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La epilepsia es una de las patologias mas comunes del cerebro (World Health
Organization, 2005). Una de cada diez personas sufrird por lo menos un ataque
epiléptico durante su vida, y una tercera parte desarrollara epilepsia. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud, La epilepsia afecta 50 millones de personas en
todo el mundo y constituye el 1% de la carga global de enfermedades, una tasa
equivalente al cancer de mama en mujeres y al cdncer de pulmoén en hombres
(Murray y Lopez, 1994). La epilepsia es conocida desde antigiiedad; un texto
Asirio-Babilonico escrito hace tres milenios proporciona ya una descripcion
clinica exacta de la enfermedad (Wilson y Reynolds, 1990), y los médicos
hindtes y chinos en esa época estaban también familiarizados con ella. La palabra
“epilepsia”, deriva del verbo griego epilamvanein (ser agarrado, ser atacado).
Esta terminologia provenia de la antigua nocidn de que todas las enfermedades se
debian a la accion de los dioses o espiritus diabolicos, generalmente como
castigo. Dado que las crisis constituian el ejemplo més vivo de la posesion
demoniaca, la epilepsia se llegd a denominar “la enfermedad sagrada” y ya en el
siglo V después de Cristo, la palabra habia adquirido gradualmente el significado
especifico y particular que se asocia a esta enfermedad hoy en dia. Comparando
con los avances hechos durante el siglo pasado, hay que considerar cudn de
grandioso y fundamental fue el primer paso atribuido a Hipocrates acerca de la

etiologia de la enfermedad, ~ 400 A.C., quien djo que la epilepsia era una
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enfermedad del cerebro que debia ser tratada con dieta y farmacos, y no mediante

encantamientos religiosos.

La epilepsia no representa una enfermedad especifica, ni siquiera un sélo
sindrome, sino un conjunto amplio de ellos causados por desérdenes cerebrales,
que pueden ser a su vez secundarios a una gran variedad de procesos patologicos.
Los términos “desorden convulsivo”, “crisis convulsivas™ y “crisis cerebrales”,
que se utilizan a menudo como sindénimo de epilepsia, se refieren a episodios
paroxisticos recurrentes a causa de una disfuncion cerebral y manifestados por
estereotipias en el comportamiento. Los conceptos modernos de epilepsia derivan
de trabajos realizados a mediados del siglo XIX por numerosos médicos y
cientificos, el mas importante de ellos, John Hughlings Jackson. En un momento
en que se consideraba epilepsia a los desordenes consistentes en convulsiones
generalizadas, y éstos se atribuian a disfunciones en el bulbo raquideo, Hughlings
Jackson establecio diversas categorias de crisis, cada una con su propia fisiologia
y semiologia. Su explicacion de los llamados “estados sofiadores” como crisis
focales, que se originan en areas concretas dentro de la corteza cerebral coincide
con lo que actualmente se piensa de las crisis limbicas. De igual modo, su
reconocimiento de las crisis focales motoras (crisis jacksonianas), no sé6lo sirvid
para identificar el lugar responsable dentro del cerebro, sino también permitd
bosquejar las inferencias que han cambiado para siempre nuestros conceptos sobre
la representacion cortical motora y el control cerebral del movimiento voluntario.
Hughlings Jackson, mas que cualquier otra persona, establecié un acercamiento

cientifico al estudio de los fendmenos epilépticos.
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Hoy, una gran cantidad de fendmenos clinicos se catalogan como ataques
epilépticos, algunos de ellos (ej., las crisis mioclonicas y atdnicas) son
actualmente mal entendidas y podrian, de hecho, reflejar mecanismos neuronales
algo diferentes de los procesos fisiopatologicos considerados tradicionalmente
como epilépticos. Una variedad de condiciones o de epilepsias, han sido
categorizadas y definidas no solo por los tipos de crisis manifiestadas, sino
también por otras caracteristicas clinicas asociadas. Los sindromes epilépticos
especificos tienden a ser identificados por sus tipos de crisis caracteristicos, el
patron de repeticion de la crisis, la edad de inicio, los sintomas clinicos y
neurolégicos asociados, el electroencefalograma, la presencia o ausencia de
episodios familiares y su pronostico.

Hoy en dia, las epilepsias y los sindromes epilépticos se dividen de forma
genérica en desordenes idiopdticos y sintomdticos.

Las epilepsias idiopdticas, son generalmente benignas en el sentido que no
estan asociadas a lesiones cerebrales o anormalidades neurolégicas con excepcion
de las propias crisis, tendiendo a ser autolimitadas y a responder facilmente a los
farmacos antiepilépticos. Los factores genéticos son importantes y las
manifestaciones estan tipicamente relacionadas con la edad.

Las epilepsias sintomadticas, son aquellas, en las cuales las crisis son la
consecuencia de una lesion identificable u otra etiologia fisica o metabodlica
demostrable. Cuando las epilepsias son, probablemente sintomaticas pero
actualmente se desconoce su etiologia, se denominan criptogénicas, (ILAE, 1989).
Ha habido muchas tentativas para obtener un consenso en las definiciones del
ataque epiléptico y de la epilepsia. Recientemente, la Liga Internacional contra la

Epilepsia (ILAE) ha propuesto las nuevas definiciones para ambos (Fisher y cols.,
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2005). En esta propuesta, un ataque epiléptico se define como un “episodio
transitorio de signos y/o sintomas debidos a una actividad neuronal excesiva o
asincronica en el cerebro”. Esta definicion, reconoce que los conceptos anteriores
de inhibicién disminuida y de excitacidon creciente eran simplificaciones
excesivas, dado que la inhibicion aumenta realmente en algunas formas de
epilepsia, en la que la inhibicioén fasica constituye un elemento central en la
anormalidad epileptogénica primaria. Un ataque epiléptico puede también ser, una
respuesta natural del cerebro a un trastorno transitorio en su funciéon y por tanto,
no es necesariamente un desorden epiléptico. Tales crisis se refieren a menudo
como sintomaticas, reactivas, o agudas.

La epilepsia es un grupo de condiciones neuroldgicas, cuyas caracteristicas
fundamentales son la recurrencia de ataques, generalmente no provocados, con
convulsiones epilépticas. coTienen que suceder dos o mds crisis no provocados
con mas de 24 horas de separacion para que se englobe como epilepsia (ILAE,
1993).

Sin embargo, las nuevas propuestas del ILAE (Fisher y cols., 2005) ofrecen
una definicién més fundamental de la epilepsia: “condicion cronica del cerebro
caracterizada por una propension a generar convulsiones epilépticas, asi como
por las consecuencias neurobiologicas, cognoscitivas, psicologicas, y sociales de
esta condicion”. Esta definicion acentia la existencia de una anormalidad
epileptogénica intrinseca y persistente, que es una caracteristica del cerebro en si
mismo y se presenta asi, incluso cuando no estdn ocurriendo las crisis. Esto
contrasta con las crisis que son dependientes de traumas agudos u otras
condiciones que afectan transitoriamente a un cerebro normal. Sin embargo, una

anormalidad epileptogénica intrinseca del cerebro y necesaria para un diagndstico
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de la epilepsia, puede resolverse espontdneamente, como en algunas epilepsias

idiopaticas relativas a la edad que remiten de forma tipica.

Asi, la epilepsia es una entidad heterogénea con una gran variacion en etiologia y
caracteristicas clinicas. La ILAE divide las crisis en dos categorias principales:
crisis parciales, es decir, crisis focales o relacionadas con la localizacion, y crisis

generalizadas (Tabla 1).

Las crisis parciales se producen a partir de una descarga originada en una

region o foco especifico del cerebro, y manifiestan sintomas focales.

Las crisis generalizadas, comienzan probablemente en el tdlamo y otras
estructuras subcorticales, y en los registros electroencefalograficos
(electroencefalogramas o EEG), pueden comenzar simultineamente en ambos
hemisferios cerebrales, manifestando sintomas bilaterales en el cuerpo y se
asocian siempre a la pérdida de la consciencia. Las crisis parciales pueden
generalizar secundariamente y dan lugar a actividad tonico-clonica. Algunas crisis
parciales se generalizan rdpidamente, y la fase parcial de la convulsion puede no
ser facilmente evidente de forma clinica o en los EEG. Sin embargo, las crisis
parciales secundariamente generalizadas no se incluyen en la categoria de crisis

generalizados, las cuales incluyen solamente las crisis generalizadas primarias.

Las crisis convulsivas generalizadas pueden clasificarse como atonicas,
tonicas, clonica, tonico-clonicas, mioclonicas o de ausencia, en base a sintomas
clinicos y anormalidades de EEG. Las crisis tonicas se distinguen por la
contraccion rigida de musculos, incluyendo los musculos respiratorios, y son

generalmente breves. Las clonicas se caracterizan por las contracciones ritmicas
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musculares y duran mas tiempo. Junto a ellas, las crisis tonico-clonicas
generalizadas (fig. 1) también llamadas “grand mal” son las mas dramaéticas,

comunes y mas conocidas dentro de las crisis generalizadas.

Probablemente, la epilepsia generalizada puede iniciarse por tres mecanismos
distintos: (1) respuesta anormal de una region de la corteza cerebral hiperexcitable
a un estimulo normal del tdlamo, (2) estimulo subcortical primario, e (3)

inervacion cortical anormal de las estructuras subcorticales.

Fisiol6gicamente, una crisis es consecuencia de una descarga eléctrica
paroxistica de alto voltaje en neuronas susceptibles dentro de un foco
epileptogénico. Estas neuronas se sabe que son hiperexcitables y, por razones
desconocidas, permanecen en un estado de despolarizacion parcial. Las neuronas
que rodean el foco epileptogénico son GABA-érgicas y estan hiperpolarizadas,
inhibiendo a las neuronas epileptogénicas. Ocasionalmente, cuando las neuronas
epileptogénicas superan la influencia inhibitoria circundante, las corrientes se
difunden a las estructuras corticales vecinas y de ahi a las estructuras subcorticales

y del tronco cerebral.

Fig. 1 Crisis tonico-clonica generalizada. (a) Pérdida de consciencia, flexion de los \
brazos hacia arriba y extension. (b) Rigidez tonica por algunos segundos. Movimientos
sincronicos de contraccion-relajacion de grupos musculares (fase clonica). (c) Las
convulsiones disminuyen de ritmo y pueden parar del todo. (d) El hombre ha sido
colocado de lado para facilitar la respiracion y mantener la via aérea despejada.
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2.1. Alteraciones en la actividad eléctrica del Sistema Nervioso (Patron
EEG)

A un nivel bésico, la excitabilidad cortical y los patrones eléctricos estan
genéticamente especificados, y, es probable, que cada patron
electroencefalografico identificable sea un rasgo hereditario o esté compuesto de
una combinacion de ellos. Hasta ahora, no se ha identificado ningin “/ocus”
génico especifico en seres humanos como sincronizador del ritmo normal o
anormal del cerebro. En una linea de ratones mutantes “mocha”, se ha descubierto
un patrén electroencefalografico espontaneo y sincronizado que es regulado por
un solo locus recesivo (Noebels y Sidman, 1989). También, un defecto en un solo
locus génico puede dar lugar a actividad electroencefalografica generalizada
(onda-pico) en ratones mutantes, habiendo sido identificados algunos loci
independientes que dan lugar a patrones EEG fenotipicamente similares, y, a cada
uno de éstos, se le asocian diversas anormalidades en la excitabilidad celular
(Camfield y cols., 1978). En términos de epilepsia, en la actualidad parece claro
que los sindromes epilépticos raros hereditarios presentan anormalidades
monogénicas definibles. Es también evidente, sin embargo, que la susceptibilidad
epiléptica refleja alteraciones complejas en multiples factores que gobiernan la
excitablidad neuronal. Actualmente, los EEG constituyen un método facilmente
disponible para detectar una tendencia anormal de enfermedad en individuos
asintomaticos, o bien para establecer la base fisioldégica de personas con crisis
convulsivas o epilépticas. La electroencefalografia asi, ha asumido mayor

importancia en el analisis diagndstico de la epilepsia.
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La actividad electroencefalografica en el adulto sano es normalmente muy
estable durante largos periodos de tiempo (Matousek y cols., 1979; Travis y
Gottlober, 1937; van Dis y cols., 1979; Vogel, 1958). Casi nada se sabe, sin
embargo, de la estabilidad de los patrones epileptiformes (tabla. 1), especialmente
en términos de sus caracteristicas morfologicas y otros rasgos distintivos que
constituyen la base para la mayoria de las interpretaciones y de las clasificaciones.
Es bien conocido que el suefio afecta a la forma de las descargas epileptiformes
generalizadas. Esto se ve facilmente en los complejos onda-pico a 3 Hz, en los
cuales, los caracteristicos trazados paroxisticos onda-pico en el individuo
despierto reducen su duracion durante el suefio y se componen de picos y picos
multiples que recurren de forma esporadica con o sin un componente consistente
de onda lenta (Niedermeyer, 1965; Sato y cols.,, 1974).. En la medida en que la
morfologia de los trazados se utilice para clasificar a pacientes con convulsiones o
sindromes similares, el conocimiento del estado de vigilia o sueflo es importante.

En crisis de inicio generalizadas, los EEG interictales muestran puntos
simétricos, ondas-pico bilaterales y sincronas y descargas multiples onda-pico.
Mas allad de esta descripcion genérica, existe una considerable variabilidad en
como se expresa la actividad epileptiforme. Los pacientes con crisis tonico-
clonicas generalizadas, por ejemplo, muestran mds comunmente una actividad
onda-pico atipica, consistente en rafagas de picos junto con complejos onda-pico
entre 4-6 Hz irregularmente repetidos. A veces, sin embargo, estos pacientes
también muestran trazados con paroxismos de complejos onda-pico de 3 Hz. En
las crisis de ausencia infantiles, el EEG revela clasicamente actividad onda-pico
de 3 Hz, aunque un andlisis mas detallado revela que la frecuencia inicial est4 a

menudo sobre los 4 Hz, y que la frecuencia terminal, especialmente en los
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paroxismos durante los ultimos 10 segundos o mas, es de 2-2,5 Hz. En la epilepsia
miocldnica juvenil, se considera el patron interictal caracteristico del EEG la
presencia de multiples complejos onda-pico. Aunque este patron pueda ser el mas
especifico, ocurre en menos de la mitad de los pacientes que se clasifican dentro
de este tipo de desordenes (Janz, 1989). Otras anormalidades epileptiformes
comunes en pacientes con epilepsia mioclonica juvenil incluyen actividad onda-
pico de 3-Hz y un atipico patrén onda y onda-pico sobre los 4-6Hz. En todos los
sindromes catalogados como epilepsia generalizada idiopdatica, pueden
encontrarse casi todas las variaciones de la actividad onda-pico, aunque pueda
predominar estadisticamente uno u otro patrén en algunos tipos de crisis.

El electroencefalograma, en resumen, proporciona tres tipos de
informacién: confirmacion de la presencia de actividad eléctrica anormal,
informacion sobre el tipo de desorden epileptico, y por ultimo, informacion sobre
la localizacion del foco (Novotny, 1998).

Es normal realizar estudios electroencefalograficos 48 h o més después de una
crisis sospechosa, ya que un EEG realizado poco después de una crisis puede dar
resultados

engafiosos. El EEG debe incluir grabaciones durante sueio, el estimulo fotico, y
la hiperventilacion, dado que ciertos tipos de actividad paroxistica ocurren mas
probablemente bajo estas condiciones. En aproximadamente el 50 % de los
pacientes que tienen epilepsia, un s6lo EEG no demuestra ninguna anormalidad;
si los resultados electroencefalograficos son normales y la sospecha de epilepsia

es alta, se debe practicar otro EEG.
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Parciales

Crisis parciales
simples (focal)

Crisis parciales
complejas (I6bulo
temporal o
psicomotor)

Crisis parciales
secundariamente
generalizadas
(ténico-cldnicas o
gran mal)

Generalizadas

Crisis de ausencia
(petit mal)

Crisis ténico-
clénicas
primariamente
generalizadas
(grand mal)

Sintomas pueden ser motores, sensoriales,
autondmicos o f fsicos, dependiendo de la
localizacién de la descarga eléctrica; la
conciencia no se altera

Comienzan sin aura oco n sintomas motores,
sensoriales, autonémicos o fisicos; conciencia
alterada; pueden aparecer automatismos

Comienzan con sintomas motores, sensoriales,
autondmicos o fisicos; pérdida de conciencia con
aumento ténico muscular y clonus subsiguientes
van desapareciendo lentamente; el pa ciente estd
comatoso después de la crisis y s e recupera
lentamente

Comienza rdpidamente con un breve periodo de
no respuesta (unos 10 seg) y recuperacion rdpida;
el tono muscular puede aumentar o disminuir con
signos de automatismos o clonus.

Comienza con pérdida de conciencia o
sacudidas mioclénicas; con aumento ténico
muscular y ¢ lonus subsiguientes van
desapareciendo lentamente; el paciente esta
comatoso después de la crisis y se recupera
lentamente

Enlentecimiento focal o ondas
lentas o ambos

Enlentecimiento focal o ondas
lentas 0 ambos

Enlentecimiento focal o ondas
lentas o ambos

Patrén punta-onda (3Hz)

Patrén punta-onda (3-5 Hz)

Tabla 1.Caracteristicas electroencefalograficas observados en la electroencefalografia
rutinaria, sin incidencia de crisis.

2.2 Alteraciones bioquimicas o metabolicas

Debido a los exigentes y continuos requisitos del cerebro, la disfunciéon
neurometabolica es un aspecto fisiopatologico dominante en el cerebro epiléptico.
Ademas, las disfunciones neurometabolicas tienen muchas caracteristicas de auto
propagacion tipicas de los procesos epileptogénicos, de manera que cada descarga
paroxistica aumenta la probabilidad de lesion mitocondrial. Asi, el metabolismo
neuronal anormal puede ser, no sélo un signo cronico del cerebro epiléptico, sino

también un causante directo de la epileptogénesis.

La base para la hipotesis metabodlica se deduce de distintos focos de evidencias,
incluyendo datos de imagen diagnostica, parametros fisiologicos humanos y
estudios realizados en modelos animales. Hay evidencias claras de que la

disfuncién metabdlica es comun en la epilepsia humana, y bastante especifica para
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identificar con frecuencia la zona origen de la crisis en muchos pacientes. La
tomografia de emision de positrones (PET) usando 18-fluorodeoxiglucosa (FDG)
es de uso general para la identificacion de 4areas hipometabdlicas o
hipermetabolicas. Hay abundantes datos sobre los pacientes epilépticos que
sugieren una alteraciéon en el metabolismo de las neuronas y de la glia. Es
conocido ampliamente que la neurotransmision y el metabolismo estan
intimamente ligados (Schousboe y cols., 1992). En el caso del neutrotransmisor
glutamato, su aclaramiento hacia glutamina mediado por la glutamina sintetasa
esta acompaifiado de la expresion especifica de esta enzima en las células de la
glia. La glutamina se convierte de nuevo a glutamato en las neurona con
actividad glutaminasa. Este ciclo establece claramente una direccionalidad del
flujo de la neurotransmisioén del glutamato entre la neurona y el astrocito. Es
evidente que en un cerebro dependiente de la glucosa para su funcionamiento, la
“unidad neurona-glia” estd en el centro de un sistema balanceado para la
neurotransmision y el metabolismo. En las alteraciones de cualquier célula, sin
implicar necesariamente la muerte celular, probablemente puedan influir
parametros tales como el flujo metabdlico, las concentraciones de glutamato en
estado estacionario, la glutamina, el GABA, y sobre todo la excitabilidad

neuronal, un componente clave en epilepsia.

2.3 Alteraciones genéticas

Entre los muchos sindromes epilépticos descritos en humanos, hay un elevado
nimero de epilepsias idiopaticas de caracter familiar en las que estdn implicados
de forma sustancial determinantes genéticos. Es también importante subrayar la
importancia de interacciones entre la predisposicion genética y los factores

ambientales en la manifestacion de las crisis y la expresion particular de un
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desorden dado. Asi, aunque haya evidencia inequivoca de factores hereditarios en
la epilepsia, los estudios genéticos familiares no definen claramente un patrén
hereditario para las formas comunes de epilepsia. Ademas, los datos sugieren un
componente hereditario complejo en todas las formas de epilepsia (Ottman, 2005).
La tabla 2 recoge la descripcion de diversos genes que son la base de epilepsias y
de sindromes epilépticos, implicados en un amplio espectro de funciones y vias
funcionales.

