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Resumen

Objetivo. Determinar la relacion del perfil de estrés oxidativo y de modula-
cion del sistema de adenosina con la epileptogenicidad y la estratificacion
del riesgo de muerte stbita inesperada en la epilepsia (SUDEP, por sus siglas
en inglés) en pacientes con epilepsia focal farmacorresistentes (EFFR)
temporal y extratemporal.

Meétodo. Se evaluaron muestras de suero obtenidas de 21 pacientes con
EFFR. Se estudiaron ademds controles sanos pareados en edad y sexo. Se
determinaron las concentraciones séricas de adenosina de la peroxidacion
lipidica del malondialdehido (MDA), de la produccion de 6xido nitrico
(NOx), productos avanzados de oxidacion a proteinas y glicacién (AGE), asi
como vitamina C. Se empled un analisis de regresion multiple para delinear
los marcadores significativos asociados con las variables clinicas y el riesgo
de SUDEP. Se realiz6 un analisis de cluster utilizando técnicas de validacion
basados en Bootstrap.

Resultados. Los valores de adenosina (t(33)=1.87, p<0.05) y las concentra-
ciones séricas de los productos de estrés oxidativo fueron significativamente
mayores en los pacientes que en los controles; AGE: t(38)=2.577 p<0.01,
NOx: t(37)=2.03, p<0.04, MDA: t(38)=3.62, p<0.0008, VitC: t(37)=2.52,
p<0.016. Existié una correlacion directamente proporcional entre la edad de
inicio de las crisis y las concentraciones séricas de AGE. (1(5.12)=2.22,
p<0.118. La prueba de hipdtesis univariada t-test mostr6 una tendencia a
concentraciones mas alta de adenosina en los pacientes con alto riesgo de
SUDEP; 126.81 vs 95.58 t(16)=1.758, p=0.097.

Conclusiones. En pacientes con EFFR existen perfiles incrementados de
adenosina y de toxicidad por estrés oxidativo, mas relevante en los pacientes
con epilepsia del l6bulo temporal. Estos perfiles se relacionan con la
epileptogenicidad, y resultan independientes de la medicacion anticrisis. En
pacientes con EFFR con alto riesgo de SUDEP existe una tendencia a
mayores concentraciones de adenosina, lo que sustenta la hipdtesis de la
adenosina en la fisiopatologia de la SUDEP.

Palabras Claves: epilepsia focal farmacorresistente, stress oxidativo,
adenosina, SUDEP

ISSN: 1850 - 4485
https://doi.org/10.47924/neurotarget2025478

Aceptado: 16-12-2024 Publicado: 01-01-2025

Abstract

Purpose. To determine the relationship between oxidative stress and
modulation of the adenosine system profile with the epileptogenicity and
stratification of sudden unexpected death in epilepsy (SUDEP) risk in
temporal and extratemporal drug-resistant focal epilepsy (DRFE).

Methods: Serum samples from 21 patients with EFFR were evaluated.
Healthy participants matched for age and sex were also studied. Adenosine
and serum concentrations of malonyldialdehyde (MDA) lipid peroxidation,
nitric oxide (NOx) production, advanced protein oxidation and glycation
products (AGE), and vitamin C were quantified. Multiple regression analysis
(automatic, step-by-step) was used to delineate significant markers
associated with clinical variables and SUDEP risk. A cluster analysis was
performed using validation techniques based on bootstrap.

Results. Adenosine values were markedly greater in patients with DRFE
t(33)=1.87, p<0.05. Serum concentrations of oxidative stress products were
also significantly higher in patients than in the control group: AGE t(38)
=2.577, p<0.01, NOx: t(37)=2.03, p<0.04, MDA: t(38)=3.62, p<0.0008,
VitC: t(37)=2.52, p<0.016. There was a proportional directly correlation
between the seizure onset age and serum AGE concentrations. (F(5,12)
=222, p<0.118. The univariate hypothesis test (t-test) showed a trend
towards higher adenosine concentrations in patients with high SUDEP risk:
126.81 vs 95.58 t(16)=1.758, p=0. 097.

Conclusions: There are increased profiles of adenosine and oxidative stress
toxicity in DRFE patients, with higher prevalence in temporal lobe epilepsy
patients. These profiles are associated with epileptogenicity, and are not
influenced by anti-seizure medication. In DRFE patients at high SUDEP risk
there is a tendency toward higher adenosine concentrations, lending support
to the adenosine hypothesis in SUDEP pathophysiology.

Keywords: drug-resistant focal epilepsy, oxidative stress, adenosine,
SUDEP

Neurotarget 2025;19(1):18-28

18


mailto:lilia.moraleschacon@unir.net
https://orcid.org/0000-0003-0205-0733
mailto:lilia.moraleschacon@unir.net
https://orcid.org/0000-0002-5542-1289

Introduccion

La epilepsia es una enfermedad neuroldgica cronica caracte-
rizada por una propension a la generacion de crisis epilépticas
recurrentes, que afecta a aproximadamente a 70 millones de
personas en todo el mundo.! A pesar del incremento en la
disponibilidad de medicamentos anticrisis (MAC) en las
ultimas décadas, se estima que hasta el 40% de las personas
con epilepsia se consideran médicamente intratables o
farmacorresistentes.’

