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Resumen.

La epilepsia es un padecimiento neurolégico que afecta del 1 al 2% de la
poblacién mundial y en México su prevalencia oscila entre 1.8 y 2% de la poblacion
general de los cuales una tercera parte son refractaria al tratamiento farmacoldgico
(ERTRAFAR). La ERTRAFAR se refiere a la presencia de crisis convulsivas de
cualquier tipo con una frecuencia superior a 3 veces por mes por lo menos durante
seis meses de tratamiento continuo, con dos o0 mas farmacos a dosis adecuadas, y
niveles séricos dentro de los limites terapéuticos, con electroencefalograma anormal
por la presencia de actividad de tipo irritativo, y con estudios de imagen que
descarten una patologia estructural. Los mecanismos de la resistencia son
multifactoriales, y pueden incluir alteraciones en los blancos moleculares y en el
transporte de los neurotransmisores. Basados en estudios experimentales y clinicos
se han desarrollado dos teorias para explicar la refractariedad: a) la teoria de los
transportadores a multi-farmacos, la cual propone una sobre expresion de los
transportadores de farmacos en la barrera hematoencefalica como la glicoproteina
P, y b) la teoria de los blancos la cual propone que los DAEs (farmacos
antiepilépticos) pierden su efectividad por alteraciones en sus blancos terapéuticos
como lo son canales ionicos, receptores de los neurotransmisores, asi como
enzimas metabdlicas involucradas en la liberacion, recaptura y metabolismo de los
neurotransmisores. El objetivo del presente trabajo fue evaluar las modificaciones en
la expresion del RNAm de las subunidades que componen el receptor GABAA y de

su transportador en el tejido de pacientes con epilepsia del I6bulo temporal



refractarios a tratamiento. Para este estudio se incluyeron 14 casos de pacientes
que fueron sometidos a cirugia por ELT y que ademas, presentaban esclerosis
hipocampal; asi como, 4 controles obtenidos de autopsia. Se obtuvo RNA total de
hipocampo y corteza (fenol-cloroformo). La expresion del RNAm se analizd6 mediante
RT-PCR y se cuantificé por densitometria. Los resultados en hipocampo mostraron
una sobre expresion del RNAm de GAD-67, de las subunidades alfa 1, alfa 4, y
gamma 2 y una disminucion en la expresion del RNAm del transportador GAT-3 y de
las subunidades alfa 2, alfa 3, beta 1 y beta 2, mientras que la corteza temporal
mostré una sobre expresion en el transportador GAT-1, las subunidades alfa 1, alfa
2, alfa 4 y alfa 6, beta 1 y beta 3, las subunidades gamma 1 y gamma 2, mientras
que gamma 3 mostré una reduccion en la expresion del RNAm. En conclusién, los
resultados sugieren que los cambios registrados en la expresion del RNAm de los
transportadores (GAT-1 y GAT-3) y de GAD-67 son probablemente cambios
compensatorios que tratan de revertir la hiperexcitabilidad neuronal asi como la
sincronizacion anormal que se genera por la presencia de crisis, mientras que las
alteraciones en las subunidades del receptor GABAAa, pueden ser producto de las
condiciones fisiopatologicas de la ERTRAFAR, generando un desequilibrio
estructural en el receptor, modificando la sensibilidad para reconocer sus ligandos
(GABA o farmacos antiepilépticos), lo que apoya la teoria farmacodinamica (blancos

terapéuticos) de la resistencia al tratamiento farmacologico.



I. Introduccion.

La epilepsia es un padecimiento neurolégico que afecta del 1 al 2% de la
poblacién mundial y en México su prevalencia oscila entre 1.8 y 2% de la poblacion
general, lo que representa mas de un millbn de pacientes con este padecimiento

(Brown y Holmes, 2001; Programa prioritario de Epilepsia. 2001).

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la epilepsia es la
presentacion cronica y recurrente de fendmenos paroxisticos por descargas
eléctricas anormales en el cerebro con manifestaciones clinicas variadas y causas
muy diversas. El término de crisis epiléptica se refiere a una alteraciéon transitoria
debido a descargas repetitivas, sincronizadas y anormales de poblaciones
neuronales en el sistema nervioso central. La sincronizacion anormal y la descarga
neuronal observadas en la epilepsia es el resultado de la interaccion de varios
factores (McNamara, 1992) entre los cuales destacan la habilidad de grupos de
neuronas para generar descargas intrinsecas; la incapacidad de los mecanismos
inhibitorios, como el GABAérgico, para contrarrestar las crisis epilépticas y el
aumento de la transmision sinaptica excitadora, especialmente la glutamatérgica

(McNamara, 1994).

La clasificacion vigente de las crisis epilépticas fue creada en 1981 por una
asociacion que agrupa a neurélogos expertos en epilepsia conocida como Comité de

Clasificacion y Terminologia de la Liga Internacional Contra la Epilepsia. Tomando



como criterios de clasificacion las manifestaciones clinicas y electroencefalograficas
(EGG), tanto ictales como interictales de las crisis epilépticas, los grupos resultantes
y sus caracteristicas se clasificaron en dos categorias, crisis parciales conocidas
como focales o localizadas y las crisis generalizadas. Las crisis generalizadas a
diferencia de las crisis parciales, involucran ambos hemisferios y se dividen a su vez
en crisis de ausencia, mioclonicas, tonicas, cldnicas, tonico-clonicas y atonicas. Las
crisis parciales son consecuencia de la disfuncién de una region cerebral con un
EEG de descarga localizada, que dura de segundos a pocos minutos. A su vez, las
crisis parciales pueden ser simples las cuales no presentan alteracion de la
conciencia, y parciales complejas donde se presenta alteracion de la conciencia o
secundariamente generalizadas (Commission on Classification and Terminology of
the International League Against Epilepsy, 1981; Programa prioritario de Epilepsia,

2001).

Entre el grupo de las crisis parciales focales, la epilepsia del I6bulo temporal
“‘ELT” es el tipo mas frecuente de crisis parcial compleja ya que se presenta en el
40% de todos los casos de epilepsia (McNamara, 1994). Este tipo de epilepsia se
origina por una anormalidad intrinseca del I6bulo temporal e involucra estructuras
cerebrales que forman parte del sistema limbico (Sutula, 1990; Lothman, 1996); se
caracteriza no solo por la presencia de crisis parciales las cuales tienden a
generalizarse sino también por la generacion de multiples focos epilépticos (Engel,
1996); este padecimiento puede ser progresivo y frecuentemente llega a ser

refractario al tratamiento farmacolégico (Sutula, 1990).



El sistema limbico es la region donde se originan las crisis epilépticas, se
compone de estructuras corticales y subcorticales que abarca el I6bulo temporal
hasta la parte superior del tallo cerebral, incluyendo la formacién hipocampal. Las
estructuras subcorticales como hipocampo, amigdala, septum, hipotalamo vy
epitdlamo son las mas involucradas en la ELT (figura 3), siendo el hipocampo la
estructura que principalmente contribuye a la fisiopatologia de este padecimiento,
desarrollando el foco epiléptico, descrita como zona epileptogénica o area del
encéfalo necesaria y suficiente para iniciar las crisis y cuya reseccion o desconexion
es requerida para que las mismas cesen (Ebner, 2001). Lo anterior ha sido
confirmado en diferentes estudios realizados en modelos animales, en los cuales se
ha demostrado que las crisis recurrentes producen alteraciones estructurales y
electrofisiolégicas en las vias hipocampales (Sutula, 1990). Con respecto a los
estudios clinicos el 66% de los pacientes con ELT y refractarios al tratamiento
farmacoldgico desarrollan esclerosis hipocampal o esclerosis mesial temporal como
la principal anormalidad histolégica (figura 1), que se caracteriza por una pérdida
excesiva de las principales neuronas del hipocampo y una excesiva proliferacion
glial en la region hilar del giro dentado asi como, de las regiones CA1 y CA3
(McNamara, 1994; Lothman, 1996; Sutula y cols., 1994). El foco epiléptico puede
reclutar otras zonas del encéfalo como la corteza, transformandola en focos
secundarios formando la zona de propagacion. En modelos de ELT, la corteza
piriforme es el area cortical principalmente involucrada en la generacion y
propagacion de las descargas epilépticas (Piredda y Gale, 1985; Mcintyre y Plant,

1989), no solo por ser el area sensorial primaria sino porque su organizacion



neuronal y sistema de fibras neurales pueden participar en los mecanismos
patolégicos que permiten las crisis epilépticas, funcionando también como un

amplificador de las crisis epilépticas (Léscher y Eber, 1996).



Figura 1. Corte coronal de una resonancia magnética nuclear que muestra la
presencia de esclerosis hipocampal en un individuo con ERTRAFAR. La zona
resaltada en amarillo representa el I6bulo temporal derecho. El circulo rojo senala la
localizacion del hipocampo izquierdo anatémicamente normal, y el circulo verde
sefala la localizacion del hipocampo derecho, en el que se observan cambios

estructurales indicativos de esclerosis.



Il. Epilepsia refractaria al tratamiento farmacolégico.

El tratamiento adecuado para el control de las crisis es la administracion de
farmacos antiepilépticos (DAEs), y su eleccion depende del tipo de crisis,
tolerabilidad y seguridad (Brown y Holmes, 2001). Sin embargo en una tercera parte
de los pacientes epilépticos las crisis persisten a pesar del uso de dos o tres DAEs,
la estricta vigilancia de un neurdlogo y niveles séricos adecuados del tratamiento
(Sander, 1993; Regesta y Tanganelli, 1999). A este tercio de pacientes se les
conoce como epilépticos farmaco-resistentes o epilépticos refractarios a tratamiento

farmacolégico “ERTRAFAR”.

Hoy en dia, a pesar del conocimiento sobre la resistencia a farmacos no se
tiene una definicion homogénea de epilepsia refractaria. Léscher y Potschka (2002),
definen epilepsia refractaria como crisis incontroladas a pesar del uso de dos o tres
farmacos considerados de primera linea recetados para el control del sindrome
epiléptico. Prasad y col., (2001) sefalan que el estado epiléptico refractario, se
presenta cuando las crisis duran mas de 2 horas o cuando se presentan crisis
recurrentes en dos o mas episodios por hora sin recobrar la linea basal entre crisis
después del tratamiento con los DAE’s convencionales. Para la Asociaciéon Nacional
Central de Epilepsia, la farmacorresistencia se define como crisis incontroladas
después de 9 meses de tratamiento y bajo la supervision de un neurdlogo (National
Association of Epilepsy Center, 1990). El concepto de refractariedad acufiado en

este estudio, Se refiere a la presencia de crisis convulsivas de cualquier tipo con una



frecuencia superior a 3 veces por mes, bajo tratamiento con dos o mas farmacos a
dosis adecuadas, con niveles séricos dentro de los limites terapéuticos, por lo
menos durante seis meses de tratamiento continuo, con electroencefalograma
anormal por la presencia de actividad de tipo irritativo y con estudios de imagen que
descarten patologia estructural. (Comité de epilepsia y neurocirugia del INNN,

México D.F.).

La prevalencia a nivel mundial de los pacientes epilépticos y con ERTAFAR
oscila entre 31 y 44% de todos los pacientes con crisis epilépticas (Holtkamp y col.,
2005), de los cuales el 75% de los pacientes adultos con ELT que estan bajo
tratamiento son considerados pacientes refractarios por la baja efectividad de los
farmacos en el control adecuado de las crisis (Holmes, 2004; Schmidt y L&scher,
2005). En México las instituciones de salud atienden mas del 75% de los pacientes
con epilepsia, con un costo por paciente de $ 2700 dolares/afo. El nimero de
pacientes epilépticos registrados y bajo un control estricto es de 2200000, de los
cuales 730000 pacientes son considerados refractarios a tratamiento (Garcia-

Contreras y cols., 2006).

A pesar del progreso en el entendimiento de la patogénesis de las crisis, hay
poca informacién de las bases fisiopatologicas para muchos tipos de convulsiones y
sindromes epilépticos (Lothman, 1996; Sutula y cols., 1994; Loscher y Schmidt,
2006), siendo el principal obstaculo para el desarrollo de nuevas estrategias de

tratamiento contra la ERTRAFAR. A nivel clinico los factores que se asocian con la



resistencia incluyen el inicio temprano de las crisis (antes del primer ano de edad),
frecuencia elevada de crisis antes del inicio del tratamiento, historia de crisis febriles,
el tipo de crisis (cerca del 60% de los pacientes con epilepsia intratable sufren de
crisis parciales) o epilepsia, lesiones estructurales cerebrales, malformaciones del
desarrollo cortical e inclusive tumores neuroepiteliales desembrioplasticos (Semah y
cols., 1998; Regesta y Tanganelli, 1999; Sisodiya y cols., 2002). A nivel molecular
los factores que se asocian a la ERTRAFAR son los factores genéticos, que se
relacionan con polimorfismos de genes que codifican para receptores,
transportadores, neurotransmisores, entre otras involucradas en la fisiopatologia de
las crisis epilépticas, lo cual es importante ya que puede explicar porque dos
pacientes con el mismo tipo de crisis o epilepsia difieren en su respuesta al farmaco.
Por otro lado, los factores relacionados con enfermedades causantes de los cambios
anatémico-estructurales, incluyendo la etiologia de las crisis. Por ultimo, los factores
relacionados con farmacos, los cuales se relacionan con la insuficiencia del control
de las crisis, incluyendo perdida en la eficacia anticonvulsivante durante el
tratamiento por alteracion en los blancos terapéuticos o alteracion en el sistema de
recaptura de farmacos en el cerebro lo cual lleva a desarrollar tolerancia
farmacolégica que a la postre se traduce en epilepsia refractaria (Léscher y
Potschka, 2002). Y, a nivel celular la epilepsia se asocia con una reorganizacion
anormal de los circuitos neuronales, la alteracion en los receptores de diversos
neurotransmisores, patologias en los canales ionicos, la autoinmunidad reactiva y/o

la penetracion alterada de los farmacos antiepilépticos en el foco epiléptico por
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posibles alteraciones a nivel de la barrera hematoencefalica (BBB) (Kwan y Brodie,

2002; Loscher y Potschka, 2002).

