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RESUMEN

La estimulacion eléctrica del nervio vago (EENV) en modelos experimentales de
epilepsia ha demostrado tener un efecto anticonvulsivo, sin embargo ain se desconocen los
mecanismos a través del cual tiene su efecto. Se ha sugerido que el ntcleo reticular del tdlamo
(NRT) a través del circuito cortical tdlamo cortical podria estar participando en el efecto

antiepileptogénico.

El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de la EENV sobre las crisis convulsivas y
no convulsivas provocadas por pentilenetetrazol (PTZ). Se usaron ratas de la cepa Wistar
(300grs.) a las que se lesionaron con radiofrecuencia los nucleos reticulares del tdlamo (AP -
1.44, L 2.0, DV 6.2). Se implant6 un electrodo en el nervio vago izquierdo, asi como electrodos
hacia el hipocampo (AP -3.6, L 2.0, DV 3.5), el ntcleo posterior del tdlamo (AP -3.6, L 2.0, DV
5.4) y se colocaron electrodos en los huesos frontales y parietales. La EENV fue administrada
continuamente por 60 minutos o intermitentemente (Imin on/5 min off). Se administr6 PTZ en
dosis bajas cada 15 minutos hasta conseguir la primera crisis generalizada ténico clonica

(CGTC).

Las variables analizadas fueron las DEQO; la severidad, latencia, duracion, asi como las

dosis necesarias para la primera CGTC; latencia para estado epiléptico (EE).

La lesion en el NRT abarc6 400 pm. La EENV disminuyo las DEO; retardo y disminuy6
la severidad de las CGTC, sin embargo se observo que la lesion en el NRT no permitio el efecto

reductor sobre las DEO y aument¢ la duracion de las CGTC.

Nuestros resultados sugieren que la EENV continua es mas efectiva, retarda las CGTC; y

que el NRT es parte del mecanismo antiepileptogénico de la EENV.

(1]



L INTRODUCCION

La epilepsia es el trastorno neurologico cronico mas comun en el mundo. Se estima que en
América Latina hay una prevalencia de 12.4 personas por cada 1000 (Burneo, T¢éllez-Zenteno y
Wiebe, 2005), mientras que en México se calcula una prevalencia de 3.9 personas por cada 1000

(Quet et al. 2011).

Actualmente, la principal terapia es a través de farmacos antiepilépticos, sin embargo mas de
una tercera parte de los pacientes con epilepsia son refractarios a los farmacos (Marras et al.
2013), y de éstos solo el 30% son candidatos para neurocirugia de la epilepsia. Por ello, es
necesario el desarrollo de terapias alternativas para controlar las crisis epilépticas farmaco-

resistentes.

La importancia de desarrollar estrategias terapéuticas para el control de la epilepsia reside en
que las personas con este trastorno no solo tienen repercusiones a nivel individual, también
tienen que enfrentarse a los grupos sociales en que se desarrollan y en muchos casos son
estigmatizados y desvalorizados debido al impacto visual de sus crisis epilépticas y a la
dificultad que tienen los pacientes sin tratamiento para enrolarse a los procesos de intercambio

social (Fernandez, Snape, Beran y Jacoby, 2011).

La estimulacion eléctrica del nervio vago (EENV) es un tratamiento alternativo que ha
demostrado disminuir las crisis recurrentes de los pacientes, lo que impacta en mejorar su calidad
de vida, sin embargo los mecanismos a través de los cuales tiene su efecto protector atn se

desconocen.

En el presente trabajo se probd la EENV sobre crisis generalizadas convulsivas y no
convulsivas en ratas que fueron lesionadas en el nucleo reticular del tdlamo (NRT), el cual
participa en la sincronizacidén cortical y el mantenimiento de ritmos patoldgicos como las

descarga espiga-onda (DEO).

Las crisis epilépticas fueron inducidas con pentilentetrazol (PTZ), un farmaco que al
antagonizar la actividad GABA¢érgica favorece la aparicion de crisis generalizadas de ausencia

(CGA) y posteriormente se presentan crisis generalizadas tonico-clonicas (CGTC).

(2]



II. EPILEPSIA

A. Breve historia

El término epilepsia tiene su origen en Grecia, se deriva de la palabra “epilambanein” que
significa ser atacado o tomado por sorpresa, la cual hace referencia a las crisis convulsivas que se
crefa, eran causadas por una forma de demonio o dios. La primeras evidencias de una crisis
epilépticas son del afio 2000 a. C., aparecen en un texto encontrado en la regiéon de Mesopotamia
que describe a una persona teniendo una crisis convulsiva (Magiorkinis, Sidiropoulou y
Diamantis, 2010). Posteriormente, en el siglo XI a. de C. en una tabla babildnica también se

describid una crisis epiléptica.

Mas tarde, en la tradicion hebrea se puede leer que Jesis sand a una persona con
caracteristicas de epilepsia, al expulsar al demonio que habitaba en esa persona (Chaudhary,
Duncan y Lemieux, 2011). Por otro lado, civilizaciones prehispanicas hacen referencia a eventos
similares a la epilepsia, un ejemplo de ello es la representacion de la diosa mexica comedora de
inmundicias Tlazolteot! a quien se ha relacionado con la epilepsia debido a que tiene la boca
llena de espuma y sangre, asi como sus miembros anteriores torcidos (Rodriguez-Sala y Soriano-
Cuevas, 2012). En los vocablos mexicas se puede leer palabras que describen alteraciones
motoras relacionadas con la epilepsia, huapahualiztli que son alteraciones epilépticas
caracterizadas por quietud y convulsiones, hixcayotl refiriéndose a alteraciones epilépticas

caracterizadas por temblores (Gutiérrez-Moctezuma y Gutiérrez-Cadena, 2009).

Es importante notar que en todos casos se atribuye este trastorno a una entidad sobrenatural;
aunque parezca trivial, ha llevado a promover aun en el siglo XXI, actitudes discriminatorias y
estigmatizacion hacia las personas con epilepsia. Por lo tanto, resulta importante la comprension
de los mecanismos subyacentes a las crisis epilépticas y a la epilepsia, asi como desarrollar
estrategias terapéuticas que ayuden a mejorar la condicion de vida de las personas diagnosticadas

con epilepsia.

El primer reporte que se tiene sobre el papel del cerebro en la generacion de una crisis
convulsiva fue en el siglo XVIII a. de C. en el papiro de Smith, texto médico de Egipto, en donde
se describe un caso de crisis epiléptica después de un traumatismo craneoencetalico; también se

registraron casos en textos médicos babilonicos (Magiorkinis et al. 2010). Mas tarde, Hipocrates
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argumentd que la epilepsia tenia un origen en el cerebro provocado por exceso de flema que

entro en el cerebro.

Un cambio importante en la comprension de la epilepsia se generd durante el
Renacimiento en donde se argumentd que el origen de la enfermedad se debia a particulas
quimicas. Posteriormente, durante el Siglo de las Luces, el cual estuvo caracterizado por un
emergente conocimiento de la anatomia humana, se creyd que el origen de la epilepsia era
mecanico, por ejemplo Samuel Tissot en el siglo XVII d. de C. propuso que el cerebro era el

unico responsable de las crisis epilépticas, el cual contraia y activaba los nervios motores.

Durante el siglo XVII en Inglaterra Marshal Hall propuso la teoria refleja, la cual
describia a la epilepsia en central, que tenia su origen en las proyecciones de los nervios
eferentes y la teoria periférica con origen en las proyecciones aferentes provenientes del arco
reflejo (Eadie, 2007); lo que permitidé el inicio de la experimentacién con animales. Fue
Mauritian Brown Sequard quien en acuerdo con Hall comenz6 la experimentacion para conocer

el papel de los nervios simpaticos.

Hacia finales del siglo XIX y principios del siglo XX, hubo una revolucién en la teoria y
la practica sobre la epilepsia siendo Hughlings Jackson la figura central, quien sent6 las bases del
conocimiento acerca de la epilepsia y la defini6 como ocasional, repentina, excesiva, rapida y
con origen en descargas locales en la materia gris ocasionada por algin dafio. Asimismo, Jackson
describio en detalle como las crisis epilépticas se propagaban de una parte del cuerpo a otras
debido a que las descargas en la corteza cerebral se propagaban hacia areas mas amplias

(Chaudhary et al. 2011).
Son cuatro los aportes mas importantes de Jackson (Shorvon, 2014):

1. El concepto de crisis epiléptica y su origen en la corteza cerebral resultado de descargas
de neuronas corticales.

2. El concepto de epilepsia focal y la organizacion somatotopica de la corteza, lo que daba
lugar a que las funciones motoras eran controladas por areas especificas en la corteza. De
ahi que fuera importante tomar en cuenta donde iniciaba las crisis, debido a que los

signos motores podian predecir el origen del foco.

(4]



3. La causalidad de las crisis convulsivas. Proponia que las crisis podian ser causa de
anormalidades nutritivas del sistema nervioso o de saturacion de sangre en venas
cerebrales.

4. Los estados de conciencia deben de considerarse distintos a los estados cerebrales; esto
permitio a Jackson hacer una descripcion de las patologias cerebrales basado en su
anatomia y fisiologia. Ahora se sabe que los estados de conciencia, si tienen un correlato
en estados cerebrales, por ejemplo los niveles de activacion que permiten el despertar
ubicados en el tallo cerebral y los estados de alerta y atencionales que tienen un correlato

en el circuito cortical-talamo-cortical (Di Perri, Stender, Laureys y Gosseries, 2014).

Por otro lado, David Ferrier contribuy6 a los hallazgos de Jackson, ya que fue el primero en
realizar investigacion en animales sobre la epilepsia y el papel de la corteza en el inicio y
propagacion de las crisis epilépticas. Ferrier realizd estimulacion cerebral y ablacion de la
corteza para estudiar el fendmeno de la localizacion cortical, encontré que la porcion anterior del
cerebro es el centro rector de los movimientos voluntarios y que la epilepsia era el resultado de

descargas anormales en estos centros motores (Chaudhary et al. 2011).

B. Definicion y clasificacion

La epilepsia es un trastorno que compromete el funcionamiento normal del sistema nervioso,
dando como resultado alteraciones en el comportamiento, por ejemplo se sabe que entre un 15%
- 40% de las personas que cursan con este sindrome también presentan conductas depresivas
(LaFrance, Lancman, Machan, Davis y Blum, 2012). Ademas de alteraciones en el desarrollo de

las funciones psicoldgicas como el aprendizaje, memoria y pensamiento (Lopes et al. 2013).

La epilepsia se caracteriza por interrupciones impredecibles y recurrentes de la funcion
normal del cerebro en donde se presentan descargas anormales del sistema nervioso central con
manifestaciones clinicas, ademas de un aumento en la sincronizacion cerebral (Fisher et al.

2005).

Es importante considerar los términos epilepsia, crisis, y convulsiéon como diferentes y no
como sinonimos. Una crisis es un sintoma de la funcién anormal del sistema nervioso central;
mientras que la epilepsia es una condicidon cronica en la que las crisis ocurren de manera

repetida. Finalmente, las convulsiones son la manifestacion fisica de una crisis, se caracterizan
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por la presencia de contracciones intensas e involuntarias de los musculos esqueléticos; es
importante hacer notar que puede haber crisis no convulsivas, es decir, sin contracciones
musculares o con fendmenos motores menores (Pérez-Jiménez, Garcia-Fernandez, Santiago,

Fournier-Del Castillo, 2012), un ejemplo de ello, son las CGA.

