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Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is a common age-associated neurodegenerative disorder that is
associated with an elevated risk for seizures that may be fundamentally connected to
cognitive dysfunction. We used the APP/PS1 mice, model of AD, of 3-9 months of age to
study the presence of seizure activity and to establish if the amyloid-B (AB) plaques may
affect their generation. The spontaneous EEG of APP/PS1 transgenic mice were similar to
wild-type mice. However, they revealed a major incidence of spontaneous seizures and
lower threshold to evoke epileptic discharges than control animals when pentylenetetrazole
(0.5%) was injected. We also found a correlation between the frequency of spontaneous
seizures and the number of AP plaques. Application of N-(2-chloroethyl)-N-ethyl-
bromobenzylamine (50 mg/kg) generated AR plaques in the cortex and seizure activity
appeared. Taken together these data indicate that deposit of A plaques may be responsible
for the epileptic seizures recorded in the APP/PS1 mice. Our findings suggest that a careful

EEG study in AD patients could help to diagnosis this pathology

Keywords: interictal spikes, AB plaques, EEG, pentylenetetrazole, DSP4, APP/PS1 Mice



Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa; este trastorno
esta asociado con un elevado riesgo de convulsiones que puede estar relacionado con las
disfunciones cognitivas que presentan estos enfermos. Utilizamos un modelo de la EA con
ratones APP/PS1, de entre 3-9 meses de edad, para estudiar la presencia de actividad
epileptiforme y para establecer si el B-amiloide (AB) pueden afectar su generacién. El
estudio del EEG de los ratones APP/PS1 fue similar a los de los ratones Wild-type. Sin
embargo, revelaron una incidencia de puntas epilépticas espontaneas y un umbral inferior
para evocar descargas epilépticas que los animales control cuando se inyectd
pentilenotetrazol (0,5%). También encontramos una correlacidn entre la frecuencia de las
puntas epilépticas espontaneas y el nimero de placas AB. La aplicacion intraperitoneal de
N- (2-cloroetil) -N-etil-bromobencilamina (50 mg/kg) generd placas AP en la corteza y
actividad epileptiforme en ratones Wild-type. En conjunto, estos datos indican que el
depdsito de placas AP puede ser responsable de las crisis epilépticas registradas en ratones
APP/PS1. Nuestros hallazgos sugieren que un estudio cuidadoso EEG en pacientes con EA

podria ayudar en el diagndstico de esta patologia

Palabras clave: espiga interictal, placas AB, EEG, pentilenotetrazol, DSP4, ratones APP/PS1
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1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL
TEMA

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el
desorden madas comun neurodegenerativo
asociado a la edad. Esta caracterizado por el
deterioro de la memoria y el nivel cognitivo.
Actualmente no hay terapias efectivas que
retazar o parar |la

puedan prevenir,

progresion de la enfermedad.

La EA es la principal causa de demencia en
la poblacion vy afecta actualmente a 12
millones de personas en todo el mundo; 4,5
millones en Estados Unidos, 700.000
personas en Reino Unido, y la misma
cantidad en Espana, estan diagnosticados
con EA o enfermedades definidas como
demencia, y se espera que esta cifra se
dupligue en tan sélo una generacion o se
triplique en 2050. En Espafa se prevé que

habrd unos 1.5 millones en el 2050.

En promedio la EA es diagnosticada después
que los pacientes presentan un importante

deterioro cognitivo. Se cree que la

enfermedad ha venido progresando en

promedio unos 10 afios antes del

diagndstico o comienzo de los sintomas en

la mayoria de los pacientes.
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Es por esta razén que este periodo
periodo de ventana

del

representaria un

terapéutica muy importante antes

comienzo en los cambios

neurodegenerativos irreversibles.

Se considera que muchos de las técnicas
terapéuticas usadas han fracasado porque
se inician demasiado tarde o porque la

terapia en general no es suficiente.

El costo sanitario por paciente incrementa
cada ano, debido a que aun no se han
encontrado mecanismos de “screening” que
permitan identificar de forma temprana la
todas las

enfermedad vy evitar asi

consecuencias que derivan de un
diagndstico tardio. El tratamiento destinado
a pacientes con EA supone a nivel mundial
un gasto de 6000.000 millones de délares.
En Espaia es de 37.00 millones de euros

anuales.

Este trastorno fue descrito por primera vez
por el Dr. Alois Alzheimer en 1901 en una
mujer de 51 afios de edad, con la pérdida
progresiva de la memoria (1). La EA y la

demencia son causa principal de

discapacidad cognitiva en todo el mundo

(2,3).



El origen de la EA es desconocido
actualmente. El porcentaje de pacientes con
la enfermedad de origen hereditario es

menor al 5% y hasta ahora no existe una

prueba genética que prediga las
probabilidades de padecerlo. Es una
enfermedad compleja originada

probablemente por una combinacion de

NUMerosos factores genéticos y
ambientales, sin un patréon de trasmisidn

claro.

La hipdtesis mas conocida sobre el origen
de la EA, sefala a la proteina precursora de
amiloide (APP) y la proteina tau como
responsables. La EA se caracteriza por una
acumulacién aberrante del péptido B-
amiloide (AB), y la pérdida progresiva de
sinapsis en el cerebro.

La disfuncién vy

pérdida de neuronas colinérgicas del

prosencéfalo basal y sus proyecciones

corticales estdan entre las primeras

manifestaciones patoldgicas de la EA.

El desarrollo de ratones transgénicos como
modelos de la EA permite un estudio
controlado de los probables mecanismos de
la enfermedad y ensayos terapéuticos. No
realizar un modelo

se ha logrado

experimental de ratén que reuna todos los
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aspectos de la EA. Sin embargo, existen

lineas de ratones transgénicos que

reproducen caracteristicas de la
enfermedad y que hasta el momento logran

reproducir parte del proceso en humanos.

Las investigaciones en la EA se han realizado
tradicionalmente mediante el estudio de

cerebros humanos o mediante |la
reproduccion de lesiones especificas en
ratas. Sin

cerebros de embargo, la

generacién de modelos animales

transgénicos es de especial relevancia.

Un alto porcentaje de la poblacién mayor de
50 afios manifiesta una pérdida subjetiva de
memoria con ausencia, en muchos de ellos,
de una alteracién objetiva de la misma. Se
ha sugerido que la EA puede iniciarse como
un deterioro cognitivo leve (DCL). Se han
analizado los diferentes subtipos de DCL,
considerando que sdlo algunos de ellos

evolucionan en una EA.

A pesar de los avances conceptuales y
diagnésticos en el drea del envejecimiento
desde la perspectiva neuropsicoldgica, se
estima que un porcentaje significativo de
demencia no

los casos de son

diagnosticados en las etapas iniciales.



Los estudios con ensayos clinicos han
observado resultados positivos en una clase
de farmacos para el tratamiento de
Enfermedad de Alzheimer que se dirigen a
evitar la acumulacién de placa B-amiloide
en el cerebro de pacientes con esta
enfermedad (4). Los datos presentados en
la Conferencia Internacional del Alzheimer
2015, sugieren que estos medicamentos
pueden retardar el declive de las personas

gue reciben tratamiento temprano (4).

1.2. FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD
DE ALZHEIMER

1.2.1. Definicion

Es una demencia progresiva y degenerativa
del cerebro, que provoca una alteracién de
las funciones intelectuales. Es el tipo de
demencia mas frecuente ya que representa
un 50-75% de los casos de demencia.

Esta demencia

presenta las siguientes

caracteristicas (1,5):

- Es adquirida y global

- Incapacitante y sindrémica
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La EA se caracteriza por la degeneracion
progresiva y especifica de las neuronas de la
corteza cerebral y de algunas estructuras
subcorticales dando lugar al deterioro
funcional del cerebro que esta determinado

por la accidn de tres procesos principales:

a. Formacién de las placas seniles (los
depdsitos extracelulares del péptido AB) y
de ovillos neurofibrilares (causadas por
fosforilacion de la proteina Tau) que
constituyen las lesiones especificas de la EA
(Fig. 1, 2).

b. Alteracion en la produccidon de
neurotransmisores; hipofuncién de la
transmisién colinérgica y glutamatérgica.
celular

c. Apoptosis (muerte

programada) de Pérdida de

neuronas.

neuronas (Fig. 3).

’: \ a o] v "" |

Fig 1. Enzimas actuando sobre la proteina precursora de
Amiloides (APP) cortdndola en fragmentos de beta-
amiloide, los cuales son indispensables para la formacién
de las placas seniles del Alzheimer. Alzheimer's Disease
Education and Referral Center, a service of the National
Institute on Aging.



Fig. 2. Corte histolégico tefiido con rojo congo que
muestra en el centro de la imagen un depdsito de
substancia amiloide rodeado de células de la microglia que
constituye una placa senil cortical (x400).  Alzheimer's
Disease Education and Referral Center, a service of the
National Institute on Aging.

Fig 3. Degeneracién neurofibrilar en neuronas de
tamafno medio, puesta de manifiesto con inmunotincién
para la proteina tau (x250). Alzheimer's Disease Education
and Referral Center, a service of the National Institute on
Aging.

1.2.2. Mecanismos patogénicos

La patogénesis de Ila EA no esta

completamente dilucidada. En base a

estudios en animales y en sujetos humanos,

se han descrito wuna variedad de
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mecanismos  patogénicos tales como
acumulaciones de proteinas anormales (AP
y proteina tau), cascadas inflamatorias,
respuestas anormales al estrés oxidativo y
alteracién en el metabolismo oxidativo (5, 6,

7,8).

A nivel molecular, la acumulacién de la
proteina AB y de la proteina tau en
diferentes regiones del cerebro ha sido
implicada en la pérdida de funciones

sindpticas, metabolismo defectuoso,
reparacién celular alterada, muerte celular

y, por lo tanto, el desarrollo de la EA.

Hiperfosforilacion de la proteina tau
(proteina asociada a microtubulos) conduce
a la formacidon de microtubulos u ovillos
neurofibrilares que perjudican el
mecanismo de transporte celular y conduce

a la muerte neuronal (9).

La proteina precursora amiloide (APP), con
loci genéticos en el cromosoma 21, se une a
receptores de muerte celular e inicia las vias
de apoptosis resultando en la pérdida
neuronal (9, 10, 11). Esta hipdtesis es
compatible con un inicio mds temprano de
la EA en pacientes con trisomia 21. La
acumulacién de otras proteinas tales como

la presenilina 1, la presenilina 2 y la



apolipoproteina E4/E5, con loci genéticos

en los cromosomas 14, 1 y 9,

respectivamente, también han sido
implicados en la patogénesis de la AD (3,

11).

Estas alteraciones moleculares conducen a
la pérdida neuronal y la atrofia cerebral en
algunas regiones del cerebro como la regién
frontal, temporal, parietal, hipocampo y la

corteza entorrinal (CE) (3, 9,12).

Ademas de la pérdida celular en la EA

también  interrumpe las  conexiones

neuronales entre las dreas corticales y
subcorticales  (8). Estas  conexiones
neuronales se conocen como redes de
alteraciones

modo predeterminado, vy

funcionales en estas redes se han
relacionado con los déficits de memoria en

pacientes con EA (12,13, 14, 15).

Asi la EA se puede visualizar como una
enfermedad sistémica que afecta a varias
redes neuronales en lugar de un trastorno
neurodegenerativo localizado. En un

estudio reciente, aproximadamente un

tercio de los casos de Alzheimer en todo el
mundo se han atribuido a factores de riesgo
como la

potencialmente modificables,

mejora del estado de educacidn, los
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factores de riesgo vascular y la depresion

(16).

1.2.3. Prevalencia

Su prevalencia va en aumento, debido al
envejecimiento de la poblacién, alcanzando
en la actualidad cifras del 47% en personas
de edad superior a los 85 afios (17). Es la
cuarta causa de muerte en los paises
desarrollados tan sélo precedidas por la
cardiopatia, tumores e infarto cerebral (18).
La incidencia media de la EA es del 7,2% en
la poblacion de mas de 75 afios, y su
prevalencia global del 10-15%. La
supervivencia media de un paciente con
Alzheimer es de 8 afios.

La incidencia y prevalencia de la EA
aumenta con la edad y es mas alta en
mujeres. No se han encontrado claras
diferencias de prevalencia en diferentes
areas geograficas, siendo las cifras muy
comparables en Europa y en Estados

Unidos, si se corrigen los datos por edad y

sexo. En casos genéticos de EA si se
encuentra una familia de origen
Colombiano que presentan wuna alta

prevalencia debido al caracter homocigoto



dominante de la enfermedad, pero este es
un caso de Alzheimer genético.

El curso natural de la enfermedad es
paralelo a los procesos neuropatolégicos de
perdida de neuronas y sinapsis, angiopatia
amiloidea, placa senil, cambio neurofibrilar
de Alzheimer, etc., los cuales suceden antes
de que se muestre el deterioro cognitivo de
la enfermedad (9). El retraso en el
reconocimiento de los sintomas iniciales,
unido al hecho de confusion diagndstica con
sintomas de envejecimiento, hace que el
diagnostico precoz de la EA adquiera gran
importancia. Para la aplicacién de
estrategias terapéuticas enfocadas a la
prevencion y al retraso de la evolucién de
EA, la busqueda de marcadores biolégicos

potenciales para el diagndstico precoz es

fundamental (19).

1.3. FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo de la enfermedad de

Alzheimer son los siguientes (1):

a. Edad: Es el factor de riesgo mas

importante para sufrir Alzheimer. Hay una
aumento

unanimidad que existe un

exponencial de las cifras de incidencia y
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prevalencia a medida que se cumplen afios,
siendo del 2% entre la poblacién de 65-69
anos, llegando al 32% entre los ancianos de

85-89 afos.

b. Género: Las mujeres tienen un riesgo

relativo  superior de padecer esta

enfermedad.

c. Genéticos: Las alteraciones genéticas son
importantes en la paricion precoz del

Alzheimer. Se ha observado que
mutaciones en cualquiera de los tres genes

siguientes:

APP (proteina precursora del amiloide) vy

presenilinas 1 y 2 (PS-1, PS-2); son

responsables de algunos casos de
enfermedad de Alzheimer precoz, es decir,
de aparicion antes de los 60 afios. Su
transmisién es autosémica dominante. El
alelo 3-4 del gen de la lipoproteina E (Apo
E) estd asociado con un incremento en el
riesgo de enfermedad de Alzheimer

esporadica.

d. Téxico-ambientales: El tabaco es un factor

de riesgo.



e. Nutricionales: La hipercolesterolemia, la
deficiencia de vitamina B12 y de folatos, la
obesidad, una dieta sin antioxidantes asi
como el alcoholismo son factores de riesgo

para el Alzheimer

f. Sanitarios: La depresion, la hipertension,
la hiperhomocistinemia, la menopausia y la
andropausia son factores de riesgo para la

enfermedad de Alzheimer.

g. Socioecondmicos y culturales (19): Hay
datos epidemioldgicos consistentes a favor
de cuanto mayor sea el nivel educativo que
se alcanza en la vida, menor sera la
probabilidad de sufrir demencia en edades
avanzadas (especialmente en mujeres). Es
decir, a estado

mejor educacién vy

socioecondmico, menor enfermedad de EA.

1.4. HIPOTESIS SOBRE EL ORIGEN DE LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER: Modelos

animales

La hipdtesis mas conocida sobre el origen
de la EA, sefiala a las proteinas precursora
de amiloide (APP) y tau como responsables.
La EA se caracteriza por una acumulacion

aberrante del péptido AB, y la pérdida
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progresiva de sinapsis en el cerebro. La

disfuncién 'y pérdida de neuronas
colinérgicas del prosencéfalo basal y sus
proyecciones corticales estdn entre las
primeras manifestaciones patoldgicas de la

EA.

El desarrollo de ratones transgénicos como
modelos de la EA permite un estudio
controlado de los mecanismos de la
enfermedad y pruebas terapéuticas. Los
primeros modelos transgénicos de la EA
vinieron de la sobreexpresiéon de la proteina
precursora AB en un intento de reproducir
la patologia amiloide. La APP se procesa por
dos vias metabdlicas, una fibrilogénica que

conduce a la formaciéon de placas y la otra

no fibrilogénica (Fig. 4 y 5).
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Fig. 4. Esquema de la via metabdlica de la formacién de
placas de A segun Spires and Hyman 2005.

