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EFECTO DE LA MICRO-INYECCION DE AGONISTAS GABAERGICOS EN EL
NUCLEO DEL TRACTO SOLITARIO MEDIAL SOBRE LAS CRISIS
GENERALIZADAS TONICO CLONICAS PROVOCADAS POR
PENTILENETETRAZOL

Resumen

El nicleo del tracto solitario (NTS) es el primer relevo sinéptico de las aferencias del nervio vago hacia el
cerebro anterior. EI NTS contiene células GABAGérgicas, las cuales participan en la regulacion de funciones
auténomas y limbicas. Recientemente, se ha sugerido un papel modulador del NTS en el efecto
anticonvulsivo generado por la estimulacion eléctrica del nervio vago. Sin embargo, es poco lo que se sabe
sobre qué neurotrasmisores en el NTS estan implicados en el efecto anticonvulsivo. El objetivo del presente
trabajo es evaluar el efecto de la micro-inyeccién de agonistas GABAérgicos en el NTS porcion medial
(NTSm), sobre las crisis convulsivas provocadas por pentilenetetrazol (PTZ). Se utilizaron ratas Wistar
macho (250-300 gr). Se implant6 estereotaxicamente una canula en el NTSm izquierdo; para el registro
electroencefalografico (EEG) se implantaron tornillos en el I6bulo frontal, parietal y uno en el l6bulo
occipital que sirvié de referencia. Se dividieron en tres grupos: Grupo GABA, Grupo muscimol y Grupo
baclofen, de los primeros dos se inyectaron 250 nl/1 min de una disolucién concentrada a 1 Molar y de la
Gltima se inyect6 la misma cantidad pero de una concentracion de 1 mili-Molar; cinco minutos posteriores a
la micro-inyeccion se inyectd una dosis de 70 mg/kg de PTZ via IP. Se analizé la latencia, la duracion, la
frecuencia de crisis generalizadas, las descargas espiga-onda y la potencia espectral durante una crisis
generalizada ténico clénica (CGTC). Los resultados indican que un aumento en la actividad GABAérgica en
el NTSm protege contra las CGTC y contra la muerte por estado epiléptico (EE). Los resultados sugieren que
el efecto protector podria estar mediado por las conexiones que el NTSm tiene con el locus coeruleus (LC) y
nucleo dorsal del rafe, nicleos que han sido relacionados con el efecto anticonvulsivo de la EENV.

1 Introduccién

1.1 Epilepsia

La epilepsia es un desorden cerebral cronico que afecta a personas de todos los paises. Se
caracteriza por ataques recurrentes que son la manifestacion fisica de descargas eléctricas
excesivas, subitas y a menudo breves, de grupos de células cerebrales. Las descargas pueden
localizarse en diferentes partes del cerebro.

La epilepsia es una de las afecciones mas antiguas, y durante siglos ha estado rodeada por el
miedo, el desconocimiento, la discriminacion y la estigmatizacion social que persiste ain en
muchos paises y puede afectar a la calidad de vida de los pacientes y de sus familias.
Actualmente afecta a 50 millones de personas, de las cuales el 30% son resistentes al tratamiento

farmacoldgico [1].



1.2 Breve historia de la epilepsia

La palabra epilepsia (mAnyio) se origina del verbo Griego epilambanein, que significa
intercepcion, poseen o afligir. Los antiguos griegos consideraban a la epilepsia como un miasma
que era lanzado al alma, el cual se consideraba un castigo divino para los pecadores.

Si bien la palabra epilepsia tiene sus origenes en Grecia, no asi la condicion que denota el
vocablo, ya que se pueden encontrar antecedentes de la enfermedad en culturas anteriores a la
griega.

El dato més antiguo que se tiene sobre la descripcion de una crisis epiléptica (CE) se encuentra en
un documento de hace 2000 afios a.C., dicho texto se encuentra escrito en Acadio, lengua que era
usada en la antigua region de Mesopotamia. En este texto se describe a una persona con sintomas
que asemejan a una CE: su cuello gira a la izquierda, sus manos y pies son tensados, sus 0jos se
abren por completo y de su boca fluye espuma sin que tenga conciencia de esto. La condicion era
conocida como Antasubbu traducido como “la mano del pecado” la cual era provocada por el
dios de la luna.

Los textos médicos del antiguo Egipto, los cuales datan de 1700 a.C., hacen referencia a
convulsiones epilépticas al describir a pacientes que se estremecen excesivamente. Estos son los
primeros datos de crisis focales causadas por irritacion cortical resultante de la exploracion de
una herida abierta en la cabeza.

En el Sakikku, texto médico de la antigua cultura Babilénica que data de 1067 a.C., se hace
referencia a la condicion epiléptica con el término de Antasubba. El texto describe crisis febriles,
crisis en infantes, el estado post-ictal, crisis sensoriales y focales, crisis parciales y complejas
simples, estado epiléptico y narcolepsia.

En el codigo de Hammurabi (1790 a.C.), se expresa que un esclavo puede ser regresado y el
dinero rembolsado si la condicion conocida como bennu aparece dentro del primer mes después
de la compra.

En la medicina india, la epilepsia se atribuia a una disfuncion cerebral y no a la intervencion
divina. En el Charaka Samhita Sutra escrito en el afio 600 a.C., Atreya define la epilepsia como:
una pérdida paroxistica de la conciencia debido a la perturbacion de la memoria y del
entendimiento asistida por crisis convulsivas. En el texto indio se describen cuatro tipos de
epilepsia, al igual que sintomas premonitorios y un tipo de epilepsia llamada Abasmara en la que
el paciente pierde la memoria [2].



La primera descripcion formal de la epilepsia como una enfermedad se le atribuye al padre de la
medicina, Hipdcrates de Cos (460-370 a. C.), en su tratado sobre la enfermedad sagrada. En este
libro, Hipdcrates contradice el origen divino de la epilepsia diciendo: “esta enfermedad en mi
opinién no es mas divina que cualquier otra, ésta tiene la misma naturaleza como otras
enfermedades”. También fue el primero en atribuir la etiologia de la epilepsia a una disfuncién
cerebral: “el hecho es que la causa de esta afeccion como de las enfermedades mas graves,
generalmente es el cerebro”. También sugirid que la herencia jugaba un rol importante en la
enfermedad: “su origen como el de otras enfermedades, se encuentra en la herencia”.

Galeno de Pérgamo (130-200), uno de los médicos méas famosos del periodo romano, sistematizo
la nosologia y describié la epilepsia con exactitud en su tratado Definiciones Médicas. Definio la
epilepsia como una crisis de la mente y de los sentidos junto con una caida repentina, algunas con
convulsiones y, en otras sin éstas.

En Ameérica latina, también existen datos sobre las CE. En el codice Badiano se encuentran
descritas dos formas diferentes de crisis epilépticas:

Huapauzliztli: es una alteracion que se caracteriza por quietud y convulsiones.

Hihixcayotl: es una alteracion caracterizada por temblores [3].

Las huellas que la condicion epiléptica ha dejado por las diferentes culturas son bastas y, no se
limita a una region. Los vocablos que se han utilizado para referirse a las crisis son variados, pero

la descripcion conductual coincide a través de las diferentes civilizaciones.

2 Clasificacién de las crisis epilépticas y sindromes epilépticos

Una crisis epiléptica es la ocurrencia transitoria de signos y/o sintomas debidos a la actividad
neuronal excesiva anormal o a la sincronizacion de la actividad neuronal en el encéfalo. Estas son
el resultado de patrones anormales especificos de excitabilidad y sincronizacidn entre neuronas
en areas selectas del cerebro, que usualmente, mas no necesariamente, involucran a la corteza [4].
La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés International League
Against Epilepsy) clasifica las crisis epilépticas en generalizadas y focales (Tabla 1).

Las crisis generalizadas son originadas y rapidamente propagadas en redes neuronales
distribuidas bilateralmente. Pueden incluir estructuras corticales y subcorticales, pero no

necesariamente abarca toda la corteza. EI comienzo de una crisis puede ser localizado, pero



Tabla 1. Clasificacion de las crisis epilépticas [5]
Crisis generalizadas
Ténico-Clonica (en cualquiera de sus combinaciones)
Ausencia
Tipica
Atipica
Ausencia con caracteristicas especiales
Ausencia mioclonica
Mioclonias palpebral
Mioclénica
Mioclénica
Mioclonia at6nica
Mioclonia ténica
Clénicas
Ténicas
Atbnicas
Crisis focales
Desconocidas
Espasmos epilépticos
Nota: Las crisis que no pueden ser diagnosticadas dentro de una de estas
categorias, se deben clasificar hasta contar con méas informacién que permita
su diagndstico exacto.

la localizacién y lateralizacion no son consistentes de una crisis a otra. Las crisis generalizadas
pueden ser asimétricas.

Las crisis focales estan limitadas dentro de redes neuronales pertenecientes a un hemisferio.
Pueden ser discretamente localizadas o ampliamente distribuidas. Estas pueden originarse en
estructuras subcorticales. Para cada tipo de crisis, el comienzo ictal es consistente de una crisis a
otra [5].

Una crisis no es igual a la condicion epiléptica, ya que una CE es transitoria, delimitada en el
tiempo, con un comienzo y un final claro, la cual se da como una respuesta natural a una lesién o
a la pérdida transitoria de la homeostasis. Mientras que la epilepsia no es una condicion, sino una
familia diversa de desordenes, que tienen en comun un aumento anormal a la predisposicion para
desencadenar crisis.

Para el diagndstico de epilepsia, es necesaria la ocurrencia de una crisis en asociacion con una
perturbacion permanente del cerebro capaz de desencadenar mas crisis [4]. Los sindromes
epilépticos (SE) se clasifican por la edad de aparicion, consecuencias y antecedentes
cognoscitivos y del desarrollo, caracteristicas electroencefalograficas (EEG), factores que

desencadenan las crisis y patrones de ocurrencia de las crisis con respecto al suefio (Tabla 2).



