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Sleep and behavioral disturbances induced by epilepsy: Protective effect of Gabapentin
ABSTRACT
[bookmark: _GoBack]Numerous sleep disturbances induced by nocturnal epilepsy have been reported. Gabapentin (GBP) is used as an adjuvant or as a monotherapeutic treatment as it induces significant improvement in patients with partial or secondaryly widespread focal seizures. In experimental animal models of epilepsy with pentilenetetrazole (PTZ), GBP protects against the generated seizures. The objective of this work was to investigate its effectiveness in protecting against motor and sleep disturbances caused by seizures. Polygraphic studies were conducted in male wistar rats, separated into 4 groups. After administration of saline solution, a check record was carried out on each group. Subsequently, one group received 50 mg/kg of PTZ, while the other three groups received 15, 30 or 60 mg/kg GBP, 30 minutes prior to PTZ administration. After administration of PTZ, electrophysiological and behavioral manifestations characterizing seizures were observed. In addition, surveillance states were significantly altered, increasing the amount of wakefulness, while sleep was inhibited over a period of time. The administration of increasing doses of GBP tended to inhibit the presence of abnormal motor behaviors, facilitating the presence of sleep.
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RESUMEN
Se han descrito numerosas alteraciones del sueño inducidas por la epilepsia nocturna. La gabapentina (GBP), es utilizado como adyuvante o como tratamiento monoterapéutico ya que induce una mejoría significativa en pacientes con convulsiones focales parciales o secundariamente generalizadas. En modelos animales experimentales de epilepsia con pentilenetetrazol (PTZ), la GBP protege contra las convulsiones generadas. El objetivo de este trabajo fue investigar su eficacia para proteger contra las alteraciones motoras y del sueño provocadas por crisis convulsivas. Se realizaron estudios poligráficos en ratas wistar macho, separadas en 4 grupos. Tras la administración de solución salina, se realizó un registro control en cada grupo. Posteriormente, un grupo recibió 50 mg/kg de PTZ, mientras que los otros tres grupos recibieron 15, 30 o 60 mg/kg de GBP, 30 minutos antes de la administración de PTZ. Después de la administración de PTZ, se observaron las manifestaciones electrofisiológicas y conductuales que caracterizan a las crisis convulsivas. Además, los estados de vigilancia se alteraron significativamente, incrementándose la cantidad de vigilia, mientras que el sueño se inhibió durante un período de tiempo. La administración de dosis crecientes de GBP, tendió a inhibir la presencia de conductas motoras anormales, facilitando la presencia de sueño. 
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Trastornos de sueño y conductuales provocados por la epilepsia: Efecto protector de la Gabapentina
Introducción
[bookmark: _Hlk24632564]La epilepsia es una enfermedad neurológica que se considera un problema de salud importante y cuyo control continúa siendo un reto en la actualidad (Thijs, Surges, O´Brien, & Sander, 2019).
[bookmark: _Hlk26543115]Por otra parte, el sueño es un estado reversible de inconsciencia, durante el cual el umbral sensorial permanece elevado, disminuyendo la capacidad de respuesta a estímulos medio-ambientales. Tanto en el humano como en otras especies de mamíferos, el sueño está integrado esencialmente por dos estados: Sueño lento o NMOR y sueño de movimientos oculares rápidos (MOR) (Kryger, Roth, & Dement, 2017). Se ha descrito desde hace tiempo que existe una relación funcional estrecha entre el sueño y la epilepsia (Malow, 2007), ya que tanto la presencia del sueño, particularmente de la fase de sueño lento, como la falta de sueño en general, tienen un efecto excitador sobre la génesis y la propagación de las crisis convulsivas (Foldvary-Schaefer & Grigg-Damberger, 2006; Halász, 2013).
Cualquier tipo de alteración que presente el sueño, afecta la salud y la calidad de vida de los pacientes. En el caso de la epilepsia, se ha descrito que modifica la estructura del sueño, incrementa la latencia y la cantidad de sueño ligero. Asimismo, se presenta una reducción de la eficiencia de sueño y de la cantidad del sueño profundo (Barreto, Fernandes, & Sakamoto, 2002; Manni & Terzaghi, 2010). Además, tanto la epilepsia nocturna como la farmacoterapia antiepiléptica influyen en la presencia de síntomas diurnos como somnolencia excesiva y trastornos cognitivos.  
