepticus en el 

hipocampo de ratas inmaduras [van der Hel y cols., 2014], e indica que su 

ausencia o bajo nivel de expresión, es un valioso marcador de epilepsia y 

mayores posibilidades de supervivencia al glioblastoma multiforme [Rosati y 

cols., 2013]. Sin embargo, también se ha identificado que el aumento de 

glutamina sintetasa en astrocitos reactivos mediante inyecciones de 

pilocarpina empeoraba la evolución de epilepsia en ratas [Sun y cols., 2016] 

y que su sobre-expresión en el giro dentado está relacionada con procesos 

epileptógenos en ratas [Sun y cols., 2013]. Existen muchos estudios que 

relacionan las deficiencias y niveles bajos de glutamina sintetasa con 

procesos epilépticos [Swamy y cols., 2011; Rosati y cols., 2009; Eid y cols., 

2008; van der Hel y cols., 2005; Eid y cols., 2004], sin embargo, puede que la 

clave de estas discrepancias esté en las medidas de la expresión en las 

diferentes fases de la epilepsia: se encontró elevado en la fase latente, 

mientras que disminuía en la crónica en un modelo de kainato de la 

epilepsia del lóbulo temporal [Hammer y cols., 2008]. 

En el caso de Actb, gen sobre-expresado en nuestro estudio, se han 

reportado niveles de expresión excesivamente variables como para servir 

como referencia en un modelo de hipotálamo de rata que sufre crisis febriles 

[Swijsen y cols., 2012], aunque se consideró estable en un modelo diferente 

de epilepsia de lóbulo temporal con crisis focales [Pernot y cols., 2010]. 

Especialmente llamativa es su importancia como causante (por mutación) 

del síndrome de Baraitser-Winter que puede manifestar pérdida de 

audición, crisis y disfunción muscular, entre otras patologías [Kemerley y 

cols., 2016].  

Se ha observado la relación de la variación de Il6r, y otros genes 

relacionados con la inflamación, con la susceptibilidad a convulsiones 

febriles infantiles [Emsley y cols., 2014] y con el desarrollo de crisis tras 

infecciones virales [Libbey y cols., 2011]. Se ha sugerido que minimiza las 

consecuencias de episodios excitotóxicos en la función cerebral amplificando 
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la señalización adenosinérgica endógena [Biber y cols., 2008] y se ha medido 

un incremento de la concentración de interleucina 6 después de crisis tónico-

clónicas que provoca procesos infamatorios [Peltola y cols., 2000]. Los 

receptores para estas citocinas se sobrerregulan rápidamente en grupos de 

neuronas durante el proceso convulsivo, lo que sugiere que el efecto de las 

citocinas está mediando sobre la excitabilidad neuronal al exacerbar la 

expresión de receptores AMPA y de esta manera mediar el proceso de 

excitotoxicidad, dependiendo de sus concentraciones extracelulares y del 

tiempo que ha sido expuesto el tejido a estas citocinas a lo largo de todo el 

proceso de daño [Vezzani y Granata, 2005]. 

A parte de lo ya mencionado sobre C7 cuando se habló de C6, este gen infra-

expresado en el modelo GASH:Sal, se ha relacionado con crisis 

electroencefalográficas, neurodegeneración y citotoxicidad [Xiong y cols., 

2003]. 

Plp1 ha sido relacionado con una variedad de desórdenes, incluidas crisis 

convulsivas [Hobson y Kamholz, 2013] y se ha estudiado en sujetos que 

habían sufrido epilepsia del lóbulo temporal durante al menos 10 años, 

sobre-expresándose entre los grupos de muestra [Arion y cols., 2006], antes 

y después de realizar una lobectomía parcial. 

Para terminar, un gen en el que parece interesante detenerse sería Gpr98, 

codificante del receptor acoplado a proteínas G98, también conocido como 

Adgrv1, Mass1, o VLGR1, debido a que es el único gen que aparece tanto en 

el estudio estricto de expresión diferencial de los transcriptomas, como en el 

de búsquedas en los fenotipos asociados, apareciendo infraexpresado en el 

CI del GASH:Sal en relación al control (FC = -2,27; p = 0,011). Codifica una 

proteína G acoplada al receptor 98 llamada vlgr1. Se localiza en la unión 

extracelular entre diferentes estereocilios y también entre membranas 

ciliares [Maerker y cols., 2008]. El gen está asociado a procesos biológicos 

como la percepción sensorial del sonido, organización de estereocilios del 

oído interno o desarrollo del sistema nervioso central [Klein y cols., 2005]. El 

hecho de que se presente infra-expresado tras estimulación auditiva puede 
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indicar algún tipo de cortocircuito sensorial debido a las crisis audiógenas. 

Gpr98 ha sido vinculado a epilepsia en modelos audiógenos de ratón 

[Skradski y cols., 2001; McMillan y White, 2004], susceptibilidad a epilepsia 

audiógena y sordera [Yagi y cols., 2009; Yagi y cols., 2005], déficits 

auditorios [Klein y cols., 2005] y ha sido relacionado con LGI1 en contextos 

epilépticos [Scheel y cols., 2002]. Los estudios disponibles en estos 

momentos parecen establecer una relación directa entre la proteína 

codificada por este gen y la epilepsia y crisis audiógenas, además de con el 

síndrome de Usher [Moteki y cols., 2015; Yang y cols., 2016], que causa 

pérdida de audición y vista y crisis febriles. También existen investigaciones 

que descartan que la mutación del gen esté relacionada con epilepsia y crisis 

febriles [Deprez y cols., 2006], pero se trata de un caso muy concreto y, 

realmente, la excepción a la hora de situar Gpr98 en el centro de atención en 

lo que se refiere a procesos epileptógenos y, más relevante para este estudio, 

epilepsias audiógenas. 