La Liga Internacional de Lucha contra la Epilepsia
(International League Against Epilepsy, ILAE por sus siglas
en inglés), define la epilepsia farmacorresistente (EFR) como
la falla en el control de las crisis con dos esquemas terapéu-
ticos en mono o politerapia y que hayan sido bien tolerados,
dosificados de forma correcta y seleccionados en dependen-
cia del tipo de crisis.?

La epilepsia del lobulo temporal mesial es el prototipo de
epilepsia farmacorresistente, es la causa mas frecuente de
epilepsia en el adulto con una respuesta al tratamiento
quirurgico de un 70% o mas. En tanto, en la epilepsia extra-
temporal (EET), en la cual las crisis se originan fuera del
l16bulo temporal, el 20% tienen su zona de inicio en el l6bulo
frontal. Las principales etiologias asociadas a este sitio son:
los tumores (20-30%), las displasias corticales (58%), las
malformaciones vasculares (6-14%) y las lesiones postrau-
maticas craneoencefalicas (20%).*

Los procesos patogénicos de generacion y recurrencia de las
crisis, especialmente en las EFR, son objeto de intensas
investigaciones clinicas y preclinicas. El desequilibrio en los
neurotransmisores excitatorios e inhibitorios, la neuroinfla-
macion, el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial, son
algunos de los mecanismos patogénicos comunes de los
trastornos neuroldgicos y de las epilepsias.”’ Existen
numerosos estudios que avalan la contribucion del estrés
oxidativo a la patogenia de la epilepsia.>*!! La evidencia
muestra que el aumento de la excitabilidad neuronal, sello
distintivo de la epilepsia, se acompaiia de neuroinflamacion
y de una produccion excesiva de especies reactivas de
oxigeno. Estos factores son probablemente caracteristicas
claves del inicio y la propagacion de las crisis, asi como de
las comorbilidades asociadas.'?

La evidencia experimental apoya la implicacion del estrés
oxidativo en el proceso de generacion de las crisis epilépticas
y en los mecanismos asociados a la refractariedad a la terapia
farmacologica.'>!* Un estudio realizado en modelo animal de
epilepsia del 16bulo temporal, respalda la hipotesis de que los
cambios redox se correlacionan con la actividad convulsiva
en las epilepsias adquiridas, independientemente de los
insultos desencadenantes, y sugieren el estrés oxidativo como
un objetivo terapéutico potencial para su tratamiento.'” En
modelos animales de la epilepsia del 16bulo temporal (ELT),
también se han mostrado indicadores de peroxidacion lipidica
y de formacion de aldehidos, asi como niveles reducidos de
antioxidantes, incluida la vitamina E. Otros antioxidantes
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como el glutation, la superéxido dismutasa y la catalasa,
también han mostrado valores elevados.!6-20

Asimismo, en muestras de cerebro humano resecadas quirtr-
gicamente durante la cirugia de las EFR, se ha observado el
dafio inducido por las especies reactivas de oxigeno (ERO) a
las biomoléculas, lo que sugiere la contribucion del estrés
oxidativo a la hiperexcitabilidad neuronal y la neuro-
degeneracion.?!??

Por otro lado, varios estudios han demostrado que la adeno-
sina base nucledsida de purina, precursora del trifosfato de
adenosina o ATP, que se utiliza ampliamente en todo el
organismo en el metabolismo general, participa en un amplio
espectro de funciones diferentes, como la citogénesis y la
epileptogénesis (procesos que convierten un cerebro normal
en un cerebro epiléptico). Estas funciones la realiza a través
de mecanismos dependientes e independientes del receptor, y
se conoce que la adenosina quinasa (ADK), como enzima
clave para la eliminacion de adenosina, puede exacerbar las
crisis epilépticas no solo acelerando la eliminacion de
adenosina, sino también aumentando la metilacion global del
ADN a través de la via de transmetilacion.”* Asimismo, la
adenosina estd involucrada en el control de la plasticidad
sinaptica anormal y la neurodegeneracion y juega un papel
importante en la expresion de sintomas comorbidos y compli-
caciones de la epilepsia, como la muerte subita inesperada en
la epilepsia (SUDEP).?

En los pacientes con EFR, las crisis epilépticas incontroladas,
asi como la exposicion a altas dosis de multiples medicamen-
tos ineficaces, resultan en comorbilidades considerables que
incluyen desde trastornos cognitivos, conductuales, psiquia-
tricos, lesiones fisicas, hasta la muerte subita inexplicable en
epilepsia.>?

La disfuncion en los sistemas de sefializacion de la serotonina
y la adenosina constituyen mecanismos planteados en la
etiologia de la SUDEP.?%?7 Se postula que la liberacion exa-
gerada de adenosina estd involucrada en el cese de las crisis
y en la supresion postictal del electroencefalograma.?® ?° La
serotonina por su parte participa en la regulacion de la
respiracion, los estados de suefio/vigilia, la excitacion y la
modulacion de las crisis, implicandose asi en la fisiopatologia
de la SUDEP.*®

La hipétesis de la adenosina en la SUDEP propone que la
estimulacion de la adenosina en el periodo postictal media la
depresion del despertar y la respiracion en pacientes con
epilepsia.’! Se ha planteado que el sistema de adenosina estd
desregulado en las epilepsias y que cambios mal adaptativos
en el metabolismo de la adenosina pueden explicar la epilep-
togenicidad, la epileptogénesis, asi como las comorbilidades
y complicaciones de esa enfermedad, como la SUDEP.

