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ABREVIATURAS
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Ca?*=ion calcio.
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ELT= epilepsia del 16bulo temporal.

ELTL= epilepsia del 16bulo temporal lesional.

ELTF= epilepsia del 16bulo temporal farmacorresistente.
EEMT= epilepsia con esclerosis mesial temporal.

FAE= farmaco antiepiléptico.
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GABA-= acido y-aminobutirato.

GAD-= glutamato descarboxilasa.

GPCR= receptores acoplados a proteinas G.
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Gli= glicina.
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SCID-I= entrevista clinica estructurada para los trastornos del eje | del DSM-V.
SNAT= transportador de aminoacidos neutros acoplados a sodio.
SNC-= sistema nervioso central.

SPECT= tomografia computarizada por emisién de foton Unico.
Tau= taurina.
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RESUMEN

La Epilepsia del Lobulo Temporal (ELT) es la forma mas frecuente de epilepsia
y, a menudo, es refractaria al tratamiento con medicamentos. La ansiedad (A) y la
depresion (D) comérbidas se manifiestan con gran prevalencia en pacientes con
Epilepsia del Lobulo Temporal Farmacorresistente (ELTF). Se reconoce la relacion
bidireccional entre la epilepsia y los trastornos del estado de &nimo, sin embargo, se
desconoce ¢por qué los pacientes con ELTF padecen ansiedad y depresion comorbidas
més frecuentemente que pacientes con otras condiciones neurol6gicas y personas
sanas?y ¢cuales son las causas de la aparicion de estos sintomas en pacientes con ELT?
La amigdala cerebral tiene un papel central en la regulacion de las emociones, y se sabe
que sufre alteraciones estructurales en la ELT, mismo que contribuye a la generacion

y propagacion de la actividad epileptiforme y aparicion de sintomas ictales de Ay D.

En la presente investigacion se evaluo la cuantificacion del contenido tisular de
los aminoéacidos Asp, GIn, Glu, Gli, Tau y GABA, a través de HPLC de fluorescencia
y cuantificacion de proteinas por método de Lowry, en la amigdala cerebral de 66
pacientes con ELTF cony sin A/D que se sometieron a una amigdalohipocampectomia
para el control de sus crisis, asi como en 14 amigdalas cerebrales obtenidas de

autopsias.

En la amigdala de pacientes con ELTF hay un aumento de Gln, Glu y Tau con
respecto al tejido control; mientras que hay disminucién de Gli. Esta situacion refuerza
la hipdtesis neuroquimica de la epilepsia. La proporcion de GIn/Glu y GIu/GABA se
encuentra incrementada en el grupo de pacientes con ELTF respecto al tejido control,
lo que sugiere alteraciones del ciclo glutamato/GABA-glutamina.

Demostramos por primera vez que el grupo de pacientes con ELTF sin ansiedad
y/o depresion presenta un mayor contenido de Tau en la amigdala cerebral, situacion
que no ocurre en los pacientes con ELTF con ansiedad y/o depresion y, a su vez, el
aumento de Tau se correlaciona con una mayor edad de inicio de las crisis y una menor
duracion de epilepsia. Este hallazgo sugiere que el incremento de Tau en la amigdala
cerebral de pacientes con ELTF es un mecanismo protector contra la epilepsia y sus

comorbilidades psiquiatricas.
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ABSTRACT

Temporal Lobe Epilepsy (TLE) is the most common form of epilepsy and is
often refractory to medication. Comorbid anxiety (A) and depression (D) manifest with
great prevalence in patients with Drug-Resistant Temporal Lobe Epilepsy (DR-TLE).
The bidirectional relationship between epilepsy and mood disorders is recognized,
however, why patients with DR-TLE suffer from comorbid anxiety and depression
more frequently than patients with other neurological conditions and healthy people is
unknown. And what are the causes of the appearance of these symptoms in patients
with DR-TLE? The cerebral amygdala has a central role in the regulation of emotions,
and it is known that it undergoes structural alterations in the TLE, which contributes to
the generation and propagation of epileptiform activity and the appearance of ictal

symptoms of A and D.

In the present investigation, we quantified the tissue content of the amino acids
Asp, GIn, Glu, Gli, Tau and GABA, through HPLC of fluorescence and protein
quantification by the Lowry method, in the cerebral amygdala of 66 patients with DR-
TLE with and without A and D who underwent an amygdalohippocampectomy for the

control of their seizures, as well as in 14 cerebral amygdalae obtained from autopsies.

There is an increase in Gln, Glu, and Tau in the amygdala of patients with DR-
TLE compared to control tissue; while a decrease in Gli. This situation reinforces the
neurochemical hypothesis of epilepsy. The ratio of GIn/Glu and GIu/GABA is
increased in the group of patients with DR-TLE compared to control tissue, which

suggests alterations in the glutamate/GABA-glutamine cycle.

We demonstrate for the first time that the group of patients with DR-TLE
without anxiety and/or depression presents a higher content of Tau in the cerebral
amygdala, a situation that does not occur in patients with DR-TLE with anxiety and/or
depression and, in turn, the increased Tau correlates with a higher age at onset of
seizures and a shorter duration of epilepsy. This finding suggests that the increase in
Tau in the cerebral amygdala of patients with DR-TLE is a protective mechanism

against epilepsy and its psychiatric comorbidities.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- La Epilepsia.
1.1.1.- Crisis epilépticas.
Una crisis se define como “el trastorno transitorio de signos y sintomas causado

por la activacion anormal sincrdnica y ritmica de la actividad neuronal en el cerebro”,
misma que presenta un comienzo repentino y su duracion es transitoria de segundos a

pocos minutos (Fisher et al., 2017).

La Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE por sus siglas en inglés) realizé
la clasificacion operacional de los tipos de crisis (ver figura 1). Las crisis se clasifican
en focales (la actividad eléctrica aberrante se origina y permanece en un hemisferio
cerebral) (ver tabla 1), generalizadas (en todo el cerebro y provoca la pérdida de la
conciencia) y de inicio desconocido, con las subcategorias de inicio motor o no motor,

con o sin alteracion del nivel de conciencia (Fisher et al., 2017).

s

~

[ Inicio Focal ] Inicio Gcncralizado} Inicio Desconocido
A AN /
Conciencia | Conciencia ) ﬁ/lotora \ /Motora N
preservada | alterada ) tonico-clénica tonico-clénica
clonica espasmos epilepticos
/Inicio Motor \ ténica No Motora
automatismos mfocl(’)nfca . . . detencion del
aténica mioclonica-tonica-clonica comportamiento /
clénica n:l’oc-lomca-atomca A
espasmo epiléptico atomea - : ]
hi < g espasmo epiléptico No clasificada
iperquinética .
mioclénica No Motora (ausencia)
tonica tipica
Inicio No Motor atipica
L. mioclonica
autonomica mioclonia palpebral
detencion del \ /
comportamiento
cognitiva
emocional
\ sensorial /
focal a bilateral ténico-clénica]

.

Figura 1. Clasificacion operacional de los tipos de crisis. Adaptado de (Fisher et
al., 2017).

15




Tabla 1. Tipos de crisis focales y sus caracteristicas.

Tipo de crisis

focal.

Aura.

Manifestacio
n de la crisis.

Generalizacion

Duracion

Postictal.

Temporal Deja o Jamais | Automatismos | Rara (30%), | 60-90s. Rascado de
mesial. vu,  sensacion | orales y | tardia. nariz 0
géstrica, temor, | manuales, parpadeo del
olfatorias. postura ojo
disténica en un ipsilateral al
miembro. temporal
afectado
Temporal Dejd o Jamais | Afasia, clonias | Frecuente. 60-90 s. Confusién,
lateral. vu, sensacion | de brazo vy somnolencia
gastrica, temor, | cara.
olfatorias.
Frontal de | Parestesias Motora Rara. 60-90 s. Fenémeno
area motora | unilaterales (homunculo), de Todd.
primaria. (cara, lengua, | arresto del
mano, pie). lenguaje.
Frontal No. Posicién  del | Frecuente. Corta, por | Ausente.
mesial. esgrimista, la noche.
crisis
dialéptica,
crisis
geléstica.
Frontal Sensacion de | Movimientos Rara. Corta, por | Afasia.
dorsolateral. | miedootensién. | de cara y la noche.
cuello, afasia.
Orbitofrontal | Olfatoria Automatismos | Frecuente. Corta, por | Infrecuente.
displacentera. ,  disfuncion la noche.
autonomica,
crisis
hipermotora.
Prefrontal. Miedo. Crisis Rara. Corta, por | Infrecuente.
hipermotora. la noche.
Frontal Epigastrica, Masticacion, Rara. Corta, por | Infrecuente.
opercular. miedo. salivacion, la noche.
sintomas
laringeos,
clonismo
fascial.
Occipital. Somatosensorial | Sensacion de | Rapida a regién | Corta. Infrecuente.
movimiento frontal.
ilusorio.
Parietal. Elementales. Ceguera, Répida a region | Corta. Infrecuente.
parpadeo, temporal.
movimientos
oculares,
alucinaciones
visuales
complejas.
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Los sintomas de inicio motor o0 no motor reflejan el primer sintoma prominente
en la crisis. Una crisis focal sin alteracién del nivel de conciencia corresponde al
término anteriormente empleado de “crisis parcial simple”, mientras que, una crisis
focal con alteracion del nivel de conciencia corresponde al término anteriormente
conocido como “crisis parcial compleja”, y se refiere a la alteracion del nivel de
conciencia durante cualquier parte de la crisis (Fisher et al., 2017).

La clasificacion de los tipos de crisis puede ser aplicada a crisis causadas por
diferentes etiologias, crisis provocadas, no provocadas y reflejas. Las crisis no
provocadas aparecen en ausencia de factores precipitantes, incluyen crisis sin evidencia
de factores de riesgo (crisis idiopaticas), crisis en pacientes con dafio crénico cerebral
(crisis sintomatica remota) y crisis en pacientes que presentan dafio progresivo cerebral
como los tumores (crisis sintométicas progresivas). Las crisis provocadas (agudas
sintométicas) son aquellas crisis que estan en relacion temporal con el dafio
(metabdlico, tdxico, estructural, infeccioso o inflamatorio), eliminado el dafio no existe
mayor riesgo de epilepsia en el paciente. Las crisis reflejas son aquellas
desencadenadas por estimulos particulares y consideradas como epilepsia, debido a que
las respuestas repetidas a los estimulos estan asociadas a una predisposicion anormal y

duradera a desarrollar crisis (Hauser et al, 1998; Angus & Parsons, 2008).

1.1.2.- Definicion y clasificacion de la epilepsia.
La epilepsia es una enfermedad neuroldgica caracterizada por la predisposicion

permanente a generar crisis epilépticas espontaneas y por las consecuencias
neurobioldgicas, cognitivas, psicoldgicas y sociales de esta condicién (Fisher et al.,
2005).

La epilepsia es una de las enfermedades neurologicas mas comunes (ver figura
2), se estima que entre 50 y 70 millones de personas padecen epilepsia, a nivel mundial
se diagnostican anualmente cerca de 5 millones de casos (WHO, 2019). A nivel global,
la epilepsia presenta una prevalencia de 621.5 (95% IC 540.1-737.0) por cada 100,000
habitantes (Beghi et al., 2019).
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En México, la prevalencia estimada de epilepsia activa es de 4.0 (IC 95% 2.3-
6.5) por cada 1,000 habitantes y de por vida 19.5 (IC 95% 8.5-34.8) por cada 1,000
habitantes (Bruno et al., 2013), México es el segundo pais con mayor incremento en la
tasa de incidencia de epilepsia estandarizada por edad (56.0 por 100,000 afios-persona
[41,0-72,0]) (Beghi et al., 2019), en términos poblacionales; se estima que entre 1.4 y
2.5 millones de mexicanos padecen epilepsia (Programa Prioritario de Epilepsia, 2018).

Cefaleatensional

Otros desérdenes neuroldgicos r 0.9%
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Figura 2. Impacto de la epilepsia en el mundo. (A) Prevalencia de la epilepsia,
estandarizada por edad por 100,000 habitantes. (B) Contribucion de la epilepsia (5%)
a la carga general de trastornos neuroldgicos, estimado en afios de vida ajustados por
discapacidad (en color verde claro). (Adaptado de Beghi et al., 2019; Feigin et al.,
2017).

A nivel mundial, cada afio cerca de 125,000 personas mueren a causa de la
epilepsia, mas del 80% de estas muertes ocurren en paises de ingresos bajos y medianos
(WHO, 2019). El indice de mortalidad en América Latina y el Caribe es de 1.04 por
cada 100,000 habitantes, en México la epilepsia constituye la séptima causa de muerte
en menores de 5 afios (INEGI, 2021).

La epilepsia se puede presentar en cualquier etapa de la vida y en la misma
proporcion entre hombres y mujeres, con un pico de incidencia en infantes y adultos
(Beghi et al., 2019). La epilepsia constituye la quinta causa neurolégica de afios de vida
ajustados por discapacidad, segun el estudio de carga global de enfermedad del 2015
(Feigin et al., 2017), esta no es curable y en un gran numero de casos
(aproximadamente el 20%) dificilmente controlable. Por otra parte, la epilepsia

presenta altos costos de atencion (estimados entre 1,736 a 2,813 ddlares anuales por
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paciente), relacionados con los estudios diagndsticos y de control, tratamiento
farmacoldgico y/o quirtrgico y hospitalizaciones, ademds, el paciente presenta
disminucion en su poder adquisitivo relacionado con la pérdida de su empleo, debido
a que su condicion de salud podria suponer riesgos para si mismo y su entorno (Noriega
& Shkurovich, 2020).

Tipos de crisis

Inicio focal Inicio nicio; Etiologia
generalizado desconocido

Estructural

@ Genético

- Tipos de epilepsia

idades

Infeccioso

: Combinado, .
Focal Generalizado generalizadoy Desconocido n
Metabdlico
.«  J focal

@ Inmunologico
Sindromes epilépticos

Comorhbil

Desconocido

‘nnonn

Figura 3. Clasificacién de la epilepsia y sus etiologias. Adaptado de Scheffer et al.,
2017.

La epilepsia esta relacionada a diversas etiologias (ver figura 3), entre algunas se
destacan (Bhalla et al., 2008):

1. Genética: alteraciones cromosomicas (sindrome de Down, Angelman,
Ring y Dravet).

2. Estructural: esclerosis mesial temporal (esclerosis hipocampal),
hipdxica/isquémica (evento vascular cerebral), malformaciones del
desarrollo cortical (displasia cortical focal, esclerosis tuberosa,

heterotipia subcortical y polimicrogiria) y malformaciones vasculares
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(angioma cerebral, sindrome de Sturge-Weber y malformaciones
arterio-venosas).

3. Metabolica: anormalidades metabolicas (trastornos mitocondriales y
peroximales, deficiencia de folato o biotinidasa).

4. Inmunomediada: sindrome de Rasmussen y mediada por anticuerpos
(anticuerpo LGI1/CASPR2, GAD-65, GABAg, AMPA).

5. Infecciosa: Parasitaria  (neurocisticercosis, malaria  cerebral,
toxoplasmosis cerebral, toxocariasis), bacteriana (meningitis bacteriana,

tuberculosis) y viral (encefalitis viral, citomegalovirus, VIH).

De todos los tipos de epilepsia, la del 16bulo temporal (ELT) es una de las que

presentan mayor prevalencia (Téllez-Zenteno & Ladino, 2013).

1.2.- Epilepsia del 16bulo temporal (ELT).
Jackson en 1888 considero que la region temporal mesial es la zona que da

origen a un tipo de epilepsia “aura intelectual” (Jackson, 1888), al observar una lesion
en el fasciculo uncinado (estructura que interconecta componentes del sistema limbico
tales como la amigdala cerebral, el parahipocampo, la corteza orbitofrontal y el I6bulo
frontal) durante la necropsia de un paciente con manifestacion epiléptica, sin embargo,
el término “Epilepsia del Lobulo Temporal”, fue establecido hasta 1954 por el

neurocirujano Penfield tras realizar una lobectomia (Penfield, 1954).

La ELT es el tipo més comun de epilepsia focal en adultos (Engel et al.,1997).
Aproximadamente el 25-35% de los casos totales de epilepsia (Engel et al.,1997;
McHugh & Delanty, 2008; Volcy, 2004) y cerca del 60% de las personas que padecen
este tipo de epilepsia desarrollan farmacorresistencia (Pittau et al., 2009). La
farmacorresistencia se define como el fallo terapéutico de dos esquemas de farmacos
antiepilépticos tolerados, elegidos y utilizados adecuadamente (ya sea como
monoterapias 0 en combinacion) para lograr una libertad sostenida de crisis (Kwan et

al., 2010). La Epilepsia del Lobulo Temporal Farmacorresistente (ELTF) es tratada con
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mayor eficacia mediante reseccion quirurgica, siendo el prototipo de los sindromes
epilépticos remediables quirdrgicamente (Engel & Shewmon, 1993).

La ELT obedece a diversas etiologias, entre las que se encuentran esclerosis
mesial temporal (Epilepsia con Esclerosis Mesial Temporal o EEMT) (61%), crisis
febriles (19%), estado epiléptico (10%), historia familiar (8%), traumatismo
craneoencefalico (12%), neuroinfecciones (10%), neoplasias (8%), agresiones

perinatales / vasculares (7%) (Junna et al., 2013).

La EEMT es la forma maés prevalente de ELTF, esta corresponde a la pérdida
neuronal (30% o mas) y gliosis en el hipocampo, situacion que da origen a un foco
epileptdgeno en el I6bulo temporal (Valdivieso et al., 2005). Por otro lado, se habla de
Epilepsia del Lobulo Temporal Lesional (ELTL) cuando los estudios de neuroimagen
detectan anormalidades estructurales causales de las crisis. Entre las anormalidades
estructurales se destacan las displasias corticales focales, multilobares o hemisféricas;
asi mismo los tumores de bajo grado, malformaciones vasculares, quistes aracnoideos
y lesiones focales secundarias a isquemia, trauma o infeccion (Boluda et al., 2022). Las
causas de la EEMT y los mecanismos por los cuales las lesiones estructurales en la
ELTL causan crisis siguen siendo tema de estudio y pueden ser de causa multifactorial
(Thom, 2014). En la actualidad se desconoce si los pacientes con EEMT y ELTL

presentan mecanismos fisiopatoldgicos compartidos en la epilepsia.

EnlaELT, las crisis (ver figura 4) tienen su origen en el hipocampo, la amigdala
cerebral o el giro parahipocampal (Volcy, 2004). Las estructuras del 16bulo temporal,
en particular la neocorteza temporal, el hipocampo y la amigdala son susceptibles a las

agresiones cerebrales que desencadenan convulsiones y epileptogénesis (Engel, 2001).
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Figura 4. Epilepsia focal refractaria en el Iébulo temporal izquierdo: a)
Resonancia magnética de 3 Teslas, secuencia coronal T2, que evidencia esclerosis
mesial temporal izquierda y atrofia cerebral global; b) Crisis epiléptica en el
electroencefalograma, caracterizada por actividad ritmica de entre 5y 6 Hz en la region
temporal izquierda y la presencia de actividad epileptiforme. Tomado de (Téllez-
Zenteno & Ladino, 2013).

La ELT se caracteriza por presentar conductas estereotipadas, que consisten en
la detencion de la actividad, sensacion de malestar epigastrico, mirada perdida,
cambios en el estado de conciencia (agitacion, desorientacion y confusion),
automatismos oroalimentarios, automatismos de las manos (rascado nasal que
focalizan hacia el I6bulo temporal ipsilateral), sensacion de temor con activacion
autonomica (palidez de piel y mucosas, piloereccién, rubefaccion facial, midriasis,
taquicardia y taquipnea) (Engel, 2001). Las crisis reflejan la activacion de las
estructuras temporolimbicas, asi como de los circuitos de la corteza prefrontal, que
tienen relacion con la amigdala, el giro del cingulo y los ganglios basales (Biraben et
al., 2001).

