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Resumen

La epilepsia y el suefio estan estrechamente relacionados. Las crisis epilépticas
tienden a ocurrir especialmente durante ciertas fases del ciclo suefo-vigilia, tales
como el suefio non-REM, mientras que el ciclo suefo-vigilia puede verse
modificado por la actividad epiléptica. Objetivo: Esta investigacion pretende
estudiar la distribucion temporal de las crisis tonico-clonicas y el efecto de la
epilepsia sobre la duracién de las fases del ciclo suefio-vigilia, mediante el Modelo
de Pilocarpina de la Epilepsia, un modelo animal de Epilepsia de l6bulo temporal.
Adicionalmente, se propone el Coeficiente de Variacion de la Envolvente (CVE),
como un nuevo método para analizar y detectar anomalias morfologicas vy
espectrales en los estados del ciclo suefio vigilia a nivel electroencefalografico.
Método: Se indujo epilepsia en 29 ratas, mediante la administracion de una Unica
dosis de pilocarpina, mientras que otras 13 ratas fueron utilizadas como grupo
control. Resultados: Existe mayor ocurrencia de crisis tonico-clénica durante la
fase de luz. Las ratas epilépticas muestran mas tiempo en suefio non-REM que los
sujetos sanos durante la fase de luz, pero invierten menos tiempo en Vigilia y
suefio REM. Mediante el CVE, se observa una diferencia global entre sujetos
epilépticos y sanos en cuanto a la morfologia de los estados del ciclo suefio-vigilia.
Se identifica un nuevo patrén de actividad de baja frecuencia y bajo CVE, el cual
no es contingente a la ocurrencia de crisis epilépticas. Relevancia: Reconocer
nuevos patrones de actividad permite caracterizar y, potencialmente, identificar la

epilepsia, asi como predecir eventos epilépticos que la caracterizan.

Palabras Clave: Epilepsia, Ciclo Suefo-Vigilia, Pilocarpina, Electroencefalograma.



Introduccién

La epilepsia es una enfermedad caracterizada por la aparicion recurrente e
impredecible de crisis epilépticas (Fischer et al., 2015), las cuales se registran por
medio del electroencefalograma (EEG), técnica que permite identificar la severidad
y area comprometida (Garcia, Zelaya, Pastor, Sola y Ortega, 2017). Asi, mediante
la evaluacion de la actividad eléctrica del cerebro, se ha podido categorizar la
epilepsia en diferentes tipos, entre ellas la epilepsia de |6bulo temporal (ELT),
llamada asi debido a que la actividad tiene como origen esta region del cerebro
(Crespel, Coubes y Baldy-Moulinier, 2000; Matos, Andersen, do Valle y Tufik,
2010). La ELT es la mas comun de las epilepsias de tipo focal, las cuales
representan el 60% de los casos adultos, siendo llamada también ‘epilepsia del
sueno’ debido a que la ocurrencia de crisis generalizadas se da especialmente
durante el suefio non-REM del ciclo-suefio vigilia (Wiebe, 2000; Tellez-Zenteno y

Hernandez-Ronquillo, 2012).

Por su parte, el ciclo suefio-vigilia (CSV) corresponde al ciclo que integra la
conducta que los organismos realizan cuando se encuentran despiertos (vigilia) y
los periodos de reposo y baja respuesta ante estimulo (suefio). EI CSV ocurre en
torno a un periodo de aproximadamente 24 horas (Yasenkov y Deboer, 2012;
Deboer, 2013) y al igual que la epilepsia, puede ser registrado utilizando EEG,
permitiendo identificar los estados que lo componen. De este modo se reconoce la
vigilia -que se caracteriza por actividad de alta frecuencia y baja amplitud (con alta
actividad motora)-, el suefio non-REM -caracterizado por la aparicion de actividad

de baja frecuencia y gran amplitud-, y el suefio REM -el cual presenta una



actividad similar a la vigilia, acompafiado en roedores, por la aparicion del ritmo

theta (Siegel, 2010; Tejeda et al., 2010; Deboer, 2013)-.

Existe una relacion compleja entre el CSV y la epilepsia (Malow, 2004;
Matos, Andersen, do Valle y Tufik, 2010). Los estados del CSV afectan la
manifestacion de las crisis epilépticas (Crespel, Baldy-Moulinier y Coubes, 1998;
Shouse, Farber y Staba, 2000; Herman, Walczak y Bazil, 2001; Kumar y Raju,
2001; Badawy, Curatolo, Newton y Macdonell, 2006) y las crisis epilépticas
pueden desorganizar la estructura de CSV (Bazil, 2000; Hosfra et al., 2011; Yi,
Chen, Lin y Chang, 2012). Esto se aprecia en cambios en la duracién de los
estados del CSV (Kumar y Raju, 2001; Matos, Tsai, Baldo, de Castro, Sameshima
y Valle, 2010) y también cambios de fase sobre los periodos de actividad (vigilia) y

reposo (suefio) (Quigg, Straume, Smith, Menaker y Bertram, 2001).