I.1. Teorias de los mecanismos de la ERTRAFAR.

Para explicar los mecanismos o factores que llevan a la refractariedad en la
epilepsia, se han postulado varias teorias de las cuales las dos mas importantes son
la teoria de los blancos terapéuticos y la teoria del transportador a multi-farmacos

(Léscher y Schmidt, 2001).

a) Teoria de los blancos terapéuticos.

Esta teoria se basa en los cambios adquiridos o intrinsicos que han sufrido las
biomoléculas, es decir, los blancos terapéuticos reconocidos por los DAEs para el
control de las crisis, como lo son canales ibnicos, receptores de los
neurotransmisores, asi como enzimas metabdlicas involucradas en la liberacion,
recaptura y metabolismo de los neurotransmisores. Dependiendo de su mecanismo
de accidén sobre los blancos terapéuticos los DAEs se pueden clasificar en aquellas
que actuan modulando los canales idnicos dependientes de voltaje (canales de
sodio calcio y potasio); las que inhiben la excitacion sinaptica bloqueando receptores

de glutamato y las que aumentan la inhibicion sinaptica actuando como agonista de
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GABA (Rogawski y Loscher, 2004) en donde se encuentran la gran mayoria de las

DAEs.

Para fundamentar la teoria de los blancos terapéuticos se han realizado
estudios sobre el efecto que tienen algunas DAEs como carbamazepinas (CBZ)
sobre los canales de sodio y su receptor en neuronas hipocampales, ya que estos
antiepilépticos reducen la maxima amplitud de las canales de sodio, generan
cambios en las corrientes de sodio dependientes de voltaje reduciendo el numero de
canales de sodio disponibles y, por ultimo, provocan una recuperacion lenta en la
inactivacion de estos canales (Rogawski y Loscher, 2004). El grupo de Wytse
Wadman’s (Vreugdenhil, 1998) fueron los primeros en reportar el efecto de la CBZ
en pacientes con ETL y con esclerosis mesial, asi como en el modelo de kindled en
ratas (Vreugdenhil y Wadman, 1999), observando que este farmaco pierde el 50 %
de su efecto en la modulacion de los canales de sodio. Estos resultados sugieren
que el canal de sodio se vuelve insensible al farmaco dando una explicacién al

fendmeno de refractariedad.

Ademas de los canales de sodio, los receptores de tipo ionotropico de GABA
(receptor GABAA) son blancos terapéuticos importantes ya que regulan la respuesta
inhibitoria rapida, por lo que una alteracién en su estructura puede llevar a diversas
patologias neuroldgicas y psiquiatricas como la epilepsia (Schmidt y Léscher, 2005).
El farmaco o ligando es reconocido por su receptor o blanco terapéutico lo que

permite el acoplamiento correcto entre ambos (figura 2A). En un tejido cerebral
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epileptogénico, el receptor (figura 2B) ha sufrido modificaciones estructurales en el
sitio de unidn al ligando lo que no permite un acoplamiento adecuado a pesar de que
existe un reconocimiento o de que no se realice la union receptor-ligando (Remy y
Beck, 2006). Lo anterior, probablemente genera la inactivacién del receptor y la
interrupcion de la cascada de sefnalizacion hacia el interior de la neurona, lo cual
evita una respuesta fisioldogica neuronal y no se obtiene el efecto terapéutico

deseado.

b) Teoria del transportador multi-farmacos.

La farmacodinamia; asi como, la farmacocinética estan involucradas en la
farmacorresistencia, por lo que se han establecido dos corrientes dentro de la
farmacocinética que fundamentan la teoria del transportador multi-farmacos. La
primer linea de investigacion plantea la sobre expresién del transportador ABC,
destacando la participacién de la glicoproteina P, y la otra linea de investigacion
plantea la participacion de las proteinas transportadoras asociadas a la resistencia a
multi-farmacos (MRP’s). Estas proteinas se expresan en la barrera hematoencefalica
(BHE) y en la barrera del fluido cerebro-espinal/liquido cefalo-raquideo que en
conjunto regulan el flujo de moléculas al interior del cerebro (Schmidt y Léscher,
2005; Loéscher y Schmidt, 2001) ya que actuan como bombas de eflujo. La BHE es
una barrera selectiva que solo permite el paso de sustancias altamente lipofilicas
como muchos antiepilépticos por difusiéon simple al interior del cerebro (figura 2C,

flechas continuas). Como un mecanismo de defensa, la BHE expresan los
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transportadores de multi-farmacos (MDT’s) como la glicoproteina P y los MRP’s que
se expresan en las células endoteliales y actian como bombas de eflujo, recogiendo
el farmaco del espacio intersticial para introducirlo de nuevo al torrente sanguineo
(flechas discontinuas) controlando asi la concentracion de sustancias en el cerebro.
En el cerebro epileptogénico con refractariedad, se observa una mayor expresion de
las proteinas MDT’s en las células endoteliales lo cual evita que el farmaco llegue a

su blanco terapéutico generando un inadecuado control de las crisis epilépticas.
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Neurona

BBB

Normal Refractario a tratamiento

Figura 2. Representacion esquematica de las teorias de los mecanismos de
refractariedad en ELT (basados en Remy y Beck, 2006). A y B) hipdtesis de los
blancos terapéuticas. C) hipotesis del transportador multi-farmacos. BHE: barrera
hematoencefalica; MDT’s: transportadores de multi-farmacos; MRP’s: proteinas

asociadas a la resistencia a multi-farmacos.
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lll. Neurotransmisién GABAérgica

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio en
el cerebro que es sintetizado en las neuronas GABAérgicas, las cuales representan
del 20 6 40%del total de neuronas en corteza cerebral y en cerebelo. GABA es,
liberado aproximadamente en el 40% de todas las sinapsis, ejerciendo su accion
inhibitoria practicamente en todas las regiones del SNC como los ganglios basales,
estriado, globo palido y sustancia negra, el cerebelo, el hipocampo, la corteza
cerebral, el bulbo olfatorio, la retina y la médula espinal (Wu, 1985) ejerciendo un

control casi total de la excitabilidad neuronal (figura 3).

En el adulto, GABA controla la propagacion de la actividad excitatoria del
cerebro, al regular el grado de sincronia de las descargas neuronales, lo cual es
confirmado por 2 lineas de investigacion. La primera demuestra que la reduccion de
la neurotransmision GABAérgica conduce a la hiperexcitabilidad neuronal y a la
generacion de crisis convulsivas, mientras que la segunda linea demuestra que al
elevar la neurotransmision GABAérgica se contrarresta la hiperexcitabilidad

(McNamara, 1992).

Para estudiar el papel del sistema GABAérgico en la epilepsia se han
desarrollado numerosos modelos experimentales haciendo uso de moléculas
antagonistas de GABA como pentilenetetrazol que reduce o bloquea la unién al

receptor produciendo descargas epileptiformes, asi como agentes convulsionantes
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(acido kainico y pilocarpina), que producen una fase aguda de estado epiléptico,
seguida de una fase libre de crisis que semanas mas tarde presentan crisis
epilépticas espontaneas recurrentes (Ben-Ari, 1985; Turski, 1983 y Contreras, 2000).
Debido a un incremento en la actividad excitatoria en estos modelos se han podido
observado cambios en las caracteristicas electrofisiologicas de las neuronas
inhibitorias, modificaciones en la liberacion de GABA de las terminales sinapticas
como consecuencia de alteraciones en su sintesis, pérdida de neuronas
GABAérgicas debido a la intensa actividad excitatoria consecuencia de los efectos
convulsivantes de los antagonistas a GABA (Tasker y Dudek, 1991; Treiman, 2001;
Wong, 2003). Sin embargo, si se administran agonistas de GABA como las
benzodiazepinas se puede revertir el mal funcionamiento del receptor, potenciando
el efecto inhibidor de GABA en el SNC lo cual en algunos casos previene o retarda

la epileptogénesis (Inoue, 1992).

Para que GABA lleve acabo su funcién inhibitoria normal es necesario que se
den algunos procesos como lo son: sintesis de GABA, liberacién y activacién de
receptores, asi como un sistema de recaptura que le permita mantener la

homeostasis en la neurotransmision del SNC.
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Figura 3. Esquema representativo de la neurotransmision GABAérgica en el cerebro.
Las neuronas GABAérgicas se encuentran distribuidas en casi todo el cerebro, pero
su mayor concentracion esta en el cerebelo, seguida de regiones limbicas como el
bulbo olfatorio que liberan GABA al talamo e hipotalamo, el hipocampo, el nucleo
acumbens, la amigdala y la corteza cerebral sobre todo en la cuarta capa (basados

en Flores y Pazos, 2004).
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lll.1. Sintesis del acido y- aminobutirico (GABA).

La sintesis de GABA (figura 4) es una a-descarboxilacién del acido glutamico
regulada por la enzima acido glutamico descarboxilasa o GAD (EC 4.1.1.15). Este es
en un proceso dependiente de fosfato de piridoxal (PLP). EI GABA sintetizado es
almacenado en vesiculas para luego ser liberado al espacio intersinaptico por la
accion de estimulos nerviosos (Wu, 1985; Martin y Rimvall, 1993). El precursor de
este neurotransmisor es el acido glutamico sintetizado principalmente durante el
ciclo de Krebs y del cual entre un 10 y un 40% proviene del metabolismo total de
GABA, proceso conocido como desviacion de GABA (figura 4). Este proceso es un
ciclo cerrado con el propésito dual de producir y conservar el suministro de GABA. El
primer paso en la desviacibn de GABA es la transaminacion de a-cetoglutarato,
sintetizado a partir del metabolismo de la glucosa en el ciclo de Krebs, por la GABA
transaminasa (GABA-T) a acido glutamico. Por otro lado, la GABA-T también
metaboliza a GABA para formar al semialdehido succinico, con la finalidad de
conservar el suministro disponible de GABA cuando el a cetoglutarato esta
disponible para aceptar al grupo amino de GABA vy sintetizar paralelamente al acido
glutamico. El semialdehido succinico puede ser oxidado por la semialdehido
succinico deshidrogenasa en acido succinico, el cual puede volver a entrar al ciclo
de Krebs e iniciar de nuevo el ciclo para la sintesis del acido glutamico (Olson y
DelLorey, 1999). Existen otras vias alternativas para la formacion de GABA, como la
reduccion del semialdehido succinico a acido gamma-hidroxibutirico (GHBA), y la

transformacion de GABA en GHBA y de GHBA en GABA.
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Con respecto a las caracteristicas de GAD, tanto en humanos como en ratas
se han encontrado dos isoformas o isoenzimas diferentes de GAD, una con uno
peso molecular de 65 kDa (GAD-65) y otra con un peso molecular de 67 kDa (GAD-
67), codificado por distintos genes. En humanos, el gen de GAD-65 se localiza en el
cromosoma 10 mientras que el gen de GAD-67 se encuentra en el cromosoma 2
(Erlander, 1991). Estas dos isoformas difieren en su interaccion con la coenzima
PLP asi como en su localizacidn intraneuronal predominante (Erlander, 1991).
Analisis inmunohistoquimicos han demostrado que GAD-65 se localiza cerca de las
vesiculas sinapticas neuronales mientras que GAD-67 es una proteina citosolica
soluble (Kaufman y cols.,, 1991), lo que sugiere que GAD-65 pueda ser
particularmente importante para el control local de la sintesis de GABA en sitios
sinapticos mientras que GAD-67 puede ser responsable para mantener los niveles
basales de GABA, ya que en el cerebro GAD-67 es responsable de la sintesis de
mas del 90% de GABA (Martin y Rimvall, 1993). Después de GAD, la enzima GABA
transaminasa (GABA-T) es la mas importante de las enzimas que intervienen en el
metabolismo de GABA, presentando una amplia distribucion, tanto en estructuras
centrales como periféricas, o que garantiza una inactivacion del GABA rapida y

eficiente, de ahi que se utilicen farmacos que bloqueen su actividad enzimatica.
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Figura. 4. Metabolismo de GABA (modificado de Mc Geer y Mc Geer, 1989). GABA:
acido (y aminobutirico; GABA-T: GABA-transaminasa; GAD: acido glutamico
descarboxilasa; SAS: semialdehido succinico; SASDH: SAS-deshidrogenasa;
GABA-A: receptor GABAA; GABA-B: receptor GABAB.
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l11.2. Receptor de GABAA..