Al menos seis sindromes de epilepsia humana se considera que pueden ser
causados por herencia monogénica (Berkovic y Scheffer, 1997). En la actualidad,
se ha identificado un defecto molecular en tres de éstos; una mutaciéon en la
subunidad 4 del receptor nicotinico de la acetilcolina (Steinlein y cols.,1995,
1997), seria la causante de la epilepsia familiar nocturna; una mutacion en el gen
que codifica un inhibidor de proteasa de la cisteina, cystatin B (Pennacchio y
cols.,1996) seria la responsable de la epilepsia mioclonica progresiva vy,
recientemente, las convulsiones neonatales familiares benignas se han relacionado
con las mutaciones en uno de los dos genes codificantes de los canales de potasio
KCNQ2 y KCNQ3 (Singh y cols.,1998; Charlier y cols.,1998).

Alrededor del 30% al 40% de todas las epilepsias, especialmente durante nifiez y
adolescencia, se engloban en el término de epilepsias idiopdticas, siendo las
epilepsias idiopaticas generalizadas (EIG) las mas frecuentes entre ellas. Estudios
llevados a cabo en gemelos apoyan la hipdtesis de una etiologia genética casi
completa en el caso de las EIG (Berkovic, 1998), siendo mas probable un modelo
oligogénico o poligénico de herencia. Puede asumirse que varios genes
responsables de la susceptibilidad a la epilepsia estan implicados en cada paciente,

y que la interaccion entre los locus de estos genes multiplican sus efectos.
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Algunos genes en las EIG pueden determinar el umbral de las crisis influyendo
en la excitabilidad neuronal, mientras que otros genes de susceptibilidad podrian
ser responsables de la edad del inicio y por lo tanto del subtipo del crisis (Zara y
cols.,1995).

Los estudios de ligamiento en familias con muchos miembros y con un probable
caracter de herencia monogénica de EGI, encuentran la localizacion de estos loci
en los cromosomas 6p y 15ql4 para la epilepsia mioclonica juvenil (EMJ)
(Greenberg y cols.,1988; Serratosa y cols.,1996; Sander y cols.,1997; Elmslie y
cols.,1997) y en 8q24 para la epilepsia de ausencia infantil (Zara y cols.,1995;

Fong y cols.,1998; Sugimoto y cols., 2000).

Convulsiones neonatales benignas familiares KCNQ2 20q13
KCNQ3 8q24
Epilepsia generalizada con convulsiones febriles SCNIB 19q13
SCNI1A 2q24

SCN2A 2q24

GABRG2 5q31

Convulsiones neonatales-infantiles benignas familiares SCN2A 2q24
Epilepsia de ausencia infantil con convulsiones febriles GABRG2 5g31
Epilepsia mioclénica juvenil autosémica dominante GABRAL1 5q34
EFHCI1 6pl2

Epilepsia generalizada idiopdtica autosémica dominante CLCN2 3q26

Epilepsia del I6bulo frontal nocturna autosémica dominante | CHRNA4 20q13
CHRNB2 1921

Epilepsia parcial autosémica dominante con rasgos LGI1 10q24
auditivos

Tabla 2: Sindromes epilépticos idiopaticos mendelianos con genes identificados por
clonaje posicional. (a) mutaciones identificadas en mas de un sindrome epiléptico; (b)
mutaciones identificadas también en la epilepsia mioclonica grave infantil.

Han sido descritos otros loci potenciales en 2q36, 3q36, 14923 y confirmados en

15q14 (Sander y cols.,2000). No se han identificado las mutaciones génicas en
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estas localizaciones causantes de la patologia epiléptica, pero existen varios
candidatos probables entre los genes codificantes de proteinas de membrana tipo
canales 16nicos o transportadores. Como potenciales genes, cuya mutacion podria
desencadenar la epilepsia, se ha postulado en el cromosoma 2q36, el gen SLC443,
intercambiador de cloruro-bicarbonato; en 3q26, el gen de la subunidad B de
bloqueo de voltaje mediado por K*, KCNAIB (Schultz y cols.,1996) y el gen
CLCN; (Cid y cols.,1995) del canal de CI'; en 14924, el gen SLC842 (Liy
cols.,1994) del intercambiador de Na+/Ca2+; en 15ql4, el gen CHRNA7 de la
subunidad 7 del receptor neuronal de acetil colina (Chini y cols.,1994). Se ha
intentado establecer una correlacion entre la mutacion de diversos genes que
codifican canales i6nicos (KCNQ?2, Steinlein y cols.,1998, 1999; KCNQ3, Haug,
2000; KCNJ3 y KCNIJ6, Hallmann y cols.,2000; KCNN3, Sanders y cols.,1999;
CACNALIA, Sander y cols.,1998; SCN2B, Haug y cols., 2000) y la génesis de las

EGI, no existiendo datos definitivos que establezcan una asociacion evidente

A pesar de los aparentemente numerosos datos anteriores, para la mayoria de los
desordenes epilépticos, queda por determinar qué grado de alteracién en genes
individuales, o la interacion de multiples genes afectados, determinan la expresion

fenotipica de cualquier condicion epiléptica.
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3.1. Como pueden los modelos animales usarse para comprender la

patogenia y el tratamiento de la epilepsia

Las epilepsias constituyen uno de los desérdenes neurologicos humanos
mas comunes, presentando generalment los pacientes convulsiones clonicas
generalizadas. Mediante el empleo de diversos modelos de epilepsia, se busca una
mayor comprension de la base fisiopatoldgica de este tipo de convulsiones. El
conocimiento de los circuitos neurologicos y de los neurotransmisores implicados
en el proceso, llevaria a una mejor comprension de la génesis de la epilepsia, y

ofreceria nuevos blancos terapéuticos potencialmente utiles para su tratamiento.

Los modelos animales de convulsiones y de epilepsia han desempefado un
papel fundamental en nuestra comprension de los cambios fisioldgicos y del
comportamiento asociados a la epilepsia humana. Desde la primera mitad del
siglo XX, los modelos animales han conducido al descubrimiento de estrategias
para la terapia antiepiléptica, y muchos de estos farmacos son prescritos atn en la
actualidad. Los modelos animales presentan una amplia gama de especies desde
la Drosophila (Timpe y Jan., 1987; Noebels, 1999) a los primates no humanos, y
su valor ha sido inestimable para la investigacion de los mecanismos bésicos de
epileptogénesis. Tanto si existe una mutacion en un canal i6nico o en un receptor,
las alteraciones fundamentales en la funcién neuronal son constantes en los

distintos modelos (Engel, 1992).

Los modelos animales in vivo se han clasificado en modelos convulsivos y

modelos de epilepsia. Puesto que la epilepsia humana se define por la aparicion de
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multiples crisis recurrentes espontaneas, la induccion de crisis agudas Gnicamente
sin el componente cronico de la actividad epileptiforme se considera un modelo
para convulsiones, pero no para epilepsia (Engel, 1992). Por ejemplo, roedores
adultos pueden tener crisis generalizadas graves en respuesta a una Unica
exposicion al flurothyl (1,1,1-trifluoro-2-(2,2,2-trifluoroetoxy) etane) (Rose y
Watson, 1967), pero no desarrollaran crisis espontaneas; por el contrario, una
dosis convulsiva del acido kainico causa un dafio cerebral extenso y permanente,

y las crisis espontaneas subsiguientes (Schwartzkroin y cols., 1997).

A pesar de los enormes avances hechos en el campo de la investigacion de
la epilepsia, las preguntas basicas sobre los modelos agudos y los modelos
cronicos siguen siendo las mismas. Estas preguntas se relacionan con los
mecanismos del hiperexcitabilidad celular, la descarga neuronal sincrénica y su
actividad ritmica, las base de las alteraciones que provocan la transicion del
estado interictal al ictal, la propagaciéon de las crisis, su terminacidn, los
mecanismos y efectos secundarios de los farmacos antiepilépticos y, por ultimo,
las alteraciones del comportamiento cercanas o asociadas a las crisis
(Schwartzkroin y cols., 1997). Por tanto, los modelos experimentales no s6lo son
utiles para investigar los mecanismos basicos epileptogenos y que pueden usarse
para desarrollar nuevas estrategias preventivas, sino también para el estudio de la

funcidon normal del cerebro.

La validez de los modelos animales ha cambiado por varias razones;
primero, muchos de los modelos extraen una conclusiéon mecanicista sobre la
epilepsia basada en los estudios realizados en un cerebro normal sin epilepsia; en

segundo lugar, las manifestaciones del comportamiento asociadas a cada modelo



31

pueden diferir y no parecerse en nada al comportamiento en seres humanos. Por
ejemplo, el comportamiento ictal, interictal, y postictal puede variar entre los
diversos modelos de epilepsia, y los comportamientos relacionados con las crisis
pueden ser desde muy sutiles a extremadamente complejos. Tercero, los datos
obtenidos de una amplia gama de especies se han recopilado para obtener
informacién sobre el cerebro humano; no es equivoco sospechar que ciertos
mecanismos celulares, vias de propagacion de las crisis o las manifestaciones del
comportamiento en primates puedan ser mas complejos que en una rata o en un

raton.

Antes de que un animal pueda ser considerado un modelo de condicion
humana particular de la epilepsia, se deben satisfacer la mayor parte de los seis

criterios generales siguientes:

- el modelo debe exhibir los patrones electrofisiologicos similares a
observados en humanos, ya que el patron de la actividad de EEG

constituye un sello de crisis y de epilepsia,.

- las etiologias deberian ser similares. Por tanto, las condiciones
humanas que derivan de una predisposicion genética subyacente, de
una lesion, de un desorden neuronal en la migracion, etc., deben estar

incluidas en el modelo.

- si la condicion humana esta caracterizada por una edad de inicio, el
modelo animal propuesto debe escalarse o reflejar una edad similar al

presentar las crisis
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- sl la condicién humana estd caracterizada por cambios patologicos
especificos, tales como lesiones focales, el modelo animal debe exhibir

patologias similares.

- mientras que no existan tratamientos farmacoloégico vélidos
desarrollados para cada condicion humana, la condicion que se modela
deberé responder a los farmacos antiepilépticos con mecanismos de

accion similares.

- las caracteristicas del comportamiento, incluyendo manifestaciones del
comportamiento inducidas por la crisis asi como las alteraciones del
comportamiento a corto y a largo plazo exhibidas por el animal,

deberian reflejar las mismas que las observadas en seres humanos.

A pesar de la necesidad logica de estos criterios, la mayoria de los
modelos no pueden reproducir fielmente todos los aspectos mencionados. Cada
modelo aportard un conocimiento en particular y la profundizacién en cada uno de
ellos y la visién de conjunto, permitird ampliar sin duda nuestros conocimientos

sobre estos sindromes

3.2. Modelos actuales de epilepsia

Quizas los modelos animales mejor caracterizados en su electrofisiologia y
en el comportamiento lo constituyen los modelos de roedores de epilepsia de
ausencia, que se observa frecuentemente en la infancia temprana. Ejemplos de
algunos mutantes cominmente estudiados incluyen el raton ambaleante “totteter”
Fletcher y cols.,1996), el “stargazer” (Letts y cols.,1998, 2005), los ratones

letargicos B6EiC3 (Burgess y cols.,1997), y el Raton SJL/J, que muestran ataxia
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sobre los 14 dias de edad con ondas en pico y arresto motor como en las crisis de

ausencia (Cox y cols.,1997).

La mayor parte de estos ratones mutantes comparten caracteristicas similares a las
observadas en epilepsias humanas de ausencia, tales como una breve interrupcion
de la atencion, el caracter espontdneo, generalizado, con descargas de 3-7 Hz e
inicio en la tercera semana postnatal (que corresponde al periodo adolescente en
humanos). Fendmenos similares se observan también en varias lineas de ratas
mutantes, incluyendo: las ratas GAERS (Marescaux y cols.,1992); la rata
WAG/Rij (Coenen y cols.,2003), y la rata epiléptica espontanea (Serikawa y
cols.,. 1987). Aunque todos estos modelos comparten muchos patrones
electrograficos y de comportamiento observados en epilepsias humanas de
ausencia, se diferencian en que las crisis no desaparecen con la edad (Prasad y
cols.,1999). De forma similar, en humanos no se exhibe tipicamente la ataxia
(encontrada en la mayoria de los modelos del roedor), y las descargas observadas
en los EEG son generalmente mas rapidas (3 Hz), mientras que en pacientes, es

raro observar descargas mayores de 4 Hz..

También, existen varios modelos bien caracterizados que simulan en gran
medida las crisis parciales complejas observadas en pacientes con epilepsia de
l6bulo temporal (ELT). Los modelos de crisis indudas quimicamente por kainato
y pilocarpina (PILO) son probablemente los modelos de ELT més conocidos y
mejor estudiados. La vigencia de estos modelos es atribuible al cumplimiento de
muchos de los criterios descritos arriba. El KA (4cido kainico), un analogo) del
glutamato (Nadler, 1981) y la PILO (un agonista colinérgico) (Cavalheiro, 1995)

pueden causar crisis agudas eficientemente cuando son inyectados
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intracerebralmente o de forma sistémica en los animales. En roedores, grandes
dosis de estos farmacos inducen crisis graves que pueden desembocar en un
“status epiléptico”, al que sigue un periodo latente de varias semanas; este periodo
se continlla con un desarrollo de crisis recurrentes espontaneas (Cavalheiro,
1995). Una dosis convulsiva de KA o PILO, inducen una gran variedad de
manifestaciones comportamentales que simulan algunos automatismos
observados en la ELT humana. En ambos modelos, las crisis motoras limbicas
consisten generalmente en convulsiones clonicas de los miembros anteriores,
salivacion profusa, movimiento de alzado y caida. Patolégicamente, KA y PILO
generan lesiones similares a las de pacientes con esclerosis temporal mesial. Estas
lesiones incluyen tipicamente la pérdida de interneuronas GABA¢érgicas en el giro
dentado y la muerte de células piramidales dentro de los estratos CA3 y CA1 del

hipocampo.

El “kindling” o “encendimiento”, constituye otro importante modelo
experimental. En éste, el uso de un estimulo repetitivo de caracter focal o
descargas eléctricas a umbrales subconvulsivos, dan lugar en ultima instancia a
crisis convulsivas parciales o generalizadas intensas (Goddard, 1967, 1969). Este
modelo consolida su validez como modelo de epilepsia a través de las
observaciones en diversas especies animales, donde el “kindling” puede dar lugar
a crisis recurrentes espontaneas, reforzando la idea que las redes cerebrales se
transforman de forma permanente en hiperexcitables tras sufrir convulsiones
parciales repetidas. En la amigdala y otras regiones limbicas, el “kindling”
produce una progresiéon en cinco etapas caracteristicas de comportamiento

epiléptico (Racine, 1972): etapa 1: clonus facial; etapa 2: cabeceo ; etapa 3: clonus
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de miembros anteriores contralaterales ; etapa 4: alzamiento corporal; etapa 5:
alzamiento y caida. La gravedad de este comportamiento es creciente y se
corresponde también en un aumento en la duracion del EEG de la crisis. A pesar
de la popularidad del modelo de “kindling”, los animales requieren muchos
estimulos previos antes de que ocurran las crisis espontaneas, no considerandose

por tanto un buen modelo para crisis espontdneas.

Se han descrito varias especies genéticamente propensas a la epilepsia
como modelos para estudiar epilepsias reflejas fotosensibles y audiogénicas. El
babuino fotosensible, Papio papio, descrito hace aproximadamente 35 afios
(Killam, 1967) es altamente sensible al aplicarsele un estimulo fético intermitente
(luz estroboscdpica). En respuesta a este tipo de estimulo, los babuinos presentan
un reflejo mioclénico facial del cuello y de los miembros, seguido a menudo por
convulsiones generalizadas tonico-clonicas graves. Las crisis se pueden bloquear
mediante drogas anti-epilépticas (DAEs) usadas en clinica para las convulsiones
generalizadas, tales como fenobarbital, 4cido valproico y benzodiacepinas (Fisher,
1989). Aunque pueda ser un modelo genético para el estudio de la epilepsia
generalizada primaria (EPG) humana, hay diferencias que incluyen carencia de
crisis de de ausencia y radfagas onda-pico no bien formadas, pareciendo que el
estimulo desencadenante no desempefia un papel significativo en las crisis
(Niedermeyer, 1996). Otro animal que exhibe susceptibilidad convulsiva a
estimulos visuales y audiogénicos, es la raza Fayoumi de pollos (FEpi) (Batini y
cols.,1996). Estos pollos tienen una predisposicion hereditaria de caricter
autosdmico recesivo a la epilepsia inducida por la luz o estimulos auditivos

intensos. En estos animales, la luz produce mioclonia de la cabeza y del cuello, y
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un acceso de carrera repentino con estimulos auditivos intensos. En P. papio el
foco origen del crisis ha sido controvertido pero se sospecha que debe ser de
origen cortical mas que subcortical (Niedermeyer, 1996), en contraste con los
FEpis, donde se cree que el troncoencéfalo desempefia un papel en la generacion
de la crisis (Batini y cols.,1996). Este modelo puede ser de utilidad para la
investigacion de las bases fisiologicas en las nuevas epilepsias fotosensibles

humanas y en el desarrollo de fairmacos.

Otros modelos comunes de roedor con susceptibilidad convulsiva
audiogénica de origen genético, incluyen a la rata genéticamente propensa a la
epilepsia (GEPR) y los ratones DBA/2. Las ratas GEPR se han escindido,
mediante la seleccion de reproductores, en distintas colonias GEPR-3 y GEPR-9,
cada una con distinta predisposicion convulsiva (Dailey y cols.,1989). Las GEPR-
3 exhiben un unico episodio de carrera seguido de un clonus generalizado,
mientras que el mismo estimulo en las GEPR-9 conduce a convulsidnes tonico-
clonicas generalizadas graves, a veces precedidas de una sola fase de carrera. Las
ratas GEPR tienen crisis espontaneas y por tanto se consideran un modelo natural
de epilepsia. Aunque son altamente sensibles a los estimulos audiogénicos, estas
ratas también presentan una mayor susceptibilidad a convulsivantes quimicos,
inflamacion e hipertermia (Dailey y cols.,1989). Al igual que suceden en el
hombre, la repeticion diaria del estimulo audidgeno en ratas GEPR-9 dan lugar a
una prolongacion de las crisis con una ultima fase clonica a la que sigue un
periodo ténico de extension (Naritoku y cols.,1992). Las alteraciones
neuroquimicas en ratas GEPR incluyen déficits en la actividad de la noradrenalina

y de la serotonina (Dailey y cols.,1989).
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Los ratones DBA/2, son un linaje de ratones altamente sensibles a
estimulos auditivos intensos (10-20 kilociclos, DB 90-120) (Naquet y Valin,
1998; Seyfried y Todorova, 1999). En respuesta a estos estimulos, tienen crisis
caracterizadas por una fase de carrera salvaje seguida por convulsiones clonicas y
por ultimo una fase de extension tonica. La sensibilidad a las crisis comienza
alrededor de la segunda y la tercera semana postnatal, y la gravedad de la crisis
causa la muerte a menudo por fallo respiratorio en los animales (Naquet y Valin,
1998). Las investigaciones que buscaban los substratos anatomicos en los
modelos GEPRs y DBA/2 también han sugerido un origen subcortical para las
crisis, estando el coliculo y el tronco cerebral presumiblemente implicados en la
generacion de las crisis (Naquet y Valin, 1998; Seyfried y Todorova, 1999;
Faingold y cols.,1986; Le Gal La Salle y Naquet, 1990). Asi, estos simples
modelos de cardcter reflejo permiten el estudio de mecanismos del
hiperexcitabilidad en estructuras subcorticales pudiendo usarse como blancos en
terapias para seres humanos con estos tipos de susceptibilidades convulsivas.