Hay varios tipos de modelo de EA en
ratones. En uno de los mas estudiados, el
ratdn APP sobreexpresa formas mutadas de
la APP humana (20, 21,22), lo que provoca
el desarrollo de placas de AP en Ila
neocorteza y en el hipocampo hacia los 10
meses de edad. Un depdsito mas acelerado
de las placas de AP se produce en un
segundo tipo de modelo animal, en el cual
los ratones (APP-PS1) coexpresan PS-1 vy
proteinas APP humanas mutadas (69) con lo
qgue las placas de AB empiezan a aparecer a

los 3 meses de edad.

Las mutaciones de APP estan asociadas con
EA familiar y un aumento de B-amiloide, un
producto de degradacién de APP. El
amiloide se acumula en las placas seniles,
neuritas distréficas, y terminales sinapticas
en el cerebro con EA (21). Por lo tanto,
muchos grupos han trabajado bajo la teoria
de que sobreexpresion de APP o fragmentos
de APP bajo promotores especificos de
neuronas pueden resultar en la patologia

amiloide similar a la observada en la EA.

Después de varios intentos infructuosos
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para crear un modelo de ratén de EA en la
década de 1990, actualmente existen
alrededor de una docena de modelos de
ratén, que desarrollan la patologia amiloide

debido a la sobreexpresion de APP.

Games y colegas (22) informaron de un
modelo de raton convincente de EA, el
ratobn PDAPP, en 1995. Ratones PDAPP
sobreexpresan ADNc de la APP humana con
porciones de intrones APP 6-8 y con valina
residuo 717  sustituido

en el por

Fenalalanina-uno de la FEA asocia
mutaciones bajo el control del promotor del
factor de crecimiento B derivado de

plaguetas (PDGFB). Estos ratones, a
diferencia de los modelos anteriores APP
controlados por un promotor NSE, (23,24)
expresan niveles muy altos de proteina APP
(~ 10 veces mas alta que enddgeno APP), y
desarrollan mas  neuropatologia de
Alzheimer como placas neuriticas, neuritas
distréficas, gliosis y pérdida de la densidad
de sinapsis (22, 25). En particular, la
formacion de placas en estos ratones es
fundamentalmente en el hipocampo (a los
6-8 meses) o en las zonas corticales vy
limbicas (8 meses) de

una manera

progresiva, mostrando una especificidad



regional como se observa en la patologia de

la EA (22,26).

La patologia amiloide en ratones PDAPP es
sorprendentemente similar a la observada
en la EA. Comparaciones ultraestructurales
revelan fibrillas de amiloide de tamafo
similares asociada a

similares, placas

neuritas  distréficas gue  contienen
componentes sindpticos y neurofibrillas,
asociaciones de microglia con las placas, y la
fosforilacion de la proteina tau vy
neurofilamentos en las neuritas en ratones
de edad (18 meses) (22,27). Sin embargo,
estas alteraciones neurodegenerativas no
van acompafiados de la formacion de

filamentos pareados helicoidales,

y el
analisis estereoldgicos por Irizarry y col. no
mostraron pérdida neuronal global en la
corteza corteza

entorrinal, CAl, o |la

cingulada hasta los 18 meses de edad (26).

En 1996, Hsiao y col. publicaron otro
modelo de ratéon que sobreexpresa APP de
la EA, la linea Tg2576. Estos ratones son
transgénicos para ADNc de la APP humana
con la mutacion sueca doble (K670N y
M671L) bajo el control del promotor de la

proteina prion de hamster (PrP). Los ratones

heterocigotos Tg2576 producen APP en 5.5
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veces por encima de los niveles endégenos
y desarrollan placas difusas y neuriticas en
el hipocampo, la corteza cerebral,
subiculum, y el cerebelo en alrededor de 9-
11 meses de edad, similares a los
observados en la EA y ratones PDAPP. En las
tareas de alternancia y laberinto de agua,
los ratones Tg2576 mostraron déficits de
memoria relacionados con la edad
comenzando alrededor de los 8 meses de
edad (28). También tienen un fenotipo
electrofisiologico dependiente de la edad;
en edades mas avanzadas se caracterizan
por alteracién de la induccién de LTP en el
hipocampo, en registros in vitro e in vivo
(29). En la corteza, la integracion sinaptica
también se ve afectada en vivo (30). Estas
alteraciones funcionales pueden ser la base
de algunos de los déficits de memoria
observados. Las placas en ratones Tg2576
estan asociados con neuritas distréficas y
gliosis, pero sin pérdida global de sinapsis o
neuronas en CA1 (31). Recientemente, Lanz
et al. (32) informaron de que la densidad de
la espina dendritica disminuye en CA1l de
los dos ratones PDAPP y Tg2567 antes de
deposicién de la placa, lo que demuestra

gue estos modelos pueden emular algunos



de los circuitos sinapticos interrumpidos,

como se ha visto en la EA.

Ratones APP23, desarrollados en Novartis,
sobreexpresan ADNc de la APP humana con
la mutaciéon sueca bajo el control del
promotor murino Thy 1.2. Estos ratones
desarrollan placas amiloides y la angiopatia
amiloide cerebral a partir de 6 meses de
edad (33). De manera similar a los modelos
descritos anteriormente, los ratones APP23
desarrollan déficits de memoria seguin la
evaluacion de las pruebas de
comportamiento (34,35). Otra linea que
sobreexpresa APP de ratén con la mutacién
sueca, desarrollado por Borchelt et al
(36,37) no desarrolla placas hasta 18 meses
(linea APP Swe C(C3-3). El transgén es
impulsado por un promotor diferente (prion
promotor de ratén) y estd en una cepa de
fondo diferente (C57BL/6-C3H) a partir de
los modelos Tg2576 y APP23 mencionados

anteriormente que tienen un inicio mas

temprano de la deposicién de amiloide.

La expresién de tanto la mutacion sueca y la
mutacién V717F dirigido por el promotor
prion de hamster sirio (modelo de ratén
TgCRND8) provoca la deposicidon temprana

de amiloide en placas y muerte prematura

30

que dependen de la cepa de fondo de ratén
(38,39), que indica la importancia de los
antecedentes genéticos en los efectos de los

sobreexpresién de APP.

Los modelos anteriores muestran
claramente que la sobreexpresion de APP
humano con mutaciones EA-asociado
familiares puede recapitular gran parte de la
patologia amiloide visto en EA; sin embargo,
las mutaciones de APP causan sélo una
pequefia fracciéon de casos de EA. Las
mutaciones en las PS-1 y 2 también causan
EA familiar (40), probablemente alterando
el procesamiento de APP para favorecer la
produccién de BA y, en particular, especies
fibrilogénicas. Mutaciones asociadas a
presenilina-FAD se han usado para generar
modelos animales. Cruzando los ratones
Tg2576 con PS1 M146L ratones mutantes
(modelo PSAPP) también provoca una
elevacién de los niveles de BA 42/ Ap 40 y
una aceleracién en el depdsito de amiloide,
evidente a los 6 meses de edad, en
comparacion con 9 meses en ratones

Tg2576 (41).

La evidencia de que la co-expresiéon de PS1
con APP acelera el depdsito de la placa y

que la expresién de PS1 por si sola no es



suficiente para inducir la patologia amiloide

de PS1 como un gen

apoya el papel

importante.

Mutaciones FAD-asociado de presenilinas
causan un aumento de la probabilidad de
producir la versién 42 de aminoacidos
altamente fibrilogénico de R-amiloide, en
lugar del péptido de 40 aminodacidos, menos
perjudiciales. Esto haria que las presenilinas
fueran unas dianas prometedoras para el
desarrollo de medicamentos para disminuir

la deposicidon de amiloide en la EA.

Sin embargo, ratones knock-out para la
presenilina 1 no son viables y desarrollan un
fenotipo andmalo en el esqueleto y en el
sistema nervioso central (42), indicando la
durante el

importancia de este gen

desarrollo.

La empresa Cephalon ha desarrollado

recientemente un modelo de rata
transgénica de triple APP/PS-1 de la EA, con
un curso temporal y una deposicion de BA,
similar a la observada en ratones Tg2576
(43). Se han desarrollado otros modelos de
ratas transgénicas (44,45), pero el modelo
de rata de Cephalon es el primero en
mostrar la presencia de placas de [BA

patoldgicas. Este modelo puede resultar
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muy util para la investigacion porque las
ratas son sujetos mejores que los ratones en
varios tipos de experimentos tales como las
pruebas de comportamiento de la funcidn

cognitiva y registros electrofisiolégicos.

En resumen, estos modelos animales han
permitido, por ejemplo, determinar que en
los ratones doble transgénicos APP/PS-1 la
densidad de los receptores muscarinicos
disminuye, lo que conlleva a un deterioro
relacionado con la edad, que provoca una
disfuncién  del

acoplamiento  receptor

muscarinico-proteina G (46). Esta pérdida
de receptores muscarinicos también juega
un papel sustancial en el deterioro cognitivo
que se observa en estos pacientes,
caracterizado por la pérdida de memoria,
atencién

capacidad de aprendizaje vy

conductual.

La pérdida a gran escala de las neuronas
altera los circuitos neuronales y debe
contribuir a la disminucién cognitiva que se
observa en la EA. Las neuronas piramidales,
origen de proyecciones corticocorticales
entre otras muchas conexiones, son
particularmente vulnerables, y su muerte
interrumpe conexiones entre las cortezas de

asociacion (47). Por ejemplo, hasta el 90%



de las grandes neuronas piramidales en la
corteza prefrontal se pierden en las etapas
finales de la enfermedad (48). La conexién
de la corteza entorrinal y la formacién del
hipocampo también se reducen en la EA;
esta via proporciona informacién de las
asociacion

cortezas de para su

procesamiento en el hipocampo y se
considera que juegan un papel crucial en la

memoria (49).

Incluso en un nivel leve de EA, el 50% de las
neuronas de la capa Il de corteza entorrinal
se pueden perder, y en casos severos, casi
todas las neuronas en esta capa han
degenerado (50). En la region CA1 del

hipocampo, alrededor de 70% de las

neuronas mueren durante la progresion de

la EA (51).

Las neuronas que permanecen en el
cerebro con EA muestran cambios
morfolégicos muy importantes. Forman

neuritas distrdficas, sus arboles dendriticos
y axonales son remodelados, y cambia la
densidad de las

sinapsis 'y espinas

dendriticas (52). Estos cambios alteran la
conectividad en circuitos responsables de la
memoria y la cognicidn, probablemente

contribuyendo a los sintomas de EA. En
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efecto, la pérdida de sinapsis se
correlaciona fuertemente con el deterioro

cognitivo en los pacientes (53).

Fig 5. Anatomia patoldgica, cambios asociados a la
formacién y acumulacion de la proteina AB. Santiago
Ramaén y Cajal. Cortesia Juan De Carlos, Instituto Cajal.

1.4.1.1. Deterioro cognitivo

El termino deterioro cognitivo leve (DCL) se
utiliza para caracterizar un cuadro clinico
gue generalmente se presenta durante el
envejecimiento y consiste en la disminucién
de una o mas funciones cognitivas sin
afectacién en las actividades de la vida
diaria. Esta entidad es heterogénea y puede
estar determinada por sus caracteristicas
clinicas (54). De esta forma, se clasifica el
DCL en tres tipos: amnésico (alteracion
especifica de la memoria), el de multiples

dominios (fallos en la memoria y otras



funciones cognitivas), y alteracién en un
dominio cognitivo diferente a la memoria
(alteracion importante de otra funcién
cognitiva). El diagndstico adecuado de DCL
tiene implicaciones clinicas importantes,
pues se comporta

como un posible

predictor de alteraciones cognitivas
progresivas que podrian sugerir el inicio de
un cuadro demencial (Anexo 1). EI DCL de
tipo amnésico (DCLamn) es el mds asociado
con un estadio previo a la demencia de tipo
Alzheimer (DTA) (Anexo ). Para hacer el

diagnéstico de DCLamn, se deben
corroborar las quejas o fallos en la memoria
por un informante diferente al paciente, y el
déficit se debe objetivar a través de pruebas
neuropsicolégicas;

debe

ademas, el paciente

presentar un  funcionamiento
cognitivo general normal, que le permite ser
competente y auténomo en las actividades
de la vida diaria, es decir, no reune criterios
para el diagnéstico de demencia (54).
Diferentes estudios realizados sobre esta
entidad plantean que el DCL-amn supone
un riesgo de presentar demencia en
aproximadamente un 12% de la poblacién
por afio, mientras que en personas sanas, la
tasa de conversion a demencia esta entre el

1-2% anual (54). La prevalencia del DCL-
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amn varia de un estudio a otro, y se estima
entre el 3-17% de la poblacién mayor de 65

anos (55,56).

El grupo de trabajo del European
Consortium on Alzheimer's Disease (EADC)
sobre Deterioro Cognitivo Leve realizd en
marzo de 2006 una revisidn critica del
concepto, proponiendo un procedimiento
nuevo de diagndstico con tres pasos

diferenciados, ANEXO 1E.

1.4.1.2. Epilepsia

La epilepsia segun la “International League
Against Epilepsy” (ILAE) "es un trastorno

cerebral que se caracteriza por una

predisposicion duradera para generar

ataques epilépticos y consecuencias
neurobioldgicas cognitivas, psicolédgicas vy
sociales. La definicion de la epilepsia
requiere la ocurrencia de al menos un

ataque epiléptico”.

La epilepsia puede ser producida por muy

diversos factores: lesiones cerebrales,

infecciones, enfermedades vasculares o

degenerativas, tumores, etc. Incluso el
abuso del alcohol o de algunas drogas
puede ser la causa. Se ha encontrado
ademas un componente genético en el 40%

de los pacientes.



Su presencia podria ser facilmente
reconocida y tratada. La epilepsia se define
conceptualmente en el 2005 como un
trastorno del cerebro que se caracteriza por
una predisposiciéon duradera para generar

ataques de epilepsia.

Esta definicién es generalmente
practicamente aplicada a dos convulsiones
no provocadas con >24h de diferencia. El
internacional League Against Epilepsy (ILAE)
aceptd las recomendaciones de un grupo de
trabajo que altera la definicion practica para
circunstancias especiales que no cumplen

con los criterios de convulsiones.

Sin embargo teniendo en cuenta los

problemas durante el diagndstico para
situaciones especiales la ILAE ha tenido en
cuenta las recomendaciones del Task force y
los ha considerado dentro de los criterios
(Anexo F):

diagnésticos Definicién de

epilepsia segun la ILAE 2014.

1.4.1.3. Alzheimer y Epilepsia

La epilepsia y la EA son enfermedades
neuroldgicas que se presentan en el adulto
mayor porque constituyen un factor de
riesgo para ambas enfermedades aunque

aun no estd claro si comparten también
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algin mecanismo fisiopatolégico (57,58).
Sin embargo, la EA de forma aislada podria
constituir un factor de riesgo de epilepsia en
(59).

este grupo poblacional Se han

postulado tres hipdtesis que intentan
explicar los mecanismos que generan crisis
epilépticas y compromiso cognitivo; uno de
ellos estd en relacion a los péptidos y
proteasas involucradas en la sintesis del BA,
que por diversos mecanismos influiria en la
hiperexcitabilidad neuronal, ademas Ia
pérdida de la inhibicion por disminucion de
la expresion de los canales de sodio Navl.1
en las interneuronas gabaérgicas y los
cambios que producen los ovillos
neurofibrilares en la corteza de cerebral de
pacientes con EA y epilepsia generarian

también compromiso cognitivo(60,61,62).

Reconocer la presentacién clinica de las
crisis epilépticas en un paciente con EA es
una tarea dificil de realizar debido a que el
comportamiento inusual de los pacientes
con esta enfermedad podria confundirse
con la presentacién de crisis epilépticas
parciales complejas constituyendo un reto
el diferenciar episodios epilépticos de los no

epilépticos (sincopes, episodios de amnesia



global transitoria, ataques isquémicos
transitorios, trastornos del suefio, ansiedad,
trastornos metabdlicos o todxicos)) (63); o
simplemente presentar crisis epilépticas no
convulsivas; es ello

por que el

electroencefalograma podria ser una

herramienta util, que apoye el diagndstico.