Los efectos neuronales de GABA son mediados por su interaccién con
receptores especificos, de los cuales el principal receptor es GABAa. El receptor
GABAA es un receptor ionotropico y determina la respuesta inhibitoria rapida en la

mayoria de las regiones del sistema nerviosos central, (Bormann, 1988).

El receptor GABAA (figura 5) tiene una estructura pentamérica formada por la
combinacién de diferentes tipos de subunidades, como lo son a (alfa), B (beta), y
(gamma), & (delta), € (épsilon), O (theta), 1 (pi) y p (rho). Esta estructura forma un
canal permeable al cloro (CI-) el cual permite restablecer el potencial de membrana
mediante el flujo de CI- del exterior al interior de la célula, proceso que es activado
cuando GABA es reconocido por su sitio de union en el receptor. Este receptor que
permite la unién a GABA, también presenta sitios de reconocimiento a diferentes
compuestos como las benzodiazepinas, barbituricos, esteroides neuroactivos,
picrotoxinas, etanol y anestésicos (Burd y Kamatchi, 1991; Sieghart, 2000). Estos
compuestos no interactuan directamente con el sitio de unién a GABA, sino que se
unen a sitios alostéricos del receptor, modulando en la mayoria de los casos la unién

de GABA a su sitio de union (Sieghart, 2000).

La estructura mas comun del receptor GABAA (figura 5) en el cerebro, la
forman 2 subunidades, que a su vez se presenta como 6 isoformas (a1, a2, a3, o4,

a5 y a6), 2 subunidades B que se presentan como 3 isoformas (1, 2S, 2L y B3) y
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una subunidad y que se presenta como 3 isoformas (y1, y2S, y2L y y3) (Burd D. y
Kamatchi G. 1991). Esta diversidad de isoformas y sus diferentes combinaciones
permiten el ensamblaje de receptores con distintas propiedades como afinidad por
GABA, modulacion alostérica, interaccion con proteinas intracelulares, probabilidad
de apertura del canal, cinética y conductancia, lo cual redunda en un incremento
considerable de la flexibilidad funcional, por lo que, ciertos cambios en la
composicion de los receptores parecen afectar el buen funcionamiento de la

neurotransmisiéon GABAérgica (Wang y Buzsaki, 1996).

Cada una de las subunidades juega un papel importante no solo para el
correcto ensamblado del receptor sino que también en su funcionamiento
farmacoldgico. La subunidad a juega un papel importante en la fisio-farmacologia del
receptor, es la subunidad donde se localiza el sitio de union de GABA, asi como el
sitio de unién del principal antagonista de GABA picotroxina (figura 5). Ademas,
participa en la formacion de los diferentes sitios alostéricos del receptor (Sieghart y
sperk, 2002). La subunidad B es el principal componente de los sitios alostéricos
para barbituricos, esteroides y etanol, mientras que la subunidad y es el principal
componente del sitio alostérico para las BZD (figura 5), que tiene un sitio de alta
afinidad y uno de baja afinidad (Dawson y cols., 2005). El sitio de alta afinidad esta
conformado por la interaccion de las isoformas a1By2, mientras que el sitio de baja
afinidad puede presentar varias conformaciones: a2py2, a3By2 y a5By2, siendo la
subunidad alfa la que determina el tipo de receptor a BDZ, lo que permite mayor

afinidad del GABA por sus sitios de accion, lo cual se traduce en un aumento de la
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frecuencia en la apertura del canal de cloro y en un incremento en la
neurotransmisién GABAérgica (Upton y Blackburn, 1997).

A pesar de conocer el funcionamiento de GABA y las consecuencias que
generan su alteracion, se conoce poco sobre la influencia que tiene en la
fisiopatogénesis de la epilepsia, sus bases moleculares y celulares. De hecho, su
principal aplicacion es como estrategia farmacoldgica en el control de los sintomas
mediante el uso de DAEs que ejercen su accion sobre los canales de sodio y calcio
y principalmente aquellos que potencian la funcion GABAérgica. Entre estos ultimos
tenemos a los barbituricos que permiten la abertura del canal de cloro y facilitan la
accion de GABA (Aparicio-Meix, 1998). Otros agonistas de GABA como son los
DAEs pertenecientes a la familia de las BDZ (oxcarbamazepina, clonacepan) que
modulan el flujo de cloro inducido por GABA al aumentar la union de GABA al

receptor.

Otros tipos de farmacos que potencian GABA pero que no lo hacen a través
de su receptor son el valproato, aunque su mecanismo de accién no se conoce del
todo, se sabe que un aumento en la concentracion del farmaco facilita la sintesis
GABA e inhibe su degradacion (Aparicio-Meix, 1998). Vigabitrina, un analogo
estructural de GABA, actua inhibiendo de forma selectiva e irreversible GABA-T, lo
que permite generar la suficiente cantidad de GABA presinaptico para ser liberado
en las sinapsis del SNC. Gabapentina es un analogo de GABA que no posee un
efecto mimético directo de GABA, pero posiblemente ejerce algun efecto sobre su

sintesis a nivel de GAD y durante liberacion de GABA. Tiagabina un potente y
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especifico inhibidor de la recaptura de GABA, inhibe al transportador de GABA 1 de
las membranas sinaptosdmicas (GAT-1) o al transportador de GABA 3 (GAT-3) de
las células gliales , lo cual permite mantener altas concentraciones de GABA en el

espacio intersinaptico (Meldrum y Chapman, 1999).
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Figura 5. Receptor ionotropico GABA a. a: subunidad alfa; Bsubunidad beta; y:
subunidad gamma; &: subunidad delta; €: subunidad epsilon; 1T: subunidad phi; 6:

subunidad theta; p: subunidad rho; BZD: benzodiazepinas; ClI-: idn cloro
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l11.3. Transportadores de GABA (GAT).

El GABA que es liberado de la interneurona presinaptica, difunde a la
hendidura sinaptica donde es reconocido por su receptor localizado en la neurona
postsinaptica. Esta union altera tanto la permeabilidad idnica como la excitabilidad
eléctrica de la membrana, lo que se traduce en una senal que inhibe la
hiperexcitabilidad neuronal. Inmediatamente, el neurotransmisor es liberado al
espacio extracelular donde es removido rapidamente por un sistema de recaptura,
compuesto de moléculas transportadoras de GABA (GAT). Estos transportadores
modulan indirectamente la neurotransmision, mantienen los niveles basales y

previenen que se alcancen niveles toxicos extracelulares (Millar, 1997).

Basados en estudios moleculares y bioquimicos, se han podido caracterizar 4
proteinas de membrana que actuan como transportador de GABA tanto en rata,
ratdbn y en el humano con una homologia del 99% (Borden, 1996). ). El grupo de
moléculas transportadoras de GABA en el humano se conforman de cuatro
proteinas llamadas GAT-1, GAT-2, GAT-3 y un cuarto transportador conocido como
transportador de GABA/betaina (BGT-1). Sin embargo, solo los transportadores
GAT-1 y GAT-3 se expresan en el SNC, los cuales fueron identificados por
inmunoreactividad y microscopia de luz, por lo que ambos tienen una relevancia
importante en la epilepsia. GAT-1, se expresa en neuronas presinapticas
GABAérgicas mientras que GAT-3 se expresa exclusivamente en (glia,

principalmente astroglia (Radian y cols., 1990; Ribak y cols., 1996). GAT-2 y BGT-1
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son expresados en tejidos periféricos principalmente, aunque ultimamente se ha
detectado mediante hibridacion in situ la presencia de GAT-2 en el sistema nervioso
central pero cuando se ha intentado localizar por inmunohistoquimica los resultados

no han sido favorables (Conti y cols., 2004).

La recaptaciéon neuronal por parte de GAT-1, es pequeha pero muy
importante, ya que el GABA recapturado puede liberarse de nuevo o bien ser
almacenado para mantener la poza de GABA en la interneurona presinaptica. Por el
contrario, el GABA capturado por GAT-3 localizado en glia es degradado por la
GABA-T para posteriormente entrar al ciclo de Krebs y sintetizar acido glutamico el
cual es transportado a la interneurona para servir como precursor de GABA (Olson y

DelLorey, 1999).

La expresion y funcidn de los transportadores en diferentes tipos de epilepsia
parecen estar modificados por la participacion de algunas drogas, particularmente
aquellas que actuan sobre monoaminas como tiagabina (TTGB) e imipramina,
pueden alterar o modificar la expresion de los transportadores de GABA
contribuyendo asi a mantener la funcionalidad normal de la neurotransmision

GABAérgica (Lai, 1998).
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Figura 6. Sistema de recaptura de GABA en la hendidura sinaptica (basados en
Conti y cols., 2004). Glu: glutamato; Gin: glutamina; GABA-T: GABA transaminasa;
GAD: acido glutamico descarboxilasa; GAT-1: transportador de GABA 1; GAT-3: o
transportador de GABA 3. GABA.
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IV. Antecedentes.

Estudios en pacientes con epilepsia muestran alteraciones en la
concentracion del GABA extracelular lo cual puede estar relacionado con las
funciones de los transportadores. Por ejemplo, estudios de microdialisis en pacientes
con epilepsia del I6bulo temporal, mostraron un incremento en la concentracién de
glutamato en las etapas ictal y posictal, mientras que las concentraciones del GABA
extracelular se encuentran disminuidas considerablemente, esto con respecto a las
concentraciones observadas en los pacientes no epilépticos (Thomas y cols, 2004 y
2005), por otro lado los estudios electrofisiologicos realizados en rebanadas de
hipocampo que fueron obtenidas de pacientes con ERTRAFAR mostraron una
disminucién en la actividad de los transportadores (Williamson y cols., 1995). Hirao y
cols., (1998), mediante hibridacion in situ, investigaron el papel de los
transportadores GAT-1 y GAT-3 en la amigdala e hipocampo de ratas cuya
induccion de la epilepsia fue por aplicacion de pulsos eléctricos (kindled). En el
hipocampo observaron un incremento en la expresion del RNAm de GAT-1 mientras
qgue el RNAm de GAT-3 mostré mayor expresion en amigdala y todos estos cambios
en la expresion del RNAm de ambos transportadores, retornaron a su nivel basal en
un lapso de entre 8 a 24 horas después de ser estimuladas. Sperk y cols. (2003), en
un modelo de ELT en ratas inducido con acido kainico, midieron los niveles de
expresion de RNAm de GAT-1 y GAT-3. Ellos demostraron que 4 horas después de

la induccion de las crisis epiléptica, el RNAm de GAT-1 aumentaba transitoriamente
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en un 30 %; pero el RNAm de GAT-3 disminuyd de 25 a 75%, con respecto a los

niveles encontrados en los animales controles.

El receptor GABAA se encuentra ampliamente distribuido en el SNC, el cual
es el generador de la respuesta inhibitoria rapida y ha sido objeto de numerosos
estudios, con el fin de analizar su estructura pentamérica y su relacién con la
patogénesis de la epilepsia. Los estudios funcionales y moleculares en modelos de
ratas con ELT insensibles a tratamiento indican cambios transcripcionales en la
composicion del receptor. En un modelo de epilepsia inducido por acido kainico se
analizaron los niveles de expresion del RNA mensajero (RNAm) de las subunidades
del receptor GABAa, mostrando que las subunidades a2, a3, a5, B1, B3 y vy
disminuian su expresion, mientras que la subunidad a1, a4, 2 aumentaron su nivel
de expresion, sin embargo la subunidad a6 se mantuvo constante (Tsunashima y

cols., en 1998)

Por otro lado, estudios en tejidos resecados de pacientes con esclerosis
hipocampal los cuales se compararon con tejidos que no presentaban esclerosis
hipocampal se observé una disminucion en la expresion de las subunidades a1, a3,
B3 y v2 en la region CA1 en tejido esclerético mientras que la subunidad (2
presentaba un fuerte incremento (Pirker y cols., 2003). Estos antecedentes sugieren,
que la ERTRAFAR, puede ser causada por la alteracion en la expresiéon del RNAm
de cada uno de los componentes de la neurotransmisién GABA. Sin embargo, no se

han estudiado los cambios en la expresion de cada uno de los componentes de la

31



neurotransmisiéon GABAérgicas (GAD-67, subunidades del receptor y los

transportadores) en tejido hipocampal

propagacion (corteza cerebral).

completo asi como, en

la zona de
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V. Justificacion.

A pesar del advenimiento de nuevas DAEs y del progreso en el entendimiento
de la patogénesis de las crisis epilépticas, el problema de las convulsiones
intratables practicamente no ha cambiado, ya que una tercera parte de pacientes
continua con crisis epilépticas, a pesar del uso de dos 0 mas DAEs y un monitoreo
adecuado de los niveles séricos de los medicamentos. Lo anterior, influye en el
incremento de la morbi-mortalidad, en el costo econdmico (en adultos incapacidades
y pensiones; en nifos y adultos, el costo de los medicamentos y de los estudios de
control y seguimiento aumentan); en lo social, especialmente en nifios genera un
deterioro mental progresivo que los hace incapaces de relacionarse con su entorno.
Aunque se sabe que el tratamiento quirdrgico no siempre es curativo, la reseccion
del foco epiléptico o la interrupcidén de sus vias de diseminacion, mejoran la
frecuencia, la intensidad, y la duracion de las crisis, y pueden disminuir el numero y

dosificacion de las DAEs, mejorando la calidad de vida.