En la ELT humana se observa que las crisis tonico-clénicas ocurren
principalmente durante el sueiio non-REM mientras que en el sueiio REM no se
presentan crisis, indicando que existen fases del CSV que facilitan la ocurrencia
de éstas (Crespel et al., 1998; Herman et al., 2001; Bazil, 2007). Realizar una
evaluacion exhaustiva de las alteraciones en el CSV en humanos con epilepsia se
dificulta, por una parte, por la obtencion de registros electrograficos sin
interrupciones que permitan caracterizar globalmente la actividad cerebral de los
sujetos, y por otra, por la capacidad de acceder a pacientes sin tratamiento
farmacoldgico, cuyo CSV no esté modificado debido al efecto activo de la terapia

(Bazil, 2007).



En este contexto, entre los modelos mas ampliamente utilizados esta el
modelo de pilocarpina de la epilepsia (MPE), que recrea en ratas las principales
caracteristicas observadas en ELT humana, incluyendo las crisis ténico-clénicas
(crisis con convulsiones) (Cavalheiro, 1995). En el MPE se ha descrito una mayor
probabilidad de crisis durante la fase de luz (Arida, Scorza, de Araujo Peres y
Cavalheiro, 1999; Matos, Tsai, Baldo, de Castro, Sameshima y Valle, 2010),
coincidente con el ‘peak’ de suefio non-REM (Acherman y Borbély, 2010),
sugiriendo un efecto del CSV sobre las manifestaciones epilépticas. En
contraposicion con lo anterior, existe evidencia que indica que no existe tal
preferencia de fase para la ocurrencia de crisis (Bajorat, Wilde, Sellmann,

Kirschstein y Kohling, 2011).

Por otro lado, pocas investigaciones han estudiado cémo la epilepsia
inducida por pilocarpina modifica el CSV. Se ha observado que ratas epilépticas
invierten mas tiempo en suefio de ondas lentas (suefio non-REM) en la primera
mitad de la fase de luz y durante la fase oscura; esto se ve acompafado por un
acortamiento de la vigilia durante la noche. Respecto al suefio REM, este aparece
disminuido durante la fase de luz (Matos, Tsai, Baldo, de Castro, Sameshima y
Valle, 2010). No se han realizado estudios que evallen la distribucion circadiana

(en torno al dia) de los estados del CSV en el MPE.

Adicionalmente, los estudios de EEG en el MPE se han centrado en
caracterizar espectralmente las crisis (Bortel, Lévesque, Biagini, Gotman y Avoli,
2010), mientras que solo describen cualitativamente las alteraciones

electroencefalograficas observadas por medio de la exploraciéon visual (Matos,



Tsai, Baldo, de Castro, Sameshima y Valle, 2010). Asi, se han identificado
modificaciones patoldgicas en las caracteristicas del EEG de los estados del CSV.
Estos estudios se han centrado en evaluar la duracion de eventos discretos con
forma de espiga durante los periodos libres de crisis (Bortel et al., 2010). Sin
embargo, no se han realizado andlisis de las propiedades espectrales y
morfolégicas de las alteraciones en el ciclo suefio-vigilia del MPE utilizando un

enfoque cuantitativo.

En este sentido, el coeficiente de variacién de la envolvente (CVE), es una
técnica que permite evidenciar, tanto espectral como morfolégicamente, las
caracteristicas del EEG. EI CVE provee un patron de actividad caracteristico de
los estados del CSV en ratas sanas segun el grado de orden y amplitud descrito
electroencefalograficamente por cada estado (Diaz, Bassi, Coolen, Vivaldi y
Letelier, 2017). Asi, el CVE podria identificar alteraciones en los estados del CSV,

operando como un indicador del proceso epiléptico global.

En funcién de lo anterior esta investigacion tiene como objetivo identificar la
preferencia de fase de las crisis epilépticas en sujetos epilépticos y evaluar los
efectos que tiene la epilepsia, tanto en las propiedades espectrales y morfologicas

de los estados del ciclo suefio-vigilia, como en el curso temporal de los mismos.



Materiales y Métodos
Animales

Se utilizaron 42 ratas macho (Sprague Dawley) de 250-300grs.,
provenientes del bioterio de la Universidad Catdlica. Las ratas fueron mantenidas
en jaulas individuales bajo un ciclo de 12-h luz/12-h oscuridad con encendido de la
luz a las 07:00 a.m. bajo una temperatura ambiente de 21-24 °C. Todos los sujetos
se encontraban en condiciones ad libitum durante todo el experimento. Todos los
procedimientos se realizaron bajo protocolos aprobados por Comité de Etica de la

Universidad de Chile (CBA 0797 FMUCH).
Disefio y procedimiento

Se indujo epilepsia a 29 ratas mediante la administracion de pilocarpina, a
las que se les evaluo la ocurrencia de crisis epilépticas por medio de exploracion
polisomnografica, es decir, mediante electroencefalograma (EEG) vy
electromiograma (EMG). Se seleccionaron 13 sujetos epilépticos (grupo PILO)
para identificar polisomnograficamente el curso temporal de los estados del CSV y
realizar una caracterizacion espectral y morfologica de la sefial EEG. Otras 13
ratas no epilépticas fueron asignadas al grupo control (grupo CONTROL), para ser
comparadas con el grupo PILO. Con el fin de realizar el registro EEG/EMG, todos

los sujetos fueron sometidos a una cirugia de implante de electrodos.
Induccién a la Epilepsia

Se indujo Status Epilepticus (SE) a 29 ratas mediante la administracion de

una dosis de pilocarpina (350 mg/kg), 30 minutos luego de una inyeccion de



methyl-escopolamina (1 mg/kg). 45 minutos después del inicio de SE, la actividad
convulsiva fue interrumpida con una inyeccién de diazepam (20 mg/kg) (dosis

adaptadas de Cavalheiro (1995)).