Durante la fase inter-ictal se han reportado gran variedad de afectaciones
psiquiatricas en pacientes con ELT, entre ellas episodios de despersonalizacion,
disociacién, Deja vu / Jamais vu y alucinaciones (Engel, 2001), ademas elevado
porcentaje de pacientes desarrollan comorbilidades psiquiatricas. Por otra parte, los
farmacos antiepilépticos recetados con mayor frecuencia reducen la gravedad de las
crisis, pero presentan poco efecto benéfico para los desérdenes psiquiatricos asociados

a la epilepsia, o incluso pueden exacerbar los trastornos emocionales (Kanner, 2016).
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1.2.1.- Comorbilidades psiquiatricas en pacientes con ELT.
Los pacientes con epilepsia muestran mayor tasa de psicopatologia respecto a

poblacion general, otros grupos de control con enfermedad neuroldgica y personas con
trastornos cronicos no neurologicos (Torta & Keller, 1999). El riesgo de desarrollar
una enfermedad psiquiatrica es mayor en los pacientes con ELT (hasta del 60%)

respecto a otras clases de epilepsia (Edeh & Toone, 1987).

Las afecciones psiquiatricas mas frecuentes en personas con ELT incluyen
psicosis, trastornos del estado de animo, trastornos de la personalidad (trastornos del
eje | del DSM-V “Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders”) y problemas
de conducta. (Gaitatzis et al., 2004a).

Los trastornos psiquiatricos que acompafian a la ELT son comorbidos con la
epilepsia y pueden preceder o coexistir al diagnostico de epilepsia (comorbilidad se
refiere a la coexistencia de dos 0 mas afecciones en la misma persona que es mas que
una coincidencia) (Gaitatzis et al., 2004a). Las comorbilidades psiquiatricas son 2-3
veces mas frecuentes en pacientes con ELT (Téllez et al., 2007). Entre los trastornos
del estado de animo comorbidos informados en la ELT se encuentran: depresion (30%),
ansiedad (25%), panico / agorafobia (5%) e ideacidn suicida (25%) (Téllez et al., 2007;
Fiest et al., 2013).

Se reconoce la relacion bidireccional entre la epilepsia y los trastornos del
estado de animo, sin embargo, al presente se desconoce ¢por qué los pacientes con
ELTF padecen ansiedad y depresion comorbidas mas frecuentemente que pacientes
con otras condiciones neuroldgicas y personas sanas? y ¢cudles son las causas de la

aparicion de estos sintomas en pacientes con ELT?

1.2.1.1.- Ansiedad en ELT.
La ansiedad se define como una respuesta anticipatoria de un dafio o desgracia

futura, acompafiada de un sentimiento de disforia, sintomas somaticos de tension o

conductas evitativas (Craske et al., 2017).
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En pacientes con epilepsia el predictor méas significativo de calidad de vida
reducida es la ansiedad (27 %), la depresion (12 %) y las crisis (3%) (Choi-Kwon et
al., 2003).

La ansiedad es clasificada en pacientes con epilepsia de acuerdo con la
temporalidad de la manifestacion ansiosa en relacion con las crisis epilépticas,

distinguiendo los periodos peri-ictal e inter-ictal (Hingray et al., 2019).

Los sintomas de ansiedad peri-ictal son de tres tipos: pre-ictal (que precede a
una crisis), ictal (que se presenta como parte de los sintomas de la crisis) y post-ictal

(que ocurre dentro de las 72 h posteriores a la crisis) (Hingray et al., 2019).

Los sintomas de ansiedad interictal ocurren independientemente de las crisis,
esta comprende los trastornos de ansiedad clasicos informados en el DSM-V y

trastornos de ansiedad especificos a la epilepsia (Hingray et al., 2019).

Por otra parte, se ha reportado causa iatrogena, consecuencia del tratamiento
con farmacos antiepilépticos (FAE) con propiedades ansioliticas negativas
(levetirazetam), inductores de enzimas que disminuyen la biodisponibilidad de
farmacos ansioliticos (fenitoina), o el retiro de un FAE con propiedades ansioliticas
(benzodiacepinas) (Hingray et al., 2019).

1.2.1.2.- Depresion en la ELT.
La depresion se caracteriza por estado de &nimo triste, anhedonia, trastornos del

suefio, fatiga, pérdida de la autoestima, pensamientos negativos y tendencias suicidas
(WHO, 2003).

La depresion se asocia a riesgo de seis veces mayor de crisis no provocadas
(Hesdorffer et al., 2000). Asi mismo, la tasa de depresion oscila entre el 20-55 % en la
ELT (Barry et al., 2008), aunado a que es mas severa en la epilepsia con esclerosis
mesial temporal (EEMT) izquierda (Salgado et al., 2010).

Al momento, se desconocen los mecanismos neurobioldgicos subyacentes a la

presencia de ansiedad y la depresion en pacientes con ELT.
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1.3.- Amigdala cerebral en la ELT.

1.3.1.- La amigdala cerebral.
El cerebro humano cuenta con regiones clave involucradas en la generacion y

regulacion de emociones, asi como en la deteccion de amenazas, entre ellas se
encuentran la corteza cingulada anterior, la corteza prefrontal ventromedial, el

hipocampo, la insula y la amigdala cerebral (Craske et al., 2017).

La palabra “amigdala” proviene del griego aupvydaAn, y significa 'almendra’, el
término lo introdujo por vez primera Karl Friedrich Burdach en 1822, la descripcion
anatémica fue realizada en 1867 por Meynert (Sah et al., 2003). La amigdala es una
estructura bilateral subcortical, situada en la punta del 16bulo temporal, debajo de la
corteza del uncus, rostral al hipocampo y el cuerno inferior de los ventriculos laterales
(ver figura 5A). La amigdala cerebral es un complejo multinuclear constituido por
aproximadamente 13 nudcleos, estos nlcleos se dividen en tres grupos principales:
basolateral, cortical y centromedial. Ademas, se han descrito otros nicleos como las

masas celulares intercaladas y el area amigdalo-hipocampal (Pabba, 2013).

La amigdala participa en mecanismos homeostaticos para la preservacion del
individuo y de la especie, entre los que se encuentran: la regulacion de las emociones
y conductas (Goddard, 1964; Sah et al., 2003) como el estado de alerta, reconocimiento
de expresiones fasciales, respuesta de orientacion, consumo de alimentos, conducta
sexual, reaccion defensiva y agresiva, respuestas de miedo y huida, y tareas de toma de
decisiones basadas en recompensas (Afifi & Bergman, 2006; Morrison & Salzman,
2010; Minxha et al., 2017). Por otro lado, en estudios de estimulacién eléctrica en la
amigdala cerebral de humanos se observaron respuestas autonémicas como cambios en
frecuencia cardiaca, respiracion y de presion arterial, asociadas a sentimiento de
sentirse terrible y liberacion de corticoesteroides (Chapman et al., 1954; Lanteaume et
al., 2007).

La amigdala cerebral recibe aferencias de areas sensoriales y polisensoriales
superiores, a su vez, emite eferencias hacia ellas, ademas, emite eferencias hacia el
hipocampo, los ganglios basales, las cortezas perirrinal y entorrinal, el tdlamo vy el
hipotdlamo (McDonald, 1998). La amigdala regula aspectos de la conducta a traves de

conexiones bidireccionales con estructuras (ver figura 5B) que se encuentran
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propuestas como el substrato anatémico de la ansiedad y depresion, como la corteza
cingulada anterior, corteza prefrontal ventromedial, insula e hipocampo (Craske et al.,
2017).
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Figura 5. Laamigdala cerebral. A. Localizacion de la amigdala cerebral. B. El miedo
y la ansiedad impulsados por la amigdala se regulan a través de conexiones
bidireccionales con la corteza prefrontal ventromedial y la corteza cingulada anterior,
junto con la diafonia funcional entre estas regiones y el hipocampo. Este modelo se
traduce entre especies y se adapta bien a las observaciones de los pacientes. Modificado
de Amunts et al., 2005; Craske et al., 2017.

Dado a que la relevancia fisioldgica de la amigdala cerebral recae en la
asignacién de valor emocional a la informacion sensorial y la elaboracion de
comportamientos emocionales (LeDoux, 2003; Laine et al., 2009; Davis et al., 2001;
Morrison et al., 2010; Sah et al., 2003; Adolphs, 2010), es sensato suponer que en
patologias en donde se encuentra afectada la amigdala cerebral se podria generar una

disfuncion de esta y probablemente ello contribuiria a la generacion de psicopatologia.

1.3.2.- Amigdala cerebral en los trastornos de ansiedad y depresion.
La sobreactivacion de la amigdala cerebral es un proceso fundamental que

causa ansiedad y depresion (Hu et al., 2022). La amigdala muestra una mayor actividad
en situaciones de estrés crénico (Rosenkranz, Venheim, & Padival, 2010). La
activacion excesiva de las neuronas de la amigdala provocada por la desinhibicion
constituye el sustrato anatdmico de los trastornos neuropsiquiatricos desencadenados
por el estrés cronico (Hu et al., 2022), como lo puede ser el padecer una enfermedad

neuroldgica que modifica las condiciones de vida del paciente, por ejemplo, la ELTF.
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Un metaanélisis de estudios con resonancia magnética funcional (fMRI) y
tomografia por emisidn de positrones (PET) concluy6 que hay hiperexcitabilidad de la
amigdala en respuesta a la presencia de estimulos con valencia negativa (que causan
miedo o desagrado) en pacientes con varios tipos de trastornos de ansiedad (trastorno
de estrés postraumatico, trastorno de ansiedad social y fobia especifica), asi como en
sujetos sanos con miedo condicionado (Etkin & Ager, 2007). Ademas, se ha descrito
un circuito de la ansiedad en la amigdala cerebral (Janak & Tye, 2015) que integra
informacién de las entradas sensoriales corticales y talamicas para generar salidas
conductuales relacionadas con el miedo y la ansiedad hacia el hipotadlamo y la sustancia

gris periacueductal.

Por otro lado, estudios con resonancia magnética (MRI) en pacientes con
depresion se ha observado disminucion en el volumen de la parte central (core) de la
amigdala (Sheline et al., 1998; Sheline 2003). Otros estudios han observado una
conectividad funcional disminuida de la amigdala con el sistema frontoparietal y el
I6bulo temporal medial en pacientes con depresion (Satterthwaite et al., 2016; Cheng
et al., 2018; Qiao et al., 2020) y ansiedad/depresion (He et al., 2019).

Por lo cual se concluye que, en presencia de ansiedad y depresion, en la
amigdala cerebral se presentan cambios en activacion funcional y morfologia. El
mecanismo exacto de cdmo las neuronas de la amigdala estdn involucradas en

depresién y ansiedad no se comprende completamente en la actualidad.

Sin embargo, estudios experimentales han propuesto posibles mecanismos
dentro de la amigdala cerebral que contribuyen a la ansiedad y depresion. La
neuroinflamacién ocasionada por la administracion de lipopolisacarido en la amigdala
induce comportamiento similar a la ansiedad y la depresién al modular la plasticidad
neuronal en la amigdala basolateral (Zheng et al., 2021). Ademas, el tratamiento con
lipopolisacarido aumento la transmision sinaptica excitatoria pero no la inhibitoria
(Zheng et al, 2021). Asi mismo, el estrés cronico impredecible induce
comportamientos de tipo ansioso y depresivo en ratones, al tiempo que aumenta la
expresion de citoquinas inflamatorias (IL-1p, IL-6 y TNF-a) en la amigdala (Nazir et

al., 2022). Estos estudios concluyen que la neuroinflamacion y el estrés cronico son
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mecanismos que podrian estar implicados en la génesis de comorbilidad psiquiatrica
en la amigdala cerebral.

En ratones con dolor inflamatorio inducido por la inyeccion de coadyuvante
completo de Freund aparece comportamiento similar a la ansiedad, lo que esté asociado
con la regulacién al alza de receptores postsinapticos excitatorios NMDA y AMPA y
la reduccion de expresion de receptores inhibitorios GABAAa a2 y GABAAa Y2 en la

amigdala basolateral (Yue et al., 2018).

Por otro lado, la inyeccion intravenosa o subcutanea de IL-1p provoca
comportamiento similar a la depresion en ratones y aumenta la expresion de las
citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-6 en la amigdala cerebral (Zhang et al., 2018).
Ademas, se ha postulado que las citoquinas proinflamatorias, incluidas la IL-1p, el IFN
y el TNF, pueden reducir la biodisponibilidad de neurotransmisores como la serotonina
(5-HT), situacion que se ha implicado en la fisiopatologia de la depresién (Hu et al.,
2022).

Estos hallazgos experimentales sugieren que la alteracion del equilibrio
excitacion/inhibicion de la amigdala cerebral inducida por la neuroinflamacion puede
contribuir a la hiperactividad de la amigdala y, finalmente, dar lugar a la aparicion de
trastornos de ansiedad y depresion. La epilepsia per se es una condicién que provoca

neuroinflamacion (Vezzani et al., 2011).

1.3.3.- Fisiopatologia de la amigdala en la ELT.
La amigdala cerebral se encuentra implicada en el desarrollo de ELT, en

roedores se demostr6 menor umbral para el desarrollo de kindling eléctrico
(estimulacion repetida capaz de generar crisis epilépticas) (Goddard, Mcintyre &
Leech, 1969). Un estudio de registro electrofisiologico in vivo con implantes de macro
y microelectrodos en la amigdala cerebral en pacientes con ELT con foco epiléptico
limbico unilateral reportd que, 22 de los 24 pacientes tuvieron crisis que se originaron
en la amigdala unilateral y el disparo epiléptico se asocié con las ondas agudas en los
potenciales de campo locales. Asi mismo, la tasa de activacion promedio de las

neuronas de la amigdala epiléptica fue del doble (8.99 espigas/segundo) que la tasa de
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activacion promedio en las neuronas de la amigdala no epiléptica (4.23
espigas/segundo) (Isokawa, Wilson & Babb, 1987).

La amigdala cerebral es una estructura clave en la generacion de crisis, como
se demostro en una cohorte realizada durante 19 afios en 100 pacientes que se les habia
realizado una amigdalectomia como tratamiento a su ELTF, observandose que, el 38%
de los casos ya no presentaron crisis, mientras que el 25% presento libertad de crisis de
hasta 3 afos y reduccion de la tendencia a desarrollar crisis, lo que indica que en la
mayoria de los casos la amigdala (68%) participa de manera importante en la ELTF,
en el resto de los pacientes hubo una reduccion menor en la tendencia de crisis (37%)
(Feindel & Rasmussen, 1991). Por otra parte, otros autores han reportado que la
amigdalectomia por si sola disminuye la frecuencia de crisis en pacientes con ELTF
(Sharifi et al., 2021). Lo que permite concluir que la amigdala cerebral es participe en
la patologia de la ELT.

La amigdala es la estructura temporal que presentan mayor afectacion en
pacientes con ELT (Aroniadou-Anderjaska et al., 2008), como dafio histopatoldgico,
gliosis en el 38% (Sano & Malamud, 1953), esclerosis amigdalina aislada en el 10%
(Hudson et al., 1993; Miller et al., 1994), reduccion del 10-30% del volumen de la
amigdala de pacientes con ELT (Cendes et al., 1993 a,b,c,d) y atrofia de la amigdala
(Pitkénen et al., 1998). Dichas alteraciones podrian alterar el papel central de la
amigdala en el comportamiento emocional de pacientes que padecen ELT.

1.3.4.- La amigdala cerebral en la ansiedad y depresion en la ELT.
En la amigdala cerebral de pacientes con ELT se han descrito modificaciones

de morfologia en presencia de comorbilidad psiquiatrica. En pacientes con ELT se ha
reportado aumento en el volumen de la amigdala asociada a comorbilidad con
depresion. Sin embargo, los pacientes con ELT y comorbilidad con ansiedad presentan
reduccion del volumen de la amigdala (Tebartz van Elst et al., 1999; Tebartz van Elst
et al., 2000) (ver figura 6).
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Epilepsia del Lébulo Temporal

Ansiedad

» Reduccion del volumen de la amigdala.
Depresion

Aumento del volumen de la amigdala.

Figura 6. Modelo del estado del volumen de la amigdala cerebral como
endofenotipo del modo predominante de regulacion afectiva. Se ilustra un modelo
que muestra 2 posibles cambios de volumen de la amigdala cerebral en pacientes con
Epilepsia del Lobulo Temporal con comorbilidad psiquiatrica. Los circulos dentro de
la imagen delimitan el volumen de la amigdala cerebral. El aumento del volumen de la
amigdala cerebral se ha relacionado al estado de &nimo depresivo; mientras que la
reduccion del volumen de la amigdala cerebral se ha relacionado al estado de 4nimo
ansioso. Modificado de Tebartz van Elst et al., 2009.

Por otro lado, se reconoce que la estimulacion eléctrica de la amigdala participa
en epilepsia y la génesis de comorbilidad psiquiatrica. EI modelo de Kindling eléctrico
de la amigdala induce crisis motoras y conductas similares a la ansiedad y depresion
(Chen et al., 2016).

Las ratas con kindling amigdalino presentan aumento de la conducta depresiva,
representada por disminucion significativa del consumo de sacarosa (lo que se
interpreta como anhedonia), asi como, aumento significativo de la inmovilidad en la

prueba de nado forzado (lo que se interpreta como desesperanza) (Chen et al., 2016).

Chen y colaboradores reportaron que las ratas Kindled (ratas que desarrollaron
kindling eléctrico en la amigdala cerebral) presentan significativamente menor
frecuencia de cruce por espacios abiertos en la prueba de laberinto en cruz elevado y
menor estancia en espacios abiertos en la prueba de campo abierto (lo que se interpreta

como aumento de la ansiedad) (Chen et al., 2016).

Por otra parte, el kindling eléctrico de la amigdala cerebral provoca aumento a
largo plazo de la ansiedad y deterioro en la retencidn de la memoria del miedo, asociada
a desequilibrio en la actividad presinaptica de GABA/glutamato (péerdida de la
inhibicidn tonica sobre sinapsis glutamatérgicas y perdida del control fasico sobre

sinapsis GABAEérgicas) en roedores (Colangeli et al., 2020).
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Al presente no hay estudios realizados en seres humanos que exploren la
relacion entre la amigdala cerebral, epilepsia y comorbilidad psiquiatrica de

ansiedad/depresion.

1.4.- Aminoéacidos en la ELT.

1.4.1.- Aminoacidos neurotransmisores.
Los aminoéacidos (AA) son moléculas orgdnicas monoméricas para la

conformacién y funcionamiento de los seres vivos. Los AA poseen estructura quimica
basica conformada por un extremo radical basico del grupo amino (NH>), el extremo
de grupo acido carboxilo (COOH); y en la parte central se encuentra un carbono alfa,
que estd enlazado a un hidrégeno y a una cadena lateral (radical R) de estructura
variable; esta Gltima determina la identidad quimica y las propiedades bioquimicas de
cada uno de los aproximadamente 300 aminoacidos que existen, sin embargo,
solamente 20 AA son los que forman enlaces peptidicos entre si para dar origen a las
proteinas (Wu, 2009).

Los aminoacidos intervienen en la expresion de genes, la sintesis y secrecion
de hormonas, el metabolismo de nutrientes, el recambio de proteinas intracelulares, la

neurotransmision, entre otras (Wu, 2009).