La mayoria de desordenes metabdlicos asociados a epilepsia no tienen ninglin
modelo animal. Sin embargo, en un trabajo de Waymire y cols., (Waymire y cols.,
1995) se describe un ratébn que puede servir como modelo para las crisis
piridoxina-dependientes. En seres humanos, esta rara condicion causa el incio de
las crisis durante la infancia temprana y persiste toda la vida, pero las crisis
pueden controlarse con suplemento de piridoxina en la dieta (Goutieres y Aicardi,
1985). Los ratones con carencia tisular de fosfatasa alcalina (TNAP) tienen crisis
causadas por un defecto en el metabolismo del fosfato de piridoxal 59 (PLP)
(Waymire y cols., 1995). Debido a que la sintesis de GABA requiere PLP como

cofactor, se produce menos GABA y consecuentemente los ratones mutantes de
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TNAP tienen un 50% menos GABA en el cerebro. Consecuencia de ello son las
crisis graves mortales que se inician en la segunda semana postnatal. Estos ratones
pueden tratarse evitando su muerte mediante una terapia a base de piridoxina y
una dieta semisolida. Usando una linea genéticamente propensa a la epilepsia de
ratones (BALB/c) que también tienen niveles reducidos de GABA en el cerebro,
Dolina y cols., (Dolina y cols.,1993) también ha demostrado que complementando
la dieta con piridoxina durante la prefiez se suprime la susceptibilidad a las crisis
inducidas con PTZ y también a las audiogénicas pudiéndose restaurar los niveles
cerebrales de GABA. Asi, estos estudios representan diversos acercamientos
mecanicistas de como un déficit de piridoxina puede llevar a la hiperexcitabilidad
cerebral. El raton mutante macular, se ha propuesto como modelo para el
sindrome de Menkes (Xu y cols.,1994), asociada a convulsiones entre otros
sintomas. En seres humanos, esta enfermedad es una alteracion genética ligada al
cromosoma X y da como resultado un defecto en la absorcion de cobre. Las
caracteristicas clinicas y patologicas de estos ratones incluyen crisis de inicio
temprano, acompafnadas por la degeneracién progresiva de neuronas corticales,
emaciacion grave, cambios de la pigmentacion en la piel, y encrespamiento de las
vibrisas (Yamano y cols.,1987). En general, estos modelos constituyen ejemplos
de desdérdenes metabdlicos que producen alteraciones orgdnicas y del
metabolismo cerebral, causando cambios en la excitabilidad del cerebro y dano
neuronal, que conducen a crisis convulsivas. Mientras que en los modelos citados
existen adelantos en las terapias, muchos de los desordenes metabdlicos asociados

comunmente a crisis no tienen por ahora ningtin blanco terapéutico.
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4.1. Caracterizacion del comportamiento en las crisis audiogenas

Las crisis convulsivas audidogenas (CCA) se caracterizan por presentar diversas
fases en las que se manifiestan comportamientos o signos clinicos definidos. Entre
las distintas fases que presentan y en orden cronoldgico, la primera fase de
carrera es un componente sustancial en ellas, sin importar el nivel final de
gravedad alcanzado. En esta etapa de carrera salvaje, los animales corren a una
velocidad alta e incontroladamente por un tiempo tras la estimulacion actstica.
Esta fase, puede conducir posteriormente a una serie de convulsiones tonico-
clonicas seguidas por una fase tonica adicional. La fase carrera salvaje en si
misma puede consistir en una o dos carreras distintas, y se considera tipicamente
como parte de la progresion de la crisis, aunque esta distincién no sea evidente ni

se haya demostrado en algunos roedores, como el raton C57B1/6J (Henry, 1967).

En segundo lugar, aparece la fase de clonus, donde las convulsiones son de
caracter clonico y se caracterizan por la flexiéon dorsal del cuello, de los
miembros anteriores y posteriores, acompafiados por espasmos musculares de
todo el cuerpo y movimientos oscilantes. Durante las convulsiones clonicas
pueden observarse momentos de rigidez del cuerpo completo (tonus); la
observacion detallada permite clasificar la crisis como tonico-clonica. Para
algunas lineas de ratas, incluyendo la Wistar, Sprague-Dawley (Pierson y
Liebmann, 1992), Long-Evans (Reid y cols.,1996; Ross y Coleman, 1999), y la
rata moderadamente propensa a la epilepsia, GEPR-3 (Mishra y cols.,1989), una

convulsidn tdnico-clonica representa la gravedad méxima de crisis alcanzable.
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En tercer lugar, aparece el tonus, la manifestacion mas grave de las CCA, también
llamada fase tonica, consistente en extensiones rigidas y continuadas del cuello,
miembros anteriores y posteriores. El cuerpo de los animales en una crisis tonica
asume una forma de arco. Una crisis audiogena tonica siempre es precedida por
una fase de carrera salvaje y posiblemente por convulsiones clonicas. Las crisis
tonicas se observan en lineas de ratones DBA/2J (Reid y Collins, 1989), ratas
GEPR-9 (Mishra y cols.,1988), y ratas Wistar con susceptibilidad innata a las

CCA (Garcia-Cairasco y Sabbatini, 1989).

Por ultimo, después de una crisis clonica, tonico-clonica, o ténica, los animales
presentan generalmente los comportamientos tipicos de un periodo post-ictal, con
un periodo de duracion variable de inmovilidad estuporosa. Durante esta fase,
puede darse también un corto tiempo de insensibilidad a un estimulo adicional

acustico o tactil.

4.2. Substratos anatomicos y neuroquimicos de las crisis audiogenas

La mayor parte de los estudios sobre crisis audidgenas en los afios 50 y 60 eran
caracterizaciones de la induccion de las crisis y de los aspectos comportamentales.
No fue hasta los afios 70 cuando comenzarn a conocerse los substratos de las
CCA, debido a la disponibilidad creciente de aproximaciones quirurgicas,
electrofisiologicas y farmacologicas en los modelos animales de epilepsia. Con
estos métodos, se dilucidd tanto el papel del sistema auditivo como el de otras

estructuras en la génesis y propagacion de las crisis.

Vias aferentes de las CCA
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La susceptibilidad a presentar CCA comienza con la respuesta del oido interno al
estimulo acustico intenso, donde una pequefia pérdida de audiciéon puede explicar
la hipersensibilidad posterior a estimulos por encima del umbral auditivo. La
coclea solo estd protegida parcialmente contra la sobreestimulacion por un
estimulo actstico intenso; los musculos del oido medio pueden contraerse de
forma refleja en respuesta a sonidos altos (Clark y Pickles, 1996), por lo que es
relativamente facil inducir traumas cocleares con estimulos actstico intensos. En
este sentido, hay numerosas referencias bibliograficas que indican un periodo del
desarrollo en el cual la anatomia y la funcidon cocleares son especialmente
vulnerables a la sobreestimulacion (Clark y Pickles, 1996; Penny y cols., 1983;
Sha y cols., 2008). La funcion de los neurotransmisores a nivel coclear durante
este periodo particularmente sensible puede desempenar un papel vital. Asi, el
GABA interviene como un neurotransmisor tanto para las proyecciones eferentes
de la coclea (Bobbin y cols.,1990), como para las aferentes, que se originan en el
complejo olivar superior (Whitlon y Sobkowicz, 1989). El glutamato esta
implicado en la actividad aferente de las células cilidas intenas (CCI) (Knipper y
cols.,1997; Lefebvre y cols.,1991; Luo y cols.,1995), y su accion puede ser
modificada por la dopamina (Oestreicher y cols.,1997) y por la expresion Durante
el desarrollo postnatal en rata, diversos receptores glutamatérgicos (NMDA y
AMPA), que se expresan de forma transitoria durante el desarrollo postnatal
(Knipper y cols.,1997), lo cual es imperceptible en los animales adultos (Luo y
cols.,1995). La diferenciacion de las fibras aferentes de GABA en la coclea es
mads tardia que en otras estructuras y puede no madurar hasta el final del primer
mes de vida postnatal en raton (Whitlon y Sobkowicz, 1989), aunque existan

testimonios contradictorios en la rata (Merchan-Pérez, 1993). Durante este
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periodo particular en el desarrollo postnatal de los roedores, en el que se estan
consolidando las conexiones en la coclea, la interaccion de factores anatomicos,
neuroquimicos y fisiolégicos podria explicar las anormalidades anatémicas y

funcionales cocleares que acompafian la susceptibilidad a las CCA.

El coliculo inferior en modelos del crisis convulsivas audiogénas

El coliculo inferior (CI) ha sido implicado como una estructura critica en
susceptibilidad audidgena a las crisisFuncionalmente, el CI participa en la
codificacion de estimulos auditivos, tales como la frecuencia y procesamiento de
la sefial binaural (Ehret y Fisher, 1991; Friauf, 1992;Kelly y cols.,1991) y es un
centro de integracion, donde converge la informacidon auditiva ascendente y
descendente ( Ramon y Cajal 1904; Brodal 1981; Winer et al. 1998; Bajo and

Moore 2005.

De acuerdo a los tipos celulares y su arquitectura, el CI esta dividido en el ntcleo
central (CNIC), la corteza dorsal (DCIC) y la corteza externa (ECIC) (Coleman y
Clerici, 1987; Faye-Lund y Osen, 1985).En roedores, el CNIC est4d confinado
rostrolateroventralmente por el ECIC, y caudodorsalmente por el DCIC.

Las lesiones bilaterales del CI suprimen las CCA permanentemente (Garcia-
Cairasco y Sabbatini, 1991; Kesner, 1966; Wada y cols.,1970; Willot y Lu, 1970),
especialmente si la lesion dafia el CNIC (Willot y Lu, 1970). Las CCA también
se atentan parcialmente a causa de lesiones del CI (Ross y Coleman, 1996) y
particularmente las que dafian la ECIC (Willot y Lu, 1970). Por el contrario,
lesiones en otros ntcleos auditivos, como el cuerpo geniculado medial, no
producen variaciones en las CCA (Willot y Lu, 1997). De acuerdo a la estrecha

relacion entre la estructura del CI y su funcion y la susceptibilidad a las CCA, la
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investigacion sobre los substratos anatomicos de las CCA se ha centrado en el CI,
donde puede darse una hiperreactividad electrofisiologica ante un estimulo sonoro
intenso. Datos recientes de registros de ABR en las ratas Long Evans propensas a
CCA, sugieren una hiperreactividad al estimulo desencadenante por encima de un
cierto nivel de intensidad critico: las ondas IV-V producidas disminuyeron las
latencias de ABR a 70 y 90 dB comparadas con los controles (Coleman y

cols.,1999).

Los estudios inmunoquimicos con Fos (Morgan y cols.,1987) han confirmado un
aumento de actividad dentro del CI, particularmente en el DCIC y el ECIC, en
modelos no preestimulados (primed), (Kwon y Pierson, 1997; Pierson y Snyder-
Keller, 1994; Snyder-Keller y Pierson, 1992) y en animales genéticamente
susceptibles (Clough y cols.,1997; Le Gal La Salle y Naquet, 1990; Simler y
cols.,1994; Simler y cols.,1999) que han sido expuestos a intensidades de

estimulos capaces de inducir las crisis.

En el CI de animales controles, esta estructurado anatomofuncionalmente en
distintas bandas tonotopicas en (Clerici y Coleman, 1987; Coleman y cols.,1982;
Ehret y Fisher, 1991; Friauf, 1992). Estas bandas son densas y se distribuyen mas
difusamente en los animales preestimulados (primed) durante el desarrollo
(Pierson y Snyder-Keller, 1994; Snyder-Keller y Pierson, 1992) o estdn ausentes
en los animales genéticamente susceptibles (Clough y cols.,1997) donde no se da

el proceso normal de maduracion del sistema (Faingold y cols.,1990)

Los resultados de los estudios del CI ofrecen evidencias de que la reactividad
anormal del CI puede ocurrir en respuesta a estimulos por encima del umbral. A

nivel neuronal, existe un incremento en el porcentaje de neuronas del CNIC en
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ratas GEPRs que exhibieron una respuesta onset-offset (un pico al principio y fin
del estimulo) a altas intensidades de estimulo (80 dB o superior) comparadas a los
controles (Faingold y cols.,1986). Se ha sugerido que la respuesta de offset,
menos frecuente en los controles, puede representar una carencia de inhibicidon en
el CNIC (Faingold y cols.,1986). Tambien hay un aumento del niimero de
potenciales de accion de las neuronas del ECIC de las ratas GEPR en respuesta a
una estimulacion de 10 dB por encima del umbral comparado con los controles
crisis-resistentes, y en el porcentaje de las neuronas de las ratas GEPR que

presentan descargas sostenidas (Chakravarty y Faingold, 1997).

Vias eferentes de las crisis convulsivas audiogenas

Las vias eferentes de la CCA puede dividirse a nivel de la corteza externa del
coliculo inferior (ECIC) en vias directas y moduladoras, las cuales terminan en la
formacion reticular (FR) . En varios modelos de crisis troncoencefalicas, la FR
estd implicada en la via eferente de las crisis, pues las lesiones del subnucleo del
FR atenuan los componentes tonicos y clonicos de las crisis (Browning, 1985). En
animales GEPR-9 los niveles de glutamato del FR aumentan durante las crisis
(Chapman y cols.,1986). Recientemente, la subdivision del area parabrachial
lateral se ha identificado como un 4rea de alta induccion del FOS posteriormente a
las crisis tonicas generalizadas inducidas por el sonido o el electroshock (Eells y

cols.,1998).

El ECIC tiene proyecciones descendentes prominentes en varias areas de la
formacion reticular (Caicedo y Herberto, 1993), incluyendo el ntcleo pontino, el
nucleo tegmental ventrolateral, el nicleo reticular gigantocelular, y el nucleo

paragigantocelular lateral, que puede favorecer la via eferente directa de las CCA.
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La proyeccion del CI al FR puede ser de naturaleza glutamatérgica; las
inyecciones de D-3H-aspartate en el CNIC de chinchillas revelaron un marcado
anterogrado en el nucleo dorsolateral del nucleo pontino (Saint Marie, 1996). La
zona intercolicular, que corresponde a la parte mas rostral del ECIC también
proyecta a los nucleos reticulares tales como el nticleo reticular caudal del puente

y el nucleo reticular gigantocelular (Caicedo y Herberto, 1993).

La via directa propuesta para las CCA del CI a las estructuras reticulares se puede
modificar a nivel colicular o reticular por varias estructuras subcorticales. Por
ejemplo, en la sustancia gris periacueductal (SGP) de las ratas GEPR, las
neuronas exhiben un patron de disparo justo antes del inicio de las convulsiones
tonicas (N' Gouemo y Faingold, 1999). La susceptibilidad a las CCA es suprimida
en las GEPR-9s por el bloqueo de los receptores de NMDA o la activacion de los
receptores de GABA-A en la PAG (N' Gouemo y Faingold, 1999). La
administracion del antagonista opioide naloxona, antagonista en el SGP, dio lugar

a la supresion de las CCA (N' Gouemo y Faingold, 1999)

Otra estructura modulatoria importante en la red de las CCA es el coliculo
superior (CS). El papel del coliculo superior en la progresion de las CCA es
apoyado por la atenuacioén incompleta de las CCA cuando se realizan cortes a
nivel medio del coliculo (Tsutsui y cols.,1992) o lesiéon del CS (Willot y Lu,

1980) .

Microinyecciones focales del picrotoxina (antagonista no competitivo del receptor
de GABA-A en las capas profundas del coliculo superior (CPCS) de ratas,
produce pautas de carrera salvaje en dos tercios de los animales (Cools y cols.,

1984). En modelos de crisis audidgenas, lesiones sobre el CPCS reducen la
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incidencia de componentes tonico-clonicos en ratones DBA/2, mientras que las
carreras salvajes persisten (Willott y Lu, 1980). Cortes profundos a un nivel
medio (entre el CI y el CS) atentian la mayoria de los comportamientos del CCA
en animales propensos a las crisis (Tsutsio y cols.,1992). Aunque el CS esta
implicado como una estructura necesaria para las CCA (Gale, 1992, Garcia-
Cairasco y cols.,1998) los datos procedentes de los estudios de lesiones y
transecciones confirman que el SC no es una estacion obligatoria para la

propagacion de las crisis.

El modelo animal para este estudio es una linea desarrollada en el animalario de la
Universidad de Salamanca a partir de una linea originaria de la Universidad de
Valladolid. Esta linea, denominada GPG/Vall, sufria una epilepsia de origen
troncoencefalico (Aparicio, 1983; Gil-Verona y cols., 1991 y 1993) de
transmision hereditaria, cuyas crisis convulsivas audiogénicas (CCA) eran
desencadenadas por estimulos actsticos de 1-20 Khz. de frecuencia y 60-80 dB de
intensidad (Soria y cols., 1987). Las crisis desarrolladas por estos animales eran
crisis convulsivas generalizadas tonico-clonicas, cuya etiologia se asemejaba con
la epilepsia humana tipo Gran Mal. En un estudio posterior de esta linea en la
Universidad de Salamanca, se demostré un patron de herencia autosdmica
receviva para la susceptibilidad audidogena (Mufioz y Lopez, 2005),
constituyéndose una nueva linea denominada GASH:Sal. (Genetic audiogenic

seizure hamster)
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Al igual que otros modelos animales de CCA (Ross y Coleman, 2000), estas
convulsiones se producen a consecuencia de un estimulo auditivo intenso y no
aparecen antes de los 18 dias de edad, momento en el que se completa la
maduracion del sistema acustico La susceptibilidad alcanza su grado maximo
entre el primer y cuarto mes, para posteriormente desaparecer gradualmente. En
estos animales las CCA se caracterizan por varias fases progresivas
caracteristicas(Macias Fernandez y cols., 1992; Mufioz de la Pascua y Lépez,

2005) :

1. periodo de latencia de breves segundos de duracion tras el estimulo.

2. carrera salvaje que finaliza con la caida del animal en decubito lateral

3. "opistotono" (arqueamiento acusado del raquis, extremidades anteriores, cola,
orejas enhiestas y espasmo en abduccion de los miembros posteriores)

4. convulsiones tonico-clonicas generalizadas

5. fase tonica de progresion craneocaudal

6. periodo estuporoso postictal

En secciones histoldgicas del cerebro, los hamsters GASH:Sal presentan
una degeneracion neuronal restringida a los nucleos auditivos, de manera que
aunque los animales al nacer presentan un sistema auditivo aparentemente normal,
con el tiempo, se produce una muerte celular selectiva por causas no debidas a
fendmenos degenerativos inherentes a la edad, que provoca hipoacusia y, por
tanto, la pérdida de la capacidad de desarrollar convulsiones audidgenas. Por ello,
después del primer ano, las crisis se producen sélo ocasionalmente y cuando

aparecen, suelen presentar inicamente el componente inicial de carrera, sin la fase
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convulsiva (Mufioz de la Pascua y Lopez, 2005), al igual que sucedia con la linea

GPG/Val 2006 (Pastrana, 1986).

Se han realizado numerosos trabajos tendentes a la caracterizacion de estos
animales, fundamentalmente estudios anatémicos, que confirman la presencia de
las mismas alteraciones del sistema nervioso (central y periférico) de estos
animales que aparecian en la linea GAP/Val que la origin6(Lopez y cols., 1999,
2001; Fuentes-Santamaria y cols., 2005), aunque con menor intensidad (Mufioz

de la Pascua y Lopez, 2005).

La densidad neuronal de los nticleos auditivos es menor en el hamster
GASH:Sal que en el hamster normal, al igual que su progenitor GPG/Vall, donde
esta disminucion era especialmente acusada en ciertos nucleos del complejo olivar

superior y en la corteza dorsal del coliculo inferior (Fuentes, 2001).

Estudiando genes implicados en la degeneracion neuronal hemos
encontrado que los GASH:Sal sobre-expresan los genes “puma” y “Noxa”, genes
proapoptdticos que podrian explicar esta pérdidad neuronal selectiva.

Se ha descrito también en la linea progenitora una disminucion generalizada de
GABA, especialmente en el nucleo central del Cl y en el CS (Fuentes-Santamaria
y cols., 2007, 2008). El CS nucleo también presentaba una reduccion del volumen
celular e hipertrofia de la capa profunda del CS (Fuentes-Santamaria y cols.,

2007). Estas ultimas observaciones aiin no se han constatado en el GASH:Sal.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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La epilepsia es una de las enfermedades neurologicas mas frecuentes en el
hombre, desconociéndose actualmente los mecanismos celulares y moleculares
que transforman una parte del cerebro normal en epiléptico. El estudio de las
epilepsias ha sido dependiente del estudio de diversos modelos experimentales.
Las consideraciones éticas no permiten a los neurocientificos hacer uso de las
modernas herramientas que la ciencia dispone hoy en dia sobre cerebros humanos
intactos. Por ello, mucho de lo que hoy se conoce sobre la epilepsia se debe a los
estudios realizados en modelos animales sobre esta enfermedad. De entre todos
los modelos experimentales, los de cardcter genético constituyen un grupo muy
util, ya que un nimero muy importante de epilepsias infantiles muestran un claro
componente genético y muchos de los sindromes clinicos sin una etiologia
definida, posiblemente se encuadren dentro de un componente claramente

hereditario.

A la hora de emplear el hamster GASH:Sal como nuevo modelo de epilepsia,
tenemos que estudiar los cambios genéticos que presenta en relacion a los
controles, para ver si estos cambios son los responsables de las convulsiones
audiogenas que exhibe. Igualmente, es imprescindible evaluar el patréon de su
respuesta electroencefalografica durante las crisis, para catalogar éstas como

episodios convulsivos o como verdaderas crisis epilépticas.
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Nuestros objetivos principales para estandarizar y para establecer el hamster

GASH:Sal como un modelo apropiado de epilepsia son los siguientes:

1- Estudiar la capacidad auditiva de estos animales, para ver si la menor
susceptibilidad convulsiva observada con la edad se debe a la hipoacusia

asociada al envejecimiento o a cambios en el sistema nervioso.

