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Resumen:

La estimulacion eléctrica del nervio vago (VNS) y la estimulacién profunda, han demostrado
ser efectivas como tratamiento para desérdenes neuropsiquiadtricos refractarios. En el
presente estudio, se reporta el efecto de la VNS en ratas con kindling en la corteza prelimbica,
dando un énfasis particular a los aspectos “antidepresivos” y de respuesta “emocional”. Se
utilizaron 24 ratas tipo wistar las cuales fueron implantadas estereotaxicamente en la corteza
prelimbica derecha y amigdala izquierda, se colocaron tornillos epidurales en la corteza
parietal para un registro electroencefalografico. También se implanté un electrodo bipolar en
el nervio vago izquierdo. En el primer grupo de animales, la estimulacién de kindling en la
corteza prelimbica se realiz6 en intervalos de una hora cinco veces por dia (tren de 5 s, a 60
Hz, con pulsos de 1 ms de duraciéon). En el segundo grupo, se realizé la ENV diez veces en
intervalos de cinco minutos (30Hz, 0.5 ms de duracién). En el tercer grupo, se realizé
estimulacidn kindling y VNS. Todas las ratas fueron sometidas a prueba de nado forzado (FST)
y prueba de aversion (TA). Se observaron distintos efectos entre grupos. Por un lado, la ENV
present6 un afecto facilitador en el desarrollo de la epilepsia en la estimulacién kindling sobre
la prelimbica; por otro lado, se mostroé un efecto antidepresivo y una reduccién en el consumo
de sabor aversivo. En el grupo de kindling sobre la prelimbica, nunca present6 fase V, de
cualquier forma, en este grupo se presentaron crisis epilépticas espontaneas. Estos resultados
indican que la estimulaciéon concomitante de VNS y kindling puede alterar la actividad
sinaptica en las estructuras que modulan las respuestas “emocionales”.
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EL NERVIO VAGO

El nervio vago (NV) es el décimo par craneal que tiene su origen en la médula oblongada, se
considera un nervio mixto ya que estd compuesto de fibras motoras, sensitivas y vegetativas
(Foley y DuBois, 1937; Agostoni et al. 1957). El 80% consiste en fibras aferentes. El 90% de
las 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) (Fig. 1).

El principal relevo del NV hacia el cerebro anterior es el nucleo del tracto solitario (NTS), el
cual proyecta de manera directa hacia amigdala (Zardetto et al., 1990), corteza prefrontal
(Saper, C.B,, 1982), hipocampo, hipotidlamo y ntcleo dorsal del rafe (Rutecki, 1990) e
indirectamente al tdlamo mediante el complejo parabraquial y al Locus Coeruleus (LC) a

través de los nucleos paragigantocelular y preposito del hipogloso (Ruffoli, 2011).

Los primeros datos obtenidos en un laboratorio sobre los efectos del nervio vago fueron en
1838 por Volkmann, quien reportdé una accidon depresora sobre la actividad contractil del
corazon y posteriormente los hermanos Weber en 1845 dieron origen al “concepto de

inhibicion” (Jiménez-Estrada I, 1998).

Otto Loewi (1921) proporcioné los primeros hallazgos acerca de la transmision quimica de
los impulsos nerviosos en este proceso. En sus experimentos, extrajo el corazén de una rana
con su respectivo nervio, lo deposité en un recipiente con liquido de perfusiéon que llegaba a
otro corazon de rana denervado, sin que existiera contacto alguno entre ellos. Posteriormente,
estimul6 el nervio vago del primer corazéon y encontré que el ritmo cardiaco del segundo
corazon descendia, y que este descenso estaba mediado por una sustancia quimica que
liberaba el nervio vago estimulado. Loewi llamé vagusstoff a la sustancia quimica que
aminoraba el ritmo del corazén; mas tarde, se demostré que se trataba de la acetilcolina, que

Dale ya habia aislado en 1914 (Dale H, 1914).