La primera clasificacion de las crisis epilépticas la realizd6 Henri Gastaut en 1964, con base
en el inicio de las crisis, clasificindolas como parciales o generalizadas, se basd en las
manifestaciones clinicas y electroencefalograficas, en los paroxismos inter-ictales, edad de
inicio, respuesta a los tratamientos, causas y de acuerdo al conocimiento de los mecanismos

patofisioldgicos (Korff y Scheffer, 2013).

Mais tarde la liga internacional contra la epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés
International League Againts Epilepsy), organo encargado de clasificar las crisis epilépticas,
retomd la clasificacion de Gastaut y propuso la clasificacion que atn prevalece para el
diagnostico y tratamiento; la clasificacion propuesta en 1981 y revisada en 1985. Recientemente,
en el 2010, se propuso una nueva clasificacion, la cual intenta reclasificar a la epilepsia con base
en los hallazgos encontrados con técnicas de neuroimagen funcional y estructural, EEG con
mejor resolucion, estudios de genética y con base en los mecanismos que hasta ahora se conocen,
un ejemplo de ello es el cambio en las categorias que describen la etiologia de la epilepsia, los
términos idiopatico, sintomdtico y criptogénico fueron reemplazados por, de causa genética,
estructural, metabolico o desconocido; sin embargo esta clasificacion es complicada en la
practica clinica y el diagnostico se hace con base en la clasificacion de 1985 (Korff y Scheffer,

2013).

Una crisis epiléptica es un evento transitorio con claro inicio y final, determinado por
signos y sintomas claros como cambios conductuales y psiquicos acompanados por patrones
electroencefalograficos (Fisher et al. 2005), estos cambios conductuales pueden ser afectaciones
motoras, sensoriales o autonomas, mientras que los cambios psiquicos pueden relacionarse con
cambios en estados emocionales, pérdida de la conciencia, alteraciones cognitivas y

manifestaciones somatosensoriales.

En la clasificacion de 1985, las crisis epilépticas se abordaron de acuerdo con su inicio u

origen, de ahi que se distingan entre generalizadas y focales.
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Las crisis generalizadas son aquellas descargas anormales que ocurren en algin lugar
dentro del cerebro y que répidamente se distribuyen y envuelven ambos hemisferios, esta
actividad puede incluir estructuras corticales y subcorticales, aunque no necesariamente toda la

corteza ni de manera simétrica.

Una crisis focal es aquella que se origina y se propaga dentro de un hemisferio, puede
tener su origen en estructuras subcorticales. El origen ictal y su propagacion puede tener un claro
patron de una crisis a otra; sin embargo no existe una clasificacioén de las crisis focales (Berg et

al. 2010).

Las crisis pueden dividirse en crisis tonico-clonicas, de ausencia, mioclonica, clonicas,
tonicas o atonicas de acuerdo a sus patrones electroencefalograficos, mecanismos

patofisiologicos, sustratos anatdmicos, signos y sintomas.

En la tabla 1 se muestra la clasificacion de las crisis epilépticas de acuerdo a la ILAE

(1985).

Tabla 1. Clasificacion de las crisis epilépticas

Crisis generalizadas
Tonico-Cloénica (en cualquiera de sus combinaciones)
Ausencia
Tipica
Atipica
Ausencia con caracteristicas especiales
Ausencia mioclonica
Mioclonias palpebral
Mioclonica
Mioclonica
Mioclonia aténica
Mioclonia ténica
Clobnicas
Toénicas

Atdnicas

(7]



Crisis focales
Desconocidas

Espasmos epilépticos

Nota: Las crisis que no pueden ser diagnosticadas dentro de una de estas
categorias, deben ser inclasificables hasta mas informacién que permita su

diagnostico exacto.

Un sindrome epiléptico es un desorden epiléptico caracterizado por un conjunto de signos

y sintomas que ocurren conjuntamente; se pueden distinguir de acuerdo al tipo de crisis,

etiologia, anatomia, factores que predisponen las crisis, edad de inicio, severidad, recurrencia y

momento del ciclo circadiano en que ocurren las crisis (Wolf, 2006).

Es importante mencionar que dentro de cada sindrome epiléptico las crisis pueden

localizarse y distribuirse de manera diferente.

En la tabla 2 se muestra la clasificacion de los sindromes epilépticos de acuerdo con la

ILAE.

Tabla 2. Sindromes Epilépticos

Sindromes electro-clinicos organizados por edad de inicio
Periodo neonatal
Epilepsia neonatal familiar benigna (ENFB)
Encefalopatia mioclonica temprana (EMT)
Sindrome de Ohtahara
Infancia
Epilepsia de la infancia con crisis focales migratorias
Sindrome de West
Epilepsia mioclonica en la infancia (MEI)
Epilepsia infantil benigna
Epilepsia infantil familiar benigna
Sindrome de Dravet

Encefalopatia mioclonica en desordenes no progresivos
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Nifiez-Adolescencia
Crisis febriles plus (FS+) (puede comenzar en la infancia)
Sindrome de Panayiotopoulos
Epilepsia con crisis mioclénicas atdnicas
Epilepsia benigna con espigas centro-temporales
Epilepsia nocturna del l6bulo frontal autosémica-dominante
Epilepsia occipital infantil de inicio tardio
Epilepsia con ausencias mioclonicas
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 mioclonica juvenil
Epilepsia con crisis tonico clonicas Uinicas
Epilepsia mioclonica progresiva
Epilepsia predominantemente autosémica con caracteristicas auditivas
Otras epilepsias familiares del l16bulo 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 hipotalamico
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 condicién metabdlica
conocida, luego por el modo en el que comienza la crisis (generalizada vs focal).

Epilepsias atribuidas y organizadas por causas metabdlicas-estructurales
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Malformacion del desarrollo cortical (hemimegaloencefalia, heterotopias,

etc.)

Sindromes neurocutdneo (complejo de esclerosis tuberosa, Sturge-Weber,
etc.)

Tumor

Infeccion

Trauma

Angioma

Dafios 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

C. Crisis generalizadas primarias y secundarias

En la clasificacion de la ILAE de 1985 se realizd una distincion de las crisis generalizadas de
acuerdo a la localizacion y procesos patofisioldgicos que desencadenaban una crisis. Asi surgio
la diferencia entre generalizacion primaria en la que no hay ninguna lesion estructural o desorden
intrinseco que inicie la crisis, y la generalizacion secundaria en donde se asumen las crisis como

un sintoma, resultado de una lesion o de una normalidad estructural (Ramsay y DeToledo, 1997).

La epilepsia del l6bulo temporal medial (ELTM) es un ejemplo de crisis generalizadas
secundarias, debido a que el foco epiléptico esta ubicado en un area limitada del cerebro. Por
otro lado la epilepsia de ausencia es un ejemplo de crisis generalizadas primarias, debido a que
no hay una estructura especifica que desencadene las crisis; aunque se ha propuesto que la

corteza es quien inicia la crisis.

[10]



1. Epilepsia del 16bulo temporal medial

Dentro de los desérdenes epilépticos, la ELTM es el mas comun; recibe este nombre
debido a que el foco epiléptico se ha ubicado principalmente sobre el hipocampo (Hip) o la
amigdala (Am) y puede ser resultado de tumores, malformaciones vasculares, displasias

corticales, asi como esclerosis del hipocampo (Bertram,2009).

Las manifestaciones clinicas de la ELTM se caracterizan por una sensacion de malestar
epigastrico, mirada perdida, cambios en el estado de conciencia, automatismos de las manos
como rascado nasal ipsilateral al foco epiléptico, sensacion de temor, piloereccion, ruborizacion,
midriasis, taquicardia, pérdida de la memoria. Estos sintomas clinicos se correlacionan con la
aparicion de espigas de gran amplitud y aparicion de ondas lentas sobre el l6bulo temporal

(Volcy-Gomez, 2004).

Desde el punto de vista diagndstico, el método por excelencia consiste en la
monitorizacion prolongada en video de los cambios conductuales, mientras se registra la
actividad cerebral por medio del electroencefalograma (EEG) que permite la evaluacion de los
potenciales eléctricos generados por la actividad cerebral, a través de electrodos colocados sobre
el cuero cabelludo o bien pueden ser electrodos intrusivos colocados dentro del cerebro (Lopez-
Trigo, Blanco y Ortiz, 2011). Es asi que el comienzo de una crisis epiléptica se ha relacionado
con un aumento en la sincronizacion cortical y aparicion de poliespigas; sin embargo las

descargas inter-ictales epileptiformes también aportan evidencia clinica.

Bradford (1995) documenta que tanto en modelos experimentales de epilepsia como en
humanos se ha encontrado que el sistema glutamatérgico estd sobre-expresado, debido a la
reduccion de la actividad inhibitoria de células GABAérgicas resultado de la pérdida de inter-

neuronas, que son principalmente GABAérgicas.

La importancia de estos neurotransmisores reside en que regulan el control excitatorio e
inhibitorio en el sistema nervioso, ademas de ser los principales mecanismos a través de los
cuales actian los farmacos antiepilépticos, siendo aquellos que actiian sobre el sistema
GABA¢érgico, que sintetizan GABA o que favorecen la transmision GABAérgica los mas

investigados (Rowley, Madsen, Schousboe y White, 2012).
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2. Epilepsia de ausencia

La epilepsia de ausencia es una forma de crisis generalizada no convulsiva que en
humanos se manifiesta con la aparicion sincronica y bilateral de DEO con frecuencia de 3 Hz,
sin aura ni periodo post-ictal; se correlaciona con la pérdida subita de la conciencia, asi como

automatismos faciales (Castillo, Mendoza, Saavedra y Giordano, 2010).

También se ha observado que los pacientes con epilepsia de ausencia presentan
deficiencias en la atencion asociado con una disminucién en la activacion de la corteza medial
prefontral, ello en estudios con resonancia magnética funcional en periodos entre crisis (Killory

etal. 2011).

La descarga epileptiforme distintiva de esta forma de epilepsia es la DEO que surge
dentro del circuito cortico-talamo-cortical, con predominancia en el 16bulo frontal, tiene una
duracion entre 3 y 10 segundos. El inicio de las CGA suele presentarse entre los cinco y siete
anos de edad, sin embargo en la adolescencia suelen desaparecer estas crisis (Vestal y

Blumenfeld, 2010).

Hasta ahora la teoria cortical es la explicacion mas aceptada, en ella se propone que la
corteza es quién inicia el disparo y el tdlamo es quien mantiene la actividad oscilatoria (figura 1),
se ha propuesto que el NRT participa en el mantenimiento de la DEO, debido a proyecciones
GABA¢érgicas hacia nucleos talamicos de relevo provocando un hiper-polarizacién en las

neuronas de relevo, las cuales activan los canales de calcio tipo T (Bertram, 2013).
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Figura 1. Se puede observar arriba un esquema representativo del mecanismo que participa en la generacion y
mantenimiento de las DEO, se presenta a la neocorteza como la zona que inicia la descarga patogénica, al talamo
como un centro que realimenta las DEO y al NRT un nticleo que participa en el mantenimiento. En la imagen
inferior se observa una representacion del circuito cortical-talamo-cortical; en magenta se observan las proyecciones
cortico-talamicas, en verde las tdlamo-corticales y en rojo las proyecciones hacia el talamo. Tomada y modificada de

Bertram (2013) y Pinault (2011)
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III. MODELOS EXPERIMENTALES DE EPILEPSIA

La experimentacion en aminales ha permitido el desarrollo de farmacos antiepilépticos,

ademas de poder identificar areas en el cerebro que son capaces de desencadenar crisis

epilépticas. A pesar de que la experimentacion es en animales no humanos, los resultados

obtenidos han permitido conocer la dindmica de los cambios cerebrales que desencadenan crisis

epilépticas en el humano; lo que ha favorecido el desarrollo de terapias para el control de este

trastorno.