La importancia de reconocer e iniciar
tratamiento temprano en pacientes con EA
y epilepsia, radica en que estos pacientes
tienen mayor deterioro cognitivo y peor
calidad de vida si las crisis epilépticas no son
tratadas de forma oportuna y adecuada

(64,65).

1.4.13.1.1. Factores de riesgo de crisis

epilépticas en la enfermedad de Alzheimer

Los pacientes con EA y otras demencias
tienen entre 5-10 veces mas riesgo de
desarrollar crisis epilépticas en el curso de
la enfermedad comparado con personas
saludables de la misma edad y en ausencia
de otros dafios neurolégicos (66,67); pero
existen otros factores de riesgo especificos
en la EA que predisponen la presencia de
crisis como los

epilépticas que

mencionamos a continuacion.
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El diagndstico de epilepsia precede o
coincide con el diagndstico de la EA en
aproximadamente un 51 %; por lo que la
presentacién de epilepsia seria
independiente del estadio de la enfermedad
(59,64). Los pacientes menores de 65 afos
de edad que desarrollan epilepsia en el
curso de la EA, tuvieron deterioro cognitivo
5 6 7 aiios antes que los pacientes que no
desarrollan epilepsia; ademds presentan
mayor severidad de demencia (68); estos
hallazgos son similares a los encontrados en
pacientes con actividad epileptiforme sub-
clinica,

demostrada por el registro del

electroencefalograma.

1.4.1.3.1.2. Factor genético

La EA familiar autosémica dominante es
causada por la mutaciéon del gen de la
presenilinal en el cromosoma 14, Ia
mutacion mas frecuente es la E280A; dentro
de su fenotipo clinico se podria incluir a las
crisis epilépticas y es por ello que es
considerada un factor de riesgo en esta
poblacién; e incluso algunos autores
sugieren afadirla a la lista de epilepsias

genéticas (69).

Otros factores de riesgo o causas raras para

EA de inicio temprano son las mutaciones



de la presenilina 2 (mutacion N141l) y las
duplicaciones de la proteina precursora del
amiloide (70). Las formas genéticas de la
EA tienen en comun el procesamiento y
acumulacion anormal del BA; pero a pesar
de esta relacién aun no estd claro si la
incidencia de epilepsia es mayor en el grupo
de EA familiar o la EA esporadica (71). Sin
embargo en el grupo de pacientes con
sindrome de Down (trisomia 21) que tienen
alteraciones del procesamiento de Ia
proteina precursora del amiloide se ha
encontrado mayor frecuencia de demencia
tipo Alzheimer en mayores de 40 afios y en

esta poblacién es conocida la alta incidencia

de crisis epilépticas (72).

Otro factor de riesgo genético es la
presencia de por lo menos un alelo €4 de la
apolipoproteina E, el cual es considerado un
factor de riesgo para la EA; a su vez estd
asociada con el incremento de Ila
excitabilidad de las redes neuronales, sobre
todo en la actividad epileptiforme subclinica
en pacientes sin demencia, pero esta
disfuncién podria influir también en el
establecimiento de la cascada patogénica
de la EA considerandose un factor de riesgo

para EA y epilepsia aun en estudio (73).
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El sexo y la raza también se estan
considerando como factores de riesgo. Un
realizado en |Ia

estudio retrospectivo

poblacion italiana encontr6 que la
frecuencia de crisis epiléptica fue tres veces
mayor en varones que en mujeres; sin
embargo este hallazgo no fue significativo,
(57). La etnia afroamericana ha sido
también considerada un factor de riesgo
para el desarrollo de crisis epilépticas en la

enfermedad de Alzheimer (74, 75).

1.4.1.3.1.3. Mecanismos de las crisis

epilépticas en la enfermedad de Alzheimer

El deterioro cognitivo asociado a crisis
epilépticas puede presentarse en diferentes
escenarios: la epilepsia del |6bulo temporal
podria generar per sé compromiso de
memoria e incluso manifestarse como una
demencia franca y asi ser diagnosticada
como EA errdneamente (76). Ademas, el
tratamiento antiepiléptico podria también
producir deterioro cognitivo. Ambas,
epilepsia y deterioro cognitivo comparten
mecanismo especificos subyacentes que
generan alteraciones de la excitabilidad
neuronal, esta teoria se basa en el hecho
las crisis epilépticas se

que pueden



presentar al inicio o en estadios tardios de
la EA (60,77). La pérdida neuronal y la
reorganizacion de los circuitos neuronales
en el Iébulo temporal, en las estructuras
CA1, subiculo del hipocampo y la corteza
entorrinal

que aparecen en la EA

conducirian a una hiperexcitabilidad

patolégica que generaria las crisis
epilépticas. Otros estudios han encontrado
hiperperexcitabilidad en las neuronas
piramidales de otras areas de la neocorteza,
lo que sugiere que la epileptogénesis en la
EA podria no estar limitada al Iébulo
temporal medial e hipocampo (71). Pese a
estos hallazgos los mecanismos de
hiperexcitabilidad en el cerebro de los
pacientes con EA no es ampliamente
conocido, en ese sentido, se ha observado
gue estudios realizados en pacientes con EA
de inicio temprano y patron de herencia
dominante

autosémica presentan

anormalidades en el metabolismo de la

proteina precursora del amiloide que
generan péptidos que a su vez influyen en
diferentes aspectos de la funcién neuronal
como el incremento de la excitabilidad;
ademas estas anormalidades en Ia
excitabilidad neuronal se ven potenciadas

por mutaciones en la presenilina 1 o la
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presenilina 2; lo que muestra que las crisis
epilépticas son parte de la historia natural

de la enfermedad (78).

Mediante la utilizacion de modelos
animales de epilepsia y EA, se postulan tres
hipdtesis para intentar explicar los
mecanismos por el cual se generan las crisis
epilépticas. Uno de ellos expone que todos
los péptidos y proteasas involucradas en la
sintesis del BA por diversos mecanismos
influirdn en la hiperexcitabilidad neuronal
(61). La EA de inicio temprano es causada
por mutaciones en la proteina precursora
del amiloidea, lo que desencadena un
procesamiento proteolitico alterado y la
produccidn de péptido amiloide aberrante;
la acumulacién progresiva de estos péptidos
en diferentes regiones cerebrales como el
hipocampo  contribuiria al  deterioro
cognitivo en la EA, pero también a Ia
hiperexcitabilidad neuronal y

remodelamiento del circuito inhibitorio;
estudios en ratones transgénicos mostraron
gue los niveles elevados de BA en el cerebro
pueden causar actividad epileptiforme aun
en estadios tempranos de la EA y en

ausencia de pérdida neuronal (73,79,80).



No estd claro como los depdsitos del BA

contribuyen al dafo neuronal; pero si es

conocido que la exposicion a niveles
patolégicamente relevantes inducen
hiperexcitabilidad neuronal vy deterioro

cognitivo, cambios patoldgicos observados

en la EA vy actividad epileptiforme

espontanea (81).

Otro mecanismo estd basado en la
mutacién del gen Navl.l que produce la
disminucion de la expresidon de los canales
de sodio Navl.l en las interneuronas
gabaérgicas que resultan a su vez en una
pérdida de la inhibicidon que conlleva a
generar crisis epilépticas; es asi que la
administracion de drogas antiepilépticas
bloqueadoras de canales de sodio en estos
ratones exacerban las crisis epilépticas y
ademas esta

empeoran la cognicion;

mutaciéon del Navl.l es vista en dos
sindromes epilépticos genéticos; la epilepsia
generalizada con convulsiones febriles y la
epilepsia mioclénica severa de la infancia y
de alli su relacion como mecanismo de
epilepsia y EA (81,82). Dentro de este
mecanismo que involucra a los canales de
sodio las acciones de BACE1l una enzima

limitante de la velocidad con la que se

produce el BAy que a su vez actua en la sub
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unidad B2 de los canales de sodio, se
encuentra marcadamente incrementada en
cerebros de pacientes con EA, es decir que
su sobreexpresién hace que Navl.l sea
retenido intracelularmente, lo que lleva a la
reduccion de los niveles superficiales de
Navl.1, disminucion de las corrientes de
sodio y deterioro en los potenciales de
accion. El canal Navl.l es altamente
expresado en el subtipo de interneurona
gabaérgica que ejerce una inhibicién
potente sobre las células principales. Por lo
tanto, una pérdida de funcionalidad del
Navl.1 puede contribuir a la desinhibicidn
de las redes corticales y contribuir a la
hiperexcitabilidad neuronal (60,83). El
ultimo mecanismo esta en relacién al papel
gue juega la proteina tau, una proteina
asociada al microtibulo que esta implicada
en la patogénesis de la EA; los ovillos
neurofibrilares son agregados intracelulares
anormalmente

de proteina tau

hiperfosforilada, que a su vez genera
proliferacion de astrocitos reactivos y de
microglia en la corteza cerebral, pero sobre
todo en el hipocampo, estos hallazgos son
encontrados en pacientes con EA y en

pacientes con epilepsia lo cual generaria

una actividad epiléptica (62) . La reduccion



de la proteina tau observada en ratones no
transgénicos no produjo cambios en las
tareas de aprendizaje y memoria a la vez
qgue interfiere en la severidad de la crisis
epiléptica; basado en estos hallazgos, esta
reduccion de la proteina tau podria ser una
clave para la intervencion terapéutica de la

epilepsia (61, 84,85).

1.4.1.3.1.4. Tipos de crisis epiléptica en

pacientes con enfermedad de Alzheimer

La identificaciéon de los tipos de crisis
epilépticas en pacientes con EA resulta

complicada debido a que los pacientes

tendran dificultades para reportar o
recordar las crisis epilépticas. Pueden
presentarse  tanto  crisis  epilépticas

generalizadas como parciales complejas

(81); el tipo mas frecuente de crisis
epilépticas en los pacientes con EA son las
crisis parciales complejas; las crisis no
convulsivas como el “jamais vu”, “deja vu”,
fendmenos sensitivos, fendmenos
psiquicos, pérdida del habla y amnesia (64);
otros estudios indican que las crisis
epilépticas mas frecuentes son las crisis
parciales con generalizacidon secundaria (en

13/145 pacientes con EA) (86). También se
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han descrito otros tipos de crisis epilépticas
como las crisis parciales simples y las
mioclénicas, estas ultimas observadas en
pacientes con EA y sindrome de Down en el

adulto (87,88).

El electroencefalograma no es un examen
que se realice de forma rutinaria en los
pacientes con EA, pero de los registros
electroencefalograficos realizados en estos
pacientes mostraron en menos de la mitad
de ellos un patrén tipico de anormalidades
como un enlentecimiento (ondas theta y
delta) o descargas interictales corticales
(puntas, punta onda). Es posible que esta
baja frecuencia se deba a que el registro de
la actividad eléctrica cerebral del lébulo
temporal medial es dificil. Ademas, los
electroencefalogramas realizados en estos
pacientes no son prolongados ni realizados
con electrodos profundos o intracraneales
(78,89). Estos estudios mostraron un
enlentecimiento no especificado en el 50%
de los casos y solo un 36% mostro puntas u
ondas epileptiformes. Es importante sefalar
con EA sin crisis

que los pacientes

epilépticas también pueden presentar
enlentecimientos no especificados (86). El
foco epileptégeno reportado con mayor

frecuencia es de origen unilateral y a nivel



seguido de la  regidn

(64);

temporal,

frontotemporal estos  registros
hallados en pacientes con EA sin evidencia
clinica de crisis epilépticas predicen Ila

presencia de estas en el cuadro clinico (75).

La presencia de crisis epilépticas en la

enfermedad de Alzheimer puede
presentarse en cualquier estadio de la
enfermedad, pero en las formas de EA de
inicio temprano se presentaria en pacientes
gue iniciaron el deterioro cognitivo en

edades menores a 65 afos.

El anadlisis cuantitativo del EEG (qEEG), a
diferencia del clasico analisis visual, ha
aportado nuevas utilidades a esta técnica.
Recientemente se ha demostrado que el
estudio qEEG puede ser de utilidad para
ayudar a diferenciar Demencia por Cuerpos
de Lewy y EA. En concreto la puntuacién
GTR (Grand Total EEG), que es un sistema
automatico de

puntuacién de las

anormalidades del EEG, aporta wuna

sensibilidad superior al 72% vy una
especificidad del 85% (90).

Los analisis EEG tradicionales nos hablaban
de un aumento «difuso» de la actividad de
baja frecuencia en la EA. Sin embargo,

Fernandez et al. (91) describieron un
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aumento significativo en las fuentes de

actividad delta localizado en la corteza
parietal y temporal que correlacionaba con
el estatus cognitivo y funcional de los
pacientes (Fig. 6). En un estudio posterior
(92) se comprobd que este aumento focal
de la actividad delta correlacionaba de
forma muy significativa con uno de los
signos tradicionales de la EA como es la

atrofia cortical y en particular la
disminucion del volumen del hipocampo.
La combinacion de ambas medidas (nimero
de fuentes delta y disminucién del volumen
del hipocampo) permitian la distincién de
pacientes y controles con una capacidad
discriminativa global del 87,1% (93,3% de

sensibilidad y 81,2% de especificidad).

Fig. 6. Actividad delta focal temporoparietal en la

enfermedad de Alzheimer (EA). Los puntos rojos indican

las fuentes u origenes de esta actividad. Este patron de



actividad no solo distingue a los pacientes de los ancianos
sanos, sino que un aumento de la actividad delta parietal
posterior en pacientes DCL. Fuente: figura tomada de

Fernandez et al. (91).

1.5. ESTUDIOS NEUROFISIOLOGICOS.

EEG Y MAGNETOENCEFALOGRAFIA

Los estudios experimentales y tedricos de la

conectividad funcional cerebral en seres

humanos requieren técnicas no invasivas
tales como la electroencefalografia EEG

(ANEXO H), la magnetoencefalografia

(MEG), y proyeccion de imagen de

resonancia magnética funcional (fMRI).

Entre éstos, el EEG y la MEG proveen una
medida mas directa de la actividad cortical
con una alta

resolucion temporal (<1

milisegundo), pero con una resolucidn

espacial (1-10 cm) limitada por la

localizacién de los electrodos en el cuero
cabelludo. En cambio, MRI funcional tiene
una resolucién temporal

baja (1-10

segundos), pero tiene alta resolucién

espacial (1-10 milimetros).

La actividad funcional entre regiones del
cerebro en la corteza se pueda definir como
una grande red en el cerebro con nodos

difusos, la fMRI puede delinear la anatomia
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de estas redes, quizds mas eficazmente en
la identificacién de ejes de las redes mas
importantes. Mucho esfuerzo actual se
dirige la integracién de estas tecnologias y
de otras, por la razéon obvia: para
proporcionar una vista mdas completa de la
actividad dinamica espacial y temporal del

cerebro.

En animales, la investigacion se ha centrado
en el estudio de la actividad de una o unas
pocas neuronas, usando medidas directas
con electrodos. Aunque las medidas de EEG
integren la actividad de un gran numero de
neuronas,

hay numerosas pruebas que

indican que permiten determinar los

cambios de actividad neuronal en
poblaciones neuronales.
1.5.1.1. Electroencefalograma

Las sefiales del EEG se registran en
términos de cambios de voltaje entre dos
electrodos colocados en el cuero cabelludo
de un sujeto o con referencia a un electrodo
de referencia. Hans Berger (1930) fue el
primer en estudiar estas sefiales y como
estados. El

cambiaban en diferentes

estdndar actual para la colocacién de los



electrodos es el Sistema Internacional 10-20

(Fig. 7).
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Fig. 7. Diferentes perspectivas del Sistema Internacional
10-20 en la colocacién de electrodos (A) plano sagital; (B)
plano axial; y (C) localizaciéon de una configuraciéon de 64

electrodos. (Adaptado de Malmivuo, 1995).

Se nombra a los electrodos por su
localizacién en el cuero cabelludo (F para el
frontal, C para la central, T para temporal, P
para parietal, y O para occipital) y son
numerados de modo que los electrodos
denominados Z (cero (zero en inglés) se
encuentran en la linea media, los electrodos
impares estan en el hemisferio izquierdo y
los electrodos pares estan a la derecha.