Tabla 2. Sindromes Epilépticos [4]

Sindromes electro-clinicos organizados por edad de inicio
Periodo neonatal
Epilepsia neonatal familiar benigna (ENFB)
Encefalopatia miocldnica temprana (EMT)
Sindrome de Ohtahara
Infancia
Epilepsia de la infancia con crisis focales migratorias
Sindrome de West
Epilepsia mioclénica en la infancia (MEI)
Epilepsia infantil benigna
Epilepsia infantil familiar benigna
Sindrome de Dravet
Encefalopatia miocldnica en desérdenes no progresivos
Nifiez-Adolescencia
Crisis febriles plus (FS+) (puede comenzar en la infancia)
Sindrome de Panayiotopoulos
Epilepsia con crisis mioclonicas atonicas
Epilepsia benigna con espigas centro-temporales
Epilepsia nocturna del 16bulo frontal autosémica-dominante
Epilepsia occipital infantil de inicio tardio
Epilepsia con ausencias miocldnicas
Sindrome de Gastaut-Lennox
Encefalopatia epiléptica con ondas y espigas continuas durante el suefio
Sindrome de Kleffner-Landau
Epilepsia de ausencia juvenil
Adolescencia-Adulto
Epilepsia de ausencia juvenil
Epilepsia miocldnica juvenil
Epilepsia con crisis tdnico clonicas Unicas
Epilepsia miocldnica progresiva
Epilepsia predominantemente autosémica con caracteristicas auditivas
Otras epilepsias familiares del 16bulo temporal
Menos especifico con relacion a la edad
Epilepsia focal familiar con focos variables
Epilepsia refleja
Constelaciones distintivas
Epilepsia del 16bulo temporal mesial con esclerosis hipocampal
Sindrome de Rasmussen
Crisis gelasticas con hamartoma hipotaldmico
Epilepsia hemipléjica- hemiconvulsiva
Los sindromes epilépticos que no se ajustan a estas
categorias, primero se clasifican por la presencia o ausencia de una
estructura o condicion metabdlica conocida, luego por el modo en el que
comienza la crisis (generalizada vs focal)

Epilepsias atribuidas y organizadas por causas metabolicas-estructurales
Malformacién del desarrollo cortical (hemimegaloencefalia, heterotopias, etc.)
Sindromes neurocutaneo (complejo de esclerosis tuberosa, Sturge-Weber, etc.)
Tumor
Infeccion
Trauma

Angioma
Insultos perinatales
Accidente cerebrovascular

Epilepsias de causa desconocida

Condiciones con crisis epilépticas que no son diagnosticadas como una forma de

epilepsia en si
Crisis neonatales benignas
Crisis febriles




3 Etiologia de los sindromes epilépticos
Conocer la etiologia y fisiopatologia de un trastorno o sindrome ofrece informacién para poder
disefiar mejores tratamientos y estrategias de prevencion. Berg et al. [5], clasificaron en tres
categorias la etiologia de los SE: genética, la cual se entiende como el resultado de un defecto
genético en el que las crisis son el sintoma principal del desorden; estructurales/metabdlicas, en la
cual existe una condicion estructural o metabdlica demostrada, que se asocia con un incremento
en el riesgo de desarrollar epilepsia; desconocidas, en donde la naturaleza de la causa subyacente
de las CE no es del todo clara. Aproximadamente el 62% de personas que padecen epilepsia son
por causas de origen desconocido, la tercera parte de la poblacion epiléptica son farmaco-
resistentes y solo el 30% de los afectados con epilepsia refractaria son candidatos a cirugia,
también existe un grupo que no es candidato a tratamiento quirdrgico. Lo cual pone de relieve la
necesidad de mas investigacion sobre nuevos métodos para el diagnéstico, tratamiento y
prevencion de la epilepsia. La investigacion en humanos es limitada debido a que muchas de las
técnicas utilizadas son invasivas. La alternativa son los modelos animales (ver capitulo 5), los
cuales permiten el estudio de los mecanismos neuronales implicados en una CE, asi como la

evaluacion de los tratamientos antiepilépticos.

4 Mecanismos GABAérgicos y glutamatérgicos de la epilepsia

La disminucion de la actividad del GABA (acido gamma-aminobutirico) se vincula, a la
aparicion de las CE debido al aumento de la excitabilidad causada por el fallo de la inhibicion
[6]. Existen dos tipos de receptores gabaérgicos: GABAa (ionotropico) y GABAg
(metabotropico). El receptor GABAA media la inhibicion a través de la entrada selectiva de los
iones de CI" y HCO';. Esto provoca la hiperpolarizacion intramembranal de la neurona,
disminuyendo la probabilidad de que se dispare un potencial de accion [7].

Los receptores GABAA estan estrechamente relacionados con las CE. El bloqueo del receptor
GABAA por PTZ o bicuculina, farmacos que bloquean al receptor GABAA, generan crisis
parciales y/o generalizadas, debido a la falta de entrada de iones negativos que provoquen la
hiperpolarizacion. De igual manera, la inhibicion del glutamato descarboxilasa (GAD) provoca
actividad paroxistica, debido a que la GAD lleva a cabo la separacion de un grupo carboxilo, para
transformar el Glutamato (Glu) a GABA. Por lo que la disminucién de GABA, provoca la sobre-

excitacion que desemboca en una CE.



El Glu es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso central (SNC). Existen seis
receptores glutamatérgicos identificados, tres ionotropicos N-metil-D-aspartato (NMDA), a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA), receptor kainato (KA) vy tres
metabotropicos (MGIURSs). Los receptores ionotrépicos AMPA y KA son selectivos a los iones de
Na’ y K*. El N-Metil-D-Aspartato (NMDA) permite el paso de Ca*, Na" y K*. Cuando los iones
con carga positiva atraviesan la membrana, el interior se vuelve menos negativo, alcanzando el
umbral de disparo. Cuando ocurre un desorden en la neurotransmision excitadora mediada por
Glu, se tiene como consecuencia la aparicion de crisis epilépticas. Los modelos quimicos de
epilepsia y las pruebas con farmacos han permitido el estudio de la implicacion del Glu y sus
receptores en las CE. Los tres receptores ionotrépicos juegan un papel en la generacién de CE.
Nadler en 1978, report6 que la administracion de acido kainico provoca crisis [8], demostrando la
participacion del receptor KA en la actividad epiléptica. El receptor AMPA media los potenciales
post-sinapticos mas rapidos de la neurotransmision glutamatérgica. Los antagonistas selectivos al
AMPA tienen un efecto inhibitorio en el desarrollo del kindling amigdalino y bloquea las
respuestas mono-sinapticas evocadas en la corteza piriforme y giro dentado [9, 10, 11 12]. La
micro-inyeccion de NMDA en la amigdala produce CE, las cuales pueden ser bloqueadas si se
administra un antagonista selectivo del receptor NMDA [13, 14]. El efecto inhibidor de las
drogas bloqueadoras del receptor AMPA indica que las sinapsis mediadas por este receptor
juegan un rol importante en la epileptogénesis. Cominmente se sostiene que el receptor AMPA
es critico para la induccion de las descargas que provocan las crisis, mientras que el receptor
NMDA es critico para inducir las alteraciones sinaptica responsables de la permanencia de las

Crisis.

5 Correlatos electrofisioldgicos de las crisis
Desde el descubrimiento del EEG por Hans Berger en 1929, es posible correlacionar la actividad
eléctrica del cerebro y algunas manifestaciones conductuales. En particular, para las crisis
epilépticas y los sindromes epilépticos el estudio con la técnica del EEG, puede arrojar datos
sobre aspectos diagnoésticos y fisiopatologicos [15]. Actualmente, la investigacion centra su
interés en la actividad celular responsable de la actividad interictal y durante las crisis.
Representa una herramienta Util para la evaluacion pre-quirtrgica en epilepsias resistentes al

tratamiento farmacologico [16]. Los estudios electrofisiologicos, tanto en modelos animales



como utilizando tejido humano in vitro, se han dirigido para entender cémo la actividad eléctrica
de una neurona o un grupo de neuronas da inicio a la generacion de crisis, observar la relacion
entre las postdescargas en el EEG y los cambios en el potencial transmembrana, sobre todo, la
suma de potenciales postsinapticos excitatorios e inhibitorios. Cada neurona durante la actividad
interictal y durante las crisis presenta una despolarizacion extrema y limitada en el tiempo
conocida como descarga paroxistica despolarizante (DPD), caracteristica esencial del foco
epileptdgeno [17]. La DPD es una despolarizacion sostenida de aproximadamente 20-40 mV y de
larga duracién entre 50-200 ms, que dispara un tren de potenciales de accion en el pico maximo

del DPD seguido de un post-potencial hiperpolarizante [18] (Figura 1).
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Figura 1. A. Las descargas ritmicas estan presentes en el registro intracelular de un neurona piramidal normal del
hipocampo (parte superior). La descarga de varias neuronas se manifiesta como espiga interictal sincronica
registrado por un electrodo extracelular (parte inferior). B. La rodaja del cerebro es perfundida con bicuculina, que
bloguea la inhibicién mediada por acido gamma-aminobutirico (GABA,). Una neurona piramidal del hipocampo es
despolarizada y dispara varios potenciales de accion sobrepuestos (parte superior). La inyeccion de corriente
hiperpolariza la membrana y previene el disparo de potenciales de accion revelado con una descarga paroxistica
despolarizante larga caracteristica de neuronas en un foco epiléptico (parte inferior) [18].



Se ha tratado de explicar la DPD en el hipocampo y en el neocértex, bajo dos perspectivas
aparentemente contrastantes. Una considera a la DPD como una suma de potenciales
postsinapticos excitatorios de un grupo neuronal el cual aumenta la excitacion y/o disminuye la
inhibicidn en el foco [19, 20, 21]; alternativamente, es considerada como el resultado de las
propiedades intrinsecas de las neuronas [22, 23]. Estas hip6tesis no son mutuamente excluyentes,
ambos factores contribuyen a la hiperpolarizacién de la DPD. Por otro lado, se ha sugerido un
papel activo de los potenciales mediados por GABAA en el mantenimiento y terminacion de esta
actividad epileptiforme prolongada [24].

La localizacion de la espiga interictal ayuda siempre a ubicar la regién cerebral donde se originan
las crisis, esta zona es el sitio del cual parte la propagacion de la actividad eléctrica sincrénica
anormal, que puede o no transmitirse a todo el SNC [25]. La propagacion de un foco epiléptico se
evalla mediante la presencia o ausencia de espigas en los diferentes sitios cerebrales. Esta
observacion determina la clasificacion de las crisis en parciales o generalizadas. Es decir, si
existe propagacion o no de la actividad interictal sincrénica hacia todo el SCN [26].
Electrofisiologicamente la espiga interictal es el indicador méas eficaz para poder ubicar
espacialmente un foco, asi como para analizar su propagacion y difusion por el SNC, su

frecuencia y voltaje también se asocia con la gravedad de la epilepsia [27].

6 Estado epiléptico

El estado epiléptico (EE) es definido por la ILAE, como una crisis, que persiste por un tiempo
suficientemente largo, o crisis continuas, sin recuperacion de la conciencia entre crisis [28]. Sin
embargo, la definicién propuesta por la ILAE para el EE no define un rango de tiempo para
considerar cuando un paciente ha caido en EE.

Algunos investigadores consideran 30 minutos de CE sin recuperacion de la conciencia, para el
diagnostico de EE [29, 30]. Otros consideran cinco minutos de duracion de una CE, o mas, para
el diagnéstico de EE [31, 32].