 

6.4 Sobreexpresión de los genes de expresión temprana Egr1, Egr2 y Egr3 

en dos líneas de roedores con epilepsia audiógena. 

 

Para confirmar mediante RT-qPCR los genes desregulados en el CI tras la 

crisis epiléptica, hemos elegido inicialmente aquéllos descritos en la 

bibliografía que están sobre-expresados en el foco epiléptico durante las 

crisis y en los periodos interictales. La expresión de estos genes, entre los 

que se encuentran los factores de transcripción Egr1 y Egr2, no depende de 

la frecuencia de las crisis, y contribuyen a desarrollar y mantener la 

hiperactividad anormal existente en los focos epilépticos [Rakhade y cols., 

2005]. 

Parte de estos resultados presentados en el presente apartado, así como los 

desarrollados en los apartados 5.5 y 5.6, son derivados de la publicación 

previa [López-López y cols., 2016] en la revista especializada de epilepsia, 
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Epilepsy & Behavior, que se puede encontrar en el Anexo 6 del presente 

trabajo. 

La comparación de los perfiles de expresión génica entre dos modelos 

animales (GASH:Sal y WAR) usando datos obtenidos de microarrays [López-

López y cols., 2016], mostró un gen en común, Egr3, que se observó sobre-

expresado en ambos casos. Por otro lado, usando estudios de RT-qPCR, se 

confirmó que la expresión diferencial en relación a los respectivos controles 

de este gen y otros dos genes de la misma familia, Egr1 y Egr2, se presentan 

sobre-expresados en ambas especies. Las discrepancias entre ambos 

experimentos pudieron ocurrir por diversas razones, incluido el hecho de 

que se usan diferentes sondas en los dos experimentos, diferencias en los 

métodos de normalización de los datos de expresión obtenidos, o la aparición 

de un falso positivo en los cambios de expresión. Además, la baja correlación 

entre los resultados del análisis de RT-qPCR y los resultados obtenidos en 

los microarrays [López-López y cols., 2016] han sido señalados 

consistentemente para genes que presentan variaciones de bajo grado 

[Morey y cols., 2006]. 

Los genes Egr1, Egr2, y Egr3, son genes de respuesta temprana-inmediata, 

lo que se refiere a aquellos cuya transcripción puede ser inducida de forma 

rápida y temporal por una amplia variedad de estímulos celulares, desde 

ambientales a fisiológicos pasando por patológicos [Beckmann y Wilce, 1997; 

Patwardhan y cols., 1991]. Estos genes codifican la familia EGR de 

proteínas que contienen dedos de zinc, que se unen a ADN, ARN o proteínas 

[Crosby y cols., 1991; O'Donovan y cols., 1992]. 

Los factores que inducen la expresión de estos genes en células de animales 

mamíferos, incluyen el estrés [Senba y Ueyama, 1997], que pueden ser 

inducidos por estresores externos, químicos y físicos [Ronkina y cols., 2011] 

o internos, como estrés cardiaco [Shieh y cols., 2011], que eleva el nivel de 

Egr en el ARNm. El aumento de la transcripción de Egr debido a estrés, 

ocurre en tejidos tan variados como las glándulas adrenales [Honkaniemi y 

cols., 2011] y el hipocampo. Es interesante señalar que se ha descrito que 
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Erg1 tiene un rol claro como intermediario en la expresión génica requerida 

para algunos procesos de aprendizaje y memoria [Abraham y cols., 1991, 

Worley y cols., 1993], mientras que Egr3 está asociado con la plasticidad 

neuronal que aparece en respuesta a estrés y novedad [Gallitano-Mendel y 

cols., 2007]. Igualmente, se ha señalado un vínculo entre Egr1, Erg3 y Arc 

(un gen que también aparece en el estudio estricto de los genes 

diferencialmente expresados en el transcriptoma, como ya se ha comentado 

anteriormente), ya que las proteínas expresadas por el último, están 

directamente reguladas por Egr1 y Egr3, lo que puede modular la 

plasticidad sináptica regulando directamente Arc [Li y cols., 2005]. 

Los genes de expresión temprana Egr1, Egr2, y Egr3 también están 

involucrados en la adaptación a estímulos nuevos [Poirier y cols., 2008], lo 

que, aplicado a nuestro estudio, explicaría su presencia en los núcleos 

cocleares, donde las células responde al sonido. La exposición a novedad 

puede provocar depresión crónica y Egr3 ha sido asociado con procesos 

relacionados con este tipo de enfermedad [Gallitano-Mendel y cols., 2007], 

en los que también interviene Srf [Lindecke y cols., 2006], un gen que se 

encontró sobre-expresado en el transcriptoma de GASH:Sal (con un FC de 

1,96). 

También se ha observado que ratones en los que se ha producido el bloqueo 

de Egr3 muestran una adaptación anormal al estrés y novedad, déficits en 

la adaptación al sobresalto y en la plasticidad sináptica [Gallitano-Mendel y 

cols., 2007]. Mediante inmunoquímica, se detectó esta proteína en el 

hipocampo de WAR y GASH:Sal, tanto en los animales que estaban sujetos 

a la estimulación auditiva como en los que no [López-López y cols., 2016]. 