Identidad de accién
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Figura 7. Criterios de Werman para la clasificacion de un neurotransmisor.
Modificado de (Werman, 1966).
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Algunos AA dentro del sistema nervioso central (SNC) actian como
neurotransmisores, neuromoduladores, o precursores de otros neurotransmisores
(Werman, 1966).

Segun Werman, los neurotransmisores son aquellos mensajeros quimicos que
cumplen con las siguientes caracteristicas: estdn presentes en la hendidura sinéptica,
tienen una enzima inactivante, presentan un mecanismo de recaptura, tienen una
enzima sintetizadora, presentan precursores en la terminal presinaptica, cuentan con un
mecanismo especifico de liberacion, cuando se administran exdgenamente presentan

identidad farmacoldgica (ver figura 7).
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Figura 8. Estructura quimicay clasificacion de los AA con mayor relevancia en la
neurotransmisién. Los recuadros rojos denotan AA excitadores, mientras que los de
recuadros azules indican AA inhibidores de las sinapsis cerebrales.
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Estudios de electrofisiologia han demostrado que los AA desempefian acciones
que provocan excitacion e inhibicién sinaptica en el SNC, convirtiendose en la base de
la comunicacion neuronal en las sinapsis quimicas (Dalangin, Kim & Campbell, 2020).

Los AA que participan en la neurotransmision cerebral se pueden categorizar
en funcion del efecto sobre la excitacion neuronal (ver figura 8), siendo glutamato y
aspartato aceptados como principales neurotransmisores excitadores, y GABA y

glicina como inhibidores (Bennett & Balcar, 1999).

Las sinapsis excitadoras son aquellas que desencadenan excitabilidad neuronal,
al aumentar directamente la excitabilidad postsindptica mediante la generacion de
despolarizacion neuronal (Connors et al., 2017). En la actualidad es ampliamente
reconocido que en el SNC el aminoacido excitador por excelencia es el Glu, seguido
de Asp y en bajo grado GIn (Connors, 2017). La neurotransmision excitatoria mediada
por los aminoacidos Asp, GIn y Glu es debida a la activacion de los receptores
glutamatérgicos, todos estos AA excitadores son ligandos endogenos del receptor
NMDA.

Las sinapsis inhibitorias son aquellas que desencadenan inhibicién de la
excitabilidad neuronal, al disminuir directamente la excitabilidad postsinaptica
mediante la generacion de hiperpolarizacién neuronal (Connors et al., 2017). La
neurotransmision inhibitoria es esencial para el funcionamiento adecuado del SNC y
se produce mediante la liberacién de neurotransmisores inhibidores, como el GABA,
Tau y Gli. EI GABA es el neurotransmisor inhibitorio de mayor presencia en el sistema

nervioso central, seguido de Gli (Akyuz et al., 2021).

1.4.1.1.- Acido glutamico.
El 4cido glutdmico o glutamato (Glu) es el principal neurotransmisor excitador

en el SNC, debido a que del 80 al 90% de las sinapsis cerebrales son glutamatérgicas
(Curtis & Watkins, 1960; Curtis, Phillis & Watkins, 1960).
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El Glu ejerce su accién excitadora a través de tres receptores ionotropicos
(iGIUR): N-metil-d-aspartato “NMDA” (permeables a Na*, K*, Ca?"), acido a-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico “AMPA” (permeables a Na* y K%) vy
receptores de Kainato (permeables a Na* y K*) (Meldrum, 2000).

El Glu también presenta afinidad por ocho receptores metabotropicos (mGIuR),
agrupados en tres familias que difieren en la similitud de su secuencia, en su
farmacologia y en los sistemas de transduccion de sefales. Los receptores
metabotrdpicos de Glu son: del grupo | (MGIuR1 y mGIuR5) y receptores de los grupos
Il (mGIuR2 y mGIuR3) y Il (mGIuR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8) (Meldrum,
2000).

Los receptores mGIuR1 y mGIuR5 activan a la Fosfolipasa C, resultando en la
generacion de los segundos mensajeros: DAG (diacilglicerol) y el IP3 (inositol 3
fosfato), que median la liberacion de iones de Calcio de los depoésitos intracelulares,
mecanismo que lleva a la excitacion neuronal, ademas de excitotoxicidad (Fouillioux
et al., 2004).

En contraste, la activacion de los receptores mGIluR2, mGIuR3 mGIuR4,
mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8, acoplados negativamente a la adenilciclasa, resultan en
menor produccién de AMPc y en la disminucion de la liberacion de glutamato, son

considerados neuroprotectores (Fouillioux et al., 2004).

En algunas enfermedades neurol6gicas, como la epilepsia, la accion excesiva
de receptores a glutamato desencadena excitotoxicidad. La excitotoxicidad conduce a
una desregulacion de la homeostasis de calcio, desencadenando la produccion de
radicales libres y estrés oxidativo que conlleva a disfuncion mitocondrial vy
eventualmente a muerte neuronal (Olloquequi et al., 2018). Se piensa que la
excitotoxicidad por Glu se debe a una capacidad disminuida de las células gliales para
reabsorber Glu en el ciclo glutamato/GABA-glutamina (Lau & Tymianski, 2010;
lovino, Tremblay & Civiero, 2020).
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1.4.1.2.- Glutamina.
La glutamina (GlIn) es precursor de neurotransmisores excitadores (Glu y Asp)

e inhibidores (GABA) (ver figura 9). La Gln es sintetizada por la glutamina sintetasa
(GS) a partir de Gluy amoniaco en los astrocitos. La Gln es transportada a las neuronas,
donde es hidrolizada por la glutaminasa activada por fosfato (PAG) para dar lugar a la
formacion de Glu. Ademas, la GIn puede transaminarse a Asp 0 descarboxilarse a
GABA (Bak, Schoushoe & Waagepetersen, 2006; Yoo et al., 2020).

La glutamina no solo es importante como precursor de Glu, sino que también
ejerce efectos directos sobre la excitabilidad neuronal activando a receptores NMDA
(Kolbaev & Draguhn, 2008).

Las alteraciones del metabolismo (PAG regulado al alza) y/o transporte de Gin
(regulacion positiva de los trasportadores de GIn) contribuyen a cambios en la
transmision glutamatérgica 0o GABAErgica asociada con diferentes estados patoldgicos

del cerebro como la epilepsia (Albrecht et al., 2010).

1.4.1.3.- Acido aspartico.
El acido aspartico o aspartato (Asp) es un homdlogo estructural del Glu y se

considera el segundo neurotransmisor excitador mas abundante en el SNC (Curtis &
Watkins, 1963).

El Asp es un agonista selectivo de los receptores NMDA y puede activar el
receptor 5 metabotropico de glutamato (mGIuR5), desencadenando excitacion
neuronal. Se desconoce el mecanismo de trasporte vesicular de Asp y el mecanismo
para su eliminacién hacia el espacio extracelular es mediante el transportador de
glutamato-aspartato 1 (GLAST-1) (Herring et al., 2015).

El resultado global del agonismo de Glu, Asp y GIn a los receptores
glutamatérgicos, es la activacion de corrientes despolarizantes, mismas que
desencadenan potenciales postsinapticos excitatorios en las neuronas con el

consiguiente aumento de la excitabilidad cerebral (Connors et al., 2017).
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1.4.1.4.- Acido y-aminobutirico.
El &cido y-aminobutirico o GABA es el principal neurotransmisor inhibidor del

cerebro (Bennett & Balcar, 1999; Dalangin, Kim & Campbell, 2020). EI GABA se
sintetiza a partir de la descarboxilacion de Glu (ver figura 9) por la enzima glutamato
descarboxilasa (GAD) y su proceso de reciclaje es a través de las sinapsis
GABAérgicas en un proceso analogo al ciclo glutamato-glutamina (Bak, Schoushoe &
Waagepetersen, 2006).

El GABA ejerce su efecto a traves de su unién a los receptores ionotropicos
GABAA Y GABAA-mo, asi como a GPCR GABAg, ocasionando la hiperpolarizacién de
las membranas celulares de las neuronas (Li & Xu, 2008). Las alteraciones en la
transmision GABAérgica son causales de la aparicién de diversos sintomas en
enfermedades neurologicas como epilepsia, Alzheimer, Huntington y otras
enfermedades psiquiatricas como depresion, ansiedad y esquizofrenia (Wong,
Bottiglieri & Snead, 2003).

1.4.1.5.- Glicina.
La glicina (Gli) es el principal neurotransmisor inhibidor en el tallo cerebral, el

cerebelo y lamédula espinal. La Gli es sintetizada a partir de serina por la enzima serina
hidroximetiltransferasa, ejerce su actividad a través de canales ionotrdpicos de cloruro
(GlyR) y se elimina del espacio extracelular mediante transportadores de glicina GlyT-
1y GlyT-2 (Dutertre, Becker, & Betz, 2012).

La Gli es necesaria como co-agonista para la activacién de los receptores
NMDA (Kleckner & Dingledine, 1988) y también se co-libera con GABA (Aubrey &
Supplisson, 2018).

1.4.1.6.- Taurina.
La Tau se encuentra abundantemente en el cerebro y la médula espinal (Ripps

& Shen, 2012), se considera un AA inhibidor puesto que desencadena
hiperpolarizacion e inhibicion de la activacion de neuronas (Saransaari & Oja, 2008).
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La Tau es un AA neuromodulador abundante en el sistema nervioso central, la
concentracion de taurina en el cerebro varia en diferentes especies y regiones
cerebrales, ocupando el segundo lugar en términos de cantidad despueés del glutamato
(Albrecht & Schousboe, 2005). La Tau posee multiples acciones fisiologicas entre las
que se destacan: la regulacion del volumen celular, la traduccion mitocondrial, la
homeostasis del Ca?*, funcion neuroprotectora, estabilidad de las membranas,
modulacion de la inflamacion, reduccién de la apoptosis y efecto antioxidante (Kilb &
Fukuda, 2017).

La Tau se sintetiza en el cerebro por la via del acido cisteinsulfinico, misma que
comprende la oxidacion de cisteina por la cisteina dioxigenasa para formar &cido
cisteina sulfinico, descarboxilacién de acido cisteina sulfinico por la descarboxilasa del
acido cisteinasulfinico a hipotaurina, y posterior oxidacion a taurina (Pasantes-
Morales, 2017). La Tau se libera en presencia de una despolarizacion por K* (Oja &
Saransaari, 2017), no presenta sistemas de transporte vesicular, sino que las vias de
liberacion de Tau representan a los canales de aniones organicos sensibles al volumen
y una inversion del transportador de Tau (TauT, gen SLC6A6) (Kilb & Fukuda, 2017).

La Tau se considera un neuromodulador enddgeno, este proporciona un efecto
de tono inhibitorio sobre las sinapsis cerebrales debido a que actia como un agonista
enddgeno de los receptores de Gli y GABAAa-s (Albrecht & Schousboe, 2005). La
taurina muestra una afinidad por el receptor GABAA significativamente més baja, de 1

a 3 6rdenes de magnitud, en comparacion con el GABA (Albrecht & Schousboe, 2005).

El resultado global del agonismo a los receptores GABAérgicos y glicinérgicos
por GABA, Gli y Tau es la activacion de corrientes hiperpolarizantes, mismas que
desencadenan potenciales postsindpticos inhibitorios en las neuronas, con la

consiguiente disminucion de la excitabilidad cerebral (Connors et al., 2017).
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Figura 9. Ciclo glutamato/GABA-glutamina. El ciclo Glutamato-Glutamina en una
sinapsis glutamatérgica (a) y el ciclo GABA-Glutamina en una sinapsis GABAérgica
(b). En la sinapsis glutamatérgica, el Glutamato es absorbido predominantemente por
los astrocitos, donde se amida a glutamina mediante GS utilizando amoniaco libre y se
devuelve a las neuronas. En las neuronas, la reaccion PAG regenera el glutamato y
produce amoniaco. Como indica la linea discontinua, este amoniaco tendra que ser
transportado de regreso a los astrocitos para su eliminacion, esto podria tener lugar a
través de un transbordador de aminoécidos. ElI Glutamato podria metabolizarse hasta
cierto punto dentro del ciclo TCA tanto de las neuronas como de los astrocitos. En la
sinapsis GABAZérgica, el neurotransmisor GABA liberado es absorbido tanto por los
astrocitos circundantes como por la terminal presinaptica. En los astrocitos, el GABA
se metaboliza en dos pasos a succinato, que luego se metaboliza en el ciclo TCA a alfa-
cetoglutarato y luego a glutamato. A partir de aqui, los pasos son similares a los de la
sinapsis glutamatérgica. La sinapsis GABAérgica también necesita transportar
amoniaco de regreso a los astrocitos. Actualmente no se conoce en detalle el papel de
la recaptacion de Glutamato y GABA en la neurona presinéptica, aunque el dogma
actual es que las neuronas GABAEérgicas dependen mas de la recaptacién que las
neuronas glutamatérgicas. Abreviaturas: GABA, é&cido c-aminobutirico; GAD,
glutamato descarboxilasa; Glu, glutamato; Gln, glutamina; GS, glutamina sintetasa; a-
KG, a-cetoglutarato; PAG, glutaminasa activada por fosfato; Suc, succinato; TCA,
acido tricarboxilico. Modificado de Bak, Schousboe & Waagepetersen, 2006.

1.4.2.- Alteraciones de aminoacidos en pacientes con ELT.
En la epilepsia, el mecanismo fisiopatoldgico de la enfermedad es un

desbalance en la neurotransmision de aminoéacidos tanto excitadores como inhibidores
(aumento de excitacion y disminucién de inhibicion), misma que desencadena

actividad epileptiforme en el cerebro (ver figura 10) (Holmes & Ben-Ari, 2003).
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Figura 10. Fisiopatologia de la epilepsia. Las crisis son el resultado de un grupo de
neuronas que se activan de forma anormal debido a factores intrinsecos y extrinsecos.
a) Las extensas conexiones célula-célula denominadas “colaterales recurrentes”, la
actividad aberrante de las neuronas Il y Ill puede disparar sincronicamente, lo que
resulta en una despolarizacién prolongada de las neuronas. b) La intensa
despolarizacion paroxistica resulta en potenciales de acciéon y, propagacion de
descargas eléctricas a otras neuronas. Los cambios de despolarizacién paroxistica son
dependientes de la excitacion por Glutamato y la consecuente activacién de canales
voltaje-dependientes de sodio y calcio. Después de la despolarizacién, la célula es
hiperpolarizada por la activacion de receptores a GABA, asi como de canales de potasio
voltaje-dependientes. El desbalance entre excitacion e inhibicion producird una crisis.
¢) Una despolarizacion sostenida sin repolarizacion ocurre en muchas neuronas durante
la crisis. Tomado de (Holmes & Ben-Ari, 2003).

During y Spencer reportaron que las concentraciones de glutamato aumentan
antes y durante las crisis en dializados de hipocampo epileptégeno de pacientes con
ELT. Con respecto a GABA, no se mostraron cambios antes de las crisis, sin embargo,
aumento durante la crisis en ambos hipocampos, siendo significativo en el hipocampo

no epileptégeno (During & Spencer, 1993).

Por otro lado, Wilson y colaboradores, empleando dializados en el hipocampo
de pacientes con ELT, reportaron aumentos no significativos de los aminoacidos Glu,
Asp, GABA y Tau durante las crisis epilépticas. Sin embargo, los aminoacidos

Tirosina, Serina, Glicina y Asparagina no mostraron cambios (Wilson et al, 1996).

En un estudio con sinaptosomas en corteza temporal de 12 pacientes con ELTF
severa, se reportd en el tejido focal disminucién significativa de GIny Tau (Lleu et al.,
1994).
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Por otra parte, en tejido focal de 10 pacientes con ELT se hallaron aumentos
significativos de Glutamato y Aspartato, a la par de la disminucién significativa de
GABA, Glutamina y Taurina (Labiner et al., 1999). Ademas, la proporciéon de
aminoacidos (Aspartato+Glutamato)/(Taurina+GABA) fue significativamente mayor
en el tejido focal, mientras que la relacion Glutamina/Glutamato se redujo
significativamente (Labiner et al., 1999).

Respecto al contenido tisular de aminoéacidos, en la corteza temporal de 35
pacientes con ELTF se reportd aumento significativo de Glu respecto a biopsias sin
epilepsia (Perry & Hansen, 1981). De la misma manera, otro estudio reporté aumentos
significativos de Gli, Gluy Asp en pacientes con ELTF en comparacion con muestras

de autopsia o de tejido tumoral no epiléptico (Sherwin et al., 1988).

De esta manera, los estudios neuroquimicos en tejido epiléptico muestran
modificaciones tanto en el contenido tisular como en la liberacion de AA
neurotransmisores en la ELT. En dénde a grandes rasgos hay un predominio de la

actividad excitatoria sobre la inhibitoria.

1.4.3.- Aminoacidos en los trastornos de ansiedad y depresion en pacientes
con ELT.
Los trastornos de ansiedad y depresién se han relacionado con alteraciones en

aminoacidos en regiones extra-temporales. En mdltiples estudios empleando
espectroscopia de resonancia magnética de protones, se ha correlacionado el aumento
de ansiedad con el aumento de GIn y Glu, asi como la disminucion de GABA en la
corteza cingulada anterior y el tdlamo de humanos (Ende, 2015). Asi mismo, se ha
reportado que la administracién de dos aminoacidos que cumplen un rol de tono
inhibitorio que son Alanina y Taurina, pueden disminuir el comportamiento similar a

la ansiedad en ratas (Francisco & Guedes, 2015).

En la depresion se ha reportado reduccion de receptores a GABAA y neuronas
GABAérgicas en la region parahipocampal (Klumpers et al., 2010; Rajkowska et al.,
2007). Por el contrario, se ha demostrado aumento de GlIn en el putamen (Godlewska
et al., 2018) y de Glu en la corteza frontal de pacientes con depresion (Hashimoto,
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Sawa & lyo, 2007). Las evidencias descritas sugieren que ansiedad como depresion se
asocian a disminucion de aminoacidos inhibidores y aumento de aminoacidos

excitadores en regiones extratemporales.

Respecto a epilepsia, la evidencia sobre la participacion de AA 'y su relacion
con las comorbilidades psiquiatricas es poca.

Rocha et al., 2015 analizaron el contenido tisular de AA en la neocorteza
temporal de pacientes con ELTF y comorbilidad psiquiatrica (ansiedad y depresion),
reportando decremento significativo del contenido tisular de GABA respecto a
pacientes con ELTF sin comorbilidad psiquiatrica y tejido control no epiléptico. La
disminucion de GABA se correlaciond con una mayor frecuencia de crisis (Rocha et
al., 2015).

Las alteraciones en el equilibrio entre los aminoacidos excitadores e inhibidores
y en sus mecanismos de neurotransmision pueden estar implicadas en la expresion de
la epilepsia y de sus comorbilidades psiquiatricas (Rocha et al., 2014). Sin embargo,
se desconoce la situacion del contenido tisular de AA en la amigdala cerebral de
pacientes con ELTF y su posible asociacion con las comorbilidades psiquiatricas de

ansiedad y depresion.
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2.- JUSTIFICACION

La amigdala cerebral participa en la regulacion del comportamiento emocional.
Las alteraciones en la amigdala han sido relacionadas a los trastornos de ansiedad y

depresion.

Modelos animales de epileptogénesis en la amigdala cerebral han evidenciado

la aparicién de conductas de ansiedad/depresion.

En pacientes con Epilepsia del Lobulo Temporal (ELT) se presentan
comorbilidades como la ansiedad/depresion sugiriendo la participacion de la amigdala
cerebral, posiblemente asociadas a las alteraciones en los aminoacidos

neurotransmisores.