Los modelos animales han jugado un papel fundamental en la comprension de los

mecanismos que subyacen la epileptogénesis y la ictogénesis, ademas de clasificarlos en

modelos de epilepsia y de crisis epilépticas (Ldscher, 2011) (figura 2).

Modelos de epilepsia o crisis epilépticas

Modelos genéticos

[l

I

Modelos de induccidon de crisis
epilépticas

ll U

Animales con crisis
espontaneas recurrentes

Animales con
crisis reflejas

Eléctricos Quimicos

!

GAERS,
WAG/Rij

[

GEPR

i i

Induccion aguda

g !

ESM PTZ

Induccion cronica

!

Kindling eléctrice o quimica

Figura 2. Se puede observar una clasificacion acerca de modelos de epilepsia y modelos que inducen crisis
epilépticas. Modificada de Loscher (2011).
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Los modelos genéticos en los que uno o mas genes estan involucrados en la generacion
de una patologia, por ejemplo los modelos de CGA por sus siglas en ingles GAERS (Genetic
Absence Epilepsy Rats from Strasburg) o las ratas WAG/Rij (Wistar Albino Glaxo from
Rijswijk), son eficaces para modelar las CGA caracterizadas por interrupciones anormales de la

actividad cerebral y pérdida de la conciencia que se relaciona con la presencia de DEO.

Para modelar crisis epilépticas se han desarrollado modelos eléctricos y quimicos que
pueden ser clasificados de acuerdo a modo de induccidn, existen aquellos agudos que son
inducidos con una sola dosis o estimulacion eléctrica, o los cronicos que son inducidos con dosis
o estimulaciones subumbrales, estos tltimos permiten poder modelar la propagacion gradual de
un evento convulsivo y los mecanismos involucrados en la epileptogénesis. El modelo por
electrochoque méaximo (ESM), el cual consiste en aplicar un estimulo eléctrico necesario para

provocar una CGTC, permite modelar crisis convulsivas tonico-clonicas.

Hay modelos cronicos como el kindling eléctrico que consiste en aplicar un pulso
eléctrico subumbral durante un segundo cada 24 horas, o el kindling quimico que consiste en
aplicar una dosis de farmaco convulsivo cada 24 horas. Estos modelos permiten observar el
desarrollo de una crisis focal y su generalizacion secundaria, ademas de ser modelos muy

empleados para modelar la epileptogénesis.

Finalmente, es importante mencionar que los modelos experimentales de crisis convulsivas

deben hacer énfasis en dos elementos o preguntas (Fariello, 1995).

1. Qué tipo de epilepsia generalizada tratamos de mimetizar
2. Para qué propositos el modelo esta disefiado o qué preguntas puede responder

apropiadamente.

A. Modelo genético

Las investigaciones en ratas con predisposicion genética para desarrollar epilepsia de
ausencia GAERS y WAJ/Rij, han contribuido para la comprension de los mecanismos
neuronales involucrados debido a que presentan el mismo patron electroencefalografico de DEO
y conductual que el que se observa en humanos, ademés de responder a los mismos

medicamentos antiepilépticos (Sitnikova, 2009).
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Sarkisova y van Luijtelaar (2011) describen que las DEO aparecen en las ratas WAG/Rjj
entre los 60 y 80 dias de edad, siendo a los 6 meses de edad el periodo en el que se presenta
mayormente la DEO, presentan una frecuencia entre los 7 y los 11 Hz y duracion de 8 segundos,
con una amplitud entre 300 a 1000 pV; esta descarga tiene una relacion con el ciclo vigilia-suefio
y el nivel de activacion, siendo mas frecuente en periodos de vigilia pasiva o letargo y menos

frecuente durante la vigilia activa o en tareas cognitivas que demanden atencion.

En experimentos con ratas WAG/Rij, se ha encontrado que previo a que se observe la
primera espiga-onda hay un aumento en el acoplamiento de la sefial dentro del circuito cortico-
talamo-cortical, se observé que la corteza inicio y dirigio, en los primeros 500 ms, la actividad de
algunos nucleos talamicos, y que la porcion rostral del NRT tuvo un aumento en el acoplamiento
de la sefial con el nucleo posterior del talamo (Luttjohann y van Luijtelaar, 2012). Estos cambios

en la actividad oscilatoria sugieren una relacion funcional dentro del circuito.

En ratas GAERS se observo que la administracion de un antagonista GABAAa dentro del NRT
provocd un incremento en la duracion de la DEO, lo que sugiere que suprimir el efecto
inhibitorio dentro del NRT facilita e incrementa la actividad oscilatoria dentro y en sus

eferencias a los nucleos de relevo del talamo (Aker, Ozkara, Dervent y Onat, 2002).

En un trabajo posterior se observo que el NRT tiene efectos diferentes sobre las DEO ya que
al antagonizar la actividad GABA¢érgica dentro de la porcién caudal del NRT hubo un aumento
en la duracion y el nimero promedio de DEO, mientras que antagonizar la porcidon rostral
provocd una disminucion (Aker et al. 2006). Ello sugiere que la porcidon rostral en un estado
patologico es quien esta guiando la sincronizacion de las células de relevo del tdlamo hacia la

corteza.

B. Modelo Eléctrico

El kindling o encendimiento es un modelo de ELTM caracterizado por la instalacion de un
foco epiléptico y su posterior generalizacion, se atribuye a Graham Goddard, Dan Mclntyre y
Curtis Leech el desarrollo de este modelo, aunque previamente se habia demostrado que la
estimulacion eléctrica, repetida y de baja intensidad en el hip provocaba la aparicion de post-
descargas que se correlacionaban con manifestaciones motoras, hasta conseguir descargas con

componentes tonicos y clonicos (Delgado, y Sevillano, 1961).
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Goddard, Mcintyre y Leech (1969) realizaron una serie de experimentos con el objetivo de
conocer los parametros de estimulacion para desencadenar crisis convulsivas, llegando a la
conclusion de que la estimulacion repetida de bajo umbral durante un segundo entre 60 y 100 Hz

sobre el sistema limbico era la mas efectiva para desencadenar crisis convulsivas.

El kindling es considerado un modelo de epileptogénesis, debido a que paulatinamente se va
propagando el foco epiléptico hasta conseguir una CGTC. En las primeras estimulaciones se
pueden observar detenimientos de los animales, automatismos como parpadeo ipsilateral al lugar
de estimulacidon; mientras aumentan los dias de estimulacion y la propagacion del foco, se pude
observar que los animales tienen masticaciones, movimientos clonicos de la cabeza, ligeras
mioclonias ipsilaterales, mioclonias generalizadas con levantamiento sobre patas posteriores y

finalmente pérdida de la postura.

El kindling ha sido validado como un modelo de epilepsia humana debido a que cumple con
muchas caracteristicas de la crisis observadas en humanos: 1) la conducta durante los estadios 1
y 2 del kindling amigdalino e hipocampal en ratas son similares a las crisis parciales con origen
temporal en humanos, 2) los patrones de poli-espigas sobre el EEG son similares a los
observados en humanos, 3) los farmacos anticonvulsivos para el tratamiento de las crisis
convulsivas en humanos es efectiva cuando se aplica a los animales sometidos a kindling, 4) la
presencia de espigas inter-ictales en el EEG, 5) los cambios permanentes en la excitabilidad del
sistema nervioso que persiste a lo largo del tiempo, y finalmente 6) la efectividad del modelo

sobre primates no humanos (Sato, Racine y McIntyre, 1990).

Se ha observado que el kindling provoca cambios en los sistemas de neurotransmisores, en
los mecanismos presinapticos y postsinapticos, en los mecanismos gliales, en los mecanismos de

los segundos mensajeros, alteraciones en el sistema peptidérgico (MclIntyre, 2006).
C. Modelo Quimico

Existen modelos quimicos que replican algunas de las caracteristicas de la epilepsia o crisis
epilépticas en humanos. Los farmacos pueden ser administrados directamente sobre un area

cerebral o de manera sistémica a través de la circulacion sanguinea, generalmente intraperitoneal.

Los farmacos son agentes excitatorios que pueden bloquear la actividad de neuronas

inhibitorias o favorecer la actividad de neuronas excitadoras. Entre estos farmacos podemos
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mencionar a aquellos que actiian sobre el sistema glutamatérgico, opiaceo, colinérgico, o

GABAérgico.

La pilocarpina es un agonista del receptor para acetilcolina que permite modelar la ELTM, el
protocolo tipico involucra la administracion intraperitoneal entre 350-385 mg/kg,
aproximadamente 45 minutos después se pueden observar cambios conductuales y del EEG que

corresponden a crisis convulsivas.

El 4cido kainico es un farmaco que actiia sobre el receptor a glutamato favoreciendo la
actividad excitatoria, se ha observado que dosis entre 10-18 mg/kg provocan conductas
estereotipadas como detenimientos subitos, movimientos ritmicos de la cabeza, hasta desarrollar

crisis convulsivas.

El modelo quimico con PTZ, el cual es un farmaco que disminuye la actividad GABAérgica
en el sistema nervioso, es un antagonista no competitivo del receptor GABAA que al interactuar
con el sitio de union a picrotoxina provoca una disminucién en la conductividad de los canales
de CI" (Bazyan, 2002), en consecuencia hay un aumento en la exitabilidad del sistema nervioso
que permite recrear crisis epilépticas que pueden ser convulsivas o no convulsivas, dependiendo
la dosificacion. En la figura 3 se puede observar un esquema del receptor a GABAA4 y sus sitios

de uniodn.
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Benzodiazepinas CI

Picrotoxina

Figura 3. El receptor a GABAA4 consiste en cinco subunidades que forman el canal que conduce el ion Cl,
también se puede observar los sitios de unidon a picrotoxinas, benzodiacepinas, barbitiricos y GABA, los cuales
modulan la actividad de este receptor.

Las crisis no convulsivas se desencadenan al administrar dosis entre 20-40 mg/kg en
donde se pueden observar DEO, que son caracteristicas de las crisis no convulsivas o de
ausencia, ademas se pueden observar cambios conductuales que mimetizan los signos y sintomas
clinicos que se observan en los humanos. Estos cambios son pérdida de la conciencia,
detenimientos subitos con la mirada fija, ligeros temblores de musculos faciales. Por otro lado,
en dosis altas que corresponden a 50 mg/kg, se observa la aparicion de crisis convulsivas tonico-

clonicas.
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El PTZ se ha usado como agente convulsivo desde 1926 (Ramon-Morales et al. 2012),
inicialmente fue administrado como un -cardio-estimulante, sin embargo por su accion
estimulante sobre el sistema nervioso comenzd a usarse como modelo experimental de crisis

epilépticas.

Dentro de este modelo existen dos formas de desencadenar las crisis epilépticas, por un lado
el modelo agudo que consiste en la aplicacion intraperitoneal de una dosis mayor a 50 mg/kg y el
modelo cronico que consiste a aplicar dosis subconvulsivas de 20 y hasta 40 mg/kg diariamente,

a este modelo se le conoce como kindling quimico.