Varios procesos que contribuyen a la hiperexcitabilidad neuronal, como la 

producida por el síndrome de abstinencia de etanol [Beckmann y cols., 1997] 

o crisis convulsivas provocadas [Honkaniemi y Sharp, 1999], tuvieron como 

resultado la sobre-expresión de los genes Egr. También está observado que, 

tras ataques inducidos por el ácido kaínico, se observa el patrón de 

expresión de este tipo de genes, especialmente en el hipocampo, la corteza y 
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la amígdala [Honkaniemi y Sharp, 1999] y que la expresión de Egr3 se 

incrementa en el hipocampo de humanos con epilepsia del lóbulo temporal, 

así como en modelos animales del mismo tipo de epilepsia [Roberts y cols., 

2006]. Sin embargo, en las ratas Lgi1L385R/+, que desarrollan convulsiones 

tónico-clónicas generalizadas en respuesta a estímulos auditivos, se ha 

observado la infra-expresión de Egr2 después de la estimulación [Fumoto y 

cols., 2014]. En el caso de humanos, se ha podido observar un patrón común 

de activación génica persistente en centros de epilepsia neocortical en el 

caso de Egr1 y Egr2 [Rakhade y cols., 2005], pero no en el de Egr3. Por lo 

que se ha podido investigar, ahora mismo no existe información acerca de la 

sobre-expresión de estos genes o el incremento de las proteínas 

correspondientes en el CI después de crisis audiógenas en modelos animales. 

Una expresión sostenida de estos genes puede representar una respuesta al 

estrés por la que las neuronas tratan de protegerse, o bien un indicio de que 

las células están iniciando una ruta hacia una muerte celular programada o 

apoptosis. En el caso que nos ocupa, la sobre-expresión de Egr3 tras la 

estimulación, tanto en el caso del modelo WAR como en el de GASH:Sal, 

podría explicarse por el rol fundamental de Egr3 en la regulación de la 

expresión génica que promueve la homeostasis en la inervación motora 

del huso neuromuscular [Fenandes y Tourtellotte, 2015], que cambia con el 

incremento de la actividad motora, tal y como se ha observado en 

acontecimientos ictales. También ha sido dado a conocer recientemente, sin 

alejarse demasiado de lo anterior, que Egr3 es el objetivo de fundamentales 

vías de señalización mediadas por la cocaína, responsables por la inducción 

de actividad locomotora [Chandra y cols., 2015]. 

El gen de respuesta a crecimiento temprano-3 ha sido asociado con cambios 

en la expresión de GABRa4 después de status epilepticus [Grabenstatter y 

cols., 2012]. Este gen codifica una subunidad del receptor de GABA, un 

canal iónico intermediario en la mayoría de la inhibición en el sistema 

nervioso central. La sobre-expresión transcripcional de la subunidad α4 

(GABRa4) de este receptor provocada por crisis convulsivas [Roberts y cols., 
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2005] puede jugar un papel importante en la etiología de la epilepsia del 

lóbulo temporal [Roberts y cols., 2005]. En el presente estudio hemos 

encontrado esta correlación únicamente en el CI de WAR, que mostró una 

sobre-expresión de GABRa4 después del acontecimiento ictal, pero no en el 

caso de GASH:Sal. Esto último también se pudo observar en los datos 

obtenidos del transcriptoma, donde el gen se mostró infra-expresado (con un 

FC de -1,187). Es posible que en el caso de GASH:Sal, los mecanismos 

excitotóxicos no tuvieran relación con la modificación en la expresión de la 

subunidad α4 del receptor de GABA, sino con las modificaciones en la 

expresión de otras subunidades de este receptor (β2), lo que resultaría en su 

disfunción [Prieto-Martín y cols., 2015]. 

Algo que también se puede atribuir al grupo de genes Egr, concretamente al 

Egr3, es el hecho de que tiene un papel esencial en la conversión de señales 

mitogénicas, a través del factor de crecimiento epidérmico, en una respuesta 

proliferativa para regular la morfología de las dendritas de neuronas del 

sistema nervioso simpático y las ramificaciones terminales de los axones; 

procesos fundamentales para el desarrollo normal del sistema nervioso 

simpático [Quach y cols., 2013]. Además, junto con Egr2, Egr3 realiza 

funciones esenciales en la mielinización del sistema nervioso periférico 

[Tourtellotte y Milbrandt, 1998]. 

Estos genes (Egr2 y Egr3) están involucrados también en el control de la 

inflamación [Grabenstatter y cols., 2012] y en la proliferación de linfocitos B 

y T [Sumitomo y cols., 2013; Lazarevic y cols., 2009]. Además, se detectó 

inmunorreactividad para la proteína Egr3 en células de linfomas de Burkitt 

neoplásicos de tipo no Hodgkin, que se habían observado anteriormente en 

GASH:Sal y en linfomas de Burkitt de tipo B en humanos. Egr3 también se 

encuentra altamente sobre-expresado en otros tipos de cáncer, como el de 

próstata [Pio y cols., 2013] o el de mama [Inoue y cols., 2004]. Esta relación 

entre Egr3 y el cáncer no se ha observado en otros miembros de la familia 

Egr, para los que, incluso, se describió exactamente lo contrario. Un ejemplo 

sería el señalado por numerosos estudios que detallan las funciones 
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supresoras de Egr1 en este aspecto y su infra-regulación en cáncer de 

mama, pulmón y gliomas [Levin y cols., 1994; Huang y cols., 1995; Calogero 

y cols., 2001]. Dada la estrecha relación de Egr3 con estas enfermedades, se 

prevé realizar nuevas investigaciones para intentar determinar si Egr3 

puede ser útil como marcador predictivo de linfomas y otros tipos de cáncer. 