Debido a que el principal obstaculo para el desarrollo de nuevas estrategias
de tratamiento para la ERTRAFAR, es el pobre conocimiento de los mecanismos
que la producen, se propone estudiar el hipocampo y la corteza temporal resecados
de pacientes con ERTRAFAR, buscando identificar algunos de los mecanismos que
en modelos experimentales han demostrado alteraciones. La neurotransmision
inhibidora mediada por GABA constituye el principal sistema de control para

sincronizar las descargas neuronales y mantener el balance entre la excitacion y la
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inhibicion. El entendimiento de las modificaciones moleculares en este tipo de
neurotransmision, nos indicaria la falta de respuesta a los farmacos en pacientes
con ERTRAFAR, y permitiria ensayar alternativas terapéuticas en beneficio de los

pacientes.
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V1. Planteamiento del problema.

La neurotransmisién inhibidora mediada por GABA constituye el principal
sistema de control para la sincronia de las descargas neuronales y el mantenimiento
del balance entre la excitacidén y la inhibicion. Asi las modificaciones en la
neurotransmisién GABAérgica puede producir crisis incontroladas. Dado que la gran
mayoria de las DAEs, actuan sobre la neurotransmisién GABAérgica potenciando su
funcionamiento, en muchos de los casos pueden modificar el patrén de las crisis
epilépticas, y en el mejor de los casos controlarlas, de tal forma que si la epilepsia
produce modificaciones en la neurotransmisién GABAérgica, en la ERTRAFAR,
probablemente estas modificaciones se deban a una disminucion en los niveles de
expresion del RNAm tanto de la GAD, del receptor GABAA y de su transportador, en
el tejido cerebral de pacientes con ERTRAFAR, por consiguiente estas
modificaciones alteraran los sitios de union de los ligandos al receptor GABAA, en el
tejido cerebral de pacientes con ERTRAFAR, en comparacién a los no epilépticos,

sometidos todos a cirugia resectiva.
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VII. Hipétesis.

La ERTRAFAR en humanos produce disminucion en la expresion del RNAm

tanto de la GAD 67, de las subunidades del receptor GABAA, asi como de sus

transportadores en el hipocampo y corteza temporal.
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VIII. Objetivos.

VIII.1. Objetivo General

Conocer las alteraciones en la expresion del RNAm de GAD-67, de las

subunidades del receptor GABAA, asi como de sus transportadores GAT-1 y GAT-3,

en hipocampo y corteza temporal de pacientes con ERTRAFAR.

VIII.2.- Objetivos especificos.

Evaluar los niveles de expresion del RNAm de la enzima GAD 67 en tejido de

pacientes con ERTRAFAR en hipocampo y corteza temporal.

Medir los niveles de expresion del RNAm de los principales transportadores
vesicular y no vesiculares de GABA, GAT-1 y GAT-3 en tejido de pacientes con

ERTRAFAR en hipocampo y corteza temporal.

Cuantificar la expresiéon del RNAm de la subunidad o, y y p asi como de cada

una de sus isoformas del receptor GABAA en tejido de pacientes con ERTRAFAR

en hipocampo y corteza temporal.
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IX. Protocolo experimental.

IX.1. Diseno experimental

Estudio transversal, de causalidad y comparativo

IX.2. Obtencion de la muestra.

Poblaciéon objetivo: Pacientes con ERTRAFAR, con un foco epiléptico
demostrable y susceptible de tratamiento quirurgico, procedimiento que realizo el
servicio de Neurocirugia como alternativa de control de las crisis, el comité de cirugia
de epilepsia decidi6 que pacientes eran candidatos a cirugia, independientemente

de este estudio.

Muestra: Tejido obtenido de pacientes con ERTRAFAR que acuden a la
consulta de la Clinica de Epilepsia del Departamento de Neurologia y Neurocirugia
del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN). Las areas evaluadas
fueron el foco (hipocampo) y el area de propagacion (corteza temporal (T1-T3). El
neurocirujano es quien obtuvo la muestra de aproximadamente 1-2 mm de la region
temporal, la cual se congeld en nitrogeno liquido dentro de 1 vial estéril, libre de

RNAasas y con 250 microlitros de RNAlater.

Se identificé a los pacientes con diagndstico de epilepsia del I6bulo temporal y

refractarios a tratamiento farmacoldgico y se les comparé con un grupo que no
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presentd este padecimiento (controles). Nos referimos a pacientes, sin embargo, la
comparacion fue tejido con ELT y tejido sano. Ya que los individuos fueron
seleccionados en funcién de la presencia o ausencia del evento de estudio y no por

Su exposicion.

IX.3. Criterios de seleccion.
1). Pacientes referidos a los Departamentos de Neurologia Adultos
2) 16 anos a 60 afnos
3) Ambos géneros
4) Diagnéstico de epilepsia (ELT) refractaria al tratamiento farmacologico, incluyendo
a las crisis de patron mixto (parciales de semiologia compleja y/o aténicas, ténico
clénico generalizadas)
6) Con examenes de laboratorio dentro de la normalidad (biometria hematica
completa, quimica sanguinea, electrolitos y niveles séricos de medicamentos
anticonvulsivantes), y pruebas de funcion hepatica no mayores al doble de los
niveles maximos normales.
7) Que acepten ingresar al proyecto después de una reunion informativa y firma de
carta de consentimiento.
Criterios de Inclusion.

1) Pacientes de entre 20-60 anos.

2) Sexo indistinto

3) Tipo de epilepsia

Epilepsia del Lébulo Temporal con esclerosis Hipocampal
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Criterios de no inclusién
1) Pacientes con discrasias sanguineas
2) Con anticoagulantes
3) Todos aquellos que no aceptaran ingresar al protocolo
4) Epilepsias extratemporales
Criterios de exclusion

1) Cuando el paciente asi lo solicite.

IX.4. Extraccion de RNA total.

La extraccion de RNA se realiz6 con el rectivo TriPure Isolation Reagent
(Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante, como se describe a continuacion.
50-100 mg de tejido se homogenizaron con 1.0 mililitros (ml) del reactivo TriPure
(Roche), se mantuvo en bafo de hielo por 5 minutos para disociar el complejo de
nucleoproteinas y se agrego 200 pl de cloroformo frio. El homogenizado se agito
vigorosamente en vortex durante 15 segundos y se incubo en bafo de hielo durante
15 min. Transcurrido ese tiempo, las muestras se centrifugaron a 12000xg durante
15 min. a 4°C. Se extrajo cuidadosamente el sobrenadante (fase incolora) y se
deposito en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml, una vez separada la fase incolora,
se le agrego un volumen igual de isopropanol el cual se mezclo por inversion y se
incubo durante 24 hrs. a -20° C. Posteriormente, se centrifugd a 12000xg 10 minutos
a 4°C. Se desecho el sobrenadante y la pastilla obtenida se lavo con etanol al 75%

preparada en agua libre de nucleasa (Agua grado biologia molecular). El lavado con
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etanol al 75% consisti6 en dos ciclos de desprendimiento del precipitado y
centrifugacion a 7500xg por 5 min. a 4°C. Finalmente, el precipitado se disolvié en
agua grado biologia molecular (promega) en un volumen de 20 pyL. La muestra
resuspendida se incub6 por 30 min en hielo. Se evaluo la pureza y concentracion del
extracto a través del indice de absorbancia de la muestra a 260/280 nm
(RNA/proteinas) y la lectura a 260 nm, respectivamente. Las muestras se
conservaron a -80°C hasta su utilizacibn para la sintesis del acido

desoxirribonucleico complementario o cDNA.

IX.5. Sintesis de cDNA por retrotranscripcion (RT).

3 ng de RNA total diluidos en 6ul de agua, 1ul de cebadores aleatorios
(random primers, Promega, USA) y 1ul de deoxinucledtidos (dNTP’s, Promega,
USA) se incubaron a 65°C por 5 min. Posteriormente se agregaron 1 pul del
amortiguador de reaccion 10x y 1ul de su enzima RT-MMLYV (transcriptasa reversa,
New England, Inglaterra) para un volumen final de 10 pl. La reaccion se llevo a un
termociclador (Bio-Rad, USA) utilizando el siguiente programa: 10 min a 25°C un
ciclo, 50 min a 37°C un ciclo y 15 min a 70 min un ciclo. La reaccién se almacené a -
70°C, hasta que se realizaron los ensayos de la reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR).
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IX.6. Amplificacion de cDNA mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La amplificacion de genes se realiz6 en una mezcla de reaccion compuesta
por 1 ul del amortiguador de reaccion 10x, 0.2-0.4 pl de MgCl. 50mM (ver anexo 1).2
ul de dioxinucleétidos 10 mM (Promega, USA), 0.2 nul de cada oligonucleotido
especifico 10 mM (Invitrogene, USA), 0.2 ul de Taqg DNA polimerasa 5U/ul (New
England Bio Labs, USA) y 1ul cDNA como templado, en un volumen final de 10pl.
Los oligonucledtidos flanqueantes o primers especificos para cada gen estan
descritos en el anexo 2. El programa de amplificacion (figura 7) fue de 1 ciclo a 94°C
por 3 min; 30-35 ciclos de 94°C por 30 seg, 54°- 58°C por 20-30 seg, 72°C por 30-40
seg y un ciclo de extension final de 10 min a 72°C, utilizando un termociclador (Bio-
Rad, USA).

En cada serie de reacciones se incluyd un blanco de reactivos como un
control negativo de contaminacién. Los productos de amplificacion de cada PCR se
separaron por electroforesis en geles de agarosa al 2 % pretefiidos con Bromuro de
etidio (0.6 pg/ml de gel), a 70 V en amortiguador TAE 1X (tris- acetato 40 mM y
EDTA 1mM; pH 7.2). Las bandas de los productos de amplificacion se evidenciaron
por medio de luz UV y las imagenes se digitalizaron a través de un sistema de
analisis y foto documentacién de imagenes (Alpha Innotech corporation 1S-1000
digital imaging system). El analisis de las bandas se realizé mediante el programa de

computo Imaged (http://rsb.info.nih.gov/ij). Para el andlisis de cada banda, se tomo

un area constante de 126, que sirvié de base para obtener la densidad integrada

(VDI).
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X. Analisis estadistico de los resultados.

Se utilizé estadistica descriptiva para representar los resultados obtenidos en
las escalas correspondientes con cuadros y graficas en donde se muestren valores
totales, medias o medianas y error estandar. Los resultados de los promedios para
cada variable, se sometieron a analisis de normalidad. Si la distribucién fue normal
se realizd la prueba paramétrica ANOVA y una t no pareada. Sé considerd un valor
de significancia (a) de 0.05. Los datos estadisticamente significativos fueron
correlacionados con los datos clinicos de cada paciente (tabla 1), mediante una

correlacion de Pearson, considerando un valor de significancia de 0.05.

35 ciclos

ogoc | | 30s
3 min
72°C _

58°C
54°C

4°C

Figura 7. Esquema grafico de las condiciones de amplificacién de cada uno de los
genes. El rectangulo de color indica el rango de las temperaturas de amplificacion

para cada uno de los genes.
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Xl. Resultados.

XI.1. Datos clinicos de los casos analizados.

Los datos clinicos preoperatorios de los casos analizados, se muestran en la

tabla 1, donde se incluye la politerapia a la que fue sometido el paciente, el

diagndstico, la edad de inicio de las crisis, el tiempo con las crisis, la edad al

momento de la cirugia y el sexo, mientras que en la tabla 2 se presentan los datos

de las variables de los dos grupos. Todos los casos analizados fueron sometidos a

politerapia con topiramato, trileptal, clonazepan, carbamazepina, primidona, y acido

valproico; en su mayoria encaminados a potenciar la neurotransmisién GABAérgica.

Tabla 1 Datos clinicos de los casos analizados. Los datos se basan en el historial

clinico de cada paciente hasta antes de ser sometido a cirugia.

Paciente Edad Sexo 12 crisis
105663 34 afios F 10 afios
174988 31 afios M 8 afios
176494 21 afios F 8 afios
139595 46 afios M 31 afios
183247 45 afios M 17 afios
141240 37 afios F 3 afios
74161 36 afios M 3 afios

Duracién de Frecuencia de las Farmacos

las crisis
24 afios

23 afios

13 afios

15 afios

28 afios

34 afios

33 afios

crisis (mes)
18

12

30

utilizados

CBZ, DFH, PRM,
PMD

Epamin, Kapra,
trileptal, lamictal
CcBz

Topiramato, CBZ,

lamotrigina

CBZ, AVP,
clonazepan

Oxcarbamazepina,

topomax, AVP

DFH, CBZ,
lamictal, AVP

CBZ, lamotrigina,
PMD

Duracién del
tratamiento
10 afios

15 afios

8 afios

15 afios

10 afios

30 afios

10 afios

Diagnostico

Crisis parciales complejas.
Esclerosis Mesial temporal
izq. Video EEG tipo parcial
complejo inicia temporal
izg. RMI

Crisis parciales complejas.
Video EEG, evento octal
parcial complejo, con inicio

temporal anterior izq.
SPECT.
Epilepsia del Lébulo

temporal izq. Esclerosis
Mesial. RMI

Epilepsia del Lébulo
temporal 'y Esclerosis
Mesial izquierda. MRI

Epilepsia del Lébulo
temporal 'y Esclerosis
Mesial izquierda. MRI

Epilepsia de dificil
control. Esclerosis Mesial
Temporal derecha.
SPECT

Epilepsia de dificil

control. Esclerosis Mesial
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Tabla 2. Comparacién de las variables clinicas de los dos grupos de pacientes.
Control

47.3

3:1

4.0 £0.8165

Simbologia: M: masculino, F: femenino, Der: temporal derecho lzq: temporal

izquierdo, SD: desviacion estandar.
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Xl.2. Expresién de las moléculas transportadoras de GABA (GAT-1 y GAT-3) en
tejido hipocampal con ERTRAFAR.