Se ha encontrado en tejido resecado de pacientes con epilep-
sia del lobulo temporal asociada a esclerosis del hipocampo
sometidos a cirugia, un marcaje menor del receptor astroglial
de adenosina A2A en la corteza temporal en el grupo con
mayor riesgo de SUDEP, lo que sugiere alteracion de la
modulacién de la adenosina.?” De particular relevancia resulta
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que la estimulacion de la amigdala media la apnea en las crisis
epilépticas. Un estudio reciente reportd aumento del receptor
AI1R neuronal en la amigdala en el grupo con mayor riesgo
de SUDEP.*

Hasta aqui abordamos un grupo de evidencias de que el estrés
oxidativo, la neuroinflamacion y el sistema de adenosina,
actian como modificadores de la enfermedad en las epilep-
sias adquiridas, especialmente en las EFR.

En modelos animales de epilepsia se ha demostrado que la
medicacion anticrisis y los antioxidantes administrados
durante la epileptogénesis reducen la carga de convulsiones
en roedores. Estos tratamientos ofrecen neuroproteccion y
mejoran el déficit cognitivo. Por otro lado, tomando como
base los hallazgos de que la adenosina y sus analogos pueden
suprimir las crisis farmacorresistentes, ha surgido un nuevo
campo de terapias basadas en adenosina, incluido el uso de
agonistas del receptor de adenosina e inhibidores del
transporte de adenosina. Sin embargo, la mayoria de estos
enfoques farmacologicos estan limitados por fuertes efectos
secundarios sistémicos que van desde una disminucién de la
frecuencia cardiaca, la presion arterial y la temperatura
corporal hasta la sedacion.

Los marcadores de estrés oxidativo y de los sistemas de
opioides endogenos, los cuales se evalian en sangre, tejidos
o mediante estudios de neuroimagenes, pudieran representar
biomarcadores prondsticos y predictivos comprobables para
seleccionar la poblacion de pacientes con alto riesgo de
desarrollar epilepsia y comorbilidades asociadas y ser, por lo
tanto, elegibles para tratamientos novedosos.

Asi las cosas, los objetivos del presente trabajo fueron exami-
nar: (a) si los pacientes con epilepsias farmacorresistentes se
caracterizan por un aumento de la toxicidad del estrés
oxidativo y del sistema de adenosina y (b) si estos parametros
estan asociados con la epileptogenicidad y la estratificacion
del riesgo de SUDEP.

Método

Se evaluaron muestras de suero obtenidas de 21 pacientes con
epilepsia focal resistente al tratamiento farmacologico. Se
estudiaron ademas controles sanos pareados en edad y sexo.
Se consider6 EFR a aquellos pacientes que no lograron
control de las crisis epilépticas con el uso de dos esquemas
terapéuticos suministrados en mono o politerapia y que
fueron bien tolerados, dosificados de forma correcta y
seleccionados en dependencia del tipo de crisis.

En las muestras de sangre se determinaron los marcadores de
stress oxidativo y de adenosina.

- Metodologia para la determinacién de Adenosina

Para este estudio se utilizé un kit de ensayo de cuantificacion
de adenosina (No. Catalogo, MAK433 de Sigma-Aldrich;
Merck; Darmstadt, Alemania); en este ensayo se utiliz6é 50 ul
de muestras de suero que se procesaron por un método
fluorométrico para la deteccion de adenosina, que se basa en
un enfoque enzimatico de varios pasos, que da lugar a la
formacion de un producto fluorescente que se mide a AEx =
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550 nm/AEm = 585. El kit tiene un rango lineal de 0 a 20 pM,
que se calcula en base a una curva de calibracion con
Adenosina desaminasa.>*
- Metodologia para la determinacién de los marcadores de
estrés oxidativo
Se evaluaron las concentraciones séricas de la peroxidacion
lipidica malondialdehido (MDA), de la produccion de 6xido
nitrico (NOx), productos avanzados de oxidacion a proteinas
y glicacion AGE, y vitamina C.
- Determinacién de la peroxidacion lipidica (MDA)
El malondialdehido es el producto final de la peroxidacion de
los acidos grasos y un marcador de la actividad de los
radicales libres. Para la medicién de la concentracion de
peroxidacion lipidica en suero se utilizé el método del acido
tiobarbittirico (TBA) descrito por Wade y van Rij.>* Aunque
el TBA no soélo se limita a la medicion del MDA, es el método
mas empleado para determinar la oxidacion lipidica y por lo
tanto el estrés oxidativo. En resumen, a 50 ul de suero se le
afiadio 1 mL de TBA (Acros Organics, Bélgica) al 0.7% y se
incub6 a 90 °C durante 60 min. La reaccion de color se midio
espectrofotométricamente (532 nm). Se utilizo al tetrame-
toxipropano como estandar. La concentracion de MDA
(medido como sustancias reactivas al acido tiobarbitirico,
TBAR) se calculé como pmol/L.*
- Determinacién de la produccién de 6xido nitrico (NOx)
La medicién de NOx se realizé mediante la determinacion de
la cantidad total de nitritos (NO2-), que son los productos
estables del metabolismo del NOx. Se utilizo el reactivo de
Griess (soluciéon acuosa de sulfanilamida al 1% vy
naftilenetilendiamina al 0.1% en H3PO4 (al 2.5%, JT Baker),
el cual forma un cromoforo estable con NO2-, y que absorbe
a 546 nm."® La curva de calibracién se hizo con diferentes
concentraciones de nitrito de sodio disuelto en NaCl al
0.9%.3¢
- Determinacién de los productos avanzados de oxidacién de
proteinas y glicacién
La determinacion de AGE se basa en la deteccion
fluorométrica segtin Henle et al.’” Las muestras de plasma se
centrifugaron a 15000 g durante 15 min, a 4°C. A continua-
cion, el plasma se diluyo 1:50 (v/v) con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), pH de 7,4 y se registro la
intensidad de la fluorescencia emitida a una longitud de onda
de 440 nm, después de la excitacion a 350 nm, utilizando un
espectrofluorometro  (Fluoroskan Ascent FL, Thermo
Electron Corporation). La intensidad de la fluorescencia se
expres6 en unidades arbitrarias por gramo de proteina
(AUF/g proteina).’
- Determinacién de Vitamina C
Una alicuota de 0,1 mL de solucion de muestra que contenia
una especie reductora (en agua, metanol, etanol, sulfoxido de
dimetilo o hexano) se combiné en un tubo cénico con 1 mL
de solucion de reactivo (acido sulfarico 0,6 M, fosfato de
sodio 28 mM y molibdato de amonio 4 mM). Los tubos se
taparon y se incubaron en un bloque térmico a 95°C durante
90 min. Una vez que las muestras se enfriaron a temperatura
ambiente, se midio la absorbancia de la solucion acuosa de
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cada una a 695 nm frente a un blanco. Una solucion de blanco
tipica contenia 1 mL de solucién de reactivo y el volumen
apropiado del mismo solvente utilizado para la muestra, y se
incubd en las mismas condiciones que el resto de las
muestras. Para muestras de composicion desconocida, las
capacidades antioxidantes solubles en lipidos y solubles en
agua se expresaron como equivalentes de 4cido ascorbico.’®
Analisis estadistico general