A finales del siglo XIX, James Leonard Corning (1879-1900) desarrolldé una serie de
instrumentos para el tratamiento de la epilepsia con base en la teoria de Hillier Parry (1792)

(Lanska, 2002), que proponia que las crisis convulsivas y las cefaleas eran trastornos



causados por un exceso de fluido cerebral. Corning observd entre 1880 y 1883 que la
compresion digital de la arteria carétida tenia un efecto abortivo sobre las crisis. Desarroll6
dos instrumentos para la compresién temporal y prolongada de la arteria car6tida como
tratamiento profilactico de la epilepsia, también observé otros efectos de la compresion de la
carotida en sus pacientes, como midriasis, ptosis, vértigo, somnolencia, confusién, sincope y
deglucion. Posteriormente, combiné la compresion arterial con la aplicacién transcutdnea de
corriente directa al nervio vago y los nervios simpdticos cervicales. Encontr6 que esta
combinacién tenia los mismos efectos sobre la epilepsia que la compresién de la carétida sola.
Corning concluyé en 1884 que este tratamiento tenia un gran valor terapéutico para la
epilepsia. Hasta ese momento, su aplicacion en otras patologias era inexistente, ya que s6lo

se vislumbraba como herramienta para el tratamiento de la epilepsia.

Fig .1 representacion de las visceras inervadas por el nervio vago



ESTIMULACION ELECTRICA DEL NERVIO VAGO EN LA EPILEPSIA

La epilepsia es un trastorno neuroldgico caracterizado por una predisposicién permanente
para generar crisis epilépticas, y por las consecuencias neurobioldgicas, cognitivas,
psicoldgicas y sociales de esta condicién. La definicién de epilepsia requiere la ocurrencia de
por lo menos una crisis epiléptica (Fisher et al. 2005). Las crisis epilépticas pueden ser
parciales, en las cuales no se pierde el tono muscular ni la conciencia, o generalisadas; en
estas, regularmente se pierde la conciencia y se presenta una una crisis convulsiva ténico-

clénica.

Esta afeccién neuroldgica crénica es padecida por aproximadamente 50 millones de personas,
esto representa entre el 1 y 2% de la poblacion mundial (OMS, 2009) El INNN (Instituo
Nacional de Neurologia y Neurocirugia) de la Ciudad de México reporta que existen
aproximadamente 1,800,000 personas con epilepsia (hospitalangeles.com). Asimismo, se ha
encontrado alta incidencia de comorbilidad entre epilepsia con otros desérdenes de caracter
psiquiatrico, destacando trastornos del estado del animo entre 24-74%, depresién 30% y

trastornos de ansiedad 10-25%.

Se ha demostrado el efecto anticonvulsivo de la estimulacion eléctrica del nervio vago (VNS
por sus siglas en ingles) en modelos de crisis parciales complejas, crisis generalizadas y
modelos experimentales de epilepsia del 16bulo temporal (Ver Aalbers et al. 2011). También
se ha estudiado su efecto anticonvulsivo pre-tratamiento (Takaya et al. 1996), y su efecto
antiepiléptico en un modelo de estatus epiléptico (Treiman et al. 2009). Sin embargo, en un
modelo genético de crisis de ausencia, Dedeurwaerdere et al. (2004), observaron que las
descargas espiga-onda, caracteristicas de las crisis no convulsivas, aumentaban su duracién

después de la estimulacion eléctrica aguda del NV.

Los primeros trabajos que mostraron efectos antiepileptogénicos utilizando la VNS fueron
realizados en modelos experimentales de epilepsia. Zanchetti et al. (1952), mostraron que la
VNS tenia efectos inhibitorios en un modelo experimental de epilepsia en la corteza frontal del

gato.



Zabara sugirié que la VNS podia ser efectiva para prevenir las crisis convulsivas en pacientes
farmacolégicamente 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 pardmetros con
mayor eficacia anticonvulsiva se presentaron con frecuencias de 20-30 Hz, pulsos de 0.2 msy

corrientes de salida de 3.5-7 mA (Zabara, 1992).

Fue hasta 1988 que se llevé a cabo el primer implante de un microprocesador para la VNS en
un paciente refractario (Penry y Dean, 1990). Woodbury y Woodbury (1990, 1991) probaron
el efecto de la VNS 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 0.2-0.5 mA/mm?2. Estos resultados
relacionaron las fibras del tipo C con el efecto anticonvulsivo de la VNS. Sin embargo, Krahl et
al. (2001), reportaron que la destruccion de las fibras C no alteraba la supresion de las crisis

epilépticas provocadas por la VNS.