Cirugia de implante de electrodos

Siete dias después de inducir SE, todos los sujetos fueron sometidos a una
cirugia de implante de electrodos (para mas detalle ver anexo 1). Se anestesio a
los sujetos por medio de ketamina (50 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) y se
implantaron 4 electrodos intracraneales para el registro de la actividad EEG. Dos
electrodos EEG fueron ubicados bilateralmente en corteza temporal (AP: -5.6 mm
respecto a bregma, ML: + 4.5 mm). Los dos restantes fueron ubicados en torno a
linea media (AP: -2 mm respecto a Lambda, ML: +1.5mm y ML: -0.5,
respectivamente). Adicionalmente, se implantaron 2 electrodos en los masculos de
la nuca para el registro EMG. Luego de la cirugia, los sujetos fueron tratados con

dosis de antibidticos y analgésicos (ver anexo 1y 2).

Registro Polisomnografico

Luego de una semana de realizada la cirugia, cada animal fue instalado en
una camara de Faraday (Castro-Faundez, Diaz, Ocampo-Garcés, 2016) donde se
les conectd durante 72 horas para el registro polisomnografico mediante un cable
flexible (40 cm) unido a un conmutador sostenido mediante un sistema de
contrabalanceo para facilitar el movimiento libre del animal (PlasticsOne ®.

Medical Design and Manufacture).



Se generaron dos canales para los electrodos EEG con una derivacion
bipolar y un solo canal para EMG. Todos los canales fueron filtrados
analégicamente con un filtro bandpass (EEG: 0.3-30 Hz, EMG: 30-100 Hz) y
amplificados por una ganancia de 2000 a 10000, aplicandose un filtro nocht a
todos los canales. La sefal fue capturada por un amplificador (Grass Modelo

15KS, Astro-Med, Inc., West Warwick, RI) con una tasa de muestreo de 250 Hz.

Identificacidén de estados del ciclo suefio-vigilia y crisis epilépticas

Luego del registro polisomnografico se utilizé una interfaz desarrollada en

IgorPro V6.1 (www.wavemetrics.com) para la exploracion visual del registro. Se

generaron épocas de 15 segundos para ser clasificadas como Vigilia, suefio non-

REM o suefio REM, en tanto el estado ocupara al menos 50% de la época.

La vigilia fue identificada por la presencia de un EEG de baja amplitud y con
actividad EMG. Mientras que el suefio non-REM fue reconocido mediante una
sefal EEG de baja frecuencia y de alta amplitud (1 — 4 Hz), acompafiado de husos
de suefio de 10 a 15 Hz; suefio non-REM se caracterizO ademas por una
disminucién del tono muscular. El suefio REM se identificé por la presencia de
actividad theta (6 — 9 Hz) coincidente con atonia muscula (Castro-Faundez et al.,

2016). Las épocas imposibles de clasificar fueron descartadas.

Mediante el mismo método se identificaron las crisis de todos los sujetos
epilépticos (n = 29), de acuerdo con lo descrito en Bortel et al. (2010). Se identificd
el horario de ocurrencia de las crisis respecto al encendido de la luz. Esto se

contrastd con grabaciones del registro mediante una camara web simple o con


http://www.wavemetrics.com/

modalidad infrarrojo (HD-CMOS-Kamera MIC Saugen), dependiendo de las

condiciones luminicas.

Andlisis de EEG y analisis estadistico

El andlisis del EEG se implementé por medio de R (www.r-project.org),

utilizando los paquetes ‘signal’ y ‘multitaper’. Se trabajo con el canal EEG que

presentd mejor calidad de registro.

Para la caracterizacion espectral de los estados del CSV, se aplico la
Transformada R&pida de Fourier (FFT) sobre el canal EEG, generando un
espectrograma multitaper con épocas de 15 segundos. Se utilizaron 30 tapers
para una estimacion espectral mas precisa (Prerau, Brown, Bianchi, Ellenbogen y
Purdon, 2017). El espectrograma fue estandarizado (ver anexo 3) y luego se
segmentod en funcion de los estados del CSV para obtener el espectro promedio

del grupo PILO y CONTROL.

Para evaluar las particularidades morfolégicas de la actividad en sujetos
epilépticos (grupo PILO), se utilizé el Coeficiente de Variacion de la Envolvente
(CVE) (Diaz, Arancibia, Bassi y Vivaldi, 2014; Diaz et al., 2017) y Medias
Cuadréticas (RMS) (Rangayyan, 2015). EI EEG fue filtrado digitalmente
(butterworth) en las bandas delta (0.5-4 Hz), theta (4— 10 Hz) y sigma (10-15 Hz)
y se le calcul6 el RMS y CVE para obtener un valor por cada época de 15
segundos. Se utilizo el valor CVE de 0.523 (+ 1.96 desviaciones estandar) como
criterio estandarizado para caracterizar la morfologia de la sefal filtrada, sea

sinusoidal (CVE bajo), gaussiana (CVE medio) o pulsatil (CVE alto) (Diaz, Razeto-


http://www.r-project.org/

Barry, Letelier, Caprio y Bacigalupo, 2007; Diaz et al., 2017). La amplitud de la

sefal para cada época fue estimada mediante RMS.