1. Modelo agudo con PTZ

La administracion de dosis mayores a 50 mg/kg desencadena CGTC, que se caracterizan por
la aparicion de espigas y poliespigas de gran amplitud de manera sincronica en el EEG, el cual se
correlaciona con pérdida de la postura, movimientos musculares involuntarios bruscos, seguidos

de una extension tonica de las extremidades.

En un modelo agudo en ratas de dos meses de edad Aniol et al. (2013), encontraron que una
sola dosis de 70 mg/kg de PTZ provocé un deterioro de la memoria a corto plazo; siendo mayor
entre70 y 90 dias y que la latencia para la CGTC fue de dos minutos mientras que la duracion de

las crisis fue de alrededor de 10 minutos.

Por otro lado, se ha observado que la administracion en dosis subconvulsivas reproduce los
signos y sintomas de las CGA, mientras que en dosis altas ocurren crisis convulsivas y en dosis
superiores se desencadena estado epiléptico (EE), que es la forma mas grave de crisis epilépticas

(Ito, Hori, Yoshida y Shimizu, 1977).

Se ha observado que la administracion, gradual y con intervalos cortos de tiempo, de PTZ
favorece la aparicion de crisis no convulsivas, convulsivas y EE, la ventaja de este protocolo
reside en poder controlar la intensidad y la duracion del EE (Nehlig y de Vasconcelos, 1996).En
un protocolo de administracion con una dosis inicial de 20 mg/kg y posteriores dosis de 10
mg/kg, cada 15 minutos, Luttjohann, Fabene y van Luijtelaar, (2009), lograron caracterizar los
cambios en la conducta y EEG durante el desarrollo de una crisis epiléptica; estos cambios se

pueden observar en la tabla 3.
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Estadios Severidad de las crisis

1. Detenimientos suaves y/o detenimientos sin respuesta a estimulos externos.

2. Sacudidas faciales con temblores en hocico u hocico y ojos.

3. Sacudidas de cuello.

4. Crisis clonica en posicion sentada.

5. Convulsiones con crisis tonicas o tonico-clonicas echadas sobre su panza con o

sin crisis puramente tonicas.
6. Convulsiones con crisis tonicas o crisis tonico-clonicas con pérdida de la

postura con o sin brincos salvajes.

Tabla 3. Se muestra la relacion entre la conducta y el desarrollo de una crisis generalizada, escala modificada de
Racine.

2. Modelo cronico con PTZ

Se ha observado que la administracion cronica de dosis subconvulsivas sensibiliza el sistema

nervioso y disminuye el umbral para desencadenar CGTC.

Al medir la expresion de la proteina c-FOS, la cual permite medir la actividad celular, asi
como cambios en la expresion génica y su transcripcion durante los cambios plasticos
neuronales, se ha observado un aumento en el nucleo accumbens, corteza prefrontal, piriforme y
el estriado durante los estadios 1 y 2 comparado con animales control; durante el estadio 3 y 4 se
observo un aumento en el niicleo central de la Am, nucleo lateral septal, sin embargo el cambio
mas importante se observo durante el estadio 5 en donde se presentd un aumento de la actividad
c-FOS en el nucleo central y basolateral de la Am, giro dentado, corteza entorrinal, piriforme y
prefrontal (Szyndler et al. 2009).Estos resultados demuestran una progresiva sensibilizacion de
grupos neuronales implicados en la epilepsia, siendo las estructuras del 16bulo temporal medial
las que presentan mayor actividad c-FOS durante estadios 4 y 5 que corresponden a crisis

generalizadas.
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Por otro lado, Maciejak et al. (2010) midieron la concentracion de animoacidos en siete
estructuras cerebrales de ratas sometidas a la administracion de PTZ en dosis subconvulsivas
cada 24 horas hasta conseguir crisis convulsivas, se encontrd que hubo un aumento en la
actividad de glutamato y alanina en la Am, Hip, asi como un aumento de GABA y glutamato en
la corteza entorrinal, concluyendo que durante el desarrollo de las crisis hay un progresivo
reclutamiento de estructuras limbicas, formando circuitos que favorecen la generalizacion de las

crisis convulsivas.

En otro trabajo, Cremer et al. (2009) encontraron que animales tratados con PTZ cada 48
horas durante 14 dias presentaron una disminucién en los sitios de unién a kainato, un aumento
en los sitios de unién al receptor NMDA en Am, Hip, giro dentado, corteza entorrinal,
somatosensorial, granular y piriforme; aunque no hubo diferencias en la densidad a receptores a
AMPA, GABAA y GABAR supone una desregulacion en los sistemas excitadores e inhibidores

del sistema nervioso después de una CGTC provocada con PTZ. Figura 4.
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Figura 4. Auto-radiografias a color de los receptores a kainato, NMDA, GABA, y benzodiacepinas. La barra de
colores muestra la densidad de proteina en fmol/mg. Las imagenes de la derecha son los cambios con PTZ
comparado con el grupo control a la izquierda. Tomada y modificada de Cremer et al (2009).
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IV. ESTIMUALCION ELECTRICA DEL NERVIO VAGO

A. Anatomia

El nervio vago (NV) es el décimo par craneal, tiene su origen en la médula oblongada y se
considera mixto ya que estd compuesto de fibras motoras, sensitivas y vegetativas (Krahl y
Clark, 2013). El 80% consiste en fibras aferentes. El1 90% de estas aferencias y el 70% de las
eferencias son fibras tipo C no-mielinizadas, mientras que el resto son fibras mielinizadas A y B

(Paintal, 1973).

El principal relevo del NV hacia el cerebro anterior es el nticleo del tracto solitario (NTS), el
cual proyecta de manera directa hacia Am (Otterson, 1981; Zardetto, Smith y Gray, 1990),
corteza prefrontal (Saper, C.B., 1982), Hip, hipotalamo y ntcleo dorsal del rafe (NDR) (Rutecki,
1990) e indirectamente al tdlamo mediante el complejo parabraquial (PBL) y al Locus Coeruleus
(LC) a través de los nucleos paragigantocelular y prepoésito del hipogloso (Ruffoli, 2011). Figura
5.

Conex

Figura 5. Se muestra una representacion esquematica de las proyecciones eferentes del nervio vago. El nucleo
del tracto solitario conecta directamente con el hipotalamo hipocampo, amigdala y nicleo dorsal del rafe; de manera
indirecta con el talamo y la corteza. También se observa el niicleo motor dorsal. Tomada y modificada de Rutecki
(1990).
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B. Antecedentes

Los primeros datos obtenidos en un laboratorio sobre los efectos del NV fueron en 1838 por
Volkmann, quien reportdé una acciéon depresora sobre la actividad contractil del corazéon y
posteriormente los hermanos Weber en 1845 dieron origen al concepto de “inhibicion” (Jiménez-

Estrada, 1998).

A finales del siglo XIX, James Leonard Corning, desarroll6 una serie de instrumentos para el
tratamiento de la epilepsia con base en la teoria propuesta por Hillier Parry en 1792, quien
proponia que las crisis convulsivas y las cefaleas eran trastornos causados por un exceso de
fluido cerebral. Corning observd que la compresion digital de la arteria carétida tenia un efecto
abortivo sobre las crisis. Desarrolld dos instrumentos para la compresion temporal y prolongada
de la arteria cardtida como tratamiento profilactico de la epilepsia, también observo otros efectos
de la compresion de la cardtida en sus pacientes, como midriasis, ptosis, vértigo, somnolencia,
confusion, sincope y deglucion. Posteriormente, combiné la compresion arterial con la aplicacion
transcutanea de corriente directa al NV y los nervios simpaticos cervicales. Encontrd que esta
combinacion tenia los mismos efectos sobre la epilepsia que la compresion de la cardtida sola.
Corning, en 1884, concluyd que este tratamiento tenia un gran valor terapéutico para la epilepsia

(Lanska, 2002).

C. Efecto anticonvulsivo

Se ha demostrado el efecto anticonvulsivo de la EENV en modelos de crisis parciales
complejas, crisis generalizadas y modelos experimentales de epilepsia del 16bulo temporal
(Aalbers et al. 2011). Asi como su efecto antiepiléptico, en un modelo de EE (Treiman, 2007).
Sin embargo, en un modelo genético de CGA, Dedeurwaerdere et al. (2004), observaron que las

DEO aumentaban su duracion después de la estimulacion aguda del NV.

Los primeros trabajos que mostraron efectos antiepileptogénicos utilizando la EENYV,
Zanchetti, Wang y Moruzzi (1952) mostraron que la EENV tenia efectos inhibitorios en un

modelo experimental de epilepsia en la corteza frontal del gato.

Woodbury y Woodbury (1990), probaron el efecto de la EENV sobre las crisis inducidas por
metrazol, electrochoque maximo y acido 3-mercaptopropionico en la rata. Mostraron que las

crisis se inhibieron con frecuencias de 10-20 Hz, pulsos de 0.5-1 ms y con intensidades de 0.2-
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0.5 mA/mm?. Estos resultados relacionaron las fibras del tipo C con el efecto anticonvulsivo de
la EENV. Sin embargo, Krahl, Senanayake y Handforth (2001) reportaron que la destruccion de

las fibras C no altero la supresion de las crisis epilépticas provocadas por la EENV.

Zabara (1992) sugiri6 que la EENV podia ser efectiva para prevenir las crisis convulsivas en
pacientes farmacoldgicamente intratables. Encontrd una inhibicién parcial y total de las crisis
cuando utilizaba frecuencias de 30-100 Hz, pulsos de 0.2-1.0 ms; establecié que los parametros
con mayor eficacia anticonvulsiva se presentaron con frecuencias de 20-30 Hz, pulsos de 0.2 ms

y corrientes de salida de 3.5-7 mA.

Con el modelo de kindling amigdalino, Fernandez-Guardiola et al. (1999) comprobaron la
eficacia de la EENV, mostrando que ésta retarda la generalizacion de las crisis epilépticas, su
duracion y frecuencia, ademas de que no presentaron una evolucidon progresiva. En este mismo
modelo, Rijkers et al. (2009) estimularon el NV de manera aguda, en ratas con epilepsia en un
intento por mimetizar las condiciones clinicas, encontrando una reduccion de la duracion de las

crisis y un aumento en la latencia para las crisis generalizadas.

En la préctica clinica, se ha encontrado que la efectividad de la EENV incrementa en relacion
al tiempo de estimulacion. Elliot et al. (2011) hicieron un seguimiento a 65 pacientes con EENV
encontrando que después del primer afio con EENV hubo una disminucion del 52.1% de la crisis
epilépticas, ademas mostraron que la efectividad de la EENV comienza a ser estable después de
dos afios de estimulacion, llegando a reducir las crisis epilépticas en un 75.5% a los 10 afios de

estimulacion.

Resultados similares encontraron Haiyang et al. (2009) en un seguimiento de tres afios con
ocho pacientes con epilepsia refractaria, mostraron que la efectividad de la EENV comienza a ser
significativa al afo de estimulacion reduciendo en 62.5% la frecuencia de las crisis epilépticas;
de manera interesante también reportaron que durante los primeros seis meses de estimulacion

no hay cambios significativos en la reduccion de las crisis epilépticas.

D. Mecanismos anticonvulsivos

El efecto antiepileptogénico del NV se da a través de las proyecciones hacia el cerebro
anterior, siendo los sistemas serotoninérgicos, noradrenérgicos y GABAérgicos los principales

involucrados en el efecto antiepileptogénico.
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Weiss, Lewis, Jiménez-Rivera, Vigil y Corcoran (1990) mostraron que la estimulacion
eléctrica del LC retrasa las crisis convulsivas experimentales, y que el agotamiento de la
noradrenalina (NA) facilita el proceso del kindling. Mas tarde, Krahl, Clark, Smith y Browning
(1998), mostraron que la inactivacion temporal del LC con lidocaina suprimia el efecto

anticonvulsivo de la EENV.