En el 2000, Zagon y Kemeny probaron estimulos de baja intensidad (1 Hz, pulsos de 0.5 ms,
100 pA) sobre el NV observando una hiperpolarizacién de la actividad neuronal en la corteza
parietal en ratas anestesiadas. Al aplicar trenes de 30 Hz durante 20 s, la hiperpolarizacion fue
mas evidente con las intensidades de 100 y 200 pA; al aumentar la intensidad del estimulo a

200y 500 pA, observaron una corta despolarizacion.

Con el modelo de kindling amigdalino, Fernandez-Guardiola et al. (1999), comprobaron la
eficacia de la VNS, mostrando que ésta retarda la generalizacion de las crisis epilépticas, su
duracién y frecuencia, ademas de que no presentaron una evolucién progresiva. En este
mismo modelo, Rijkers et al. (2010), estimularon el NV de manera aguda, en ratas
previamente epileptizadas en un intento por mimetizar las condiciones clinicas, encontrando
una reduccion de la duracién de las crisis, y un aumento en la latencia para las crisis

generalizadas.

En la practica clinica, se ha encontrado que la efectividad de la VNS incrementa en relacidn al
tiempo de estimulacion. Elliot et al. (2011), hicieron un seguimiento a 65 pacientes con VNS
encontrando que después del primer afio con VNS hubo una disminucién del 52.1% de la

crisis epilépticas, ademas mostraron que la efectividad de la VNS comienza a ser estable



después de dos afios de estimulacion, llegando a reducir las crisis epilépticas en un 75.5% a

los 10 afos de estimulacion.

Resultados similares encontraron Haiyang et al. (2009), con un seguimiento de tres afios de
ocho pacientes con epilepsia refractaria mostraron que la efectividad de la VNS comienza a
ser significativa al afio de estimulacién reduciendo en 62.5% la frecuencia de las crisis
epilépticas; reportaron también que durante los primeros seis meses de estimulacion no hay

cambios significativos en la reduccion de las crisis epilépticas.

Feinstein et al. (1989), mostraron que el agotamiento de la noradrenalina (NA) facilita el
proceso del kindling. Mas tarde, Krahl et al. (1998), mostraron que la inactivaciéon temporal

del Locus Coeruleus (LC) con lidocaina suprimia el efecto anticonvulsivo de la VNS.

Raedt et al. (2011), estimularon el NV e inyectaron pilocarpina de manera tdpica en el
hipocampo izquierdo para provocar crisis epilépticas, encontrando que la VNS provocaba un
decremento en la latencia para la aparicion de las primeras crisis asi como en la duracion de
éstas; para comprobar que el mecanismo implicaba las vias noradrenérgicas, se administr6 un
antagonista de NA y el efecto de supresion de las crisis se vio revertido. Estos resultados
sugieren que el efecto anticonvulsivo de la VNS puede ser por un aumento en la liberacién de

NA, globalmente o en algunas estructuras especificas del cerebro como el LC.

Walker et al. (1999), demostraron que el aumento en la neurotransmision de acido y-
aminobutirico (GABA) o la disminucidén en la neurotransmisiéon glutamatérgica en la porcién
medial del NTS reduce la gravedad de las crisis limbicas provocadas por la aplicacién tépica
de metrazol o bicuculina en el drea tempestas, asi como las provocadas sistémicamente. Esto
sugiere que la VNS puede cambiar el balance relativo de excitacion/inhibicion en el NTS, en el

cual el componente inhibitorio puede ser mas prominente por la estimulacién repetida.

Magdaleno-Madrigal VM et al. (2002, 2010), demostraron que la estimulacién eléctrica del
NTS de manera concomitante con el kindling eléctrico amigdalino en el gato, provoca un
retardo en la generalizacion de la actividad convulsiva. Encontraron que el efecto
anticonvulsivo de la estimulacién eléctrica del NTS es de larga duracion; posteriormente, en

2010, estimularon la porciéon medial por seis dias previos a la estimulaciéon de la Am y
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encontraron que también provocaba un efecto protector en la propagacidon del kindling
amigdalino. De manera contraria, la estimulacién en el area tegmental lateral, aceleraba el
proceso de kindling y provocaba mayor tiempo en la postdescarga. Recientemente,
encontraron en gatos, que la estimulacidn eléctrica directa al NV provoca un efecto anti-

epileptogénico, cuando se aplica en las primeras etapas del kindling amigdalino.