El EEG es profundamente influenciado por

alteraciones en vigilancia y también cambia
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con edad, mas perceptiblemente durante la

infancia.
1.5.1.2. Magnetoencefalografia
Este tipo de registro permite medir los

campos magnéticos asociados a la actividad

eléctrica neuronal. Mediante la

magnetoencefalografia se puede
determinar qué cambios en la amplitud de
la banda de frecuencias 2-4 Hz (banda
delta) y entre los 16 y los 28Hz (alcanzando
el rango mas alto de la frecuencia beta y el
inicio de gamma) permitian distinguir
enfermos de EA y sujetos control de la
misma edad, con una sensibilidad del 81% y
una especificidad del 80%. Estos resultados
nos llevan a considerar el papel de las
frecuencias bajas como «signo» de la EA y
del DCL (93). De hecho estos resultados
obtenidos con MEG confirman estudios
previos EEG en los cuales se ha detectado
una disminucién de la actividad de alta
frecuencia en la EA, generalmente dentro
de un espectro de 12-30Hz (93). Otros
autores han demostrado cambios en Ia
banda de frecuencias 14-22Hz (93), la
banda 20-28Hz (94), la banda betal (95), la

banda beta2 (96), o en la banda de 18-22Hz



(97). Esta modificacion de la actividad

cerebral no solo puede describirse en
términos de cambios en la frecuencia de la
cuanto a

actividad, sino también en

variaciones en la localizacion de los

generadores de dicha actividad. Los
estudios de EEG revelan una pérdida de la
actividad beta en regiones parietales y
centrales (98). Cuando se realizan analisis
de dipolo Unico en registros de EEG de EA
nos encontramos con que la actividad alfa 'y
beta se va localizando de una forma cada
vez mas anterior, disminuyendo en las zonas
mas posteriores, conforme progresa la
enfermedad y esta se hace mas severa (98).
Estos datos del EEG correlacionan con

estudios PET donde se muestra un
hipometabolismo en las dreas posteriores
del cerebro que va progresando con el curso
de la enfermedad (99).

Las variaciones observadas en el EEG de los
enfermos de EA y de los pacientes con DCL
tienen en comun el aumento de la actividad
de baja frecuencia, acompafiado de una
disminucion marcada de la potencia en
frecuencias altas. La localizacién de las
fuentes de dicha actividad permitiria no

solo ayudar al diagnéstico de la EA o del DCL
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sino, mas importante aun, estimar el riesgo

de evolucion hacia la demencia.

Los dos mecanismos (no excluyentes) que
podrian explicar ese «enlentecimiento» del
EEG son la deaferentacién cortical y la
hipétesis colinérgica. Es bien conocido que
le deaferentacién corticotaldamica y las
lesiones de sustancia blanca producen un
patrén tipico de actividad delta polimdrfica
(100). Estudios relativamente recientes
demostraron que en la EA no solo se
producen lesiones de sustancia gris sino
también de sustancia blanca (101,102).
Ademas estudios histopatoldgicos sugieren
gue existe una pérdida selectiva de
neuronas piramidales que pueden producir
un sindrome de desconexién corticocortical
(103). Holschneider et al. (93), plantearon
que este sindrome de desconexién podria
explicar, al menos en parte, tanto el
incremento de la potencia delta, como la
disminucion marcada de la potencia en

banda beta.

Respecto a la hipodtesis colinérgica, estudios

cldsicos como los de Riekkinen et al.

(104,105), detectaron una correlacidén
significativa entre los niveles de
acetilcolinestarasa en el liquido

cefalorraquideo y la potencia delta en los



enfermos EA. Este hallazgo se vio ratificado
por estudios EEG y MEG en los que una
dosis de escopolamina (un antagonista de
los receptores colinérgicos muscarinicos)
cambios

producia significativos en la

actividad  cerebral espontdnea, que
basicamente eran una reduccion de las
potencias alfa y beta unida al aumento de
las potencias delta y theta, muy similares a

los que se observan en la EA.

El apoyo mas definitivo a esta hipotesis de

una relacién entre disminucién de
frecuencias altas y déficit colinérgico viene
dada por dos estudios de lesiones
realizados por el grupo de Holschneider
(106,107). En el primer estudio, una serie
de ratones de laboratorio sirvieron como
modelo animal de la EA y para ello
recibieron lesiones selectivas del nucleus

basalis (la mayor fuente de aferentes
colinérgicos ascendentes situado en el
prosencéfalo basal). Esta lesidon producia un
aumento selectivo de la potencia delta y

una disminucion de la potencia beta.

En un segundo estudio, los animales fueron
tratados con una inmunotoxina colinérgica
selectiva (107). Esta inmunotoxina producia

un aumento de la potencia 1-4 Hz y una
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disminucion generalizada de la potencia en

un amplio espectro de los 20-44 Hz.

Davis et al. (108) indicaron que los valores
de la acetilcolinesterasa y de la colin-
acetiltransferasa no estaban reducidos en
los tejidos analizados postmortem de
pacientes diagnosticados recientemente de
DCL. DeKosky et al. (109), tampoco fueron
capaces de encontrar reduccion alguna de
los niveles de colin-acetiltransferasa en
diversas regiones del cerebro de pacientes
con DCL. De hecho, parecia que la actividad
de esta enzima estaba incrementada en
dichos pacientes, lo que fue interpretado
cOomo un mecanismo compensatorio que
apareceria en los pacientes con DCL antes
EA. articulos

de evolucionar a Estos

suponen un reto para la hipdtesis

colinérgica aplicada al DCL y a los estadios

mas iniciales de la EA.



PLANTEAMIENTO E HIPOTESIS
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2. PLANTEAMIENTO

Como se ha indicado anteriormente, la EA es la enfermedad neurodegenerativa mas frecuente y
la causa mas comun de demencia en los ancianos. Diversas lineas de evidencia sugieren que el
péptido BA tiene un papel causal en su patogenia, pero los mecanismos subyacentes siguen
siendo inciertos. Existen pruebas recientes de que BA puede ser parte de un mecanismo de
control de la actividad sinaptica. La acumulacién patoldgica de conjuntos de oligdmeros BA
deprime la transmisidn excitatoria a nivel sinaptico, pero también provoca patrones aberrantes
de actividad, circuitos y descargas neuronales epileptiformes a nivel de red. La disfuncién
inducida por el BA a interneuronas inhibitorias probablemente aumenta la sincronia entre las
células principales excitatorias y contribuye a la desestabilizacion de las redes neuronales.
Estrategias que bloquean estos efectos del BA podrian prevenir el deterioro cognitivo en la

enfermedad de Alzheimer.

La deteccién precoz del EA, antes de que se pueda detectar los sintomas externos, es un gran
reto. Es por eso que dentro del planeamiento del problema, proponemos un enfoque, basado
en analisis de sefiales neurofisioldgicas que permita detectar patrones especificos de las ondas
del cerebro que se relacionan con la EA varios afos antes de la aparicion de los sintomas

clinicos.

Si las neuronas mueren, el cerebro genera sefales eléctricas ligeramente diferentes, lo que se
reflejard en un patrén diferente de las sefiales del cerebro. En exdmenes del EEG se pueden
observar estas diferencias. Se pueden observar a nivel de la corteza temporal o en andlisis del
espectro de potencia del EEG y en diferentes regiones. Estas diferencias de patrén se podrian
utilizar como una pista para encontrar los primeros hallazgos a nivel de la actividad cerebral de

la EA.
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Se han generado diferentes modelos animales de la EA basados en modificaciones de la APP, de
la PS o de la proteina tau. Nuestro trabajo experimental va a utilizar un modelo de ratdn

transgénico de doble mutaciodn:
B6SJLTg(APPSWFILon,PSEN1*M146L*L286V)6799Vas/).

Los ratones transgénicos 5XFAD sobre expresan tanto la mutacion APP humana (695), la sueca
(K670N, M671L), la de Florida (1716V) y la Londinense (V7171). La expresién de ambos
transgenes estd regulada por elementos neurales especificos del ratén, como el promotorThy1
para conducir la sobreexpresién en el cerebro. Estos ratones transgénicos 5XFAD expresan las
principales caracteristicas de la patologia amiloide en la EA y pueden ser modelos utiles de la

neurodegeneracion intraneuronal BA-42, inducida por la formacién de placas de BA.

2.1. HIPOTESIS
2.1.1. Causalidad entre la Enfermedad de Alzheimer y la Epilepsia

Los resultados mostrados anteriormente por otros autores sugieren que la generacion de placas
BA influyen en la actividad de las neuronas corticales y podrian ser las responsables de los
cambios en el EEG que se han observado en los enfermos de EA y posiblemente en la
generacion de actividad interictal que también se ha observado en el EEG de estos pacientes.

Estos procesos deberian ser similares en un modelo de ratén de la EA. Estos animales
modificados también presentan placas de BA por lo que también deberiamos observar cambios
en el EEG provocados por la presencia de estas placas. Por tanto, seria esperable que en la
medida que se tenga mas placas BA se observard una mayor actividad interictal en el registro
cerebral de ratones doble transgénicos APP/PS1.
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2.1.2. Marcadores Neurofisiolégicos de evolucion de enfermedad entre EA y DC

Si existe una correlacién entre el nimero de placas de BA y la actividad interictal, se podrian
extrapolar estos hallazgos a los pacientes con EA o en el periodo que refieren sintomas de DC;
de tal manera que nos permita establecer si existen indicadores neurofisiolégicos tempranos
(actividad interictal). Estos estudios podrian determinar y hacer una discriminacidon entre
pacientes con deterioro cognitivo que merecen seguimiento porque tienen un riesgo elevado

de desarrollar EA y pacientes que solo presentan un DC.
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3. OBIJETIVOS

3.1. OBIJETIVOS CONCRETOS
Las hipdtesis anteriores se analizardn a partir de los siguientes objetivos concretos:
3.1.1.1. Objetivo 1.

Estudiar los grafoelementos de la actividad del electrocorticograma (ECG) de ratones doble
trangénicos APP/PS1 (3, 6 y 9 meses de edad) y en ratones control (wild-type; WT) para
determinar la presencia de actividad ictal y/o interictal o cambios en el EEG basal. Se realizara
un registro del ECG. Observaremos cuales son los grafoelementos frecuentes en este tipo de

modelo de la EA.

3.1.1.2. Objetivo 2.

Establecer si el grado de activacion cortical influye en la aparicion de actividad ictal y/o interictal
en el modelo de EA. Realizaremos experimentos con ratones WT y APP/PS1 a los que se les
aplicara fdrmacos que aumenten la actividad colinérgica y evaluar si eta activacién aumenta la

actividad ictal y/o interictal en animales WT y en ratones APP/PS1.

3.1.1.3. Objetivo 3.

Determinar si los ratones APP/PS1 tienen una mayor susceptibilidad a presentar descargas
epilépticas. Se inyectaran farmacos epileptogénicos que provocan la actividad ictal y se
determinara si los ratones doble transgénicos tienen una menor latencia en la descarga

epiléptica provocada por estos farmacos que los animales WT.
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3.1.1.4. Objetivo 4.

Definir la correlacién entre la presencia de placas de AB en la corteza cerebral y la presencia de
actividad epileptiforme (ictal o interictal) en los ratones doble transgénicos. Analizaremos si
existe una relacion causal entre la presencia y/o aumento del nimero de placas y de la actividad
epileptogénica en ratones APP/PS1. Provocaremos la presencia de placas de AB en la corteza
cerebral en animales WT, mediante la inyeccién de una neurotoxina, y determinaremos si la

presencia de placas provoca actividad ictal y/o interictal.

3.1.1.5. Objetivo 5.

Estudiar la actividad EEG de personas adultas con patologias de deterioro cognitivo (DC) y
demencia tipo Alzheimer y determinar la existencia o no de alteraciones de su actividad basal
en el EEG. Se valoraran la presencia de grafoelementos patolégicos y patognomanicos de las dos

patologias, similares a los que presentan el modelo animal APP/PS1.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. EXPERIMENTOS EN ANIMALES WILD
TYPE Y TRANGENICOS APP/PS1

4.1.1. Animales de experimentacién

Se estudiaron ratones de tres y nueve
meses de edad de ambos sexos que
pesaban entre 25-30 g de peso, de la estirpe
C57BL6/J (wild type; WT), o APPSWE vy
APP/PS1 de NIH (Estados Unidos, donacion
de I. Torres-Aleman, Cajal Institute, CSIC).
Los ratones transgénicos son de la cepa
C57BL6/) que expresan dos transgenes
humanos mutados (APPswe y PSEN1dE9)
causantes de enfermedad de Alzheimer

familiar bajo control del promotor murino

de la proteina pridnica.

En estos estudios se utilizd el siguiente
nimero de animales: wild type (n = 15),

APPSWE (n = 8) y APP/PS1 (n = 20).

4.1.2. Condiciones del experimento

En las instalaciones del Animalario de la
Facultad de Medicina UAM se mantuvieron
a los animales en condiciones controladas
de temperatura (22+ 29C) y humedad
(50+£10%), en ciclos de luz/oscuridad de 12

horas y alimentados ad libitum con agua y
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pienso compuesto comercial esterilizado
por irradiacién. Los ratones se alojaron en
jaulas de plastico transparente, apropiadas

para este tipo de animales.

4.1.3. Resolucidon de normas de trabajo y

procedimientos con animales

Todos los experimentos realizados en este
estudio se sometieron a la evaluacion del
Subcomité de FEtica de la Universidad
Auténoma de Madrid. El mantenimiento,
manipulacidn, anestesia y eutanasia de los
animales cumplié en todos sus extremos la
normativa espafnola vigente (Real Decreto
1201/2005 de 10 de Octubre sobre
proteccién de los animales utilizados para
experimentacién y otros fines cientificos y
Ley 32/2007 de 7 de Noviembre para el
cuidado de los animales en su explotacidn,
transporte, experimentacion vy sacrificio) y
(Directiva  2010/63/CE

europea que

modifica la Directiva 86/609/CEE).



4.1.4. Anestesia

Los animales fueron inicialmente
anestesiados con una mezcla de ketamina
(75 mg/Kg) y xilacina (10mg/Kg) para su
colocacién en el aparato estereotaxico.
Después de administrada la anestesia via
intraperitoneal se introdujo a los ratones en
una cdmara de induccién donde se les
aplicé 2,5% de lIsofluorano en un flujo de
oxigeno de 0,4 I/m. Una vez inducidas y a lo
largo de la cirugia, se mantuvo la anestesia
a 0,5% mediante una mascara apropiada

para raton (Fig. 8).

54

Fig. 8. Preparado experimental A: aparato de anestesia y
oxigeno. B: ratdn con anestesia inicial intraperitoneal, C:
animal colocado en aparato estereotdxico; D: apertura de
la piel sobre la calota; E: colocacién del macroelectrodo.



4.1.5. Procedimientos quirdrgico y de

registro

La cirugia y el registro se realizaron bajo
anestesia con isoflurano. Se comenzé con
un corte en la piel del craneo a lo largo de
la linea media, posteriormente se realizd
una craneotomia (0,5 mm de diametro)
sobre el drea somatosensorial primaria (S1,
1 mm caudal al bregma y 2 mm de la linea
media), segun el Atlas de Paxinos & Franklin
(2012) Se colocd un macroelectrodo de
tungsteno de 0,5 MQ sobre las meninges
para registrar la actividad eléctrica cortical
(ECG), tras lo cual la concentracion de
isoflurano  se

redujo a 0,5-1,5%,

dependiendo de los requerimientos
individuales, para obtener una actividad de
ondas lentas estable y en ausencia de

reflejos.

La actividad ECG se registrd entre el
macroelectrodo colocado en S1 y un
electrodo de referencia colocado en la
musculatura de la cabeza. Esta sefal se
filtré entre 0,3 y 30 Hz y se amplificéd
mediante un amplificador P15 Grass. Las
mediante un

seflales se digitalizaron

conversor analdgico/digital con una

frecuencia de muestreo de 100 Hz CED 1401
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Plus (Cambridge, RU). Por el proceso de
adquisicidn, entendemos una serie de pasos
por los que la seflal es muestreada y
digitalizada para su y almacenamiento en el
ordenador. La frecuencia de muestreo nos
dice el nimero de valores por segundo que
el conversor analdgico-digital va a tomar de
nuestra sefal original. Para determinar la
frecuencia de muestreo (100 Hz) utilizamos
el teorema de Shannon-Nyquist que
establece que la sefial debe muestrearse a
una frecuencia al menos el doble que la
frecuencia maxima de interés contenida en

la sefial (en nuestro caso 30 Hz).