Para el procesamiento estadistico se utilizo el programa
Statistica 8.0 Copyright StatSoft.Inc. 1984-2007. Se realizo6
el analisis estadistico media, desviacion estandar y prueba de
t de Student. Se consider6é como estadisticamente significati-
vo al valor de p < 0.05. Se emple6 un analisis de regresion
multiple (automatico, paso a paso) para delinear los marcado-
res significativos que estan asociados con las variables
clinicas y el riesgo de SUDEP. Se realizdé un analisis de
cluster utilizando técnicas de validacion basados en
bootstrap.

Consideraciones Eticas

Previo a su inclusion, se les brind6 a los pacientes toda la
informacion requerida, se aclararon dudas y se solicito la
firma del consentimiento por escrito. El estudio se realizé con
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el cumplimiento de las buenas practicas clinicas (BPC),
aprobado por los Comités de Etica para la Investigacion
Clinica, conforme a lo promulgado en la Declaracion de
Helsinki: principios éticos para las investigaciones médicas
en seres humanos.

Resultados

En la tabla 1 se muestran los datos clinicos y demograficos
de los pacientes evaluados en este estudio. La media de edad
fue de 32,38+12,92. La duracion de las crisis oscild entre 8 y
46 anos, con una media de 22,09+11,48. E161,9% (13/21) de
los pacientes tenian el diagnostico electro clinico de epilepsia
extratemporal. Como se muestra en la tabla 1, todos los
pacientes tomaban entre 2 y 6 MAC. Los medicamentos mas
usados fueron Carbamazepina, Lamotrigina, Clobazam y
Clonazepam. La dosis diaria de Carbamazepina utilizada por
los pacientes oscilo entre 400 y 1500 mg, con una mediana en
los niveles séricos de 8,78 micromol/l. La dosis de Lamotrigi-
na oscilo entre 150 y 400 mg/dia, con una mediana en los
niveles séricos de 5,68 micromol/l. La frecuencia semanal de
las crisis fue muy variable entre 1 y 1000 (mediana de 7
crisis/semana). La puntuacion total de la escala SUDEP-7
tuvo una mediana de 6, categorizada como SUDEP alto.

Tabla 1. Datos clinicos y demogréficos de los pacientes evaluados.
Edad inicio [Duracion de la Tipo epilepsia/ SUDEP-7
Edad . . N L . - .
~ de las crisis epilepsia Sexo lateralizacion [Medicamentos anticrisis | puntuacion
(afios) - ~ s .
(afios) (afios) del inicio ictal total
1 19 8 11 M EXT ILTG, Clobazam 7
2 33 8 25 F T IAVP, LTG, Leve 4
3 23 8 14 M EXT CBZ, LTG, Fb, AVP, Nitr 7
4 22 7 15 M T LTG, Clob, CBZ 3
5 26 9 17 F EXT CBZ, Clob 7
ILeve, Fn, Lacosamida,
6 23 15 8 F EXT Cannabis, Fb, Lorazepam >
7 32 20 12 F T LTG, Clob 3
8 38 1 37 F T CBZ Clob 6
9 23 4 19 M EXT CBZ, Clon 6
10 27 11 16 M EXT CBZ, Clon 4
11 18 6 12 M EXT IAVP,LTG, Leve, Clob 7
12 65 51 14 F T CBZ, LTG,Clob 7
13 43 10 33 M T CBZ Clob 6
14 54 15 39 F T CBZ,LTG 9
15 28 7 21 M EXT CBZ, Clob 4
16 36 1 35 F EXT CBZ,LTG 5
17 36 14 22 F EXT CBZ, Clob 6
18 48 8 40 M EXT CBZ, Clon, Clob 5
19 18 6 meses 17 M EXT CBZ, fenitoina 5
20 21 11 10 F EXT ILeve, Clob, Fn 4
21 47 1 46 F T CBZ 7