Zhang y Zhang (2002) encontraron que la VNS provoca disminucidn en la expresién del ARNm
del NMDARr: y un aumento en la expresion del ARNm del GABA4 en el nucleo reticular del
talamo (NRT); estos datos se compararon con animales no tratados con la VNS, concluyendo
que la VNS disminuye la excitabilidad de la corteza cerebral por la disminucion de los

receptores para glutamato y por el aumento de los receptores para GABA en el NRT.

ESTIMULACION ELECTRICA DEL NERVIO VAGO EN LA DEPRESION

La depresioén, es un trastorno del animo que afecta a mas de 350 millones de personas de
todas las edades en el mundo (OMS, 2012). La depresiéon mayor se caracteriza por una
pérdida de interés o placer en casi todas las actividades, teniendo como sintomas, cambios en
apetito, suefio y actividad psicomotora, pensamientos recurrentes de muerte, asi como
sentimientos de infravaloracion o culpa (DSM-IV-RT, 2002). El 30% de los pacientes que
padecen depresion resultan refractarios al medicamento (Beekwilder y Beems, 2010), para

los cuales, una opcidn terapéutica ha sido la VNS.

Las primeras evidencias de la efectividad de la VNS sobre la depresion se reportaron en
pacientes con epilepsia refractaria, en los cuales se observé una mejora en el estado de animo.
Elger et al. (2000), observaron que al estimular eléctricamente el NV (mediante el implante de
un electrodo y un estimulador automatico) a 10mA y pulsos de 500s, después de tres y seis
meses, los sintomas depresivos desaparecian en pacientes epilépticos, estos resultados fueron
independientes del efecto antiepiléptico. En el primer reporte clinico, se observo que 30% de
los pacientes con depresion mayor tratados durante 12 semanas con VNS, mostraron una

mejoria del 50% y cinco pacientes alcanzaron remisién total (Rush et al. 2000).

11



Datos similares se encontraron en pacientes con depresion mayor que recibieron VNS durante
12 meses, en donde se observé que 9 de 14 de ellos, respondieron benéficamente al

tratamiento (Conway et al. 2013).

En experimentos con animales, Krahl et al. (2004), estimularon eléctricamente el NV de ratas
durante cuatro dias, mediante el implante de un electrodo (0.5-ms, 1-mA, 20 Hz, 30 min por
dia) y las sometié a la prueba de nado forzado para medir un estado de desesperanza,
encontrando que las ratas estimuladas redujeron el tiempo de inmovilidad e incrementaron el

tiempo de nado; este efecto fue similar a ratas tratadas con desipramina.

En un modelo genético de depresion, se ha encontrado que las ratas Wistar Kyoto presentan
altos niveles de adrenocorticotropina (ACTH) debido a una mayor actividad del eje
hipotalamico-hipofisiario-adrenal (HHA), similar al que presentan pacientes con depresion
(Malkesman y Weller, 2009). En pacientes que han recibido VNS por tres meses, los altos
niveles de ACTH disminuyeron significativamente, lo que se correlacion6 de manera alta
(R=.84, con una N=11 y .001 grados de libertad) con una mejoria en el estado de animo

(O’Keane et al. 2005).

Importantes esfuerzos se han hecho por dilucidar los mecanismos de accion de la VNS en la
depresidn, siendo el principal objetivo de estudio el sistema monoaminérgico alterado en

pacientes con depresion (Willner et al. 2013).

Dorr y Debonnel (2006), mostraron que la estimulacién aguda y repetida del NV en ratas no
anestesiadas, provocé un aumento de la taza de disparo de neuronas noradrenérgicas del LC,
mientras que las neuronas serotoninérgicas del nucleo anterior del rafe (NDR) tardaron 14
dias en incrementar su taza de disparo. Algo similar observaron Manta et al. (2009), con el
numero de espigas por rafaga de las neuronas del L.C y NDR. También, se ha encontrado que la
destruccion de neuronas noradrenérgicas y serotoninérgicas suprime el efecto antidepresivo
de la VNS observado previo a la destrucciéon neuronal en una prueba de nado forzado

(Furmaga et al. 2011).