Debido a que la excitabilidad del cerebro varía a lo largo de las etapas del sueño, algunos tipos de epilepsia pueden originarse en un momento determinado del ciclo sueño-vigilia (Carreño & Fernández, 2016; Malow, Kushwaha, Lin, Morton, & Aldrich, 1997; Minecan, Natarajan, Marzec, & Malow, 2002). Sin embargo, los mecanismos neurofisiológicos implicados en estos cambios de excitabilidad siguen siendo poco conocidos. 
Un método para estudiar el efecto de la epilepsia sobre el sueño está relacionado con el uso de modelos animales experimentales (Ayala-Guerrero et al., 2002; Ayala-Guerrero & Mexicano, 2017). En este contexto, el pentilentetrazol (PTZ) se ha utilizado como agente inductor de convulsiones generalizadas (Klioueva, van Luijtelaar, Chepurnova & Chepurnov, 2001), las cuales son similares a las de los humanos con epilepsia (Nehlig et al., 2006). Es por eso que el modelo de PTZ, se ha usado para analizar el efecto de las convulsiones generalizadas sobre la estructura del sueño y probar la eficacia de fármacos antiepilépticos (Akula, Dhir, & Kulkarni, 2009)
El análisis del comportamiento mostrado durante las convulsiones, contribuye a establecer el nivel de gravedad alcanzado por la epilepsia. En este contexto, Racine (1972) describió un método que ha sido utilizado por diferentes grupos de investigación, sobre la base de la detección de diferentes comportamientos repetitivos, relacionados con la intensidad de la actividad convulsiva. 
[bookmark: _Hlk26532377]En relación con fármacos antiepilépticos, la Gabapentina (GBP) es un agonista del ácido γ-aminobutírico (GABA) que no tiene afinidad por el complejo receptor GABAA y pasa fácilmente a través de la barrera hematoencefálica. Aunque, no se ha identificado el mecanismo de acción preciso de la GBP en humanos (Sills, 2006), su uso clínico como fármaco único o adyuvante, induce mejoría en pacientes con crisis parciales focales secundariamente generalizadas (Czuczwar & Patsalos, 2001; Larsen Burns, Kinge, Stokke Opdal, Johannessen, & Johannessen Landmark, 2019). En algunos modelos experimentales de epilepsia, se ha reportado que la GBP protege contra las crisis convulsivas inducidas por PTZ (Ayala-Guerrero et al., 2019; Dalby & Nielsen, 1997).
Se tienen indicios de que la GBP mejora el sueño en pacientes con insomnio primario (Lo et al., 2010). Por lo cual, este fármaco antiepiléptico, pudiera ser efectivo para el tratamiento de diferentes tipos de insomnio (Robinson & Malow, 2013; Schweitzer & Feren, 2017). Además, la GBP incrementa el sueño profundo (Foldvary‐Schaefer et al., 2002). 
En consideración a las propiedades de la GBP descritas anteriormente, el objetivo de este trabajo fue investigar su eficacia para proteger contra las alteraciones del comportamiento y del sueño provocadas por las crisis convulsivas.
Método
El estudio se llevó a cabo en ratas wistar macho adultas, implantadas crónicamente. Bajo anestesia general (pentobarbital sódico; 50 mg / kg ip, ), se colocó un par de electrodos de acero inoxidable en el área anterior (2 mm anterior a bregma 2,5 mm lateral a la línea media) y otro par en el área posterior (5 mm posterior a bregma 2,5 mm lateral a la línea media) del cerebro, para monitorear la actividad eléctrica cerebral bajo diferentes condiciones experimentales. Además, se registró el electro-oculograma (EOG) mediante dos electrodos de acero inoxidable, colocados en el canto externo e interno del ojo derecho. El electromiograma (EMG) se obtuvo por medio de dos filamentos de acero inoxidable insertados en los músculos de la nuca.
Los electrodos se soldaron a un conector, el cual era fijado en el cráneo con cemento acrílico. Los animales conectados a los cables de registro, se colocaban por separado en cajas transparentes de plexiglás, para observar y valorar su comportamiento a lo largo de los períodos experimentales y relacionarlo con los registros electrofisiológicos.
Los animales fueron separados en 4 grupos diferentes de 8 individuos cada uno y tenían acceso libre a alimentos y agua, manteniéndose a una temperatura ambiental de 23 ± 2 ° C, bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 h (de 07 a 19 y de 19 a 07). 
Durante 3 días consecutivos se realizaron los registros electrofisiológicos y conductuales. Los registros electrofisiológicos se realizaron durante 9 horas continuas (de 10 a 19 horas) con un polígrafo marca Grass, modelo 7, a una velocidad del papel de 3 mm/s, obteniéndose muestras a otras velocidades. Además, se hicieron videograbaciones del comportamiento, para analizar los niveles de la intensidad de la actividad convulsiva alcanzada por los animales según la escala de Racine (Racine, 1972) (Tabla 1).
	Tabla 1
Niveles de intensidad de las crisis convulsivas en la rata, van desde los movimientos de masticación y mioclonías faciales hasta las contracciones tónicas y clónicas generalizadas.