F: femenino; M: masculino, T: epilepsia focal del l6bulo temporal, EXT: epilepsia focal extratemporal, CBZ: carbamazepina, LTG: Lamotrigina, Clob:
Clobazam, Clon: Clonazepam, Leve: Levetiracetam, Fn: Fenitoina, Fb: Fenobarbital, AVP: Acido Valproico, Nitr: Nitrazepam
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Se constataron diferencias significativas en las concentracio-
nes séricas de adenosina y los marcadores de estrés oxidativo
entre pacientes y controles. Los valores de adenosina fueron
significativamente mayores en los pacientes con EFR, con
p<0.05, t(33)=1.87; Figura 1.
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Figura 1. Muestra las concentraciones séricas de adenosina en pacientes y
controles. Los valores de adenosina fueron significativamente mayores en
los pacientes con EFR p<0.05, t(33)=1.87.

Las concentraciones séricas de los productos de estrés
oxidativo también fueron significativamente mayores en los
pacientes que en los controles AGE: t(38)=2.577, p<0.01;
NOx: t(37)=2.03, p<0.04, MDA: t(38)=3.62, p<0.0008;
VitC: 1(37)=2,52, p<0.016. Figura 2.

Se realiz6 un analisis exploratorio basado en el analisis de
cluster, utilizando técnicas de validacion basados en
bootstrap. Se contruyeron tres claster utilizando los
marcadores evaluados en el estudio: concentraciones séricas
de adenosina, AGE, NOx, MDA y Vitanima C. Al evaluar
los cluster obtenidos, precisamos que en el cltster 1 el mayor
porciento de casos corresponde a los pacientes, en el cluster
3 la mayoria de las observaciones corresponden a controles
enel 83,3% (10/12), en tanto en el cluster 2 existe una mezcla,
siendo una combinacion a razén de 7:5 controles vs pacientes.
Se realizaron pruebas de hipotesis para comparar el
comportamiento de las variables clinicas y demograficas que
corroboraron las diferencias encontradas entre pacientes y
controles a patir del analisis univariado. (Figura 3).

Cuando consideramos en el analisis de cluster solo el grupo
de pacientes, se constata que la mayoria de los mismos con
ELT se ubican en el cluster 2 (71.43%). Notese que en el
cluster 2, los indicadores de estrés oxidatvo y adenosina son
mas altos. Las diferencias estadisticamente significativas se
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Figura 2. Muestra concentraciones séricas de los marcadores de estrés
oxidativo de pacientes y controles. Los valores de adenosina fueron signifi-
cativamente mayores en los pacientes con relacion con los controles sanos.
AGE: t(38)=2.577, p<0.01, NOx: t(37)=2.03, p<0.04, MDA: t(38)=3.62,
p<0.0008, VitC: t(37)=2.52, p<0.016.
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Figura 3. A) Representa los clisters obtenidos utilizando técnicas de
validacion basados en bootstrap, utilizando las concentraciones séricas de
adenosina, AGE, NOx, MDA, y Vitanima C de pacientes y controles. En el
cluster 1, el mayor porciento de casos corresponde a los pacientes; en el
cluster 3, la mayoria de las observaciones corresponden a controles con el
83,3% (10/12). En tanto, en el cluster 2 existe una mezcla, siendo una
combinacion a razoén de 7:5 controles vs pacientes. B) Concentraciones
séricas de adenosina, AGE, NOx, MDA, y Vitanima C en los clisters.
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constatan para las concentraciones de AGE t(16)=2.15,
p=0.047. Estos resultados sugieren que en pacientes con ELT,
la toxicidad del estrés oxidativo, especialmente la oxidacion
de proteinas y las concentraciones de adenosina, estan mas
incrementadas que en las epilepsias extratemporales. (Figura
4). Este resultado depende de la variable duracion de las
crisis; en el cluster 1, la duracion de las crisis epilépticas fue
de 17.20 £ 8.37, en tanto en el 2 fue de 27.5 £ 10.5, t(16)=
2.313, p=0.03.

Graph of means for continuous variables
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2 137.40 3.85 9.15 11.50

Vitamina C
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Valor p
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Figura 4. A) Representa los clister obtenidos utilizdndo técnicas de
validacion basados en bootstrap utilizando las concentraciones séricas de
adenosina, AGE, NOx, MDA, y Vitanima C de pacientes con epilepsia
farmacorresistentes. En el cluster 2 se ubican la mayoria de los pacientes con
ELT (71.43%). Notese que en el cluster 2 los indicadores de estrés oxidatvo
y adenosina son mas altos. B) Concentraciones séricas de adenosina, AGE,
NOx, MDA, y Vitanima C en los cluster. Las diferencias estadisticamente
significativas se constatan para las concentraciones de AGE t(16)=2.15,
p=0.047.