Los datos obtenidos de los registros EEG se
analizaron utilizando el software Spike 2
(CED, Cambridge, RU). El analisis consistio
en el calculo del espectro de potencia de la
actividad cerebral mediante el calculo de la
transformada rdpida de Fourier y Ia
deteccion de los eventos epileptiformes
mediante la colocacidon de un umbral que

detectaba estos eventos en cada registro.

Después de finalizar el experimento se
utilizé como método de eutanasia un flujo
de oxigeno con Isofluorano al 2.5%, vy
posteriormente se administré una dosis

letal de Pentobarbital (50 mg/Kg).



4.1.6. Experimentos con fisostigmina y

atropina

Se realizé inicialmente un registro del ECG
durante 5 minutos como control en los
ratones

WT vy APP/PS1. Después, se

procedié a inyectar 1 mg/kg dosis de
fisostigmina (inhibidor de la actividad de la
enzima acetilcolinesterasa) o atropina
(blogueante de los receptores colinérgicos
del tipo  muscarinico) de forma
intraperitoneal y se continué el registro

durante 15 y 30 minutos.

4.1.7. Experimento con pentylenetetrazole

Para evaluar la susceptibilidad de generar
una descarga epiléptica en ratones WT y en
los ratones  APP/PS1, se inyecté
pentylenetetrazole (PTZ) a concentraciones
de 60 mg/Kg, intraperitonealmente y se
midié la latencia en la que aparecieron
puntas epilépticas de forma continua. Se ha
descrito que esta droga y en esta
concentracién genera descargas epilépticas
en ratones WT sin que el animal presente

convulsiones (110).
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4.1.8. Experimento con DSP4

En esta oportunidad quisimos evaluar la

respuesta de los ratones WT al DSP4

(hidrocloruro de N- (2-cloroetil) -N-etil-2-

bromobencilamina). El DSP4 es una
neurotoxina selectiva para el sistema
noradrenérgico que actia como un

inhibidor irreversible del transportador de
noradrenalina. Pero, ademas, provoca la

aparicidn de placas de BA (111).

Se  administra en dos dosis
intraperitoneales de 50 mg /kg en los dias 1
y 7. Seis meses mas tarde se realiz6 el
registro de la actividad ECG durante un
periodo de 15 a 30 minutos con iguales
criterios de registro que los mencionados

con anterioridad.

Finalmente se aplicdé el método de
eutanasia descrito anteriormente y se
perfundieron los animales
transcardialmente con paraformaldehido al
4% en 0,1 M buffer fosfato y se continuo
con concentraciones crecientes de sacarosa
(5%, 10%, and 20%) en el mismo buffer. El
cerebro se extrajo y se almacend en
sacarosa al 30% por unos dias hasta que el
cerebro fue cortado en un microtomo de

congelacion en planos de 40 um de grosor.



Los cortes fueron procesados

inmunohistoquimicamente.

4.1.9. Estudio anatémico

Después de finalizar los experimento se
utiliz6 como método de eutanasia un flujo
de oxigeno con Isofluorano al 2.5%, y
posteriormente se administré una dosis
letal de Pentobarbital (50 mg/Kg). Se
perfundieron los animales y se extrajeron
los cerebros para su posterior estudio

anatomo-patologico.

Para el estudio de tincidn e identificacién de
placas de BA en el cerebro de los ratones, se
utilizd el anticuerpo (Monoclonal Mouse
Anti-Human Beta-Amyloid Clone 6F/3D;
Nagoya, Japan), que reconoce el extremo N-
terminal de las formas de PA tanto de

roedores como de humanos. Se realizaron

cortes de 40 um que se incubaron con el

anticuerpo. Después de la reaccidn
inmunohistoquimica, los cortes se
visualizaron con  microscopia  dptica

convencional.

4.2. ANALISIS DE LOS REGISTROS
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4.2.1. Criterios de actividad epileptiforme

en animales transgénicos:

Se analizaron visualmente los registros de

ECG para detectar  grafoelementos

epilépticos. Se considerd los siguientes
patrones de actividad epileptiforme (ictal e
interictal) adaptados segun los criterios de
Clement C. (112), teniendo en cuenta,
variables como: Amplitud, Duracién, Forma

y Patrén de aparicién. (Tabla. 1).

Spike: ondas de 20-70 ms de duracion con polaridad positiva
o0 negativa y con amplitudes que exceden dos veces la
amplitud media del ECG.

Sharp wave: onda con una duracién de 70- 200 ms y amplitud

variable.

Spike y complejo de onda (evento epiléptico): punta (spike)
seguido de ondas lenta de duracién mayor de 200 ms.

Polispike: dos o mas spikes consecutivas.
Polispike y onda lenta: polispike seguido de onda lenta.

(risls electroencefalogrdfica: un claro cambio del patrén de
trazado con la aparicion de descargas de spike repetidos o
spike y onda lenta con una alta amplitud y una duracion de >
5s.

Tabla 1: Criterios de Clement de los diferentes tipos de

actividad epileptogénica.

4.2.2. Analisis del ECG en ratones

Se utiliz6 el algoritmo rapido de la

transformada de Fourier para calcular el




espectro de potencia. La densidad de
potencia media se calculé para cuatro
bandas de frecuencias diferentes que
constituyen el ECG global: 6 banda (0,3-4
Hz), 8-banda (4-8 Hz), a-banda (8-12 Hz) y
B-banda (12-30 Hz). Las frecuencias mas
rdpidas no se consideraron porque su
contribuciéon al ECG en animales
anestesiados es practicamente nula. Cada 5
min se calculd el porcentaje de contribucidn
de cada banda respecto a los niveles en
condiciones control. Se considerd el 100%,
la suma de las potencias de cada una de las
4 bandas de frecuencias registradas en el

ECG.

Todos los datos se muestran como media +
error estandar. Teniendo en cuenta que los
datos no cumplieron los criterios de
normalidad, las comparaciones entre dos
grupos se analizaron utilizando la prueba
estadistica de datos pareados Wilconxon o
la prueba de Mann Whitney. Las diferencias
se consideraron estadisticamente

significativas al nivel del 95% (p <0,05).

4.3. EXPERIMENTOS EN HUMANOS

4.3.1. Estudios realizados en pacientes con

DC, EA.
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Se estudiaron los EEG de 21 pacientes con

diagndstico de DC (registrados en el
Hospital Ramén y Cajal de Madrid; 11
pacientes), en los Hospitales HM La Coruiia
(18 pacientes) y de la Universidad Pablo
Olavide (18 de ellos con pacientes con EA 'y
mas de 6 meses de sintomas de deterioro

cognitivo).

Estos estudios se plantearon para responder
a la pregunta de si los resultados obtenidos
en ratones se podian observar en pacientes
con DCy EA, ademads de si el numero de
puntas cambiaba en etapas tempranas o

tardias de la enfermedad.

4.3.2. Condiciones de los pacientes.
Tratado de Helsinky y normas para el

estudio con pacientes

Todos los experimentos realizados en
pacientes se sometieron a la normativa
ética internacional para la experimentacién
con personas basadas en la Declaracion de

Helsinki de la AMM.

Los pacientes son elegidos por el Servicio de
Neurofisiologia Clinica del Hospital Ramdn y
Cajal; Servicio de Neurologia de Ia

Universidad Pablo Olavide y por el


https://www.google.pt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiFtJP95aLMAhWG5xoKHYyACf8QFggbMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.wma.net%2Fes%2F30publications%2F10policies%2Fb3%2F&usg=AFQjCNF2XTYbTtL_jB2WDpaxIH3EDGcLSA&bvm=bv.119745492,d.d2s
https://www.google.pt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiFtJP95aLMAhWG5xoKHYyACf8QFggbMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.wma.net%2Fes%2F30publications%2F10policies%2Fb3%2F&usg=AFQjCNF2XTYbTtL_jB2WDpaxIH3EDGcLSA&bvm=bv.119745492,d.d2s

Departamento de Neurofisiologia Clinica del

Hospital Modelo.

4.3.3. Registros Electroencefalograficos

(EEG)

4.3.3.1. Variantes de montaje de

electrodos

Los electrodos se colocaron 64 electrodos
sobre el cuero cabelludo, segln el sistema
internacional 10-20. Los electrodos de
registro se referenciaron a un electrodo

colocado en la mastoides.( Fig. 9)

Fig. 9. Montaje de registro de actividad cerebral.
Cortesia de la Universidad Pablo Olavide.

4.3.3.2. Instrumentos

Se han realizado y analizado los registros del

EEG con equipos de registro

electroencefalografico tipo XLTEK 16 U, 32

U, Natus medical incorporated.

El registro se ha analizado a partir de
derivaciones bipolares longitudinales vy
transversales y se ha trabajado con una
sensibilidad de 1 mm = 7-10 pV, una banda
de paso de 1 - 70 Hz y a una velocidad de
15-30 mm/s.

4.3.3.3. Definicion y clasificacion de

descargas interictal

La Federacidn Internacional de Sociedades
de Electroencefalografia y Neurofisiologia
Clinica (IFSECN) describe las descargas
interictal (IDEs )como una subcategoria de
"patrén epileptiforme", definidas a su vez
como "ondas distintivas o complejos, que se
distinguen de la actividad de fondo y se
asemejan a los registrados en una
proporcion de pacientes que padecen

trastornos epilépticos... ". Esta definicion
deja claro que los criterios deben ser

verificados empiricamente. (Tabla. 2)

Las descargas interictal pueden ser divididas
morfolégicamente en ondas agudas,
espigas, complejos de espigas y ondas

(también llamados complejos de spike vy



ondas lentas) y complejos de onda polispike
(también llamados complejos de multiples
spike y ondas lentas), como se describio
anteriormente. Los IEDs DEFINELO pueden
ocurrir aisladamente o en breves estallidos;
Las rafagas mds largas que unos segundos
representaran las convulsiones

electrograficas en lugar de las descargas

interictal.

Se utilizan las siguientes definiciones:

Onda aguda - Transitoria, claramente distinguible de
la actividad de fondo, con pico puntiaguda y una
duracién de 70-200 milisegundos (ms).

Spike - Igual que la onda aguda, pero con una
duracién de 20 a de 70 ms.

Complejo de onda y onda lenta - Patron consistente
en un pico seguido de una onda lenta (clasicamente
la onda lenta es de mayor amplitud que la espiga).

Complejo multiple de espigas y ondas lentas - Igual
que complejo de spikes y ondas lentas, pero con 2 o
mas spikes asociadas con una o mds ondas lentas.

Tabla 2: International Federation of Societies for Clinical
Neurophysiology. A glossary of terms most commonly used
by clinical electroencephalographers.

El drea temporal es la localizacion mas

comun de la generacion parcial de
convulsiones y de las descargas interictales.

El maximo de campo eléctrico en F7/F8
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suele indicar la localizacién temporal

anterior, especialmente si T3/T4 (T7/T8 en
la nueva terminologia) también esta
implicado significativamente, mientras que
T3/T4 indican

los maximos en una

localizaciéon temporal y T5/T6 (P7/P8)

localizaciones temporal posterior.

4.3.3.4. Descargas periodicas

Los IEDs repetitivas generalmente indican
un mayor riesgo de convulsiones que las
descargas  esporadicas. Cuando son
continuas o casi asi, es decir, sin actividad
intermedia, tales

de fondo patrones

constituyen convulsiones electrograficas.
Cuando se observa un intervalo mas claro
entre las, el patron se denomina periddico y
puede constituir una fase de transicidon
entre los eventos interictal e ictal. Esta
naturaleza transitoria puede ser confirmada
por una clara evolucion en convulsiones
electrograficas, o por resolucion gradual,

generalmente durante varios dias (113).

Como ya se ha mencionado, las descargas
generalizadas y focales aisladas pueden

demostrarse que afectan a las tareas



cognitivas sensibles. Las descargas en el

lado izquierdo pueden afectar a las

funciones verbales, a |a derecha,

visoespaciales, las descargas posteriores a
la funciéon visual (114, 115, 116,117). Este
deterioro cognitivo transitorio puede estar
mas relacionado con la onda lenta que
ocurre posteriormente a la descarga,
presumiblemente un evento inhibitorio, que
con la misma descarga. La evidencia
reciente sugiere que los medicamentos que
suprimen las descargas interictal pueden
mejorar el ¢ omportamiento en nifos con
epilepsia leve. El valproato, la lamotrigina y
el levetiracetam probablemente suprimen
los picos mas que la carbamazepina o la
fenitoina; Esto es particularmente cierto
para las descargas generalizadas de onda de
espiga, que pueden ser agravadas por la
carbamazepina y quizas la fenitoina (118,

119, 120, 121, 122, 123).

4.3.3.5. Criterios de actividad paroxistica e

interictal en pacientes con DCy EA.

Se analizaron visualmente los registros EGG
de los pacientes con DC y EA para detectar
grafoelementos epileptogenicos. Se

consideréd los siguientes patrones de

61

actividad  epileptiforme ictal/interictal

teniendo en cuenta los criterios de La
Federacion Internacional de Sociedades de
Electroencefalografia y  Neurofisiologia

Clinica (IFSECN). Teniendo encuentra

variables como: Amplitud, Duracion,

Polaridad y Forma.

El promedio de la frecuencia fue calculado
el niumero de eventos por minuto. Los
pacientes con epilepsia pueden presentar
en el EEG varias alteraciones que no se
correlacionan directamente con la presencia
de epilepsia, pero evidencian
anormalidades funcionales o estructurales.
Estos cambios ayudan muy limitadamente al
diagnéstico, basicamente sustentando un
cambio organico. La lentificacién del ritmo
de base puede indicar la presencia de una
encefalopatia, estatica o transitoria, que
puede estar asociada a la epilepsia o incluso
ser indicativo el uso de antiepilépticos; las
lentitudes focales continuas polimorfas se
asocian a lesiones estructurales mientras
que las episddicas y ritmicas, especialmente
las temporales, si bien deben considerarse
inespecificas tienen una mejor correlacién
con epilepsia focal; la presencia de actividad
intermitente ritmica delta en el Idbulo

temporal que sigue la distribucidon de las



espigas o puntas (TIRDA, siglas del término
inglés) tiene para algunos una alta
correlacién con la presencia de esclerosis
mesial temporal y probablemente es un
indicador de la actividad registrada a
distancia y no la expresion de una lesién
estructural. Las lentitudes delta ritmicas
bifrontales (FIRDA) o generalizadas (IRDA),
son también inespecificas. Las asimetrias
del ritmo alfa o del ritmo anterior beta, de
los husos de suefio o la depresion de voltaje
unilateral tienen valor lateralizador pero

inespecifico.

Onda theta aguda: puede significar
irritabilidad neuronal por epilepsia primaria;
en este caso puede ser focal, o generalizada
y sincrénica (podrian corresponder a
irritacion cortical o corticosubcortical
respectivamente en algunos casos); puede
ser secundaria a traumatismo, trepanacion,
téxicos, arteriosclerosis, neoplasia, migraiia,

psicosis, y un largo etc.
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RESULTADOS



5. RESULTADOS

5.1 Registros de la actividad ECG en

animales WT y APP/PS1.

Se estudidé la actividad ECG en la corteza
somestésica para determinar la presencia
de actividad epileptiforme (ictal-interictal)
en ratones WT (controles) y en ratones
doble transgénicos AAP/PS1 de acuerdo con
los patrones descritos en la seccidn
Materiales y Métodos. Esta consistié en:
spikes interictales, descargas sharp wave,

polispikes (Fig.10 A).