Al presente se desconoce si en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF
existen modificaciones en el contenido tisular de aminodcidos, y si estas

modificaciones guardan relacion con los trastornos de ansiedad/depresion.
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3.- HIPOTESIS

En la amigdala cerebral de pacientes con ELTF existe aumento del contenido

tisular de aminoacidos excitadores y disminucion de aminoacidos inhibidores.

Las alteraciones en el contenido tisular de aminoacidos seran mas evidentes en

la amigdala de los pacientes con ELTF y comorbilidad de ansiedad/depresion.
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4.- OBJETIVOS

4.1.- Objetivo general
Determinar el contenido tisular de aminoacidos excitadores e inhibidores en la

amigdala cerebral de pacientes con ELTF, su relacion con los trastornos de

ansiedad/depresion, y la influencia de factores clinicos.

4.2.- Objetivos especificos
I.  Analizar el contenido tisular de Aspartato, GABA, Glicina, Glutamato,

Glutamina y Taurina en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF, asi como
la influencia de su etiologia.

Il.  Identificar los cambios en el contenido tisular de AA en la amigdala cerebral
de pacientes con ELTF y comorbilidad de ansiedad/depresion, respecto a
pacientes con ELTF sin comorbilidad psiquiétrica.

[1l.  Evaluar la asociacion entre la cantidad de cada aminoacido con los factores
clinicos de la epilepsia (edad de inicio de las crisis, afios de duracion de la

epilepsia y frecuencia de crisis por mes).
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5.- METODOLOGIA
Se utiliz6 tejido amigdalino de 66 pacientes con ELTF sometidos a reseccion

de foco epiléptico y tejido amigdalino de 14 autopsias (ver figura 11).

Pacientes con ELTF a través del Programa de Cirugia Autopsias del Servicio Médico Forense (SEMEFO)
de epilepsia del INNN N=66 N=14

\ )
¥

Amigdala cerebral

]

Transporte y almacenamiento

Preparacion del
tejido
Cromatografia Liquida de Determinacion de proteinas

Alta Resolucion (HPLC) por método de Lowry

Analisis estadistico

Figura 11. Metodologia general.

5.1.- Obtencion y manipulacion de la amigdala cerebral.
Después de someterse a una minuciosa evaluacion prequirdrgica segun el

protocolo establecido por el Programa de Cirugia de Epilepsia del Instituto Nacional
de Neurologiay Neurocirugia "Manuel VVelasco Suarez" en México, todos los pacientes

fueron sometidos a cirugia de epilepsia.

El neurocirujano Mario Alonso-Vanegas llevé a cabo todas las cirugias. En el
caso de los pacientes con ELTF, se realiz6 la cirugia de epilepsia utilizando un enfoque
transtemporal y se utilizaron sefiales electrocorticograficas mediante rejillas de
electrodos 4x8 de Ad-Tech, Racine, WI.

La cirugia consistio en una amigdalo-hipocampectomia unilateral. En el caso
de los pacientes con tumor o lesion, se llevd a cabo un procedimiento quirdrgico similar
y se realizd una reseccion estandar de acuerdo con la ubicacién de la lesién o tumor y

los hallazgos neuropsicolégicos.
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Después de la reseccidn quirargica, las amigdalas cerebrales fueron congeladas
de inmediato en hielo seco molido y se almacenaron a-70 °C en un dispositivo REVCO

hasta su procesamiento.

Por otro lado, las amigdalas cerebrales de los grupos de control se obtuvieron
mediante diseccion cerebral durante las autopsias.

El estudio actual recibié la aprobacién de los comités cientificos de las
instituciones involucradas en la investigacion, y se obtuvo la autorizacion y el

consentimiento informado de cada participante.

5.1.1.- Criterios de seleccion de pacientes con ELTF.
Los criterios de seleccién para cirugia de pacientes con epilepsia del l6bulo

temporal farmacorresistencia fue registros de video-electroencefalograma (video-
EEG), tomografia computarizada por emision de foton unico (SPECT) o tomografia
por emision de positrones (PET), evaluacion neuropsicoldgica y neuropsiquidtrica, asi

como resonancia magnéetica nuclear (RMN).

Durante la evaluacién neuroldgica, se evalu6 trastornos de depresion y ansiedad
utilizando la Entrevista Clinica Estructurada para el Eje | del DSM-V (SCID-I) aplicada
por un Psiquiatra que no estaba al tanto del diagnéstico de epilepsia. Los pacientes
completaron la version en esparfiol de la Escala Hospitalaria de Ansiedad y Depresion
(HADS) para identificar posibles sintomas de ansiedad y/o depresion. La escala HADS
considera los sintomas experimentados durante la semana previa y no se ve afectada
por condiciones médicas generales coexistentes. Se excluyeron pacientes con
trastornos psiquiatricos o somaticos adicionales que pudieran interferir con los

trastornos del estado de animo, como la adiccion.

El tejido de amigdala cerebral de pacientes con ELTF (n=66), se realizd

considerando los siguientes criterios mostrados en la tabla 2.
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Tabla 2. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion de pacientes con ELTF.

Criterios de Inclusién:

e Pacientes candidatos a cirugia de epilepsia con diagndstico de Epilepsia del
Lobulo Temporal Farmacorresistente.

e Valoracion clinica pre y postoperatoria completa (evaluacion neuroldgica,
EEG y video-EEG, SPECT o PET, RMN, evaluacién neuropsicoldgica y
neuropsiquiatrica [SCID-1 y HADS]).

e Consentimiento informado.

Criterios de exclusién:

e Pacientes con valoracion clinica incompleta.

Criterios de eliminacion:

e Valores atipicos de aminoacidos.

EEG= electroencefalograma, SPECT= tomografia computarizada por emision de foton
Unico, PET= tomografia por emision de positrones, RMN= resonancia magnética
nuclear, SCID-1= Entrevista Clinica Estructurada para el Eje | del DSM-V, HADS=
Escala Hospitalaria de Ansiedad y Depresion.

En la tabla 3 se muestran las variables clinicas de los 66 pacientes con ELTF,
estas son: edad, sexo, edad de inicio de crisis, duracion de epilepsia, frecuencia de crisis
por mes describiendo media y desviacion estandar de las variables (x  se). Asi mismo
se reportan las dosis de los medicamentos recibidos al momento de la cirugia de la

epilepsia, presencia de comorbilidad psiquiatrica y tipo de epilepsia.




Tabla 3. Variables clinicas de los pacientes con ELTF.

5 5
o —_
5 g 3
2 o 3 s
o 2 O = 5
% o E: Il b =
o) = & g 2 e 3
S =) S S 3 3 )
=, o, o > o (=] o
= o & =) 3 o @
] & & 3 2 = C
) z 8 3 o g g
o o o = @ =) 5}
@ 3, gel &, kry @,
o & & 5 =) 2 @
3 = B = 2 5 3
) m g = = 3 < = =
= g8 o 2 X2 2 5 2 o
51 21 F 16 5 17 CBZ No ELTL
64 34 M 30 4 12 CBZ/LVT No ELTL
65 18 F 8 10 11 AVP/CBZ No ELTL
97 58 F 57 0.66 15 AVP No ELTL
124 52 F 528 0.1 4 DFH No ELTL
139 43 F 41 2 1 - No ELTL
206 25 M 3 22 5 AVP/CBZ No ELTL
228 36 M 1 32 20 AVP/CBZ No ELTL
248 39 M 17 22 4 AVP/CBZ No ELTL
305 21 F 14 7 4 DFH No ELTL
306 26 M 26 0 1 DFH No ELTL
337 21 F 17 4 3 DFH No ELTL
411 25 F 21 4 2 DFH/CBZ No ELTL
29 45 F 11 34 20 AVP/LMG/CNZ No EEMT
55 38 F 9 29 15 DFH/OXCBZ No EEMT
78 51 M 23 28 14 AVP/OXCBZ No EEMT
85 28 M 12 16 4 DFH/CBZ/TPMI/CNZ No EEMT
88 29 F 8 21 30 AVP/PMD No EEMT
98 32 M 8 24 75 AVP/LMG/CLB No EEMT
110 21 F 8 13 7 CBZ/TPM/LVT No EEMT
167 27 M 17 9 4 DFH/AVP/OXCBZ/LMG/CNZ/LVT No EEMT
184 28 M 10 18 6 CBZ/LMG No EEMT
204 34 F 13 20 3 CBz No EEMT
205 35 M 24 4 3 DFH/AVP No EEMT
220 34 M 14 20 6 DFH/CBZ No EEMT
250 21 F 15 0.5 4 - No EEMT
254 52 M 11 41 10 CBZ/PMD/LMG/LVT No EEMT
255 41 M 9 32 10 CBz No EEMT
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260 21 M 3 24 4 CBZ/LVT No EEMT
265 22 F 4 18 12 CBZ/PMD/CNzZ No EEMT
289 37 M 5 32 3 CBZ No EEMT
290 24 F 23 1 5 AVP/CBZ No EEMT
292 44 F 4 40 10 CBZ/LMG No EEMT
293 23 M 10 13 5 DFH/AVP No EEMT
295 43 M 27 16 8 AVP/PMD No EEMT
296 38 F 30 8 4 AVP No EEMT
313 32 F 16 16 36 AVP/LVT No EEMT
316 30 F 28 2 4 DFH No EEMT
367 22 F 12 10 4 CBZ/LMG No EEMT
369 28 F 10 18 15 OXCBZ/LMG No EEMT
397 42 F 16 34 4 CBZ No EEMT
418 26 F 3 23 4 CBZ/LMG No EEMT
430 29 M 19 18 5 OXCBzZ No EEMT
453 51 M 1 40 8 - No EEMT

78 51 M 23 28 14 AVP/OXCBZ A EEMT
187 33 M 28 5 AVP/CBZ/TPM A EEMT
247 47 M 7 40 5 DFH/CBZ A EEMT
355 60 M 52 2 AVP/CBZ A EEMT
413 31 M 9 21 7 DFH/LMG/TPM/LVT A EEMT
252 24 F 11 13 6 OXCBzZ A EEMT

95 47 F 25 22 7 LMG/ZNS D EEMT
177 23 F 2 19 10 CBZ/CNz D EEMT
195 37 F 2 35 4 CBZ/PMD D EEMT
244 31 F 12 19 7 AVP/OXCBZ/LMG D EEMT
249 21 M 11 16 100 AVP/OXCBZ/CNZ D EEMT
416 18 F 9 9 4 TPM/CLO D EEMT

28 25 F 16 9 18 CBZ D EEMT
339 47 M 12 35 4 DFH/CBZ/CNZ/LVT D EEMT

80 34 M 17 17 10 CBZ/CNZ/LVT A/D EEMT
127 38 F 3 35 15 AVP/OXCBZ/LMG A/D EEMT
194 58 F 27 24 4 CBZ/TPM A/D EEMT
256 33 F 2 31 5 CBZ/LMG A/D EEMT
346 38 M 14 24 4 AVP/CLB A/D EEMT
365 43 M 6 37 90 AVP/CBZ/CNZ A/D EEMT
291 34 M 30 4 60 CBZ A/D EEMT

- 3434 533% 1452 1948 1149 - -
+13 F. + + +
46.7% 139 154 214
M

DFH= fenitoina o difenilhidantoina, AVP= &cido valproico, CBZ= carbamazepina,
OXCBZ= oxcarbazepina, PMD= primidona, LMG= lamotrigina, TPM= topiramato,
CNZ= clonazepam, CLB= clobazam, LVT= levetirazetam, CLO= clorazepato, ZNS=
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zonisamida. F= femenino, M= masculino. A= ansiedad, D= depresion, ELTL=
epilepsia del lobulo temporal lesional, EEMT= epilepsia con esclerosis mesial
temporal.

5.1.2.- Criterios de seleccion del tejido de autopsias.
El tejido de amigdala cerebral del grupo control se obtuvo de autopsias (n=14)

del Servicio Médico Forense de la Ciudad de México (SEMEFO).

El tejido proviene de personas que fallecieron por causas ajenas a problemas
neuroldgicos y sin historial de enfermedades neurodegenerativas, considerando los

siguientes criterios (ver tabla 4):

Tabla 4. Criterios de seleccion de autopsias.

Criterios de Inclusién:

e Fallecimiento por diversas causas, sin datos clinicos de trastornos
neuroldgicos o psiquiatricos.

e Intervalo post-mortem de 10-20 horas.

e Almacenadas a -70°C después de su obtencién.

Criterios de exclusién:

e Antecedentes clinicos desconocidos/incompletos.

Criterios de eliminacion:

e Valores atipicos de aminoacidos.

En la tabla 5 se muestras las variables del grupo de autopsias, estas son: edad,
sexo (Masculino=M y Femenino=F), causa de muerte e intervalo post-mortem,

describiendo media y desviacion estandar de cada variable (x * se).

Tabla 5. Variables de los sujetos de tejido de autopsias.

Edad (afios) [Sexo Intervalo postmortem (horas) |Causa de muerte

29 M 18 Policontusién

40 M 14 Lesion por proyectil de arma de fuego
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49 F 18 Asfixia
45 M 18 Asfixia
73 M 15 Complicaciones DM?2
33 F 12 Traumatismo toracico
Traumatismo toracico por proyectil de arma de

36 M 12 fuego
12 F 14 Asfixia
40 F 20 Herida por proyectil de arma de fuego
33 F 18 Decapitacion
45 F 10 Desconocido
57 M 18 Infarto del miocardio
25 M 18 Herida punzocortante en torax
16 M 18 Asfixia

57.2% M
38 +4.24 42.8 % F 15.92£0.7 No neurolégico

5.1.3.- Procesamiento del tejido de amigdala cerebral.
El dia del experimento se tomo6 muestra de 100 mg de cada amigdalay se realizo

el siguiente procedimiento en hielo ~4°C (Peat & Gibb, 1983; Rocha et al., 2015):

Colocar 100 mg de tejido amigdalino en un tubo eppendorf.

Adicionar 90 ul de HC104 0.1 M (frio) por cada 10 mg de tejido amigdalino.
Homogenizar con el pistilo mecanico (dando 4 toques y permitiendo un espacio
entre los toques).

Centrifugar a 13,000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

Retirar el sobrenadante con una jeringa de insulina y filtrar con los filtros de
jeringa (Nalgene-nylon 0.45 um; 4mm F2604) y vaciar en tubos eppendorf (0.5
ml).

Tomar 2 alicuotas de 20 pl para la determinacion de aminoacidos a través de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

Re-suspender la pastilla con 250 pul de NaOH 0.1 N para determinar las

proteinas mediante el método de Lowry.
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5.2.- Cromatografia liquida de alta resolucion.
La deteccion de aminoéacidos en la amigdala cerebral se emple6 Cromatografia

Liquida de Alta Resolucion (HPLC por las siglas en inglés de la palabra “High

Performance Liquid Chromatography”) (H9971p536m Waters), equipado con 3

bombas (515 Waters), un automuestreador (717 Waters) con capacidad de 96 muestras,

y un detector de fluorescencia (474 Waters) para la separacion de aminoacidos

previamente derivatizados (ver figura 12).

Figura 12. Equipo para cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

Para realizar el HPLC, se prepararon los estandares de aminoacidos libres

utilizados: aspartato, glutamina, glutamato, glicina, taurina y acido gamma-

aminobutirico (ver tabla 6).

Tabla 6. Método de preparacion de los estandares para curva de calibracion de

aminoacidos en el HPLC.

ESTANDARES

PREPARACION

Solucion Stock 1mg/ml

Pesar 1mg de cada estandar (Asp, GIn, Glu, Gli, Tauy GABA).
Adicionar los mL necesarios.

Solucién Stock 10pg/mL

Transferir 10 pL de la solucion stock 1 mg/mL de cada estandar a un
tubo de 1.5 mL, adicionar 930 pL de HCIO4 0.1M.

Posterior a la preparacién de los estandares, se procedio a realizar curva de
calibracion de 200 ng/mL, 100 ng/mL, 50 ng/mL y 10 ng/mL.
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Los amino&cidos de manera natural no absorben luz ultravioleta ni tampoco
poseen actividad electroquimica, estos deben sufrir una modificacién quimica
(derivatizacion) para que puedan ser detectados mediante un detector fluorescencia.
Los agentes derivatizantes que empleamos en el proyecto son OPA (o-phthalaldehyde)
con un agente tiol denominado NAC (N-Actyl Cysteine), debido a que esta
combinacion genera los derivatizados fluorescentes mas estables para analisis de

aminoacidos en HPLC (Kutlan & Molnar, 2003). Los reactivos para realizar la

deteccion de aminoacidos por HPLC se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Reactivos para HPLC.

REACTIVOS PREPARACION

Solucioén 114.84 g de acetato de sodio (C,H3sNaO,) y 3.72 g de EDTA sal disodica (10 mM),

amortiguadora disolver en 800 mL de agua Milli-Q, adicionar 11 mL de Trietilamina (CsH1sN).

concentrada de Ajustar pH a 5.05 £ 0.05 con &cido fosforico concentrado (85%). Llevar a volumen

acetatos de 1L con agua Milli-Q, mezclar bien vy filtrar.

Fase movil A Mezclar 100 mL del Buffer concentrado de acetatos y 900 mL de agua Milli-Q, y
filtrar.

Fase movil B Acetonitrilo grado HPLC.

Fase movil C Agua Milli-Q.

Tetraborato de 1.01g de Tetraborato de Sodio (Na2B4O-) y disolver en 45 mL de agua Milli-Q,

Sodio 0.1M aforar a 50 mL.

Buffer concentrado | Pesar 27 mg de OPA y disolver en 1 mL de Metanol. Adicionar 4 mL de Buffer de

OPA-NAC Tetraborato de Sodio 0.1M y 0.304g de NAC, disolver bien. Ajustar con el pH con
NaOH 10N a 9.3 + 0.05. Almacenar hasta por 5 dias en refrigeracion y protegido de
laluz.

Buffer de trabajo Mezclar 1 mL del Buffer concentrado OPA_NAC con 3 mL de Tetraborato de Sodio

OPA-NAC 0.1M, y proteger de la luz.

Acido perclérico 435 uL de acido perclérico a un matraz volumétrico de 50 mL que contenga 25 mL

0.1M de agua Biocel.

La separacion de los aminoacidos se llevd a cabo empleando una columna

cromatografica de fase reversa de 3.9 mm x 150 mm (Nova-Pak, C18, 4 um, Waters).
Para la deteccion de aminoacidos se emple6 un detector de fluorescencia, con
longitudes de onda de 250 nm de excitacion y 395 nm de emision (Liu et al., 1998). La
fase moévil fue conformada por las soluciones A (Soluciéon amortiguadora concentrada
de acetatos), B (acetonitrilo grado HPLC) y C (agua Milli-Q). El volumen de inyeccion
fue de 20 pL y la velocidad de flujo de 0.5 mL/min (Rocha et al., 2015).
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La inyeccion del blanco consistio en 150 puLL de agua MIIi-Q mas 100 uL de la
solucion amortiguadora de trabajo OPA-NAC. Los estdndares se prepararon con 150
uL de cada estdindar de aminodcidos mas 100 pL de la solucién amortiguadora de
trabajo OPA-NAC. Las muestras se prepararon con 15 puL de las muestras de tejido
amigdalino mas 10 pL de la soluciéon amortiguadora de trabajo OPA-NAC. El

protocolo de inyeccion empleado se muestra en la tabla 8 (Rocha et al., 2015).

Tabla 8. Gradiente de inyeccién de las muestras en el HPLC.