2- Analizar de la actividad eléctrica del sistema nervioso de los GASH:Sal durante

las crisis

3- Conocer las estructuras nerviosas implicadas en la génesis y el mantenimiento

de las convulsiones audidgenas en estos animales

4- Determinar los polimorfismos de ADN que puedan explicar la susceptibilidad

de los hamsters a padecer convulsiones audidgenas
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lll. MATERIAL Y METODOS
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Para abordar los objetivos nos hemos planteado el siguiente disefio experimental:

1. Para caracterizar audioldgicamente a los animales de esta cepa, tanto jovenes
como de edad avanzada, realizaremos andlisis de respuestas troncoencefélicas

evocadas por estimulos auditivos, ABR (Auditory Brain Response).

2. Para analizar la actividad eléctrica del sistema nervioso de los GASH:Sal
durante las crisis, realizaremos el registro de la actividad EEG (empleando

implantes télemetricos) y la grabacion de las crisis convulsivas (video-EEQG).

3. Para estudiar las estructuras implicadas en las crisis, estudiaremos la captacion
de un is6topo radioactivo (glucosa marcada con fluor radiactivo, '*F-FDG) por el
sistema nervioso durante los episodios convulsivos. El anélisis de las tomografias
de emision de positrones (PET) lo combinaremos con estudios de resonancia
magnética del animal, cuyas imagenes nos permitiran obtener una referencia

anatomica de donde se estan produciendo las captaciones de FDG.

Para obtener un mayor detalle de las estructuras nerviosas implicadas,
realizaremos estudios inmunocitoquimicos comparativos de la expresion del gen

c-fos en animales controles y GASH:Sal tras una estimulacion acustica intensa.

4- Para determinar los polimorfismos de ADN que puedan explicar la
susceptibilidad de los hamsters a padecer convulsiones audidégenas, analizaremos
los fragmentos obtenidos por diversas enzimas de restriccion (AFLP), que nos van
a permitir comparar la diferencia genética entre el haAmster GASH:Sal y el hamster

sirio control.
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Para este estudio se han utilizado dos lineas de hamsters sirios (Mesocricetus
auratus); por un lado los hamsters GASH:Sal (Muioz y Lépez, 2005) con
susceptibilidad convulsiva audidgena, suministrados por el estabulario de la
Universidad de Salamanca y por otro, hdmsters dorados normales
HsdHan™:AURA, procedentes de Harlan Ibérica, (Barcelona, Espafa).

Los animales fueron estabulados en el animalario Departamental (P.A.E. SA-001)
de la Universidad de Salamanca, en régimen de libre acceso a la comida y al agua,
siguiendo la legislacion vigente (RD 1201/05) y las recomendaciones del
convenio Europeo para la protecciéon de animales vertebrados utilizados en

experimentacion y cols. fines cientificos (DOCE L 222; 24-08-1999).

Se emplearon un total de 59 animales: 16 animales de 3 -12 meses de edad (8 de
ellos controles) para los estudios de ABR; 13 animales de 2-6 meses para los
estudios de EEG (3 de ellos controles); 22 animales de 3-9 meses para los
estudios de EEG (10 de ellos controles); 8 animales de 4-6 meses de edad (3 de

ellos controles) para los estudios de PET y los histolégicos.
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3.1. Medicion de capacidad auditiva (ABR)

La obtencion de potenciales evocados auditivos troncoencefalicos (ABR) para
medir la capacidad auditiva se llevo a cabo en una camara aislada acusticamente,
que forma parte del sistema comercial de analisis de potenciales evocados TDT a
(Tucker Davis Technologies, Alachua, FL, USA), localizado en el servicio de
evaluacion functional no invasiva (ENNI) del Instituto de Investigaciones
Biomédicas “Alberto Sols” CSIC-UAM de Madrid.Para obtener el ABR, los
animales se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal de una solucion de 10
mg/kg de clorhidrato de xilacina (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Alemania) y
100 mg/kg de clorhidrato de Ketamina (Imalgene® 1000, Rhone Méreuse, Lyon,
Francia). Se insertaron electrodos subdérmicos centrados sobre el vértex, de modo
que estimulaba ambos oidos de forma simultanea, en la linea media entre los dos
oidos (activos), en la region mastoide debajo del oido derecho (referencia) y en la
region lumbar (tierra). Frente al oido del animal, a una distancia fija de 5 cm, se

coloc6 un altavoz de libre-campo.
Se realizaron dos tipos de estimulos:

* estimulacion con sonido click, para la determinacion del umbral auditivo

y de las latencias caracteristicas de cada pico e interpicos.

* estimulacion con tonos puros, para la obtencion del audiograma
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Los estimulos de sonido click y tonos puros fueron generados con el programa
SigGen (TDT ™). Los estimulos sonido click duraron 0,1 ms a una velocidad de
30 pulsos por segundo (pps). Los estimulos de tonos puros (4 a 40 kilociclos)
duraron 5 ms ( 2,5 ms para la subida y el decaimiento sin meseta) y fueron
presentados a 50 pps. Los datos fueron recogidos por un procesador en tiempo
real (#RP2, TDT ™) y analizados usando el programa de BioSig (#TDT ™). La
sefial bioldgica fue filtrada (1500, 300 hertzios) y amplificada con un
preamplificador de cuatro canales (#RA4PA, TDT ™) con el nivel del rechazo del
artefacto fijado en el 99% del umbral, concerniente a la entrada maxima del
voltaje (10 voltios o sefiales de entrada). La ventana de la grabacion fue de 10 ms
de duracion y fue accionada por un pulso que media el tiempo del RP2 al inicio
del estimulo. Los umbrales fueron determinados reduciendo la intensidad del
estimulo en pasos de 10 dB hasta que no habia respuestas evidentes. La intensidad
del estimulo entonces fue aumentada de 5 o 10 dB hasta que la respuesta podia ser
discernida de nuevo. El umbral entonces fue definido a la intensidad mas reducida
en la cual aparece una respuesta estado-apropiada con una amplitud mayor de 2

SDs sobre la actividad basal media .

El andlisis estadistico fue realizado usando ANOVA con un analisis post hoc de
Bonferroni realizado con SPSS (v.12 programa). Todos los valores se presentan

como media + ESM
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3.2- Obtencion de electroencefalogramas

3.2.a. Sistema de radiotelemetria y grabaciones de video

El sistema de emision y adquisicion de datos telemétricos estd formado
por un implante de telemetria cubierto de Teflon (transmisor TA10ETA-F20 de
PhysioTel®; Data Science International -DSI-, Lexington, USA), placas de
receptor RPC-1 (DSI), que recoge los datos del implante y los transmite a un
matriz de intercambio de datos (DSI) que sirve como multiplexor. Para adquirir y
analizar grabaciones de EEG, se utiliz6 el programa de Dataquest™ A.R.T™ 4.1
(DSI). La unidad de radiotelemetria fue disefiada especificamente para transmitir
datos fisiologicos de animales de laboratorio conscientes, que se pueden mover
con libertad (fig. 2). Las jaulas se colocaron sobre las placas individuales que
capturan sefiales de datos del transmisor y las envian a una matriz del intercambio
de entrada. La sefial se envia al ordenador, que lleva incorporado el programa
A.R.T de Dataquest, que convierte la salida digital en una salida analégica
calibrada.

La grabacion de los animales, separados en jaulas individuales, se realizo
usando una cdmara de video digital Sony (# DCR-TRVS8E) colocada a 20 cm de la
jaula. Para todos los animales, se realizaron grabaciones de la actividad EEG del
minuto antes de la induccidon de la crisis, y de los dos minutos siguientes,
abarcando las fases ictal y post-ictal. La fecha/hora de video fue sincronizada con

la sefial digital de los registros electroencefalograficos
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transductor

Adquisicién de datos
y andlisis

Figura 2. Instalacion de radiotelemetria para monitorizacion de la actividad

electroencefalografica.

El transmisor TA10ETA-F20 (DSI) implantado envia por telemetria datos de la activiad
eléctrica cerebral de los hamsters al receptor (RPC-1, DSI), informacion que pasa
posteriormente a una matriz del intercambio de datos (DSI) que sirve como multiplexor.
Los datos finalmente se transfieren a un sistema informatico de adquisicion y analisis de

datos

3.2.b. Implantacion de la unidad de telemetria

Los hamsters fueron anestesiados segiin el procedimiento descrito

anteriormente. Una vez anestesiados se depilo la zona rostral al angulo ocular,

entre los oidos, y a través del cuello y los hombros, y se desinfectd la zona con

solucion yodada. Se realizo una una incision de 15 mm en la linea media del
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plano sagital exponiendo la porcion dorsal del craneo , al separa la piel de la
zona.. Usando tijeras de diseccion roma, se realiz6 un tunel en direccion caudal a
la incision, para realizar bolsillo subcutdneo en la region lumbar, irrigando
posteriormente con solucidn salina. Se coloco el transmisor radiotelemétrico en el
bolsillo (fig. 3) y los cables fueron llevados rostralmente hasta el craneo
expuesto.

El periostio fue limpiado usando torundas de algodon tratadas con H,O, al
10% para quitar cualquier resto de tejido y permitir la fijaciéon con cemento dental
(Meliodent, Bayer dentales, Reino Unido). Con un taladro dental eléctrico de alta
velocidad, se realizaron dos agujeros, cada uno de 0,8 milimetros de didmetro,
situados 1 mm laterocaudalmente a la bregma en cada hemisferio. Se eliminé el
extremo terminal de aislamiento del silicona del extremo de cada cable siendo
dispuesto el cable de acero sobre la duramadre para fijarlos posteriormente con
cemento dental (Meliodent, Bayer UK Ltd., Newbury, Reino Unido)
asegurandolos al crdneo, y suturando la herida con grapas quirurgicas. Después de

cirugia, los hamsters fueron colocados en jaulas individuales.
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E

alambre de cemento dental

plomo aislante

hueso

Figura 3. Implante telemétrico y su colocacion en el animal
Implante telemétrico (A), colocacion en el animal (B) y posicionamiento de los
electrodos sobre la duramadre (C).

3.2.c. Adquisicion de datos electroencefalograficos

Tras un periodo postoperatorio minimo de 10 dias, se sometieron los
animales a las pruebas de estimulacion, registro EEG y grabacion de las crisis.
Las grabaciones fueron repetidas dos veces por semana durante dos o cuatro
semanas, segun los animales, siempre en la misma franja horaria, entre las 11am
y 1pm. La actividad EEG fue medida a 1000 Hz, con un filtro de paso a 150 Hz.
Los animales fueron sometidos a un estimulo acustico capaz de inducir las crisis
con las caracteristicas de ruido blanco continuo de 44.100 hertzios generados por

el programa Cool Edit Pro 1. (Sytrillium Software Corporation, Phoenix,
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Arizona), amplificado hasta 90dB SPL por un amplificador estandar y medido
por un sondémetro digital (Radio Shack, # No. 33-2055). Las pruebas de crisis
audidgenas se realizaban presentando el estimulo sonoro de forma continuada
hasta que el animal presentaba la fase convulsiva, o bien hasta 60 segundos de

duracion maxima.

3.2.d. Analisis de datos
Todos los registros generados por bio-potenciales de EEG fueron realizados en el
programa de analisis | A.R.T. de DataQuest. La manifestacién de la actividad
epileptiforme fue determinada mediante el andlisis sincronico de los registros
EEG registros junto con los comportamientos observados en las grabaciones de
video. Los “spikes” fueron clasificados como picos en la grabaciones de EEG con
tiempos de la amplitud con mds de dos veces la amplitud basal y una duracion de
menos de 70 ms. Las ondas agudas (sharp waves) fueron definidas como picos del

registro con una duracion de mas de 70 ms.

3.2.e. Analisis estadistico

Los datos de EEG adquiridos con DataQuest A.R.T. fueron procesados
para puntuar eventos durante las diversas etapas de las crisis. Las caracteristicas
de los procesos que ocurren durante los conjuntos de picos de EEG, basadas en
umbrales de amplitud y otras propiedades de las ondas, se calcularon usando la
transformada rapida de Fourier (FFT) para intervalos de 2 s en cada etapa. Los
datos fueron procesados usando el programa SPSS. Para establecer las diferencias
entre los valores medios de los picos electroencefalograficos durante las diversas

etapas de las crisis, se realizd un andlisis comparativo, aplicando el test ¢ de
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Student para muestras independientes o bien con el test ANOVA (cuando se
comparaban mas de 2 muestras) seguido por la prueba post hoc Turkey-Kramer.
Los datos se expresan como media =+ el error estandar de la media (SEM). El nivel

de significacion empleado fue de 0,05 (p <0,05).

3.3. MicroPET y resonancia magnética

3.3.a. Adquisicion de la imagen metabdlica

Figura 4. Tomdgrafo PET para pequefios animales
Micro PET y equipo se anestesia gaseosa usado (Cibertec, Madrid) en el Laboratorio de
Imagen Molecular del Instituto pluridisciplinar de la UCM.

Para la realizacion de estos estudios en hamsters controles y GASH, se empled
como radiotrazador 18F-FDG, dejando en ayunas a los animales 6 h antes del
inicio de los estudios, para evitar asi la interferencia de la glucosa plasmatica con

el radiotrazador.
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El protocolo seguido fue el siguiente: se administr6 el radiotrazador 18F-
FDG (actividad 14,79 MBq) por via i.p.. Quince minutos mas tarde se procedio a
la estimulacidon auditiva. Posteriormente, se dejé un tiempo adicional de 30
minutos hasta el momento de llevar a cabo la adquisicion de la imagen PET. Para
asegurar la inmovilizaciéon durante los registros de PET, los hamsters fueron

anestesiadas inhalatoriamente con isofluorano al 2%.

Se realizaron dos tipos de ensayos para los dos grupos experimentales de
hamsters: adquisicion de la imagen metabolica en condiciones basales y tras 15

minutos de una estimulacidn auditiva intensa.

El equipo utilizado es un tomografo PET especifico para animales
pequeiios (Albira PET, OncoVision, Valencia) (Fig. 4), el cual presenta una
resolucion de 1.5 mm y un campo axial de 4 cm y transaxial de 8 cm. Una vez
transcurrido el tiempo de incorporacidon se procedio al registro de la imagen
cerebral mediante la realizacion de un estudio estatico durante 60 minutos. Todas
las imagenes se reconstruyeron mediante el algoritmo OSEM (3 iteraciones) y se

9% ¢

les aplicaron las correcciones de tiempo muerto, “decay”, “scatter” y “random”.

Las resonancias se hicieron en el SIERMAC (UAM, Madrid), empleando
un escanner de Resonancia Magnética de alto campo, Bruker Pharmascan (7,0

Teslas).

3.3.b. Analisis de imagen
La cuantificacion de los estudios se llevd a cabo mediante el anélisis de las
imagenes de actividad obtenidas por el equipo Albira PET, El andlisis de las

imagenes se realizd6 mediante el programa informatico especializado PMOD
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(version 2,9). Para el andlisis de las imagenes de cada rata, las imagenes PET
obtenidas a los diferentes tiempos del estudio se fusionaron con su
correspondiente imagen de RMN, previamente corregistradas con la imagen de
RMN obtenida en el estudio basal de la rata correctamente reorientada. Sobre
dicha imagen de RMN se dibujan las regiones de interés (VOIs) de las distintas
areas a estudiar (coliculo inferior, hipocampo y cerebelo). Posteriormente las
VOIs se trasladaron a la imagen estatica de PET, permitiendo obtener asi la

actividad para cada region.

Los resultados obtenidos para cada estructura se expresan en funciéon de la
actividad captada por la estructura (uCi) y se normaliza en funcion de la

actividad inyectada (también en nCi) y del volumen de la region en estudio.

3.4. Estudios histologicos

3.4.a. Obtencion de muestras

Previo a la obtencion de las muestras de tejido nervioso, se indujeron crisis
convulsivas en los hamsters GASH:Sal, usando un estimulo acustico que consistio
en un ruido blanco continuo de 44,100 Hz, generado por el programa Cool Edit
Pro 1.2 (Sytrillium Software Corporation, Phoenix, Arizona) y amplificado a
90dB SPL por un amplificador estandar . El nivel sonoro se comprobdé mediante
un sondmetro digital (Radio Shack, # No. 33-2055). Los cerebros del hamster
fueron procesados para immunoreactividad de c-fos a los 30 minutos posteriores
a la induccion de las CCA. Como controles, los hamsters no susceptibles a
padecer crisis convulsivas (hdmsters dorados normales) fueron expuestos al

mismo estimulo acustico y procesados de igual forma.
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Los hamsters fueron perfundidos transcardialmente bajo anestesia
profunda con pentobarbital sédico (60 mg/kg via i.p.), con tampdn salino fosfato
(TFS) 0,IM pH 7,4 seguido por paraformaldehido al 4% en TFS. Tras la
perfusion del animal, se extrajo el cerebro de la cavidad 6sea, post-fijandolos en la
misma solucion de fijacion, y se crioprotegieron por inmersion en sacarosa al 30%
en TF durante 48 horas. Posteriormente, el cerebro se cortd con un microtomo de
congelacion (HM 400 de Microm, Heidelberg, Alemania) obteniéndose secciones
transversales de 40 um de grosor. Las secciones se recogieron alternativamente en
una serie de 4 pocillos en una soluciéon de TF. Las secciones se procesaron
diferentemente seglin la técnica empleada. Una vez procesadas, se colocan las
secciones en orden caudo-rostral sobre el portaobjetos, utilizando una solucion de
gelatina al 0,2% en una solucion tamponada Tris HCI 0,05M, pH 7.6. Los portas
se deshidrataron y se protegieron con un cubreobjetos, utilizando el medio Optico

Entellan (Merck, Darmstadt, Alemania) para sellarlo.

3.4.c. Técnicas de inmunotincion

Las secciones del cerebro fueron pretratadas 5 min con una solucién TBS
-Triton X-100 a la que se afiadié H,O, al 0,5% y, posteriormente, media hora en
una solucién al 4% de suero normal de cabra inactivado (NGS) en TBS -Tritén X-
100, para bloquear la actividad antigénica inespecifica. Dos de las series se
incubaron 48 h a 4° C con un anticuerpo primario especifico diluido en TFS- 0,3%
Triton X-100 y 4% NGS; una de ellas con un anticuerpo primario (anti-Fos)
hecho en conejo (# sc-52; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; dil.
1/2500). Tras sucesivos lavados en solucion amortiguadora, se incubaron con un

anticuerpo secundario biotinado (IgG de cabra contra IgG de conejo; #BA-1000
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Vector, Burlingame, California, EE.UU.; dilucién 1/200 en TBS-Tx 0,05M pH
7.6) durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente, las secciones fueron
incubadas 90 min a temperatura ambiente en el complejo complejo avidina-
biotina-peroxidasa (ABC, Standard-kit #PK 4000; Vector Labs.), de acuerdo con
el procedimiento descrito por Hsu y cols, (1981). Para visualizar la reaccioén
antigénica, se empled 3,3’- tetrahidrocloruro de diaminobencidina (DAB, # D-
9015, Sigma-Aldrich) como cromoégeno, incubando las secciones en la solucion
de reaccion histoquimica compuesta por H,O, (0,003%) y DAB (0,07%) en Tris
0,05 M, pH 7,4. La incubacién en la solucion de reaccion fue realizada bajo
control visual con el microscopio Optico, invirtiendo una media de 15 minutos. El

procedimiento detallado se puede ver en los anexos.

3.4.c. Analisis cualitativo

Las secciones se estudiaron, dibujaron y fotografiaron con un microscopio
Leica DMLB equipado con lentes objetivo Pan-Neofluar de 2,5x (A.N. = 0,07),
5x (AN.=0,12), 10x (A.N. =0,30), 20x (A.N. = 0,50), 40 x (A.N. =0,70), y 100x
de inmersion en aceite (A.N. = 1,40). Las fotografias de las secciones fueron
tomadas con una camara digital Olympus DP-70 acoplada al microscopio. Una
vez almacenadas las imagenes en un ordenador, a fin de ajustar exclusivamente el
brillo, el contraste y el equilibrio de color de las ilustraciones, cada documento
digital fue tratado con el programa Adobe Photoshop 7.0.1 (Adobe Systems). La
composicion de las distintas figuras fueron elaborados con el programa Canvas
7.0. Se utilizo el atlas estereotaxico de cerebro para hamster dorado (Lawrence y
cols., 2001) y las planchas seriadas procesadas histoquimicamente para visualizar

la acetilcolinesterasa empleadas de rutina en el laboratorio (Fuentes-Santamaria,
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2001) como modelos para ordenar caudo-rostralmente las secciones y como
referencias citoarquitectonicas (ver anexos). Todas las imagenes fueron
combinadas y maquetadas para formar planchas con la ayuda del programa

Canvas 7.0.