Raedt et al. (2011), estimularon el NV e inyectaron pilocarpina de manera topica en el Hip
izquierdo para provocar crisis epilépticas, encontrando que ésta provocaba un decremento en la
latencia para la aparicioén de las primeras crisis asi como en la duracion de éstas; para comprobar
que el mecanismo implicaba las vias noradrenérgicas se administré un antagonista de NA y el
efecto de supresion de las crisis se vio revertido. Estos resultados sugieren que el efecto
anticonvulsivo de la EENV puede ser por un aumento en la liberacion de NA, globalmente o en

algunas estructuras especificas del cerebro.

Walker, Easton y Gale (1999), demostraron que el aumento en la neurotransmision
GABA¢érgica o la disminucidn en la neurotransmision glutamatérgica en la porcion medial del
NTS reduce la gravedad de las crisis limbicas provocadas por la aplicacion topica de metrazol o
bicuculina en el area fempestas, asi como las provocadas sistémicamente. Esto sugiere que la
EENV puede cambiar el balance relativo de excitacion/inhibicion en el NTS, en el cual el

componente inhibitorio puede ser méas prominente por la estimulacion repetida.

Magdaleno-Madrigal et al. (2002), demostraron que la estimulacion eléctrica del NTS de
manera concomitante con el kindling eléctrico amigdalino en el gato, provoco un retardo en la
generalizacion de la actividad convulsiva. Encontraron que el efecto anticonvulsivo de la
estimulacion eléctrica del NTS es de larga duracion; posteriormente estimularon la porcion
medial por seis dias, previo a la estimulacion en Am, y encontraron que también provocaba un
efecto protector en la propagacion del kindling amigdalino. De manera contraria, la estimulacion
en el area tegmental lateral, aceleraba el proceso de kindling y provocaba mayor tiempo en la

postdescarga (Magdaleno-Madrigal et al. 2010).

Por otro lado, se sabe poco acerca de la participacion que el NRT en los mecanismos
anticonvulsivos de la EENV, en un trabajo anterior se habia reportado que la EENV promovia la
expresion de ARN mensajero que codificaba para la subunidad alfa 1 del receptor GABA en el

NRT (Zhang y Zhang, 2002), en un modelo genético de CGA se observé que la EENV promovia
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la aparicion de las DEO (Dedeurwaerdere et al. 2004) y recientemente se observo en un modelo
de kindling en gatos que la EENV cuando se administra durante el ler estadio, en la escala de
Racine, tiene efectos antiepileptogénicos, sin embargo este efecto se pierde si se administra en
estadios posteriores, ademés de que se correlacion6 con la aparicion de DEO (Magdaleno-
Madrigal et al. 2014). Por otro lado se sabe que gran parte de las aferencias hacia la corteza
pasan a través del tdlamo y que el NRT es un importante ntcleo que participa en la

sincronizacién de la actividad cortical a través del talamo (Pinault, 2004).

La efectividad de la EENV se ha explicado a través de proyecciones del tallo cerebral hacia
la corteza, sin embargo no hay trabajos que describan de qué manera se modifica el efecto
antiepileptogénico de la EENV cuando el NRT, parte del circuito cortical-talamo-cortical, esta

lesionado.

Nuestro trabajo pretende explicar como se modifica la efectividad del NV sobre crisis

convulsivas y no convulsivas cuando el NRT ha sido lesionado previamente.
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Planteamiento del problema

La epilepsia es el trastorno neurologico croénico mas comun en el mundo que afecta a
individuos de todas la edades, se estima que 50 millones de personas la padecen en el mundo
(Banerjee, Filippi y Hauser, 2009), mientras que en México se calcula una prevalencia de 3.9
personas por cada 1000 (Quet et al. 2011); y mas de una tercera parte de estos pacientes son

refractarios a los farmacos (Marras et al. 2013).

Actualmente, la EENV es una terapia alternativa que ha demostrado tener efectividad
para disminuir las CGTC en pacientes refractarios (Haiyanget al. 2009), sin embargo, ain se
desconocen los mecanismos a través de los cuales tiene su efecto, asi como qué parametro de
estimulacion (continua o intervalos) es mas efectivo sobre crisis epilépticas. Se ha observado que
después de la EENV hay un aumento en la densidad de receptores de GABAA en la corteza
(Marrosu, et al. 2003), por otro lado, el NRT se ha relacionado con la generacion de ritmos
patogénicos como las DEO, ademas de ser la principal fuente de proyecciones GABA¢érgicas
dentro del circuito cortico-talamo-cortical, sin embargo se desconoce si el NRT es parte del

mecanismo antiepileptogénico de la EENV.

El presente trabajo pretende conocer si la lesion del NRT interfiere con el efecto
antiepileptogénico de la EENV, qué efecto tiene sobre crisis convulsivas y no convulsivas, y qué

papel tiene el NRT en el efecto antiepileptogénico de la EENV.
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Objetivo general
Analizar el efecto que tiene la EENV sobre las crisis no convulsivas y convulsivas
provocadas por PTZ, y la relacion que guarda el NRT como parte del mecanismo

antiepileptogénico de la EENV.

Objetivos particulares
1. Identificar los cambios conductuales posteriores a la EENV
2. Identificar los cambios conductuales posteriores a la lesion del NRT rostral
3. Analizar la relaciéon que guarda la lesion del NRT sobre el efecto antiepileptogénico y

anticonvulsivo de la EENV

Objetivos especificos

1. Describir el efecto de la estimulacion continua sobre el nimero de DEO, la latencia,
duracion y severidad de las CGTC

2. Describir el efecto de la estimulacion intervalos sobre el numero de DEO, la latencia,
duracion y severidad de las CGTC

3. Cuantificar el efecto de la lesion del NRT sobre el nimero de DEO, la latencia, duracion
y severidad de las CGTC

4. Describir el efecto de la EENV sobre el estado epiléptico

Hipotesis

1. Las ratas con EENV presentaran un aumento en el nimero de DEO

2. Se observara un retraso en la aparicion de la CGTC, asi como su duracion en las ratas que
recibieron EENV

3. Laseveridad de la CGTC serd menor en ratas con EENV comparado con las ratas control

4. La EENV continua tendra un efecto mas robusto sobre las CGTC y las DEO comparado
con la EENV a intervalos

5. El efecto de la EENV sera menos robusto en ratas con lesion sobre el NRT
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V. METODO

Todos los experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio de Neurofisiologia del Control y
la Regulacion de la Direccion de Investigaciones en Neurociencias del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramon de la Fuente Muiiiz, se siguieron las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio de la Norma Oficial Mexicana de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo rural, Pesca y Alimentacion NOM-062-ZOO-
1999.

Sujetos

El estudio se realiz6 en ratas macho de la cepa Wistar de entre 280 y 320 g de peso,
nacidas y criadas en el bioterio del Instituto. Tuvieron acceso a comida y agua ad libitum, con
ciclo luz/oscuridad de 12 horas y temperatura constante de 22 °C. Todos los experimentos se

llevaron a cabo entre las 10:00 y las 17:00 h.

Material
e Electrodos bipolares de acero inoxidable manufacturados a la medida
e Tornillos de acero inoxidable para registro epidural
e Generador de lesion por radiofrecuencia Radionics
e Estereotaxico y torres David Kopf
e Cera de hueso
e Acrilico dental Nic-Tone
e Conectores a medida hembra y macho
e Instrumentos para cirugia
¢ Hidrocloruro de ketamina
e Hidrocloruro de xilacina
e Pentobarbital sédico
e Amplificadores Grass modelo 78D
e Estimulador Grass S88
e Unidad de aislamiento Grass
e Interfase sistema Adq8ch

e Sutura estéril Seda Negra Trenzada 6-0 Atramat
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e Computadora de registro DELL

e Software Adq8ch para andlisis de sefial EEG

e (Céamara de video Sony Cybershot W32(0 adaptada a una tarjeta digital de PC para
almacenar los videos en una computadora PC

e Micrétomo Leica

e Paquete estadistico SPSS version 15

Variables

Variables dependientes

Descarga espiga onda (DEQ): descarga epileptiforme caracteristica de las CGA, se
caracteriza por una espiga (despolarizacion) de gran amplitud con duracion alrededor de 40 ms y

una onda (hiperpolarizacion) de baja amplitud con duracion de 100 ms.

Se tom6 en cuenta la aparicion de un conjunto de descarga espiga-onda con duracién
igual o mayor a un segundo; que su amplitud fuera el doble que la actividad basal del EEG, y que
se correlacionara con detenimientos en la rata. En la figura 6 se muestra un ejemplo

representativo de la DEO que se tomd en cuenta para el analisis.
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Figura 6. Se muestra un trazo representativo de la descarga espiga-onda durante la administracion de PTZ.

Severidad de la CGTC: se refiere a la relacion entre los cambios en la conducta y el EEG
durante el desarrollo de la crisis generalizada tonico-clonica. Existe una relacion entre las
descargas paroxisticas y sus correlatos clinicos, a mayor duracion, amplitud y complejidad

morfologica la severidad es mayor.

Se tomod en cuenta la relacion de los estadios conductuales de acuerdo a la escala

modificada de Racine y el inicio de la crisis generalizada.
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Latencia de la CGTC: es el periodo comprendido entre la administracion de la primera

dosis de PTZ y el inicio de la CGTC.

Latencia para EE: es el periodo comprendido entre la administracion de la primera dosis
de PTZ y el inicio del estado epiléptico. Se define como una condicion epiléptica aguda que se
mantiene durante cinco minutos o mas, caracterizada por crisis continuas o intermitentes sin que

el animal logre recuperarse o responda a estimulos entre crisis.

Se consider6 el tiempo intervalo entre la aplicacion de la primera dosis de PTZ y la
aparicion de una crisis generalizada con duracién minima de cinco minutos sin que el animal

lograra recuperarse o responder a estimulos.

Numero de dosis de PTZ para desencadenar CGTC y EE: el nimero de dosis para
desencadenar una crisis generalizada o estado epiléptico. Se consider6 el acumulado de dosis

necesarias para que el animal desarrollara la CGTC.

Variables independientes

Lesion de la porcion rostral del NRT: es un daiio o destruccion de una porcion del tejido
cerebral. La lesion por radiofrecuencia consiste en el paso de corriente alterna de alta frecuencia
por medio de la punta de un electrodo dirigida al nucleo diana, el calor producido por la corriente

destruye el tejido alrededor del electrodo.

Se consider6 lesion, cuando el tejido alrededor del electrodo habia desarrollado gliosis, lo
que indica que hubo un dafio en el tejido y que células gliales proliferaron como resultado del

mismo.

EENV intermitente: consiste en la aplicacion de impulsos eléctricos sobre el NV, con una
frecuencia de 30 Hz, ancho de pulso de 0.5 ms, con una corriente de salida entre los 1.4 mA y
2.8 mA, con un protocolo ON de 60 segundos y OFF de cinco minutos; el estimulo se repite 10
veces. Esta estimulacion produce contracciones abdominales, reflejo de masticacion, bostezos y

cambios sobre la frecuencia respiratoria.
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En el experimento se considerd la aplicacion de 10 trenes de EENV, se observd que los
animales tuvieran cambios en la frecuencia respiratoria, presentaran contracciones abdominales,

reflejo de masticacion y bostezos.