En ratones WT se observaron de forma

esporadica la presencia de “spikes” o
“polispkes” que pueden deberse a la lesién
provocada por la insercion del electrodo en
la corteza cerebral. Los ratones doble
transgénico APP/PS1 también mostraron
este tipo de actividad pero en un numero
mayor de animales y con mayor frecuencia
gue en los controles, y en ninguln caso fue
asociado a la insercién del electrodo.
También se observaron otros patrones de
actividad epileptiforme (interictal) que no
se registraron en los ratones control como
“sharp-waves” o descargas tipo polispikes

de hasta 3 segundos de duracion (Fig. 10A)
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Las puntas o spikes consistieron en cambios
rapidos en el ECG de una duracién vy
amplitud que se encuentran dentro de los
Criterios de Clement, anteriormente citados

en el apartado de Materiales y Métodos.

Se ha observado actividad interictal,
descargas agudas de ondas (SWDs) vy
polyspikes (actividad anormal interictal) en
registros espontaneas de ECG de ratones
APP / PS1 (Figura 10A). Los ratones
APP/PS1 (4 a 6 meses) muestran un nimero
significativamente mayor de actividad
interictal (3,6 * 0,8 eventos/5 min; n = 15)
que los ratones WT de la misma edad (0,25
+ 0,1 eventos/5 min n = 14; P < 0,001,
ensayo de Mann Whitney, Fig. 10B). El
evento mas frecuente en ratones APP/PS1
fue la presencia de actividad interictal (2,0
+ 0,5 eventos/5 min, Fig. 10), que consistio

en:

- spike de corta duracion (50-150 ms),
alta amplitud > 20 mV, frecuencia de 1,8

spikes/5 min.

- Sharp waves y descargas polispike,
en menor frecuencia que los spike de entre

1y 0,8 eventos/5 minutos respectivamente.

La actividad interictal tienden a disminuir

con la edad (7-9 meses) a 2,0 + 0,5



eventos/5 min (n = 6, P = 0,044, prueba de
Mann Whitney, Figura 10B). No observamos
estatus epiléptico prolongado en ratones
APP / PS1 durante el estudio.

A
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Fig. 10. Caracteristicas de la actividad interictal
registrada en el ECG de ratones APP / PS1. A, representa
la actividad espontdnea. B, Edad en meses de animales
que muestran diferentes tipos de actividad interictal. La
actividad interictal de spikes fue la actividad mas comun en
ratones APP/PS1 jovenes vy viejos. Sin embargo, el
porcentaje de polyspikes y sharpwaves disminuyd en

animales viejos (6-9 meses de edad).

5.2. Actividad de ECG en ratones APP / PS1

Estudiamos la proporcién de bandas de
frecuencias o ( 1-4 Hz), 6 (4-8 Hz) y a (8-12
Hz) en el espectro de potencia ECG de

ratones WT y AP/PS1.
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En condiciones espontdneas, (5 minutos de

registro), los ratones WT vy APP/PS1
mostraron 92,5 + 1,9% y 92,7 + 1,4% de las
ondas delta, respectivamente (Fig. 11A). El
porcentaje de ondas delta fue muy alto que
el porcentaje de otras bandas de frecuencia,
debido a Ila anestesia. Ademds, no
encontramos diferencias en las bandas de

frecuencia 8 y a (Fig. 11B).

No se estudiaron actividades rapidas
porque estas fueron ausentes en el ratén

bajo anestesia.
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Fig. 11 Caracteristicas de EEG de ratones APP / PS1y WT
y el efecto de La fisostigmina en el EEG. A, porcentajes de
delta, theta y alfa Ondas en el espectro de potencia total.
El espectro de potencia se calculd A partir de 5 minutos de
actividad espontanea. No se observaron diferencias Entre
ambos tipos de animales. B, fisostigmina i.p. Inyeccién (1
mg / Kg) Aumento de la actividad alfa en el EEG de ratones
WT. Sin embargo, el cambio fue Menor en ratones APP /

PS1.



Se ha descrito que los pacientes de EA y los
modelos animales de esta enfermedad
presentan una disminucién de la actividad
colinérgica que podria ocasionar un
aumento de la excitabilidad cortical y la
aparicién de una actividad epileptiforme.
Por este motivo, se determind los cambios
en el ECG y en la frecuencia de la actividad
ratones control

epileptiforme en y en

ratones APP/PS1 tras la inyeccidn

intraperitoneal de fisostigmina.

La fisostigmina es un inhibidor reversible de
la enzima acetilcolinesterasa que aumenta
el nivel de Ach en el cerebro e induce la
activacion del ECG (124). La inyeccién de
(1 mg/Kg

principalmente el porcentaje de actividad

i.p.) aumentod

fisiostigmina
alfa en el ECG y reduce la actividad delta y
theta con respecto al periodo control (15
minutos antes de la inyeccién de
fisostigmina (Fig. 11B). En ratones WT (4-6
meses, n=8) la actividad alfa aumentd de
0,4 + 0,1% en control a 5,2 + 0,3% 15

minutos después de la inyeccion de
fisostigmina (P <0,01; n = 8), volviendo a los
valores de control 30 minutos después de la
inyeccién. La actividad a también aumenté
en los ratones APP/PS1 (4-6 meses, n=8)

pero en una proporcién menor que en los
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animales control (de 0,5 + 0,06% en control
a 3,4 + 0,1% 15 minutos después de la
inyeccién de fisostigmina, P <0,01; n = 8). La
potencia de las frecuencias mas rapidas
(>12 Hz) en el ECG fue depreciable en estos
animales anestesiados por lo que no fueron

cuantificadas.

La actividad theta fue reducida en ambos
ratones WT vy APP/PS1 después de la

inyeccién de fisostigmina, pero las

diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

Por tanto, los datos indican que la respuesta
colinérgica esta disminuida en los ratones

doble transgénicos APP/PS1.

Ademss, la frecuencia de actividad interictal
aumenté después de la inyeccidon de
fisostigmina (1 mg/kg) en ratones APP/PS1
(de 4,2 + 0,8 a 8,9 + 1,0 eventos/5 min.
Fueron medidos 15 minutos después de la
inyeccién de fisostigmina n = 8, P = 0,021,
prueba Wilcoxon de datos pareados, Fig.
12A), mientras que los ratones WT no se
alteraron por la fisostigmina (de 0,21 + 0,1
en la condicion de control a 0,28 + 0,1
eventos / 5 min, 15 minutos después de la

inyeccién de fisostigmina n = 8, P> 0,05),

prueba Wilcoxon de datos pareados.



Estos datos sugieren que en los animales
APP/PS1 puede haber un aumento en la
excitabilidad cortical que podria
incrementar la probabilidad de actividad

anormal interictal.

Si un aumento de la activacion cortical
produjo un aumento de la frecuencia de
actividad interictal, cabria esperar que
disminuyera si disminuyera esta activacién
cortical. Esta disminuciéon fue provocada
mediante la
(Img/Kg).

inyeccidon se observd un aumento de las

inyeccién i.p. de atropina

Diez minutos después de la
lentas del

ondas ECG, sin embargo Ia

frecuencia de la actividad interictal no
cambid en los ratones APP/PS1 (de 2,6 + 1,2
a23+1,4eventos/5minn=4,P=0,248,
prueba Wilcoxon de datos pareados).
Teniendo en cuenta que la atropina bloquea
los receptores muscarinicos colinérgicos,
gue son los principales responsables de la
activacion cortical, pero no afecta a la
frecuencia de la actividad interictal sugiere
gue esta actividad andmala de los ratones
APP/PS1 no es debida al nivel colinérgico
sino que es independiente y solamente
aumenta cuando se produce un aumento de
la excitabilidad cortical, por ejemplo cuando

se inyecto fisiostigmina.
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5.3. Registros en animales APP

Para determinar si la presencia de actividad
del tipo epileptiforme era especifica de los
ratones APP/PS1 o también aparece en
otros modelos de la enfermedad de
Alzheimer en ratones transgénicos, hemos
registrado 8 ratones con mutacion solo en el
gen APP. Estos ratones también mostraron
este tipo de actividad en el 70% de los
animales, con un numero significativamente
mayor de eventos convulsivos (2,4 + 0,9
eventos/5 min; n = 8) que los ratones WT (P
= 0,025, ensayo de Mann Whitney). El

evento mas frecuente en ratones APP fue la

presencia de actividad interictal.

5.4. Efecto de la inyeccion de PTZ

Con el fin de investigar si APP / PS1 son mas
susceptibles a la generacién de descargas
epilépticas, administramos PTZ en la dosis
de 60 mg / kg (ip) que no provoca
convulsiones en los animales anestesiados,
pero se ha demostrado que evocan
convulsiones en ratones despiertos (125), La
latencia de inicio de la primera descarga de
actividad epileptiforme inducida por PTZ fue
ratones

significativamente menor en

APP/PS1 (74,1 + 15,7 s, n = 8) que en



ratones WT (140,0 + 6,8 s, n = 8, P <0,001,
prueba de Mann Whitney; Fig. 12B).
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Fig. 12. Los ratones APP / PS1 mostraron una mayor
propension a generar actividad interictal. Un aumento de
la actividad EEG mediante inyeccion de fisostigmina (1 mg
/ Kg; i.p.) aumentd el nimero de actividad interictal en
ratones APP / PS1 mientras que los animales WT no fueron
afectados. B, la latencia para inducir convulsiones por la
administracion de PTZ (60 mg / kg de peso corporal, i.p.)
fue mas bajo significativamente en APP / PS1 que en los

ratones WT.

Los datos anteriores indican que los ratones

APP/PS1 muestran alteraciones en su
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excitabilidad cortical, en la respuesta a
fisiostigmina y también, un aumento en la
susceptibilidad a la generacién de descargas
epilépticas que los animales WT. Sin
embargo, estos datos no indican el origen
de la actividad anormal interictal. Por
ejemplo, una disminucidn de la excitabilidad
cortical no provoca una disminucion de la
actividad interictal. Una posibilidad es que
la formacién de la placa cortical cause daio
del tejido cerebral que evoca una descarga
de actividad ictal o interictal, como ocurre
con las inducidas

epilepsias por un

traumatismo craneal.

5.5. Correlacion de la actividad interictal y

la presencia de placas A

Los datos anteriores sugieren que la posible
lesiéon inducida por las placas AR puede
evocar la generacién de actividad interictal

anormal en ratones APP/PS1.

Para probar esta hipdtesis hemos
correlacionado el nimero de placas con un
diametro mayor de 20 um en la corteza
somatosensorial y la frecuencia de actividad

interictal en ratones APP/PS1.(Fig.12A)



Como se muestra en la (Fig. 13B), la

frecuencia de la actividad interictal fue
mayor cuanto mayor era el numero de
placas AP. El diagrama de dispersién

muestra la correlacion del numero de
eventos epileptiformes espontaneos y el
nuimero de placa en 15 ratones APP/PS1. La
recta indica el mejor ajuste que fue r?=

0.6688 (P= 0.0002).
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Fig. 13. El nimero de actividad interictal se correlaciona
con el nimero de placas AB. A, una microfotografia
representativa que muestra las placas AB en un ratén
APP/PS1 ratén de 9 meses de edad. B, el diagrama de

dispersion muestra la correlacion entre el numero de
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espigas/5 min espontdneas y numero de placas por
milimetro cuadrado en 10 ratones APP / PS1. La recta

indica el mejor ajuste (r2= 0.6688; P= 0.0002).

Los datos indican la existencia de una

relacion de causalidad entre el modelo
doble transgénico APP/PS1 con la presencia
de la acumulacion de placas AR y la

presencia de actividad interictal.

5.6. Registros de actividad EEG en ratones

wild type tratados con DSP4

Se sabe que alteraciones de la
neurotransmisidon de norepinefrina provoca
la aparicion de placas AB en zonas corticales

(ver Materiales y Métodos).

Cuando los ratones WT fueron inyectados

con salino (control) no mostraron la
presencia de placas AB En cambio, los
ratones tratados con DSP4 mostraron un
aumento aproximadamente 5 veces en el
numero promedio de placas AB. La (Fig.
14A) muestra la presencia de estas placas
en la corteza de ratones inyectados con
DSP4. Este hallazgo fue acompafiado por un
interictal. Los

aumento en la actividad

ratones inyectados con DSP4 revelaron una



media de 1,4 + 0,4 eventos/5 min (n = 12)
mientras que los animales inyectados con
solucion salina mostraron 0,2 + 0,1 eventos
/ 5 min (n = 6; P <0,001; Fig. 14B). Estos
datos sugieren que la presencia de placas
en la corteza, tanto en el modelo animal
APP/PS1 o generado por DSP4 en ratones

actividad anormal

inducir

WT puede

interictal.
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Fig. 14. Placas AB generadas por la inyeccion DSP4
inducide actividad anormal interictal. Actividad en ratones
WT. A, una microfotografia representativa que muestra AB.

En un ratén WT después de 6 meses de inyeccion de DSP4
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(50 mg / kg). Nota: Las grandes placas de AB inducidas por
DSP4. B, frecuencia de puntas interictales en ratones

inyectados con DSP4 (barras rojas) y en animales

inyectados con solucion salina (barras azules). Los datos
sugieren que la presencia de placas en la corteza inducida

por DSP4, puede provocar actividad anormal interictal.

5.7. Registros EEG de pacientes con EA

Se estudié la actividad EEG en la corteza
cerebral para determinar la presencia de
actividad epileptiforme (ictal-interictal) en
pacientes con EA. El experimento y la
eleccién de los pacientes fueron realizados
segln los criterios establecidos en el

apartado de Métodos.

El grupo formado por las pacientes con DCL
y EA estaba formado por pacientes con
edades comprendidas entre 53 y 84 afios,
(media 72.6%+1.59; Pacientes Univeridad

Pablo Olivade Sevilla).

El estudio del registro del EEG se realizd en
19 pacientes, de los cuales en 2 pacientes
de EA mostraron anomalias paroxisticas
(Fig. 15). El registro se realizd durante
minutos

aproximadamente 30 y en

condiciones de ojos abiertos o cerrados.



Esta actividad andmala consistio en:

a. Brotes de actividad theta aguda en
regiones temporales y frontotemporales
bilaterales de predominio izquierdo con una
amplitud de 30 pV y duracion de entre 0.2-
0.5 s. en una proporcién de entre 10-20%
del trazado en un periodo de entre 20 y 30

minutos de duracidn (Fig.15A, B).

b. Actividad ocasional en forma de
spikes de predominio temporal, con una
amplitud entre 30-50 pV y una duracion de
70 ms  (ver criterios en Materiales y
Métodos) y que corresponderia a la corteza
cingular anterior. Se encontraron en una
proporcidn de entre el 3-3,5 % del registro

de entre 30-60 minutos.

71

A.




Fig. 15. Registro EEG de paciente con EA. A, B. Actividad
tipo theta aguda en regidn temporal izquierda. C. Actividad

theta aguda en paciente con EA.

Estos resultados muestran que se encuentra
un mayor actividad paroxistica anémala en
pacientes con DCy con EA, sin embargo, se
necesitaria un mayor nimero de pacientes
con EA para identificar una relacién

significativa entre estos hallazgo. (Tabla 3).

EEG PACIENTES

Tabla 3. Actividad epileptiforme y actividad paroxistica
en pacientes: PM Pacientes en Madrid, PA pacientes
Madrid; PS pacientes Sevilla, PC pacientes A Coruiia. AE:

actividad epileptiforme, AP: actividad paroxistica.
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6. DISCUSION

6.1. MODELO ANIMAL DOBLE TRANGENICO, ACTIVIDAD EEG BASAL Y ACTIVIDAD
EPILEPTIFORME

Nuestros datos muestran una alta probabilidad de puntas epilépticas, un aumento de la
excitabilidad cortical y de la susceptibilidad epiléptica en ratones APP / PS1 en comparacion con
ratones WT. Ademas, nuestros datos sugieren que el amiloide depositado en este modelo de
ratén puede ser responsable del fenotipo epileptiforme que hemos observado en los ratones
APP/ PS1 ya que la frecuencia de las puntas se correlacioné con el nimero de placas de AB en
estos animales y aparecieron en animales control en los que las placas fueron inducidas por

DSP4.