Para los analisis estadisticos se utiliz6 ANOVA factorial de medidas
repetidas (ANOVA mixto) y prueba t para muestras relacionadas (pareada) e
independientes (no-pareada), segun sea el caso. Se calcul6 la d de Cohen para

identificar el tamafio del efecto de las diferencias significativas.



Resultados

Ocurrencia de crisis epilépticas

En la Figura 1A se observa una crisis epiléptica representativa. Los sujetos
epilépticos (n=29) presentan en promedio 1.3 (DE=2.4) crisis durante la fase de
luz, y 0.5 (DE=0.9) durante la fase de oscuridad (Figura 1B). Se observan
diferencias significativas en el nUmero de crisis durante ambas fases (prueba t
pareada: t=2.47; p=0.01; d=0.46). Para conocer la distribucion a lo largo de dia se

calcul6 un valor Unico por cada hora para ambos dias de registro (Figura 1C).

Caracterizaciéon de estados del ciclo suefio-vigilia

A un nivel descriptivo, el grupo CONTROL presenta patrones de actividad
EEG/EMG consistentes con la literatura (Ocampo-Garcés y Vivaldi, 2002; Siegel,

2010), permitiendo identificar cada estado del CSV (Figura 2A).

Respecto al grupo PILO, lo méas llamativo es el cambio en la calidad del registro
EEG, destacando el cambio en la morfologia de las ondas y la frecuente
ocurrencia de episodios epilépticos precedidos y seguidos por intervalos en los

gue no se puede identificar estados de CSV.

Especificamente, el grupo PILO muestra un suefio non-REM caracterizado
por una actividad de gran amplitud EEG de tipo regular superpuesta con espigas
(Figura 2A). Por su parte el suefio REM se caracteriza tanto por una menor
amplitud EEG como por un componente espectral menos sinusoidal al grupo
CONTROL. La vigilia del grupo PILO es similar a la del grupo CONTROL, pero con

actividad tipo ‘espiga’ (Figura 2B). Al realizar una caracterizacion espectral de los



estados (Figura 2C), se observa que el grupo CONTROL describe un ‘peak’ entre
los 4-10 Hz (banda theta) durante Vigilia y suefio REM, superando la amplitud
presentada en suefio non-REM, mientras que en el grupo PILO se observa una
atenuacion de esta banda. Asi, la banda theta presenta significativamente mas
actividad en grupo CONTROL durante el suefio REM (prueba t no pareada:
t=5.84; p=0.01; d=1.7) pero no en Vigilia (prueba t no pareada: t=0.19; p=0.421),
mientras que la amplitud en theta es mayor durante suefio REM respecto a Vigilia,
en grupo CONTROL (prueba t pareada: t=4.65; p<0.001; d=0.9), pero no en el

grupo PILO (prueba t pareada: t=-1.51; p=0.92).

Organizacion temporal del ciclo suefio-vigilia

Al disponer la distribucion temporal de los estados del CSV sobre 24 horas
(promedio de ambos dias). Ambos grupos describen méas tiempo en vigilia durante
la fase de oscuridad, y mayor tiempo en suefio (tanto suefio non-REM como REM)
en la fase de luz. Adicionalmente se observa mayor tiempo en suefio REM durante

la segunda mitad de la fase de luz en todos los sujetos (Figura 3).

Se cuantificé el tiempo (en minutos) invertido en cada estado del CSV
durante el dia, dividiéndolo en 8 bloques (octantes). Se observan diferencias
significativas en cuanto al tiempo en vigilia (F@.4,107.2=50.10; p<0.001) e
interaccion entre los grupos y octantes (Fwu.4;107,2=2.78; p=0.025). El grupo
CONTROL presenta significativamente mas tiempo en vigilia en el tercer (t=2.25;
p=0.034; d=0,88), cuarto (t=4.47; p=0.01; d = 1.75) y quinto (t=2.31; p=0.03; d =
0.9) octante respecto a PILO. En cuanto al suefio non-REM, se identifican

igualmente diferencias entre octantes (F@4103=67.95; p<0.001), existiendo



interaccion con el factor grupos (F@;103=3.83; p=0.005). Sujetos PILO describen
significativamente mas suefio non-REM en el tercer (t=-2.43; p=0.02; d=0.95) y
cuarto (t=-3.97; p=0.01; d=1.56) octante, en comparacion al grupo CONTROL. Se
observan resultados similares en suefio REM, ambos grupos describen diferencias
en cuanto al tiempo entre los octantes (F,117)=17.78; p<0.001), existiendo
interaccion con el factor grupo (F;117=3.89; p=0.005). Grupo CONTROL describe
significativamente mas tiempo invertido en suefio REM en el primer (t=3.39;
p=0.002; d=1.33), segundo (t=2.59; p=0.016; d=1.01), séptimo (t=2.31; p=0.03;
d=0.9) y octavo octante (t=4.42; p=0.01; d=1.73). Para evaluar cada hipotesis se
utilizé un contraste ANOVA factorial de medidas repetidas (mixto), implementando
la correccién de Greenhouse—Geisser. Mientras que se realizaron pruebas t no

pareadas para comparar los grupos en diferentes octantes.