Se concluye, por lo tanto, que la actividad inter-ictal en epilepsia neocortical 

humana está asociada de manera intrínseca con la expresión de un grupo de 

factores de transcripción dependientes de actividad. Como no se ha 

encontrado suficiente relación entre expresión génica y la frecuencia de las 

crisis convulsivas, los resultados que aquí se presentan parecen apuntar a 

que la actividad inter-ictal posee una gran influencia en los cambios 

dependientes de actividad en genes y puede participar en el desarrollo y 

mantenimiento de la hiperactividad neuronal anormal que se encuentra en 

la epilepsia neocortical humana [Rakhade y cols., 2007]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Esquema que resume la relación entre los genes Egr y su asociación con procesos 

de crecimiento celular, apoptosis, depresión crónica, mielinización, señalización de 

corticoesteroides y genes de regulación de transcripción. Las conexiones indican que las 

proteínas Egr actúan como efectores nucleares de varias señales. 
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En el análisis escrito de los genes diferencialmente expresados en el 

transcriptoma realizado anteriormente (en el cual estaban incluidos los tres 

genes de la familia Egr que nos ocupan), se observó no sólo su importante 

sobre-expresión (Egr1 con un FC de 3,53, Egr2 con 18,67 y Egr3 con 5,41), 

especialmente la de Egr2, pero también se pudo observar estos genes dentro 

de un fuerte núcleo de interacciones con varios de los genes analizados (Fig. 

28), algunos de ellos, como se ha discutido ya, con interés dentro del estudio. 

En resumen, el estudio de la expresión de genes en los núcleos que generan 

las crisis epilépticas en diferentes modelos animales y en diferentes focos 

epileptógenos, nos permiten buscar un nexo común en esta enfermedad, de 

otro modo, “heterogénea”, con importancia potencial para futuras 

aproximaciones diagnósticas y terapéuticas en la epilepsia humana. 
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Figura 28. Detalle de la red de interacciones entre las proteínas de los genes del estudio 

estricto del transcriptoma. Se observa la relación entre los genes de la familia Egr y otros 

como Fosl2, Fos, FosB, JunB, Aldh1a2 y Arc, cuya relación ya se ha señalado 

anteriormente. Las líneas representan las diferentes interacciones encontradas en la base 

de datos de STRING: de bases de datos organizadas (azul claro), determinadas 

experimentalmente (magenta), proximidad (verde), co-ocurrencia (azul oscuro), fusiones 

(rojo), búsquedas bibliográficas (amarillo), co-expresión (negro) y homología de proteínas 

(gris). 
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PRIMERA 

Se ha descrito el transcriptoma del núcleo desencadenante de las crisis 

epilépticas en el hámster GASH:Sal y anotados los genes. Tras la 

estimulación sonora, el análisis del transcriptoma en el colículo inferior del 

GASH:Sal por comparación con sondas de Cricetulus griseus, se pudieron 

detectar 102.277 genes expresados diferencialmente, de los que se pudieron 

identificar 86.695 en la anotación.  

 

SEGUNDA 

Las crisis convulsivas audiogénicas en animales susceptibles causan 

desregulación génica en el núcleo origen de las crisis. El análisis 

comparativo entre los genes expresados en el colículo inferior del hámster 

control y el GASH:Sal  muestra 58 genes diferencialmente expresados. Estos 

genes presentan un elevado número de interacciones entre ellos, lo que 

indica que deben estar, al menos de forma parcial, conectados 

biológicamente. 

 

TERCERA 

Las categorías funcionales con más genes representados son las de genes 

que codifican proteínas transportadoras (cationes y de canales iónicos), 

receptores (fundamentalmente acoplados a proteínas G), factores de 

transcripción y proteínas del citoesqueleto. También se detectan genes de 

respuesta a estímulos o implicados en procesos apoptóticos. 

 

CUARTA 

Tras las crisis convulsivas audiógenas, los genes FosB, JunB, Fos, Vcl están 

sobre-expresados en el colículo inferior de la línea de hámsteres GASH:Sal 

en comparación a los controles, a diferencia del Cav1, que presenta una 

menor expresión. Estos genes están implicados en la vía del receptor de 

GnRH, que ya ha sido relacionado con procesos epilépticos. 
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QUINTA 

El gen Gpr98, Mass1 o Vlgr1, tiene una baja tasa de expresión en el 

transcriptoma del colículo inferior tras las crisis epilépticas. Este gen 

codifica una proteína crucial en los fenómenos de transducción sensorial, 

auditiva y visual, lo que pudiera explicar las deficiencias auditivas descritas 

en el modelo GASH:Sal. 

 

SEXTA 

Los animales con susceptibilidad audiógena WAR y GASH:Sal mostraron 

sobreexpresión de los genes de respuesta temprana de crecimiento Egr1, 

Egr2, y Egr3, presumiblemente como un efecto del estrés asociado a las 

convulsiones. La sobreexpresión de estos genes fue mayor en el modelo WAR 

que en el GASH:Sal. Estos genes son factores de transcripción, y su 

activación precede a más respuestas transcripcionales relacionadas con 

procesos de mielinización, crecimiento celular, apoptosis, LTD y activación 

de genes reguladores de la transcripción. 