	Estado 1
	Mioclonías faciales y movimientos de masticación, ausencias.

	
Estado 2

	Movimientos clónicos de la cabeza (jalones y/o movimientos repetitivos en U o V), “sacudidas de perro”.

	Estado 3

	Clonus unilateral de los miembros delanteros seguido por clonus contralateral.

	Estado 4

	Erguimiento y sacudida de miembros delanteros.

	Estado 5
	Contracciones tónico clónicas generalizadas, pérdida de control postural y caída.



El primer día sirvió de control para los 4 grupos, los cuáles recibieron solamente administración de solución salina. El segundo día un grupo recibió inyección subcutánea (SC) de 50 mg / kg de pentilentetrazol (PTZ), mientras que a los tres grupos restantes se les inyectó de forma intraperitoneal (IP) la gabapentina (GBP) y 30 minutos después los 50 mg /kg PTZ (SC). Las dosis de GBP fueron para el primer grupo de 15 mg / kg, para el segundo grupo de 30 mg / kg y para el tercer grupo de 60 mg / kg. El tercer día de registro fue considerado como de recuperación.
Análisis de los datos
Los registros electrofisiológicos se analizaron visualmente y se midió el tiempo total empleado por los animales en cada estado de vigilancia durante los períodos de 9 horas de registro. Los registros electrofisiológicos y las videograbaciones del comportamiento fueron calificados de forma independiente por dos experimentadores, bajo un sistema de doble ciego.
Por medio de la prueba de Shapiro-Wilk se determinó que no todas las variables tenían una distribución normal por lo cual se llevaron a cabo análisis no paramétricos. Con la prueba de Friedman se comparó el tiempo empleado por los animales en cada estado de vigilancia bajo las condiciones experimentales mencionadas anteriormente. La comparación entre los 4 grupos se realizó con la prueba de Kruskal-Wallis. El valor de significancia se estableció con un valor p <0.05.
Consideraciones éticas
Todos los animales fueron tratados de acuerdo con las regulaciones especificadas por el Comité de Bioética y la Norma Mexicana para el cuidado de la producción y el uso de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999). 
Resultados 
Los animales presentaron tres estados diferentes de vigilancia con características electrofisiológicas y conductuales determinadas: Vigilia (V), Sueño lento y sueño de Movimientos Oculares Rápidos (MOR) (Figura 1). 