Existe controversia en como clasificar los diferentes tipos de EE. En el presente trabajo
adoptamos la propuesta hecha por Trinka et al. [33]. En donde clasifican los EE, utilizando dos
criterios taxondmicos: la presencia o ausencia de sintomas motores, y la pérdida o retencion de la

conciencia. Por lo tanto se pueden distinguir EE con sintomas prominentemente motores, y EE



sin sintomas prominentemente motores. Los EE no motores pueden ocurrir con o sin coma. Una

tercera categoria comprende los limites de los sindromes (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de Estados epilépticos [33]

Con sintomas prominentemente motores
Estado epiléptico convulsivo (ténico-clénico)
Estado epiléptico mioclénico (prominentemente de sacudidas mioclénicas)
Estado epiléptico focal (incluyendo epilepsia parcial continua de Kojevnikov)
Estado epiléptico tonico
Estado epiléptico hipercinético
Sin sintomas prominentemente motores
Estado epiléptico no convulsivo con coma
Estado epiléptico no convulsivo sin coma
Generalizado
Focal
Limite de los sindromes
Encefalopatia epiléptica
Formas agudas de coma con patrones EEG como de estado epiléptico
Alteracion del comportamiento epiléptico y psicosis
Estado confuso, o delirio con cambios EEG epileptiformes.

6.1. Muerte subita inesperada por epilepsia (SUDEP)

La muerte subita inesperada por epilepsia 0 SUDEP (por sus siglas en ingles sudden unexpected

death in Epilepsy) es uno de los factores mas comunes de muerte en personas con sindromes

epilépticos. El indice de mortandad de los pacientes epilépticos es de 3.5 a 9.3 por cada 1000

pacientes con tratamiento farmacoldgico, dispositivos médicos y con cirugia [34, 35]. En 1993, el

departamento de Estados Unidos de América que controla la administracion de medicamentos

(FDA, Food and Drugs Administration por sus siglas en inglés) y la empresa Wellcome

establecieron un comité asesor para desarrollar los criterios del SUDEP en los ensayos clinicos y

el uso compasivo de lamotrigina. En la actualidad se admiten los siguientes criterios:

Las victimas deben ser epilépticos, definiendo la epilepsia como la ocurrencia de crisis no
provocadas.

La muerte se produce inesperadamente, teniendo la persona un estado de salud razonable.
La muerte ocurre bruscamente, en minutos, cuando se conoce.

La muerte ocurre cuando el sujeto realiza una actividad normal y en circunstancias
normales.

No debe encontrarse ninguna causa del fallecimiento desde el punto de vista médico.

La muerte no puede ser la causa directa de una crisis o de un EE.
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Estos criterios excluyen las muertes accidentales secundarias a las crisis epilépticas, pero

incluyen aquellas con o sin evidencia de una crisis cercana al tiempo de muerte [35].

6.2 Mecanismos del SUDEP

Durante una CE, se dan cambios autondémicos los cuales pueden ser la razon del SUDEP (figura
2). La apnea central, el edema pulmonar agudo neurogénico y la hipoxemia, son las principales
causas de muerte propuestas para explicar el SUDEP. En un estudio prospectivo con pacientes
epilépticos monitoreados con EEG, se registraron apneas post-ictales, con una duracion promedio
de 10 segundos en el 40% de las crisis registradas [36]. También se ha reportado que pacientes
epilépticos jovenes desarrollan apnea central inmediatamente después de una crisis parcial
compleja [37].

El edema pulmonar agudo neurogénico, es encontrado frecuentemente en estudios post-mortem
de pacientes epilépticos [38]. Una intensa vasoconstriccion generalizada inducida por una crisis
generalizada, el cual implica al sistema simpatico, puede conducir al incremento de la resistencia

vascular pulmonar, y quizas esto puede mediar el edema pulmonar agudo [39].
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Figura 2. Cambios autonémicos durante una crisis epiléptica generalizada. Incremento de la frecuencia cardiaca (H)
y presion sanguinea, (B) corresponde a la disminucion de la frecuencia respiratoria durante la fase ictal. Los cambios
autondémicos contintan después de terminada la CE. C= cistografia [44].
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Otras causas de muerte relacionadas con el SUDEP son las patologias cardiacas, como la arritmia
cardiaca, desencadenada por descargas producidas por las CE y mediadas por el sistema
autonomo [40, 41]. Los cambios en el ritmo cardiaco incluyen taquicardias y bradicardias, estos
cambios pueden ser inducidos por estimulacion eléctrica del sistema limbico y de la corteza
insular [40, 42], estructuras que estan intimamente relacionadas con las CE por ser altamente
excitables. Se ha reportado que el 42% de los pacientes hospitalizados a consecuencia de CE,
presentan arritmias cardiacas [40]. En otro estudio en el que se analizé el ritmo cardiaco, se
reportaron arritmias en el 49% de las CE. Las arritmias reportadas fueron: asistolia ictal,

fibrilacion auricular, anormalidades en la repolarizacién y bloqueo de rama o fasciculo [43].

7 Tratamientos para el control de la Epilepsia

7.1 Tratamientos farmacoldgicos

El comienzo de la farmacoterapia para la epilepsia se remonta a la segunda mitad del siglo X1X
cuando los bromuros fueron utilizados como agentes anti-convulsionantes muy eficaces, pero
toxicos. Estos fueron sustituidos con la llegada de la primera droga antiepiléptica sintética, el
fenobarbital. Este farmaco fue efectivo en el tratamiento de crisis tonicas, y con una menor
toxicidad que los bromuros. Hasta 1965 las drogas antiepilépticas eran compuestos derivados del
fenobarbital, como el mefobarbital y la primidona. De 1965 a la actualidad se han disefiado
nuevos farmacos con formulas quimicas distintas.

Los farmacos tradicionales y de nueva generacion actian sobre los mecanismos que regulan la
entrada y salida de los iones Na*, K*, CI"y Ca" controlando la excitacion e inhibicion neuronal.
Otros medicamentos aumentan los niveles de GABA fomentando la inhibicién. También hay
farmacos como el Talampanel los cuales bloquean la liberacién de glutamato, lo que conlleva a

una disminucion en la excitacion [45] (Tabla 4).

7.2 Neurocirugia de la epilepsia
La primera intervencion quirdrgica para la epilepsia se realizé en Londres en 1879 por William

Macewen y Victor Horsley. Desde entonces, los procedimientos quirargicos se han convertido en
una alternativa para el tratamiento de la epilepsia farmaco-resistente. El objetivo de la cirugia es
la remocion del foco epileptogénico o la interrupcién de la conexion entre el foco y el resto del

encéfalo, la reseccion o desconexion del foco conduce al cese de las crisis. El foco epiléptico es
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el area de la corteza que es indispensable para la generalizacién de las CE y es la zona mas
propensa a desencadenar las CE [46].

La cirugia es el tratamiento més efectivo en los casos de epilepsia del 16bulo temporal, donde la
remision es de un afio 0 mas, en el 60% de los casos comparado con el 8% de los tratados con
farmacos [47]. En los casos de epilepsia del l6bulo frontal y areas neo-corticales es menos
efectiva [48].

Tabla 4: Mecanismo de accién de las drogas antiepilépticas [45]

Farmaco Aumenta Afinidad a Bloquea Bloquea Inhibidor Activa los Otros
GABA GABA, canales de Na* | canales de Ca* de Glu canales de K*

Benzodiacepinas +
Carbamazepina + +(tipo L) +
Etosuximida +(tipo T)
Fenobarbital + + + + +
Fenitoina + +
Valproato + +(tipo T) +
Felbamato + + + (tipo L) + +
Gabapentina +(N-, tipoP/Q
Lamotrigina + + +(tipo N, P/Q, + +
Levetiracetam + R, T) +
Oxcarbazepina + +(tipo N) +
Tiagabina + +(tipoNy P)
Topiramato + + + + +
Vigabatrina + +(tipo L)
Zonisamida + + +
Bivaracetam +(tipo N, P, T) +
Carabersat +
Carishamate +
Eslicarbazepina +
Ganaxolone +
Lacosamida +
Pregabalina
Retiagabine + + +(tipo N, P/Q) +(Kv7.2-7.5)
Stiripentol + +
Talampanel +

Antes de que un paciente con epilepsia sea sometido a cirugia debe de ser evaluado. EI primer
paso en el examen pre-quirdrgico es la seleccion de los pacientes. Hay varios criterios para
decidir que pacientes pueden someterse a las pruebas pre-quirdrgicas. Los pacientes que han sido
diagnosticados con epilepsia focal. Pacientes que no han respondido a la farmacoterapia. Que no
presenten ninguna complicacion a la cirugia. Finalmente, el paciente debe de dar su
consentimiento para ser evaluado. El segundo paso es el monitoreo EEG, para confirmar el

diagnostico, ya que entre el 20 y 30% de pacientes referidos con epilepsia refractaria han sido
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mal diagnosticados. EI monitoreo EEG también determina si un paciente tiene epilepsia focal y
ayuda a identificar entre el comienzo temporal vs extratemporal de las crisis. Aparte del EEG, se
realiza una resonancia magnética (MRI, por sus siglas en inglés magnetic resonance imagin). La
MRI ayuda a detectar lesiones como la esclerosis hipocampal. Después de realizar el EEG y
MRI, el resto de la evaluacion pre-quirdrgica consiste en la aplicacion de técnicas de
neuroimagen funcional, pruebas neuropsicoldgicas y la aplicacion del test de WADA [49, 46,
50].

El tratamiento quirdrgico se puede dividir en dos categorias, con base en el objetivo del
procedimiento. El primer procedimiento tiene como objetivo el control de las CE o su cura.
Mientras que la finalidad del segundo tipo de cirugia es la disminucién de la frecuencia y
severidad de las CE (Tabla 5).

7.3 Estimulacion magnética transcraneal

La estimulacion magnética transcraneal (EMT), fue introducida por Barker en 1985. Consiste en
la aplicacion de corriente de gran intensidad y corta duracién a través de una bobina de cobre,
ubicada cerca del cuero cabelludo, la cual induce un campo magnético transiente en el plano
ortogonal a la bobina. EI campo magnético atraviesa el cuero cabelludo y la calota, sin atenuacién
significativa, e induce una corriente eléctrica, de mucha menor intensidad, a nivel de la corteza.
Las variables en la EMT son: frecuencia de estimulacion, intensidad del campo magnético, forma
y orientacién de la bobina de estimulacién y sitio de estimulacion.

Dependiendo de la frecuencia de estimulacion, se puede hablar de EMT simple, pareada o
repetida (EMTr). En la EMT simple se produce un pulso inferior a 1 Hz en un momento y
duracion determinada. La EMT de pulsos apareados, implica pulsos producidos a intervalos
variables en la misma zona o diferentes areas del cerebro. En la EMTr se aplican trenes de pulsos
de hasta 50 Hz. Sin embargo la EMTTr se puede dividir en estimulacion de baja y alta frecuencia
[51].