Se evaluaron los niveles de expresion del RNAm del las dos moléculas
transportadoras de GABA localizadas en el SNC, (figura 8). La expresion de cada
gen fue dividido entre el cociente de la expresion de (B-actina, un gen de expresion
constitutiva, para su normalizacion. EI RNAm de GAT-1 (figura 8a, 8b) y GAT 3
(figura 8a, 8c) en el tejido con ERTRAFAR, se expres6 0.83 y 0.72 veces mas con
respecto a B-actina o gen control, mientras que, en el tejido no epiléptico la
expresion fue de 0.92 y 0.90 veces la expresion del gen control, respectivamente. Lo
anterior indica una disminucion de 0.09 y 0.22 veces con respecto a la expresién del
RNAmM de ambos transportadores en el tejido no epiléptico. Sin embargo,

unicamente GAT-3 presento una diferencia significativa (p<0.04).

XI.3. Expresion de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD-67) en tejido

hipocampal con ERTRAFAR.

Al analizar la expresion del RNAm de la enzima encargada de la sintesis de
GABA encontramos que el nivel de expresion en el tejido con ERTRAFAR es 1.6
veces la expresion del gen control, mientras que en el tejido no epiléptico fue de 0.9
(figura 9), lo cual nos da una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.004) de

0.7 veces mas en el tejido con ERTRAFAR que en el control.
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Figura 8. Expresion del RNAm de los transportadores de GABA en hipocampo. A)
Gel que muestra la expresion cualitativa del transportador GABA 1 (GAT-1) y el
transportador GABA 3 (GAT-3) (Sujetos con ERTRAFAR *; sujetos control sin
asterisco). B) Valores medios normalizados de los VDIs de GAT-1 entre el gen
control B-actina * el error estandar de los pacientes con ERTAFAR y sujetos control.
C) Valores medios normalizados de los VDIs de GAT-3 entre el gen control B-actina
+ el error estandar de los pacientes con ERTAFAR y sujetos control. VDI = valor de

densidad integrado. t-student p < 0.05.
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Figura 9. Expresion del RNAm de GAD 67 en hipocampo. A) Gel representativo de la
expresion de la enzima Glutamato descarboxilasa (GAD 67) (Sujetos con
ERTRAFAR *; sujetos control sin asterisco). B) Valores medios normalizados de los
VDIs de GAD-67 entre el gen control p-actina £ el error estandar de los pacientes
con ERTAFAR vy sujetos control. VDI = valor de densidad integrado. t-student p <
0.05.
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Xl.4. Expresion de las subunidades del receptor GABAA en tejido hipocampal con
ERTRAFAR.

Xl.4.1. Subunidad alfa.

La subunidad alfa del receptor GABAA presenta seis isoformas deferentes (a1
— 06). La expresidén de cada una de las isoformas fue normalizada entre el cociente
de la expresion de B-actina, un gen cuya expresion es constitutiva (figura 10). El
nivel de expresion de la isoforma alfa 1 en los tejidos con ERTRAFAR es de 2.0
veces mayor a la expresion obtenida de [B-actina, mientras que en los tejidos no
epilépticos se obtuvo una expresion de 1.3 veces mayor, con una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.003) en los niveles de expresion de 0.7 entre el
tejido hipocampal con ERTRAFAR y el control. Lo que indica un aumento en la
expresion del RNAm en el tejido con ERTRAFAR. Un resultado similar se obtuvo con
la isoforma 4 cuya diferencia en el nivel de expresidon del RNAm en el tejido
hipocampal con respecto a la expresion en el tejido no epiléptico es de 0.5, con una
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.04). Las isoformas 2 y 3 presentaron
una disminucion en los niveles de expresion del RNAm en el hipocampo de
pacientes con ERTRAFAR de 0.3 y 0.5 respectivamente comparados con los
controles con una p < 0.04 para alfa 2 y una p < 0.003 para alfa 3. Mientras que las
isoformas 5 y 6, a pesar de mostrar una ligera disminucion en la expresion del
RNAmM de 0.04 para alfa 5 y de 0.06 para alfa 6 con respecto a la expresion en el

tejido no epiléptico, no fue estadisticamente significativo (Fig.10).
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Figura 10. Expresion del RNAm de la subunidad alfa (a) y sus isoformas en tejido
hipocampal. A) Geles representativos de las isoformas de la subunidad alfa (Sujetos
con ERTRAFAR *; sujetos control sin asterisco). B) Valores medios normalizados de
los VDIs de las isoformas de la subunidad alfa entre el gen control B-actina * el error
estandar de los pacientes con ERTAFAR y sujetos control. VDI = valor de densidad

integrado. t-student p < 0.05.
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Xl.4.2. Subunidad beta

La expresion del RNAm en las 3 isoformas de la subunidad beta del receptor
GABAA mostré una disminuciéon, pero no en todas las isoformas se observd una
diferencia estadisticamente significativa (figura 11). Las isoformas 1 y 2 mostraron
una p < 0.02 cuando se cuantificé su expresion en el tejido hipocampal con
ERTRAFAR, con niveles de expresion del RNAm de 1.25 y 1.00 veces la expresion
de B-actina. En el tejido sin epilepsia, los niveles de expresion fueron 1.80 para beta
1y 1.28 para beta 2 lo cual indica una diferencia en la expresion entre los tejidos con
ERTRAFAR vy los tejidos no epilépticos de 0.55 para beta 1 y 0.28 para beta 2. La

isoforma 3 no presentd diferencias significativas (p < 0.28).

Xl.4.3. Subunidad gamma.

La subunidad gamma del receptor GABAA presenta 3 isoformas las cuales
fueron evaluadas a nivel de la expresion del RNAm tanto en tejido epiléptico como
en tejido sano, lo cual nos permitié observar cambios en la expresion de cada una
de las isoformas (figura 12). Los cambios observados en la expresiéon de las
isoformas mostraron disminucion en el RNAm de gamma 1 y aumento en la
expresion de gamma 2. La isoforma 1 en los tejido con ERTRAFAR se expreso 0.4
veces menos y la isoforma 2 se expreso 0.5 veces mas que la expresion observada
en los tejidos no epilépticos. Sin embargo, solo la expresion del RNAm de gamma 2

fue estadisticamente significativa con una p < 0.002.
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Figura 11. Expresion del RNAm la subunidad beta y de cada una de sus tres
isoformas en hipocampo. A) Gel representativo del PCR que muestra la expresion
cualitativa de cada isoforma de la subunidad beta (Sujetos con ERTRAFAR *;
sujetos control sin asterisco). B) Valores medios normalizados de los VDIs de las
isoformas de la subunidad beta entre el gen control $-actina + el error estandar de
los pacientes con ERTAFAR vy sujetos control. VDI = valor de densidad integrado. t-
student p < 0.05.
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Figura 12. Expresion del RNAm de la subunidad gamma (y) en hipocampo. A) Gel
representativo del PCR que muestra la expresion cualitativa de las isoformas de la
subunidad gamma (Sujetos con ERTRAFAR *; sujetos control sin asterisco). B)
Valores medios normalizados de los VDIs de las isoformas de la subunidad beta
entre el gen control B-actina + el error estandar de los pacientes con ERTAFAR y

sujetos control. VDI = valor de densidad integrado. t-student p < 0.05.
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XI.5. Expresiéon de las moléculas trasportadores de GABA (GAT-1 y GAT-3) en

corteza temporal con ERTRAFAR.

Al analizar la expresiéon del RNAm de los transportadores de GABA (figura 13)
en el tejido con ERTRAFAR encontramos que, el GAT-1 presento un nivel de
expresion de 1.3 veces mas que la expresion del RNAm del gen control, mientras
que el RNAmM de GAT-3 se expreso 0.93 veces mas que la expresion del RNAm del
gen control. Por otro lado, en el tejido no epiléptico encontramos que el RNAm de
GAT-1 se expreso 0.79 y GAT-3 se expreso 0.93 veces que el gen control, por lo
anterior, se deduce que en el tejido con ERTRAFAR hay una sobre expresiéon de
GAT-1 ya que la diferencia de expresion entre ambos tejidos es de 0.59 veces mas
en el tejido con ERTRAFAR que en el tejido no epiléptico. Esta diferencia en la
expresion es estadisticamente significativa. Con respecto a la expresion de GAT-3,
encontramos que no existe diferencia alguna en su expresion tanto en tejido con
ERTRAFAR como en el tejido no epiléptico. Todas estas diferencias son
observables de manera cualitativa en la figura 13a en la cual se puede observar el
resultado de la amplificacion de cada uno de los transportadores, tanto en el tejido

con ERTRAFAR (bandas con asterisco), asi como, en el tejido no epiléptico.
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Figura 13. Expresion del RNAm de los transportadores de GABA en corteza
temporal. A) Gel que muestra la expresion cualitativa del transportador GABA 1
(GAT-1) y el transportador GABA 3 (GAT-3) (Sujetos con ERTRAFAR *; sujetos
control sin asterisco). B) Valores medios normalizados de los VDIs de GAT-1 entre el
gen control B-actina * el error estandar de los pacientes con ERTAFAR y sujetos
control. C) Valores medios normalizados de los VDIs de GAT-3 entre el gen control
B-actina % el error estandar de los pacientes con ERTAFAR y sujetos control. VDI =

valor de densidad integrado. t-student p < 0.05.
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XI.6. Expresiébn de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD 67) en corteza

temporal.

La expresion del RNAm de la enzima tanto en el tejido con ERTRAFAR como
en el tejido no epiléptico (figura 14) fue de 1.1.2 y de 0.91 veces mas que la
expresion del gen control respectivamente, por lo que esto hace una variacion en la
expresion de 0.21 del tejido no epiléptico con respecto al tejido con ERTRAFAR el
cual no fué estadisticamente significativo (p < 0.13). La diferencia en la expresion del
RNAm de GAD 67, se observa de manera cualitativa en la figura 14a, en la cual se
puede observar el resultado de la amplificacion de la enzima tanto en el tejido con

ERTRAFAR (bandas con asterisco), asi como, en el tejido no epiléptico.
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Figura 14. Expresion del RNAm de GAD 67 en corteza temporal. A) Gel

representativo de la expresion de la enzima Glutamato descarboxilasa (GAD 67)
(Sujetos con ERTRAFAR *; sujetos control sin asterisco). B) Valores medios
normalizados de los VDIs de GAD-67 entre el gen control B-actina * el error estandar
de los pacientes con ERTAFAR y sujetos control. VDI = valor de densidad integrado.
t-student p < 0.05.
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XI.7. Expresion de las subunidades del receptor GABAA en corteza temporal de

pacientes con ERTRAFAR.

X1.7.1. Subunidad alfa

La figura 15 muestra graficamente los valores de intensidad relativa de
densidad (IDV) obtenidos para cada una de las isoformas que componen la
subunidad alfa del receptor GABAA, cabe mencionar que estos valores se calcularon
con respecto a la expresion obtenida del gen control (B-actina). De las 6 isoformas
de la subunidad alfa, las isoformas 1, 2, 4 y 6 presentaron mayor expresion en el
tejido con ERTRAFAR con respecto al control, siendo este cambio estadisticamente
significativo con una p < 0.02. Por otro lado la isoforma 3 en el tejido con
ERTRAFAR presenta una disminucion en su expresion con respecto a la expresion
observada en el tejido no epiléptico, pero esta minima variacién en la expresion no
es significativa (p < 0.06). En el caso de la isoforma 5, presentdé un incremento en la
expresion del RNAm de 0.2 veces con respecto al tejido no epiléptico pero esta

sobre expresion no fué estadisticamente significativa (p < 0.22).
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Figura 15. Expresion del RNAm de la subunidad alfa (a) y de sus respectivas
isoformas en corteza temporal. A) Geles representativos de la expresion cualitativa
de las isoformas de la subunidad alfa, (Sujetos con ERTRAFAR *; sujetos control sin
asterisco) y B) Valores medios normalizados de los VDIs de las isoformas de la
subunidad alfa entre el gen control B-actina + el error estandar de los pacientes con
ERTAFAR vy sujetos control. VDI = valor de densidad integrado. t-student p < 0.05.
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X1.7.2. Subunidad beta.

Al evaluar la expresion del RNAm de las tres isoformas que presenta la
subunidad beta del receptor GABA A (figura 16), se encontré que en el tejido con
ERTRAFAR, las isoformas 1 y 3 se sobre expresaron con respecto a la expresion
encontradas en el tejido no epiléptico (2.22 y 1.48 para la isoforma 1y 1.79 y 1.14
veces con respecto al gen control para la isoforma 3 en el tejido con ERTRAFAR y
en tejido no epiléptico respectivamente), con una p < 0.04. Por otro lado, la isoforma
2 presenta una ligera disminucion en la expresién del RNAm en el tejido con
ERTRAFAR, sin embargo, esta disminuciéon no fue estadisticamente significativa (p

<0.1).