Morfologia de la sefial y Coeficiente de Variacién de la envolvente
Por medio del CVE y RMS de la sefial filtrada en delta, theta y sigma se

evaluo la morfologia de la sefial del grupo PILO y CONTROL.

El grupo CONTROL describe que, para cualquier banda, la baja amplitud
(RMS) de la sefial coincide con CVE de tipo gaussiano, coincidiendo con épocas
clasificadas como vigilia. En la banda delta, al incremento en RMS esta
acompafado por un aumento progresivo del CVE. Al alcanzar valores maximos,
CVE oscila entre valores altos y medios, coincidiendo con épocas de suefio non-
REM. De manera similar a la vigilia, épocas identificadas como suefio REM, se
encuentran centradas en 0.523 (Figura 4A). La banda theta se caracteriza por un

patron diferencial en funcion de los estados del CSV. Las épocas non-REM



concuerdan con un aumento en RMS simultaneo al CVE. Las épocas de Vigilia y
suefio REM coinciden con una disminucién del CVE, alcanzando valores tipo
sinusoidales en suefio REM (Figura 4B). Finalmente, sigma describe un patron
similar al observado en delta (Figura 4C). El comportamiento de las tres bandas y
la topografia de los estados del ciclo-suefio vigilia coinciden con la literatura (Diaz

et al., 2017).

Respecto al grupo PILO, en cada banda los valores RMS mas bajos
coinciden con un CVE gaussiano. En delta, los valores RMS medios son
coincidentes con un aumento en CVE hasta sus valores maximos, pero en la
medida que RMS continla aumentando, CVE tiende hacia valores sinusoidales.
Las épocas con mayor amplitud coinciden con las identificadas como suefio non-
REM (Figura 4D). En theta, cuando la amplitud de la sefal tiende a aumentar,
existe unicamente un aumento del CVE coincidente con las épocas de suefio non-
REM. No se observan épocas con CVE bajo como ocurre en grupo CONTROL con
las épocas asociadas a suefio REM (Figura 4E). Finalmente, en sigma, se observa

un patrén similar delta y sigma en grupo CONTROL (Figura 4F).

Al comparar el patrén de actividad entre el grupo PILO y CONTROL, se
identificd que, en delta y theta, el cuadrante superior izquierdo (RMS > Mediana,
CVE < 0.523), presenta diferencias significativas en el nUmero de épocas con este
patrén de actividad (pruebas t no pareadas: delta: t=-5.81; p<0.001; d=2.28; theta:

t=2.26; p=0.04; d=0.89).



Actividad sinusoidal en banda delta

La actividad tipo sinusoidal de alta amplitud en el cuadrante superior en
delta (DELTA-S) en el grupo PILO, sugiere una alteracion en el suefio non-REM

(Figura 5).

Para evaluar la consistencia con la identificaciébn de estados del CSV, se
identificaron las épocas con actividad muscular més baja (EMG = RMS de 70-90
Hz; EMG < mediana EMG). Existe una coincidencia entre las épocas DELTA-S y
baja actividad EMG (Figura 6A); se observa significativamente mas tiempo
invertido en DELTA-S en las épocas con actividad EMG mas baja (EMG <
mediana EMG) cuando se comparan con actividad EMG alta (EMG > mediana

EMG) (prueba t pareada: t=5.97; p<0.001; d=1.65) (Figura 6B).

Finalmente, se calcul6 la probabilidad de ocurrencia de eventos DELTA-S
tres horas previas a crisis epilépticas del grupo PILO. Se utiliz6 como referencia la
primera crisis del dia. Se encontré que durante la primera hora se observa una alta
probabilidad de ocurrencia de DELTA-S seguido por una disminucion progresiva
de la misma (Figura 6C). Se observan diferencias significativas en el tiempo
promedio invertido en DELTA-S entre la primera y segunda mitad de las 3 horas

pre-crisis (prueba t pareada: t=2.5; p=0.04; d=0.88).



Discusion

Los presentes resultados, indican que, tal como se reporta en la literatura
(Matos, Tsai, Baldo, de Castro, Sameshima y Valle, 2010), existe una relaciéon
entre la fase de luz de los sujetos epilépticos y la ocurrencia de crisis. Las crisis
ocurren especialmente durante la fase de reposo, fase en la que predomina el
suefilo non-REM. Este resultado es concordante con lo que se observa en
humanos con ELT (Crespel et al., 1998; Herman et al.,, 2001; Bazil, 2007). Sin
embargo, en Bajorat et al. (2011) se ha indicado que no existe preferencia
circadiana por las crisis. Esta diferencia en los resultados podria deberse a que las
crisis en Bajorat et al. (2011), son evaluadas y clasificadas con base en un criterio
conductual (escala de Racine), donde las crisis son rotuladas como generalizadas
0 no generalizadas en funcion de la presencia de convulsiones. Este criterio no se
utilizé en el presente estudio, tomando en consideracion Unicamente las crisis

generalizadas.