Como se indica en la Introduccidn, la EA se asocia con un riesgo elevado de presentar actividad
epileptiforme que puede ser uno de los origenes de la disfuncién cognitiva que presentan estos
enfermos. Los trastornos convulsivos y la epilepsia son especialmente pronunciados en las
familias con mutaciones de presenilina, en las que casi el 30% de los pacientes presentan esta
comorbilidad, llegando a casi el 75% en los casos de variantes particularmente agresivas con
inicio antes de los 40 anos, (181). Ademas, se han documentado descargas agudas del tipo
epileptiforme de forma espontanea en muchos de los modelos de animales transgénicos para la
proteina APP, (182). Aqui, ampliamos significativamente estos hallazgos, mostrando una alta

correlacién de la actividad interictal con la presencia de placas AB en ratones APP/PS1.

La actividad interictal observada en los ratones APP/PS1 consistié fundamentalmente en puntas
aisladas y nunca se observaron descargas duraderas del tipo téonico/clénico. Es decir, no son
ratones epilépticos. Sin embargo, cuando la descarga epiléptica fue provocada por la inyeccion
intraperitoneal de PTZ la latencia de aparicion de la descarga sostenida fue menor que en los
animales control, indicando que este modelo de la EA presenta un aumento de la

susceptibilidad a presentar descargas epilépticas. Datos similares fueron observados
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anteriormente por otros autores en el que se observé un umbral mas bajo para las convulsiones
inducidas en ratones transgénicos APP, (183). Estos datos sugieren que estos animales
transgénicos pueden mostrar un aumento de la hiperexcitabilidad cortical que a su vez puede
generar actividad interictal anormal. El estudio del EEG de los animales APP/PS1 y de los
controles no mostraron diferencias que pudieran sostener esta hipdtesis. Sin embargo, otros
autores si han mostrado alteraciones generales en el patrén de ondas del EEG de ratones
transgénicos para la EA, afectando fundamentalmente a las bandas de frecuencia delta, theta y
gamma, (184). Esta discrepancia puede ser debida a que nuestros ratones fueron registrados
durante la anestesia que provocaba un alto nivel de ondas delta (>80% del espectro de
potencia), mientras que los registros publicados anteriormente se realizaron en animales

despiertos.

La evidencia experimental sugiere que existe una hiperexcitabilidad neuronal en la EA que
puede ser desencadenada por la presencia de AR, el componente principal de las placas
amiloides. La aplicacidon exdgena de la proteina AP en el bafio de registro in vitro aumenta la
actividad de las neuronas excitadoras, (185). Otros autores han indicado que es la
sobreexpresidn de la proteina APP la que provoca el aumento de excitabilidad neuronal y no las
placas de AP porque no encontraron una relacion entre la concentracién de AB y la presencia de
hiperexcitabilidad (186). En consecuencia, los datos han apuntado a AB y/o la proteina APP
como el vinculo que conecta la EA con la hiperexcitabilidad de los ratones APP/PS1 vy la
presencia de descargas del tipo epiléptico. De acuerdo con estos resultados, los pacientes con
duplicacién del gen APP tendrian un mayor riesgo de presentar epilepsia. Esto es exactamente
lo que ocurre en pacientes con sindrome de Down que presentan demencia, (187). Ademas,
estos datos sugieren que la presencia un mayor riesgo de epilepsia puede ir asociado a la

demencia, como nos referiremos mas tarde.

Las concentraciones de diferentes neurotransmisores se han medido en muestras del cerebro
de pacientes con EA y sujetos control de la misma edad, usando técnicas de HPLC. Se
observaron niveles significativamente mas bajos de los neurotransmisores GABA y glutamato en

la corteza temporal de pacientes con EA, lo que indica una funcidn sinaptica deficiente en
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pacientes con EA, (188). datos indican que la hiperexcitabilidad de los enfermos de EA puede
ser debida a una disminucion de la transmisidn inhibitoria GABAergica. Se observd niveles
disminuidos de GABA en el LCR de pacientes con EA, (189) y alteracién en los receptores de
GABAA postsinapticos en estos pacientes. El estudio de inmunohistoquimica indicé que las
subunidades al y y del receptor de GABAA postsinaptico estaban aumentadas en sujetos de EA,
(190). Un estudio de inmunocitoquimica mostré terminales periféricas GABAérgicas
disminuidas en secciones cerebrales de pacientes con EA y en ratones transgénicos APP/PS1,
especialmente en neuronas corticales adyacentes a placas AB, implicando la disminucién de la
transmision GABAérgica en la EA, (191). Estos resultados estan de acuerdo con nuestros datos
gue revelaron un aumento de la susceptibilidad a inducir epilepsia. El hecho de que la
disminucion de las terminaciones GABAérgicas se produce cerca de las placas AB también
coincide con nuestros hallazgos de que el nimero de placas de AP correlaciona con el nimero
de actividad interictal y que la induccion de placas amiloides con DSP4 también induce actividad
interictales. Por lo tanto, el sistema GABAérgico podria verse afectado por la presencia de estas

placas, o de la proteina APP y podria provocar la actividad anormal interictal.

Se conoce que existe una disminucién de las aferencias colinérgicas a la corteza cerebral en
pacientes con EA, que producen un deterioro muy importante de la persona que lo sufre,
principalmente en los procesos de memoria y aprendizaje En modelos animales, los ratones
doble transgénicos APP/PS1 muestran una disminucion de la densidad de los receptores
colinérgico del tipo muscarinico y una disfuncién del acoplamiento receptor muscarinico-
proteina G. Nuestros datos estan de acuerdo con esta disfuncion del sistema colinérgico en los
ratones APP/PS1 ya que la respuesta en el EEG cuando se inyectd fisiostigmina estaba reducida
respecto a los animales controles. El aumento de la excitabilidad cortical provocado por la
fisiostigmina aunque reducida si fue suficiente para provocar un aumento del niumero de
eventos epileptiformes, indicando que la hiperexcitabilidad y la presencia de esta actividad
estaban correlacionadas. Sin embargo, nuestros datos también indican que el origen de la
actividad interictal probablemente no sea colinérgico ya que la aplicacién de atropina no

disminuyé actividad interictal anormal.
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Se sabe que la deficiencia de los niveles de noradrenalina en el cerebro provoca la aparicion de
placas AB en aquellos sitios donde también se acumulan en la EA, (192). Se utilizé la
neurotoxina DSP4 que selectivamente produce lesiones en las neuronas noradrenérgicas del LC.
Los ratones WT tratados con DSP4 mostraron un aumento en el numero de placas de AR
después de seis meses del tratamiento. El aumento en el nimero de placas de AB se asocié con
un aumento en el nimero de actividad interictal anormal. La hipdtesis actualmente aceptada de
la patologia de EA afecta anormalmente en el metabolismo de AP en el depésito de placas que
conduce a la muerte neuronal y a la demencia. Los cerebros EA tipicamente se caracterizan por
la presencia de placas AB, que pueden inducir actividad anormal del EEG. Nuestros resultados
podrian explicar por qué los pacientes con EA tienen un mayor riesgo de desarrollar

convulsiones y epilepsia (193).

Sin embargo, existe muy poca evidencia sobre la presencia de anomalias epileptiformes en los
pacientes de la EA, y mucho menos su valor prondstico. El diagndstico de convulsiones en
pacientes con EA no siempre es facil porque la manifestacién de convulsiones parciales puede
ser dificil de reconocer y distinguir de otros comportamientos comunes en estos pacientes. Esto
puede conducir a la subestimacion de la frecuencia real de convulsiones en la EA. Ademas,
nuestros datos dicen que no son verdaderas descargas de puntas epilépticas si no puntas
aisladas que puede ser que no tengan una repercusion en el comportamiento del individuo.
Nuestros hallazgos sugieren que un estudio cuidadoso del EEG podria ayudar a diagnosticar esta
patologia. La confirmacién de una relacidn causal entre la presencia de AB, la disminucion de las
proyecciones colinérgicas y una actividad electroencefalografica aberrante en la EA, aportaria
importantes conocimientos sobre esta enfermedad y demostrar que la actividad
electroencefalografica aberrante favorece y evoluciona hacia un deterioro cognitivo e incluso

EA podria abrir nuevas vias terapéuticas.

6.2. ACTIVIDAD ELECTROENCEFALOGRAFICA EN PACIENTES CON EAY DCL

Ya hemos visto que las variaciones tipicas observadas en el espectro de los enfermos de EA y de
los pacientes con DCL tienen en comun el aumento de la actividad de baja frecuencia,
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acompafiado de una disminucién marcada de la potencia en frecuencias altas. La localizacién de
las fuentes de dicha actividad podria no solo ayudar al diagndstico de estados iniciales de la EA

o del DCL sino, mds importante aun, estimar el riesgo de evolucion hacia la demencia.

En la Introducciéon se indica que uno de los aspectos mas relevantes de las técnicas
neurofisioldgicas, es que las variaciones en el espectro estaban relacionadas con factores

fisioldgicos claves, relacionados con la demencia.

Los dos mecanismos (no excluyentes) que podrian explicar ese «enlentecimiento» del espectro
son la deaferentacidon y la hipdtesis colinérgica. Es bien conocido que le deaferentaciéon
corticotaldmica y las lesiones de sustancia blanca producen un patrén tipico de actividad delta
polimdrfica (134). Holschneider et al. (116) plantearon que ese sindrome de desconexion
podria explicar, al menos en parte, tanto el incremento de la potencia delta, como la marcada

disminucion de la potencia en banda beta.

La hipodtesis colinérgica es una perspectiva complementaria, y tal vez mdas robusta, para la
explicacion de las variaciones espectrales. El apoyo mas definitivo a esta hipétesis de una
relacién entre disminucion de frecuencias altas y déficit colinérgico viene dada por dos estudios
lesionales realizados por el grupo de Holschneider (194,195). Nuestros resultados en ratones
APP/PS1 apoyarian esta hipdtesis ya que se demuestra que la respuesta a la inyeccion de

fisiostigmina esta disminuida.

Los pacientes con DCL suelen obtener valores intermedios entre los enfermos EA y los ancianos
sanos en una amplia gama de marcadores, uno podria esperar que el enlentecimiento
«intermedio» del espectro en el DCL estuviera asociado a un déficit colinérgico también
«intermedio». Sin embargo, no existen datos que lo confirmen claramente esta hipdtesis. Davis
et al. (165) informaron de que los valores de la acetilcolinesterasa y de la colin-acetiltransferasa
no estaban reducidos en los tejidos analizados postmortem de pacientes diagnosticados
recientemente de DCL. De Kosky et al (166) tampoco fueron capaces de encontrar reduccién
alguna de los niveles de colin-acetiltransferasa en diversas regiones del cerebro de pacientes

con DCL.
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De hecho, parecia que la actividad de esta enzima estaba incrementada en dichos pacientes, lo
que fue interpretado como un mecanismo compensatorio que apareceria en los pacientes con
DCL antes de evolucionar a EA. Estos trabajos suponen un reto para la hipdtesis colinérgica

aplicada al DCL y a los estadios mas iniciales de la EA.

Tal vez estos hallazgos aparentemente contradictorios puedan deberse a que el déficit
colinérgico es condicién necesaria, pero no suficiente para producir las alteraciones del espectro
gue hemos descrito y que por otra parte muestran una correlaciéon estable y significativa con el
declive cognitivo y funcional de los pacientes. Probablemente, como propuso en su momento
Dringenberg (144), la explicacidon de estas alteraciones se deba a un proceso neurodegenerativo
mas amplio que sin duda afecta a varios sistemas de neurotransmisién y neuromodulaciéon

como el noradrenérgico, el glutamatérgico, etc.

En los estudios realizados en el Laboratorio del Profesor Cantero, hemos podido observar que
en dos casos de 19 existen puntas aisladas similares a los registros en ratones. Esta actividad se
centré en dareas muy concretas del cerebro, principalmente de predominio temporal. Sin
embargo, no podemos estar seguros que no sea una actividad irrelevante ya que, ldgicamente,
no pudimos aumentar la excitabilidad cortical con farmacos que pudiera aumentar la frecuencia

de estas puntas para estar seguro que es una actividad anormal en estos pacientes.

Sin embargo, todos los registros estudiados en pacientes con EA mostraron una actividad
paroxistica que consistia en brotes de actividad theta que no son comunes en el EEG, sugiriendo
gue estos pacientes pueden presentar mas alteraciones en el EEG pero que debido a su baja
frecuencia de aparicién no se han correlacionado con la enfermedad. Los brotes de actividad
theta no fueron observados en los registros realizados en ratones APP/PS1 o APP. Esto puede
ser debido a que estos animales fueron registrados con isofluorano que provoca un aumento
muy considerable de las ondas delta, y que podrian estar enmascarando los cambios en la

banda theta.
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Nuestro estudio no ha podido concluir mas datos debido a las limitaciones que hemos
encontrado en el tamafio de la muestra. Es dificil encontrar registros de estos pacientes sin que
tengan otras patologias asociadas, generalmente del tipo circulatorio que podrian ocasionar
cambios en el EEG, ademds que en muchos de los casos los pacientes se deterioran, o
consideran colaborar en determinadas ocasiones, por motivos personales y familiares, lo que
imposibilita hacer un seguimiento especialmente cuando aun no hay diagndstico de EA.
Probablemente necesitariamos realizar los mismos estudios en una poblacién mayor con menor

variabilidad y con un seguimiento y determinaciones continuas de este tipo de actividad.

En pacientes con la EA se habla que existe una incidencia aumentada de presentacidn de crisis
pero nunca se ha establecido su relacién causal, por lo que tampoco se ha determinado la
presencia de puntas epilépticas en registros de EEG ya que no es de uso rutinario en estos
pacientes. El registro de la actividad EEG es una técnica no invasiva de bajo costo que podria
realizarse en estos enfermos. El registro del EEG podria determinar si en verdad existe esa
relacion entre el deterioro cognitivo y actividad ictal o epilepsia. Se sabe que en enfermos
epilépticos, generalmente nifios, existe un deterioro del nivel intelectual que esta en relacién
con la presencia de actividad ictal e interictal (126). Es posible que en los enfermos de EA
pudiera existir una relacion entre el deterioro del nivel cognitivo secundario a la presencia y
aumento de estas descargas aberrantes (interictales) y, por tanto, una opcién de terapéutica
pudiera ser el uso de farmacos que controlen el origen de actividad ictal desde sus inicios. La
presencia de estas puntas podria provocar dafios en la corteza cerebral que podrian ocasionar el
deterioro cognitivo caracteristico de estos pacientes. Seria muy facil poder tratar a estos
enfermos con farmacos utilizados en el tratamiento de la epilepsia que disminuyeran esta

actividad subclinica pero que contribuiria al deterioro cognitivo.

Nuestros resultados muestran que las descargas interictales aparecen es estadios tempranos en
el modelo del ratén transgénico APP/PS1 de la EA. También muestran que estas descargas
disminuyen con la edad del ratén, probablemente porque el deterioro cortical que produce el
desarrollo de la enfermedad en este modelo animal disminuye la excitabilidad cortical y por

tanto la frecuencia de aparicién de su aparicion. Este puede ser uno de los motivos por los que
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no observamos puntas epilépticas en los enfermos estudiados con la EA ya que su edad fue
avanzada. En cambio, esto es para nosotros muy importante porque nos trasmite la idea de
progresion entre un estadio y otro, en donde si se lograra identificar este tipo de actividad en
estadios tempranos en pacientes con leves alteraciones de memoria o con factores de riesgo
para hacer una demencia, podria permitir una intervencién temprana para evitar la
devastadora pérdida de memoria y mediante un seguimiento y andlisis de la actividad tipo
epiléptico, utilizarla como marcador Neurofisioldgico, y ayudar a los pacientes a hacer un
seguimiento donde no se les somete a diferentes y dispendiosos exdmenes que para ellos en

esta situacidn alteran su calidad de vida y no resuelven su situacion.

6.3. PERSPECTIVA DEL FUTURO

Teniendo en cuenta la nula invasividad de estos procedimientos y el alto rendimiento en su
poder de discriminacién, se puede concluir que son medidas que pueden complementar a otros
procedimientos que benefician el proceso diagndstico de la demencia. Su versatilidad y su
capacidad para abordar diferentes dimensiones de analisis de la actividad cerebral (espacio-
tiempo-frecuencia-conectividad) les confiere una enorme potencialidad en la evaluacién del

deterioro cognitivo.