[image: ]
Figura 1. Estados del ciclo vigilia-sueño. EOG, electro-oculograma; EEG, Corteza anterior y posterior respectivamente; EMG, Electromiograma. Cal. 2 seg., 50 μv. Durante la vigilia (V) la actividad cerebral está constituida por ondas rápidas de baja amplitud y se presentan potenciales musculares relacionados con movimientos del animal; mientras que durante el sueño lento (SL), la actividad cerebral es lenta y de gran amplitud. Al presentarse el sueño MOR, la actividad cerebral es semejante a la de la vigilia y se presentan potenciales relacionados con sacudidas musculares.
Registro control
Durante el primer día de registro, de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis no se encontraron diferencias significativas relacionadas con la duración de los estados de vigilancia entre los 4 grupos de animales control (vigilia p=0.927: sueño lento p=0.638 y sueño MOR p=0.329). En este día no se evaluó la escala de Racine ya que no se indujo actividad convulsiva.
Efecto del PTZ sobre la conducta
La administración de PTZ indujo convulsiones tónico-clónicas generalizadas, que mostraban una fase tónica con extensión de las extremidades posteriores y una fase clónica con mioclono de las extremidades anteriores y posteriores. Las alteraciones motoras inducidas por la administración de PTZ se instalaban progresivamente. Estas consistían en inclinación de la cabeza, movimientos masticatorios y contracciones mioclónicas de la cara y de las extremidades. El análisis conductual mostró que bajo estas condiciones experimentales los animales, presentaron en promedio 77 estados (Figura 2), de los cuáles el 48% correspondió al estado 1, el 41% al estado 2, el 8% al estado 3, el 1% al estado 4 y el 2% al estado 5. 

Figura 2. Se muestra la cantidad promedio de todos los estados de la escala de Racine.
PTZ, pentilentetrazo; DB, dosis baja; DM. Dosis media y DA, dosis alta de GBP administrada.
Se observa una mayor cantidad de trastornos motores con la administración de solamente PTZ.Esta cantidad se reduce progresivamente de acuerdo a la dosis de GBP administrada.
Efecto del PTZ sobre la duración de los estados de vigilancia
Durante el segundo día del registro, cuando se administró PTZ, la cantidad de vigilia se incrementó de manera significativa (p<0.002), mientras que disminuyeron tanto la cantidad de sueño lento (p < 0.001) como la de MOR (p< 0.002) (Tabla 2). El efecto del PTZ sobre la reducción del sueño lento y MOR fue inmediato, precediendo la aparición de actividad convulsiva. La duración de este efecto inhibidor sobre del sueño permaneció durante todo el registro. En el tercer día se observó una recuperación, ya que los valores de estos 3 estados de vigilancia fueron similares a los del registro control.
	Tabla 2
Valores de los estados de vigilancia.

	Grupo
	Día
	Vigilia
	Sueño Lento
	Sueño MOR

	
	D1
	240.0
	252.8
	48.6

	DB
	D2
	246.3
	226.1
	62.3

	
	D3
	231.2
	244.5
	63.6

	
	D1
	236.0
	252.2
	50.4

	DM
	D2
	208.8
	273.1
	65.4

	
	D3
	194.8
	270.2
	77.2

	
	D1
	245.0
	240.6
	46.5

	DA
	D2
	178.0
	292.4
	71.7

	
	D3
	169.5
	288.5
	78.1

	
	D1
	236.2
	258.3
	43.6

	PTZ
	D2
	435.9
	100.3
	0.7

	
	D3
	223.5
	274.6
	38.0

	Valores en minutos expresan medianas. DB, dosis baja de gabapentina (GBP); DM, dosis media de GBP; DA, dosis alta de GBP; PZT, grupo con solo PTZ.