3.4.d. Analisis cuantitativo

Hemos comparado entre los grupos experimentales la densidad optica de
secciones de los coliculos inferiores immunotinidas para el reconocimiento de la
proteina Fos. Este método nos permiti6 asociar un valor objetivo a la intensidad
de immunotincion.
Para este procedimiento, hemos aplicado un protocolo estandarizado en nuestro
laboratorio, que incluye obtencidon de las muestras, calibracion del equipo de
adquisicion de imagenes (microscopio y camara), obtencion de imagenes,
calibracion de la densidad oOptica, medida de la densidad optica de la

inmunotincidén y normalizacion de los resultados.

Nos hemos centrado en el coliculo inferior, por ser la regién de interés,
analizada también por PET y, sobre este ntcleo, hemos determinado los limites de
las diferentes subdivisions anatomo-funcionales. Con las imagines digitales de de
los coliculos inferiores, hemos realizado los analisis densitométricos midiendo la
densidad optica integrada (el producto de la densidad optica media por el area) de
dicha region. Con los datos numéricos obtenidos, se realizd6 un anélisis
comparativo, entre los controles y los GASH:Sal, aplicando el test t de Student

para muestras independientes, obteniéndose las medias, la desviacion estandar y el
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error estandar de cada grupo estudiado, con un intervalo de confianza del 95 %, 2

grados de libertad y un nivel de significacion de p < 0,05 .

3.5. Obtencion y andlisis de los fragmentos obtenidos por enzimas de

restriccion

El procedimiento para la obtencidn y andlisis de los fragmentos obtenidos
por enzimas de restriccion (AFLP, Amplified fragment lengh polymorphysm) fue
realizado segun el método descrito por Vos y cols., (1995) con algunas
modificaciones para nuestro estudio.

La técnica, tras la extraccion y purificacion del ADN gendmico, implica seis
pasos: 1) digestion enzimatica de este ADN usando dos enzimas de restriccion, (ii)
ligamiento de los adaptadores a los fragmentos generados, (iii) preamplification
de los fragmentos de ADN mediante cebadores (primers) que contienen con una
base selectiva, (iv) una amplificacion selectiva final con la adicion de uno o mas
bases selectivas a los cebadores usados, (v) electroforesis de de los fragmentos
resultantes amplificados y (vi) andlisis de los fragmentos amplificados y

separados, utilizando un secuenciador automatico de ADN.

3.5.a. Extraccion y purificacion de ADN
El ADN gendmico fue extraido y purificado de sangre total mediante el reactivo
comercial DANzol® (#DN127, Molecular Research Center Inc.; Cincinnati, OH,
USA). Seguidamente, se procedi6 a cuantificar este ADN gendmico total

midiendo la adsorcion de luz (260 nm) en un espectrofotémetro (Spectronic
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BioMate 3; Thermo Fisher Scientific, Inc., Europa), utilizando posteriormente,

una solucidn de trabajo aproximada de 40-50 ng/ml.

DNA L. total EcoRI Msel
genomico fo I [ [
1) Digestion con enzimas
(1) Dig | Lo Lol
(2) Ligacién de adaptadores *
(3) Preamplificacién / * AN
Primers + 1 base —N
N—
(4) Amplificacion selectiva *
Primers + 1 o mas bases NN
+ MNINN =—
(5) Electroforesis
(6) Secuenciacion de fragmentos ¢

[ Figura 5. Esquema del procedimiento seguido en el AFLP }
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3.5.b. Técnica de AFLP

Aproximadamente, 150 ng de ADN genomico de cada una de muestras ha
sido digerido con las enzimas de restriccion EcoRI (#R6011, Promega; Madison,
WI, USA) y Msel (#15494-016, Invitrogen). La digestion se llevo a cabo durante
3h a 37°C con una concentraciéon 1X REact I tamponado (#Y90002, Invitrogen;
Carlsbad, CA, USA), 3,6 unidades de EcoRI y 4 Unidades de Msel (4.0 U) en un
volumen total de 20ml. La extremidad de los fragmentos generados han sido
ligados a los adaptadores correspondientes a cada enzima de restriccion (Isogen
Life Sciences; Maarssen, Netherlands). La ligacion se ha realizado en 40ml, los
cuales contenian los 20ml de la digestion, una concentracion de solucidon
tamponada de ligasa 1X, 1,8 mM de cada adaptador, 1,0 mM ATP (#C126,
Promega) y 1,2 Unidades de T4 DNA ligasa (#M1801,Promega). La reaccion se
ha efectuado a 4°C durante una noche. El producto de la ligacion fue diluido a 1/5
y usado para la preamplificacion.

La preamplificacion ha sido realizada en 25 ml que contenia 1X Colorless
GoTaq® Reaction Buffer con MgCl, (#M792A, Promega), 0,2mM dNTPs Mix
(#U1511, Promega), 0,3mM de cada primer (Isogen) a los cuales se les ha
afiadido una base selectiva, Sml de la ligacion diluida y 1,25 U GoTaq® DNA
Polymerasa (#M3171, Promega).

La PCR se realiz6 en un termociclador (Primus 96 plus. MWGT Genomic
Technology) bajo las siguientes condiciones de amplificacion: 1 ciclo de 1 minuto
a 72°C; 20 ciclos de treinta segundos a 94°C, un minuto a 56°C, y 3 minutos a
72°C, y un cliclo final de 5 minutos a 72°C. La amplificacion selectiva se llevo a

cabo en en un tubo de reaccion de PCR de 25 pl, que contenia: 5 pl de producto
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de la preamplificacion diluido a 1/20, 1x buffer GoTaq® (#M792A, Promega) con
MgCl,, 1,25 U GoTaq® DNA Polymerase (#M3171 Promega), 0,2mM dNTPs
mix (#U151A, Promega), 0,5 uM del primer de Msel y 0,2 uM del primer EcoRI
FAM marcado (Isogen). En esta amplificacion, los cebadores contenian 2 bases
selectivas y el primer EcoRI se marco con 6-FAM con el fin de que la separacion
de los fragmentos se pudiera realizar con un secuenciador capilar. Se utilizaron
seis combinaciones de primer: E32/M48, E32/M58, E32/M60, E35/M48,
E35/M58, E35/M60. Las secuencias de los cebadores se muestran en la tabla I,

incluida en el anexo V.

La PCR para la amplificacion selectiva se hizo en las siguientes
condiciones: un ciclo de 2 minutos a 94°C, 13 ciclos compuestos de 30segundos a
94°C, 1 minuto a 65°C (con una disminucién de 0,7°C después de cada ciclo), y 90
segundos a 72°C, después se continuo con 25 ciclos compuestos de 30 segundos a
94°C, 1 minuto a 56°C, y 90 segundos a 72°C, y finalmente se efectuo la extension

a 72°C durante 5 minutos.

3.5.c. Secuenciacion automatica de ADN

Las reacciones de secuenciacion automatica de los fragmentos de AFLP se
llevaron a cabo en el servicio central de secuenciacion de la Universidad de Salamanca,
que esta dotado de un secuenciador automatico ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Para ello se mezclaron en un tubo eppendorf 1,0
ul de cada producto de PCR con 9,0 pl de formamida y 1,5 pl de sefializador fluorescente
formado por 60-400 bases (CXR-400; #DG6221, Promega) y se realizé un ciclo de

desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos antes de la separacion de los fragmentos.
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3.5.d. Analisis de las secuencias de los fragmentos obtenidos

Tras la separacion de fragmentos, se cred una hoja de calculo para cada
muestra, utilizando los programas GeneScan Analysis (Applied Biosystems) y
Genotyper ™ version 2.1 (Applied Biosystems). Los datos se importaron en el
programa GeneMarker® (Softgenetics LLC, PA, USA). Los fragmentos son
representados por picos, si el pico supera una cierta altura umbral es identificado
como fragmento presente (1) y si no la supera como ausente (0). La lectura de los
picos es efectuada de forma automadtica por el software y sucesivamente
verificada y corregida a mano. El resultado final de este andlisis es una matriz
binaria presencia/ausencia (1/0) de las bandas.
Para los andlisis estadisticos, los animales GASH:Sal y los controles se
consideraron como dos poblaciones diversas, también, porque el analisis de AFLP
produce marcadores multi-locus dominantes. Se asumieron las poblaciones en la
proporcion equilibrada de Hardy-Weinberg. La diversidad genética y la estructura
genética de las poblaciones fueron analizadas usando el programa AFLP-SURV
(Vekemans, 2002), segun el cual se calcularon la heterozigosis total del gen (HT),
la diversidad media del gen entre las poblaciones (HB) (Nei, 1987), la diversidad
media del gen dentro de las poblaciones (Hw) -basadas en el acercamiento de
Lynch y de Milligan (1994), analogo a la diversidad genética de Nei (Nei, 1987)-,
y indice de fijacion de Wright (FST) (Wright, 1969). Con este programa han sido
también calculados los porcentajes de bandas polimodrficas en GASH:Sal y en

controles.
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IV. RESULTADOS
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1. Estudio de las respuestas auditivas troncoencefalicas

El registro tipico de ABR en hdmster es una onda formada por 5 picos

(figura X) correspondientes a diferentes estaciones nerviosas de la via auditiva

periférica y central (tronco cerebral).

Amplitud (Voltios)

1,6x10
1,4x10
1,2x10
1,0x10
8,0x10
6,0x10
4,0x10

2,0x10
0,0
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-6,0x10
-8,0x10
-1,0x10
-1,2x10
-1,4x10

5]

Picos Caracteristicos

Latencia lll

—_—
—_— Amplitud
“»  Laencia Interpico FV
I T T T T T T T T T I 1
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Latencia (milisegundos)

Figura 7. Caracterizacion de una onda de ABR tipica de roedores

Los diferentes picos se corresponden con el registro de la actividad eléctrica generada
por las neuronas de la via auditiva: la cdclea (I), los nucleos cocleares (II), el
complejo olivar superior (III), el lemnisco lateral (IV) y el coliculo inferior (V)

Los ABR realizados en Mesocricetus auratus normales y en los de la linea

GASH:Sal, nos informa sobre la respuesta cerebral al sonido en estos animales,

pudiendo apreciarse un alteracion en la respuesta al sonido de estos ultimos en

relacion a sus controles (figura 8).

El ABR posibilita la determinacion del umbral auditivo y de la velocidad

de conduccion del estimulo sonoro entre los distintos nucleos del tronco cerebral.
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Figura 8. Registros de ABR de 6 individuos representativos del estudio.

En la fila superior encontramos hamster del grupo control de 3 meses (A), de 9 meses (B)
y un control de 9 meses con un umbral de 60 dB SPL (C). En la linea inferior se muestran
registros de los GASH:Sal; con 3 meses (D), 6 meses (E) y 14 meses (F). Cada division
en la abcisa es de 10 ms
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1.1. Umbrales auditivos

Los animales control de 3 meses presentan un valor medio de umbral de 40
dB SPL (DS= 2,62). La figura 1 representa los valores de umbral de los cuatro
individuos control de 3 meses y 9 meses. Los hadmsters control de 9 meses
muestran valores de umbrales muy similares, aunque uno de ellos presenta una
sordera moderada, con un umbral de 60 dB SPL y media de 46 dB SPL (DS=

9,52) (fig. 9).

Los GASH:Sal presentan umbrales muy elevados (fig. 9), iguales o superiores a
los 90 dB SPL lo que que indicaria una sordera profunda si no se presentaran las
crisis audidgenas. La intensidad maxima que proporciona el equipo de
estimulacion-registro es de 90 dB SPL, y desde esta intensidad va disminuyendo
gradualmente en pasos de 5-10 dB hasta llegar a los 20 dB SPL como intensidad
minima. Algunos animales, s6lo mostraron registros validos (morfologia
caracteristica, amplitud de los picos superior a la amplitud del ruido eléctrico) con
la intensidad méaxima, y se les asign6 un umbral de 90 dB SPL. Otros, presentaron
registros aberrantes a todas las intensidades. En estos casos, el umbral queda
indeterminado, aunque sabemos que es superior a los 90 dB SPL. Por razones

practicas y para poder representarlo graficamente, asignamos a estos animales un

umbral de 100 dB SPL.

Partiendo de que todos los GASH:Sal presentaron umbrales iguales o superiores a
los 90 dB SPL (Fig. 9), nos parece interesante comentar que el nimero de

animales con umbral mayor de 90 dB SPL fue aumentando con la edad, de tal



77

manera que en grupo de 3 meses no encontramos ninguno (0\4), en el grupo de 6

meses aparecen dos animales (2\4) y en el grupo con 14 meses, tres (3\4).
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Fig. 9. Umbrales auditivos de animales controles (A) y GASH (B) de 3 y 9 meses de
edad

Los controles presentan un umbral de respuesta medio a los 3 meses de 42,25 (DS= 2,3)
frente a los 90 dB SPL (DS= 0) de los GASH:Sal. A los 9 meses, el umbral de respuesta
medio de los controles es de 46 dB (DS= 0), frente a los Los animales de 3 meses
presentan valor de umbral media de 90 dB (y los de 9 meses presentan un valor media de
umbral de 95 dB (DS=5,77).n=4

1.2. Velocidad de conduccion

Las latencias determinan el momento en el que aparece cada uno de los
pico del registro ABR tras las emision del estimulo y reflejan la velocidad de
transmision del estimulo a lo largo de la via auditiva. Las latencias interpico
determinan la velocidad con la que dicho estimulo se transmite entre diferencies

estaciones de la via auditiva.

Hemos calculado las latencias de los cinco picos caracteristicos del registro
ABR, asi como las latencias interpico I-II, I-II, y I-IV tras las estimulacién con
sonido tipo click a 30 pps e intensidad 70 dB SPL. No se encuentran diferencias

entre los controles y los gash: a los 3 meses (Fig 10B), lo que indica que los
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hamsters problema no presentan alteraciones en la conductividad del estimulo

nervioso a lo largo de la via auditiva.

Los datos de las mediciones individuales que han dado origen a las gréaficas

posteriores, se encuentran en el anexo IV.
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Figura 10. Latencias de los picos I a V, medidas a 70 dB, en el hamster sirio
Mesocricetus auratus
Valores medios y desviaciones estandar (DS) de las latencias de los picos [ a V de los

animales controles (A) y (B), comparacion entre las poblaciones de hamster control y
GASH:Sal de 3 meses de edad. Los valores se han obtenido tras la estimulacion con clips
(30pps) y medidas a 70 dB. n =4
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Por otro lado, hemos calculado las latencias interpico I-II, I-III y I-IV en hdmsters

del grupo control y GASH:Sal de 3 meses de edad. Puesto que los animales

GASH:Sal presentan un umbral alto de respuesta al sonido a todas las edades, el

unico modo de comparar las latencias absolutas e interpico entre animales

problema y control fue a la méxima intensidad sonora (90 dB SPL).

Latencias interpico, 90dB

TIEMPO (MS)
N

HH

Hi

i

O control
B GASH:Sal

I-1II

Figura 11. Latencias interpico, medidas a 90 dB SPL, en hamsters controles y
GASH:Sal de 3 meses.

Los registros utilizados para el analisis de las latencias en los individuos problema son
cuatro del grupo con 3 meses, 2 del grupo con 6 meses y tan sélo 1 del grupo con 14

meses (tabla 3).

TABLA 3. Latencias picos |-V (ms), -click 30 pps, 90 dB- en individuos problema

ID EDAD
HAMSTER {meses) ! . - v v
2787 3 1,481 2,509 3,044 4277 5,881
2788 3 1,398 262 2,961 3,907 5,208
2789 3 1,439 2,221 3,044 4,195 5,208
2790 3 1,357 218 3,044 3,948 5,552
2755 6 1,481 2,221 2,879 3,743 4 804
2756 3 1,481 2,303 3,249 3 B68 5,678
2675 14 1,769 2,591 3 537 4318 5,308

Tabla 3. Latencias interpico, medidas a 90 dB SPL, en animales GASH:Sal.
Las latencias absolutas de los picos son mayores para los animales GASH:Sal, en todas
las edades. Ademas, las latencias se van incrementando con la edad.
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1.3. Audiograma

El audiograma se realiz6 determinando el umbral auditivo para una serie de
frecuencias o tonos puros en un rango entre 4 y 40 kHz. En los animales
controles, los audiogramas son muy similares en los individuos de 3 y 9 meses,

presentando los mejores umbrales para frecuencias entre 4 y 16 kHz.

Como puede observarse en la figura 12, los umbrales para las diferentes
frecuencias del audiograma de los GASH:Sal son muy altos, pudiéndose apreciar
la gran diferencia existente entre ambos grupos experimentales. Los animales
problema presentan umbrales més elevados para todas las frecuencias estudiadas.
La morfologia del audiograma en el rango analizado es sigmoidea, similar a la de

los animales problema, con mejores umbrales para las frecuencias 8 y 16 kHz.

120

100

——GASH:Sal 3 Meses
80 —A— GASH:Sal 9 Meses
——GASH:Sal 14 Meses

‘ - CONTROLES 3 Meses

;: L J CONTROLES 9 Meses
60 T s {
B I
$ 5 !
40 | [
20
4 8 16 20 28 40

Frecuencia (KHz)

Fig. 12. Audiograma de hamsters controles y GASH:Sal

Audiograma promedio de los GASH:Sal de 3, 6 y 14 meses, asi como el de los individuos
del grupo control de 3 y 9 meses, y desviaciones estandar. n= 4 para los contoles; n = 4
GASH:Sal de 3 meses; n=2 para los de 6 meses y n =1 para los de 14 meses.




81

2. EEG

Todos los animales GASH:Sal presentaron una respuesta motora mas o
menos compleja tras la estimulacion auditiva intensa. La mayoria presentaron
crisis generalizadas completas, aunque, esporddicamente, algunos animales s6lo
mostraron la fase de carrera tras la sobrestimulacion acustica. Los animales del
grupo control no presentaron ninguna actividad de crisis, por lo no se incluye el
analisis de sus registros electroencefalograficos. Las crisis incompletas presentan
varias fases de carrera salvaje que terminan con la inmovilidad del animal al
apagar el estimulo. En estos casos, los animales no exhibieron marcadores
electroencefalograficos tipicos de actividad de crisis, por lo que no se realizaron
mas andlisis de estos animales. En los animales GASH:Sal, una crisis completa
tipica, desencadenada por el estimulo acustico, comienza con un periodo de
latencia de unos 20 s, contintia unos 20-30 s [MCl]con una carrera salvaje, para
cesar de forma brusca y caer el animal al suelo adoptando postura de opistotono
(con el tronco arqueado hacia delante). Inmediatamente, se presentan
convulsiones tonico-clonicas generalizadas, continuando con una fase tonica de
progresion craneocaudal y concluyendo en un periodo estuporoso postictal (Fig.
14). La inspeccion visual de los datos de EEG sincronizados con la grabacion de
video permitio la deteccidon de patrones caracteristicos de la progresion de la
crisis, que se corresponden con las fases conductuales de las convulsiones
audiogénicas del hamster GASH:Sal (Fig. 13); tanto la fase de carrera salvaje,
como la de contracciones tonico-clonicas se diferencian de las demads en la
amplitud y en la frecuencia de descarga. En los EEG, se aprecia una secuencia

progresiva tipica de actividad; tras la carrera salvaje, hay un descenso en la
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actividad eléctrica durante el opistotono, caracterizado por una disminucion en la
amplitud de las ondas registradas, continuando con ondas rapidas reclutantes de
punta-onda complejas, de gran amplitud y frecuencia rapida, que se corresponden
con las convulsiones tonico-clonicas generalizadas y que alcanzan su méximo en
la fase de extension tonica (Fig. 13). Estas descargas disminuyeron en amplitud
conjuntamente con la atenuacion y el cese de las convulsiones. En el periodo
postictal, el EEG se aplano, mostrando una disminucion casi total de la actividad

cerebral, permaneciendo asi hasta que el animal se recupera espontdneamente.



83

“J0dnyso op 9seJ (F) SOIqUISIW SO P ©OIUO) UQISUIXD B[ BIORY UQIOISURI A SBOIUQ[O-00TU0)
SUOIS|NAU0Y (() ‘ouoigisido (D) oleafes vrorred ap 3sey () ‘o0donsnde onwinsd [op ordound (V) [eS:HSVO J9)swey [9p SBIUISoIpne sUOIS[NAU0D
SB[ 9P SI[BN)INPUOD SISBJ SB] U0d UIPuUodsdaaiod 9s Inb so[eardur sd)udIYIP ueIde 3s Inb [0 ud HYY [Op ©31eISOP Op UM €] BINIIY




84

( Figura 14. Comportamiento ictal durante una crisis audiogénica. (A)
Opistétono; (B) convulsiones tonico-clonicas; C) Inicio de fase tonica; (D) Final
de fase tonica con hiperextension de miembros anteriores y posteriores

-
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Figura 15. EEG constituidos por complejos de punta-onda correspondiente a
la fase de transicion ténica superimpuesta con clonus
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Figura 16. Patrones electroencefalografico durante las contracciones tonico-
clénicas del hamster GASH:Sal. Las ondas de alta frecuencia y gran amplitud
coinciden con la actividad clonica creciente.