XI.7.3. Expresion de la subunidad gamma.

De las tres isoformas que presenta la subunidad gamma del receptor GABAA
(figura 17), encontramos que las isoformas 1 y 2 se expresaron 1.67 y 2.04 veces
mas que la expresion del gen control ($-actina) respectivamente en el tejido con
ERTRAFAR mientras que en el tejido no epiléptico los valores medios de expresion
fueron de 1.24 y 0.93 respectivamente. Al analizar la diferencia de expresion entre el
tejido no epiléptico y el tejido con ERTRAFAR, encontramos que en este ultimo hay
una sobre expresion de 0.43 y 1.11 veces mas que en el tejido no epiléptico. Por
otro lado, el analisis de la expresion del RNAm de la isoforma 3, mostré una media

en la expresion de 0.74 en el tejido con ERTRAFAR y de 1.0 en el tejido no
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epiléptico, teniendo una disminucién en el tejido con ERTRAFAR de 0.27. En ambos
casos, tanto en la sobre expresidn como en la disminucion del RNAm de las
isoformas, la diferencia de expresion encontrada fue estadisticamente significativa,

con una p < 0.006.
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Figura 16. Expresion del RNAm la subunidad beta y de cada una de sus tres
isoformas en corteza temporal. A) Gel representativo del PCR, que muestra la
expresion cualitativa de cada isoforma de la subunidad beta (Sujetos con
ERTRAFAR *; sujetos control sin asterisco). B) Valores medios normalizados de los
VDIs de las isoformas de la subunidad beta entre el gen control B-actina £ el error
estandar de los pacientes con ERTAFAR y sujetos control. VDI = valor de densidad

integrado. t-student p < 0.05.
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Figura 17. Expresién del RNAm de la subunidad gamma (y) en corteza temporal. A)
Gel representativo del PCR que muestra la expresion cualitativa de las isoformas de
la subunidad gamma (Sujetos con ERTRAFAR *; sujetos control sin asterisco). B)
Valores medios normalizados de los VDIs de las isoformas de la subunidad beta
entre el gen control B-actina £ el error estandar de los pacientes con ERTAFAR y

sujetos control. VDI = valor de densidad integrado. t-student p < 0.05.
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XI.8. Correlaciones entre los niveles de expresion del RNAm de GAD-67, GAT-1,

GAT-3, y de cada una de las subunidades del receptor GABAA vs datos clinicos.

Las correlaciones se realizaron, solo en aquellos genes, donde los niveles de
expresion del RNAm fueron estadisticamente significativos. Los datos clinicos (tabla
1) que se correlacionaron con los niveles de expresion del RNAm fueron cuatro; la
edad en la que el paciente presento la primera crisis epiléptica, los afnos en los
cuales el paciente presento crisis epilépticas, los afios que el paciente estuvo bajo

tratamiento y, el numero de crisis que el paciente presentaba en un mes.

X1.8.1. Correlacion de la edad en la que el paciente presento la primera crisis
epiléptica y, los niveles de expresidon del RNAm de los transportadores GAT-1 y
GAT-3, de GAD-67 y, de las subunidades del receptor GABAA en corteza temporal e

hipocampo.

Al correlacionar los niveles de expresion del RNAm de los transportadores
GAT-1 y GAT-3, de GAD-67 y, de las subunidades del receptor GABAa, solo la
expresion del RNAm de la isoforma beta 1 del receptor de GABAA en corteza
temporal, tuvo una correlacion positiva con la primera crisis epiléptica, mientras que
en hipocampo no se pudo establecer alguna correlacion (figura 18). El coeficiente de
correlacion (r) para beta -1 fue de 0.5009. De acuerdo a la linea de tendencia, y la

dispersion de los datos, se observa una correlacion positiva, la cual nos sugiere, que
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la expresion del RNAm de la subunidad beta 1 aumenta conforme aumenta la edad

de inicio de la primera crisis epiléptica.
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Figura 18. Correlacion de la expresiéon del RNAm de las subunidades del receptor

GABAA en corteza temporal VS edad de la primera crisis epiléptica. La grafica

muestra la subunidad en la que hubo correlacién, con una r= 0.5009, p= 0.5.
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X1.8.2. Correlacién de los afios con crisis epilépticas y, los niveles de expresién del
RNAm de los transportadores GAT-1 y GAT-3, de GAD-67 y, de las subunidades del

receptor GABAA en corteza temporal e hipocampo.

La duracién de las crisis epilépticas, se refiere a los aios que transcurrieron
desde la primera crisis epiléptica, hasta el afio que fueron sometidos a cirugia para
resecar la zona epileptogénica. La figura 19, muestra los genes que correlacionaron
con las crisis epilépticas. De las dos regiones cerebrales analizadas, solo en corteza
temporal, se observo correlacion. Los genes que correlacionaron fueron, gamma 1y
gamma 2, con una correlacion de 0.2329 para gamma 1y de 0.4535 para gamma 2.
De acuerdo a la dispersion de los datos y de la linea de tendencia, se observa una
correlacién negativa, de tal forma que entre mas anos los pacientes presenten crisis
epilépticas, la expresiéon del RNAm tanto de la isoforma gamma 1 como de la

isoforma gamma 2, tiende a disminuir.
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Figura 19. Correlacidon de la expresiéon del RNAm de las subunidades del receptor
GABAA en corteza temporal VS afos con crisis epilépticas. El periodo que se
considerd para cuantificar los afios con presencia de crisis epilépticas, comprende la
edad en la que se presento la primera crisis hasta el ano que el paciente fue
sometido a cirugia, para la eliminacion de la zona epileptogénica. Los graficos

muestran las subunidades en las que hubo correlacion.
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X1.8.3. Correlacion de la frecuencia de las crisis epilépticas y, los niveles de
expresion del RNAm de los transportadores GAT-1 y GAT-3, de GAD-67 y, de las

subunidades del receptor GABAA en corteza temporal e hipocampo.

Las frecuencias de las crisis epilépticas, se refiere al numero de crisis
presentadas por cada uno de los casos analizados durante un mes. La figura 20,
muestra los genes por region cerebral estudiada, en los que existe una correlacion.
En hipocampo, la subunidad beta 1 fue la unica que correlaciono con una r= 0.5720,
mientras que en corteza temporal, el gen que correlaciono fue gamma 2, con una r=
0.2534. La dispersion de los datos en cada uno de los graficos y, de acuerdo al
coeficiente de correlacion (r), se puede observar que al aumentar el niumero de crisis
epilépticas por mes, hay una tendencia a aumentar la expresiéon del RNAm de la

isoforma beta 2 en hipocampo y la isoforma gamma 2 en corteza temporal.
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Figura 20. Correlacion entre la expresion del RNAm de las subunidades del receptor
GABAA VS el numero de crisis epilépticas que presento cada paciente, antes de ser
sometido a cirugia, para la eliminacion de la zona epileptogénica. Los graficos

muestran las subunidades en las que hubo correlacion.
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X1.8.4. Correlacion de los afios con tratamiento antiepiléptico y, los niveles de
expresion del RNAm de los transportadores GAT-1 y GAT-3, de GAD-67 y, de las

subunidades del receptor GABAA en corteza temporal e hipocampo.

Los anos con tratamiento se cuantificaron a partir del momento en el cual, el
paciente recibio algun DAE dirigido a potenciar la neurotransmision GABAérgica. La
figura 21 muestra los genes que correlacionaron con los afnos de tratamiento. En
hipocampo solo la subunidad alfa 1 correlaciono con una r= 0.2361, mientras que en
corteza temporal, los genes que correlacionaron fueron la subunidad alfa 1, alfa 4,
alfa 6, gamma1 y gamma2 con una r de 0.3711, 0.2921, 0.7477, 0.3649 y 0.4288
respectivamente. En hipocampo, podemos observar que la correlacién entre los
niveles de expresion del RNAm de alfa 1 y los afos en tratamiento es del 23%, con
una ligera tendencia a aumentar en relacion a los afios de tratamiento. En corteza,
podemos observar que la linea de tendencia en cada uno de los graficos, es
negativa indicandonos que y de acuerdo a la dispersion de los datos, entre mas
anos este el paciente bajo tratamiento, la expresion del RNAm de las subunidades

alfa 1, alfa 4, alfa 6, gamma 1 y gamma 2 disminuyen.
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Figura 21 Correlacion entre la expresion del RNAm de las subunidades del receptor
GABAA VS aios de tratamiento. Los afios bajo tratamiento, comprende desde el afo
en el que se le suministro un primer DAE relacionado con la neurotransmision
GABAérgicas, hasta su cirugia, para la eliminacion de la zona epileptogénica. Los

graficos muestran las subunidades en las que hubo correlacion.
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XIl. Discusion.

A pesar de los estudios realizados en los ultimos afos sobre la participacion
de los principales componentes de la neurotransmision GABAérgica a nivel proteico
en tejido resecado de pacientes, se conoce muy poco de lo que esta pasando a nivel
molecular. La poca informacién sobre la expresion del RNAm en ERTRAFAR se ha
obtenido mediante el uso de modelos de refractariedad los cuales a pesar del
enorme esfuerzo no logran semejar al 100% lo que esta pasando en el tejido

humano.

En la ELT las principales regiones cerebrales involucradas en la generacion y
propagacion de las crisis son hipocampo, amigdala y corteza, sin embargo el
hipocampo es la region principal donde se desarrolla el foco epiléptico, descrita por
Ebner (2001) como zona epileptogénica o area del encéfalo necesaria y suficiente
para iniciar las crisis y cuya reseccion o desconexion es requerida para que las
mismas cesen. El foco epileptogénico o primario puede reclutar otras zonas del
encéfalo como la corteza, transformandola en focos secundarios formando la zona
de propagacion. La expresion del RNAm de los principales componentes de la
neurotransmision GABAérgica fue evaluada en estas dos areas cerebrales

hipocampo y corteza temporal.

Los resultados del presente trabajo demuestran, que en la ERTRAFAR se

producen alteraciones en la expresion del RNAm de los principales componentes de
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la neurotransmision GABAérgica (figura 19), como lo son las subunidades que
conforman el receptor ionotropico de GABA (GABAA), las moléculas encargadas de
la recaptura de GABA conocidas como transportadores de GABA (GAT-1 y GAT-3),
asi como de la principal enzima limitante de GABA, glutamato descarboxilasa o
GAD-67; y algunas de estas alteraciones pueden estar influenciadas por los afios de
tratamiento, el numero de crisis epilépticas, la edad de inicio de las crisis epilépticas

y los aios que han presentado crisis epilépticas.

XIl.1. Expresion de los transportadores.

Después de la liberacién de GABA este es removido de la hendidura sinaptica
por los transportadores GAT-1 y GAT-3, para asi mantener los niveles basales del
neurotransmisor (figura 18). Este mecanismo es calcio independiente y se activa en
condiciones de actividad neuronal intensa como la epilepsia y la isquemia, lo anterior
produce un aumento en el sodio intracelular y genera despolarizacion celular. El
transportador GAT-1 tiene una actividad dual ya que no solo permite la recaptura de
GABA sino que también pueden liberarlo de nuevo al espacio intersinaptico (Olson y
DelLorey, 1999), de esta forma, la liberacion de GABA por inversion del transportador
puede ser critica para mantener el tono inhibitorio y suprimir la actividad epiléptica

(During y cols., 1995).

Los resultados de este trabajo muestran diferentes modificaciones en los

niveles de expresion del RNAm. En corteza se observo una sobre expresion de
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GAT-1 pero sin cambio alguno en GAT-3 (figura 8). Por otro lado en hipocampo
(figura 12), tanto GAT-1 como GAT-3 presentaron una disminucion en los niveles de
expresion del RNAm en el tejido con ERTRAFAR con respecto a los niveles
observados en los tejidos no epilépticos, pero solo la disminucion observada en
GAT-3 fue estadisticamente significativa. Estos resultados no concuerdan con los
obtenidos en modelos animales de ELT. Hirao y cols. (1998), encontraron que el
RNAmM de ambos transportadores aumentaba minutos después de someter las ratas
al kindling, pero después de 8 horas de la estimulacion regresaban a sus niveles
normales de expresion. Mientras que Sperk y cols. (2003), en un modelo con acido
kainico encontraron una disminucién transitoria en la expresion del RNAm de GAT-3,
asi como, un aumento transitorio en la expresion del RNAm de GAT-1 después de la
induccion de las crisis, el cual regresa a sus niveles iniciales, o que sugiere, que el
GABA intracelular no proviene de la liberacién vesicular, sino que, es liberado por
accion de GAT-1, durante las crisis epilépticas, tratando de proteger a las neuronas
de la sobre excitacion, es decir, que el aumento en la expresion del RNAm de GAT-1
en corteza, muy probablemente se deba a un efecto compensatorio con la finalidad
de reducir la hiperexcitabilidad neuronal, evitando un mayor dafo neuronal. Ademas,
los resultados comprueban que los procesos de desarrollo de la epilepsia en

humanos y en modelos experimentales no son necesariamente paralelos.