Por su parte, se ha observado que la distribucién temporal de las crisis
describe un periodo mas largo que el CSV, donde el nUmero maximo y minimo de
crisis describe un periodo entre 3 a 5 dias en fases tempranas de la induccion a la
epilepsia. Por esta razon, existirian periodos libres de crisis desde la induccién a la
epilepsia y otros periodos donde las crisis tenderian a aumentar (Goffin, Nissinen,
Van Laere y Pitkanen, 2007). Esto ultimo podria explicar la distribucién observada

en Bajorat et al. (2011) y las diferencias con los resultados del presente estudio.

Adicionalmente, tal como sefala Curia, Longo, Biagini, Jones y Avoli (2008),

el comportamiento de las crisis puede variar tanto por la cepa como por la dosis



utilizada en el experimento. Bajorat et al. (2011) trabajé con ratas Wistar y con una
dosis de 340mg/kg, mientras que en esta investigacion se utilizaron Sprague
Dawley y una dosis 10mg/kg més de pilocarpina para la induccion de la epilepsia.
Por dltimo, el tamafio muestral utilizado en esta investigaciéon (n = 29) podria
explicar las diferencias identificadas con Bajorat et al. (2011), quienes usaron 13.
Es sabido que la probabilidad de encontrar diferencias estadisticamente
significativas varia en funcion del tamafio muestral, y en este sentido también
podria entenderse por qué en investigaciones anteriores, tales como Arida et al.
(1999) se encontrara que las crisis ocurren especialmente durante la fase de luz,

investigacion en la que se identificaron crisis en 21 sujetos durante 135 dias.

Por su parte, se identificO6 que los sujetos epilépticos reportan
significativamente menos tiempo en vigilia y suefio REM. Interesantemente, el
grupo PILO describe significativamente menor tiempo invertido en vigilia, durante
la segunda mitad de la fase de luz y la primera de la fase de oscuridad. Esto ultimo
se contradice con otras investigaciones, donde se habla de un aumento de la
vigilia durante la fase de luz y una disminucién durante la fase de oscuridad

(Matos, Tsai, Baldo, de Castro, Sameshimay Valle, 2010).

En cuanto a la disminucién del tiempo en suefio REM de las ratas del grupo
PILO, la evidencia sugiere gue, sobre todo el suefio REM, esta asociado a la
inhibicion de episodios epilépticos y simultAneamente existira una disminucion de
este estado en el CSV en la medida que las crisis aumentan (Kumar, 2001). La
disminucién del suefio REM se observa tanto al inicio como la mitad del dia, sin

embargo, no se observan diferencias en torno a la segunda mitad de la fase de



luz. Es decir, si bien existe un menor tiempo en suefio REM durante la fase de luz,
no se observa que esta alteracidon coincida con el ‘peak’ de crisis epilépticas

durante el dia.

Finalmente, las ratas con epilepsia describen un aumento en la duracion del
suefilo non-REM durante la segunda mitad de la fase de luz, consistente con la
disminucién de los episodios de vigilia, es decir que, se observaria un intercambio
entre el tiempo invertido en cada estado, donde mas suefio non-REM significa
menos vigilia. La literatura sugiere un aumento la duracién del suefio non-REM,
pero contradictoriamente, este aumento se aprecia durante la fase oscura y la
primera mitad de la fase de luz (Matos, Tsai, Baldo, de Castro, Sameshima y
Valle, 2010). Tomando en cuenta que las crisis pueden modificar CSV, las
diferencias observadas podrian explicarse por el nUmero de crisis presentadas por
los sujetos durante el registro, tal como sefiala Goffin et al. (2007), la distribucion
temporal de las crisis puede variar a lo largo de semanas, dando relevancia al
tiempo transcurrido entre la induccion a la epilepsia y el dia de registro. Esto
podria explicar las diferencias observadas con Matos, Tsai, Baldo, de Castro,

Sameshima y Valle (2010).

Adicionalmente, en Curia et al. (2008), se reconoce que el MPE es un
modelo que presenta una gran variabilidad tanto en el nimero de crisis como en la
modificacion de circuitos neuronales. Tales alteraciones son de origen
multifactorial, incluyendo, peso, genero, cepa, edad y dosis. Asi, de acuerdo con lo
gue plantea Curia et al. (2008) la diferencia en los resultados aqui obtenidos en

comparacion a Matos, Tsai, Baldo, de Castro, Sameshima y Valle (2010) podria



deberse a que no se replicaron las condiciones experimentales realizadas en su

experimento.

Aun asi, se ha podido observar cambios en la duracion de los estados del
CSV, esto sugiere que la epilepsia por pilocarpina podria estar afectando el
proceso homeostatico que regula el suefio. De acuerdo con este modelo tedrico, el
CSV esta regulado por un proceso que dicta cuanto duermen los organismos
(procesos homeostético o0 S) y por uno que indica cuando los organismos duermen
(proceso circadiano o C) (Acherman y Borbély, 2010). En otros modelos animales
se ha planteado que las crisis pueden desplazar la fase circadiana en ausencia de
un zeitgeber fotico (en ausencia de ciclo luz-oscuridad) (Quigg et al., 2001). En
este sentido, aln es necesario investigar si existen modificaciones en la fase

circadiana en el MPE, y si ésta puede verse afectada por las crisis.