Para examinar la asociacion entre los marcadores evaluados
y las varables demogréaficas y clinicas, realizamos un analisis
de regresion multiple utilizando las variables demograficas y
clinicas como dependientes y los biomarcadores adenosina,
AGE, NOx, MDA y VitC como explicatorias. Con la variable
edad de los pacientes, los resultados arrojan una bondad de
ajuste del modelo (F(5.25)=4.02, p<0.008). La variabilidad
explicada R2=0.44. La variable cuyo coeficiente beta fue
significativo fue la adenosina con (B=-0.2309, (t(25)=-2.20,
p<0.03), lo que significa que existe una correlacion inversa-
mente proporcional entre la edad y las concentraciones de
adenosina. Con la variable NOx también se precisd6 una
correlacion inversamente proporcional (B=-0.54, (t(25)=-
2.30620, p<0.02). En tanto para la variable AGE, el valor
del coeficiente fue (B=0.787, (t(25)=3.38360, p<0.002), lo
que plantea una correlacion directamente proporcional.
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Al analizar las variables clinicas relacionadas con Ia
epileptogenicidad, demostramos que existié una correlacion
directamente proporcional entre la edad de inicio de las crisis
y las concentraciones séricas de AGE. Los resultados arrojan
una bondad de ajuste del modelo (F(5.12)=2.22, p<0.118). La
variabilidad explicada R2=0.265. El coeficiente beta de la
variable AGE fue de (B=0.843 (t(12)=2.52, p<0.02).

Al evaluar la relacion de los marcadores de adenosina y estrés
oxidativo con las puntuaciones totales de la escala SUDEP -
7 no encontramos asociaciones significativas, lo cual puede
atribuirse al comportamiento probabilistico de la variable
SUDEP. Sin embargo, la prueba de hipotesis univariada t-
test mostr6 una tendencia a concentraciones mas altas de
adenosina en los pacientes con alto riesgo de SUDEP, 126.81
vs 95.58 1(16)=1.758, p=0.097.

Discusion

El principal resultado de este estudio fue que los pacientes
con EFR, tanto de origen temporal como extratemporal, se
caracterizaron por un incremento de la toxicidad por estrés
oxidativo, evaluadas mediante las concentraciones periféricas
de MDA (indicador de dafio oxidativo a biomoléculas) y
AGE, asi como de las defensas antioxidantes, evaluadas
mediante la concentracion de Vitamina C. Igualmente, el sis-
tema de adenosina también mostrd un incremento en relacion
con los controles. Se evidencia ademds una tendencia a
concentraciones mas altas de adenosina en los pacientes con
alto riesgo de SUDEP. Es importante destacar que la mediana
de SUDEP fue de 6, indicando un riesgo de SUDEP alto en
los pacientes evaluados, lo cual es un comportamiento
reportado en los pacientes con EFR.

Estos resultados indican que la EFR se caracteriza por
cambios periféricos altamente especificos en la formacion de
aldehidos (niveles de MDA aumentados), asi como en la
oxidacion de proteinas (AGE aumentado) y defensas anti-
oxidantes también elevadas (especialmente Vitamina C). Se
ha sugerido que el MDA solo o la relacion toxicidad/anti-
oxidante del estrés oxidativo podrian usarse como criterio de
validacion externo para el diagndstico de EFR frente a
controles sanos.

Los hallazgos de este trabajo resultan congruentes con los de
un articulo anterior donde informamos niveles elevados de
MDA en pacientes con ELT asociada a esclerosis del
hipocampo.*

Nuestros resultados son congruentes con multiples estudios
que han evidenciado diferentes marcadores sanguineos de
estrés oxidativo significativamente elevados en pacientes con
epilepsia,***' en particular en pacientes con ELT.?! En el
actual estudio se precisa que la toxicidad por estrés oxidativo
se evidencia también en las epilepsias extratemporales, lo que
le confiere una ampliacion al marco de las EFR independien-
temente de la localizacion. Este resultado le confiere novedad
a este trabajo, que se amplia al demostrar con el analisis de
clister realizado utilizando los indicadores de adenosina y
estrés oxidativo, niveles mayores de estos marcadores en los
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pacientes con ELT, en relaciéon con las epilepsias extra-
temporales, especialmente significativo para el AGE.
Diversos estudios han reportado que niveles elevados de
MDA y 4-HNE indican un aumento de la peroxidacion de
lipidos y de la formacion de aldehidos, asi como de la
oxidacion de proteinas, segiin lo evaluado con carbonilos de
proteinas. La peroxidacion lipidica genera una gama de
productos que pueden usarse como biomarcadores.*>* De
igual forma se han obtenido defensas antioxidantes bajas,
incluyendo los grupos sulfhidrico, superéxido dismutasa,
catalasa, glutation y vitamina E y C 394446

Los aldehidos reactivos, como el malondialdehido (MDA),
pueden reaccionar facilmente con las proteinas para formar
productos finales de lipooxidacion avanzada.*’ Los derivados
carbonilo de los residuos de aminodacidos lisina, prolina, treo-
nina y arginina pueden usarse como marcadores de oxidacion
de proteinas. Los productos avanzados de oxidacion de
proteinas (AOPP, por sus siglas en inglés) son marcadores
establecidos de oxidacion de proteinas. Del mismo modo, los
productos finales de glicacion avanzada (AGE) se forman por
reaccion de los grupos carbonilo de los carbohidratos con las
proteinas.*® Se ha postulado que la formacion de MDA es una
consecuencia de la peroxidacion lipidica y la propagacion de
radicales peroxilo, y que la formacién de peroxinitrito puede
agravar la peroxidacion lipidica y la formacion de MDA, lo
que explica la asociacion inversa entre los niveles de NOx y
de MDA reportada en algunos estudios.*’