Tiempo (min) Flujo (mL) %FM A %FM B %FM C
0.00 1.0 95 5 0

10.00 1.0 95 5 0

18.00 1.0 80 20 0

21.00 1.0 0 80 20
23.00 1.0 0 80 20
26.10 1.0 95 5 0

30.00 1.0 95 5 0

FM= fase movil.

Posterior a la inyeccion de las muestras de tejido amigdalino en el HPLC, se
realizo el andlisis del cromatograma que se obtuvo de cada muestra. Se midié la
amplitud del area bajo la curva (ABC) de cada aminoacido (ver figura 13), y se

transformaron los datos a unidades de pg/mL.
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Figura 13. Ejemplo de un cromatograma de aminoacidos. Los picos del
cromatograma son generados por la elucion diferencial de diferentes aminoacidos. Las
lineas rojas indican el area analizada para obtener el area bajo la curva de cada

aminoéacido en los distintos tiempos de retencion.
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Las unidades de medicion de resultados fueron expresadas en nmol/mg de
proteina (ver figura 14), para ello fue necesario que los pg/mL obtenidos del HPLC
fueran extrapolados a la curva estandar de aminoacidos y ponderados por el peso
molecular para obtener los pUM/mL presentes en la muestra ingresada en el HPLC,
posteriormente se realizd una correccion por mg de proteina de tejido para cada muestra
a través del método de Lowry (ver seccion 5.3), esta correccion fue necesaria debido a
que la cantidad de proteinas presentes en las muestras de tejido de amigdala cerebral

pueden variar por el grado de congelamiento del tejido.

5.3.- Determinacion de proteinas por método de Lowry.
Para la cuantificacion de proteinas por método de Lowry se usaron los

siguientes reactivos:

e Hidroxido de Sodio (NaOH) 0.1N. Pesar 0.4 g de NaOH y disolver en 100 mL
de agua Milli-Q.

e Carbonato de Sodio (Na;COz3) al 2% en NaOH 0.1N. Pesar 2 g de Na;CO3 y
disolver en 100 mL de NaOH 0.1N.

e Tartrato de Sodio — Potasio (Na — K) al 2%. Pesar 0.2 g de Tartrato de Na — K,
disolver en 10 mL de agua Milli-Q.

e Sulfato Cuprico (CuSOas) al 1%. Pesar 0.1 g de CuSO4 * 5-H>0 y disolver en
10 mL de agua Milli-Q.

e Mezcla de Reaccién: Mezclar 9.8 mL de NaxCOsz al 2%, 100 uL de Tartrato
Na-K al 2% y 100 pL de CuSOs al 1%.

e Reactivo de Folin-Ciocalteu (1:1). Mezclar 1 mL de Reactivo de Folin con 1
mL de agua Milli-Q.

e Estandar de Albumina Sérica Bovina (BSA) 1 mg/mL. Pesar 10 mg de BSA
fraccion V y disolver en 10 mL de agua Milli-Q.

Se determina por duplicado el blanco, los estandares y las muestras como que se

muestra en la tabla 9:
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La lectura de la absorbancia de cada muestra se determina a una longitud de onda
de 700 nm en el espectrofotdmetro para determinar los mg/mL de proteina presentes
en cada muestra de amigdala cerebral.

Tabla 9. Procedimiento de preparacion de reactivos y muestras para determinar
proteinas por el método de Lowry.

Reactivos [/ Estandares (pg/ul)
Muestras Blanco |0 1 15 | 30 | 45 | eo | roplemas
Agua (pL) 100 90 85 70 55 40 -
Albamina
(1mg/mL) - 10 15 30 45 60 -
Problemas
(dilucién, pL) i ) ] i ] ] 100
Mezcla de 500 pL, agitar y dejar reposar por 10 min a temperatura
Reaccion (pL) ambiente-
Reactivo de Folin 50 uL, agitar y dejar reposar por 30 min a temperatura
(1:1) ambiente en un lugar oscuro.
=~ 10000 N —
N\ , . ug/ml ABC
(EI'I']DOWEI" Area bajo la curva H-.I |
: \ g |\ 1 1064722
SIS 2t 14534728
Fa ™" 26086895

25789632 —[—829816|
2760987

Proteina (mg/ml)
3.38
Correccion por mg de proteina de tejido:

72.44 umol ml 1L ~ (0.02143 umol 1000 nmol\ 21 43 nmol
L 3.38mg/\1000ml/ \ mg 1umol | " mg

Extrapolacion de la curva a la curva estandar: x = =9.64 ng/ml

Ponderacion por el peso molecular:

9.64 1ml 1 umol mol
a K =724uM =724 a
ml 0.001L/\133.1 ug L

Figura 14. Célculo de unidades. Ejemplo de la cuantificacion de un solo aminoacido
de una solo muestra de amigdala cerebral. ml= mililitro, L= litro, mg= miligramos, pg=
microgramos, UM= micro molar, umol = micro moles, nmol= nano moles.
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5.4.- Andlisis estadistico

Se realiz6 una base de datos en el software Microsoft Excel 365 y

posteriormente en el andlisis estadistico se empleo el software GraphPad Prism 8.

Pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk se realizaron para cada conjunto de

datos, con el fin de determinar si las pruebas estadisticas a emplear debian ser

paramétricas 0 no paramétricas. Posteriormente se eliminé a los sujetos que

presentaron valores atipicos a traves de la evaluacion por el método ROUT.

Los valores obtenidos del presente estudio no se ajustan a una distribucion

normal, por lo cual, el andlisis estadistico consistio en pruebas no paramétricas.

El disefio experimental se muestra en la tabla 10, considerando un nivel de

significancia o < 0.05.

Tabla 10. Disefio experimental.

Objetivo 1

Grupos

por Prueba estadistica

Experimento 1A
“Cuantificacion de AA
en tejido control y
analisis de correlacién
entre contenido tisular
de AA con edad y
tiempo postmortem”

comparar
Autopsias (n=14).

Andlisis de correlacién de

Spearman.

Experimento 1B
“Comparacion del
contenido tisular de AA
entre  autopsias Yy
pacientes con ELTF”

Autopsias (n=14) vs
ELTF (n=66).

Prueba U de Mann-Whitney.

Experimento 1C

“Comparacion del
contenido tisular de AA
entre  las  distintas

Experimento 2
“Comparacion del
contenido tisular de AA

Autopsias (n=14) vs
ELTL (n=13) s
EEMT (n=53).

etiologias de la ELTE”
Objetivo 2

Autopsias (n=14) vs
ELTF sin A/D (n=45)
vs ELTF con A /D
(n=21).

Anélisis  unidireccional  de
varianza en rangos de Kruskal-
Wallis y prueba post hoc de
Dunn.

Anélisis  unidireccional  de
varianza en rangos de Kruskal-
Wallis y prueba post hoc de
Dunn.
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de pacientes con ELTF

conysin A/D”

Experimento 3 ELTFsin A/D (n=45) | Analisis de correlacion de
“Analisis de correlacion | y ELTF con A/D | Spearman entre factores clinicos
del contenido tisular de | (n=21). de la epilepsia y contenido tisular
aminodcidos con los de AA.

factores clinicos de la

epilepsia”

ELTF= Epilepsia del Lébulo Temporal Farmacorresistente, ELTL= Epilepsia del
Lébulo Temporal Lesional (debida a tumores), EEMT= Epilepsia con Esclerosis
Mesial Temporal, A=Ansiedad y D=Depresion.

El experimento 1A se baso en la cuantificacion del contenido tisular del tejido
control y la correlacion de Spearman se plante para asociar el contenido tisular de AA

dependiente de la edad o del tiempo postmortem del tejido control.

En el experimento 1B se realizd la comparacion de contenido tisular de AA
entre tejido de autopsias y pacientes con ELTF a través de una Prueba U de Mann-

Whitney para determinar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

El experimento 1C, el grupo de pacientes con ELTF (n=66) se divide en
epilepsia con esclerosis mesial temporal (EEMT n=53) y epilepsia lesional (n=13). Se
comparé el contenido tisular de AA entre las dos etiologias y el grupo de tejido de
autopsias. Se emple6 analisis unidireccional de varianza en rangos de Kruskal-Wallis
y prueba post hoc de Dunn para determinar si la EEMT y la ELTL comparten
similitudes en la fisiopatologia de AA desencadenantes de epilepsia con respecto al

grupo de autopsia.

El experimento 2 comparé el contenido tisular de AA de pacientes con ELTF
con y sin A/D y tejido de autopsias. Utilizamos analisis unidireccional de varianza en
rangos de Kruskal-Wallis y prueba post hoc de Dunn para identificar cambios en el

contenido tisular de AA en pacientes con ELTF con y sin comorbilidad de A/D.

En el experimento 3 se realizd analisis de correlacion de Spearman del
contenido tisular de aminoéacidos con los factores clinicos de la epilepsia. Se empled

este analisis con el objetivo de identificar correlaciones entre el contenido tisular de
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pacientes con ELTF con y sin A/D y factores clinicos de la epilepsia (edad de inicio de
las crisis, afios de duracién de la epilepsia y frecuencia de crisis por mes).

Ademas, se realizd la comparacion entre las proporciones de GIn/Glu y
GIu/GABA con la finalidad de evidenciar si existia alguna diferencia entre la tasa de
precursores/productos (ver figura 9) de los dos AA mas importantes en la

neurotransmision.
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6.- RESULTADOS

6.1.- Viabilidad del tejido amigdalino control.
La viabilidad del uso del tejido proveniente de autopsias como tejido control se

analiz6 mediante la correlacion entre el contenido tisular de AA y la edad, asi como

entre el contenido tisular de AA 'y el tiempo postmortem (ver seccién 6.1.2).

6.1.1.- Contenido tisular de AA en la amigdala cerebral del grupo control
Los valores basales de los AA del tejido control fueron los siguientes: Asp =

3.8 £ 0.3 nmol/mg de proteina, GIn= 9.5 £ 1.0 nmol/mg de proteina, Glu= 3.6 £ 0.3
nmol/mg de proteina, Gli= 8.2 £ 0.7 nmol/mg de proteina, Tau= 7.7 £ 0.9 nmol/mg de

proteina y GABA= 1.9 £ 0.2 nmol/mg de proteina (ver figura 15).

15-

=
T

nmol / mg proteina
(6]
1

SN AN
N <9\/\rzr0\§,v

Figura 15. Valores basales de aminoéacidos en la amigdala cerebral de controles.
Cada barra representa la media * error estandar. n=14.

6.1.2.- Correlacion entre el contenido tisular de AA en la amigdala cerebral con la edad
de fallecimiento de los sujetos donantes de tejido control y el tiempo postmortem.

En la tabla 11 se observa que no existen correlaciones significativas entre el
contenido tisular de AA con la edad de fallecimiento y el tiempo postmortem en ningdn
AA.
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Tabla 11. Correlacion entre el contenido tisular de AA en amigdala cerebral con
la edad de los individuos donantes de tejido control y el tiempo postmortem.

Edad de los individuos del Tiempo postmortem

Aminoacidos grupo control
Valor r Valor p Valor r Valor p

Asp -0.049 0.870 -0.27 0.343
GlIn 0.40 0.153 -0.28 0.326
Glu 0.35 0.215 0.075 0.799
Gli 0.0066 0.985 -0.054 0.856
Tau 0.25 0.387 0.24 0.397
GABA 0.073 0.805 0.21 0.475

€

Para cada AA, se denota el coeficiente de correlacion de Spearman “r” y el valor p. No
hay valores p significativos.

Las condiciones de almacenamiento y procesamiento del tejido, asi como la
edad y el tiempo postmortem de las autopsias no mostraron influencia en el contenido
tisular de AA en la amigdala cerebral. Sugiriendo que el tejido sea considerado control

en las comparaciones posteriores.

6.2.- Comparacion del contenido tisular de los aminoacidos en amigdala cerebral del
grupo control y de pacientes con epilepsia del I6bulo temporal farmacorresistente.

6.2.1.- Niveles de contenido tisular de AA en la amigdala cerebral de pacientes con
epilepsia del I16bulo temporal farmacorresistente respecto al tejido control.
La evaluacién del contenido tisular de los aminoacidos en la amigdala cerebral

de pacientes con ELTF mostré que aminoacidos excitadores GIn (34.1 + 4.2 nmol/mg
de proteina) y Glu (9.95 £ 1.2 nmol/mg de proteina) presentan un aumento significativo
(p <0.001) de 256.2 % y 174.6 % respectivamente, con respecto al grupo control (ver
figura 16). Asi como del AA inhibidor Tau (12.4 + 1.5 nmol/mg de proteina) de 60.2
% respecto al grupo control (p <0.05).

Por otra parte, la Gli (6.6 £ 0.8 nmol/mg de proteina) presentd disminucion

significativa del 19 % respecto al grupo control (p <0.05).
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Los aminoacidos Asp (4.7 = 0.5 nmol/mg de proteina) y GABA (1.8 + 0.2
nmol/mg de proteina) no presentaron diferencias significativas con respecto al grupo

control (ver figura 16).

ASP GLN GLU
*%kk
6 40 — 15+
g g a koK ok
S 4- 5 5 10
o o o
)] O 20+ o
£ £ £
= 24 = — 54
[¢} o . [¢]
=L = 3
0- 0- 0-
Control ELTF Control ELTF Control ELTF
GLI TAU GABA
_ * _ * _
10 — 15 2.5
© © o
£ 84 £ £ 2.01
2 2 2
o o 107 o
g 67 s 5 1.5
o o o
E s E E 1.0
— — 54 —
5] g o
E 24 E E 0.51
0- 0- 0.0-
Control ELTF Control ELTF Control ELTF

Figura 16. Comparacion entre el contenido tisular de AA en la amigdala cerebral
de tejido control y pacientes con ELTF. Se realiz6 una Prueba U de Mann-Whitney.
Control n=14, Epilepsia del L6bulo Temporal Farmacorresistente (ELTF) n=66. Cada
barra representa la media + error estandar, * p <0.05, *** p <0.001.

6.2.2.- Proporciones GIn/Glu y GIu/GABA en la amigdala cerebral de controles y
pacientes con epilepsia del 16bulo temporal farmacorresistente.
Se realiz6 la comparacién de la proporcion de GIn/Glu y Glu/GABA a traves

de una Prueba U de Mann-Whitney entre pacientes con ELTF y tejido control (ver tabla
12).
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Tabla 12. Proporciones de AA en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF y
tejido control.

Proporciones Control ELTF
GIn/Glu 2.8+04 40+0.3*
Glu/GABA 2.0+0.2 6.6 (0.7 ***

Prueba U de Mann-Whitney. Se muestra la media del contenido tisular de aminoacidos
en nmol/mg de proteina * el error estandar. * p <0.05, *** p <0.001. Control n= 14,
Epilepsia del Lébulo Temporal Farmacorresistente n=66.

La proporcion de GIn/Glu se encuentra incrementada significativamente (p
<0.05) en el grupo de pacientes con ELTF (4.0 + 0.3 nmol/mg de proteina) respecto al
grupo control (2.8 = 0.4 nmol/mg de proteina). El resultado obtenido sugiere que el
incremento de la proporcion GIn/Glu en el tejido amigdalino existe mayor produccion
de GIn que potencialmente puede ser transformada en Glu, incrementando asi la

excitabilidad del tejido.

La proporcién de GIu/GABA se encuentra incrementada significativamente (p
<0.001) en el grupo de pacientes con ELTF (6.6 + 0.7 nmol/mg de proteina) respecto
al grupo control (2.0 = 0.2 nmol/mg de proteina). El incremento de la proporcion
GIu/GABA indicaria que hay un exceso de Glu respecto a la cantidad de GABA en el
tejido amigdalino de pacientes con ELTF, lo que podria contribuir al incremento de la

excitabilidad del tejido amigdalino en pacientes con ELTF.

6.3.- Contenido tisular de AA por etiologia de la epilepsia del 16bulo temporal
farmacorresistente.
En los pacientes con ELTF (n=66) se reportd dos grupos acorde a la etiologia

de la epilepsia, pacientes con Epilepsia del Lobulo Temporal Lesional (ELTL) n=13
(aquella debida a tumores o malformaciones arteriovenosas) y pacientes con Epilepsia

con Esclerosis Mesial Temporal (EEMT) n=53 (ver figura 18).
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6.3.1.- Contenido tisular de aminoéacidos en amigdala cerebral de pacientes con
epilepsia del 16bulo temporal lesional y esclerosis mesial temporal.
Los valores de contenido tisular de los AA en los grupos de ELTL y EEMT no

presentan diferencia significativa entre ellos (ver figura 17).

Por otra parte, se observa en el grupo de ELTL y EEMT incremento
significativo (p <0.001) de GIn 419 + 7.2 y 32.2 £ 2.1 nmol/mg de proteina
respectivamente, con respecto al grupo control 9.5 £ 1.0 nmol/mg de proteinay de Glu
10.3 + 2.2 nmol/mg de proteina 'y 9.8 £ 0.7 nmol/mg de proteina respectivamente, con

respecto al grupo control 3.6 + 0.3 nmol/mg de proteina (ver figura 17).

Sin embargo, Tau presenta incremento significativo (p <0.05) solo en pacientes
con ELTL de 17.05 = 3.4 nmol/mg de proteina respecto al grupo control 7.7 + 0.9
nmol/mg de proteina (ver figura 17).
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Figura 17. Contenido tisular de AA en dos etiologias de la ELTF. Analisis
unidireccional de varianza en rangos de Kruskal-Wallis y prueba post hoc de Dunn.
Control n=14, Epilepsia del Lébulo Temporal Lesional (ELTL) n=13, Epilepsia con
Esclerosis Mesial Temporal (EEMT) n= 53. Cada barra representa la media * error
estandar. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

El contenido tisular de AA en la amigdala cerebral se compar6 con la edad de
inicio y duracion de la epilepsia en los grupos ELTL y EEMT. Se report6 que los
pacientes con ELTL inician con crisis epilépticas a los 23.3 + 4.8 afios con respecto a

los pacientes con EEMT que inician a los 12.3 + 1.1 afios.

Con respecto a la duracion de la epilepsia, los pacientes con ELTL presentan
menor duracion de afios con epilepsia (8.6 £ 2.8 afios) respecto a los pacientes con
EEMT (22.1 + 1.6 afos) (ver figura 18).
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Figura 18. Edad de inicio y duracion de la epilepsia en pacientes con ELTL y
EEMT. Prueba U de Mann-Whitney. Epilepsia del Lébulo Temporal Lesional (ELTL)
n=13, Epilepsia con Esclerosis Mesial Temporal (EEMT) n=53. Cada barra representa
la media + error estandar, * p <0.05, *** p <0.001.

6.3.2.- Proporciones GIn/Glu y GIu/GABA en la amigdala cerebral de pacientes con
epilepsia del I16bulo temporal lesional y esclerosis mesial temporal.

En pacientes con ELTL la proporcion GIn/Glu esta aumentada
significativamente (4.4 = 0.5 nmol/mg de proteina) respecto al grupo control (2.8 + 0.4
nmol/mg de proteina), lo que sugiere que los pacientes con ELTL tienen mayor
disponibilidad del precursor de Glu y que este podria no estar siendo convertido en
Glu.

Respecto a los pacientes con EEMT (3.9 = 0.3 nmol/mg de proteina) no
presentan diferencia en la proporcion GIn/Glu respecto al grupo control (2.8 + 0.4
nmol/mg de proteina), lo que sugiere que los pacientes con EEMT podrian estar
presentando mayor conversion de Gln a Glu, por lo cual, la proporcion GIn/Glu es mas

baja que en los pacientes con ELTL (ver tabla 13).