El andlisis cuantitativo de las grabaciones de los EEG consistié en la
transformada rapida de Fourier (FFT), calculada para intervalos de 2 s recogidos

en cada una de las 5 etapas de la actividad epiléptica. El andlisis de Fourier es
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muy util para el analisis de datos, ya que descompone una sefial en sinusoides
constituyentes de diferentes frecuencias. Simplemente, transforma datos de un “

dominio de tiempo” a un “dominio de frecuencia”.

Los resultados eran consistentes entre los diferentes animales y en cada
una de las diferentes fases de la crisis. Las figuras 17 y 18 muestran las medias de
FFT para la fase de opistotono y tonico-clonica respectivamente. Durante el
opistotono, se encontrd la menor frecuencia de descarga, entre 2 Hz y 6 Hz (fig.
5). Por el contrario, la mayor frecuencia de descarga, entre 70 Hz y 130 Hz, se
observa durante la fase tonico-clonica, en la que se aprecia un incremento en la
amplitud cada vez mayor mientras el clonus aumenta (fig. 18). El espectro de
energia de los datos de EEG tomados de los intervalos de 2s a partir de la fase del

electrodecrement se asocio a opistotonus estimada por el método de FFT.
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/ Figura 17. Analisis de la sefial electroencefalografica durante el\
opistétono.

Grafica con la transformada de Fourier (FFT) de los datos electroencefalograficos
del GASH durante el opistotono, en un intervalo de 2 s. Se muestra el espectro de
frecuencia de los picos caracteristicos en esa etapa. En ordenadas se muestra la
amplitud de la sefial en microvoltios, con los valores medios y el rango de
k desviacion estandar; en abscisas se expresal la frecuencia de la sefial (Hz).
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/ Figura 18. Analisis de la sefial electroencefalografica durante la fase\
tonico-clonica.

Grafica con la transformada de Fourier (FFT) de los datos electroencefalograficos
del GASH durante la fase tonico-clonica, en un intervalo de 2 s . Se muestra el
espectro de frecuencia de los picos caracteristicos en esa etapa. Se muestra el
espectro de frecuencia de los picos caracteristicos en esa etapa. En ordenadas se
muestra la amplitud de la sefial en microvoltios, con los valores medios y el
krango de desviacion estandar; en abscisas se expresal la frecuencia de la sefial

(Hz). /
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4. AFLP

Tras la accién de las enzimas de restriccion combinadas EcoRI/Msel, se
obtuvieron diferentes fragmentos de DNA de las dos poblaciones de hamster.
Fueron seleccionados seis pares de cebadores (primers) para generar el patron de
bandas de AFLP para cada combinacion y la tasa del polimorfismo se calculo en
funciéon del nimero de bandas polimorficas detectada. La comparacion de los
perfiles de AFLP a través de las 6 combinaciones de cebadores nos indica que los
genomas de las dos poblaciones muestran diferencias. Un ejemplo de una
comparacion de los perfiles de las dos poblaciones para una de las combinaciones
de cebadores empleadas (E32/M58) se muestra en figura 19.
Las combinaciones de cebadores nos dieron un total de 660 fragmentos, con un
promedio de 110 loci por combinacion para cada cebador, y un tamafio medio de
fragmento de 185,97 pb. Como valor promedio, el 49,28% de las 660 bandas

distinguibles era polimorfico a través de todas las combinaciones (Tabla 8).

Combinaciones de cebadores|# fragmentos (pb) |# fragmentos fijos (% de polimorfismos
E32/M48 113 (192.99) 40 45,13
E32/M58 73 (207.58) 9 65,07
E32/M60 105 (174.91) 33 45,24
E35/M48 157 (183.99) 46 43,31
E35/M58 82 (168.16) 23 46,95
E35/M60 130 (188.20) 34 50

Total/media 660/110 (185.97) 49,28

Tabla 8. Polimorfismos existentes entre la poblacion de hamsters controles y
GASH:Sal

Numero de polimorfismos AFLP observados entre las poblaciones GASH:Sal y control
por cada combinacion de cebadores. Abreviaturas: (pb) pares de bases

La diversidad genética y la estructura genética de la poblacion se

estimaron en funcion del acercamiento de Lynch y de Milligan (1994). El grado
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de heterocigosis total (HT) previsto fue calculado haciendo un promedio sobre
todo loci de las dos poblaciones para cada combinacion de cebadores,
encontrandose en un rango de 0,3025 + 0,0122 a 0,3727 + 0,0286, con una media
de 0,3381. De las seis combinaciones de cebadores, la diversidad genética mas
baja (Hw) la present6 la combinacion E32/M48, y la mas alta la de E35/M60. En
este estudio, el valor medio del indice de fijacion de Wright (FST), (otro indicador
que mide la la variabilidad genética en las diferentes subpoblaciones), a través de
todos loci fue de 0,0839, indicando que aproximadamente un 8,4% de la variacion
genética total se podria explicar por diferencias entre cepas, mientras que los
91.6% restantes se pueden explicar por diferencias entre individuos. La
estimacion mas baja de FST (0,0177) era de E32/M58, y significa poca
diferenciacion genética dentro de las poblaciones. E35/M48 present6 el valor mas
alto en 0,1329, indicando una diferencia genética moderada dentro de las
poblaciones analizadas. Los pardmetros empleados para evaluar la diversidad
genética, incluyendo la heterocigosis media esperada (HT), la diversidad génica
intra-poblacional (Hv), la diversidad génica entre de las poblaciones (HB) y el

indice de fijacion de Wright (FST) se demuestran en la tabla 9.

Combinaciones de cebadores Ht (SE) Hw (SE) HB (SE) FST
E32/M48 0,3191 0,2878 0,031 0,0929
E32/M58 0,314 0,3082 0,0059 0,0177
E32/M60 0,3724 0,3245 0,0479 0,1279
E35/M48 0,3478 0,2989 0,0489 0,1326
E35/M58 0,3025 0,2914 0,0111 0,0366
E35/M60 0,3727 0,3413 0,0313 0,0839

Media 0,3381 0,3087 0,0294 0,0819

Tabla 9. Valores medios de los indices de la variabilidad genética entre la
poblacion de hamsters controles y GASH:Sal

Abreviaturas: heterocigosis media esperada (HT), la diversidad génica intra-poblacional
(Hw), la diversidad génica entre de las poblaciones (HB) y el indice de fijacion de Wright
(FST)

)
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El anélisis de AMOVA demostrd que el componente principal aproximado de la
variacion (el 83%) es atribuido a variaciones dentro de la poblacion. En términos
de variabilidad inter-poblacion, la variabilidad total hizo un promedio del 17%
entre las 6 combinaciones de primers. Los valores de PhiPT (tabla 10), que
representan la diferenciacion genética entre los pares de poblaciones, se
encuentran en un rango entre 0,064 a 0,239, siendo las diferencias significativas

(p <0,079 y 0,00 respectivamente).

Combinaciones de cebadores| d.f. suma de cuadrados| media de cuadradog estimacién de la varianza| % var, intra-pob/ % var, inter-pob, PhIPT p
E32/M48 14 148,4 32,297 11,473 84% 16% 0,157 0,001
E32/M58 13 126,714 23,207 10,05 94% 6% 0,064 0,079
E32/M60 9 114,3 35,05 14,276 79% 21% 0,0207 0,017
E35/M48 11 179,417 51,617 18,18 78% 22% 0,219 0,002
E35/M58 10 91,818 23,966 9,765 87% 13% 0,131 0,030
E35/M60 13 202,429 55,533 17,558 76% 24% 0,239 0,000

Overall total 83% 17% 0,1695

/Tabla 10. Resultado del Analisis de la varianza molecular (AMOVA) sobre\
variaciones genéticas dentro y entre las poblaciones de hamster control y
GASH:Sal

Se muestran los analisis estadisticos sobre la diversidad de AFLP entre los grupos
mencionados, que reflejan el porcentaje de de variacion intra o inter poblaciones.
Abreviaturas:d.f.-grados de libertad; PhiPT- proporcion de varianza entre la poblacion
krelativa a la varianza total; p- probabilidad /
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Figura 19. Picos deAFLP generados usando la combinacion de cebadores
E32/MS58.

(A) hamster controles. (B) GASH:Sal. (C) combinacion de animales controles y
GASH:Sal para distinguir picos exclusivos de cada poblacion. Color rojo: hamsters
controles; color azul: GASH:Sal. En ordenadas, intensidad de fluorescencia; abscisas:
tamafio de fragmentos, en pares de bases.
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Para entender las relaciones genéticas entre las dos poblaciones de hamster,
usando marcadores de AFLP, construimos arboles filogenéticos (dendrogramas),
por el método del vecino més cercano (Neighbor-Joining, o N-J), basado en
encontrar vecinos secuencialmente que minimicen la longitud total del arbol. Para
la constuccion de los dendrogramas, empleamos los valores genéticos de la
distancia de Nei (1978). Este pardmetro nos permite ver el grado de
homocigosidad entre dos poblaciones, para ver su proximidad filogenética. El
dendrograma resultante, muestra la semejanza genética entre las muestras
individuales obtenidas a partir de los AFLP resultantes de la combinacion de
enzimas E35/M48. Se puede apreciar como todos los individuos del grupo control
de Mesocricetus auratus se agrupan en un racimo. También, se aprecia un

segundo racimo, que representa exclusivamente a las muestras de GASH:Sal.
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Figura 20. Dendograma que muestra agrupacion de 12 individuos a
partir de dos poblaciones de Mesocricetus auratus. Los AFLP se obtuvieron
con la combinacion E35/M48 y el dendrograma se baso en la distancia genética de
Nei, con 1.000 permutaciones aleatorias
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4. Deteccion inmunohistoquimica de la proteina Fos

Las secciones de hamsters procesadas para visualizar la proteina Fos, se

ordenaron utilizando el patron de cortes ordenados e histoquimicamente tefiidos
para visualizar acetil- coliesterasa de Fuentes-Santamaria (2001) (ver anexo 2) y
el Atlas estereotaxico de Morin y Wood (2001) para hamsters.
El marcado de la proteina Fos tras la estimulacién auditiva por técnicas
inmunohistoquimicas, muestra una fuerte presencia de la misma en el nucleo
neuronal (figura 21), que distingue perfectamente las neuronas que expresan el
gen c-fos de las que no se expresan.

El coliculo inferior del GASH:Sal, tras el desencadenamiento de las crisis,
presenta una fuerte inmunorreactividad para la proteina Fos en todas sus
subunidades., siendo mayor en la corteza dorsal (CDCI) y en la corteza externa
(CECI). EI ntcleo central del CI (NCCI) y en la comisura interculicular, se
aprecia también una fuerte inmunorreactividad, auque lieramente menor que las
regiones anteriores.

También se observo un afuerte inmunotincion en la region de la sustancia
gris periacueductal (SGP). En las figuras 22 y 23 apreciamos las diferencias
cuanlitativas de inmunotincidn entre los dos grupos experimentales, en funcion de
la distribucion topografica del marcaje. Los esquemas de los cortes inmunotefiidos
y organizados caudorostralmente se ilustran en el anexo 4 (control) y 5

(GASH:Sal).
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Figura 21. Imuneotincion con anticuerpo biotinado c-fos sc-52 en secciones de
hamster GASH:Sal. A. Seccion coronal del coliculo inferior, B. Detalle a mayor
aumento para visualizar con detalle las neuronas immunotenidas.

Figura 22. Detalle del CI en cortes coronales obtenidos tras estimulacion
acustica intensa. Se observa una menor densidad en la expresion de la proteina Fos en
el control (A) que en el GASH:Sal (B). Abreviaturas: CECI, corteza externa del coliculo
inferior; 4v, cuarto ventriculo; D, dorsal; L, lateral. Barra de calibracion 500pum. Nivel
Bregma: -6,0
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/Figura 23. Detalle de secciones inmuoteiiidas para visualizar la proteina Fos \
en cortes coronales de hamster obtenidos tras estimulacion acustica intensa.

Se observa una menor densidad de expresion de la proteina Fos en el control (A, C) que

en el GASH:Sal (B,D). Abreviaturas: CDCI, corteza externa del CI; CECI, corteza

externa del CI; NCCI, nucleo central del CI; SPG, sustancia gris periacueductal; 4v,

\cuaﬂo ventriculo; D, dorsal; L, lateral; M, medial. Nivel bregma: -5,4 (Ay B); -5,7 (Cy j
D)
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Para asociar un valor objetivo a la intensidad de la inmunotincidn,
medimos la densidad Optica de secciones de los coliculos inferiores
immunotinidas para el reconocimiento de la proteina Fos. Los resultados
obtenidos los normalizamos para intentar minimizar los errores en relacion al
pedunculo cerebelar medio, zona que presenta una inmunotincién negativa. Los
datos empleados para el analisis son, por tanto, los datos tipificados de la densidad
optica integrada. Estos datos nos indican que el CI presenta una mayor
inmunotincion para la proteina Fos que los controles, especialmente en las zonas
mas caudales, ocupada fundamentalmente por la corteza externa. Sucede lo

mismo y en mayor grado con la sustancia gris periacueductal (anexo VII).
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/Figura 24. Valores medios de la densidad densidad optica integrada
Las mediciones corresponden a secciones de coliculo inferior (CI) a lo largo de su

extension caudo (C) rostral (R). Objetivamente, los hamsters GASH:Sal presentan una
mayor inmunotincidn para esta proteina tras sufrir un estimulo acustico intenso. El inset
representa los valores medios de densidad de inmunotincidon a través del eje caudo-

Qostral. /
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5. Analisis de las tomografias por emision de positrones

Se realizaron estudios de PET con 18F-FDG en condiciones basales y tras
someter a los animales a una estimulacion auditiva intensa. Los resultados de
incorporacion de radioactividad se analizaron estadisticamente para ver el efecto
de la estimulacion sobre la actividad del animal y el efecto de la posible diferencia
entre las lineas de hamster usadas.

Las comparaciones multiples por pares efectuadas (métodos de comparacioén de
muestras independientes t de Student, Newman, y Keuls) indican que las
imagenes metabolicas no muestran diferencias en el animal control entre el estado
basal y tras la estimulacion, ni entre el control y el GASH:Sal en estado basal.
Donde si se aprecian diferencias es en la captacion metabolica de glucosa en el
hamster GASH:Sal, entre el estado basal y tras la activacion autitiva intensa (p =
0,034).

Cuando estimulados con un sonido intenso a los animales controles y a los
GASH, so6lo en los ultimos se producen las crisis epileptogénicas, que se veran
reflejadas en la incorporacion de glucosa radioactiva inyectada veinte minutos de
la estimulacion actstica. La observacion visual de las imagenes nos indica que,
aparentement,e la zona alrededor del cuarto ventriculo, coliculo inferior, capta

mas glucosa que en el control, como se aprecia en la figura 24.
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Figura 24. Imigenes Micro-PET con "*F-FDG de los cortes coronales de la
zona de interés en un hamster Control (A) vs GASH:Sal (B).

Se aprecia una mayor captacion del radiotrazador en las areas cerebrales correspondientes
a los coliculos inferiores de los hamsters GASH:Sal en comparacion con los hamsteres
controles.

Al cuantificar los datos obtenidos en funcion de la dosis de radiotrazador
inyectada, la grafica que obtenemos indica, sin embargo, que hay una menor de
captacion de glucosa en el CI del GASH:Sal durante la crisis.

Al normalizar los valores de cuentas en relacion a una estructura de
referencia, en este caso el cerebelo, obtenemos unos valores relativos de captacion
de glucosa en el CI, que nos indica también que esta estructura resulta

metabdicamente menos activa durante las crisis.



COLiCULOS
2,50E-06
2,00E-06 - -|'
)
E *
% 1,50E-06 -
[=]
3
s 1,00E-06 -
g
Q
<
5,00E-07 1
0,00E+00 r
C-basal C-est. E-basal E-est.
CEREBELO
2,50E-06
2,00E-06 T T
5 I
13
£
G 1,50E-06 1
2
[=]
3
s 1,00E-06 - I
g
Q
<
5,00E-07 1
0,00E+00
C-basal C-est. E-basal E-est.
COLICULOS/CEREBELO
1,2
o
-
ﬁ 1,15 T
["4
g 1
(7}
o
-
3 1.05 +— *
-
3
=TT
Q
<
o
= 0,95 +—
<
4
0,9 T T
C-basal C-est. E-basal E-ést.

99

Figura 25. Cuantificacion de la imagen metabdlica.
Actividad de los tejidos en pcurios/mm’. La cuantificacion de la glucose radioactiva
indica una menor actividad metabodlica en el coliculo de los GASH, tanto de forma
absoluta como en relacion al cerebelo como estructura de referencia. Abreviaturas: C-
control; E- epiléptico (GASH:Sal). Est- animal estimulado actisticamente.
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V. DISCUSION
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La inspeccion visual de los datos de EEG sincronizados con la grabacion
de video permitio la deteccion de patrones caracteristicos de la progresion de la
crisis, que corresponden con las fases conductuales de las convulsiones
audiogénicas del hamster GASH:Sal. El patron cortical de los EEG durante las
crisis convulsiva coinciden con el observado en otros modelos de epilepsia, pero a
diferencia de éstos, el origen de las crisis es troncoencefalico, no cortical.

Hemos encontrado que los GASH:Sal presentan una funcion auditiva deficiente,
con umbrales auditivos muy elevados. Esta situacion parece empeorar con el
edad. Los andlisis genéticos, por otra parte, muestran diferencias significativas

entre los GASH:Sal y los controles.

ABR (Auditory Brainstem Response) es una técnica neurofisiologica que

permite la obtencion de datos de forma rapida, reproducible, cuantitativa y no
invasiva, salvaguardando la vida del animal explorado y que proporciona
informacién sobre la funcionalidad de las estructuras nerviosas periféricas y
centrales que conforman la via auditiva (Huang,1980). Esta técnica se basa en la
estimulacion auditiva con sonidos de caracteristicas conocidas (frecuencia,
intensidad, velocidad de estimulacidn, etc) y posterior registro de la actividad
eléctrica generada por las neuronas de la via auditiva mediante electrodos
colocados en posiciones estandar. La discriminacidén de la actividad eléctrica
auditiva frente a otra actividad eléctrica (cerebral, muscular, equipos) se consigue
mediante la estimulacion repetida y la promediacion de la respuesta sincronizada

al estimulo.
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Aunque no contamos con valores de referencia para esta especie, los
umbrales de 40 dB SPL encontrados los hamsters controles son similares a los que
hemos encontrado en otros roedores de laboratorio, rata (Borg,1982; Cooper y
cols., 1990) y raton (Li y Borg, 1991; Sha y cols., 2008;) de la misma edad. Por lo

tanto, pueden considerarse dentro del rango de normalidad.

Las diferencias de latencia encontradas entre individuos controles de 3 y 9 meses
de edad, con mejores valores para los individuos de 9 meses, podrian deberse a
que tienen origenes distintos, ya que los de 3 meses se originaron a partir de
individuos existents en el animalario de la usal y los de 9 se adquirieron

comercialmente.

Los ABR se puede utilizar para estudiar las variaciones auditivas durante el de
desarrollo y en diversas patologias (Huang,1980). Nuestros resultados en los
GASH:Sal demuestran que hay conductividad del sonido a través de la via
auditiva, pero que existe un déficit auditivo importante. Esta caracteristica es
comun en muchos roedores que exhiben crisis audiogénicas (Henry y Saleh,
1973; Penny y cols., 1983). Estos, suelen presentar una reduccion en sus latencias
de respuesta observadas en los ABR, incluso a 8 kHz de estimulacion, que la
frecuencia optima de audicion para la rata y para la mayor parte de los roedores
(Coleman y cols., 1994). En ratones propensos a crisis convulsivas audidgenas, se
ha encontrado una excitabilidad auditiva aumentada, observada por una mayor
amplitud de respuesta de los potenciales evocados en el nucleo coclear y en el
coliculo inferior a intensidades por encima de su umbral auditivo (Saunders y

cols., 1972).
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Se ha visto en ratas Long-Evans que las reducciones en la capacidad
auditiva frente a estimulos supra-umbral, tanto a nivel periférico como central,
preceden niveles de intensidades necesarios para la generacion de crisis (Ross y
Coleman, 1999); esto sugiere una alteracion sinaptica que induce una reduccion
en la capacidad auditiva, imprescindible para la génesis de la actividad epileptica
a altas intensidades de estimulo. En cepas de rata genéticamente propensas a
epilepsia (GEPR), la susceptibilidad a las CCA se asocia a los umbrales elevados

de ABR y al aumento en la latencia de las ondas (Faingold y cols., 1990).