Es importante destacar que el estrés oxidativo se reconoce
tanto como causa, como consecuencia de las crisis epilép-
ticas.? En el tejido resecado durante la cirugia de las EFR, se
ha observado el dafio inducido por las ERO a las biomolécu-
las, lo que sugiere la contribucion del estrés oxidativo a la
hiperexcitabilidad neuronal y la neurodegeneracion.?!"*? Las
evidencias mas sélidas de un vinculo causal entre el estrés
oxidativo y la epilepsia lo constituyen las epilepsias genéticas
causadas por mutaciones en el ADN mitocondrial que
resultan en disfuncion metabolica en las células nerviosas.®
Nuestro grupo ha investigado el impacto de la cirugia de la
epilepsia en los marcadores séricos de dafio oxidativo en
pacientes con ELT farmacorresistente (Lorigados Pedre,
2018).% Antes de la cirugia, encontramos actividades aumen-
tadas de SOD, CAT, marcadores de peroxidacion lipidica y
actividades disminuidas de GPx. Un hallazgo interesante que
se replica en el presente trabajo fue la correlacion positiva
entre la duracion de la enfermedad y los niveles de productos
de proteinas de oxidacion avanzada. Este resultado sugiere la
presencia temprana de dafio oxidativo a las proteinas en
etapas iniciales de la enfermedad. Esto podria deberse a
mecanismos de reparaciéon de proteinas que no actuan tan
eficientemente como en otras biomoléculas.

En modelos animales de ELT también se han mostrado
indicadores de peroxidacion lipidica y de formacion de
aldehidos, asi como niveles reducidos de antioxidantes como
la vitamina E y valores elevados de glutation, superdxido
dismutasa y catalasa.'®?° Otro estudio realizado en modelo
animal de epilepsia del 16bulo temporal, respalda la hipdtesis
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de que los cambios redox se correlacionan con la actividad
convulsiva en las epilepsias adquiridas, independientemente
de los insultos desencadenantes.'®

Existen evidencias de que el aumento del estrés oxidativo,
incluso en el hipocampo, aumenta la susceptibilidad a las
crisis y que la activacion periférica de las respuestas
inmunoinflamatorias puede inducir estrés oxidativo en el
hipocampo.* También hay alguna evidencia de que las
respuestas inflamatorias y los mecanismos redox asociados
pueden iniciar o aumentar las crisis y desempenar un papel
en la progresion de la enfermedad.’®! En este sentido, es
interesante sefialar que la administracion de pilocarpina y
4acido kainico en dos modelos animales de ELT,'>* indujo
elevacion de las sustancias reactivas del acido tiobarbiturico
(TBARS) en el hipocampo, en un ensayo utilizado para eva-
luar la produccién de MDA."3 Se ha postulado entonces, que
el aumento altamente especifico en la formacion periférica de
MDA y AOPP puede contribuir a la epileptogénesis y a la
esclerosis mesial del l6bulo temporal.

Medicacion anticrisis y stress oxidativo

Algunos estudios han reportado efectos significativos de la
MAC en los niveles de MDA, NOx y en los grupos de -
SH.523% No identificamos efectos significativos de la MAC en
los marcadores de estrés oxidativo y no encontramos asocia-
cion significativa entre el nimero de MAC utilizados por los
pacientes y los marcadores evaluados. Un resultado novedoso
de este trabajo fue la evaluacion de los niveles sanguineos de
la MAC y su relacion con los indicadores de estrés oxidativo.
Asimismo, como el numero y dosis de MAC utilizados no se
relacionaron con las concentraciones de MDA, NOx, AGE y
Vitamina C; los niveles sanguineos de Carbamazepina,
Lamotrigina, Fenitoina, Fenobarbital y Acido valproico
utilizados por los pacientes con EFR, no mostraron relacion
estadisticamente significativa con la toxicidad del estrés
oxidativo.

Estos resultados son congruentes con los hallazgos de Menon
et al.>> quienes no encontraron diferencias significativas en
los niveles de MDA, carbonilos de proteinas y NOx entre
sujetos en monoterapia y politerapia con MAC.>® Estos
autores también informaron niveles mas altos de MDA y
carbonilos de proteinas (sin cambios en NOx) en pacientes
con epilepsia no tratados en relacion con los controles, lo que
sugiere que la MAC no induce el aumento de la toxicidad del
estrés oxidativo. Ademas, no encontraron diferencias signifi-
cativas en los niveles de MDA, carbonilos de proteinas y NOx
entre los grupos de pacientes tratados con MAC y los no
tratados,> lo que le permitié concluir que la MAC no afectaba
esos tres biomarcadores. Finalmente, al igual que en nuestro
estudio, Menon y colaboradores® no encontraron ningiun
efecto de la MAC individuales, a saber, carbamazepina,
valproato y fenitoina en los biomarcadores. Otras investiga-
ciones en esta area tampoco han encontrado diferencias en los
biomarcadores oxidativos, incluidos los carbonilos, la
peroxidacion lipidica y las enzimas antioxidantes entre
pacientes tratados y no tratados.>*3657
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Adenosina y SUDEP en las epilepsias farmacorresistentes
Nuestro estudio reveld concentraciones de adenosina signifi-
cativamente elevadas en el suero de pacientes con EFR en
relacion con los controles. Se precisé una tendencia de mayor
concentraciéon de adenosina en los pacientes con alto riesgo
de SUDEP, cuando se compara con pacientes de menor
riesgo.