La estimulacion de EMTr de baja frecuencia (< 1 Hz) disminuye la excitabilidad cortical mas alla
de la duracion del estimulo. Mientras que la estimulacion de alta frecuencia (> 10 Hz) incrementa
la excitabilidad cortical, por lo que la EMTr ha sido utilizada para el tratamiento de varios
padecimientos neuroldgicos entre los que se encuentra la epilepsia [52]. Se ha reportado que la
EMTr de baja frecuencia reduce entre 50 y 70% la frecuencia de las crisis [53, 54, 55]. Los

parametros de estimulacion para tratar la epilepsia van de 0.3 a 1 Hz.
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Tabla 5. Tratamientos quirdrgicos

Tipo de cirugia

Indicaciones

Caracteristicas

Procedimientos
para controlar o
curar
Lesionectomia

Reseccion del 16bulo
temporal

Lobectomia

Reseccion del tercer
ventriculo

Hemisferectomia

Procedimientos
Paliativos
Reseccion subpial
maltiple

Callosotomia

Se realiza en los casos de lesiones corticales
causantes de CE, como tumores, malformaciones
vasculares, gliosis y malformaciones corticales
con localizacion en lébulos frontales, parietales y
occipitales.

Se lleva a cabo en lesiones patolégicas confinadas
en el I6bulo temporal, las cuales son resultado del
foco epiléptico, éstas pueden ser neoplasias y
esclerosis mesial temporal.

Este procedimiento se realiza en lesiones difusas
localizadas en un mismo lébulo. La lobectomia se
reserva para casos en donde los beneficios de la
cirugia superan los déficits neuroldgicos
producidos como consecuencia de la reseccion.

Se procede a la reseccion del tercer ventriculo en
los casos de crisis gelésticas producto de un
hamartoma hipotaldmico.

Los desordenes que se suelen tratar con
hemisferectomia son las encefalitis de Rasmussen
y malformaciones del desarrollo cortical.

Se realiza cuando el foco epiléptico se localiza en
un area de la corteza que no se puede remover
debido a la funcion que desempafia, como la
corteza motora primaria y Aareas sensoriales.
Usualmente se lleva a cabo en el sindrome de
Landau-Kleffner.

Se lleva a cabo en epilepsias en donde el foco no
puede ser localizado, frecuentemente se realiza en
epilepsias del I6bulo frontal

Se realiza una craneotomia estandar pero limitada
al sitio donde se localiza la lesion epileptogénica.
Una vez expuesta el area del foco se procede a
lesionar el sitio causante de las CE para después
extraerlo.

La estrategia quirdrgica depende de la localizacion
de la lesion. Sélo se retira la zona lesionada. Si la
lesion es difusa se procede a una lobectomia
temporal completa.

Se realiza una craneotomia estandar en el 16bulo
afectado y se procede con la reseccién del I6bulo.

Estas lesiones se realizan con un endoscopio, a
través de un acceso frontal, pasando por el
ventriculo  lateral ~ para  desconectar el
hamartoma del hipotalamo.

Se hace una incision frontoparietaloccipital en
forma de T a través de la linea media, la cual es
utilizada para realizar una craneotomia. Se expone
la fisura de Silvio, se aisla la carétida, la arteria
cerebral anterior y arteria cerebral media. Una vez
aisladas la arteria cerebral media y anterior son
cortadas. El cuerpo calloso es dividido de la rodilla
hasta las comisuras hipocampales. Después el
lI6bulo frontal, parietal, temporal y occipital es
removido.

Se interrumpen las conexiones horizontales de la
corteza cerebral implicada en las CE, sin remover
el area.

Se realiza una craneotomia frontoparietal sobre la
linea media, una vez expuesta la masa encefalica se
divide el cuerpo calloso desde la rodilla hasta la
comisura hipocampal posterior.
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Se ha reportado que la EMTr puede causar crisis epilépticas durante la sesibn o momentos
después de terminada la terapia [56, 57, 58, 59], sin embargo, la probabilidad de padecer una
crisis como consecuencia de la EMTr se calcula entre el 0.41 = 0.08 por cada 1000

estimulaciones, lo cual hace de la EMTr una buena alternativa para tratar la epilepsia.

7.4 Estimulacion eléctrica del sistema nervioso

La estimulacion eléctrica del sistema nervioso se clasifica en dos categorias: 1) estimulacion
eléctrica del sistema nervioso central que a la vez se clasifica en directa: dirigida al sitio donde se
localiza el foco epiléptico, e indirecta: dirigida a sitios involucrados con la neuromudulacion,
como el talamo (anterior o centro-medial), ganglios basales y nucleos sub-talamicos y caudados.
2) Estimulacion eléctrica del sistema nervioso periférico: estimulacion del nervio vago,

estimulacion del nervio trigémino y estimulacion del nervio glosofaringeo [60].

7.4.1 Estimulacion eléctrica directa

La estimulacion eléctrica directa se comenz6 a utilizar en 1930, como método de mapeo para las
funciones corticales. Esta técnica también es empleada por neurocirujanos, para localizar las
areas implicadas en las crisis epilépticas, para su remocion [61]. EI mapeo pre-quirdrgico consiste
en la colocacion sub-dural de una red de electrodos, por la cual se aplica un estimulo de 3 a 8
segundos, de pulsos de onda cuadrada biféasica bipolar (ancho de pulso 0.3 ms/50-60 Hz). Se
comienza con una intensidad baja (1 mA) incrementandose de 0.5-1 mA, hasta un maximo de 15
mA o hasta obtener una post-descarga (PD). Un pulso bifasico de 0.3 ms a 50 Hz reduce o para la
PD producida por el estimulo aplicado para localizar el foco epiléptico. Con lo cual se soporta la
idea, de que un estimulo eléctrico aplicado de la manera correcta, en el comienzo de una crisis,
puede parar las crisis epilépticas en humanos [61].

Estudios realizados en pacientes con epilepsia farmaco-resistente, se reporta que cuando el
estimulo se aplica en el pico negativo de la PD y en areas aledafas al foco, las probabilidades de
parar la PD, son entre el 50 y 70 % [62, 63].

Los parametros de estimulacion varian dependiendo de la respuesta del paciente. El estimulo
puede ser sub-umbral o supra-umbral, a baja frecuencia (< 1 Hz) o alta frecuencia (> 50 Hz). Este
puede darse milisegundos después de manifestada la actividad ictal, o sin necesidad de presentar
actividad ictal [60].
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7.4.2 Estimulacion eléctrica indirecta

La estimulacion eléctrica indirecta es una alternativa prometedora para el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson, temblor y distonia, aprobada por la FDA de los estados unidos. Esta
técnica consiste en la implantacion estereotactica de electrodos dirigidos a nucleos que modulan
la actividad del sistema nervioso, conectados de forma permanente a un neuroestimulador que se
implanta en la zona infraclavicular o infrabdominal [64].

Velasco et al., [65] probaron la estimulacion eléctrica de la corteza cerebelosa, en pacientes con
epilepsia refractaria. Observaron una reduccién de las crisis generalizadas tonico-clonicas
(CGTC) del 33% durante los primeros dos meses de tratamiento y del 41% a los seis meses de
estimulacion.

Se ha reportado que la estimulacion de los nucleos sub-talamicos reduce entre el 30 y el 100% la
frecuencia de las crisis de pacientes con epilepsia bilateral frontal, displasia cortical focal con
epilepsia y en la epilepsia miocldnica en edad adulta. Sin embargo, no en todos los sindromes
epilépticos es eficaz, como en el caso del sindrome de Dravet [66, 67, 68].

El nucleo centro-medial del talamo (NCMT) también ha sido ensayado en humanos, para el
control de la epilepsia resistente. Fisher et al. [69], estimularon el NCMT en siete pacientes
farmaco-resistentes, obteniendo una reduccion del 30% en la frecuencia de las CGTC. La
estimulacion de NCMT también es efectiva para el tratamiento del sindrome de Lennox-Gastaut,
ya que disminuye la frecuencia de las crisis en un 80% [69].

La estimulacion eléctrica del nucleo anterior del talamo (EENAT) ha sido probada en diferentes
tipos de crisis y sindromes epilépticos (parciales complejas, parciales secundariamente
generalizadas, tonico-clénicas generalizadas, heterogéneas, epilepsia del 16bulo temporal mesial
y sindrome de Dravet). Su eficacia es de entre el 50 y 80%, en la disminucion de la frecuencia de
las crisis [70, 71, 72, 73, 74]. Fisher et al. [75], realizaron un estudio, en donde utilizaron 110
pacientes con crisis parciales refractarias, incluyendo generalizacion secundaria. La EENAT
redujo la frecuencia de las crisis en un 29% durante los primeros tres meses. A los dos afios el
promedio fue del 56%. Las complicaciones reportadas en los tratamientos de estimulacion
eléctrica para el tratamiento de las crisis epilépticas son problemas de memoria o depresion, sin

que lleguen a ser considerables.
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7.5 Estimulacion eléctrica del nervio trigémino

El nervio trigémino (NT) es el quinto par craneal, éste contiene fibras motoras y sensitivas, las
cuales proporcionan informacion somatosensorial de las dos terceras partes de la cara, mediante
tres ramas sensoriales bilaterales sobre el rostro (oftdlmica, maxilar y mandibular). EI NT tiene
cuatro grupos nucleares: nucleo sensitivo principal, nacleo espinal, ndicleo mesencefalico y
ndcleo motor, contenidos en el tallo cerebral.

En 1976 Maksimow fue el primero en reportar la eficacia de la estimulacion del nervio trigémino
para abolir las CGTC. La estimulacion consistia en aplicar presion manual en la rama oftalmica
del trigémino. La estimulacion fue aplicada en 50 pacientes, de los cuales en 29 de ellos hubo
efecto sobre las CGTC. La estimulacion fue eficaz cuando se aplicaba en el instante que los
pacientes sentian venir la CGTC, pero fue ineficaz cuando era aplicada durante la CGTC [76].

La estimulacion eléctrica del trigémino ha sido ensayada en pacientes con epilepsia farmaco
resistente. La reduccion en la frecuencia de las crisis es del 60% a los tres meses de tratamiento, y
hasta del 90% con doce meses de estimulacion. La estimulacion es bilateral y se lleva a cabo en
la rama oftadlmica del trigémino. Los efectos secundarios reportados son: irritacion en la piel,

hormigueo y dolor de cabeza [77, 78, 79].