 

SÉPTIMA 

El estudio del transcriptoma en el núcleo origen de las crisis describe 

múltiples interrelaciones génicas y posiblemente proteicas, que pueden 

influir en el desencadenamiento de las crisis convulsivas audiógenas en el 

modelo GASH:Sal y permite buscar un nexo común en esta enfermedad, de 

otro modo, “heterogénea”, con importancia potencial para futuras 

aproximaciones diagnósticas y terapéuticas en la epilepsia humana.  
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Gen FC p Control GASH:Sal 

Abcc2 -2,09028 0,04868 79,18859 37,88424 

Aldh1a2 2,00508 0,02894 53,84824 107,9701 

Arc 2,07594 0,05571 36,95468 76,71559 

Asb14 2,43987 0,00326 52,7924 128,80643 

Atp2a3 -5,4915 0 702,13886 127,85932 

Bace2 -2,30651 0,05076 63,35087 27,46608 

C1s -2,32351 0,00036 209,05789 89,97508 

C6 -10,03333 0,00001 76,02105 7,57685 

Car3 2,34603 0,04643 27,45205 64,40321 

Cav1 -2,02197 0,00305 195,33186 96,60482 

Cd163 6,45847 0,00022 10,55848 68,19164 

Cmya5 2,23131 0,00119 84,46783 188,47411 

Dcdc5 -3,0443 0,00702 74,9652 24,62476 

Dcn 2,44308 0,00001 129,86929 317,28054 

Egr1 3,53465 0 88,69122 313,49212 

Egr2 18,67412 0 11,61433 216,8873 

Egr3 5,41528 0 171,04736 926,26977 

Fabp7 -2,50833 0,01999 76,02105 30,3074 

Fat3 -2,50067 0 1120,25464 447,98119 

Fhl2 2,85412 0,0032 34,84298 99,44614 

Fos 3,2445 0 446,62367 1449,07234 

Fosb 12,15041 0 11,61433 141,11881 

Fosl2 2,23209 0,0168 45,40146 101,34035 

Gadd45g 2,80119 0,00016 60,18333 168,58489 

Gng13 -3,34444 0,01566 53,84824 16,1008 

Gpr83 -3,14771 0,02459 50,6807 16,1008 

Gpr98 -2,27335 0,01073 109,80818 48,30241 

Grin2c -2,85671 0,00561 86,57953 30,3074 

Igfn1 -2,66586 0,03309 58,07164 21,78344 

Islr 2,32558 0,04501 28,50789 66,29743 

Junb 4,10062 0 66,51842 272,76656 

Krt19 2,22806 0,00424 65,46257 145,85434 

Lum 2,17457 0,04508 34,84298 75,76849 

Mybpc3 -3,90185 0,01699 44,34561 11,36527 

Myo15 -3,06574 0,01769 58,07164 18,94212 

Myom1 -2,94381 0,00005 178,4383 60,61479 

Npas4 3,33019 0 260,79443 868,49629 

Nup155 -2,11685 0 1208,94586 571,10498 

Ogn 2,90305 0,00011 58,07164 168,58489 

Rab29 -3,34444 0,01039 60,18333 17,99502 
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Gen FC p Control GASH:Sal 

Rem2 2,35078 0,03445 30,61959 71,98006 

Rnf125 3,36379 0,03402 12,67017 42,61977 

Sertad1 2,38053 0,04181 27,45205 65,35032 

Sfrp2 2,27115 0,01023 49,62485 112,70563 

Slc13a4 3,18439 0,00911 21,11696 67,24453 

Slc22a12 -2,02222 0,00632 164,71227 81,45112 

Slc28a1 13,90365 0,00003 4,22339 58,72058 

Slc6a12 2,19912 0,04826 32,73129 71,98006 

Slc6a13 2,19837 0 203,77865 447,98119 

Slitrk6 -2,14095 0,00241 178,4383 83,34534 

Smg1 -2,74722 0,01395 72,85351 26,51897 

Thbs1 2,34504 0,00105 73,90935 173,32042 

Tmsb15b -2,52977 0,03454 62,29503 24,62476 

Tph2 -2,81983 0,05057 45,40146 16,1008 

Traf5 3,76744 0,02895 10,55848 39,77846 

Ttr 21,14381 0 7,39094 156,27251 

Vcl 5,08306 0,02456 6,33509 32,20161 

Wnk4 -2,80768 0,00043 143,59532 51,14373 

 

Anexo 1. Lista de genes diferencialmente expresados filtrados usando dos parámetros: p ≤ 

0,05 y FC ≥ 2, por orden alfabético. La tabla indica el gen, el valor de la expresión 

diferencial (FC), la validez de la medida (p) y la señal recogida en el control y GASH:Sal. En 

verde los valores sobre-expresados y en rojo los infra-expresados. 
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Gen FC p Control GASH:Sal 