Este resultado podria explicarse si asumimos el conocimiento
de que la actividad neuronal excepcionalmente alta que carac-
teriza a las crisis epilépticas da como resultado un aumento
de la adenosina extracelular a concentraciones muchas veces
mas altas que las que se observarian en condiciones normales
y contribuye asi a restringir la excitacion excesiva, apelando
al efecto modulador inhibitorio de la excitabilidad neuronal 3!
Los niveles extracelulares de adenosina dependen en gran
medida de un ciclo de adenosina basado en astrocitos, que
comprende la liberacion de ATP, la rapida degradacion de
ATP en adenosina y la recaptacion metabolica de la adeno-
sina a través de transportadores de nucledsidos equilibrantes
y la fosforilacion por la enzima adenosina quinasa (ADK),
regulador clave de la adenosina, que cataliza el metabolismo
de la adenosina a 5'-adenosina monofosfato.’®

Evidencias convincentes demuestran que las purinas, ATP y
adenosina, son mediadores claves del proceso epileptogénico.
Las concentraciones extracelulares de ATP aumentan drésti-
camente en condiciones patoldgicas, donde funciona como
ligando en una serie de receptores purinérgicos. E1 ATP y la
adenosina han asumido funciones en gran medida opuestas al
acoplar la excitabilidad neuronal con la homeostasis energé-
tica en el cerebro.’® Se considera que la adenosina, como
anticonvulsivo endogeno del cerebro, es responsable de la
detencion de las crisis y de la refractariedad postictal. Se ha
demostrado ademas que la disfuncion del sistema adenosinér-
gico contribuye a la epileptogénesis.®

La actividad ictal produce grandes cantidades de adenosina,
y es este aumento de adenosina inducido por las crisis lo que
normalmente detiene la crisis.?* Este efecto esta mediado por
el receptor acoplado a la proteina A1 G de la adenosina. La
funcion neuromoduladora de la adenosina se basa en una
activacion equilibrada de los receptores inhibidores A(1)
(A1R) y los receptores facilitadores A(2A) (A2AR), que en
su mayoria controlan las sinapsis glutamatérgicas excitato-
rias: AIR impone un freno ténico en la transmision
excitatoria, mientras que A2AR se dedica selectivamente a
promover fendmenos de plasticidad sinaptica.®!

Existen evidencias de que la activacion de los receptores Al
disminuye la actividad convulsiva en modelos animales,
incluidos los modelos de epilepsia resistente a los medica-
mentos. Asimismo, los avances recientes han aumentado
nuestra comprension de las comorbilidades de la epilepsia,
destacando el potencial de los receptores de adenosina para
modular las comorbilidades asociadas con la epilepsia, inclui-
da la disfuncién cardiovascular, el suefio y la cognicién.®? En
relacion con la hipdtesis adenosina y SUDEP explorada, en
este trabajo no se encontr6 relacion entre las concentraciones
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de adenosina y la estratificacion del riesgo de SUDEP, lo cual
atribuimos a la variabilidad de este indicador en los pacientes
con EFR evaluados, donde la mayoria presentan alto riesgo
de SUDEP. Se ha encontrado en tejido resecado de pacientes
con epilepsia del 16bulo temporal asociada a esclerosis del
hipocampo sometidos a cirugia de epilepsia, un marcaje
menor del receptor astroglial de adenosina A2A en la corteza
temporal en el grupo con mayor riesgo de SUDEP, lo que
sugiere alteracion de la modulacién de la adenosina.?’ De
particular relevancia resulta que la estimulacion de la
amigdala, media la apnea en las crisis epilépticas. Un estudio
reciente reportdé aumento del receptor AIR neuronal en la
amigdala en el grupo con mayor riesgo de SUDEP .3

La hipétesis de la adenosina en la SUDEP propone que la
estimulacion de la adenosina o la sefializacion excesiva en el
periodo postictal, media la depresion del despertar y la
respiracion en pacientes con epilepsia.’! Los efectos adversos
de la sefializacion de adenosina pueden potenciar un resultado
mortal en forma de SUDEP al suprimir la respiracion y la
excitacion en el periodo postictal. La evidencia de modelos
animales sugiere que la sefializacion excesiva de adenosina
postictal contribuye a la fisiopatologia de SUDEP.3!

Tal como se ha planteado, el sistema de adenosina esta
desregulado en las epilepsias, y los cambios mal adaptativos
en el metabolismo de la adenosina podrian explicar la
epileptogenicidad, la epileptogénesis, asi como las comorbili-
dades y complicaciones de la enfermedad, como la SUDEP.

Conclusiones

1. En pacientes con epilepsia farmacorresistente, tanto
temporal como extratemporal, existen perfiles incrementados
de adenosina y de toxicidad por estrés oxidativo. Este
incremento resulta mas relevante en los pacientes con
epilepsia del 16bulo temporal.

2. Los perfiles incrementados de adenosina y de toxicidad por
estrés oxidativo en pacientes con epilepsia farmacorresistente
se relacionan con la epileptogenicidad y resultan indepen-
dientes de la medicacion anticrisis.

3. En los pacientes con epilepsia farmacorresistente con alto
riesgo de muerte subita existe una tendencia al aumento de la
concentracion de adenosina, lo que sustenta la hipétesis de
esta en la fisiopatologia de la SUDEP.
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