Nuestros datos revelaron una excitabilidad alterada en la periferia de la via
auditiva. La sobreestimulacion de la coclea se puede asociar a patologia
estructural incluyendo dafio a las células ciliadas (Clark y Pickles, 1996). En un
estudio histologico de la cepa GEPR, se observé una degeneracion severa de las
células ciliadas, especialmente de las ciliadas externas de la espira basal
(Darrouzet y cols., 1967; Penny y cols., 1983). En los GPG/Vall, también existia
una pérdida de células ciliadas externas (Fuentes-Santamaria ycols., 2005), de lo
que se infiere que los modelos genéticamente propensos a crisis demuestran una
degeneracion programada de la céclea.

Cambios en las latencias entre los picos del ABR sugiere la presencia de
modificaciones adicionales en la via auditiva de animales susceptibles a padecer
CCA, particularmente entre ondas IV-V que pueden involucrar al coliculo inferior
(Funai y Funasaka, 1980). En ratas sensibles a CCA, las bandas tonotopicas del
CI se ensanchan (Faingold et al., 1986; Pierson y Snyder-Keller; 1994), lo que
sugiere una hiperexcitabilidad de las vias aferentes y/o intrinsecas del CI, ademas

de un cambio en la organizacion funcional de la via auditiva central (Pierson and
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Snyder-Keller; 1994). La excitabilidad aumentada a nivel del CI puede explicarse
por modificaciones en la cantidad de neuronas GABA¢érgicas y/o en las
caracteristicas de sus receptores (Roberts et al., 1985; Ribak and Morin, 1995),
por lo que la inhibicidn resultante seria menor. Hay varios trabajos que establecen
la relacion entre una deficiencia en la neurotransmision GABAérgica y la
susceptibilidad a presentar crisis audidgenas (Faingold y cols. 1986, 2002;
Roberts y Ribak, 1986); en la misma linea, esta descrita una disminucion
significativa en neuronas GABA¢érgicas en el hamster GPG/Val (Soria Milla y
cols., 1987; Fuentes-Santamaria y cols., 2008).

Un aumento en la excitacion puede deberse también a la presencia de
modificaciones en sinapsis glutamatérgicas en el CI, como la sobre-expresion de
receptores glutamatérgicos en este nucleo (Marianoski y cols., 1995) o a un
incremento en la liberaciéon de neurotransmisores excitatorios (Ribak y cols.,
1988).

La correlacion entre un déficit auditivo y la susceptibilidad a presentar
crisis convulsivas parece ser una constante en los animales que presentan crisis
convulsivas audidgenas; se ha detectado pollos con crisis audidgenas (pollos
blancos Leghorn), quienes presentan ABRs alterados, con los picos tempranos
normales y un aumento en la latencia y una disminucién en la amplitud en los
componentes tardios (Beck y cols., 1987); el raton mutante Frings Mgrl (que
presenta una mutacion en el gen Massl) también muestra un deterioro en la
audicion de suave a moderado (Klein y cols. 2005), que aparece durante el
desarrollo postnatal temprano y se continta hasta edades avanzadas; gatos con
epilepsia inducida por penicilina presentn un incremento en todos los

componentes del ABR (Burchiel y cols., 1976); finalmente, en humanos, algunos
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tipos de epilepsia (epilepsia de la ausencia) concurren con decrementos en los

componentes posteriores del ABR (Mirsky, 1988).

La biotelemetria es una herramienta util para medir una gran variedad de
parametros comportamentales y fisioldgicos (EEG, ECG, EMG, presion arterial,
temperatura de base del cuerpo, actividad, etc.) en animales libres y conscientes.
Ha demostrado ser eficaz en la caracterizacion de los varios modelos animales de
enfermedades especificas humanas, tales como epilepsias (Guler y Ubeyli, 2002;
Jeutter, 1982). Antes de la aparicion de esta técnica, habia una gran variedad de
métodos que recogian datos fisioldgicos en animales de experimentacion con
diferentes grados de inmovilizacién o con radiotransmisores no implantados
(Nakano y cols., 1994). En la actualidad, hay disponibles en el mercado una gran
variedad de sistemas de radiotelemetria para realizar este tipo de registros.

Los registros de datos obtenidos por telemetria en animales conscientes son muy
superiores a los obtenidos en animales anestesiados, ya que representan el estado
normal y los resultados son mas extrapolables a los que se obtendrian en seres
humanos (Kramer y Kinter, 2003). También, los métodos de inmovilizacion del
animal inducen artefactos de tension e influyen seriamente sobre los parametros
fisiologicos basicos. Un método de inmovilizacidn clasico en la grabacion de
EEG es el la inmovilizacion del animal, conectando los electrodos con un enchufe
en miniatura anclado al crdneo y expuesto para poder acceder con el cable de

registro (Bertram y cols., 1997).
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En nuestro estudio, utilizando métodos radiotelemétricos, hemos
caracterizado los registros electroencefalograficos corticales del hamster
GASH:Sal, que presentan crisis audidogenas. La sincronizacion de los datos de
video con las grabaciones fisioldgicas permitio la clasificacion de las crisis, dato
esencial para la distincidn entre crisis epilépticas y otros episodios paroxisticos no
epilépticos (Spehlmann, 1981). Nos ha permitido también, la confirmacion de las

diversas etapas que constituyen las crisis.

En nuestro trabajo, hemos intentado conseguir un registro de la crisis del
hamster GASH:Sal con un foco particular en las descargas electrograficas
dominantes y su comportamiento correlativo (fig. 4). En la actual investigacion,
confirmamos que los hamsters GASH:Sal, que experimentan crisis audidgenas,
exhiben patrones EEGs corticales y comportamiento convulsivo que coincide con
el presentado por otros modelos animales de epilepsia generalizada ya

consolidados.

El patrén ictal-epileptiforme de EEG de los hamsters GASH:Sal se
asemeja a la epilepsia generalizada humana (Jobe y cols., 1995, 1998). Los
patrones tipicos de EEG de crisis Grand Mal en humanos abarcan los complejos
multionda iniciales, que se corresponden a las convulsiones miocldnicas, seguidas
por una atenuacidon generalizada de la actividad eléctrica en respuesta a la
tonicidad del musculo, que lleva a una serie de picos de gran amplitud y
complejos de onda lenta del tonus y de las contracciones clonicas, y terminan en
una relajacion muscular y una somnolencia postictal, caracterizadas por una baja
amplitud y un aplanamiento del de EEG. Los complejos de punta-onda de 4-6

hertzios son peculiares de las descargas epileptiformes generalizadas y se
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distinguen tanto por su duracidon como la ocurrencia sucesiva de un pico seguido

de una onda lenta.

En el EEG del GASH:Sal, se aprecian patrones secuenciales distintos
durante la crisis, que se corresponden con las fases conductuales de las
convulsiones audiogénicas del hamster, y son correlativos a la grabacion en video

de su comportamiento paroxistico.

Los métodos tipicos de procesamiento de los EEG se basan en la
trasformada rapida de Fourier; este abordaje se basa en observaciones que un
espectro de EEG contiene las formas de onda caracteristicas que pertenecen a
cuatro tipos de bandas de frecuencia. De las cuatro, las bandas clinicamente
significativas estdn entre 0,1 a 100 Htz, que se pueden subdividise o clasificar mas
a fondo en el delta (0,5 ~ 4 hertzios), la theta (~ 4- 8 hertzios), la alfa (~ 8 -13

hertzios), beta (13 ~30 hertzios) y gamma (~ 30- 60 hertzios).

Los desordenes epilépticos exhiben frecuencias especificas y, previo a la
fase de descenso eléctrico inicial, presentan excesivas ondas de theta, y en la fase
de clonus y de rigidez ténica, presentan picos pertenecientes a las ondas theta y

gamma (Bosnyakova y cols., 2007; Noebels y cols., 1989 ).

Los patrones del comportamiento y electrograficos presentados en nuestro
trabajo son similares a los de crisis que se presentan en la rata epiléptica Noda
(NER) (Noda y cols., 1998; Iida y cols., 1998) y en la rata GEPR-9 (Moraes y
cols., 2005). Ambos modelos muestran la secuencia tipica comportamental en las
crisis: salto o carrera salvaje, opistdotono y convulsiones tonico-clonicas.

Electroencefalograficamente, los modelos exhiben patrones similares.
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Los modelos animales de la epilepsia son criticos en muchas facetas de la
investigacion de la epilepsia, incluyendo la evaluacion terapéutica de drogas
antiepilépticas y de la identificaciéon de las bases genéticas de la epilepsia.
Nuestros resultados proporcionan considerable evidencia electrografica que
permite que clasifiquemos los aspectos clinicos de las convulsiones sufridas por
el hamster GASH:Sal siguiendo un insulto audiogenico como crisis epilépticas
verdaderas comparables a ésas vistas en los modelos animales de crisis tonico-
clonicos generalizados. Por lo tanto, este modelo genético definido puede servir

como modelo util para promover mas lejos el estudio de epilepsias humanas.

La similitud prominente entre el patron EEG del GASH:Sal y el exhibido por
otros modelos animales de epilepsia generalizada (Jobe y cols., 1996) y el
observado en las crisis tonico-clonicas generalizadas de nuestra especie, podria
potencialmente permitir el empleo de este animal como modelo de epilepsia,
estudiando sus mencanismos intimos y llegar asi a una mayor comprension de los

mecanismos subyacentes responsables de la epilepsia humana.

Al no existir la descripcion del genoma del hamster, hemos de buscar la

manera de localizar las diferencias entre el DNA de los hamsters controles y los
GASHA:Sal. El andlisis de AFLP es un primer paso para evaluar la diversidad

genética entre las dos poblaciones de hamsters.

La especie Mesocricetus auratus, también conocido como hamster sirio

dorado, originado en el norte de Siria, es un animal de experimento fuertemente
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consolidado. En 1930, un cientifico del israeli recogié una camada de hamsters, y
de solo una pareja de hermanos, se obtuvo una poblacion cautiva del hamster.
Hoy, casi todas las poblaciones de laboratorio de hadmsters sirios dorados son

descendientes de ese Unico apareamiento del hermano/ hermana.

Los hamsters sirios se utilizan considerablemente en la investigacion biomédica,
incluyendo la induccion experimental de tumores, las enfermedades infecciosas,
asi como investigaciones patologicas. A pesar de su popularidad, se han divulgado
pocos estudios que identifiquen caracteristicas genéticas de estos animales
(McGuire y cols., 1985; Watkins y cols. 1990; Yigit y cols., 2007). Los estudios
publicados, demuestran que los niveles de diferenciacion genética de los hdmsters
sirios dorados salvajes y del laboratorio son escasos, confirmando que todos los
miembros supervivientes de la especie Mesocricetus auratus derivan de un
nimero limitado de progenitores (McGuire y cols., 1985). Recientemente, el
andlisis de los loci de microsatélites, usado para establecer un andlisis del
acoplamiento y el rastro de patrones de la herencia, entre las poblaciones de
hamsters dorados de oro salvajes y del laboratorio, presenta una reduccion en la
variabilidad genética de la poblacion del laboratorio (Neumann y cols., 2005). Tal
reduccion se puede atribuir a la violacion del principio Hardy-Weinberg en las
poblaciones del laboratorio, asi como el efecto de endogamias, ambos dan lugar a

una homozigosis creciente de la poblacion.

Debido a la baja variabilidad genética esperada dentro de las poblaciones
animales de laboratorio, es necesaria una técnica conveniente de genotipado para

determinar los niveles de variacidon genotipica.
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El anélisis de AFLP puede detectar el tipo de mutaciones (e.g., mutaciones
puntuales inserciones, delecciones..etc) que sean responsables de variaciones de la
secuencia génica. En el presente, AFLP es un método eficiente para la

caracterizacion del ADN de plantas, hongos y de bacterias (Bensch y cols., 2005).

Esta técnica, descrita por Vos y cols. (1995), se puede aplicar al ADN de
cualquier complejidad, empleandose también con éxito para deducir niveles de
variacion genética en animales (Arjmone-Marsan y cols., 1997; Ovilo y cols.,
2000; Kim y cols., 2001, Razzoli y cols., 2003). La caracteristica dominante de
AFLP es su capacidad para investigar simultineamente diversas regiones de la
ADN distribuidas aleatoriamente a través del genoma. Para alcanzar la alta
confiabilidad del muestreo, el ADN gendmico se prepara en una técnica ingeniosa
pero directa, que combina las fuerzas de dos métodos, la replicacion del andlisis
de los fragmentos obtenidos por enzimas de restriccion y la energia de la
polimerizacion en cadena (Vos y Kulper, 1997; Vos y cols., 1995). Los
marcadores de AFLP se han demostrado utiles para determinar diferencias
genéticas entre los individuos, poblaciones y linajes independientemente

desarrollando, tales como especie.

Debido a la carencia de la informacidén genética de la especie de
Mesocricetus auratus, AFLP tiene varias ventajas sobre otras técnicas de huella
gendmica, ya que realiza multiples comparaciones de regiones de la ADN
distribuidas dentro de un genoma entero sin la necesidad de cualquier
conocimiento anterior de la secuencia (Mueller y Wolfenbarger, 1999). Por ello,
hemos empleado esta técnica para determinar la variacion genética entre el

hamster dorado control (Mesocricetus auratus) y el de la linea GASH:Sal.
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Las técnicas de Neuroimagen, incluyendo la Imagen por Resonancia
Magnética (MRI) y Tomografia por Emision de Positrones, especialmente cuando
se emplea 18-Fluor-Desoxi-Glucosa, se han utilizado con éxito para identificar las
regiones del cerebro responsables de la generacion de crisis (Diehl y cols., 2003;
Lamusuo y cols., 2001). La evidencia reciente relaciona la disfuncion eléctrica
caracteristica de epilepsia de 16bulo temporal (TLE) al metabolismo de la glucosa
(Atlay y cols., 2005; Joo y cols., 2005; Vielhaber y cols., 2003). Es conocido
ampliamente que la neurotransmision y el metabolismo estan intimamente ligados

(Schousboe y cols., 1992).

Se ha utilizado el PET para estudiar neuroplasticidad y la recuperacion
funcional en pacientes con lesiones cerebrales producidas por cirugia, golpes,
heridas en la cabeza y malformaciones arteriovenosaa (Chugani y Jacobs, 1994;
Iglesias y cols., 1996). En eso casos, frecuentemente se empleaba FDG como
marcador de la actividad metabdlica, de una forma anélogo al uso de '“CDG en
animales. PET también se ha utilizado para demostrar el patron de la activacion
neuronal en seres humanos durante crisis convulsivas (Kuhl y cols., 1980;
Chugani y cols., 1994). El uso del PET en modelos animales de enfermedades
neuronales del sistema nervioso, permitiria observaciones y una gran variedad de
paradigmas experimentales in vivo. El uso de roedores como modelos aninmales
ha demostrado ser critico para la comprension de respuestas anatdmicas,

bioquimicas, y moleculares a lesiones cerebrales, asi como para proporcionar los
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medios de probar terapias nuevas, como administracion de factores tréficos o

transplante de células madres del SNC (Kornblum y Cherry, 2001).

Muchos sindromes epilépticos se asocian a menudo con las anormalidades
estructurales y funcionales del cerebro, por lo que la Neuroimagen esta tomando
cada vez més un papel mas prepondereante en el diagndstico de la epilepsia y en
la decision sobre las estrategias de tratamiento a los pacientes, particularmente si
presentan crisis refractarias. El uso de radioisétopos para etiquetar moléculas
implicadas en procesos bioldgicos, data del principio del sXX (Ploux y
Mastrippolito, 1998), siendo la Fluorodeoxiglucosa (2-Deoxy-2-fluoro-D-
glucose), que traza la absorcion y el metabolismo de la glucosa, radiotrazador mas

comun usado para el PET en préctica y en la investigacion clinicas.

Kornblum y cols. (2000) fueron los primeros en publicar resultados del
metabolismo in vivo de la FDG durante crisis agudas usando microPET. Durante

las crisis, la absorcion de FDG aumentd en varias regiones del cerebro.

Un estudio reciente del microPET usando pilocarpina para inducir status
epilepticus en los ratones C57B16 confirmé que la absorcion de FDG fue
aumentada 10 veces o mas en el hipocampo (Mirrione y cols., 2006). El aumento
en la absorcion de FDG correlacion6 otra vez directamente con la severidad del
crisis durante el periodo de la absorcion. Estos resultados coinciden con
experimentos anteriores de 2-deoxy-14C glucosa después de inducir las crisis por
KA (Collins y cols., el an o0 80) y pilocarpine (Scorza y cols., 2002). También en
pacientes, crisis parciales complejas dan lugar a aumentos marcados en
metabolismo de la glucosa en el foco de la crisis ( Tatum and Stecker, 1995; Fong

y Delgado-Escueta, 1999; Millan, 2001).
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Las crisis parciales complejas que coinciden con la absorcion de 18FDG
demuestran un aumento marcada en el metabolismo de glucosa en el foco de la
crisis (Fong y Delgado-Escueta, 1999; Millan y cols., 2001; Tatum y Stecker,
1995). Otros estudios demostraron que las crisis recurrentes espontaneos pueden
inducir una disminucién de la activiadad en ciertas regiones especificas del
cerebro (Choi y cols., 2003; Hong y cols., 2002), que se puede asociar a la

degeneracion neuronal (Diehl y cols., 2003; Theodore y cols., 2004).

Es bien conocido que el estimulo auditivo repentino e intenso puede
inducir la expresion del c-fos en ciertas areas del cerebro (Bullitt, 1990). En
nuestra linea, hay una correlacion entre la expresion del Fos en las dreas del
cerebro analizadas en GASH:Sal después de la induccion de crisis. En el CI, se
induce la expresion del gen c-fos de manera, sitio y contexto-especifica 1,5-2 h,
tras el desencadenamiento de una crisis inducida por sonido (Pierson y Snyder-

Keller, 1992; Barrios, 2008).

La expresion inducida por crisis de c-Fos se ha utilizado para identificar
las estructuras del cerebro implicadas en el CCA y en otro tipos de crisis
(Dragunow and Robertson, 1988; Daval , 1989; Le Gal La Salle and Naquet,
1990; Shebab , 1992; Snyder-Keller and Pierson, 1992; Clough , 1997; Samoriski,
1998; Barton , 2001). Los patrones corticales de Fos inducidos por crisis en el
grupo experimental no son demasiado asombrosos; la capacidad de las areas
especificas del cerebro de sostener actividad epileptiforme es una caracteristica de
circuitos locales constitutivos. Por ejemplo, bajo condiciones de disinhibicion, la
actividad epileptiforme ocurre solamente en regiones corticales de secciones in

vivo del IC (Pierson y cols., 1989) de ratas no-susceptibles. Esto indica que
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cualquier conectividad neuronal necesaria para apoyar la actividad epileptiforme
es una que es una caracteristica intrinseca de la corteza del CI. La localizacion del
sitio de la iniciacion de la crisis no aclara donde dentro de la via auditivo esta la
anormalidad que distingue susceptible de animal no-susceptible. Esto es porque
la susceptibilidad de CCA es una epilepsia refleja sensorial y asi bajo
circunstancias in vivo, las entradas ascendentes es también una parte integrante
del circuito de crisis-iniciacion. Concebible, las anormalidades de circuitos locales
o de inervaciones aferentes podian potencialmente ser la base de la
susceptibilidad. En el actual estudio, se explora la posibilidad que la anormalidad
fundamental es una que afecta sobre todo al camino auditivo ascendente, es decir,
sus campos terminales terminan en el nucleo central del CI también, el nucleo
central recibe la informacion convergente de los nucleos cocleares, del complejo
olivary superior, y del lemnisco lateral (Beyerl, 1978; Adams, 1979; Brunso-

Bechtold y cols., 1981).