7.6 Estimulacion eléctrica del nervio glosofaringeo
El nervio glosofaringeo (NG) es el noveno par craneal, éste es un nervio mixto (sensitivo, motor

y Vvegetativo). Este nervio participa en el reflejo de deglucion, sensibilidad de las mucosas del
oido medio y de la trompa auditiva, transmite la sensacion gustativa nacida de las papilas
posteriores de la lengua y por medio de sus fibras parasimpaticas es el nervio secretor de la
glandula pardétida. Las fibras provenientes del oido externo, cavidad timpanica, trompa auditiva,
tercio posterior de la lengua y la faringe media, llegan al nucleo espinal del nervio trigémino. Las
aferencias viscerales del NG llegan al tercio medio del NTS. Las fibras que conducen la
sensacion del gusto llegan a la porcion rostral del NTS.

La estimulacion eléctrica del nervio glosofaringeo (EENG) se ha probado para el control de las
CE en modelos animales, con resultados favorables, ya que la EENG logrd disminuir el 72% de
las CGTC inducidas por penicilina [80]. La estimulacion solo es efectiva cuando el sistema
dopaminérgico de la amigdala se encuentra intacto [81]. Por otra parte, la EENG aumenta la
actividad neuronal de la corteza temporal mesial y corteza insular [82], estructuras que tienen un

papel importante en la epileptogénesis. En un estudio realizado con humanos, para determinar la
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accesibilidad del NG para colocar un electrodo de estimulacion, revel6 que es posible implantar
un electrodo de estimulacion en el NG. Realizando una incision por debajo del angulo
mandibular, para acceder a la cardtida interna, a la altura de la bifurcacion carotidea y vena facial

comun [83].

7.7 Estimulacion eléctrica del nervio vago

El nervio vago (NV) o neumogastrico es un nervio mixto (motor y sensitivo), ocupa el décimo
lugar de los pares craneales. Sus fibras se originan en tres grupos nucleares: nicleo motor
principal (ambiguo), nucleo parasimpatico (motor dorsal del vago) y nicleo sensitivo (nucleo del
tracto solitario). EI NV abandona el tronco encefalico en su aspecto anterolateral como una serie
de raices, en un surco entre la oliva y el pedinculo cerebeloso inferior, luego deja la cavidad
craneal a través del foramen yugular. EI NV inerva la faringe, eso6fago, laringe, la trdquea,
bronquios, corazon, estbmago, pancreas, higadoy visceras que irriga la arteria mesentérica
superior.

La estimulacion eléctrica del nervio vago (EENV) induce una disminucion en la actividad motora
y desincronizacion en la actividad EEG de la corteza [84, 85]. Efectos contrarios a la actividad
epileptogénica.

Los primeros datos de la eficacia de la EENV, para controlar las crisis epilépticas fueron
obtenidos mediante experimentos en modelos animales de epilepsia, en los cuales se report6 que
la EENV reduce la aparicion de espigas epileptiformes de un foco epiléptico producido por la
aplicacion tépica de estricnina e interrumpe las crisis inducidas por PTZ o estricnina en perros
[86, 87].

En 1994 Ben-Menachem et al., probaron la EENV en pacientes con epilepsia refractaria,
obteniendo una reduccion de la frecuencia de las crisis del 50% [88]. En 1997, la EENV fue
aprobada por la FDA como tratamiento para la epilepsia refractaria. Desde el primer implante en
1988 hasta el 2011, alrededor de 60,000 pacientes han sido implantados [89].
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8 Modelos experimentales de epilepsia
La epilepsia es un sindrome el cual no tiene cura, pero es controlable mediante la medicacion y
tratamientos quirdrgicos, sin embargo hay pacientes epilépticos que no responden a los
tratamientos disponibles para la epilepsia, por lo que surge la necesidad de indagar los
mecanismos generadores que subyacen a la epilepsia, de esta manera se puede contar con
elementos para nuevos tratamientos.
El uso de animales de laboratorio en la investigacion de las ciencias bioldgicas representa un
elemento fundamental en el desarrollo de avances en la prevencion, diagnostico y tratamiento de
los desdrdenes neuroldgicos y psiquidtricos, asi como la comprension del funcionamiento de la
maquinaria bioldgica.
Los sindromes epilépticos pueden ser fielmente reproducidos en animales, como la rata albina,
ratones, gatos y chimpancé. Por medio de la administracion de farmacos (modelos quimicos),
estimulacion eléctrica de diferentes estructuras encefélicas (kindling) y también existen modelos
genéticos de epilepsia en animales, los cuales padecen crisis de manera natural. Un modelo ideal
para la generacion de crisis epilépticas debe cumplir con las siguientes caracteristicas [90, 91]:
a) Las anormalidades EEG inducidas por la manipulacién experimental deben ser similares a las
observadas en EEG humanos.
b) Las CE presentadas en el modelo animal deben ocurrir espontdneamente por meses o afios
después de producido el foco experimental.
c) Las caracteristicas electrofisioldgicas de unidades aisladas observadas en la epilepsia
experimental deben ser similares a las reportadas en neuronas de focos epilépticos en humanos.
d) Desde el punto de vista morfoldgico, debe existir control experimental preciso del area
nerviosa utilizada, asi como el tamarfio de las lesiones epileptogénicas.
e) Control experimental adecuado de la cronologia del desarrollo de las crisis.
f) Precipitacion segura de las CE mediante una manipulacién experimental identificable y
reproducible.
g) El modelo utilizado debe llenar los criterios anteriores con la utilizacion de preparaciones poco

costosas.
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8.1 Kindling

El papel del sistema limbico, en especial la amigdala, en la conducta emocional fue un tema de
ardua investigacion en las décadas de los 40 y 50, para lo cual se utilizé la induccion de corriente
galvanica. En 1952 Gastaut et al., implantaron electrodos en el complejo amigdalino para su
estimulacion eléctrica. Encontraron que la estimulacion eléctrica de la amigdala evocaba
respuestas somaticas y autondmicas: actividad oral, conducta ofensiva y defensiva [92]. Alonso
de Florida y Delgado [93], observaron que la estimulacion eléctrica de la amigdala producia
respuestas somatomotoras y autonémicas. Lo mas comun fue el movimiento ipsilateral sincrénico
de los musculos faciales: guifio, caida de la oreja, retraccion de la boca, movimientos ritmicos del
labio superior y actividad de la nariz como si olfateara. Los efectos autonémicos consistieron en
dilatacion pupilar y piloereccion.

En 1961, Delgado y Sevillano reportaron que la estimulacién eléctrica repetida en el hipocampo
exacerbaba las crisis. Las primeras 14 estimulaciones provocaron detenimiento subito y
movimiento de las vibrisas; a los 38 estimulos la conducta abarcé detenimiento subito
movimiento de vibrisas y movimientos faciales sincronicos ipsilaterales, con 48 estimulos
aparecieron guifios, movimientos ritmicos de la cabeza, salivacion y lengleteo; a las 86
estimulaciones se sumo la pérdida de postura, saltos y efectos motores generalizados. También
observaron que la ablacion de areas motoras no afecta los patrones EEG o clinicos. Por Gltimo,
encontraron que la aparicion de espigas en la amigdala se correlaciona con la aparicion de los
movimientos faciales y que la destruccion de la amigdala los hace desaparecer [94].

En 1969, Goddard estimulé varias zonas del encéfalo en distintas especies, con diferentes
pardmetros de estimulacién eléctrica. Observé que la estimulacion eléctrica repetida y de baja
intensidad aplicada en las estructuras que conforman al sistema limbico, principalmente la
amigdala, causa alteraciones permanentes que resultan en convulsiones generalizadas, a lo cual
Ilam¢ kindling. El protocolo apropiado para el desarrollo del kindling, fue la aplicacién de un tren
de 1 segundo de duracion a 60 Hz con una intensidad de alrededor de 50 pA aplicado una vez
cada 24 hrs [95]. Desde entonces el kindling ha sido utilizado como modelo de la epilepsia del
I6bulo temporal mesial y de epileptogénesis [96].

En humanos las manifestaciones clinicas de las CE involucran una variedad de fenémenos,
dependiendo del origen y severidad de las crisis (focal vs generalizada) y de las estructuras

cerebrales involucradas. Durante una CE puede haber pérdida de la conciencia, automatismos,
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sensaciones (visuales, olfativas, auditivas, sensoriales o gustativas). Los eventos motores pueden
consistir en movimientos ritmicos incontrolados de la cara y extremidades.

En los modelos animales las manifestaciones conductuales de las CE se correlacionan con las
manifestaciones conductuales de las CE en humanos. La severidad de una CE, producida por
kindling, se evalla utilizando la siguiente escala [97, 98]:

Estadio 1: movimientos faciales y masticaciones

Estadio 2: movimientos de verticales con la cabeza

Estadio 3: movimientos clénicos de la extremidad anterior contralateral

Estadio 4: movimientos clénicos de los dos miembros anteriores con postura de canguro

Estadio 5: postura de canguro seguida de pérdida de la postura

Estadio 6: corrida y saltos salvajes

Estadio 7: postura tonica

Estadio 8: crisis espontaneas

Los estadios del 6 al 8 ocurren después de 200 estimulaciones.

8.2 Modelos genéticos

Por definicion de epilepsia, los animales con crisis cronicas, espontneas y recurrentes,
representan los mejores modelos de epilepsia humana. Hay cepas de animales con una
susceptibilidad innata para padecer CE, como los son las GAERS (Genetic Absence Epilepsy
Rats from Strasbourg), 0 WAG/RIj (Wistar Albino Glaxo/Rij rat) estos animales padecen crisis
de ausencia espontaneas, las cuales se correlacionan con actividad EEG espiga-onda a 7-11 Hz,
con caracteristica clinicas similares a las crisis de ausencia en humanos adultos [99, 100].

Hay animales que padecen de CE reflejas, como el mandril de la especie Papio papio, éste
padece CE por causa de la estimulacion fética de 20-30 Hz. La respuesta fotoparoxistica indica
un rasgo genético subyacente de herencia multifactorial, con expresion dependiente de la edad.
Uno de los genes que podria intervenir es el codificador de la sub-unidad 12 del canal de sodio
(SCN1A), cuya mutacion causa la epilepsia mioclénica infantil, ya que estos pacientes presentan
respuesta fotoparoxistica en el 90% de los casos [101].

Otros expresan actividad convulsiva mediante la manipulacion genética, la cual consiste en la
inactivacién de un gen (knock-out) conocido por su intervencion en la excitabilidad neuronal. La
mayoria de estos genes codifican subunidades proteinicas que forman parte de la estructura o

funcién de los canales idnicos. La manipulacion genética también puede consistir en la
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introduccién de un gen en el cromosoma (knock-in), el cual esté involucrado con la actividad
epiléptica. Estos modelos permiten estudiar el papel que desempefian los genes en los sindromes
epilépticos, asi como la evaluacion de farmacos anti-epilépticos.

Las mutaciones causantes de CE en ratas comparten dos caracteristicas con las CE en humanos:
1) estas mutaciones pueden surgir espontaneamente. 2) en cada caso la alteracion de un sélo gen

es suficiente para desencadenar las CE [102].