Respecto a las alteraciones morfologicas encontradas usando el CVE, cabe
preguntarse si todas las épocas identificadas como suefio non-REM,
corresponden efectivamente a dicho estado. Una primera posibilidad es que
DELTA-S (Figura 5), sea Unicamente una alteracion de la morfologia del suefio
non-REM, donde las anomalias histolégicas generadas por el MPE (Curia et al.,
2008; Hester y Danzer, 2013; Polli et al., 2014), altere las estructuras que permitan
generar la onda lenta que lo caracteriza, generando periodos de orden pulsatil o
periodos de orden sinusoidal. Para poder evaluar esta hipétesis, es necesario
explorar la distribucién temporal de DELTA-S, y su ocurrencia durante periodos de
poca presidn como alta presion de suefio. Si esta actividad es una modificacion

del suefio non-REM se esperaria una mayor tasa de ocurrencia en periodos con



alta presion de suefio, estando regulado por el proceso S del suefio (Acherman y

Borbély, 2010).

En segundo lugar, es posible que DELTA-S, sea una ralentizacion del ritmo
theta del suefio REM. Los resultados indican que en la medida que las crisis
epilépticas se aproximan, la probabilidad de ocurrencia de los eventos DELTA-S
disminuye. Por su parte, en Shouse, Farber y Staba (2000) y Kumar (2001) se
indica que el suefio REM puede suprimir la ocurrencia de crisis epilépticas y estas,
a su vez, pueden disminuir la duracién del suefio REM. De esta manera tanto el
suefio REM como DELTA-S describen una relacion similar con las crisis.
Adicionalmente, el suefio REM en roedores se caracteriza por la presencia de
ritmo theta hipocampal (Siegel, 2010), que al igual que DELTA-S describe un
patron de orden sinusoidal. El dafio en hipocampo debido al efecto de la
pilocarpina (Curia et al., 2008; Hester y Danzer, 2013; Polli et al., 2014) podria

estar reduciendo la velocidad del ritmo theta.

En la misma linea, se ha observado en ratas que dosis no patoldgicas de
pilocarpina pueden fortalecer la conectividad funcional entre corteza e hipocampo
durante el ritmo theta en suefio REM (Tejeda et al., 2010). Asi, si bien no se
reconoce el mecanismo por el cual actia este farmaco, la evidencia sugiere que el
ritmo theta puede verse modificado por la pilocarpina. En este sentido, es posible
que DELTA-S, no sea una modificacion del suefio non-REM, sino un

enlentecimiento del oscilador que genera el ritmo theta durante el suefio REM.

En tercer lugar, tomando en cuenta que EMG presenta baja amplitud

durante la presencia de este estado y que describe sus propias caracteristicas



electroencefalogréaficas, cabe la posibilidad de que DELTA-S sea un estado de
reposo en si mismo. Si bien comparte caracteristicas tanto con el suefio non-REM
como con el sueilo REM, es necesario evaluar si es 0 no un estado independiente

de estos.

Para contrastar estas hipotesis aun hace falta investigacion. Resulta crucial
identificar la distribucion temporal de DELTA-S, asi como la longitud de los
episodios y el comportamiento de las transiciones, con el objetivo de determinar la

relevancia biolégica del fenémeno.

Cualquiera sea la explicacion, el CVE permite describir un patrén
caracteristico de actividad para las ratas del MPE que no esta presente en sujetos
sanos, permitiendo diferenciarlos claramente. EI CVE, a diferencia de otras
técnicas, permite distinguir entre pulsos, sinusoides y actividad gaussiana de
manera independiente a la amplitud de la sefal, pudiendo diferenciar una gran
gama de patrones de actividad. En esta l6gica, aun queda por explorar como el
CVE podria ser utilizado para la identificacion de otras alteraciones propias de la
epilepsia, como lo son las descargas interictales con forma de espiga, que por el
momento han sido identificadas y analizadas de manera cualitativa (Bortel et al.,

2010).

A modo de conclusion, mediante esta investigacion se ha podido identificar
la preferencia de fase de las crisis epilépticas durante la fase de reposo, asi como
la modificacion en de la duracion de estados especificos del ciclo suefio vigilia en
sujetos epilépticos respecto de organismos sanos. Adicionalmente se han

identificado alteraciones electroencefalograficas, tales como la disminucién del



ritmo theta durante el suefio REM y la aparicion de DELTA-S. Respecto a este
altimo se puede observar que, dada su relacion temporal con las crisis epilépticas,
potencialmente podria funcionar como indicador o predictor de las mismas. A su
vez, la identificacion de un patron caracteristico en sujetos epilépticos y la clara
distincibn con sujetos sanos, abre la posibilidad de utilizar CVE para evaluar
dichos cambios en seres humanos, con el potencial de determinar anomalias
especificas en el electroencefalograma o la posible huella que definiria la epilepsia

como proceso global.
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Figura 1.A Ejemplo de crisis epiléptica (rojo). EEG y EMG presentan alta amplitud
en ambos canales. En asterisco se indican alteraciones en el EEG anteriores y
posteriores a las crisis. B Numero de crisis promedio durante fase de luz (blanco)
y fase de oscuridad (negro). C Distribucién de las crisis epilépticas a lo largo de las
24 horas del dia con referencia al encendido de la luz (Zeitgeber Time 0). La
distribucion fue suavizada para expresarlo como fenémeno circular. Las barras de