Depdc5 4,485049834 0,59325229 1,05584791 4,73553051 

Charn2 1,750616225 0,06293346 65,4625706 114,599838 

Ntrk2 1,443370583 0,12754717 116,14327 167,63778 

Entpd1 1,33192389 0,54423523 34,8429811 46,408199 

Slc4a10 1,22851365 0,61652754 48,569004 59,6676844 

Cacna1h 1,212213159 0,1021734 682,077752 826,823626 

Lgi4 1,205816677 0,59690664 64,4067227 77,6627003 

Grm8 1,196013289 0,68755405 44,3456123 53,0379417 

Glul 1,173041382 0,02327122 7709,80146 9043,91616 

Grik5 1,172534968 0,24977678 457,182146 536,062053 

Nf2 1,162375415 0,25809805 506,806998 589,099995 

Aldh7a1 1,151566849 0,30520347 468,796473 539,850478 

Actb 1,149626979 0,03962516 13155,865 15124,3373 

Map2 1,146179402 0,88658944 19,0052624 21,7834403 

Prrt2 1,141453259 0,22594719 879,521311 1003,93247 

Abcb1a 1,130378413 0,62777932 129,869293 146,801446 

Loc100909544 1,109536838 0,28632407 1292,35785 1433,91864 

Reln 1,102685329 0,41003512 713,753189 787,04517 

Cdc42 1,102349598 0,37728853 876,353768 966,048223 

Cntnap2 1,099731569 0,42316046 714,809037 786,098064 

Clcn2 1,073748773 0,539232 782,383303 840,083112 

Gabrg2 1,068574473 0,44989651 1981,82653 2117,72924 

Nsf 1,067007823 0,72748005 261,850282 279,3963 

Cp 1,066947107 0,65758212 440,28858 469,764626 

Slc6a1 1,062575931 0,43478844 3655,34547 3884,08212 

Rilp 1,060102688 0,86567789 92,9146163 98,4990345 

Grik1 1,052740864 0,84145444 152,042099 160,060931 

Itpr1 1,048248184 0,55922148 2999,66392 3144,39226 

Kctd7 1,04790884 0,88282908 112,975727 118,388263 

Add1 1,042713664 0,58465295 4114,63932 4290,39064 

Cacna1g 1,042370308 0,66147269 1524,64439 1589,24404 

Becn1 1,039978136 0,73577886 821,449676 854,289703 

Cacna1a 1,039642424 0,65814346 2045,17741 2126,2532 

Adk 1,035932739 0,76547331 790,830087 819,246777 

Syn1 1,028875316 0,83395549 581,7722 598,571056 

Ache 1,028063743 0,7961358 1069,57394 1099,59018 

Strada 1,023859861 0,92335655 209,057887 214,045979 

Efhc1 1,013169531 0,97833725 146,76286 148,695658 

Gabra1 1,01146686 0,87477726 6959,09359 7038,89254 

Dlg4 1,00755697 0,92585101 3598,32969 3625,52216 

Grin2b 1,005738448 1 69,6859622 70,0858515 

Bche -1,005160899 1 174,214906 173,320417 
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Gen FC p Control GASH:Sal 

Scarb2 -1,00525267 0,94538111 5308,80331 5281,06362 

Npy1r -1,005519245 1 97,138008 96,6048223 

Abat -1,008375209 0,97009458 380,105249 376,948228 

Charn4 -1,013703704 0,9394769 412,836534 407,255623 

Loc100763478 -1,023991413 0,71844353 30569,9646 29853,7314 

Gria1 -1,027004059 0,80154676 1136,09235 1106,21993 

Lgi1 -1,029736842 0,74809975 1853,01309 1799,50159 

Cacng3 -1,033526235 0,84369239 375,881857 363,688743 

Casp2 -1,037931034 0,95777269 57,0157873 54,9321539 

Kcnq2 -1,050187869 0,63104871 1235,34206 1176,30578 

Atp6ap2 -1,05039455 0,56980177 2255,29114 2147,08953 

Fyn -1,055658501 0,56720809 1582,71602 1499,26896 

S100b -1,071883184 0,46115632 1608,05637 1500,21606 

Chrnb2 -1,075796296 0,63762596 407,557294 378,84244 

Scn1b -1,080583986 0,44654367 1233,23036 1141,26285 

Cacnb4 -1,087563786 0,45289375 927,034467 852,395491 

Loc100737706 -1,088888889 0,88309721 44,3456123 40,7255623 

Gabrb3 -1,093569598 0,40678372 1032,61926 944,264783 

Prickle1 -1,104237824 0,46610289 551,15261 499,124915 

Gabrd -1,106432749 0,69902842 139,371924 125,965111 

Pdyn -1,114814815 0,91846007 22,1728062 19,8892281 

Pgf -1,114814815 1 1,05584791 0,9471061 

Glud1 -1,119153127 0,10896318 8988,43328 8031,45974 

Htr7 -1,124768519 0,67756374 119,310814 106,075883 

Tbc1d24 -1,131489395 0,38267866 501,527759 443,245655 

Grm1 -1,14339981 0,62248967 126,70175 110,811414 

Abcb1b -1,146666667 0,81253231 38,0105249 33,1487135 

Me2 -1,171008732 0,20918461 682,077752 582,470252 

Th -1,210475492 0,25172152 347,373963 286,973149 

Kcnq3 -1,305321144 0,22501315 195,331864 149,642764 

Npy2r -1,393518519 0,81248235 10,5584791 7,57684881 

Kcnma1 -1,397234568 0,06685029 297,749111 213,098873 

Crhbp -1,457834758 0,66293291 17,9494145 12,3123793 

Mbp -6,317283951 0,07838077 17,9494145 2,8413183 

 

Anexo 2. Lista de genes encontrados en la búsqueda “epilepsy”, entre los fenotipos asociados 

de la lista completa de expresión diferencial. Se encuentran ordenados según su valor de 

FC. 
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Gen FC p Control GASH:Sal 

Epm2a 1,146179402 0,50874155 190,052624 217,834403 

Gabrg2 1,068574473 0,44989651 1981,82653 2117,72924 

Gabra1 1,01146686 0,87477726 6959,09359 7038,89254 

Optn -1,020433082 0,85845269 970,324232 950,894526 

Atn1 -1,026199301 0,79556291 1369,43474 1334,4725 

Loc100737706 -1,088888889 0,88309721 44,3456123 40,7255623 

Scn9a -1,103554059 0,57276483 310,419286 281,290512 

Cystatin-b -1,217091403 0,4698707 125,645902 103,234565 

 