Consideramos que la relacidn entre la actividad tipo spike en estos pacientes puede ser una
puerta a estudios mas especificos de la actividad neuronal donde se continden analizando
marcadores neurofisioldgicos que ayuden al diagndstico temprano y a evolucion a EA. La
respuesta de la neurona a diferentes tipos de alteraciones en el funcionamiento de la dindmica
cerebral, del circuito y de la via, puede llegar a aportar los hallazgos que necesitamos para
poder identificar tempranamente a los pacientes que haran una EA y aunque no se puede
cambiar la genética o la predisposicidn hacer diferentes trastornos en las vias del metabolismo,
que afectan y favorecen la EA, si se puede ayudar a mantener la integridad funcional de la

neurona y por lo tanto del circuito, lo que se traduciria en un mantenimiento y retraso de la
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pérdida de memoria. Aunque se ha estudiado ampliamente con medicamentos como
mantener y mejorar la memoria en estos pacientes, lo cierto es que aun no existe ninguln

tratamiento efectivo para esta afectacion.

Es necesario, que en un futuro inmediato se realicen estudios multicéntricos para abordar los
criterios de medicina basada en la evidencia y asi aportar las pruebas necesarias para

corroborar la posible aplicacién clinica de estos procedimientos.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados de los estudios que se han realizado durante la realizacién de esta Tesis Doctoral,
tanto en modelos animales de EA como en registros del EEG en estos pacientes, nos permiten

concluir los siguientes puntos:

1) Los ratones APP/PS1, modelo de la EA, presentan una actividad epileptiforme anémala que
también fue observada en otro modelo de ratén APP, pero no en ratones wild type. En cambio,

su actividad de EEG basal no estaba alterada.

2) La respuesta a la activacion colinérgica esta disminuida en los ratones doble transgénicos
APP/PS1. Un aumento del nivel de Ach provoca un aumento de la actividad epileptiforme
andmala pero el nivel de Ach no es fundamental en la generacién de la actividad epileptiforme
encontrada en estos animales ya que su disminucidn con atropina no disminuye la frecuencia de

la actividad epileptiforme.

3) Los ratones APP/PS1 tienen mayor susceptibilidad a la descarga epiléptica cuando se les

induce por la inyeccién de PTZ que los ratones control.

4) La formacién de placas de AB se correlaciona con la aparicidon de actividad epileptiforme que
se traducice en términos neurofisiolégicos en la aparicion de actividad interictal. Sugerimos que
la formacién de placas AB produce un deterioro del equilibrio excitacién-inhibicion de la

neurona, favoreciendo el inicio de actividad interictal.

5) Pudimos observan que se encuentra actividad paroxistica en pacientes con EA, lo que se
puede extrapolar a los estudios realizados en animales; esto sugiere la posibilidad de un

diagndstico de estos pacientes mediante el registro del EEG y estudiar la evoluciéon de la EA.

84



6) La actividad paroxistica consistid en una actividad ocasional en forma de spikes de
predominio temporal, observada en una proporcién pequena de casos, y en brotes de actividad
theta aguda en regiones temporales y frontotemporales bilaterales de predominio izquierdo, en

todos los caos. Estos datos tienen que ser corroborados en una poblacidn mayor de casos.

Considerados en conjunto todos los resultados, los datos que la EEG del modelo animal de la
EA, y probablemente en pacientes con esta enfermedad, presenta anormalidades que podrian
deberse a la acumulacién de placas de APP y/o AB. Determinar esta actividad andmala seria
muy Util en el diagndstico de estos enfermos. La confirmacién de una relacion entre la actividad
neuronal aberrante inducida por AB vy el declive cognitivo en humanos con la EA proporcionaria
importantes conocimientos sobre la patogénesis de la EA y podria abrir nuevas vias terapéuticas

basadas.
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO I:

a. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE ALZHEIMER
B. ICD-10 DEMENCIA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
C. Criterios del Texto Revisado de la cuarta edicion del Manual Diagndstico y Estadistico

de los Trastornos Mentales (DSM-IV-TR)

9.1.1.1. ANEXO a

Criterios de NINCDS-ADRDA para la enfermedad de Alzheimer
Enfermedad de Alzheimer probable

1- Demencia establecida por el examen clinico y documentada por el Miniexamen del estado mental u
otras pruebas similares.

2- Evidencia de déficit en dos o mas areas de la cognicion.

3- Deterioro progresivo de la memoria y otras funciones cognoscitivas.

4- No hay trastorno de conciencia.

5- Comienzo entre 40 y 90 afios, mas frecuentemente después de 65.

6- Ausencia de enfermedad sistémica y de otras enfermedades cerebrales que pudieran producir los
trastornos mencionados.

Enfermedad de Alzheimer posible

1- Demencia establecida.

2- Variaciones en el comienzo o en el curso clinico.

.- Presencia de enfermedad sistémica o de otra enfermedad cerebral capaz de producir demencia, pero
qgue no se considere como causa de la misma.

Enfermedad de Alzheimer definida
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1- Presencia ademas del cuadro clinico tipico, de evidencia histopatoldgica obtenida por biopsia o
autopsia.

El grupo de expertos insiste en determinadas circunstancias que pueden poner en tela de juicio el
diagndstico de enfermedad de Alzheimer.

Factores que hacen incierto el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer probable:

1- Comienzo subito, apopléctico.

2- Signos neuroldgicos focales como hemiparesia, déficit sensitivo, déficit del campo visual o trastornos
de la coordinacién, tempranamente en la evolucion de la enfermedad.

3- Convulsiones o ataxia al comienzo o muy tempranamente en la evolucion de la enfermedad.

La sensibilidad y especificidad de los criterios del NINCDS-ADRDA, es de un 88 % y 79% frente al
diagnostico histopatolégico.

Fuente: Kopman DS, DeKosky ST, Cummings JL, Chui H, Corey-Bloom J, Relkin N, et al.Practice parameter: diagnosis of dementia (an
evidence-based review). Report of the
Quality Standards Subcommittee of the American Academy of Neurology. Neurology.

2001; 56(9): 1143-53.
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9.1.1.2. ANEXO b

ICD-10 DEMENCIA EN ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Other degenerative diseases of the nervous system
(G30-G32)

Alzheimer's disease

Incl.: senile and presenile forms

Excl.: senile:
¢ degeneration of brain NEC (G31.1)
« dementia NOS (E03)

senility NOS (R54)

G30.0 Alzheimer's disease with early onset
Note: Onset usually before the age of 65

G30.1 Alzheimer's disease with late onset
Note: Onset usually after the age of 65

G30.8 Other Alzheimer's disease

G30.9 Alzheimer's disease, unspecified

International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD),

World Health Organization (WHO)
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9.1.1.3. ANEXO c

1 Criterios del Texto Revisado de la cuarta edicion del Manual Diagnéstico y Estadistico de los
Trastornos Mentales (DSM-IV-TR)

A.- Déficit cognitivo

o Deterioro de la memoria (deterioro de la capacidad para aprender informacion nueva o para
recordar informacién aprendida previamente).

. Al menos una de las siguientes alteraciones cognitivas:
o afasia (trastorno del lenguaje).
o apraxia (deterioro de la capacidad para llevar a cabo actividades motoras pese a estar intacta la

funcién motora).

o agnosia (fallo en el reconocimiento o identificacién de objetos pese a estar intacta la funcién
sensorial).
o alteracién en la funcion ejecutiva (por ejemplo: planificacion, organizacidén, secuenciacion o

abstraccién).

B.- los déficits cognitivos de los criterios definidos en el apartado A causan un deterioro significativo
laboral y/o social y suponen una merma con respecto al nivel funcional previo del paciente.

C.- El comienzo es gradual y el curso continuado.
D.- los déficits de los criterios Al y A2 no son debidos a

o Otra enfermedad del Sistema Nervioso Central (SNC) que pueda causar déficit progresivo de la
memoria, como por ejemplo enfermedad vascular cerebral, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Huntington, hematoma subdural, hidrocefalia a presién normal o tumor cerebral.

o Enfermedades sistémicas que se sabe que producen demencia, como por ejemplo
hipotiroidismo, deficiencia de vitamina B12 o de acido fdlico, déficit de niacina, hipercalcemia,
neurosifilis o infeccidén por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

o Estados inducidos por substancias.

E.- los déficits no aparecen de manera exclusiva en el curso de un delirium (aunque éste puede
superponerse a la demencia).

F.- los déficits no se explican mejor por la presencia de otro trastorno Axial | como depresion mayor o
esquizofrenia.
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9.2. ANEXO Il
CRITERIOS DETERIORO COGNITIVO SEGUN PETERSON

Existen varios criterios para el diagndstico de Deterioro Cognitivo Leve, pero los mas aceptados vy
utilizados son los de Petersen et al.

o Pérdida de memoria, referida por el paciente o por un informador fiable.

o Facultad de memoria inferior en 1.5 SD (desviaciones estdndar) o mas por debajo de la media
para su edad.

o Cognicion general normal.
. Normalidad en las actividades de la vida diaria.
. Ausencia de criterios diagndsticos de demencia.
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9.3. ANEXO Il

European Consortium on Alzheimer's Disease (EADC) propone otra forma de diagnéstico:
En primer lugar, el Deterioro Cognitivo Leve (DCL) deberia corresponderse con lo siguiente:
1. Quejas cognoscitivas procedentes del paciente y/o su familia.

2. El sujeto y/o el informador refieren un declive en el funcionamiento cognoscitivo en relacién con
las capacidades previas durante los Ultimos 12 meses.

3. Trastornos cognoscitivos evidenciados mediante evaluacidn clinica: deterioro de la memoria y/u
otro dominio cognoscitivo.

4, El deterioro cognoscitivo no tiene repercusiones principales en la vida diaria, aunque el sujeto
puede referir dificultades concernientes a actividades complejas del dia a dia.

5. Ausencia de demencia.

Estos 5 criterios hacen posible identificar un "Sindrome de DCL", lo que constituye el primer paso del
procedimiento diagndstico.

En segundo lugar, ha de reconocerse el subtipo de DCL: amnésico, no amnésico de multiples dominios
cognoscitivos, o0 no amnésico de un solo dominio cognoscitivo (distinto de la memoria).

Finalmente, debe ser identificado el subtipo etiopatogénico.

El procedimiento diagndstico propuesto por el EADC hard posible identificar a pacientes con un riesgo
elevado de progresion hacia la demencia, y también establecer estrategias terapéuticas especificas mas
adaptadas a estadios precoces, junto con un manejo global mas estructurado.
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9.4. ANEXO IV

Definicién conceptual de crisis y epilepsia. Report 2005. Epilepsia, 55(4):475-482, 2014

Definicién conceptual de las convulsiones y la epilepsia
informe de 2005

Una crisis epiléptica es una evento transitorio de signos y / o sintomas debido a neuronal excesiva o
anormal actividad sincrénica en el cerebro.

La epilepsia es un trastorno del cerebro que se caracteriza por una perdurable predisposicion para generar
ataques epilépticos, y por las consecuencias neurobioldgicas, cognitivas, psicoldgicas y sociales de esta
condicion.

La definicion de la epilepsia requiere de al menos un ataque epiléptico
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9.5.ANEXO V

Definicion clinica de la epilepsia Report 2005. Epilepsia, 55(4):475-482, 2014

Operacional (practica) definicion clinica de la epilepsia

La epilepsia es una enfermedad del cerebro definido por cualquiera de las siguientes condiciones:

1. Al menos dos convulsiones no provocadas (o reflejas) que ocurren> 24 h de diferencia.

2. Una no provocada (o refleja) convulsion y una probabilidad de crisis futuras similar al riesgo de recurrencia general
(al menos el 60%) después de dos

convulsiones no provocadas, que se producen durante los préoximos 10 afios.

3. Diagnéstico de un sindrome epiléptico.

La epilepsia se considera que resuelve en personas que tenian un sindrome de epilepsia dependiente de la edad,

pero estdn ahora mas alla de la edad aplicable o los que se han mantenido libres de crisis durante los ultimos 10 afios,
sin medicamentos para las convulsiones de los ultimos 5 afios.
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9.6. ANEXO VI

ACTIVIDAD ELECTROENCEFALOGRAFICA EN HUMANOS

La actividad electroencefalografica o EEG registra desde electrodos colocados sobre el cuero cabelludo la
actividad sindptica de las neuronas de la corteza cerebral. Fundamentalmente se registra la actividad de
las neuronas piramidales porque estan situadas de forma ordenada espacialmente, con sus dendritas

apicales dirigidas hacia la superficie de la corteza cerebral.

Un caso especial de registro de esta actividad es el electrocorticograma o EcoG, que se realiza mediante

electrodos colocados en el interior de la corteza cerebral.

Dentro de la actividad electroencefalogréfica se pueden distinguir diferentes ritmos u ondas cerebrales,
gue se diferencian por su frecuencia y localizacidn, y que varian en las diferentes etapas del ciclo vigilia-

suefio, niveles de alerta o actividades patoldgicas del sistema nervioso.

Ritmos basales del humano.

Podemos describir diferentes ritmos bioldgicos que encontramos en el EEG y, légicamente también en el

EcoG:

Ritmo Beta (B) y Gamma (g):

Aparecen de forma mas acusada cuando el individuo tiene una actividad mental intensa o en estados de maxima alerta. Su
frecuencia oscila entre 13 y 30 Hz, el ritmo B y con frecuencias >30 Hz el ritmo g. Tienen una amplitud entre 2 y 20 uV. Estas ondas

cerebrales se detectan normalmente en los I6bulos parietal y frontal del cerebro.

Ritmo Alfa (a):

se registran cuando una persona se encuentra en un estado de relajacion sensorial y psiquica, por el contrario cuando la persona esta
realizando un esfuerzo mental su amplitud disminuye o desaparece. Tienen una frecuencia entre 8 y 12 Hz y una amplitud entre 20 y

60 pV. Estas ondas podemos captarlas con mayor amplitud en el I6bulo occipital.

Ritmo Theta (6):

Estd presente en nifios, y en adultos en un estado de suefio ligero, estrés o ansiedad. Su frecuencia varia entre 4 y 7 Hz y una

amplitud entre 20 y 100 pV. Podemos registrarlo en el I6bulo temporal.

Ritmo Delta (6):

Surge principalmente en el suefio profundo y en nifios menores de 1 afio. Muy raras veces se pueden experimentar estando
despierto y si aparecen indican la existencia de una patologia. Estas ondas tienen una frecuencia de oscilacién entre 1y 3 Hz y su

amplitud varia entre 20 y 200 pV.
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La actividad cerebral se registra mediante tres técnicas fundamentales:

Electroencefalografia (EEG), que es el enfoque mas comun porque es un método no invasivo y de bajo
coste, Electrocorticografia (ECoG), que es una forma de registro del EEG invasiva, donde los electrodos
son ubicados directamente sobre la superficie o en la profundidad de la corteza cerebral; estos dos tipos
de registro se realizan mediante electrodos conectados a un electroencefalégrafo. El tercer sistema de
registro es el Magnetoencefalografia (MEG), es un método no invasivo que permite obtener mapas de la
actividad cerebral con una alta resolucidon espacial debido a que pueden colocarse sobre el cuero
cabelludo un gran nimero de sensores. Se miden directamente los campos magnéticos que se generan
por la actividad neuronal. Las ondas magnéticas no se atenuan por los tejidos por lo que permite medir
las sefiales con mayor precisién y no son necesarios electrodos en contacto con la piel. Sin embargo, el

equipo es extremadamente caro y voluminoso, por lo que su uso se restringe a casos especiales.

Beta Alfa

Theta Delta

Ondas cerebrales registradas en el EEG
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En la Enfermedad de Alzheimer, se han visto tres efectos principales sobre el EEG:

a. Una disminucidn de la frecuencia de la sefial EEG, que se traduce en un aumento de
potencia de las sefiales a bajas frecuencias (bandas delta y theta, entre 0.5Hz y 8 Hz) y una

disminucién de la energia en las frecuencias mas altas (bandas alfa y beta, de 8Hz a 30Hz),

b. Un decremento de la complejidad de la sefial EEG, por lo que las sefiales pasan a ser mas

regulares y mas facilmente predecibles, y una disminucidn de la sincronia de la sefial EEG,

C. La dependencia estadistica entre sefiales EEG espontaneas de diferentes canales es
generalmente menor en los sujetos con Alzheimer respecto de los sujetos controles de edad

similar.
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