De acuerdo con estudios en otros roedores CCA-susceptibles basados en
lesiones, electrofisioldgico, y el técnicas de trazado, el IC, se ha implicado como
el sitio de la iniciacion del CCA (Kesner, 1966; Willott y Lu, 1980; Faingold .,
1988; Millan , 1988; Le Gal Le Salle y Naquet, 1990; Snyder-Keller y Pierson,
1992). La expresion extensa de c-fos se observa en el CI después del CCA
(Snyder-Keller y Pierson, 1992; Ross y Coleman, 2000). Wada y cols., (1970)
propuso que el cucleo central pueda ser el sitio de la iniciacion para el CCA
segiin lo demostrado por una atenuacion o una desaparicion de la actividad de

crisis que sigue la destruccion bilateral.
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Los resultados en el CI son igualmente intrigantes; aunque el CI
demostrara un notable aumento de la absorcion de FDG en los GASH:Sal, la
expresion de “fos” se diferenciaba entre las regiones secundarios del CI después
de una crisis. Las crisis, por tanto, provocan una induccién selectiva de la
imunoreactividad al Fos en las cortezas del CI (Barrios, 2008). Esta respuesta es
selectiva, ya que el mismo estimulo de 90dB, en el hamster control no produce

induccién apreciable en la expresionn de c-fos

El estudio de la expresion de Fos y del metabolismo de la glucosa constituyen
métodos diferentes de mapeo funcional de las convulsiones y que no son
comparables en cuanto a analizar los niveles de actividad cerebral. El estudio de la
expresion de Fos constituye un marcador de incremento en la actividad génica
como consecuencia del aumento en el nivel de actividad neuronal. El aumento en
los niveles de de captacion de glucosa se relaciona con el incremento de forma
aguda en los requerimientos metabolicos de la neurona y sus terminales. Cada
método posee su propia utilidad para el mapeo de areas cerebrales asociadas con
las convulsiones (Clough y cols., 1997; Eells y cols., 1997, 1998, 2000; Morgan y
cols., 1987; White y Price, 1993). Sin embargo, se debe ser muy cuidadoso en la
interpretacion de los resultados de expresion de Fos y del metabolismo de la
glucosa. La capitacion de 2-DG puede ser cuantificada mas facilmente que la
expresion de Fos, pero para ello hay que tener en cuenta el tiempo, la edad y la

correlacion entre tratados y controles.

Como la captacion de DG se correlaciona con el incremento de la
actividad neuronal, ello puede ocurrir tanto en regiones que convulsionan como en

las que no, debido al incremento de la actividad inhibitoria, que para los efectos
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de captacion de glucosa es casi exactamente como la actividad excitadora. Nehlig
y cols., 1996 mostraron disminuciéon de la actividad metabolica Inter-ictal en
regiones auditivas de ratas Wistar con susceptibilidad convulsiva de tipo
audiogénico en comparacion con los controles, lo cual es muy probable que se
deba a alteraciones auditivas de los animales. También se ha encontrado una
disminucioén significativa local de de la utilizacién de glucosa en ratas Spargue
—Dawley en comparacion con GEPRs (Saija y cols., 1992). Estos hallazgos
corroboran le hecho de que tanto el metabolismo de glucosa como los niveles de
expresion de Fos no siempre ofrecen la misma informacion y hay que ser muy

cauteloso a la hora de interpretar los resultados.

Resultados anteriores realizados en nuestro laboratorio (Barrios, 2008) indican
que la diferencia de activacion entre los subnucleos coliculares, medida por el
incremento en la expresion de c-fos entre los GASH:Sal y los controles, es
altamente significativa para el subntcleo CECI y para la region SGP (p <0,01) y
significativa entre los subntcleos CDCI y NCCI (p < 0,05) de ambas lineas. El
NCCI recibe proyecciones ascendentes de casi todos los ntcleos auditivos del
médula oblonga y proyect a los nticleos dorsales y externos del IC (Coleman y
CLerici, 1987) donde se observa una imunoreactividad de Fos moderado hasta
pesado en los GASH:Sal. El nucleo externo es el nucleo de la salida del IC y se
piensa que propaga CCA a otras estructuras del cerebro implicadas en el CCA
(Ribak y Morin, 1995; Faingold, 1999; Ross y Coleman, 2000). Las estructuras
del médula oblonga que reciben la entrada directa o indirecta del enlC que exhibi6
el Fos-ir inducidopor crisis en el estudio actual incluyen las capas profundas del

colliculus superior, gris periacueductal, porcion lateral superior del ntcleo
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parabrachial lateral y de nucleo cuneiforme. Estas estructuras del cerebro se han
demostrado para ser implicadas en crisis tonicas (Clough ., 1997; Samoriski .,
1997; Faingold, 1999; Klein ., 2004). Piensan que CCA se iniciar en el colliculus
inferior que liga la entrada sensorial auditiva a las estructuras del médula oblonga
de la salida motora que propagan a CCA. El patrén del immunoreactividad c-Fos
observado en este estudio después del estimulo del CCA, sugiere que el colliculus

inferior inicia la red que es la base de CCA en el GASH:Sal.

Al consolidar estos hamsters en el estabulario del servicio de experimentacion
animal (S.E.A.) de la Universidad de Salamanca, se ha recuperado el patrimonio
genético de los hamsters GPG/Vall, permitiendo su estabilizacion y el desarrollo
de estudios de estandarizacion, con la idea tltima de poner a disposicion de la
comunidad cientifica un nuevo modelo experimental de epilepsia.

Este modelo servira tanto para estudiar los mecanismos bésicos de la epilepsia, asi
como una herramienta farmacoldgica muy interesante para probar diferentes
drogas antiepilépticas existentes en el mercado y/o de nueva aparicion.

No hay que olvidar que el hamster sirio (Mesocricetus auratus) presenta una
serie de ventajas adicionales como animal de experimentacion, ya que tiene:

*una reproduccion facil (seis crias por parto unas seis veces al afio en su ciclo

reproductivo 1til de aproximadamente un afio).

*una relativa falta de infecciones especificas.

*un rapido desarrollo con un corto ciclo vital.
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Este modelo presenta innumerables ventajas, sobre todo por ser un animal que no
ha sufrido modificaciones en su material genético, sino que una mutacion
espontdnea por cruzamientos endogdmicos repetitivos ha desenmascarado la

alteracion, mucho mas parecido a lo que sucede en la especie humana.

Finalmente, una vez aisladas e identificadas las secuencias de ADN que
diferencien los GASH:Sal de los controles, no descartamos introducirlas en un
raton para obtener un modelo de ratdon epiléptico transgénico, més facilmente

patentable segun la legislacion europea actual.
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VI. CONCLUSIONES
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Los hémsters control presentan unos valores de umbral auditivo

homogéneos y estan dentro del rango de la normalidad para los roedores.

Los hamsters GASH:Sal presentan una funcion auditiva deficiente, con
umbrales auditivos muy elevados. Esta situacion parece empeorar con el

edad.

Los hamsters control presentan un audiograma de morfologia sigmoidea
en el rango estudiado (4-40 KHz), con mejores umbrales para las

frecuencias mas bajas.

El audiograma de los GASH/Sal estd muy afectado, con umbrales iguales

o superiores a 70 dB para todas las frecuencias.

Las latencias pico e interpico medidas tras estimulacion tipo click a 90 dB
de intensidad son similares para los hamsters controles y los GASH:Sal de
3 meses, lo que indica que los GASH:Sal no presentan alteraciones en la

conductividad del estimulo nervioso a lo largo de la via auditiva.

Todos los GASH:Sal presentan una crisis convulsiva generalizada

completa generada por un estimulo actstico intenso.

En el patron de descarga del EEG se aprecian los diferentes intervalos que
corresponden con las fases conductuales de las convulsiones audidégenas
del hdmster GASH:Sal; tanto la fase de carrera salvaje, como la de
contracciones tonico-clonicas se diferencian de las demads en la amplitud y

en la frecuencia de descarga.

Existen diferencias entre el genoma de GASH:Sal y el hamster sirio

normal.

El tipo de epilepsia que presentan los GASH:Sal es troncoencefilica,

estando implicado el coliculo inferior en el inicio de las crisis audidgenas
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Apudos, focales simples Ténico clénicos, generalizadas Parciales complejos

Convulsivantes tépicos Genéticas Acido kainico

Penicilina
Bicuculina
Picrotexina
Estricnina
Anticolinérgicos
Orros

Estimulacién eléctrica

Depleccion de GABA
Rodajas neocorticales

Crdnicos, focales simples

Metales implantados
Hidréxido de Aluminio

Cobalto

Tungsteno

Zine

Hierro
Dano criogénico
Inyeccidn de gangligsidos
Epileptogénesis sist. focal

Babuinos fotosensitivos

Crisis audiégenas en roedores

Ratones totterer v E1

Ratones modificados genet.

Ratas (GEPR)
Ratas WAR

Gérbil mongol
Drosofilas vibrantes

Electroshock maximo
Convulsivantes quimicos

Pentilenetetrazol
Bemegride

Picroroxina

Bicuculina

Methionine sulfoximide
Penicilina

Desérdenes metabdlicos

Hipoxia

Hipoglucemia
Oxigenacion hiperbdrica
Hipercarbia

Uremia

Depleccion de drogas
Altas temperaturas

Toxina tetdnica
Inyeccidn en el drea tempesta
Estimulacién repetida”Kindling™
Rodajas de cerebro
Hipocampo de roedores
FPreparaciones celulares aisladas
Tejidos cerebrales humanos

Ausencia. generalizados

Estimulacidn talamica
Focos bilaterales corticales
Penicilina sistémica

v- hidroxibutirato

Opideeos intraventriculares

Estatus epiléptico

Litio-pilocarpina
Cobalto-homocistina
Estimulacién recurrente

I-. Modelos experimentales de epilepsia. Modificacién de Fisher (1989)
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EcoR| Adapters

Eco-ad-5 5 CTCGTAGACTGCGTACC &

Eco-ad-3 5 AATTGGTACGCAGTCTAC &
fisel Adaptars

Mse-ad-5 5 GACGTAGAGTCCTGAG ¥

Mse-ad-3 5 TACTCAGGACTCAT ¥
Fre-amplification

Eco-pre 5" GACTGCGTACCAATTCA T

Msee-pre B GTAGAGTCCTGAGTAAC &

Selective Amplification
EcoR| primers

E32 5" GACTGCGTACCAATTCAAC ¥

E34 A" GACTGCGTACCAATTCACA Y
fls=| primers

M48 5 GTAGAGTCCTGAGTAAC AC T

MaE 5 GTAGAGTCCTGAGTAAC GT ¥

M&EQ 5 GTAGAGTCCTGAGTAAC TAS

II- Secuencias de los cebadores epleadas en el AFLP
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III- Tincidn histoquimica de la acetil-colinesterasa en secciones de hamster.

Secciones coronales de hamsters ordenadas caudo-rostralmente histoquimicamente
procesadas para visualizar la acetil colinesterasa (Fuentes-Santamaria, 2001).
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Inmunohistoquimico Protocolo de tincion para la proteina FOS

1. Objetivo: Teilir selectivamente diversas proteinas en cortes histologicos

2. Procedimiento

a. Recoger las secciones cortadas en microtomo de congelacion en series
de 4 pocillos diferentes en TF.

b. Lavado en TBS 0,05 M a pH 7,4, 3 x 5 minutos

c. Eliminacién de la peroxidasa enddgena: solucion TBS -Tritéon X-100 a
la que se anadi6é H,0, al 0,5%, 5 minutos

d. Lavado en TBS 0,05 M a pH 7,4, 3 x 5 minutos

e. Bloqueo de la unién inespecifica de los anticuerpos, incubando en 4%
de suero normal de cabra inactivado (NGS) en TBS -Triton X-100
(#8603, Merck) al 0,5% durante 30 minutos

f. Lavadoen TBS 0,5 M a pH 7,4, 3 x 5 minutos

g. Incubacién con el anticuerpo primario durante 48-36 horas a 4° C,
diluido en TBS-Tx 0,05 M, pH 7,4, con suero fetal de vaca (SFV) al
10%

h. Lavado en TBS 0,5 M, pH 7.4, 3 x 5 minutos.

i. Incubacion con el anticuerpo secundario biotinado 2 h a t* ambiente,
(dilucion 1/200) en una solucion TBS-Tx 0,05 M pH 7.4.

j.- Lavadoen TBS 0,5 M, pH 7,4, 3 x 5 minutos.

k. Incubacion con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (#PK-4000,
Vectastain ABC Kit estandar), 90 minutos a t* ambiente, disuelto en
TBS-Tx

1. Lavadoen TBS 0,5 M, pH 7,4, 3 x 5 minutos.

m. Incubacion entre 10 y 15 minutos en una solucion de DAB 0,016% y
H,0, 0,006% en Tris HC1 0,05 M a pH 7,4

n. Dos lavados de 10 minutos en una solucion Tris HCl a pH 7,4
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Anticuerpos primarios:

1. Fos (# sc-52; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) (producido en
conejo): 1/2500 en TBS 0,05M +10% SFV (6 5% leche en polvo) + 0,3% Triton-
Tx

Anticuerpos secundarios:
1. Anti IgG rabbit biotinado, 1/200 en TBS 0,IM + 10% SVF (6 5% leche en

polvo) + 0,3% Triton-Tx, producido en cabra (BA-1000, Vector Labs)

IV- Procesamiento inmunohistoquimico seguido.
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TABLA 1. Latencias picos |-V (ms), -click 30 pps, 70 dB- en individuos control

ID
HAMSTER

EDAD
(meses)

v

v

CONTROLM

1,398

2427

329

4936

o

881

SONTROLZ

1,398

2,55

3,044

4318

()

128

CONTROL3

1,439

2427

3,002

4 195

046

)

CONTROL4 3 1,275 2,303 2,756 3,825 5,347
CONTROLA 9 1,316 2,221 2,879 3,784 5141

CONTROLS

1,398

2 468

2,961

4,154

ol sl T
A B3R
R alste

SONTROLY

1,398

2,344

2,838

3,825

4853

CONTROLS

1,398

2,18

2,838

3,784

4 565

TABLA 2. Latencias picos |-V (ms), -click 30 pps, 90 dB- en individuos

control

ID
HAMSTER

EDAD
{meses)

v

CONTROLS

2,509

2,961

4113

CONTROLY

2,385

2797

2,989

CONTROLS

2,098

2,756

3,702

CONTROLT 3 1,357 2385 3,249 4,195 5758
CONTROL2 3 1.398 2 509 3,044 4,401 6,169
CONTROL3 3 1.398 2427 3,002 4,277 5799
CONTROL4 3 1.316 2,303 3,085 3,866 5429
CONTROL5 g 1357 2 262 2,673 3,784 925
(
(
(

TABLA 3. Latencias picos |-V (ms), -click 30 pps, 90 dB- en individuos problema

ID EDAD
HAMSTER {meses) ! . - v v
2787 3 1,481 2,509 3,044 4277 5,881
2788 3 1,398 2,262 2,961 3,907 5,208
2789 3 1,439 2,221 3,044 4,195 5,208
2790 3 1,357 218 3,044 3,948 5,552
2755 6 1,481 2,221 2,879 3,743 4 804
2756 3 1,481 2,303 3,249 3 B68 5,678
2675 14 1,769 2,591 3 537 4318 5,308
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TABLA 4. Umbral auditivo (dB) para las diferentes frecuencias en individuos control

ID HAMSTER EDAD 4 8 16 20 28 40
CONTROL 1 3 meses 45 45 ate 60 &0 70
CONTROL 2 3 meses 50 50 45 b5 a0 70
CONTROL 3 3 meses 45 45 55 60 &0 70
CONTROL 4 3 meses 50 45 60 60 70 70
CONTROL 5 9 meses 40 40 G0 70 70 70
CONTROL 6 9 meses 40 40 50 50 55 &0
CONTROL 7 9 meses 45 50 50 55 &0 &0
CONTROL 8 9 meses 50 40 55 60 &0 70

TABLA 5. Umbral

auditive (dB) para las diferentes frecuencias en individuos problema

ID HAMSTER EDAD 4 8 16 20 28 40
2787 3 meses 80 70 a0 a0 100 100
2788 3 meses 80 70 70 a0 50 g0
2789 3 meses 80 70 80 g0 90 90
2790 3 meses a0 S0 890 a0 S0 100
2754 9 meses 50 a0 a0 a0 100 100
2755 9 meses 80 70 80 a0 S0 90
2756 9 meses a0 7o 80 a0 S0 90
7552 3 meses a0 a0 80 a0 a0 50
2675 14 meses a0 a0 B0 a0 S0 90
26877 14 meses a0 90 80 a0 90 80
2778 14 meses an 80 &80 a0 a0 80
2779 14 meses an an a0 o1y a0 g0
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VI- Secciones coronales de hamsters GASH:Sal ordenadas caudo-rostralmente e
histoquimicamente procesadas para visualizar proteina Fos tras crisis audidgenas.
Mosaico realizado con fotos a 40X.Control 3D
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seccién Area Mean|StdDev [Min |Max IntDen
referencia-1 fos control 7 tif 3966,00( 0,20 0,08] 0,03 0,67 0,78
fos control 7 tif 43105,00| 0,28 0,09/ 0,00 1151,00 12,13
cortes nivel 1 fos control 7 tif 44663,00] 0,27 0,111 0,01 1176,00 12,17
média 12,15
média tipificada 15,56
referencia-2 fos control 8 tif 5061,00[ 0,15 0,06] 0,01 0,55 0,74
fos control 8,tif 53801,00{ 0,25 0,09/ 0,01] 1176,00 13,36
cortes nivel 2 fos control 8, tif 58343,00{ 0,23 0,08| 0,01 1230,00 13,51
control média 13,44
média tipificada 18,06
referencia-3 fos control 9-1 tif 5746,00( 0,10 0,05] 0,00 0,56 0,55
fos control 9-1,tif 56964,00| 0,16 0,06| 0,00 0,99 9,10
cortes nivel 3 fos control 9-1 tif 49833,00] 0,15 0,06] 0,00 0,90 7,63
média 8,36
média tipificada 15,26
PAG fos control 9-1,tif 57742,00{ 0,16 0,05/ 0,00 1128,00 9,20
valor tipificado 16,78
referncia-1 fos gash 9 tif 4606,00] 0,07 0,05] 0,00 0,47 0,34
fos gash 9. tif 38121,00{ 0,27 0,13/ 0,00] 1293,00 10,39
cortes nivel 1 fos gash 9,tif 38897,00{ 0,29 0,14/ 0,00 1327,00 11,25
média 10,82
média tipificada 32,01
referencia-2 fos gash 10,tif 4779,00] 0,18 0,09] 0,00 0,83 0,87
fos gash 10, tif 45777,00] 0,26 0,11/ 0,01] 1128,00 12,09
cortes nivel 2 fos gash 10, tif 50387,00| 0,26 0,11/ 0,01] 1151,00 12,83
GASH:Sal média 12,46
média tipificada 14,27
referencia-3 fos gash 11, tif 6484,00] 0,19 0,09] 0,00 0,77 0,68
fos gash 11, tif 44564,00| 0,23 0,10/ 0,00] 1128,00 10,22
cortes nivel 3 fos gash 11, tif 45773,00] 0,21 0,10] 0,00( 1260,00 9,77
média dos cortes 10,00
média tipificada 14,61
PAG fos gash 11, tif 52428,00| 0,26 0,08/ 0,01] 1128,00 13,39
valor tipificado 19,57

VII- Caso tipico de la valoracion densitométrica de la inmunotincion.

Densidad optica obtenida y densidad optica integrada (en negrita). La normalizacion de
hizo con referencia a una estructura no inmunotefiida, el pedianculo cerebelar medio.
Abreviaturas: PAG- sustancia gris periacueductal
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control GASH/SAL

VIII- Comparacion en expresion y densidad de cortes homologos entre controles y
GASH/Sal).Los cortes estan en direccidon del corte mas caudal (arriba) a rostral como indica la
flecha. Se Coliculo inferior (CDCI), corteza externa del Coliculo inferior (CECI), Nucleo central del
Coliculo inferior (NCCI); regién de la sustancia gris periacueductal (SGP), subregion Latera de la
sustancia gris periacueductal (LSGP); nucleo dorsal del lemnisco lateral (NDLL), nucleo ventral de
lemnisco lateral (NVLL), Nucleo pontino reticular (PnO), el nucleo pontino (Pn) y la region del
Coliculo superior. Cada punto que aparece como marcaje representa 10 puntos de los marcajes
originales en los cortes estudiados. (Barrios, 2008)
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IX- Imagenes micro-PET de una reconstruccion tridimensional de los cortes coronales
(A), sagitales (B) y horizontales (C) del cerebro de un hamster control en ayuno, 45
minutos después de la administracion de una dosis via intraperitoneal de 14.79 MBq de
E_FDG. Los animales fueron sometidos a una estimulacién auditiva 15 minutos después
de la administracion del radiotrazador.
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X- Imagenes micro-PET de una reconstruccion tridimensional de los cortes coronales
(A), sagitales (B) y horizontales (C) del cerebro de un hamster GASH: Sal en ayuno, 45
minutos después de la administracion de una dosis via intraperitoneal de 14.79 MBq de
"E-FDG. Los animales fueron sometidos A una estimulacion auditiva 15 minutos
después de la administracion del radiotrazador.