8.3 Modelos quimicos

Los modelos quimicos de de CE se logran mediante la administracion de farmacos los cuales
pueden actuar blogueando los mecanismos de la inhibicion o aumentando la excitacion.

Las drogas que bloquean la accién del GABA o de unos de sus receptores, son utilizados para
provocar CE en animales. Estos acttan bloqueando uno de los receptores a GABA, 0 la sintesis
de GABA. Por ejemplo el PTZ, originalmente un cardio-estimulante utilizado para tratar
arritmias, es un farmaco convulsionante que ha sido utilizado para producir crisis de ausencia,
CGTC y EE en ratas, ratones y monos. EI PTZ induce los cuatro fendmenos conductuales,
dependiendo de la dosis administrada: con dosis de 20 mg/kg de PTZ se generan crisis de
ausencia caracterizada por inmovilidad, parpadeos mioclénicos y actividad EEG de punta-onda
(figura 3), dosis de 40 mg/kg de PTZ generan crisis clonicas y CGTC y con una dosis de 70-90
mg/kg se generan CGTC y EE [103].

Rata adulta, 5 minutos después de 40mg/kg i. p. de PTZ

RF AWWMWAMWMWM-W

RO A\wwww"vw\“’w%'\ﬂ | 500 uv
LF V\WMWMWMNV"MMM T
LO WMMMNM

Figura 3. Descarga punta onda, producida por una dosis baja de PTZ en una rata Wistar. Esta descarga con un patron
de aumento-disminucién se asocia a la inmovilidad. RF, corteza frontal derecha (corteza sensorio-motora). RO,
corteza occipital derecha (corteza visual). LF, corteza frontal izquierda. LO, corteza occipital izquierda [103].
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El PTZ es un antagonista selectivo del receptor GABA,, el cual es permeable al ion CI". Este
modula la inhibicion aumentando la concentracion de CI™ intra-membrana, aumentando el umbral
de despolarizacion, haciendo mas dificil que se dispare un potencial de accién. Cuando el
receptor GABAA es bloqueado por PTZ, hay falta de inhibicion y se desencadena una CE.

La escala para calificar la intensidad de las crisis provocadas por PTZ es diferente a la escala
utilizada para calificar las CE provocadas por kindling. Esta consiste de seis estadios
conductuales [104]:

Estadio 1: Detencion subita del comportamiento y mirada inmovil.

Estadio 2: Espasmos faciales de la boca y 0jos.

Estadio 3: Sacudidas del cuello.

Estadio 4: Crisis clonicas en posicion de sentado.

Estadio 5: convulsiones ténicas y/o tonico-clonicas mientras se encuentra recostada sobre su
vientre.

Estadio 6: Convulsiones ténicas y/o tdnico-clénicas mientras se encuentra recostada de lado y/o
saltos salvajes.

Existen otros farmacos los cuales también bloquean al receptor GABAA, como la bicuculina y
picrotoxina, los cuales difieren en la dosis, vehiculo y via de administracion para provocar CE
(Tabla 6).

Otro método para provocar CE es por medio de la aplicacion de inhibidores del glutamato
descarboxilasa (GAD). El isonicotinohidrazide es un farmaco inhibidor de la GAD, y la
administracion de este farmaco reduce la produccién de GABA y como consecuencia una falta de
inhibicion la cual provoca CE.

La administracion de farmacos agonistas del glutamato como el acido kainico, acido quiscualico
y homocisteina, son utilizados para reproducir el EE y cambios neuropatoldgicos consecuencia
de las CE. Las dosis necesarias para provocar una CE o EE, son bajas en comparacién con los

antagonistas GABAérgicos (Tabla 7).

24



Tabla 6: Farmacos convulsivos relacionados con GABA [103]

Farmaco Solubilidad Via de Dosis Diana
administracion ma/kg
Pentilenetetrazol (PTZ) Salina Sub-C 40-120 Bloquea los receptores de GABA,.
IP 40-100
Bicuculina 0.1 N HCI IP 6-8 Bloquea los receptores de GABA,.
v 1-2
Picrotoxina Salina Sub-C, IP, IV 4-6 Bloquea los receptores de GABA,.
isonicotinohydrazide Salina IP 300-400 Inhibidor del acido decarboxilasa
(GAD)
Acido 3-mercaptopropidnico  Ya esté en IP 30-60 Atenla el efecto de los receptores
(3-MPA) liquido GABA,
Alilglicina Salina IP 100-250 Atenla el efecto de los receptores
GABA,
B-carbolinas Acido acético  IP 1-2 Atenla el efecto de los receptores
GABA,
Sub-C 1-5
Ro 5-3663 0.1 N HCI IP 5-15 Atenua el efecto de los receptores

GABA,

Sub-C: inyeccidn subcutanea. IP: inyeccion intra-peritoneal. 1V: inyeccion intravenosa.

Tabla 7: Farmacos convulsivos relacionados con Glutamato [103]

Farmaco Solubilidad Via de Dosis mg/kg Diana
administracion
Acido kainico Buffer de IP 10-14 Agonista selectivo del receptor kainato
fosfatos

Acido Quiscuélico Agua IVC, IP 10pg Agonista selectivo del receptor AMPA
N-metil-D-aspartato Salina IP 120-250 Agonista selectivo del receptor NMDA
(NMDA)

Homocisteina Salina IP 6-16mmol/kg  Agonista del receptor NMDA

Acido homocisteico Salina IP >13mmol/kg Agonista del receptor NMDA

IP: inyeccion intra-peritoneal. IVC: inyeccidn intra-ventricular.
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9 Ndcleo del tracto solitario y epilepsia

El nicleo del tracto solitario (NTS) se localiza en la porcion caudal de la médula oblongada, es el
primer nacleo de relevo de la informacion sensorial del NV hacia el cerebro anterior. Se divide en
tres partes: gustativo rostral, intermedia y autondémica caudal. La zona gustativa del NTS es el
primer relevo de las vias gustativas. La region gustativa se implica con la actividad oral de
ingesta y deglucion. La porcion caudal e intermedia modulan la actividad cardiovascular,
pulmonar, vias respiratorias y gastrointestinales, a traves de los nervios craneales VII, IX y X.

El NTS tiene conexiones bilaterales con diferentes areas del cerebro (figura 4) como amigdala,
tdlamo, formacion reticular medial, nucleos del rafe, hipocampo, hipotdlamo y locus coeruleus

(LC) [106]. Lo que demuestra que el NTS participa en la modulacion de diferentes zonas del

Insular
Cortex
Thalamus
Dorsal R ap

| Parabrachial Nucleus
Figura 4. Esquema de las conexiones del NTS hacia estructuras del encéfalo anterior. Tomada y modificada de
Rutecki [106]

encéfalo.

Medial
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El NTS contiene neuronas catecolaminérgicas, colinérgicas, glutamatérgicas y GABAErgicas.
Las neuronas GABAeérgicas estdn densamente concentradas en la porcion rostral del NTS. La
actividad de agonistas GABAérgicos en neuronas del NTS rostral disminuye el umbral de reposo
e hiperpolariza la membrana, lo cual demuestra que las neuronas del NTS tienen expresado
ambos receptores a GABA [107]. La liberacion de GABA esta mediada por la activacion de los
receptores mGlur, los cuales son activados por aferencias glutamatérgicas de los nervios
craneales VII, IX y X que llegan al NTS. Tales datos sugieren que la EENV activa la liberacion
de Glu, el cual, activa la liberacion de GABA en el NTS inhibiendo la actividad de otras
estructuras, las cuales pueden estar implicadas en la actividad epileptiforme.

La neuronas GABAGérgicas tienen un axon corto, y sélo tienen conexiones locales, estas se
encargan de mantener el tono inhibitorio, que funsiona como un contrapeso de la exitacion
neuronal [108]. Un ejemplo es el nucleo reticular del talamo NRT. Las neuronas del NRT son
esclusivamente GABAérgicas. EI NRT media la actividad de exitacion/inhibicion entre la
corteza y talamo por medio de mecanismos de retroalimentacion GABAérgica [109].

La actividad de los receptores GABAA ¥ GABAg en el NTS participa en la regulacion de
actividades autondémicas [110], por lo que se piensa que un incremento en la actividad de
cualquiera de los receptores a GABA podria inhibir las CE.

Un incremento en la transmisién GABAérgica mediada por muscimol, un agonista del receptor
GABA,, 0 una disminucion en la neurotransmision glutamatérgica en el NTS reducen la
susceptibilidad a las crisis limbicas [111]. La estimulacién eléctrica del NTS protege contra el
desarrollo de las crisis convulsivas provocadas por kindling amigdalino en gatos [112, 113].
Mientras que la lesién del NTSm interrumpe el efecto protector de la EENV [114]. Lo que
sugiere que el NTSm tiene un papel importante en el efecto protector contra las CGTC a través de

la estimulacion eléctrica del NV.

27


http://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=neurotrasmisi%C3%B3n&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CDMQFjAA&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FNeurotransmisi%25C3%25B3n&ei=64jgUO3fF6e-2AX4jICYBw&usg=AFQjCNHrn9dKptSWTPh5C1OLkAmAAXS-9w&bvm=bv.1355534169,d.b2I

10. Plantemainto del problema

La EENV es un tratamiento utilizado para el tratamiento de la epilepsia refractaria. Datos

experimentales muestran que es efectivo para el tratamiento de la depresion, obesidad y ansiedad

[115]. Sin embargo es poco lo que se sabe sobre las estructuras y neurotransmisores que podrian

estar participando en el efecto protector. Debido a que el NTSm es el primer nicleo de relevo del

NV hacia estructuras del encéfalo anterior y el NTSm contiene un ndmero importante de

neuronas GABAGérgicas, se decidio estudiar el efecto de la aplicacion topica de GABA, (agonista

no selectivo), muscimol (agonista del receptor GABA,) y baclofen (agonista del receptor

GABAGg) en el NTSm sobre los componente conductuales y del EEG de las CGTC provocadas

por la inyeccion de 70mg/kg de PTZ, y asi analizar cuél de los receptores a GABA en el NTSm

tiene un mayor efecto protector.

10.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de los agonistas GABAérgicos en el NTSm sobre las crisis ténico-clénicas,

provocadas por pentilenetetrazol (PTZ).

10.2 Objetivos particulares

1.

2.

3.

Analizar el efecto de la microinyeccion de GABAen el NTSm sobre:
El indice de mortandad.

La latencia para la primera espiga epileptogénica.

El nimero de CGTC.

La duracion de las CGTC.

El nimero de componentes espiga-onda presentadas en dos horas de registro EEG.

Analizar el efecto de la micro-inyecciéon de muscimol en el NTSm sobre:
El indice de mortandad.

La latencia para la primera espiga epileptogénica.