Efectos de la GBP sobre las alteraciones conductuales inducidas por las crisis convulsivas
La administración de GBP previamente a la del PTZ redujo la cantidad e intensidad de las alteraciones conductuales de acuerdo a la dosis administrada. El promedio de la cantidad de los estados de la escala de Racine que presentaron los animales fueron de 52 para la dosis baja, 36 para la dosis media y 23 para la dosis alta (Figura 2). Para el grupo de dosis baja el 53% correspondió con el estado 1, el 29% con el estado 2, el 10% con el estado 3, el 6% con el estado 4 y el 2% con el estado 5. En el grupo de dosis media el 58% correspondió con el estado 1, el 25% con el estado 2, el 3% con el estado 3 y el 14% con el estado 4. Finalmente, en el grupo de dosis alta, el 80% correspondió con el estado 1, el 19% con el estado 2 y el 1% con el estado 4. Los animales que recibieron dosis media y alta de GBP ya no alcanzaron el nivel máximo de la escala de Racine. De acuerdo a estos datos, la cantidad total de alteraciones conductuales inducidas por la epilepsia, se reducía a medida que la dosis de GBP administrada aumentaba, Asimismo, se reducía la intensidad de la respuesta conductual.
Efecto de la GBP sobre las alteraciones del sueño provocadas por la epilepsia
De manera general, las alteraciones del sueño producidas por la administración de PTZ disminuyeron por el efecto de la GBP. La mejoría del sueño dependía de la dosis administrada de este fármaco anticonvulsivo. Los animales que recibieron una dosis baja de GBP (15 mg / kg) mostraron cantidades de vigilia y de sueño lento similares a las de los animales control. En contraste, la cantidad de sueño MOR aumentó significativamente (p=0.002) el día de la administración de la GBP, manteniéndose por encima de los niveles control durante el siguiente día.
En el registro obtenido cuando los animales recibieron una dosis media de GBP (30 mg / kg) la cantidad de sueño lento no tuvo diferencias significativas (p=0.093) en comparación con el registro control y con el obtenido el tercer día (recuperación). Mientras que la cantidad de vigilia disminuyó (p=0.002) y la del sueño MOR se incrementó (p=0.002) de forma significativa. En el tercer día (recuperación), la cantidad de vigilia alcanzó niveles mínimos y la del sueño MOR fue mayor en comparación con los otros dos días (Tabla 2). Finalmente, los animales que recibieron una dosis alta de GBP (60 mg / kg), mostraron incremento significativo tanto del sueño lento (p=0.01) como del MOR (p=0.002) mientras que la cantidad de vigilia disminuyó (p=0.002). Niveles similares a estos, para los tres estados de vigilancia se mantuvieron en el día de recuperación, es decir, se manifestaba todavía el efecto de la GBP.
El análisis comparativo entre los grupos estudiados bajo diferentes condiciones, indica una mayor cantidad de vigilia en el grupo que recibió la administración de solo PTZ donde se desarrolló de manera intensa la actividad convulsiva (p=0.001). Por el contrario, una mayor cantidad de sueño lento y MOR se observó en el grupo tratado con dosis alta de GBP. En el tercer día de registro, es decir, un día después de la administración de los fármacos todavía había diferencias significativas en todos los grupos observándose una mayor cantidad de vigilia en el grupo que recibió una dosis baja de GBP y mayor cantidad de sueño MOR en el grupo que recibió la dosis alta.  