Por otro lado la disminucién en la expresion del RNAm de los transportadores
observada en hipocampo con ERTRAFAR nos puede “sugerir” un paralelismo con la

expresion proteica, lo cual ya ha sido demostrado por Mathern (1999), quien
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demostré una reduccion en la inmunoreactividad neuronal y glial para GAT-1 y GAT-
3 respectivamente en tejido de pacientes refractarios a tratamiento. Esto se debe
probablemente a la baja concentracion de GABA encontrados en las fases interictal
en hipocampo epiléptico de humanos, asi como durante las crisis epilépticas
comparadas con los niveles encontrados en las areas sin actividad epiléptica, los
cuales fueron medidos por estudios de microdialisis (Durin y Spencer, 1993; During y
cols., 1995). La disminucion en los niveles de expresion del RNAm de los
transportadores en hipocampo puede estar relacionada directamente con las
disminucion de la sintesis de GABA producido por la pérdida neuronal
principalmente de interneuronas GABAérgicas (Engel, 1996; Marco y cols., 1996;
Fisher y cols., 1998) Lo cual ha sido observado en tejido resecado de pacientes
epilépticos asi como, en los estudios realizados en modelos de animales de ELT que
muestran pérdidas de interneuronas, proliferacion de células gliales, neurogénesis y
proliferacion (sprouting) de terminales axdnicas; asi como, la aparicion de circuitos
excitadores recurrentes y la reorganizacion morfolégica y funcional de los circuitos
afectados, lo que a su vez parece contribuir a generar crisis espontaneas (Sayin y
cols., 2003; Morimoto y cols., 2004; Crespel y cols., 2005). Por otro lado, se ha
demostrado que GAT-1 presenta una actividad dual durante las crisis epilépticas
(Borden, 1996), lo cual genera un eflujo de GABA al medio extracelular, es decir,
puede liberar GABA al espacio extracelular durante las crisis epilépticas y asi
contribuir al control de las mismas mediante la regulacién de la actividad hiper-
sincronizada de las células. Pero como el analisis de la expresion del RNAm de

GAT-1 se hizo en hipocampo completo y no en una region hipocampal, y debido a la

76



presencia de esclerosis hipocampal, que genera una gran pérdida neuronal, la
expresion del RNAm en el hipocampo disminuyd, lo cual sugiere que la liberacion de
GABA al espacio intercelular mediada por GAT-1, genere disminucion en la
concentracion del GABA extracelular como se ha observado en los estudios por
microdialisis (Durin y Spencer, 1993; During y cols., 1995). Esto probablemente,
genera un desequilibrio en la homeostasis del SNC, que lleva a la descontrolada

excitabilidad neuronal.

XIll.2. Expresiéon de GAD 67.

Los hallazgos obtenidos en hipocampo proveen evidencias de que la ELT
modifica la expresion del RNAm de la enzima limitante en la sintesis de GABA
(figura 9). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Neder y cols. (2002),
quienes mediante la técnica RT-PCR semicuantitativa analizaron la expresion del
RNAm de GAD 67 en tejido resecado de pacientes con ERTRAFAR encontrando
que la expresion del RNAm aumentaba con respecto a la expresion del RNAm de los
tejidos no epilépticos, en el mismo contexto pero mediante inmunoreactividad
Mathern y cols., (1999) reportaron una sobre expresion de la enzima GAD 67 en
hipocampo resecado de pacientes con ERTRAFAR. Lo anterior, concuerda con los
resultados obtenidos en modelos de ELT (Esclapez y Houser, 1999; Freichel y cols.,
2006), en los cuales, mediante el uso de las técnicas de hibridacion in situ e
inmunohistoquimica, demostraron que tanto el RNAm como la proteina se

incrementaban paralelamente.
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El incremento en la expresion del RNAm de GAD 67 observado en nuestros
resultados, probablemente se deba a las interneuronas hipocampales que se
preservaron, las cuales forman una red funcional. Esta red funcional probablemente,
incrementa su actividad neuronal, para compensar la pérdida de interneuronas
generada por la excitoxcicidad, provocada por la sobre estimulacion de los
receptores de glutamato (Esclapez y Houser, 1999; Pellegrini-Giampietro y cols.,
1997); de tal forma, que la red de Interneuronas continua funcionalmente conectada
con sus neuronas excitatorias aferentes (células piramidales), las cuales al aumentar
su actividad estimulan a las interneuronas, formando un circuito inhibitorio de

retroalimentacion (Rempe, 1997).

El incremento en la expresion del RNAm de la enzima, nos puede estar
indicando, que probablemente se incrementar la sintesis de GABA para contrarrestar
la hiperexcitabilidad neuronal. Por otro lado, la expresion del RNAm de GAD 67 en
corteza fue mayor a los niveles de expresion encontrados en corteza de los tejidos
no epilépticos (controles), pero este aumento no fue significativo, lo anterior se
puede deber a la sobre expresiéon de GAT-1 cuya funcién es de capturar GABA e
introducirlo de nuevo a la neurona presinaptica manteniendo constante la poza de
GABA (Millar y cols., 1997), lo que genera un mecanismo intrinsico de
autorregulacion, que regula de forma indirecta la activacion de la sintesis del RNAm

de GAD, enzima limitante en la sintesis de GABA (Martin y Rimvall, 1993).
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Por otro lado, el incremento en la expresion del RNAm de GAD-67 en corteza,
puede deberse a la pérdida neuronal, observada en tejido resecado de pacientes
con ELT (Du y cols., 1993; Lorigados y cols., 2007), asi como, en modelos (Schwob
y cols., 1980; Du y cols., 1995 y Sanjay y Buckmaster, 2006). Esta pérdida neuronal,
ocasionada por la sobre excitacion asociada a multiples crisis epilépticas que,
eliminan las principales vias de activacion de las interneuronas, genera la pérdida de
la inhibicion y prevalencia de la accion excitatoria (hiperexcitabilidad), mediada por
células granulares provenientes del giro dentado (Sloviter. 1991); hipdtesis que en
un inicio, fue formulada para el hipocampo y, que tiene aplicacién en la corteza
entorrinal (Bear y cols., 1995; Eid y cols., 1999; Sanjay y Buckmaster, 2006). La
desconexién de la inhibicidn asociada a la pérdida neuronal, puede estar generando
que las interneuronas GABAérgicas sobrevivientes aumenten la expresion del gen
GAD-67 para aumentar la producciéon de GABA y poder de este modo tratar de

controlar la hiperexcitabilidad en la corteza generada por las crisis epilépticas.

XII.3. Expresién de las subunidades del receptor GABA A.

Los receptores GABAA son responsables de la inhibicion fasica y tonica del
SNC, siendo los principales blancos de los farmacos antiepilépticos. Asi, al entender
las variaciones en la composicion de las subunidades del receptor GABAa, las
cuales determinan su papel funcional, nos permitiria disefar nuevos farmacos mas

eficaces (Farrant y Nusser, 2005).
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El analisis de la expresion del RNAm de las 15 isoformas que comprenden las
tres subunidades de GABAA (a1-a6, 31-B3, y1-y3) mostré grandes diferencias en su
expresion (figuras 10-12 y figuras 15-17). En corteza, las subunidades que tuvieron
un incremento estadisticamente significativo fueron, alfa 1, alfa 2, alfa 4, alfa 6, beta
1, beta 3 asi como, gammal y gamma 2, mientras que la subunidad gamma 3
disminuyd significativamente. Estos resultados no concuerdan del todo con trabajos
previos realizados en modelos animales, en donde se observo que en las células
piramidales de la corteza, las isoformas de las subunidades que se sobre expresan
son, alfa 1, alfa 3, beta 1, beta 2; mientras que las subunidades que disminuyeron su
expresion fueron alfa 2, alfa 4, alfa 5, beta 3 y gamma 2 (Tsunashima y cols., 1997;

Nishimura y cols. 2005).

Por otro lado, los cambios observados en hipocampo fueron, una sobre
expresion en las isoformas alfa 1, alfa 4, gamma 2 y, disminucion en la expresion de
las isoformas alfa 2, alfa 3, beta 1 y beta 2. Estos resultados, difieren con trabajos
realizados en modelos de ELT; asi como, en tejidos resecados de pacientes con
ELT. Por ejemplo, Pirker y cols. (2003) mediante hibridacion in situ encontré una
sobre expresion de las isoformas beta 2 y beta 3 en hipocampo resecado de
pacientes con ERTRAFAR, los cuales concuerdan con nuestros resultados.
Tsunashima y cols. (1997), en un modelo de acido kainico en hipocampo de ratas,
encontraron disminuidas las isoformas alfa 2, alfa 3, alfa 5, beta 1, beta 3 y gamma
2, mientras que alfa 1, alfa 4 y beta 2 estaban sobre expresadas; pero Sperk y cols.

(1998), con el mismo modelo en varias regiones del hipocampo encontraron
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incrementadas alfa 1, alfa 2, alfa 4, beta 1, beta2 y beta 3. Nishimura y cols. (2005)
con un modelo de ELT por kindling hipocampal encontraron aumentos en las tres
isoformas de beta, de gamma 2 y alfa 4. Como observamos, los modelos utilizados
en el estudio de la ERTRAFAR no reproducen los resultados obtenidos en tejido de
paciente, porque en los modelos no se aplican politerapias para el control de las
crisis, ademas en el tejido resecado de pacientes con ELT no se controlan las
variables como el tiempo de exposicion al farmaco, la edad y la duracion de las crisis

epilépticas.

Las alteraciones en la expresidén de las subunidades del receptor de GABAA
se han descrito previamente, en neuronas de ratas epilépticas adultas,
correlacionandose este efecto con modificaciones importantes en la funcion del
receptor (Brooks-Kayal y cols., 1998; Schwarzer y cols., 1997). Recientemente, se
ha estudiado el efecto que tiene los cambios selectivos en los subtipos del receptor
GABAA\ en los circuitos corticales (sustancia blanca), en pacientes con epilepsia focal
(Loup y cols., 2009) y como, esta nueva organizacion es compatible con la
estructura presente en la red inhibitoria funcionalmente integra que cubre la
sustancia gris. Estos cambios sugieren, como la morfologia de las dendritas de la
sustancia blanca, permiten un nuevo arreglo de los circuitos neuronales para
controlar la hiperexcitacion. Ademas, se sabe que la disminucién de la subunidad a1
del receptor de GABAA altera tanto el sitio de unidén del receptor como la respuesta
farmacoldgica a lasBDZ (Kralic y cols. 2002). Por otro lado, se ha demostrado que

los receptores que contienen en su estructura las subunidades a1, a2, a3 y a5, la
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subunidad beta principalmente 32 y B3 y en casi todos los casos y2 con una relacién
2:2:1 presentan alta afinidad para las benzodiazepinas, flunitrazepam, diazepam y
clonazepam (Pritchett y cols., 1989; Luddens y Wisden, 1991; Mdhler y cols., 2002).
Adicionalmente, la presencia de a4 y a6 condicionan la sensibilidad del receptor
hacia las BZD (Olsen y cols., 1999), ademas, si la subunidad y2 es reemplazada por
la subunidad y1 o por la subunidad & se crea un receptor insensible a BZD lo cual
conlleva al desarrollo de refractariedad (Ymer y cols., 1990; Puia y cols., 1991;
Wisden y cols., 1991; Saxena y Macdonald, 1994). Del mismo modo, los receptores
que en su estructura contienen la isoforma a4 en asociacion con las isoformas

gamma o delta, conforman receptores insensibles a BZD (Mdhler y cols., 2002).

En estudios realizados en pacientes con esclerosis hipocampal, se ha
observado alteraciones en la fijacion o binding del flunitracepam en los sitios de
unién a BZD; es decir, hay pérdida de la sensibilidad de los sitios de unién a BZD,
atribuido a los cambios en la composicion del receptor GABAA por disminucion de
las subunidades a1, a2 y a5 y aumento de a4 y a6 los cuales reducen la sensibilidad

a las BZD (Olsen y Avoli, 1997).

Por otro lado se conoce que la ERTRAFAR, la politerapia; asi como, el tiempo
de evolucion de la ELT producen modulacion de los receptores de BDZ, con la
alteracion de las subunidades especificas del receptor (Loscher y Schmidt, 2006).
Por esto es posible que las subunidades del receptor de GABAA que fueron

expresadas en cantidades excesivas, sea en parte, un mecanismo compensatorio
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inducido por las crisis. Estas alteraciones son complejas e incluyen una
sobreregulacién (upregulation) y subregulacién (downregulation) de las diferentes
subunidades, asi como diferencias en el nivel de expresion de las subunidades entre
el hipocampo y la corteza temporal. Ademas el efecto de los barbituricos sobre el
receptor GABAa, depende en gran parte de la subunidad beta y su actividad
agonista es influenciada substancialmente por la subunidad alfa (Bureau y Olsen,
1993; Mathews y cols., 1996; Thompson y cols. 1996; Olsen, 2002). Por ello, las
alteraciones observadas en la subunidad alfa muy probablemente se deban a la
prolongada politerapia, principalmente con agonistas de GABA como las
benzodiazepinas (Léscher y Schmidt, 2006). Lo anterior, probablemente induzca
alteraciones en el ensamblaje del receptor y por consiguiente afecta la sensibilidad a

sus agonistas produciendo un pobre control de las crisis epilépticas.

Xll.4. Correlaciones entre los niveles de expresion del RNAm de GAD-67, GAT-1,

GAT-3, y de cada una de las subunidades del receptor GABAAa vs datos clinicos.