El nimero de CGTC.

La duracion de las CGTC.

El nimero de componentes espiga-onda presentadas en dos horas de registro EEG.

Analizar el efecto de la micro-inyeccion de baclofen en el NTSm:
El indice de mortandad.

La latencia para la primera espiga epileptogénica.
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El nimero de CGTC.
La duracion de las CGTC.

El nimero de componentes espiga-onda presentadas en dos horas de registro EEG.

10.3 Hipotesis

Un aumento de la actividad GABAérgica en el NTSm producida por la micro-inyeccién de
agonistas GABAérgicos protegera contra la muerte y las CGTC producidas por PTZ.

11 Metodologia

11.1 Aparatos
- Estereotaxico (KOPF 1430)
- Estacion de soldar
- Taladro MH145
- Cémara de video
- Computadora
- Micrétomo de congelacién
- Poligrafo GRASS modelo 78 D
- SP 200i syringe pump
- Sistema de adquisicion ADQ8CH

11.2 Material

- Microjeringa HAMILTON de 10 pul
Agujas dentales de 0.30x25 mm
- Catéter calibre 26

- Acrilico dental

- Conectores macho y hembra de 6 puntas
- Cable plano de 6 hilos

- Instrumental quirurgico

- Gasas

- Yodo

- Peréxido



Cera de hueso
Tornillos

Céanula de acero inoxidable calibre 24

11.3 Sustancias quimicas

Xilacina

Ketamina
Pentobarbital sodico
Muscimol

Baclofen

GABA
Pentilenetetrazol
Xilol

Alcohol absoluto, Alcohol al 96% y Alcohol al 70%
Entellan

Buffer de Nissl
Buffer de fosfato

11.4 Animales y grupos experimentales

Se utilizaron 38 ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 250-300 gramos. Los experimentos

se realizaron bajo las especificaciones técnicas para la produccién y uso de animales de
laboratorio de la SAGARPA (NOM-060-ZO0-1999) y aprobados por el comité de ética del

Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz.

Grupo Control: 10 animales
Grupo GABA: 10 animales

Grupo Muscimol: 10 animales

Grupo Baclofen: 8 animales
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11.5 Cirugia

Para la cirugia los animales fueron anestesiados con una mezcla de xilacina y ketamina
(0.30/0.30 ml), la cual fue inyectada ip. Una vez anestesiada, la rata era rasurada de la cabeza y
montada en el estereotaxico. Se realiz6 una incisioén antero-posterior de 3cm. Se calcularon las
coordenadas estereotaxicas del NTSm, una vez obtenidas se colocaron tornillos en los huesos
frontales, parietales, occipitales y la cdnula guia dirigida al NTSm izquierdo fue insertada, con las
siguientes coordenadas: P 13.0; L 1.0; H 8.5 del atlas Paxinos y Watson [105]. Los tornillos
fueron unidos con soldadura de estafio a un conector macho de seis puntas por medio de alambre
wire graft. El conector y canula se fijaron al craneo con acrilico dental (nic-tone). Finalizada la
cirugia las ratas fueron colocadas en cajas individuales con comida y agua ad libitum. Se dej6 una

semana de reposo que sirvio como habituacion a las condiciones experimentales.

11.6 Registro EEG y Micro-inyeccion de agonistas GABAEérgicos

Durante el registro, los animales fueron colocados en camaras de registro de 20x50 cm, y
conectados al poligrafo Grass modelo 78D por medio de un conector hembra de 6 puntas. La
actividad EEG fue adquirida con el sistema ADQ8CH.

El sistema de inyeccidn consintio en una bomba de inyeccion SP 200i, jeringa Hamilton de 10pl,
aguja dental de 0.30x25mm y un catéter calibre 26. La jeringa Hamilton era colocada en la
bomba de inyeccion SP 200i. El catéter, aguja dental y la aguja de la jeringa Hamilton se unian
en los extremos con el farmaco previamente colocado (figura 5).

Para la aplicacion del farmaco, la rata era sujetada del cuello con los dedos indice y medio, con
los dedos mefiique, anular y pulgar se sujetaba el dorso. Una vez sujeta se procedia a colocar el
inyector dentro de la canula-guia y se administraba el farmaco.

Al grupo control se le inyecté 250 nl/1 min de solucién salina, cinco minutos después se inyecto
PTZ a una concentracién de 70 mg/kg ip, una vez administrado el PTZ se registraron por un
periodo de dos horas.

Al grupo GABA se le inyectd 250 nl/1 min, de una disolucion de GABA a una concentracion de
1 Molar. Cinco minutos despues se inyecto PTZ (70 mg/kg) via ip.

Al grupo muscimol se le inyect6 250 nl/min, de una disoluciéon de muscimol a una concentracion

de 1 Molar. Cinco minutos posteriores a la micro-inyeccion se inyectd 70 mg/kg de PTZ via ip.
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Grupo baclofen se le inyectd 250 nl/min, de una disolucion de baclofen a una concentracion de 1
mili-Molar Cinco minutos posteriores a la micro-inyeccion se inyectd 70mg/kg de PTZ via ip.
Todos los grupos tuvieron una linea base de 20 minutos, y dos horas de registro después de la

inyeccién de PTZ.

—— )

Figura 5: En la parte inferior izquierda se observa la camara de registro con el animal experimental y el sistema de
inyeccion (A). En el area central se encuentra el poligrafo (B). En la esquina superior derecha se localiza el sistema
de adquisicion ADQ8CH (C).

11.7 Procedimiento Histoldgico (tincidon de Nissl)

Después de los registros, los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital y
se perfundieron para realizar la verificacion histologica del sitio de inyeccion. Se les realiz6 una
incision en el esternon para separar las costillas y tener acceso al corazon, donde se insertd un
catéter en el ventriculo izquierdo, por donde se pasé solucion salina al 9%, la auricula derecha
fue perforada para permitir la salida de sangre. Una vez limpio el sistema circulatorio de sangre,

se pasé buffer de fosfato para fijar el tejido. Después se procedié a la remocién del cerebro. Los
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cerebros se colocaron en frascos de vidrio con buffer de fosfato, donde se dejaron por una
semana. Pasado una semana en el buffer de fosfato se cambi6 por una solucion de sacarosa al 30
%, y se dejaron reposar durante una semana. Para hacer los cortes se separé el cerebro posterior
(cerebelo y tallo cerebral), el cerebro posterior se colocé en un micrétomo de congelacion a -20
°C, y se hicieron cortes sagitales con un grosor de 30 um. Las rebanadas fueron colocadas en
portaobjetos gelatinizados.

Para la tincion de Nissl, los portaobjetos con las rebanadas fueron sumergidos durante cinco
minutos en diferentes sustancias, siguiendo el siguiente orden: xilol, alcohol al 100 %, alcohol al
96 %, alcohol al 70 %, agua bidestilada, buffer de Nissl, agua, alcohol al 70 %, alcohol al 96 %,
alcohol al 100 % y xilol. Para conservar los cortes se les colocé una gota de entelan seguido de

un cubre objetos.

11.8 Analisis estadisticos

Para el analisis de las medias obtenidas de la latencia, namero, duracién, potencia espectral de las
CGTC y numero de descargas espiga-onda (DEO) se utilizo la prueba t de student para muestras
independientes, La latencia para la primera espiga, se analiz6 con ANOVA para muestras
independientes. La prueba Chi cuadrada se utilizo para el andlisis del indice de mortandad.
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12 Resultados

12.1 Histologia
La micro-inyeccién de agonistas GABAérgicos quedo en cuatro sitios diferentes: NTSm, MVe
(ndcleo medial vestibular), cuarto ventriculo (4V), Med (nucleo medial fastigial cerebelar) y

I6bulo 10 del cerebelo.

Figura 6. Cortes sagitales con tincion de Nissl. A, corte del cerebro de una rata donde se observa el sitio de la micro-
inyeccion en el NTSm. B, Corte del cerebro de una rata donde se observa el sitio de micro-inyeccion en MVe. C,
corte del cerebro de una rata donde se observa el sitio de micro-inyeccion en el 4V. D, corte del cerebro de una rata
donde se observa el sitio de micro-inyeccion en Med. L10, I6bulo del cerebelo 10.
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12.2 Efecto de la micro-inyeccidn de agonistas GABAérgicos en NTSm sobre el indice de

mortandad
Se observd una disminucion del indice de mortandad (p< 0.002), en los grupos GABA y

muscimol comparados con el control (tabla 8). Cuando la inyeccion de agonista GABAEérgicos

quedo en el Med o 4V, también protegio contra la muerte por EE (dato no mostrado).

Tabla 8
Grupo Porcentaje de muerte
Control 100
GABA 0*
Muscimol 0*

Tabla 8. Comparacion del indice de mortandad. Se observé una disminucion del indice de muerte en los grupos
GABA y muscimol comparados con el control (*p< 0.002) Chi cuadrada.

12.3 Latencia para la primera CGTC

Se observo un aumento significativo (p< 0.040) en la latencia para la CGTC en el grupo GABA
comparado con el control (figura 7). EI grupo muscimol, una rata del grupo GABA y la rata a la
que se le inyectd baclofen, no tuvieron CGTC. La inyeccion de agonistas GABAérgicos en el
Med, 4V, MEv y L10 no modificé la latencia para la CGTC (dato no mostrado).
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Figura 7. A, Comparacién de la latencia para la CGTC del grupo GABA con el control. Se observo un incremento
en la latencia para la CGTC en el grupo GABA (*p< .040) t de student para muestras independientes. B. Trazo

donde se ejemplifica una CGTC.

12.4 Nimero de CGTC

Se observé una disminucién significativa (p< 0.001) de las CGTC en el grupo GABA comparado
con el control (figura 8). La inyeccion de agonistas GABAérgicos en el Med, 4V, MEv y L10
tuvieron un promedio de 3 £ 0.55 CGTC, similar al grupo control (dato no mostrado).
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Figura 8. Comparacion del nimero de CGTC del grupo GABA con el control. Nétese una disminucion en el nimero
de CGTC en el grupo GABA (*p< 0.001) t de student para muestras independientes.
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12.5 Promedio del numero de DEO

Se observd un aumento significativo del nimero de DEO a los 30 minutos (p< 0.005), a los 80
minutos (p< 0.038), a los 100 minutos (p< 0.049) y a los 120 minutos (p< 0.001) en el grupo
muscimol comparado con el grupo GABA (figura 9). Se observo un incremento significativo (p<

0.001) del numero de DEO en el grupo muscimol comparado con el control (figura 10).
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Figura 9. Se observo un incremento significativo del nimero de E-O en el grupo muscimol a los 30 minutos. (p. <
0.005) 80 minutos (*p. < 0.006), 100 minutos (*p. < 0.002) y a los 120 minutos (*p. < 0.000) t de student para
muestras independientes.
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Figura 10. Se observé un incremento significativo del nimero de E-O en el grupo muscimol comparado con el
control t de student (*p. < 0.001).
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12.6 Potencia espectral de una CGTC
En el anélisis espectral de la frecuencia por wavelets se observd un incremento de la densidad
espectral en el ancho de banda de 4 a 14 Hz. durante una CGTC de un animal control

comparado con un animal del grupo GABA (figura 11).
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Figura 11. Espectro de potencia por Wavelets de una linea base, una CGTC de una rata del grupo GABA y de una
rata del grupo control. No6tese un incremento en la densidad espectral de la banda de frecuencia de entre los 4 y 12
Hz. en la figura CCTC-Control. Los colores calidos indican mayor potencia.
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12.7 Analisis de potencia por la transformada rapida de Fourier (FFT)
Los datos obtenidos en el analisis por FFT de las CGTC, fueron transformados a nimeros para su

analisis estadistico.