La proporcion de GIu/GABA esta aumentada significativamente tanto en
pacientes con ELTL (10.2 £ 3.2 nmol/mg de proteina) como con EEMT (5.7 £ 0.3
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nmol/mg de proteina) respecto al grupo control (2.0 = 0.2 nmol/mg de proteina). Este
resultado supone que hay una mayor cantidad del neurotransmisor excitador Glu
respecto al neurotransmisor inhibidor GABA, es decir, una mayor tasa

excitacion/inhibicion (ver tabla 13).

Tabla 13. Proporciones de AA en la amigdala cerebral de controles y pacientes
con ELTLYy EEMT.

Proporcion Control ELTL EEMT
GIn/Glu 2.8+0.4 44 +£0.5 ** 39+0.3
Glu/GABA 20+0.2 10.2 £ 3.2 *** 5.7+0.3 ***

Analisis unidireccional de varianza en rangos de Kruskal-Wallis y prueba post hoc de
Dunn. Control n=14, ELTL= Epilepsia del Lobulo Temporal Lesional n=13, EEMT=
Epilepsia con Esclerosis Mesial Temporal n=53. Se muestra la media del contenido
tisular de aminoacidos * el error estandar. ** p <0.01, *** p <0.001.

6.3.3.- Correlacion entre los factores clinicos de la epilepsia con el contenido tisular
de AA en la amigdala cerebral de pacientes con epilepsia del 16bulo temporal
lesional.

El andlisis de correlacion del contenido tisular de los aminoacidos excitadores

(Asp, GIn y Glu) en la amigdala cerebral de pacientes con ELTL con los factores
clinicos de la epilepsia (edad de inicio de crisis, afios de duracion de epilepsia y

frecuencia de crisis por mes) no present6 correlaciones significativas (ver figura 19).

Por otro lado, pacientes con EEMT correlacionaron positivamente el contenido
tisular de Gln con la edad de inicio de las crisis (r=0.27, p=0.05) (ver figura 19). Sin
embargo, no hay correlaciones significativas entre las variables clinicas de la epilepsia
con el contenido tisular de Asp ni Glu en la amigdala cerebral de pacientes con EEMT

(ver figura 19).
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Factores ELTL EEMT Factores ELTL EEMT Factores ELTL EEMT
clinicos de clinicos de clinicos de
la epilepsia la epilepsia la epilepsia
Edad de r=0.17 r=0.071 Edad de r=0.15 r=0.27 Edad de r=0.055 r=0.24
inicio de p=0.581 p=0.615 inicio de p=0.620 p=0.05~ inicio de p=0.859 p=0.082
las crisis las crisis las crisis
Aiios de r=-0.12 r=0.0077 Aiios de r=-0.044 r=-0.041 Anos de r=-0.028 r=0.029
duracion p=10.704 p=0.957 duracion p=0.887 p=10.768 duracion p=0.931 p=0.835
de la de la dela
epilepsia epilepsia epilepsia
Frecuencia r=-0.29 r=-0.10 Frecuencia r=-0.19 r=-0.26 Frecuencia r=-0.15 r= 0.0096
de crisis p=0.338 p=0473 de crisis p=0.535 p=10.063 de crisis p=0.611 p=0.946
por mes por mes por mes

Aspartato Glutamina Glutamato

Figura 17. Tablas de correlacion de factores clinicos con el contenido tisular de
AA excitadores en la amigdala cerebral de pacientes con ELTL y EEMT. Epilepsia
del Lobulo Temporal Lesional (ELTL) n=13, Epilepsia con Esclerosis Mesial
Temporal (EEMT) n=53. Se denota el coeficiente de correlacion de Spearman “r” y el

valor p. * p <0.05.

Por otro parte, el contenido tisular de AA inhibidores (Gli, Tau y GABA) no
presento correlaciones significativas entre los factores clinicos de la epilepsia en los

grupos de pacientes con ELTL y EEMT (ver figura 20).

Factores ELTL EEMT Factores ELTL EEMT Factores ELTL EEMT
clinicos de clinicos de clinicos de
la epilepsia la epilepsia la epilepsia
Edad de r=0.12 r=0.21 Edad de r=0.19 r=0.17 Edad de r=-0.14 r=0.18
inicio de p=0.706 p=0.125 inicio de p=10.525 p=10.213 inicio de p=0.646 p=0.195
las crisis las crisis las crisis
Aifios de r=0.072 r=-0.087 Aiios de r=-0.053 r=-0.087 Aiios de r=0.33 r=-0.090
duracion p=0.81% p=0.536 duracion p=0.866 p=0.536 duracion p=0.270 p=0.520
de la de la de la
epilepsia epilepsia epilepsia
Frecuencia r=0.0 r=0-013 Frecuencia r=-0.21 r=-0.24 Frecuencia r=-0.14 r=-0.14
de crisis p=0.999 p=0.925 de crisis p=0.662 p=0.072 de crisis p=0.657 p=10.328
por mes por mes por mes

Glicina Taurina GABA

Figura 18. Tablas de correlacion de factores clinicos con el contenido tisular de
AA inhibidores en la amigdala cerebral de pacientes con ELTL y EEMT. Epilepsia
del Lobulo Temporal Lesional (ELTL) n=13, Epilepsia con Esclerosis Mesial
Temporal (EEMT) n=53. Se denota el coeficiente de correlacion de Spearman “r”’ y el
valor p. No hay valores p significativos.
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6.4.- Contenido tisular de AA por comorbilidad psiquiatrica en pacientes con
epilepsia del I16bulo temporal farmacorresistente.
En los pacientes con ELTF (n=66) se observo presencia de comorbilidad

psiquiatrica de ansiedad y/o depresion (ELTF con A/D n=21) o ausencia de
comorbilidad (ELTF sin A/D n=45).

Es importante mencionar que los pacientes con etiologia de ELTL no

presentaron comorbilidad de ansiedad y/o depresion (ver tabla 3).

6.4.1.- Niveles de contenido tisular de AA en amigdala cerebral en pacientes con
epilepsia del 16bulo temporal farmacorresistente con y sin ansiedad/depresion.
El contenido tisular de AA de los grupos de pacientes con ELTF sin A/D y con

A/D no presenta diferencias significativas entre si (ver tabla 14).

Tabla 14. Valores promedio de aminoacidos en la amigdala cerebral de pacientes
con ELTF, en presencia o ausencia de comorbilidad de A/D.

Aminoécidos Control ELTF sin A/D ELTF con A/D
Asp 3.8+0.3 5.0+04 41+04

Gln 95+1.0 35.7 £ 2.8 *** 30.8 + 3.4 ***
Glu 36+0.3 10.4 £ 0.9 *** 89+ 1.1 ***
Gli 8.2+0.7 7.0+£0.7 5.9+0.7

Tau 7.7+£0.9 13.3+1.2* 106 +1.3
GABA 19+0.2 1.8+0.1 1.7+0.2

ELTF=Epilepsia del Lobulo Temporal Farmacorresistente. A.=Ansiedad.
D.=Depresion. Control n=14, ELTF sin A/D n= 45, ELTF con A/D n=21. Analisis
unidireccional de varianza en rangos de Kruskal-Wallis y prueba post hoc de Dunn.
Los resultados se expresan en media de nmol/mg de proteina + error estandar. * p
<0.05, *** p <0.001 respecto al grupo control.

Por el contrario, la GIn estd incrementada significativamente (p <0.001) en
pacientes con ELTF sin A/D (35.7 £ 2.8 nmol/mg de proteina) y pacientes con ELTF
con A/D (30.8 = 3.4 nmol/mg de proteina), respecto al grupo control (9.5 + 1.0
nmol/mg de proteina).
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De la misma manera, el Glu esta incrementado significativamente (p <0.001)
en pacientes con ELTF sin A/D (10.4 + 0.9 nmol/mg de proteina) y pacientes con ELTF
con A/D (8.9 £ 1.1 nmol/mg de proteina), respecto al grupo control (3.6 = 0.3 nmol/mg
de proteina) (ver tabla 14).

Ademas, la Tau se encuentra incrementada significativamente (p <0.05) en
pacientes con ELTF sin A/D (13.3 = 1.2 nmol/mg de proteina) con respecto al grupo
control. Sin embargo, en pacientes con ELTF con A/D (10.6 = 1.3 nmol/mg de
proteina) no se presenta diferencia significativa respecto al grupo control (7.7 + 0.9

nmol/mg de proteina) (ver tabla 14).

6.4.2.- Proporciones GIn/Glu y GIu/GABA en la amigdala cerebral de pacientes con
epilepsia del 16bulo temporal farmacorresistente con y sin ansiedad/depresion.
Los pacientes con ELTF sin A/D presentan incremento significativo de la

proporcion GIn/Glu (3.8 + 0.2 nmol/mg de proteina) respecto al grupo control (2.8 +
0.4 nmol/mg de proteina), efecto que no se observa en el grupo de pacientes con ELTF
con A/D (4.4 £ 0.8 nmol/mg de proteina) (ver tabla 15).

Por otro lado, la proporcion Glu/GABA esta incrementada significativamente
tanto en pacientes con ELTF sin A/D (7.1 £ 1.0 nmol/mg de proteina) como en
pacientes con ELTF con A/D (5.6 + 0.5 nmol/mg de proteina), respecto al grupo control
(2.0 £ 0.2 nmol/mg de proteina) (ver tabla 15); resultado que supone que en ambos

grupos de pacientes existe una mayor relacion excitacion/inhibicion.

Tabla 15. Proporciones de AA en la amigdala cerebral de controles y pacientes
con ELTF cony sin Ay/oD.

Proporciones Control ELTF sin A/D ELTF con A/D
GIn/Glu 2.8+04 3.8+£0.2%* 44+0.8
Glu/GABA 2.0+0.2 7.1 £1.0%** 5.6+ 0.5 ***

Analisis unidireccional de varianza en rangos de Kruskal-Wallis y prueba post hoc de
Dunn. ELTF= Epilepsia del Lobulo Temporal Farmacorresistente. A.=Ansiedad.
D.=Depresion. Control n=14, ELTF sin A/D n=45, ELTF con A/D n=21. Se muestra
la media del contenido tisular de aminoacidos + el error estandar. * p <0.05, *** p
<0.001.
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6.4.3.- Correlacion entre los factores clinicos de la epilepsia con el contenido tisular
de AA en la amigdala cerebral de pacientes con epilepsia del 16bulo temporal
farmacorresistente con y sin ansiedad/depresion.

Los pacientes con ELTF sin A/D, no presentaron correlaciones significativas

entre las variables clinicas de la epilepsia con el contenido tisular de Asp y Glu en

amigdala cerebral (ver figura 21). Sin embargo, presentaron correlacion positiva entre

el contenido tisular de Gln y la edad de inicio de la crisis (r= 0.37, p= 0.013).

Por otro lado, pacientes con ELTF con A/D, no presentaron correlaciones

significativas entre los factores clinicos de la epilepsia y el contenido tisular de los AA

excitadores (Asp, GIn y Glu) (ver figura 21).

Factores ELTF sin ELTF con Factores ELTF sin ELTF con Factores ELTF sin ELTF con
clinicosde A/D A/D clinicosde A/D A/D clinicosde A/D A/D
la epilepsia la epilepsia la epilepsia
Edad de r=0.19 r=0.15 Edad de r=0.37 r=0.21 Edad de r=0.18 r=0.18
inicio delas p=0.206 p=0.525 iniciodelas p=0.013* p=0.356 inicio de las p=0.244 p=0.429
crisis crisis crisis
Afios de r=-0.14 r=0.15 Afios de r=-0.24 r=0.23 Afios de r=-0.053 r=0.33
duraciénde p=0.366 p=0.524 duraciénde p=0.111 p=0.319 duraciénde p=0.730 p=0.145
la epilepsia la epilepsia la epilepsia
Frecuencia r=-0.13 r=-0.24 Frecuencia r=-0.27 r=-0.27 Frecuencia r=0.015 r=-0.098
de crisis por p=0.402 p=0.287 de crisis por p=0.073 p=0.233 de crisis por p=0.923 p=0.674
mes mes mes

Aspartato Glutamina Glutamato

Figura 21. Tablas de correlacion de factores clinicos con el contenido tisular de
AA excitadores en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF con y sin
comorbilidad psiquiatrica de A/D. ELTE= Epilepsia del Lébulo Temporal
Farmacorresistente, A/D= Ansiedad y/o Depresion. ELTF sin A/D n=45, ELTF con

[{P%4)

A/D n=21. Se denota el coeficiente de correlacion de Spearman “r” y el valor p. * p
<0.05.

Respecto al analisis de correlacion del contenido tisular de aminoacidos
inhibitorios en amigdala cerebral, pacientes con ELTF con A/D no presentaron
correlaciones entre los factores clinicos de la epilepsia y el contenido tisular de Gli,
GABA 'y Tau (ver figura 22).
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El grupo con ELTF sin A/D no presentd correlaciones significativas entre los
factores clinicos de la epilepsia y el contenido tisular de Gli y GABA en amigdala

cerebral (ver figura 22).

Sin embargo, los pacientes con ELTF sin A/D presentan correlacion positiva
entre el contenido tisular de Tau y la edad de inicio de la crisis (r= 0.39, p= 0.009), asi

mismo, correlacion negativa con los afios de duracion de la epilepsia (r=-0.29, p= 0.05)

(ver figura 22).
Factores ELTF sin ELTF con Factores ELTF sin ELTF con Factores ELTF sin ELTF con
clinicosde A/D A/D clinicosde A/D A/D clinicosde A/D A/D
la epilepsia la epilepsia la epilepsia
Edad de r=0.15 r=0.40 Edad de r=0.39 r=-0.071 Edad de r=0.030 r=0.15
inicio de las p=0.337 p=0.071 iniciodelas p=0.009 ** p=0.760 inicio de las p=0.847 p=0.506
crisis crisis crisis
Afios de r=-0.10 r=0.062 Afios de r=-0.29 r=0.30 Afios de r=0.077 r=0.14
duraciénde p=0.505 p=0.790 duracionde p=0.050* p=0.187 duraciénde p=0.617 p=0.541
la epilepsia la epilepsia la epilepsia
Frecuencia r=0.023 r=-0.052 Frecuencia r=-0.25 r=-0.056 Frecuencia r=-0.091 r=-0.21
de crisis por p=0.880 p=0.821 de crisis por p=0.103 p=0.808 de crisis por p=0.550 p=0.371
mes mes mes

Glicina Taurina GABA

Figura 22. Tablas de correlacion de factores clinicos con el contenido tisular de
AA inhibidores en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF con y sin
comorbilidad psiquiatrica de A/D. ELTE= Epilepsia del Lébulo Temporal
Farmacorresistente, A/D= Ansiedad y/o Depresion. ELTF sin A/D n=45, ELTF con

A/D n=21. Se denota el coeficiente de correlacion de Spearman “r” y el valor p. * p
<0.05, ** p <0.01.
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7.- DISCUSION
En el presente trabajo se evalud el contenido tisular de AA en la amigdala

cerebral de 14 sujetos control y 66 pacientes con ELTF.

El anélisis de AA revel6 que en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF
existe un incremento de GIn, Glu y Tau con respecto al tejido control; asi como un
decremento de Gli. Las proporciones de GIn/Glu y GIu/GABA se mostraron
incrementadas en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF respecto al tejido

control.

El andlisis revel6 que el grupo de pacientes con ELTF sin ansiedad y/o
depresion presentd un mayor contenido tisular de Tau; situacion que no ocurrio en los
pacientes con ELTF con ansiedad y/o depresion. Ademas, el aumento de Tau en la
amigdala cerebral de pacientes con ELTF sin ansiedad y/o depresion se correlacion6

con una mayor edad de inicio de las crisis y una menor duracién de epilepsia.

7.1. Factibilidad del uso del tejido cerebral de autopsias como condicion control.
Bajo las condiciones de tratamiento y almacenamiento del tejido control

mostradas en la seccion 5, tanto la edad como el tiempo postmortem de los sujetos
donantes de tejido cerebral humano postmortem, no mostraron influencia en el

contenido tisular de AA en la amigdala cerebral (ver tabla 11).

Se ha informado que la edad (1-88 afios) del cerebro humano proveniente de
autopsia es un factor que se relaciona con la disminucion de la afinidad y la potencia
de receptores: a-2, 5-HT1a, GABAg y muscarinicos; asi como de proteina Gaiyp. Sin
embargo, el intervalo postmortem (8-92 h) y el tiempo de almacenamiento (1-85
meses) a -70°C del cerebro humano postmortem no son factores que se relacionen con
cambios a nivel de algunos receptores y proteinas G (Gonzalez-Maeso et al., 2002). En
relacién con nuestro estudio, nuestros parametros son menores respecto a lo reportado
por Gonzalez-Maezo y colaboradores, rango de edad 7-77 afios, intervalo postmortem
10-20 h y tiempo de almacenamiento 1-96 meses. Al presente, no existen estudios que
informen de cambios en el contenido tisular de AA neurotransmisores con la edad, el

intervalo postmortem y el tiempo de almacenamiento en la amigdala cerebral, por lo
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cual, las muestras de tejido cerebral humano de autopsia empleadas en el presente
estudio son adecuadas para su empleo como tejido control.

Respecto a la temperatura de almacenamiento, se ha reportado que almacenar
el tejido cerebral a temperatura de -25°c puede disminuir la densidad de los receptores
nicotinicos en el tejido cerebral humano postmortem (Rodriguez-Puertas et al. 1996),
y, por ende, afectar la integridad metabdlica del tejido. Por otro lado, un estudio
realizado con un modelo animal que simulaba las condiciones de una autopsia humana
reportd que, con temperatura de almacenamiento de -35°C, el contenido tisular de Glu
y Tau en la corteza cerebral de ratas se mantuvo estable durante 24 h postmortem, sin
en cambio, el contenido tisular de Asp y GABA aumentd 15 y 35% respectivamente
durante las 4-24 horas postmortem (Ellison et al., 1987). En nuestro estudio el tejido
cerebral se almacend a -70°c, debido a que se ha reportado que, a dicha temperatura de
almacenamiento, la mayoria de las actividades bioquimicas son estables durante varios
afios en el tejido cerebral humano postmortem (Perry & Perry, 1983). Por lo anterior,
se concluye que el tejido control evaluado en el presente estudio no se afect6é por su

temperatura o tiempo de almacenamiento.

En cuanto a modificaciones en AA respecto a la edad, algunos estudios
informaron que el contenido tisular de AA como Glu y GABA disminuyen con la edad
en regiones corticales in vivo. Se ha informado mediante *HMRS que el contenido de
Glu decrementa con la edad (18-31 afios) (Marsman et al., 2013). Asi mismo, el
contenido de GABA en corteza cerebral en sujetos ancianos (60-75 afios) disminuye
respecto a sujetos jovenes (18-35 afios) (Maes et al., 2018). En el presente estudio no
encontramos correlacion entre la edad y el contenido tisular de AA en el tejido control.
Nuestros resultados indican que el rango de edad de los sujetos control del presente
estudio no influy6 en los AA en la amigdala cerebral. Sin embargo, se requiere
aumentar el nimero de muestras de autopsias y el rango de edad para sustentar este

resultado.

Con base en esta informacion se concluye que el tejido cerebral humano
proveniente de autopsias representd una buena alternativa para su uso como tejido

control en nuestra investigacion.
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7.2. Neurotransmision excitadora de AA en la amigdala cerebral y su influencia en la
ansiedad y depresion.

Es ampliamente aceptado que, en la epilepsia, el mecanismo fisiopatologico
causal de la enfermedad es un desbalance en la neurotransmision de aminoacidos
(Holmes & Ben-Ari, 2003).