Discusión
En esta investigación, se corroboró la utilidad del modelo animal de epilepsia generalizada, ya que los animales presentaron la gama de manifestaciones electrofisiológicas y de comportamiento descritas anteriormente por diversos autores (Avila-Luna et al., 2019; Racine, 1972; Sayyah et al., 2005; Wang & Quin, 2010). Los automatismos motores inducidos por el PTZ se manifestaron casi inmediatamente, incrementando progresivamente de intensidad hasta dar origen a convulsiones generalizadas. Estas alteraciones del comportamiento motor, acompañadas por actividad electroencefalográfica anormal se relacionan con alteraciones bioquímicas e histológicas parecidas a las de pacientes con epilepsia (Huang et al., 2001; Sajadian et al., 2015).
[bookmark: _Hlk26541811]En base a diversos hallazgos experimentales, se ha sugerido que las neuronas del núcleo Pontis caudalis participan en la generación y mantenimiento de las crisis convulsivas (Faingold, 1987; Merrill, Clough, Jobe & Browning, 2005; Raisinghani & Faingold, 2005). En las terminaciones sinápticas de este núcleo, el PTZ se une al sitio de unión de la picrotoxina del complejo receptor GABA, alterando la actividad del canal de cloruro acoplado al sitio GABA / Benzodiacepina (Manjarrez, Alvarado, & Camacho-Arroyo, 2001) bloqueando la inhibición postsináptica mediada por el GABA (Corda, Giorgi, Longoni, Orlandi, & Biggio, 1990). Por lo anterior, se considera que las convulsiones provocadas por el PTZ no están mediadas directamente por los receptores de las benzodiacepinas, sino que dependen de otros mecanismos (MacDonald & Barker, 1977; Huang et al., 2001). 
La administración de PTZ redujo la cantidad de sueño lento y sueño MOR permaneciendo significativamente más bajo que el de los sujetos estudiados bajo condiciones control. Además, esta inhibición de ambos tipos de sueño se mantuvo durante un periodo de tiempo relativamente amplio. Durante el tercer día de registro (día de recuperación) la cantidad de sueño regresó a los niveles basales, hallazgos que concuerdan que los reportados previamente (Mexicano, Campos-Sepulveda, Ayala-Guerrero, & Vargas, 2005).
El insomnio provocado por la epilepsia inducida por PTZ puediera estar relacionado con la activación de los núcleos de la formación reticular (Franco-Pérez, Ballesteros-Zebadúa, & Manjarrez-Marmolejo, 2015; Hantraye et al., 1987; Korpi, Grunder, & Lüddens, 2002) que forman parte del sistema que mantiene despiertos a los organismos, consecuentemente al ser estimulados químicamente, inducen un incremento significativo de la vigilia. El PTZ reduce la conductancia de los canales de cloruro lo que facilita la hiperexcitación neuronal que provocaría diferentes niveles de activación motora y la instalación del insomnio (Hansen, Sperling, & Sánchez, 2004; Pellmar & Wilson, 1977). Sin embargo, el mecanismo por el cual esta droga provoca su acción, aún no se conoce con precisión. 
Se puso en evidencia una relación entre la dosis de GBP y la reducción de la gravedad de las alteraciones de la conducta motora y del sueño. Estos hallazgos sugieren un efecto inhibitorio ejercido por la GBP sobre la actividad epiléptica inducida por PTZ, además de favorecer los mecanismos inductores y de mantenimiento del sueño. Este efecto, puede deberse al incremento en GABA extracelular y su relación con la activación de canales de cloruro que inducen inhibición postsináptica por hiperpolarización. También, con el bloqueo en el transporte de Ca ++ al interior neuronal, lo que contribuye a una reducción de la excitabilidad neuronal (Offord & Isom, 2016; Rose & Kam, 2002; Sills, 2006). La inhibición de la epilepsia por la administración de GBP podría deberse a su acción sobre el núcleo Pontis oralis, lo que facilitaría los mecanismos desencadenantes del sueño en concordancia con lo descrito por otros autores (Cope et al., 2009; Santín, 2013; Valdizán et al., 1999).
Los resultados obtenidos en este trabajo experimental pudieran ser un hallazgo importante para las terapias del sueño en pacientes que padecen epilepsia nocturna. En este contexto, resultados alentadores se han obtenido del estudio de un caso único (Ayala-Guerrero, 2011), donde el paciente epiléptico después de la ingestión de GBP mostró una mejoría significativa ya que la eficiencia del sueño se incrementó de 40.76% a 86.50%, concomitantemente la fragmentación del sueño se redujo de 44 a 15 despertares durante toda la noche del registro. Además, la cantidad de fases de sueño MOR aumentó de 1 a 5 y el porcentaje de esta fase en relación con el tiempo total de sueño se incrementó de 6.41% a 27.50%. En conclusión, la GBP reduce significativamente la intensidad de las crisis epilépticas y favorece la inducción y mantenimiento del sueño.
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