EENV continua: consiste en la aplicacion de impulsos eléctricos sobre el NV, con una
frecuencia de 30 Hz, ancho de pulso de 0.5 ms, con una corriente de salida entre los 1.4 mA y
2.8 mA, con un protocolo ON de 60 minutos continuos, s6lo se administré un tren. Esta
estimulacion produce contracciones abdominales, reflejo de masticacion, bostezos y cambios

sobre la frecuencia respiratoria.

En el experimento se consider6 la aplicacion de un tren de EENV, se observo que los
animales tuvieran cambios en la frecuencia respiratoria, presentaran contracciones abdominales,

reflejo de masticacion y bostezos.

Dosis de PTZ: consiste en la administracion via intraperitoneal del farmaco convulsivo a
una relacion de 10 mg/kg diluida en 1 ml de solucidon salina. Después de la primera dosis se
pueden observar cambios en el EEG y conducta relacionados con la instalacion de una crisis

epiléptica.

Se consider6 una dosis inicial de 20 mg/kg diluida en 2 ml de solucién salina y las
posteriores fueron de 10 mg/kg. Se observo la relacion entre los cambios conductuales y el EEG

de acuerdo a la escala modificada de Racine.

Modelo experimental de crisis epilépticas
La aplicacién sistémica de PTZ, antagonista GABAA, en dosis bajas desencadena CGA,

mientras que en dosis altas se observan CGTC.

En este experimento se administré una dosis inicial de 20 mg/kg, considerado el tiempo
cero, y posteriormente se administraron dosis de 10 mg/kg con intervalos de 15 minutos hasta

conseguir la CGTC.

Este método permite observar la evolucion conductual y paroxistica de las crisis
generalizadas. En las primeras dosis se pueden observar las CGA con su componente DEO, y
con dosis acumuladas se pueden apreciar espigas de gran amplitud que se correlacionan con

mioclonias y posteriormente la aparicion de las CGTC.
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En la tabla 3 se muestra la intensidad de las crisis generalizadas de acuerdo a la escala
modificada de Racine (Luttjohannet al. 2009), los estadios 1, 2 y 3 corresponden a crisis
generalizadas no convulsivas, mientras que los estadios 4, 5 y 6 corresponden a crisis

generalizadas convulsivas.

Procedimiento quirurgico
Las cirugias se llevaron a cabo en ratas anestesiadas con una mezcla de ketamina (100
mg/kg) y xilacina (100 mg/kg). Una vez terminada la cirugia, las ratas fueron colocadas de forma

individual en cajas de acrilico (50 cm x 27 cm x 30 cm) para su recuperacion por 7 dias.

Las ratas fueron divididas aleatoriamente en tres grupos:1) grupo lesion (n=4), se lesiono
con radiofrecuencia durante 10 minutos con un voltaje de 5 volts los ntcleos reticulares del
talamo (AP -1.44, L 2.0, DV 6.2); 2) grupo sham (n=4), solo se dirigieron los electrodos a las
mismas coordenadas durante 10 minutos sin prender el lesionador; 3) grupo control (n=4), s6lo
se implantaron tornillos de registro epidurales en huesos frontales y parietales. A los animales de
los grupos lesion y sham se les implantéd un electrodo —disefiado en nuestro laboratorio- en el NV
izquierdo; posteriormente se implant6 estereotaxicamente electrodos hacia el Hip (AP -3.6, L
2.0, DV 3.5), y el nacleo posterior del tadlamo (AP -3.6, L 2.0, DV 5.4). Finalmente se colocaron
tornillos de registro epidurales en los huesos frontales y parietales. Todo el conjunto se soldo a

un conector macho y se fijo al craneo con acrilico dental.

Procedimiento experimental

Después del periodo de recuperacion, las ratas fueron llevadas a una caja de registro en
donde se administré la EENV intermitentemente (1min on/5 min off) o continuamente durante
60 minutos. Posteriormente se administré6 PTZ en dosis bajas cada 15 minutos hasta conseguir la

primera CGTC.

Los animales se registraron bajo las siguientes condiciones experimentales: dia 1, s6lo
ENV intermitentemente; dia 2, ENV intermitentemente + PTZ; dia 3, ENV continua + PTZ; dia
4, s6lo PTZ. En la figura 7 se muestra una relacion temporal sobre las condiciones

experimentales.
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El registro EEG se realizé durante todo el experimento, se utilizaron filtros de 3-100 Hz.
La sefial fue adquirida mediante un amplificador GRASS 78D, digitalizada mediante un sistema
de adquisicion Adq8 disefiado en nuestro laboratorio (Ferndndez-Mas et al. 1998, Valdés-Cruz et
al. 2008) para uso especifico, finalmente la sefial se almacen6 en una unidad de disco duro para

su analisis fuera de linea.

Una vez terminado el experimento las ratas recibieron una dosis letal de pentobarbital
sodico, posteriormente recibieron perfusion intracardiaca con solucion salina al 0.9% y buffer de
fosfatos con formol 10% para fijar el cerebro. Finalmente se extrajo el cerebro y se almacend

para su verificacion histologica.
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Figura 7.Se muestra la relacion temporal durante el experimento. Cada grupo fue sometido a las mismas
condiciones experimentales, durante el dia 1 y 2 se observa la condicion de EENV intermitente, para el dia 3 las
ratas recibieron EENV continua y finalmente, el dia 4 ninguna rata recibio6 EENV. Todos los grupos durante el dia 2,
3 y 4 recibieron PTZ en dosis bajas hasta conseguir la 1lra CGTC. Durante el dia 4 fueron llevadas hasta estado
epiléptico.
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Disefio experimental
Se emple6 un disefio experimental factorial (disefio con dos o mas variables

independientes) mixto (inter-grupos e intra-grupos).

El experimento se realizd con tres grupos, llamados control, lesion y sham; cada grupo
recibio tres condiciones de tratamiento, EENV intermitente, EENV continua, sin EENV, en la

tabla 4 se observa un esquema del disefio.

Se utilizo ANOVA para comparar las medias, para cada tratamiento, entre-grupos e intra-
grupos de las siguientes variables dependientes: latencia para 1ra CGTC y EE, nimero de dosis
para CGTC y EE, severidad de las CGTC; para determinar si habia diferencia estadisticamente

significativa entre los tratamientos se considerd un valor de P < 0.05.

Tratamientos
EENV EENV Sin EENV
intervalos continua

Control X X X
o)
S
3 Sh X X X
G am )

Lesion X X X

Tabla 4. Se observan los grupos y los tratamientos para el andlisis estadistico ANOVA, se realizd un
analisis entre grupos e intra grupos.
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Para analizar el efecto de los tratamientos sobre las DEO entre-grupos e intra-grupos se
utiliz6 ANOVA de medidas repetidas, en la tabla 5 se observa un esquema del disefio. Consistio
en medir el nimero de DEO para cada intervalo entre dosis de PTZ dentro de cada sujeto,
posteriormente se compararon las medias poblacionales con las condiciones tratamientos, grupos
y dosis de PTZ; para determinar diferencias estadisticas entre los tratamientos se considerd un

valor de P <0.05.

Factores
Grupo Dia dosis
Sujeto 1 Gn_D,_d, G,_D,_d, Gn-D,_d,
Sujeto 2 Gn_D,_d, G,_D,_d, Gn,-D,_d,
Sujeto 3 Gn_Dy,_d, G,_D,_d, Gn,-D,_d,
Sujeto 4 G,_D,_d, G,-D,_d, G,_D,_d,

Tabla 5. Se observan los factores que se compararon para el ANOVA de medidas repetidas, se observa el
factor grupo “G” (control, lesién, sham), dia “D” (EENV intermitente, EENV continua, sin EENV) y dosis “d”
(primera, segundayterceradosis). Cada sujeto tuvo las mismas condiciones experimentales.
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Resultados

Histologia

10 animales del grupo lesion recibieron corriente alterna de alta frecuencia dirigida al
NRT en la porcion rostral, solo en 4 animales la posicion del electrodo estuvo en sitio. En la
figura 8 se observa un corte coronal con tincién de Nissl de 40 um a 1.44 mm posterior a
bregma, se puede observar el NRT, que rodea al tdlamo ventral, a lado del nucleo basal de
Meynert, globo palido externo y putamen. En los recuadros rojos se puede identificar la lesion,
se mira un color mas profundo caracteristico de la proliferacion de glia, en un acercamiento con

microscopio se puede apreciar el dafio tisular.

The Rat Brain in

Bregma -1.44 mm |
IS [ [ E— NN EEDUNI W N P D . et

Figura 8. Se observa un corte coronal de rata, se aprecia el NRT rodeando al talamo ventral en la porcién
anterior ventral lateral (AVVL), anterior ventral dorsal medial (AVDM), anterior medial ventral (AMV); a un
contado se observan los ganglios basales, nticleo basal de Meyert (B), globo palido externo (EGP) y putamen (CPu).
En el recuadro rojo se observa la lesion en la porcion rostral del NRT. Referencias cartesianas tomadas del atlas de
rata de Paxinos y Watson.
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Conducta

Los animales sometidos a cirugia del NV presentaron ptosis ipsilateral al implante del
NV. Ninguna rata tuvo complicaciones con la cirugia del NV durante el experimento completo.
Durante la estimulacién del NV se observd reflejo de masticacion, bostezos, contracciones
abdominales y un aumento en la frecuencia respiratoria. Estas respuestas se observaron tanto con

la EENV intervalos, como la EENV continua.
Influencia de la EENYV sobre la DEO
Dia 1 EENV intervalos sin PTZ

Después de la EENV intervalos, se observd que las ratas de los grupos lesion y sham
permanecieron la mayor parte del tiempo durmiendo después de la EENV. Las ratas del grupo
control no recibieron EENV ya que solo se implantaron tornillos de registro y no se les implantd

electrodo en el NV.
Dia 2 EENYV intervalos con PTZ

La latencia promedio para la primera DEO fue de 150 #+34 segundos y estuvo

acompafiada de detenimientos subitos en las ratas.

Durante la primera dosis de PTZ se observé un mayor nimero promedio de DEO en las
ratas del grupo lesion (27.66 £23.17) que las ratas del grupo sham (25.00 £27.09) y las ratas del
grupo control (20.75 +£23.18). Para la segunda dosis se observo promedio similar de DEO entre
las ratas del grupo lesion (62.33 +32.77) y las ratas del grupo control (62.50 £40.50), mientras
que las ratas del grupo sham (40.00 +20.46) presentaron menos. Durante la tercera dosis de PTZ,
las ratas del grupo control presentaron un aumento en el nimero de DEO (125.33 +£20.25) en
comparacion con las ratas del grupo lesion (93.25 £40.66) y las del grupo sham (51.00 +44.00)
(figura 9).

Dia 3 EENYV continua con PTZ

Todas las ratas presentaron DEO, la latencia promedio para la 1ra DEO fue de 133.18

+28 segundos.
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Durante la primera dosis, las ratas del grupo control (51.75 £26.13) presentaron mas DEO
comparado con las ratas de los grupos lesion (36.50 £20.01) y sham (38.75 £26.13), durante la
segunda dosis se pudo observar un aumento en el nimero de DEO para todos los grupos, control
(88.00 £36.10), sham (74.00 £29.87) y lesion (63.50 +34.45).Sin embargo siguié observandose
el aumento por parte del grupo control. Durante la tercera dosis se observo que las ratas de los
grupos lesion (90.50 £25.88) y control (115.75 +26.04) tuvieron un aumento de DEO con
respecto a la dosis anterior; no asi para las ratas del grupo sham (45.25 +46.17) que presentaron
una disminucién de DEO comparado con las ratas lesion y control y con respecto a la dosis

anterior (figura 9).
Dia 4 Sin EENV con PTZ

Todas las ratas presentaron DEO. Se observo que la primera DEO apareci6 en promedio a

los 124.50 £36 segundos.