En la presente tesis demostramos aumento significativo del contenido tisular de
Glu en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF respecto al tejido control. Esta
condicion fue similar en los pacientes con esclerosis mesial y en los pacientes con
epilepsia lesional; lo que supone que en ambas etiologias de la epilepsia la mayor
cantidad del neurotransmisor excitador Glu pudiera ser una de las causas subyacentes
a la patologia de la epilepsia. De la misma manera, se ha informado que en la corteza
temporal de pacientes con ELT hay mayor contenido tisular de Glu, respecto a tejido
no epiléptico (Perry & Hansen, 1981; Sherwin et al., 1988; Savic et al., 2000).

En pacientes con ELT y por estudios de microdialisis in vivo se ha confirmado
el aumento de liberacion de Glu en el hipocampo epileptdégeno. (During & Spencer,
1993); este efecto es mayor en pacientes con alta actividad epileptiforme (Thomas et
al., 2003; 2005). También se ha reportado a través de microdialisis de flujo cero que,
el Glu se encuentra incrementado en el hipocampo de pacientes con EEMT, y que el
radio glutamina/glutamato se encuentra decrementado (Cavus et al., 2005). Dichas
evidencias subrayan que en pacientes con ELT hay mayor liberacion extracelular de
Glu.

El aumento del Glu en tejido cerebral con epilepsia se explica por un deterioro
funcional de los transportadores de glutamato y la enzima GS glial (Cavus et al., 2005).
Dichas situaciones conllevarian a recaptacion deficiente de Glu, mayor liberacién de

Glu glial y menor sintesis de Glin.

Respecto a otro AA excitador, GIn, en la presente tesis demostramos que existe
aumento significativo de GIn en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF respecto
al tejido control. Esta condicion fue similar en los pacientes con esclerosis mesial y en
los pacientes con epilepsia lesional; lo que supone que en ambas etiologias de la

epilepsia hay mayor disponibilidad de GIn. Estudios previos indican aumentos
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significativos del contenido tisular de GIn en pacientes con epilepsia en algunas
regiones cerebrales, como la region frontal (Chowdhury et al., 2015), el talamo (GIn +
Glu) (Helms et al., 2006) y el 16bulo temporal (GIn + Glu) (Savic et al., 2000). Por
estudios preclinicos se ha sugerido que la GlIn per se juega un papel relevante en la
propagacion de las crisis epilépticas (Tani et al., 2007; Dhaher et al., 2020; Albrecht
& Zielinska, 2017). El incremento de GIn tisular probablemente contribuye de manera
importante en el incremento de la excitabilidad neuronal en la ELT por la activacion
de receptores NMDA (Kolbaev & Draguhn, 2008) o facilitando su conversién a Glu;

situaciones que contribuyen a la génesis de epilepsia.

Respecto a otro AA excitador, Asp, en nuestro estudio tiende a incrementar en
la amigdala cerebral de pacientes con ELTF respecto al tejido control, sin embargo,
este incremento no fue significativo. En tejido epiléptico cortical del I6bulo temporal
lateral se demostré aumento significativo en la liberacion forzada tisular de Asp en
comparacion con tejido no epiléptico (Sherwin et al., 1988); de la misma manera, en
pacientes con gran actividad epileptiforme, la liberacion de Asp en microdializados en
el hipocampo es mayor en pacientes con alta actividad epileptiforme (Thomas et al.,
2003; 2005). En el presente estudio a pesar de no encontrar cambios significativos en
el contenido tisular de Asp, la neurotransmisién mediada por este AA puede estar

aumentada debido a que Asp un agonista endogeno de los receptores NMDA.

Los mecanismos por los cuales el Glu, GIn y Asp desencadenan epilepsia se
explican por la sobreactivacion de receptores a estos AA, asi como alteraciones de la
expresion de enzimas involucradas en el ciclo Glu-GABA/GIn, y el transporte de Glu
(Ren & Curia, 2021). Se sabe que pacientes con ELT presentan un incremento de
receptores AMPA en el area epileptogena detectado por tomografia por emision de
positrones (Miyazaki et al., 2020). Ademds, se ha comprobado aumento de la
subunidad NMDA-R1 en la neocorteza temporal de pacientes con ELT (Gonzalez-
Albo et al., 2001), y que el receptor NMDA presenta mayor actividad endogena en las
neuronas piramidales de hipocampo de pacientes con ELT, lo que podria provocar
aumento en la excitabilidad (Banerjee et al., 2015). Estos cambios contribuyen a

intensificar la neurotransmisién mediada por Glu, GIn'y Asp en la epilepsia.
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Evidencias experimentales indican que la neurotransmision mediada por los AA
excitadores participa en las alteraciones a nivel de la amigdala cerebral de sujetos con
ELT. En el modelo murino de ELT inducido por pilocarpina, se observan cambios
dindmicos en la neurotransmision glutamatérgica en la amigdala asociados al aumento
funcional de los receptores NMDA presinapticos en las neuronas de proyeccion de la
amigdala lateral (Graebenitz et al., 2010). También se ha reportado en ratas que, el
kindling de la amigdala, incrementa significativamente los niveles del ARNm de la
subunidad NR2B del receptor NMDA en el nlcleo amigdaloide cortical anterior y la
zona de transicion corteza-amigdala. (Al-ghoul et al., 1997). La activacion de
receptores AMPA y NMDA en la amigdala de animales con epilepsia facilitan la
actividad neuronal (Rainnie et al., 1992; Aroniadou-Anderjaska et al., 2008).
Adicionalmente, existe aumento de la funcionalidad de los receptores mGIuR1 y
mGIuR5 en la amigdala basolateral del modelo de epilepsia inducida por kindling
(Holmes et al.,, 1996). Este grupo de evidencias lleva a concluir que, la
neurotransmision excitadora mediada por los AA excitadores en la amigdala cerebral

participa en la fisiopatologia de la ELT.

Respecto a estudios en seres humanos, se sabe que en la amigdala cerebral de
pacientes con ELT existe aumento de subunidades de receptores (mediante estudios de
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa de genes y miARN) NMDA-R1 y
AMPA-GIuR2 (Hamamoto et al., 2020). Asi mismo, hay mayor densidad de receptores
a Kainato, en estudios de autorradiografia (Graebenitz et al., 2011). Estos antecedentes
implican que en la amigdala cerebral de pacientes con ELT hay una mayor cantidad de
receptores ionotrépicos a Glu, lo que aunado a nuestros resultados de incremento del
contenido tisular de GlIn y Glu, asi como de la no modificacién de Asp, sugieren que
hay un probable aumento de las interacciones farmaco-receptor del sistema

glutamatérgico en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF.

En relacion con la epilepsia secundaria a tumores o lesional, se ha demostrado
que los gliomas liberan niveles neurotoxicos de Glu a través de su elevada expresion
del sistema XC (intercambiador de cistina/glutamato independiente de Na™).

Adicionalmente, se sabe que la microglia, en respuesta a las sefiales de las células del
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glioma, puede liberar Glu (Buckingham & Robel, 2013). Estas evidencias explican el
aumento de AA excitadores en las amigdalas cerebrales de los pacientes con ELT
lesional. Es importante mencionar que en el presente estudio no se encontraron
diferencias entre los pacientes con ELTL y EEMT a pesar de que estos ultimos
presentaron mayor duracion de la epilepsia; este resultado sugiere que los incrementos
de Glu en la amigdala cerebral de pacientes con ELTL y EEMT ocurren de manera

independiente a los afios de duracion de la epilepsia.

En nuestro estudio no encontramos diferencias significativas en el contenido
tisular de AA excitadores en la amigdala de los pacientes con ELTF cony sin A/D. Sin
embargo, se sabe que la amigdala cerebral contribuye a los sintomas ictales como el
miedo, los estados de ensofiacion (déja vu, flashbacks de la memoria, alucinaciones
experienciales), las auras epigastricas o la salida simpatica con cambios
cardiovasculares, que a menudo se relacionan con un foco epileptdégeno en la amigdala
cerebral (Yilmazer-Hanke, O'Loughlin & McDermott, 2016). La amigdala cerebral
también puede participar en la ansiedad, la depresion y otros sintomas psiquiatricos
que los pacientes con ELTF experimentan en la fase interictal (Yilmazer-Hanke,
O'Loughlin & McDermott, 2016).

De los estudios de Kalkman, 2011 y Gruenbaum et al., 2015 se infiere que con
una menor expresion de GS existe una menor produccién de Gln y, por lo tanto, una
mayor acumulacién de Glu en los tejidos cerebrales, mismo que podria ser participe en
la presencia de trastornos psiquiatricos. Idea respaldada por el hecho de que en
pacientes con ansiedad y depresion se ha reportado incremento del contenido tisular de
los aminoacidos excitadores GIn y Glu, en estructuras extratemporales, como la corteza
cingulada anterior (Modi et al, 2014), la corteza frontal (Hashimoto, Sawa & lyo, 2007)
y el Putamen (Godlewska et al., 2018).

Estudios preclinicos apoyan la idea de que la ansiedad se asocia al aumento de
las subunidades GIuN2B del receptor NMDA en la amigdala basolateral (Lehner et al.,
2011), asi como regulacion al alza de las subunidades del receptor AMPA GIuAl y
GIuA2 en la region piriforme/amigdala (Henderson et al., 2009). Ademas, un estudio

reportd que los receptores de kainato que incluyen la subunidad GluK1 (GIuR5) pueden
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provocar la facilitacion presinaptica de la liberacion de glutamato en la amigdala y
aumentar la ansiedad (Aroniadou-Anderjaska et al., 2012).

Respecto a la depresion, estudios en cerebro humano indican que este trastorno
se asocia a niveles elevados de la subunidad NR2A del receptor NMDA (Karolewicz
et al., 2009). Adicionalmente, el aumento de los receptores mGIuRIl en la amigdala
lateral afectada por epilepsia podria ser un factor que contribuya al desarrollo de
sintomas depresivos en pacientes con ELT Graebenitz et al. (2011), ya que los

antagonistas de esos receptores tienen propiedades antidepresivas.

La regulacion al alta de receptores glutamatérgicos en epilepsia probablemente
desencadena que los mismos estén mayormente disponibles en la superficie neuronal
y, por consiguiente, aumenten la excitabilidad neuronal mediada por el sistema
glutamatérgico y faciliten la comorbilidad de ansiedad y depresion. Con base en lo
anteriormente expuesto, se sugiere que la presencia o ausencia de A/D no es debida
directamente a diferencias en el contenido tisular de AA excitadores en la amigdala
cerebral de pacientes con ELTF, sino a todos los cambios globales que suceden en la
neurotransmision excitadora en pacientes con epilepsia en los cuales esta participando

el incremento de la actividad excitadora cerebral.

7.3. Neurotransmision inhibidora de AA en la amigdala cerebral y su influencia en la
ansiedad y depresion.

La reduccion en la neurotransmision inhibitoria es ampliamente reconocida
como uno de los desencadenantes de epilepsia (Holmes & Ben-Ari, 2003). En nuestro
estudio no evidenciamos cambios significativos en el contenido tisular de GABA en la
amigdala cerebral de pacientes con ELTF. Nuestro resultado contrasta con otros
estudios en donde se ha reportado la disminucion de GABA en otras areas cerebrales
de pacientes con ELT. Un estudio dio a conocer la disminucion significativa de la
liberacion forzada de GABA en sinaptosomas cerebrales de neocorteza temporal de
pacientes con ELT (Labiner et al., 1999). Asi mismo, se ha informado la reduccién en
la liberacion de GABA a través de microdidlisis en el hipocampo de pacientes con ELT

en el periodo ictal y postictal (During & Spencer, 1993). Se describio que el contenido
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tisular de GABA en la corteza cerebral de pacientes con ELTF es menor cuando hay
comorbilidad de A/D (Rocha et al., 2015).

Se ha reconocido que las alteraciones en la neurotransmision GABAérgica
estan implicadas en el desarrollo de epilepsia, debido a que mutaciones en genes que
codifican subunidades del receptor a GABAA se han asociado con varios sindromes
epilépticos (Kang, 2017). En la amigdala cerebral de pacientes con ELT se ha
encontrado una disminucion en la expresion de las subunidades al, 02, a3 y f2/3 del
receptor GABAA (Stefanits et al., 2019), asi como una disminucion de las subunidades
GABAaRal, GABAARB3 y GABAgRL1 (Jafarian et al., 2019). La reduccién general
en laexpresion de una subunidad de los receptores GABAérgicos A y B puede conducir
a una disminucion de la sensibilidad al GABA y comprometer la inhibicion neuronal
(Kang, 2017; Jafarian et al., 2019). Por otro lado, se ha informado que la amigdala
cerebral de pacientes con ELTF cuenta con una menor densidad de neuronas
GABAérgicas (Yilmazer-Hanke et al., 2016) debido a muerte neuronal por apoptosis
(Jafarian et al., 2019).

En el presente estudio no observamos cambios del contenido tisular de GABA
en pacientes con ELTF. Sin embargo, se ha informado que en la amigdala cerebral de
pacientes con ELTF hay menos subunidades de receptores a GABAAs (Stefanits et al.,
2019; Jafarian et al., 2019). Ademas, se identifico el aumento del radio GIuU/GABA en
pacientes con ELTF en comparacion con el tejido control, lo que supone una
disminucion de GABA respecto a Glu en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF.
El mecanismo que explica la disminucion del radio GIu/GABA puede ser la
disminucion de la expresion de la enzima GAD65 (enzima que degrada Glu a GABA)
en la amigdala de pacientes con ELTF (Jafarian et al., 2019). Este acto provocaria la
alteracion del ciclo GIuU/GABA-GIn, en donde habria menor conversion de Glu a
GABA, conllevando a un efecto global de decremento de la inhibicion neuronal
mediada por GABA en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF. Este grupo de
evidencias sugiere que la neurotransmision inhibitoria en la amigdala cerebral de

pacientes con ELTF probablemente se encuentra reducida.
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En relacion con comorbilidades psiquiatricas en la epilepsia, se ha descrito la
disminucion del ARNm que codifica las subunidades a1-6, p1-3 y y GABAaen ELTF
asociada a ansiedad y depresion (Rocha et al., 2015). Por otro lado, existe una union
elevada al receptor GABAg que se encuentra en las capas corticales Il1-1V y V-VI,
situacion que puede representar un mecanismo compensatorio resultante de la
deficiente neurotransmision mediada por estos receptores en pacientes con ELT y

comorbilidades psiquiatricas (Rocha et al., 2015).

En el presente trabajo no identificamos cambios en el contenido tisular de
GABA en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF con y sin A y/o D. En general,
la neurotransmision GABAGérgica se encuentra afectada en pacientes con ELTF a
diversos niveles de la neurotransmision, dentro de las cuales se recalca la apoptosis de
neuronas productoras de GABA (Jafarian et al., 2019), la disminucion en la expresion
de subunidades del receptor GABA Ay B (Rocha et al., 2015; Jafarian et al., 2019), la
reduccion de la expresién de la enzima productora de GABA a partir de Glu GAD65
(Jafarian et al., 2019), asi como la disminucion del contenido tisular (Rocha et al.,
2015) y liberacion de GABA durante las crisis epilépticas (During & Spencer, 1993).
Todo ello sugiere una deficiente neurotransmision inhibitoria mediada por GABA en
pacientes con epilepsia. La disminucion de la neurotransmision GABAGérgica
probablemente esta presente en los trastornos psiquiatricos observados en la ELTF. Sin
embargo, en la amigdala cerebral se necesitan estudios de liberacion tisular y de
receptores que respalden la idea de que la neurotransmision GABAGérgica participe en

las comorbilidades psiquiatricas de la ELTF.

En nuestro estudio reportamos que en la amigdala cerebral de pacientes con
ELTF hay menor contenido tisular de Gli en comparacién con el tejido control.
Respecto a la Gli, estudios en modelos animales indican que induce un efecto inhibidor
(Straub, Kohling & Speckmann, 1997). Por otro lado, en pacientes con ELTF se ha
detectado la sobreexpresion del transportador de recaptacion GlyT1 en el hipocampo
de pacientes con ELTF (Shen et al., 2015). Esta situacion probablemente condicionaria
el decremento de la disponibilidad de Gli sinaptica. En la presente tesis no encontramos

cambios significativos en el contenido tisular de Gli en la amigdala cerebral de
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pacientes con ELTF sin A y/o D y pacientes ELTF con A y/o D, respecto al tejido
control. Sin embargo, un estudio revel6 que la activacion de los receptores de Gli en la
habénula lateral evita los comportamientos similares a la ansiedad y la depresion en un

modelo animal de abstinencia alcohdlica (Li et al., 2019).

En el presente estudio demostramos también que, los pacientes con ELTF,
presentan un incremento significativo del contenido tisular de Tau en la amigdala
cerebral en comparacion con el tejido control, situacion que no ocurrié en el grupo con
EEMT. Se ha sugerido que la Tau reduce la actividad epiléptica (Oja & Kontro, 1983b).
Sin embargo, la disminucion de Tau cerebral no es siempre necesaria para la aparicion
de crisis epilépticas (Oja & Saransaari, 2013). Por otro lado, los pacientes con ELTF
sin A y/o D presentan mayor contenido tisular de Tau respecto al tejido control,
situacion que no ocurre en los pacientes con ELTF con A y/o D. Ademas, el anélisis
de los factores clinicos en el presente estudio revel6 que, en los pacientes con ELTF
sin A y/o D, el incremento de Tau se correlaciona positivamente con una mayor edad
de inicio de las crisis y negativamente con los afios de duracion de la epilepsia, es decir,
los pacientes con menos afios de duracion de ELTF sin A/D y mayor edad de inicio de
las crisis son aquellos que presentan un mayor contenido tisular de Tau en la amigdala

cerebral.

Por otra parte, la disminucion de Tau inducida por beta-alanina facilita las crisis

epilépticas inducidas por inyecciones de &cido kainico en ratas (Jin et al., 2005).

Por otro lado, la Tau aumenta en la induccién de crisis convulsivas inducidas
con pentilentetrazol (Maciejak et al., 2010) y penicilina (Shen & Lai, 2002).
Adicionalmente, la administracién parenteral de Tau disminuye la expresion de las
crisis convulsivas en diferentes modelos experimentales (Izumi et al., 1987; Uemura et
al., 1991). El incremento de Tau ofrece neuroproteccion contra la excitotoxicidad
mediada por Glu (Wu et al., 2005). Recordando que Tau es un ligando endogeno de
receptores GABAEérgicos y Glicinérgicos inhibitorios, el incremento de Tau en la
amigdala cerebral de pacientes con ELTF podria reflejar un mecanismo de proteccion

en respuesta a la aparicion de epilepsia.
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En un estudio realizado en ratas con depresion por estrés leve e impredecible,
se demostrd que la Tau via intraperitoneal mostrd propiedades antidepresivas y la
reduccion de la ansiedad. Asimismo, se demostrd que la taurina protegid la expresion
del factor de crecimiento de fibroblastos 2, el factor de crecimiento del endotelio
vascular y el factor neurotréfico derivado del cerebro, los cuales se encontraron

reducidos en las ratas que padecian depresion (Wu et al., 2017).

En modelos animales, la administracion de Tau 100mg/kg via intraperitoneal
muestra efecto antidepresivo (Caletti et al., 2012) y es neuroprotector (Caletti et al.,
2015).

El mecanismo antidepresivo de la Tau se ha asociado con la regulacion a la
baja de las hormonas del estrés y citocinas, efecto mediado a través de las vias Akt y
ERK/BDNF (Kim et al, 2020). Se ha especulado que la Tau ejerce efecto antidepresivo

al proteger neuronas corticales de la pérdida de espinas dendriticas (Zhu et al, 2022).