Las correlaciones muestran, que la expresion del RNAm de algunos genes
involucrados en la neurotransmision GABAérgica, puede verse afectados por ciertas
condiciones fisiopatologicas que suceden durante el padecimiento de la ERTRAFAR,
pero solo algunas, pueden alterar la expresion del RNAm en corteza temporal y no
en hipocampo. Esto puede ser porque en el adulto, la plasticidad neuronal, que es la
capacidad de alterar las sinapsis existentes y generar nuevas sinapsis; a pesar de

no estar totalmente abolida, esta muy disminuida (Purves y cols., 2001). Estas
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condiciones fisiopatolégicas, pueden producir alteraciones en la neurotransmision
GABAérgica, produciendo cambios en la expresidon de los genes de las subunidades,

en la sintesis de proteina, y en el ensamblado del receptor (lto y cols., 1996).

En nuestros resultados, se puede inferir que la edad de inicio de las crisis
epilépticas (figura 18), puede alterar la expresién de RNAm de la isoforma beta 1 en
corteza temporal de forma positiva; es decir, entre mas aumente la edad de inicio de
las crisis epilépticas, aumenta la expresion del RNAm. La duracion de las crisis
epilépticas, aparentemente, actia de manera negativa sobre la expresion del RNAm
de las isoformas gamma 1 y gamma 2 (figura 19); es decir, entre mas anos este el
enfermo con crisis epilépticas, la expresion del RNAm de ambas isoformas tiende a
disminuir. La frecuencia de las crisis epilépticas (figura 20), parece ser que solo
afecta la expresion del RNAm de la isoforma beta 2 en hipocampo vy, la isoforma
gamma 2 en corteza temporal. El efecto que se puede observar sobre ambas
isoformas del receptor, en corteza temporal e hipocampo, es positivo, entre mayor
sea el numero de crisis epilépticas, la expresion del RNAm de las isoformas beta 2 y
gamma 2 aumenta. Ambas condiciones fisiopatologicas (duracion y frecuencia de las
crisis epilépticas), aunque no se tiene un estudio relevante del efecto que generan
estas condiciones fisiopatologicas sobre la expresion del RNAm de estas
subunidades, probablemente, tanto el niumero como los afos padeciendo crisis
epilépticas estén modificando la expresion del RNAm, a través de la alteracién del
balance entre la excitacion y la inhibicion del SNC. La sobre excitacion de la

neurona, genera la activacion del sistema inhibitorio GABAérgico para restablecer la
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homeostasis del SNC (Treiman, 2001), activandose la produccion de RNAm que

genera mayor sintesis de proteina como las isoformas del receptor GABAA.

En la figura 21, se observa el efecto que tiene sobre la expresion del RNAm
de algunas isoformas del receptor GABAAa, los afos que el paciente ha estado bajo
tratamiento farmacologico. En el caso del hipocampo, donde solo se pudo establecer
una correlacion entre la isoforma alfa 1, la linea de tendencia nos indica que entre
mayor tiempo de tratamiento, la expresion del RNAm aumenta; aunque la dispersion
de los datos, nos muestran que el mayor efecto sobre la expresidn ocurre durante
los primeros afios de tratamiento. En corteza, las isoformas que correlacionaron con
esta patofisiologia fueron, alfa 1, alfa 4, alfa 6, gamma 1 y gamma 2. Estas
isoformas del receptor, se vieron afectadas de manera negativa por los afos de

tratamiento; es decir, la expresion del RNAm de cada una de ellas disminuyd.

Estos hallazgos en conjunto con los niveles altos de RNAmM encontrados en
los tejidos epilépticos estudiados (figura 10, 15 y 17), apoyan la hipotesis de que la
exposicion prolongada a DAEs, induce una reduccidon en las interacciones
alostéricas entre GABA vy los sitios de union a BZD en el receptor GABAA. (Friedman
y cols., 1969, Hutchinson y cols., 1996). También se ha observado, que la epilepsia
puede alterar la funcion del receptor GABAa, incrementando la expresion de la
isoforma alfa 3 y disminuyendo la expresion de las isoformas alfa 1 y alfa 2
(Kamphius y cols., 1995 y White y Gurley, 1995); asi como, aumentando la

expresion de la isoforma gamma 2 (Kamphius y cols., 1995). Ademas, el
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acoplamiento alostérico de GABA y el sitio de union a BZD, es alterado por el
tratamiento a largo plazo con barbituricos (Ito y cols., 1996). Lo que genera un
rearreglo estequiométrico del receptor GABAA que afecta los sitios de union
alostéricos del receptor, lo que produce insensibilidad del mismo para las DAEs
(Macdonald y Olsen, 1994). Lo cual nos sugiere que la exposicion prolongada a las
DAEs por parte de los blancos terapéuticos, genera un desequilibrio en la expresion
del RNAm de las subunidades del receptor GABAA, que provoca cambios en el

ensamblaje del receptor afectando su funcionalidad.
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Figura 22. Metabolismo normal de la neurotransmision GABAérgica. Durante una
excitacidon normal en el SNC, se activa el mecanismo de inhibicion mediado por
GABA. El primer paso es la sintesis de GABA por accién de GAD. EI GABA
sintetizado es liberado a la hendidura sinaptica donde es reconocido por su receptor
GABAA iniciando la inhibicién del SNC. El segundo paso es la recaptura GABA por
GAT-1 y GAT-3, el primero ayuda a mantener el nivel basal de GABA
reintroduciéndolo a la neurona presinaptica manteniendo la poza de GABA
constante. GAT-3 regula la concentracion de GABA mediante su degradacion. GABA
O, GABAA, receptor GABAA; GAD, glutamato descarboxilasa; GAT-1, transportador
de GABA 1; GAT-3, transportador de GABA 3; GABA-T, GABA transaminasa.
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XIll. Conclusiones.

Las condiciones fisiopatologicas de la ERTRAFAR, estan alterando la
expresion del RNAm de los transportadores, la enzima sintetizadora y las isoformas

del receptor de GABA.

En el presente estudio los resultados sugieren que la ERTRAFAR, disminuye
la expresion del RNAm de GAT-3 en hipocampo (figura 19A), esto muy
probablemente, puede estar relacionado con la disminucién en la concentracion de
GABA intracelular, observado en pacientes con ERTRAFAR. Por otro lado, la sobre
expresion del RNAm de GAT-1 en corteza (figura 19B), nos habla de la gran
actividad neuronal generada en esta region y de un mecanismo compensatorio que
intenta contrarrestar la excitabilidad neuronal en la zona de propagacién, liberando

GABA por inversién del transportador.

El aumento en la expresion del RNAm de GAD 67 en hipocampo (figura 23A),
nos sugieren un posible mecanismo por el cual las interneuronas que han logrado
sobrevivir a la gran pérdida neuronal que se presenta en los pacientes con
ERTRAFAR y esclerosis hipocampal, tratan de revertir la hiperexcitabilidad neuronal;
asi como, la sincronizacion anormal que se genera por la presencia de crisis

epilépticas, sintetizando mas GABA.
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Los cambios observados en los niveles de expresion del RNAm de los
transportadores y de GAD 67 (figura 23) sugiere la activacion de un sistema de
retroalimentacién entre la neurona presinaptica y postsinaptica, enviando sefales
para que se active el gen de GAD 67 e iniciar la sintesis de la enzima y aumentar la
produccion de GABA y poder restablecer la homeostasis del sistema nervioso

central.

Nuestros resultados sugieren que los cambios traduccionales (expresion del
RNAm) en hipocampo (figura 23A), son generados, probablemente, por las
condiciones fisiopatologicas de la ERTRAFAR, y esto puede estar afectando la
estequiometria del receptor GABAAa; es decir, generando un desequilibrio estructural
debido a las modificaciones en el ensamblaje del receptor, esto alteraria la funcion al
disminuir la sensibilidad de reconocimiento a sus ligandos, debido a que, muy
probablemente, las modificaciones estén alterando los sitios de union de GABA y
sus agonistas del mismo (benzodiazepinas y barbituricos). Por otro lado, la
sobreexpresion en corteza (figura 23B) puede deberse a un mecanismo
compensatorio para evitar la propagacion de las crisis epilépticas y al mismo tiempo
generar neuroproteccion en corteza, y asi reducir el daino neuronal severo, como el

observado en hipocampo en pacientes con esclerosis hipocampal.

Por ultimo, nuestros resultados muestran la existencia de una correlacion
entre las condiciones fisiopatologicas que suceden durante la ERTRAFAR (tabla 1);

asi como, el efecto que tiene la administracion prolongada de DAEs en los
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pacientes; y, los cambios en la expresion del RNAm de las subunidades que
conforman el receptor GABAA. Lo que sugiere, que la refractariedad en los pacientes
con ELT se incrementa por el tiempo de tratamientos farmacologico, el cual modifica
probablemente la expresion de los genes que codifican para cada una de las

subunidades que conforman el receptor GABAA.

XIV. Perspectivas.

Para corroborar que los cambios observados en la expresion del RNAm, por
efecto de las condiciones fisiopatdlogicas de la ERTRAFAR, pueden estar alterando
la sintesis de proteinas, es necesario realizar estudios que permitan medir los
niveles de expresion de proteinas; asi como, estudiar la funcionalidad del receptor.
Por otro lado, es necesario conocer las modificaciones que la ERTRAFAR produce
en el receptor metabotrépico GABAg, el cual tiene una importante participacion en la

funcién inhibitoria de GABA.
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Anexos.

Anexo |. Condiciones de amplificacion para cada uno de los genes.

GEN Temperatura | Tiempo de | Tiempo de | [MgCl2] NUm
de hibridacion extension mM ero
alineamiento (72°C) de

ciclos

B-ACT 58°C 20 seg 30 seg 1.0 30

GAT-1 55°C 30 seg 40 seg 14 35

GAT-3 54°C 30 seg 40 seg 1.75 35

GAD-67 55°C 30 seg 40 seg 1.5 35

ALFA-1 55°C 30 seg 40 seg 1.75 35

ALFA-2 58°C 30 seg 40 seg 1.75 35

ALFA-3 58°C 30 seg 40 seg 1.75 35

ALFA-4 55°C 30 seg 40 seg 1.75 35

ALFA-5 56°C 30 seg 40 seg 1.75 35

ALFA-6 54°C 30 seg 40 seg 1.75 35

BETA-1 55°C 30 seg 40 seg 1.75 35

BETA-2 55°C 30 seg 40 seg 1.75 35

BETA-3 56°C 30 seg 40 seg 1.75 35

GAMMA-1 55°C 30 seg 40 seg 1.75 35

GAMMA-2 55°C 30 seg 40 seg 1.75 35

GAMMA-3 58°C 30 seg 40 seg 1.5 35
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Anexo Il Secuencias iniciadoras utilizadas en los ensayos de PCR para los

diferentes genes.

Primer Pares de bases Pares de bases (pb)| Region de
amplificadas amplificacién

FW GAT-1 GACGACCTCGACTTTGAGCA

RV GAT-1 TTCATTCTCCTCGTACAGGCA |384 458-842

FW GAT-3 CCTGTTTTTTTCCTGGAGACA

RV GAT-3 TCGCAGTCACGTATACAACCT |472 338-809

FW GAD-67 | TCCATAAAGAAAGCTGGGGCT |483 1299-1781

RV GAD-67 |AATTGCCTTGTCCCCGGT

FW ALFA-1 ATGGACAGCCGTCATTACAA |474 545-1018

RV ALFA-1 ATTTTAGTGGGCAAGCATGG

FW ALFA-2 ACGATAATCGGCTTAGACCAG | 487 473-959

RV ALFA-2 AACCTAGAGCCATCAGGAGCA

FW ALFA-3 AACAAGCTGCTCAGATTGGTG | 343 742-1084

RV ALFA-3 TCTGGATCACAAAGTAGCCAA

FW ALFA-4 AGGAGGAGAAATTGTGCACAG | 406 255-660

RV ALFA-4 ATGGGACACTCCGCACTTAT

FW ALFA-5 TGTTTTTCCGACAAAGCTGG |526 632-1157

RV ALFA-5 ATCACGGTCATTATGCAGGGA

FW ALFA-6 AATGCAGAATGGAACCATTTT |455 752-1206

RV ALFA-6 CACTGATGCTCAAAGTGGTCA

FW BETA-1 AATCGAGAGAGTCTGGGGCTT | 346 390-735

RV BETA-1 TGTCTGGTACCCAGAGTTGGT

FW BETA-2 TTCCACAGGTTCCTATCCCA 408 890-1297
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RV BETA-2 AATCTTGTTGACATCCAGGCG

FW BETA-3 GGGTGTCCTTCTGGATCAATT (417 927-1343
RV BETA-3 GGATTCCTGAGTTGTCAAAGG

FW GAMMA-1 |CTTGGGTGTCTTTTTGGATCA |407 1015-1421
RV GAMMA-1 | TCTGCAGTCTTCAAAGCAACA

FW GAMMA-2 | TGTTTATCAATGGAAGCGAAG |414 1012-1425
RV GAMMA-2 | AAGGTGCCATACTCCACCAGA

FW GAMMA-3 | AACAGCATTAGGCATCACCA |342 1021-1362
RV GAMMA-3 | TCCTGCCAGTAAACGGAATT

FW B-ACT TGGACTTCGAGCAAGAGATGG (478 746-1223
RV B-ACT TCATAGTCCGCCTAGAAGCAT
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