error sefalan el error tipico.
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Figura 2. A Epocas representativas de registro EGG/EMG para los estados del
CSV en un sujeto de cada grupo. B Espigas durante vigilia en sujetos PILO C
Espectro promedio para fases del CSV (verde=vigilia, azul=non-REM y rojo=REM).
Para cada estado, la linea gruesa y discontinua representa el grupo CONTROL, y
el grupo PILO se ve representado por la linea delgada y punteada. La sombra

transparente en torno a cada linea corresponde al error tipico.
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Figura 3. Descripcion de la distribucion del tiempo promedio (en minutos) de
estados del CSV para el grupo CONTROL (negro) y PILO (gris). En asteriscos se

indican las diferencias significativas. Las barras de error sefialan error tipico.
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Figura 4. Gréfico de dispersion de RMS vs CVE de las bandas Delta (A D), theta
(B E) y sigma (C F) para sujeto del grupo CONTROL (izquierda) y un sujeto del
grupo PILO (derecha). Cada punto representa una época de 15 segundos
coloreada de acuerdo con un estado del CSV (verde=vigilia; azul=non-REM,;

rojo=REM). RMS se expresa en escala logaritmica.
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Figura 5. Ejemplos de épocas filtradas en delta de 3 sujetos de cada grupo. El

trazo gris corresponde a la sefial filtrada y el azul a la envolvente de dicha sefal.

Se indica el sujeto al que pertenece la muestra, asi como el CVE asociado.
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Figura 6. A Describe el patron global de actividad de un sujeto del grupo PILO
(Izquierda). El eje horizontal refiere al CVE y el vertical al RMS filtrado en delta. La
linea punteada vertical indica el promedio del CVE en un modelo gaussiano
filtrado en delta; la horizontal representa la mediana de RMS (en escala
logaritmica). En azul se indican épocas con el 25% de actividad muscular mas
baja. El area en rojo, indica la regiéon donde se identifica la actividad DELTA-S. B
Tiempo promedio invertido en DELTA-S durante el reposo (azul) y la actividad
(gris). C Probabilidad de ocurrencia de un evento DELTA-S, en las tres horas
previas a un evento ictal (crisis). Se suavizo la distribucion para una mejor

apreciacion.



Anexos

Anexo 1. Protocolos anestésicos, antibidticos, y de manejo inflamatorio.

Protocolo anestésico

Induccion:

Dosis:

Via de administracion:

Intervalo administracion:

Conduccién anestésica:

Dosis:

Via de administracion:

Intervalo administracion:

Xilacina 0.1 mg/Kg.+Ketamina 0.1 mg/Kg.

0,15 ml Xilacina + 0,15 ml Ketamina

disueltos en 0,7 ml de solucion fisiolégica 0,9%.

Puncion directa intra-peritoneal.

Al inicio de etapa quirargica, una vez.

Ketamina 0.1 mg/Kg.

0,20 ml Ketamina

disueltos en 0,8 ml de solucion fisiolégica 0,9%.

Puncion directa intra-peritoneal.

Durante procedimiento quirargico si el

animal

demuestra signos de dolor, con un maximo de 3 veces.



Protocolo antibiético y manejo del proceso inflamatorio

Antibiotico: Enrofloxacino 10%

Via de administracion: Puncién directa intra-peritoneal.

Dosis: 0,1 ml disuelto en 0,4 ml de solucion fisiologica 0,9%.
Antiinflamatorio: Ketoprofeno 1%

Via de administracion: Puncién directa intra-peritoneal

Dosis: 0,1 ml.disuelto en 0,4 ml de solucion fisiolégica 0,9%.

Las dosis sefialadas se colocaron al término del procedimiento quirargico. Todos

los procedimientos fueron registrados en la ficha quirudrgica.



Anexo 2. Esquema de ubicacion de electrodos para registro polisomnografico

Electrodo EEG Antero-Posterior Lateral
1 5.6 -4.5
2 5.6 4.5
3 - -5
4 -2 1.5

Coordenadas estereotaxicas para ubicacién de electrodos corticales. Para mas

detalle revisar esquema

@® Tornillo

® 5.6 posterior/4.5 lateral
© 0.5 lateral

® 2 posterior/1.5 lateral
¥ Midsculo

a continuacion.

Esquema de ubicacion de electrodos para registro polisomnografico. Se identifican

los electrodos corticales 1, 2 (azul), 3 (rosado) y 4 (negro). Los electrodos para

registro de actividad muscular se indican en salmon.



Anexo 3. Estandarizacién del espectro.

El espectro promedio presentado, se obtiene al promediar linealmente los
espectros referidos a cada sujeto de estudio (calculado independientemente para
cada estado del CSV). A su vez, el espectro de cada sujeto fue calculado
mediante el promedio de los espectros de cada época del espectrograma
estandarizado (eSPEC), el cual fue obtenido mediante la Férmula 1. Donde eSPEC
corresponde a una matriz de i filas y j columnas obtenida mediante la division
entre la diferencia de cada elemento del espectrograma bruto (SPEC) y el percentil
5 de la totalidad del espectrograma (P5seec) y la diferencia entre el percentil 95

(P95spec) y 5 (P5spec) de la totalidad del espectrograma.
Formula 1:

(SPEC;; — PSspgc)
(P95spec — PSspec)

eSPECU =