Durante la primera dosis de PTZ se observé que las ratas del grupo sham (48.00 £30.73)
tuvieron un niumero mayor de DEO comparado con las ratas delos grupos lesion (35.25 £17.45)
y control (48.00 +30.73), para la segunda dosis se observé una disminucién de DEO en las ratas
del grupo sham (46.50 £26.71) comparado con las ratas de los grupos control (47.00 £19.79) y
las del grupo lesion (66.50 £19.42), finalmente esta misma tendencia se observo durante la
tercera dosis para todos los grupos sham (43.25 +45.18), control (94.00 £22.62) y lesién (99.50
+24.42)(figura 9).

Para verificar el efecto de la EENV vy la interaccion de los factores dia, grupo y dosis de
PTZ, se realizd un analisis de medidas repetidas. Se encontrd que la condicion dia influye de
manera significativa (F1=109.390, P < 0.001) sobre la DEO, al comparar la interseccion dia-
grupo también hubo diferencia estadistica (F2=62.959, P < 0.001), se aprecia que la EENV a
intervalos y continua incrementé el numero de DEO, se pudo observar que la EENV continua
desencaden6 mayormente la aparicion de DEO, sin embargo la condicion de no estimulacion
también produjo un aumento sobre las DEO, esto puede ser explicado por el efecto acumulado de
las EENV anteriores. Por otro lado, se encontr6 que la condicién dosis influye de manera
significativa (F>=20.801, P < 0.004) sobre el numero de DEO, esto significa que las dosis
acumuladas de PTZ favorecen la aparicion de DEO, sin embargo el grupo sham fue el que menos

cambios tuvo en el nimero de DEO (figura 9).
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Figura 9. Se compara en negro grupo control, en marrén grupo lesion, verde grupo sham. Se observa que la
condicion dosis influye significativamente (F»=20.801, *** P < 0.004) sobre el numero de DEO, se observa un
aumento en el grupo control y lesion. La condicién dia también influye significativamente (F1=109.390, * p <
0.001), al comparar la interseccion dia-grupo también mostrd diferencia estadistica (F»=62.959, ** P < 0.001) sobre
la aparicion de la DEO. Se observa en el grupo control que el nimero de DEO disminuye a lo largo de los dias,
mientras que en el grupo lesion el nimero de DEO va aumentando de un dia a otro. En el grupo sham no se observa
esta tendencia. Se realizd ANOVA de medidas repetidas para el analisis.
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Influencia de la EENYV sobre la CGTC
Dosis para la primera CGTC

El protocolo de administracion de PTZ para cada dia consistido en administrar una dosis
cada 15 minutos hasta que desarrollaran una CGTC. El niimero de dosis permite conocer los
cambios en la irritabilidad del sistema nervioso provocado por la administracion del fdrmaco

convulsivo.

Durante el segundo dia de protocolo, se observo que los animales del grupo control
requirieron mas dosis para desarrollar la CGTC comparados con las ratas delos grupos lesion y

sham.

Durante el tercer dia se observo una diferencia significativa entre las ratas del grupo
control y las ratas del grupo sham (F2,10= 6.685, P < 0.014), en donde las ratas del grupo control
requirieron mas dosis. Para el cuarto dia se observo una diferencia significativa entre el grupo
control y sham (F23 = 6.267, P < 0.029) en donde las ratas del grupo control requirieron mas

dosis para desencadenar la CGTC, no asi para el grupo lesion (figura 10).

Al hacer una comparacion intra grupos se observo que las ratas del grupo lesion en el dia
3 (F2,0 = 10.50, P < 0.045) y en el dia 4 (F20 = P < 0.004), en el segundo dia requirieron mas
dosis de PTZ para desencadenar la primera CGTC, un efecto similar se observd aunque no fue
significativo en las ratas del grupo sham, mientras que en las ratas del grupo control no se
observo este efecto. Este resultado podria deberse a que el efecto protector de la EENV es

dependiente del tiempo (figura 10).
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Figura 10. Se muestran el numero de dosis promedio para desarrollar la Ira CGTC. Se observd que sélo
dentro del grupo lesion la condicion de EENV tenia efectos significativos (F29 = 10.50, ## P < 0.045y Fo9 =# P, <
0.004) sobre el numero de dosis de PTZ para la 1ra CGTC. Al comparar entre grupos se observo que las ratas
control requerian mas dosis que las sham (F; 0= 6.685, ** P < 0.014 y Fo3 = 6.267, * P < 0.029). Se realiz6
ANOVA para el analisis estadistico.

Latencia para la primera CGTC

Durante el segundo dia de protocolo no se encontraron diferencias significativas en la
latencia para la CGTC entre los grupos, no asi para el tercer y cuarto dia, en donde se observo
que la latencia para la 1ra CGTC fue mayor durante el 3er dia para el grupo control en relacion
con el grupo sham (F2,10 = 7.636, P < 0.009), de igual manera durante el 4to dia (F28 =7.756, P <
0.017) (figura 11).

Al realizar el andlisis dentro de los grupos se observo que en las ratas de los grupos sham
y lesion la latencia fue aumentando a través de los dias, siendo significativo para el grupo lesion;
en la figura 11 se observa que la latencia aumentd de manera significativa del dia 3 al dia 2 (F2,
=0.002, P < 0.023) y del dia 4 al dia 2 (F2,0 = 0.002, P < 0.001). Este cambio se puede deber a

que la EENV podria estar retardando la generalizacion de las CGTC, hecho que se observa
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también en las ratas del grupo sham aunque no de manera significativa. De manera contraria en
el grupo control no se observo esta tendencia, lo que respalda la hipdtesis de que la EENV a

través del tiempo tiene efectos protectores contra las CGTC.
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Figura 11. Se muestran la latencia promedio para desarrollar la Ira CGTC. Se observo que solo en el grupo
lesion la condicion de EENYV tuvo efectos significativos (F2,0 = 0.002, ## P <0.023 y F»0 = 0.002, # P < 0.001)sobre
la latencia para la 1ra CGTC. Al comparar entre grupos se observo que la latencia fue mayor para el grupo control
comparado con el sham (F2,10 = 7.636, ** P <0.009 y F,5 =7.756, * P < 0.017). Se realizO ANOVA para el analisis
estadistico.

Duracion de la 1ra CGTC

Cuando se compard la duracion de la 1ra CGTC para el segundo, tercer, y cuarto dia no
se observaron diferencias significativas entre grupos ni intra grupos. El hecho de que s6lo haya
habido cambios sutiles dentro de los grupos en la duracion de la CGTC revela que la condicion

de EENV intervalos o continua no influye sobre la duracion de las CGTC (figura 12).
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Se observa que el grupo lesion tuvo una mayor duracion de la CGTC comparado con el
grupo control y el grupo sham, aunque no de manera significativa, sin embargo las CGTC de los
grupos lesion y sham fueron menos severas, lo que sugiere que la duracion y la instalacion de las

CGTC tienen mecanismos diferentes.
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Figura 12. Se muestra la duracion promedio de la primera CGTC. No se observaron diferencias
significativas entre ni intra grupos.
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Severidad de la CGTC

Al evaluar la severidad de la Ira CGTC segun la escala modificada de Racine, se pudo
observar que dentro del grupo control hubo mas ratas que presentaron un estadio 6, el cual es el
estadio mas severo. Por otro lado, en la tabla 6 se muestra que dentro delos grupos sham y lesion

hubo menos ratas que presentaron estadio 6 durante la EENV continua comparado con el control.

Se observo que ninguna rata con EENV murid, ni en el segundo, ni en el tercer dia de
protocolo, contrario al grupo control en donde dos ratas murieron durante el tercer dia de

protocolo.
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Severidad de la Ira CGTC escala modificada de Racine

EENV intervalos EENV continua Sin EENV
Est4 Est5  Est6 ['Muerte'| Est4  Est5 Est6 Muerte Est4 Est5  Est6

Control 2 1 2 0 0 0 5 2 0 Il k)
Sham 1 1 2 0 1 1 2 0 1 1 2
Lesion 3 0 1 0 0 2 2 0 0 Il 3

Tabla 6. Los niimeros representan la cantidad de ratas durante cada dia que tuvieron un estadio 4, 5 0 6
dentro de una CGTC.

Influencia de la EENYV sobre el EE

Durante el cuarto dia, el protocolo consistidé en continuar administrando dosis de PTZ
hasta que los animales tuvieran EE. El andlisis consistio en comparar la latencia y el nimero de
dosis necesarias para que los animales tuvieran EE. En la figura 13 se observa que no hay

diferencias significativas ni en la latencia ni en el nimero de dosis de PTZ para conseguir el EE.
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Figura 13. Se muestra la latencia para conseguir el estado epiléptico para cada grupo, no se observaron

diferencias significativas.

[48]



Discusion

El presente trabajo se disen6 para observar el efecto agudo de la estimulacion continua y
a intervalos del NV sobre las DEO y CGTC en ratas previamente lesionadas en el NRT. Se
observo que la EENV aumenta las DEO de manera progresiva en el curso temporal, este efecto
puede ser un mecanismo protector contra las CGTC ya que observamos un aumento en la

latencia, asi como en el numero de dosis de PTZ necesarias para la aparicion de la primer CGTC.

La EENV ha mostrado tener efectos anticonvulsivos en humanos (Elliott, et al. 2011;
Haiyang, et al. 2009) y en modelos experimentales de epilepsia (Aalbers, et al. 2011), en
humanos la efectividad se ha relacionado con cambios en la actividad GABAérgica en la corteza
(Marrosu, et al. 2003) y en ratas se ha reportado que la EENV promueve la expresion de ARN
mensajero que codifica para la subunidad alfa 1 del receptor GABA en el NRT, el cual se
correlaciond con una inhibicidn en el desarrollo de crisis provocadas por PTZ(Zhang y Zhang,
2002).Sin embargo, en un modelo genético de crisis de ausencia se observo que la
administraciéon de bicuculina, antagonista GABAA4, sobre el NRT aumenté la duracion de las
DEO (Aker et al. 2002) y que la EENV también aumento6 el nimero de DEO (Dedeurwaerdere et
al. 2004).Recientemente se observd en un modelo de kindling en gatos que la EENV cuando se
administra durante el primer estadio tiene efectos antiepileptogénicos, sin embargo este efecto se
pierde si se administra en estadios posteriores, ademas de que se correlaciono con la aparicion de

DEO (Magdaleno-Madrigal et al. 2014).

En nuestro experimento la disminucién de DEO durante el dia 4 en el grupo control
puede ser un efecto de tolerancia al PTZ, en un trabajo previo se observd que ratas expuestas a
10 inyecciones de PTZ con intervalo de 48 horas entre cada una, presentaron menor duracion de
DEO comparado con las que recibieron solo una (Sierra-Paredes et al. 1989). En ratas sometidas
a kindling quimico se ha observado que la actividad del receptor GABAA acoplado a
benzodiacepinas aumenta durante la primera dosis, no asi cuando los animales han desarrollado
crisis generalizadas resultado de la estimulacién sub-umbral diaria de PTZ (Rocha et al. 1996);

este efecto puede estar participando en la disminucion de las DEO.