Anexo 3. Lista de genes encontrados en la búsqueda “epilepsies”, entre los fenotipos 

asociados de la lista completa de expresión diferencial. Se encuentran ordenados según su 

valor de FC. 
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Gen FC p Control GASH:Sal 

Il6r 2,332225914 0,459517612 5,279239564 12,31237931 

Drd3 1,794019934 1 1,055847913 1,894212202 

Ptgs2 1,644518272 0,703932984 6,335087476 10,41816711 

Casp1 1,524916944 0,652246393 10,55847913 16,10080372 

Ccnd1 1,432322366 0,264687187 65,46257059 93,76350401 

Ncf2 1,409587091 0,663031037 14,78187078 20,83633422 

Xrcc1 1,370431894 0,298588963 76,02104972 104,1816711 

Tnfrsf1a 1,30474177 0,667974741 23,22865408 30,30739524 

Dusp6 1,289080548 0,23617507 159,4330348 205,5220239 

Aif1 1,28144281 0,780319632 14,78187078 18,94212202 

Dusp1 1,279880075 0,150268042 259,7385865 332,4342415 

Med17 1,252581485 0,212848001 234,3982366 293,6028913 

Grm8 1,196013289 0,687554047 44,34561233 53,03794166 

Wnt2 1,196013289 0,828508784 19,00526243 22,73054643 

Abcc8 1,191530481 0,133701119 704,2505578 839,1360056 

Plp1 1,189953462 0,007877543 32456,76484 38622,0397 

Charn3 1,186046512 0,554561392 95,02631215 112,705626 

Grik5 1,172534968 0,249776784 457,1821462 536,0620532 

Apaf1 1,146179402 0,732884827 57,01578729 65,35032098 

Prrt2 1,141453259 0,225947195 879,5213113 1003,932467 

Npy 1,130845898 0,364235236 494,1368232 558,7925997 

Sez6 1,11818247 0,222499211 1614,391459 1805,184229 

Ywhab 1,095809897 0,217301909 4911,80449 5382,403973 

Alad 1,085666825 0,650802459 266,073674 288,8673608 

Tnfrsf1b 1,07641196 1 10,55847913 11,36527321 

Gabrg2 1,068574473 0,449896508 1981,826532 2117,729242 

Loc100752268 1,062886632 0,607484986 742,2610826 788,9393822 

Pde4a 1,0530117 0,983788856 24,28450199 25,57186473 

Rtn4 1,051703477 0,540940885 2675,518611 2813,852226 

Eno2 1,04445283 0,531533202 9583,931504 10009,96438 

Ywhaz 1,040079064 0,630474651 2846,565973 2960,653672 

Camk2d 1,03528423 0,8595854 267,1295219 276,5549815 

Aspm 1,0350115 1 13,72602287 14,20659152 

Gja1 1,033740129 0,79844722 630,3412039 651,6089976 

Gabbr1 1,02563539 0,729276912 5905,357376 6056,743517 

Kcnj10 1,020554745 0,842694549 1264,905799 1290,905616 

Ccnb1 1,016611296 1 15,83771869 16,10080372 

Pld2 1,015669553 0,907839122 670,4634246 680,9692867 

Kcnj11 1,013504768 0,997153956 81,30028928 82,3982308 

Srebf2 1,008072396 0,929208904 2225,7274 2243,694354 

Pld1 1,007020623 1 111,9198787 112,705626 

Npy1r -1,005519245 1 97,13800797 96,60482231 

Syt4 -1,005601608 0,961367611 1263,849952 1256,809796 
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Gen FC p Control GASH:Sal 