En la comparacion del grupo control con el grupo GABA, se observé durante las CGTC un

aumento significativo en las potencias de 0.5 a 4.5 Hz (p< 0.006), de 46 a 7.5 Hz y de 7.6 a 12.5

Hz (p< 0.001) en la CxFI (figura 12).

En la comparacion del grupo control con el grupo GABA, se observé durante las CGTC un

aumento significativo en las potencias de 7.6 a 12.5 Hz (p< 0.031) en la CxFD (figura 13).
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Figura 12. Comparacion de la potencia en CxFI durante las CGTC. Noétese la diferencia significativa en las tres
primeras bandas (*p< 0.006, *p< 0.001, prueba t de student para muestras independientes).
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Figura 13. Comparacion de la potencia en CxFD durante las CGTC. Notese la diferencia significativa en la banda de

7.6 a12.5 Hz (*p< 0.031, pueba t de student para muestras independientes).
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En la comparacion del grupo control con el grupo GABA, se observd durante las CGTC un

aumento significativo en las potencias de 4.6 a 7.5 Hz, de 7.6 a 12.5 y de 12.6 a 30 Hz (p< 0.001) en

la CxPI (figura 14).

En la comparacion del grupo control con el grupo GABA, se observo durante las CGTC un

aumento significativo en las potencias de 4.6 a 7.5 Hz, de 7.6 a 12.5 y de 12.6 a 30 Hz (p< 0.001) en
la CxPD (figura 15).
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Figura 14. Comparacion de la potencia en CxPI durante las CGTC. Notese la diferencia significativa en la banda de
46a75Hzde7.6a125Hz de12.5a30Hz (p<0.001, pueba t de student para muestras independientes).
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Figura 15. Comparacion de la potencia en CxPD durante las CGTC. Notese la diferencia significativa en la banda de
46a75Hzde7.6a125Hz de12.5a30Hz (p<0.001, pueba t de student para muestras independientes).
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7. Discusion

Los resultados muestran que el aumento en la actividad GABAérgica en NTSm protege contra la
muerte por CGTC y/o EE. Varias de las caracteristicas del SUDEP en humanos, fueron
observadas en ratas controles que murieron durante o despues de la actividad convulsiva. Nasher
et al., reportd, que pacientes epilépticos que fueron encontrados sin vida presentaban evidencia
de haber sufrido CE, lengua mordida e incontinencia urinaria [116]. También hay reportes de que
la muerte ocurre después de una CE, en las que se observaron dificultades respiratorias (apneas)
[117]. En nuestros resultados los animales controles murieron después de sufrir CE, tuvieron
apneas, incontinencia urinaria y durante el procedimiento de perfusion se observé la lengua
mordida. Sin embargo, no puede ser considerado como SUDEP, debido a que la muerte no fue
espontanea, sino consecuencia de las CE provocadas por PTZ. Pero los datos obtenidos nos
permiten dilucidar los mecanismos del SUDEP.

Las causas de muerte relacionadas al SUDEP son la apnea central, edema pulmonar agudo
neurogénico y la hipoxemia [39, 40]. Los animales a los que se les inyectd agonistas
GABAEérgicos en el NTSm, no murieron, lo que sugiere que la actividad GABAEérgica en el
NTSm modula la respiracién durante las CE, manteniendo la estabilidad de la frecuencia
respiratoria, no permitiendo la muerte por hipoxemia. Los animales del grupo GABA que
tuvieron CE tuvieron un amento en la frecuencia respiratoria, pero no se observaron apneas,
mientras que los animales que murieron padecieron apneas al final de las CE. Diferentes
investigaciones [118, 119, 120] muestran que el NTS contiene neuronas que responden a los
movimientos de inspiracion y expiracion, las cuales son activadas por las aferencias pulmonares
del NV. Estas aferencias estan involucradas en el cambio del volumen pulmonar resultantes de
los reflejos adaptativos de inhibicion y excitacion.

Otras de las causas relacionadas con el SUDEP son las arritmias cardiacas (taquicardias y
braquicardias). A pesar de que la actividad cardiovascular no se midié durante el experimento, se
ha propuesto que el aumento de la actividad GABAEérgica en el NTS, protege contra la muerte
por medio de la regulacién de la actividad cardiovascular durante las CE. Se ha descrito que el
GABA en el NTS tiene un papel importante en la actividad cardiovascular. La inyeccion de
agonistas GABAérgicos (muscimol para GABAA 0 baclofen para GABAg) aumentan la presién
arterial acompafado por un aumento en la frecuencia cardiaca [121, 122, 123]. El incremento de
la presion arterial, provocado por la inyeccion de agonistas GABAérgicos en el NTS es resultado
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de la activacion del reflejo barorreceptor mediado por los receptores GABAA Y GABAg [124].
Por otra parte la inyeccion de antagonistas GABAérgicos (bicuculina) en el NTS disminuye la
presion arterial [118]. Doba y Reis [124] reportaron que la lesion electrolitica bilateral del NTS
provoca la muerte por insuficiencia cardiaca y edema pulmonar en un lapso de 6 a 8 horas
después de la lesion.

El aumento de la presion arterial en condiciones normales, corresponde al incremento del gasto
cardiaco durante la acentuacion de la actividad fisica, debido a que se expulsa mas sangre durante
el movimiento sistolico, para oxigenar los 6rganos [125]. Por lo que se sugiere que el aumento de
la presion arterial mediada por GABA durante una CE, mantiene a los 6rganos con suficiente
oxigeno, evitando la muerte por hipoxia.

El efecto protector de los agonistas GABAérgicos en el NTSm contra las CGTC, puede deberse a
las conexiones que el NTS tiene con el LC y nucleos dorsales del rafe (NDR). La actividad de
estos ndcleos es activada por la EENV [126], la cual es mediada por el NTS, ya que el NV no
conecta de manera directa con el LC y NDR, sino a traves del NTS [106]. El aumento de la
actividad GABAérgica en el NTSm podria estar mediando la activacion del LC y NDR, nucleos
que han sido relacionados con el efecto anticonvulsivo de la EENV. Se ha descrito que la lesion
del LC disminuye el efecto antiepiléptico de la EENV [127]. Garcia & Miranda, reportaron que la
estimulacion quimica del NTS induce la liberacion de norepinefrina en la amigdala basolateral
[128] efecto que se explica por las conexiones polisindpticas entre el NTS-LC-amigdala. El
efecto antiepiléptico de la NE se debe al receptor adrenérgico a2, que se localiza en las
terminales glutamatérgicas e inhibe la liberacion de Glu [129]. Los receptores adrenérgico o2
estan densamente expresados en neuronas glutamatérgicas de la amigdala y la corteza piriforme,
estructuras que disparan la actividad epiléptica y que reciben proyecciones del LC [130]. EI NDR
es el nacleo serotoninérgico mas grande, y envia proyecciones a la corteza cerebral, cerebelo,
amigdala, talamo, ndcleo caudado y putamen. La liberacion de serotonina por parte de este
nucleo se ha relacionado con un efecto protector contra las CE. La administracion de farmacos
que aumentan la concentracion de GABA provocan un aumento en la concentracion de
serotonina en amigdala e hipocampo [131]. Datos experimentales muestran al receptor
serotoninérgico 5SHT14, como el receptor que modula el efecto anticonvulsivo de la serotonina, el

cual se encuentra en areas limbicas [132].
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El GABA, muscimol y baclofen protegieron contra la muerte y las CGTC, sin embargo no
suprimié las DEO, actividad asociada a las crisis de ausencia (CA). Se ha visto que los farmacos
que incrementan la concentracion de GABA como mecanismo antiepiléptico, no tienen efecto
sobre las CA [133]. La EENV no es efectivo contra las CA, incluso puede aumentar la duracion
de las CA si la estimulacion se aplica al comienzo de las crisis [134], lo que soporta la idea de
que la EENV actlia aumentando los niveles de GABA.

En la comparacion entre los grupos GABA y muscimol se observo un incremento del namero de
DEO en el grupo muscimol, comparado con el grupo GABA, el cual a su vez fue superado por la
rata a la que se le inyectd baclofen. Lo que indica diferencias en los mecanismos de los
receptores a GABA, y que la actividad GABAérgica en el NTSm puede estar participando en la
regulacién de las CA, por medio de las conexiones que el NTS tiene con el talamo dorso-medial
[106]. A pesar de que las CA se asocian a alteraciones en los receptores GABAAYy GABAg del
circuito talamo-cortical, nuestros resultados indican que la actividad GABAérgica en el NTSm
interviene en las CA. Cuando s6lo uno de los receptores a GABA se activa, el nimero de DEO
aumenta, pero si los dos receptores son activados el nimero de DEO es menor. En el circuito
talamo-cortical, las CA se han atribuido a una disminucion en la actividad de los receptores
GABAA, localizados en el nicleo reticular talamico [135, 136]. La participacion del receptor
GABAg en las CA también ha sido estudiado. Ratas transgénicas, carentes de las subunidades
GABAg; Yy GABAg, presentan CA espontaneas [137]. Se ha encontrado que las ratas WAG/RIj,
tienen reducido el receptor GABAg en la neocorteza [138]. Wang et al., demostré que la DEO, en
ratas transgénicas carentes del receptor GABAg: se originan en las proyecciones del NRT y
tdlamo medial que conectan con CALl y corteza cerebral [139].

Los resultados en la presente investigacion sugieren la participacion del sistema GABAérgico del
NTSm durante la EENV, tratamiento utilizado para el control de la epilepsia. Hay reportes de que
la EENV mejora la calidad de vida de pacientes epilépticos comparados con pacientes que son
tratados con medicamentos o cirugia, ya que se reduce el nimero de CE, y como consecuencia el
numero de ingresos a servicios médicos se ve disminuido, con lo que también el gasto en
medicamentos es reducido, factores que llevan a una mejora en la calidad de vida de los pacientes
y de sus familias[140, 141].
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