Por otro lado, la disminucién de DEO en las ratas sham con EENV puede estar reflejando
un efecto protector de la EENV contra las DEO, el cual se mantuvo aun cuando se quito la

EENV. De manera contraria el aumento de DEO por parte del grupo lesion, cuando se suspendio
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la EENV, puede implicar que la lesion del NRT no permite que el efecto reductor sobre las DEO
se preserve. Este resultado sugiere que la EENV modifica el funcionamiento del circuito cortico-
talamo-cortical durante un estado patoldgico, sin embargo es necesario que el NRT este intacto

para que este efecto pueda mantenerse en el tiempo y sea mas robusto el efecto.

Una segunda hipdtesis puede ser que la lesion del NRT este promoviendo la aparicion de
DEO; en ratas con lesion sobre la porcion rostral se ha observado que después de una lesion
sobre el NRT las ratas presentan descargas parecidas a las DEO de alto voltaje, asociado con
inmovilidad, movimientos ritmicos de las vibrisas, detenimientos, ademas que se interrumpia su
conducta de exploracion (Marini, Ceccarelli y Mancia, 2002). Este resultado sugiere que la
EENYV puede estar inhibiendo la aparicion de las DEO, en las ratas con lesion, sin embargo, una

vez que se deja de estimular el NV, este efecto inhibidor sobre las DEO desaparece.

Un resultado que llam6 nuestra atencion fue que habia una relacioén entre el numero de
DEQO, la latencia y nimero de dosis necesarias para desencadenar la primera CGTC, las ratas que
presentaron mas DEO necesitaron mas dosis de PTZ para la primera CGTC vy la latencia fue
mayor; contrariamente las ratas con menos DEO tuvieron una latencia menor y requirieron
menos dosis de PTZ para provocar la 1ra CGTC; este efecto puede ser resultado de la sobre
activacion del sistema tdlamo-cortical, lo que podria estar provocando un retardo en la

generalizacion de las CGTC.

Las ratas que presentaron mayor latencia para la primera CGTC fueron las ratas control,
contrariamente a las ratas con EENV. Sin embargo, las unicas que presentaron un aumento
progresivo en la latencia y nimero de dosis para la Ira CGTC fueron las ratas sham y lesion que
recibieron EENV, este efecto es resultado de estimular diariamente el NV, lo que demuestra que
el efecto antiepileptogénico es dependiente del tiempo; este resultado es similar al observado en
un modelo de kindling amigdalino en donde se inici6 la EENV concomitante con la estimulacion
amigdalina y se observd que aumento el nimero de estimulaciones necesarias para la Ira CGTC,
de manera contraria cuando se comenz6 la EENV en estadios avanzados en la escala de Racine
se observo que el efecto protector no se presentaba y que esta falta de efectividad se relacionada

con la presencia de espiga-onda (Magdaleno-Madrigal et al. 2014).

En las ratas sometidas a la EENV se observo que las ratas con lesion en el NRT

presentaron un aumento significativo en la latencia para la CGTC, este resultado puede ser efecto
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de la lesion del NRT, en un modelo de kindling hipocampal se observo que la estimulacion en la
porcion rostral del NRT detuvo la generalizacion de las crisis convulsivas, a través de la
modulacion del sistema tadlamo-cortical, se sabe que el NRT participa en el desarrollo de las
crisis no convulsivas a través de inhibir las neuronas de relevo del talamo, durante las DEO las
células de relevo talamo-corticales presentan potenciales postsinapticos inhibitorios debido a la
activacion de neuronas GABAergicas locales (Nanobashvili et al. 2003; Pantoja-Jiménez,

Magdaleno-Madrigal. Almazan-Alvarado y Fernandez-Mas, 2014).

Al comparar la duracion de la CGTC no se observo ninguna diferencia significativa entre
los grupos, este resultado permite ver que la EENV no interfiere en el mecanismo que mantiene
la CGTC, estos resultados son similares a los reportados en ratas que fueron recibieron EENV
previo al inicio de una CGTC, en donde se observd que no hubo diferencias entre ratas

estimuladas, sham y control (Rijkers et al. 2010).

A pesar de no haber cambios durante la estimulacion dentro de los grupos, se observo una
tendencia en las ratas sham y lesion del NRT a presentar un aumento en la duracion de la CGTC,
este efecto puede deberse a la manipulaciéon del NRT, ya en ambos grupos se observo este

aumento.

Cuando se compar¢ la intensidad de la CGTC se observd que hubo mas ratas control que
presentaron un estadio 6, comparado con las ratas con EENV, este resultado refleja el efecto
protector contra las CGTC, un resultado que llam¢é nuestra atencion fue que en el grupo control
hubo dos ratas que murieron durante el tercer dia de experimento, mientras que en las ratas con

EENYV ninguna rata murio.

En la clinica se ha observado que el tratamiento farmacologico y EENV es efectiva al
suprimir el EE no convulsivo (De Herd et al. 2009), existen pocos trabajos que hayan evaluado la
efectividad de la EENV en modelos de EE (Aalbers et al. 2011). En nuestro trabajo encontramos
que la EENV tiene efectos protectores contra el EE, ninguna rata que recibio EENV con lesion o
sin lesion en el NRT murié durante el tercer dia de protocolo, mientras que dentro de las ratas

control, dos ratas murieron debido al EE.

El efecto del NV sobre las DEO y la CGTC puede deberse a proyecciones aferentes del
tallo cerebral hacia el tdlamo y al NRT. Acerca del 95 % de las aferencias del NV proyectan al
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NTS. Las proyecciones hacia el cerebro anterior cruzan a través del PBL, LC, cerebelo, nucleo
dorsal del rafe y la formacion reticular mesencefalica; estas estructuras se ha relacionado
fuertemente con el efecto que previene la generalizacion de las crisis convulsivas (Magdaleno-

Madrigal, et al. 2010).

Se ha descrito que el mecanismo bésico que participa en la generacion de DEO se debe a
un mal funcionamiento del circuito cortico-tdlamo-cortical (Avoli, 2012), sin embargo las
aferencias del tallo cerebral y ganglios basales también han demostrado modular la actividad de
las DEO (Snead, 1995); este efecto puede deberse a la activacion del LC y del PBL, sin embargo
hay un consenso respecto a que el sistema GABA¢érgico estd implicado en la aparicion de las
DEO, asi como el sistema noradrenérgico, dopaminérgico y colinérgico (Berdiev y van

Luijtelaar, 2009).

La EENV puede estar participando en la disminucion de las DEO a través del PBL y en
nucleo dorsal del rafe. Se sabe que la corteza, los ganglios basales y el tallo cerebral ejercen un
control sobre el tdlamo y en consecuencia sobre el circuito cortico-tdlamo-cortical. Se ha
observado que la activacion del PBL esta relacionado con el ciclo vigilia-suefio, durante periodos
de suefio de ondas lentas este nucleo parece callado, en periodos de somnolencia se muestra un
aumento en la actividad, mientras que en estados de alerta 0 muy activos este nicleo se muestra
muy activo, este efecto estd mediado por receptores acetil colinérgicos muscarinicos (M1 y M2)
en la células de relevo, produciendo un efecto excitatorio, permitiendo que el tipo de disparo de
estas neuronas cambie de rafaga a tonico y posteriormente se mantenga (Sherman, 2004).Similar

efecto puede estar ocurriendo en las DEO, al cambiar el tipo de disparo.

En ratas y pacientes con epilepsia se ha visto que la concentracion de serotonina esta
alterada, lo que ha llevado a establecer una relacion entre epilepsia y depresion. En ratas
WAG/Rij se ha encontrado que durante una DEO, la taza de disparo del nucleo dorsal del rafe
aumenta, lo que implicaria que hay un aumento en la liberacion de serotonina y GABA (Lorinez,
Oléh, Baracskay, Szilagyi y Juhasz, 2007), sin embargo se ha correlacionado con una
disminucién en la concentracion de serotonina, probablemente debido a un pobre metabolismo
serotoninérgico (Sarkisova y van Luijtelaar, 2011). Nuestros resultados podrian sugerir una
mayor actividad de los receptores a serotonina y GABA, lo que se traduciria en un adecuado

metabolismo y un efecto protector contra la crisis.
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Recientemente se ha observado que las proyecciones GABA¢érgicas del globo palido son
moduladas a través de los receptores dopaminérgicos (D4) localizados en el NRT, se ha visto que
el efecto agonista de D4 inhibe los potenciales postsindpticos inhibitorios (Gasca-Martinez et al.

2010).

En conjunto se sabe que la corteza somatosensorial es donde inicia la actividad eléctrica
patologica DEO y que el NRT es quien mantiene la actividad, mientras que el tdlamo permite la
sincronizacidén, este mecanismo permite explicar que la EENV estd actuando como
neuromodulador, es decir, regula la excitabilidad del sincronizador e interfiere en el
mantenimiento de la actividad patoldgica a través delas proyecciones del tallo cerebral,
finalmente el efecto sobre las CGTC puede deberse a un efecto inhibidor sobre el sistema

limbico que en nuestro modelo se ha observado una mayor actividad (Szyndler et al. 2009).

Conclusiones

Estos resultados permiten concluir que: 1) la EENV previene la muerte en ratas con EE;
2) la EENV administrada de manera continua es mas efectiva que en intervalos; 3) la EENV
disminuye las DEO y retarda las CGTC; 4) el NRT es parte del mecanismo antiepileptogénico de
la EENV; 4) la lesion del NRT aumenta la duracion de las CGTC, lo que siguiere que el

mecanismo que mantiene las CGTC, es el circuito cortical tdlamo cortical.

Finalmente, este trabajo demuestra que el NRT es parte del mecanismo intrinseco que
mantiene las crisis epilépticas, y del antiepileptogénico de las EENV, Sin embargo ain hacen
falta experimentos que develen el efecto, solo de la lesion del NRT sobre las DEO y las CGTC

provocadas por PTZ, lo que ayudara a confirmar nuestros resultados.
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Consideraciones finales

Las siguientes lineas son parte de una reflexion personal en un intento de abordar el

conocimiento del objeto de estudio de la psicologia.

El estudio del alma, del espiritu, de la mente, bien podria ser el tratado del cerebro; sin
embargo esta posicion seria igual de radical. No pretendo dar una definicién de psicologia, lo
que busco es denotar la importancia del estudio del cerebro, de como la activacion del sistema
nervioso permite la consolidaciéon de las experiencias y la posibilidad de dar una respuesta

adecuada a la tarea o actividad que se demanda.

Creo que la comprension del papel que juega el cerebro en el desarrollo de las funciones
psicoldgicas, basados en el método experimental podria brindar métodos y técnicas para la
aplicacion clinica en la rehabilitacion o a la promocion de un sano desarrollo psicologico.
Nuestro trabajo con la EENV en un modelo experimental de epilepsia demostrd que la activacion
del SN disminuyo la severidad de la condicion epiléptica en las ratas y que el NRT es parte del
mecanismo antiepileptogénico. Este conocimiento se puede llevar a la psicologia, sabemos que el
NRT participa en la generacion de ondas cerebrales répidas, las cuales se han relacionado con
procesos de atencion sostenida, memoria y aprendizaje; lo que abre la posibilidad de conocer el

efecto de la EENV en tareas que demanden procesos psicolédgicos.

Finalmente, explicar que los modelos experimentales en animales no humanos no
pretenden explicar la psique, por el contrario nos permite hacer inferencias sobre el papel de las

neuronas en la vida cotidiana.
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