En modelos animales la Tau también desempefia acciones ansioliticas (El
Idrissi et al., 2009; Jung & Kim, 2019; Park et al., 2019; Fontana et al, 2020). Ademas,
mejora la homeostasis del K*, la funcién mitocondrial y aten(a los sintomas similares
al trastorno de estrés postraumatico (un tipo de trastorno de ansiedad) (Bhattacharjee
etal., 2021).

Se ha relacionado a la amigdala cerebral con la accién ansiolitica de la Tau
(McCool & Chappell, 2007). Asi mismo, la administracion oral de Tau disminuye el
comportamiento ansioso y las crisis epilépticas inducidas por estricnina,

presumiblemente actuando sobre el receptor de Glicina (Zhang & Kim, 2007).

Varios estudios han informado sobre el potencial de la Tau contra la epilepsia,
ansiedad y depresion, sin embargo, la administracion enteral de Tau (300-8000 mg/dia)
no ha demostrado ser efectiva para disminuir las crisis en seres humanos (Konig et al.,
1977; Airaksinen et al., 1980; Mongiovi, 1978). Probablemente los fracasos clinicos
de la Tau se deban a baja biodisponibilidad ademas de la dificultad del compuesto para
difundir al cerebro, puesto que los estudios en animales han empleado la administracion

parenteral de Tau.

83




Finalmente podemos concluir que, en la amigdala cerebral de pacientes con
ELTF, probablemente el dafio neuronal a la amigdala cerebral, el incremento de la
neurotransmision excitatoria y el decremento de la neurotransmision inhibitoria
participan en la génesis de comorbilidades psiquiatricas y epilepsia, mismas que

probablemente podrian ser contrarrestadas por el incremento de Tau tisular.

En el futuro deseamos que la Tau (o farmacos analogos de Tau) sea revalorizada
en estudios clinicos/preclinicos que evallen sus efectos administrada via intranasal o
parenteral. Asi mismo, la evaluacion terapéutica de Tau en asociacion con otros
farmacos antiepilépticos con propiedades antidepresivas y ansioliticas. Todo ello
podria aportar potenciales aplicaciones clinicas de Tau en pacientes con ELTF y

comorbilidad psiquiatrica de ansiedad y depresion.
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8. LIMITACIONES DE LA TESIS

La gran limitante del presente estudio es no haber dispuesto de tejido
amigdalino in vivo proveniente de sujetos sanos. Sin embargo, el uso de tejido de
autopsia proveniente de sujetos sanos representa una buena alternativa frente a la
imposibilidad de obtener tejido de pacientes in vivo. De la misma manera, esta
investigacion no toma en cuenta la posible influencia de la lateralidad de la amigdala

cerebral.

Asi mismo, en la presente tesis no es posible descartar si la mediacién con los
distintos farmacos que recibieron los pacientes con ELTF como tratamiento a su
epilepsia y comorbilidad de ansiedad y/o depresion presentan influencia en el
contenido tisular de AA en la amigdala cerebral.

Otra limitante de importancia es la falta de conocimiento sobre la distribucion
del contenido tisular de los AA en la amigdala cerebral de autopsias y pacientes con
ELTF, puesto que con la presente investigacion no es posible determinar los
porcentajes del contenido tisular de AA presentes en los compartimentos intra y

extracelulares.

De la misma manera, nuestro estudio se limita a reportar las cantidades de AA
presentes en la amigdala cerebral como estructura unitaria, debido a que no fue posible
dividirla en los distintos nucleos que la conforman, y que, en la actualidad, se sabe que

cada nucleo cumple distintos roles de la regulacion emocional.

Por ultimo, de esta investigacion no es posible conocer de manera directa si los
cambios en el contenido tisular de AA presentes en la amigdala cerebral de pacientes
con ELTF estan implicados en un aumento o disminucion de la neurotransmision, esto
debido a que no evaluamos la unidn funcional de los AA con sus receptores neuronales

ni la densidad de receptores a estos AA neurotransmisores.
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9. PERSPECTIVAS DE LA TESIS

Como perspectivas derivadas de este trabajo de investigacion se encuentran:

e Cuantificacion del contenido tisular de AA en la amigdala cerebral de autopsias
y pacientes con ELTF regionalizado por las distintas zonas que conforman a la
amigdala cerebral.

e Ensayos de autorradiografia de receptores para la determinacion de la densidad
de receptores en autopsias, pacientes con ELTF con y sin comorbilidad
psiquiatrica.

e Estudio de la expresion de subunidades de receptores para determinar la
funcionalidad de estos en autopsias, pacientes con ELTF con y sin comorbilidad
psiquidtrica.

e Andlisis de liberacion de AA neurotransmisores a través de sinaptosomas en
autopsias y pacientes con ELTF con y sin comorbilidad psiquiatrica, asi como
estudios de microdialisis en sujetos sanos y pacientes con ELTF con y sin
comorbilidad psiquiatrica.

e Elucidar el efecto farmacoldgico de la administracion aguda y cronica de
Taurina y farmacos analogos de Taurina, via intranasal y parenteral en modelos
animales de ELT (kindling eléctrico de la amigdala y modelo de Litio-
Pilocarpina), mediante pruebas de ansiedad (laberinto en cruz elevado y prueba
de campo abierto) y depresion (prueba de consumo de sacarosa y nado forzado).
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10. CONCLUSIONES

De la presente investigacion se concluye que:

VI.

VIL.

Los pacientes con ELTF presentan mayor contenido tisular de aminoacidos
excitadores (GIn y Glu) en la amigdala cerebral respecto al grupo control. Dicha
situacion representa una condicion de hiperexcitabilidad cerebral en el tejido de
pacientes con epilepsia.

Los pacientes con ELTF presentan menor contenido tisular del aminoacido
inhibidor Gli en la amigdala cerebral. Resultado que contribuye a la
disminucion de la neurotransmision inhibitoria, lo que conlleva al aumento de
hiperexcitabilidad cerebral presente en la epilepsia.

La proporcion de GIn/Glu y GIu/GABA se encuentra incrementada en el grupo
de pacientes con ELTF respecto al grupo control. Ello sugiere alteraciones del
ciclo glutamato/GABA-glutamina, mismas que favorecen la sobreproduccion
de Glu en la amigdala cerebral de pacientes con ELTF.

Se observo incremento significativo del aminoéacido inhibidor Tau en la
amigdala cerebral de pacientes con ELTF respecto al grupo control. Situacion
qgue previamente ha sido sugerida como mecanismo compensatorio a la
excesiva hiperexcitabilidad del tejido cerebral en epilepsia.

En la amigdala cerebral de pacientes con ELTL se hall6 incremento
significativo de Tau respecto al grupo control, esto no ocurre en el grupo de
pacientes con EEMT. Interesantemente todos los pacientes con ansiedad y/o
depresion son pacientes con EEMT.

La Tau tisular de la amigdala cerebral se encuentra incrementada
significativamente en pacientes con ELTF sin A/D, pero no en pacientes con
ELTF con A ylo D, respecto al grupo control. Esto podria significar que el
incremento de Tau refleja un mecanismo protector contra la aparicion de
comorbilidad psiquiatrica de ansiedad y depresion en pacientes con ELTF sin
A/D.

El aumento de Tau en la amigdala de los pacientes con ELTF sin A y/o D se

correlaciona con una mayor edad de inicio de las crisis y una menor duracion
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VIII.

de epilepsia. Hallazgo que sugiere que el incremento de Tau participa como un
mecanismo protector contra la aparicion de epilepsia y comorbilidad
psiquiatrica de A/D.

La amigdala cerebral representa un sustrato anatomico potencial que podria
explicar las comorbilidades psiquiatricas observadas en pacientes con ELTF,
en el cual, el dafio neuronal causado por la epilepsia sea el desencadenante de
una desregulacion en la neurotransmision, mismo que puede ser la base

neuroguimica de la relacion entre la epilepsia, ansiedad y depresion.
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12. ANEXOS.

9.1 Cursos.
1) Curso online “Explorando la Epilepsia”.

Certificado de conocimientos sobre Epilepsia

La Federacion Espafola de Epilepsia y UCB Cares certifican que

JOAQUIN HERNANDEZ ROMAN

Ha seguido el Curso online Explorando la Epilepsia
y ha superado el Cuestionario de evaluacién de conocimientos
con una puntuacién de 100 / 100.

Fecha: 13-04-2022

UCBCares g\

FEDE

2) Curso online “Epilepsia: lo que debo saber”.

S < o B
Asociacion para la Educacion de los

ASEPROS Profesionales de la Salud, A.C.

Otorga la Presente

CONSTANCIA

ESTUDIANTE JOAQUIN HERNANDEZ ROMAN

Por haber concluido satisfactoriamente el
Curso Virtual Epilepsia:

Lo que debo saber

5 horas curriculares

ID Aula MEJOR:
c420-225-543038
Del: 16-04-2022

Nerea Heriz Al 02092022
Profesora Tltglar del Curso
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9.2 Actividades de divulgacion cientifica.
1) Publicacién del articulo de divulgacion “Fisiopatologia de la enfermedad Covid-19”
en la revista de divulgacion cientifica del Estado de Morelos “Hypatia”.

MUSEO
DE CIENCIAS
DE MORELOS ®

g o N CCyTEM ~NA

Z g s CONSEJO DE CIENCIA <>

A gt Y TECNOLOGIA DEL \-3
VORELOS 7 ESTADO DE MORELOS (¢

20182024

Cuautlancingo, Puebla; a 6 de agosto de 2020

Mtro. José Francisco Pulido Macias
Director General del Consejo de Ciencia y Tecnologia del Estado de Morelos
Editor de la revista Hypatia

PRESENTE

Por medio de la presente cedo los derechos de autoria al Consejo de Ciencia y Tecnologia del
Estado de Morelos, sectorizado a la Secretaria de Innovacion, Ciencia y Tecnologia del Poder Ejecutivo del
Estado de Morelos, la propiedad literaria de la colaboracion titulada: “Fisiopatologia de la enfermedad -
COVID-19” que se publicara en la revista de divulgacién Hypatia Nim. 64, en la cual el material tiene fines
de contribuir a la divulgacion cientifico-tecnolégica.

Atentamente

in Hernandez Roman

2) Participacion como moderador en el debate cientifico de la semana mundial del
espacio.

NASA SPAGE APPS CHALLENGE -
GOMX 2021 SALE S

Otorga la presente

CONSTANCIA DE PARTICIPACION

i i s

Por haber participado en calidad de moderador en el debate
cientifico de la Semana Mundial del Espacio elaborado en
NASA Space Apps Challenge CDMX.

4 al 10 de Octubre del 2021

Emilié éstradc Elena Guzde Torres

Lider Local NASA SpaceApps CDMX Presidenta de AAFI
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3) Participacion en el programa “De la A a la Z, Puebla en Casa”. Contando mi
experiencia al recibir el Premio Estatal de la Juventud del Estado de Puebla, categoria
B “Logro académico, ciencia y tecnologia”. Emision 169, 12 de enero de 2021

A

}.\ »aquin Herndndez Roman

Promia Logre aindémuce caniia y lncnplogs

. = Y

4) Participacion en la capsula “Ciencia y tecnologia” de Once Noticias. Contando mi
experiencia en el Nobel Prize Dialogue Latin America and the Caribbean. Entrevistado
por el periodista: Carlos Guevara Casas. 19 de noviembre de 2021.
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5) Participacion en el programa “Curiociencias” de UAH-radio. ;Cémo es el proceso
de investigacion farmacoldgica? 7 de abril de 2022.

P> Google Play

UAH|RADIO)

,Q/\\\\\u‘l's:oo 2

A l’ Curio |
SINTONIZA EL PROGRAMA: Clen(;!gws ;

TEMA: ¢Cémo es el proceso de e
de abril investigacion farmacoldgica?

pm INVITADO: Joaquin Hernandez Roman

2° Calle de Matamoros #12 Col. Centro, Chignahuapan, Pue. 3 psns71nss @ 797 M 87 08 o UniAlianzaHispano @ nialianzahispana

6) Imparticion de una conferencia a los alumnos del “Bachillerato Anexo a la Normal
Superior del Estado de Puebla”, sobre los dafios a la salud ocasionados por adiccion a
metanfetaminas. 4 de mayo de 2023.
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7) Publicacion del articulo de divulgacion “La enfermedad de Parkinson” en la
“GACETA USEP” No. XIII, abril 2023 .

Laenfermedad
de Parkinson:

Torija Ponce Maria de os Angeles?

ELMALMOTOR
CRECIENTE
DEL SIGLO XXI e

La enfermedad de Parkinson (EP)
cs una de fas enfermedades
neurodegenerativas mas prevalentes a mivel global,
misma que conlleva al desarrollo de altas tasas de
discapacidad ¥ nec csidades de atencidn para quicnes la
padecen, debido a las limitaciones de movilidad y otras
restricciones en numerosas esferas de la vida Al
presente, se desconoce con exactitud la causa de la
enfermeedad, sin - embargo,  las  invesn

recientes apuntan a una compleja interaccion entre

factores genéticos y la exposicion a fa

ambientales. La EP no tiene cura, en la actualidad el
tratamiento se basa en métodos farmacol6gicos y
quirirgicots

Desde 1997, cada 11 de abrl se conmemora ¢l dia
mundial de la Enfermedad de Parkinson, como
homenaje al natalicio del neurdlogo britanico, James
Parkinson, quién d bio la enfermedad La
importancia de la EP radica en ser reconocido por la
OMS como el segundo trastorno
neurodegenerativo mas comiin, solamente

por detras de la enfermedad de

Alzheimer  {Dexter &

Jenner; 2013)

1. Presidente de la Academia de Farmacologia,
Universidad de la Salud del Estado de Puebla
tura en Medico Cirujang,

4 de 1z Salud dal Estado da Puabla
édico Residente de Inmunologfa Clinica y Alergia
Centro Médica Nacional 20 de naoviembre, (SSSTE
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9.3 Actividades de retribucion social.
1) Organizador y co-patrocinador de una jornada de salud gratuita como retribucion
social a la beca de maestria del CONACYT.

MEXICO

Constancia de actividades de retribucion social

GOBIERNO DE @CDNACYT

Actividad 1. Jornada de salud en el pueblo de la Trinidad Sanctérum, Cuautlancingo, Puebla.
Descripeion de la actividad: Organizador de la jornada de salud.

Fecha de inicio: 09 de abril de 2022

Fecha de términc: 09 de abril de 2022

Institucion en la que se realizd la actividad: Presidencia Auxiliar Ignacio Romero Vargas.
Mombre del responsable de supervisar la actividad: Lic. José Enrigque Matamoros Garcia,

Cargo del responsable de supervisar la actividad: Presidente Auxiliar

Datos de contacto del responsable de la actividad: presiauxiliarin2025@gmail.conn

Descripeidn del impacto social de la actividad: Jornada de salud comunitaria gratuita con los
sarvicios de: consulta médica general y de especialidad, consulta nutricional, fisioterapia,
atencién de enfermeria, examen de la vista, aplicacién de flGor dental, anilisis clinicos v
talleres de prevencion de la violencia intrafamiliar.

|.'-. ——
e i

Joaquin Hernandez Roman ;’f
() [ -
D Emilio Javi

916448 T
er Galvan Espinosa

Dobioivis Munosipsl

CINVESTAV ‘ SECRETARIA DE GOBERNACION

FARMACOBIOLOG|A UNIDAD DE CONCERTACION E5 JUNTAS
COORDINACION AUKILIARES Y ATEMCION VECINAL
i JUNTA AUKILIAR DE
! ACADEMICA | ) BEHACI) ROMERD VARGAS
HOMINIBTRAZION 3632 2034
0/149 /'SEGOW. JAIR
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9.4 Premios y reconocimientos
1) Ganador del Premio Estatal de la Juventud 2020 “Vicente Suarez”, en la categoria
B, mencion “Logro académico, ciencia y tecnologia”.

@/ Gobierno de Puebla Secretaria Instituto Poblano

Hacer historia. Hacer futuro. de Educacién de la Juventud

La Secretaria de Educacion del Estado de Puebla y el El Instituto Poblano de la Juventud,
otorgan el presente:

RECONOCIMIENTO

» Joaquin Hernandez Roman

Por haber ganado la distincién de Logro académico, ciencia y tecnologia del

Premio Estatal de la Juventud 2020
“Vicente Suarez”

Atentamente
Heroica Puebla de Zaragoza, a 17 de diciembre de 2020
2020, Ao de Leona Vicario, Benemérita de la Patria

C.JOSE ANTON|O GARCIA ORTEGA DR.MELITON LOZAQO PEREZ
DIR. INSTITUTO POBLANO DE LA JUVENTUD SECRETARIO DE EDUCACION DELESTADO DE PUEBLA

2) Seleccionado nacional por la Academia Mexicana de Ciencias para representar a
México en el “Dialogo con los Premios Nobel 2021 de Latinoamérica y el Caribe”.

Nobel Prize Outreach, the Brazilian Academy of Sciences (ABC), and the InterAmerican
Network of Academies of Sciences (IANAS) certificate that

Joaquin Herndndez Roman

participated in a roundtable with May-Britt Moser (2014 Nobel Prize laureate in Physiology or
Medicine), during the United by Science — Nobel Prize Dialogue Latin America and the
Caribbean The event was held online, on 16 November 2021.

November 19, 2021

IO~ e Ll
l S5
Laura Sprechmann Luiz Davidovich
CEO, Nobel Prize Outreach President, Brazilian Academy of Sciences
) 2 Lt
b B i,
Helena B. Nader Jeremy McNeil
Co-Chair, InterAmerican Network of Co-Chair, InterAmerican Network of
Academies of Sciences Academies of Sciences

3M  ABB  Coppmini®  ERKSSON 2 @scania
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9.5 Produccion cientifica

1) Publicacion del articulo cientifico “Galvanic vestibular stimulation activates the
parietal and temporal cortex in humans: A functional near-infrared spectroscopy
(FNIRS) study” en el European Journal of Neuroscience. Mayo 2023.

EJ |\| European Journal of Neuroscience FENS 5}1112‘5‘;!?””’
Neuroscience

The official journal of societies
RESEARCH REPORT

Galvanic vestibular stimulation activates the parietal and
temporal cortex in humans: A functional near-infrared
spectroscopy (fNIRS) study

Joaquin Hernandez-Roman, Samuel Montero-Hernandez, Rosario Vega, Felipe Orihuela-Espina,
Enrique Soto 4

First published: 10 May 2023 | https://doi.org/10.1111/ejn.16041

9.6 Productos de la maestria
1) Emprendimiento de una farmacia de medicamentos genéricos y de patente.
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2) Contratacion como Profesor Hora-Clase de la materia de Farmacologia I, en la
Universidad de la Salud del Estado de Puebla (semestre agosto 2022, 2/6 secciones).

Actualmente presidente de la Academia de Farmacologia de la Universidad de la Salud
del Estado de Puebla, Profesor Hora-Clase de la materia de Farmacologia Il (semestre
enero 2023, 3/6 secciones).

Recontratacion para el semestre agosto 2023, 3/6 secciones de Farmacologia I, 1/6
secciones de Fisiologia | y asesoria de proyectos de titulacion.

0 de s Saledt
Puatts

SUSEP

de Educacion

&» Secretaria

CONSTANCIA
Joaquin Hernandez Roman

i’ Gobierno de Puebla
Hacer historia. Hacer futuro.

4

Cirujano por un total de 180 horas, comprendidas en el
ciclo escolar del 01 de agosto al 08 de diciembre 2022.

La Universidad de la Salud del Estado de Puebia

Por haber impartido la asignatura “Farmacologia I” en la Licenciatura en Médico

Puebla, Pue. a 26 de diciembre de 2022
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