Scn2b -1,008590882 0,943593236 992,497038 984,0432391 

Slc12a2 -1,010139788 0,912137197 2068,406061 2047,643391 

Il6st -1,010765432 0,925061483 1076,964871 1065,494364 

Rrm1 -1,016207116 0,928461064 391,7195756 385,4721832 

Gad2 -1,021481481 0,898047456 416,0040776 407,2556235 

Gria1 -1,027004059 0,801546757 1136,092354 1106,219926 

Neurl1 -1,029059829 0,939793314 114,0315746 110,8114138 

Ank -1,041019233 0,674526561 1534,147017 1473,697093 

Apex1 -1,044511178 0,803569161 329,4245488 315,3863317 

Kcnq2 -1,050187869 0,631048706 1235,342058 1176,305778 

Nqo1 -1,05482478 0,800759765 222,7839096 211,2046605 

Nr3c1 -1,060433604 0,653046484 617,6710289 582,4702522 

Msh2 -1,0651001 0,602531539 746,4844743 700,8585148 

Mtap1b -1,070807696 0,302272396 23404,98068 21857,3146 

S100b -1,071883184 0,461156319 1608,056371 1500,216064 

Acp2 -1,077773808 0,499074356 952,3748173 883,6499923 

Gria2 -1,079007058 0,59921114 477,2432566 442,2985492 

Scn1b -1,080583986 0,446543668 1233,230362 1141,262852 

Loc100737706 -1,088888889 0,88309721 44,34561233 40,72556235 

Pten -1,089453053 0,330928903 2086,355476 1915,048536 

Ccr5 -1,094907407 0,843288839 58,0716352 53,03794166 

Vip -1,094907407 0,843288839 58,0716352 53,03794166 

Slc6a11 -1,095089437 0,196675432 8733,973934 7975,580478 

Adarb1 -1,098525878 0,305711 1780,159581 1620,498539 

Glud1 -1,119153127 0,108963178 8988,433281 8031,459737 

Cit -1,146171066 0,136440046 1813,946714 1582,614295 

Cplx2 -1,183480945 0,335979083 309,3634384 261,4012839 

Bad -1,197013142 0,355971274 246,0125637 205,5220239 

Loc100760218 -1,19739369 0,77963133 30,61958947 25,57186473 

Smo -1,19739369 0,421714896 183,7175368 153,4311884 

Cystatin-b -1,217091403 0,469870703 125,6459016 103,234565 

Pcsk1 -1,224363091 0,08911752 802,4444137 655,397422 

Kcnq3 -1,305321144 0,225013147 195,3318639 149,642764 

Plau -1,309907407 0,55126565 49,6248519 37,88424404 

Bag3 -1,331932307 0,094379845 336,8154842 252,877329 

Hrh3 -1,490595089 0,151571858 125,6459016 84,292443 

Npy5r -1,66036249 0,172888481 73,90935389 44,51398675 

Gpr98 -2,273347858 0,010727248 109,8081829 48,30241116 

C7 -5,016666667 0,095902215 19,00526243 3,788424404 

 

Anexo 4. Lista de genes encontrados en la búsqueda “seizure”, entre los fenotipos asociados 

de la lista completa de expresión diferencial, ordenados según su valor de FC. 
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Gen FC p Control GASH:Sal 

Depdc5 4,48504983 0,59325229 1,05584791 4,73553051 

Charn2 1,75061623 0,06293346 65,4625706 114,599838 

Sptan1 1,26396859 0,71510894 23,2286541 29,3602891 

Sik1 1,19085806 0,39695238 183,717537 218,781509 

Alg13 1,17732558 0,76399226 33,7871332 39,7784562 

Mef2c 1,17117913 0,32719053 317,810222 372,212698 

Snip1 1,15441283 0,57776483 121,42251 140,171703 

Aldh7a1 1,15156685 0,30520347 468,796473 539,850478 

Cdkl5 1,14699635 0,5029437 193,220168 221,622828 

Cntnap2 1,09973157 0,42316046 714,809037 786,098064 

Szt2 1,07943842 0,45494941 1126,58972 1216,08423 

Kcnc1 1,07766263 0,43908236 1363,09966 1468,96156 

Kcnb1 1,07105668 0,70046692 282,967241 303,073952 

Gabrg2 1,06857447 0,44989651 1981,82653 2117,72924 

Slc6a1 1,06257593 0,43478844 3655,34547 3884,08212 

Ier3ip1 1,05232265 0,77407399 298,804959 314,439226 

Grin1 1,04660589 0,56470498 3349,14958 3505,23968 

Epm2a 1,03072574 0,76897224 1189,9406 1226,5024 

Syn1 1,02887532 0,83395549 581,7722 598,571056 

Strada 1,02385986 0,92335655 209,057887 214,045979 

Gabra1 1,01146686 0,87477726 6959,09359 7038,89254 

Grin2b 1,00573845 1 69,6859622 70,0858515 

Dnm1 -1,00032789 0,99764711 8293,68535 8290,96681 

Scarb2 -1,00525267 0,94538111 5308,80331 5281,06362 

Charn4 -1,0137037 0,9394769 412,836534 407,255623 

Slc35a2 -1,02343655 0,89701154 354,764899 346,640833 

Scn8a -1,02859878 0,74304553 2355,59669 2290,10255 

Lgi1 -1,02973684 0,74809975 1853,01309 1799,50159 

Gnao1 -1,03160701 0,71198136 2565,71043 2487,10062 

Kcnq2 -1,05018787 0,63104871 1235,34206 1176,30578 

Arhgef9 -1,05121069 0,55295586 2547,76101 2423,64451 

Wwox -1,05985915 0,8300434 142,539468 134,489066 

Prickle2 -1,06439605 0,63577965 601,83331 565,422342 

Chd2 -1,06596534 0,52473636 1290,24615 1210,4016 

Gabrb3 -1,0935696 0,40678372 1032,61926 944,264783 

Gosr2 -1,0960258 0,68498509 184,773385 168,584886 

Hcn1 -1,09873575 0,46011422 649,346466 590,994207 

Scn9a -1,10355406 0,57276483 310,419286 281,290512 

Prickle1 -1,10423782 0,46610289 551,15261 499,124915 

Pnkp -1,10584848 0,52267578 390,663728 353,270576 

Tbc1d24 -1,1314894 0,38267866 501,527759 443,245655 

St3gal3 -1,13704272 0,30014863 702,138862 617,513178 
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Gen FC p Control GASH:Sal 

Plcb1 -1,14131858 0,28002209 727,479212 637,402406 

Kcna2 -1,16591049 0,09247657 1855,12478 1591,13825 

Nhlrc1 -1,19304743 0,65454324 64,4067227 53,9850478 

Cln8 -1,23717254 0,49685595 96,0821601 77,6627003 

Kcnq3 -1,30532114 0,22501315 195,331864 149,642764 

Grin2a -1,39704641 0,11972266 209,057887 149,642764 

Kcnma1 -1,39723457 0,06685029 297,749111 213,098873 

Arx  0,63535221 0 2,8413183 

 

Anexo 5. Lista de genes de la lista de expresión diferencial completa que coinciden con los 

señalados por la EGI en su lista de genes relacionados con la epilepsia, ordenados según su 

valor de FC. 
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Anexo 6. Overexpression of the immediate-early genes Egr1, Egr2, and Egr3 in two strains 
of rodents susceptible to audiogenic seizures.  

 