La VNS provoca alteraciones en otros neurotransmisores que se ven inmersos en el estado de

animo, tal es el caso del GABA y del glutamato (Ben-Menachem et al., 1995). Por medio de
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estudios de imagen cerebral, se sabe que la VNS afecta el funcionamiento de estructuras
limbicas (Henry et al. 1999). Conway et al. (2012), por medio de tomografia por emision de
positrones (PET), encontraron cambios en el flujo sanguineo de tdlamo, CPF, cingulo, corteza

insular, entre otras, después de un protocolo de VNS en pacientes con depresiéon mayor.

También se ha observado una alteracién de los sistemas glutamatérgicos y GABAérgicos en
algunos modelos animales de depresién (Holtzheimer et al. 2011). Ibrahim et al. (2012),
encontraron un efecto antidepresivo de la ketamina, un antagonista de los receptores NMDA,
en pacientes con depresion que no respondieron a la terapia electroconvulsiva. Por otro lado,
en 2003, Marrosu et al,, encontraron un aumento en la densidad de receptores GABAx con la
técnica de Tomografia Computarizada por Emisiéon de Fotones Individuales, en pacientes que
recibieron VNS durante un afo. Esto ultimo podria evidenciar la participaciéon de la VNS en

mecanismos diferentes al monoaminérgico en el trastorno depresivo.

KINDLING ELECTRICO EN LA CPFvm

El kindling, término acufiado por Goddard et al. (1969), para describir la estimulacién
eléctrica, repetida y de baja intensidad, aplicada en areas especificas del SNC, en especial el
sistema limbico; induce el desarrollo progresivo de alteraciones conductuales y
elecroencefalograficas. Inicialmente, s6lo se inducen posdescargas focales de corta duracién
limitadas al sitio de estimulacion. Los cambios conductuales que acompafian a este proceso se
han clasificado en cinco estadios en la rata, segtin Racine (1972).

[: Movimientos faciales

[I: Movimientos verticales de la cabeza

[1I: Mioclonias de miembros anteriores

IV: Postura de canguro con extension del cuerpo en posicion vertical

V: Crisis tonico-clénica con pérdida de postura

*0: Nosotros adicionamos fase cero para aquella estimulaciéon que no provoca conducta

Goddard et al. (1969), también estimul6 areas de la neocorteza como el area dorsal y concluy6
que muy pocas areas de ésta eran epileptisables, a las que no desarrollaron crisis epilépticas,
las definié como “puntos negativos”, sin embargo, no descartd que estas areas pudieran llegar

a generar crisis epilépticas, siempre que el umbral fuera aumentado mas de 50 Jay 60 Hz.
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Ma y Leung (2010), Realizaron estimulaciones tipo kindling sobre la CPFvm y encontraron
que la estimulacién provocaba hiperlocomocién en ratas asi como una apariciéon de ondas
gamma, sin embargo sélo tres de ocho animales presentaron crisis fase V de manera

intermitente.

LA CORTEZA PREFRONTAL

Se le ha designado corteza prefrontal (CPF) a la parte anterior del extremo del polo de la
corteza anterior del cerebro de los mamiferos; definir el funcionamiento de esta area, asi
como su delimitacion fisioldgica, ha sido complicado ya que al realizar pequefias lesiones en
diversas areas de la CPF sobre distintos animales, se han encontrado resultados multiples. Se
piensa que el desarrollo en cuanto a tamafio y funciéon de esta area, ha sido debido a la
filogenia; esta area constituye cito-arquitecténicamente sélo el 3.5% en el gato y 11.5% en el
chimpancé, mientras que en el humano constituye el 29%, teniendo mayores similitudes los

monos y el hombre (Ongur y Price. 2000).

Una de las principales tareas que desempeiia esta area cerebral, es la capacidad de planeacion,
aunque esto no se muestra en todos los mamiferos, si en los primates. La coherencia y la
coordinacién de las acciones, son esenciales para que un organismo pueda llevar a cabo su
objetivo, es decir, que puedan organizar una acciéon de manera premeditada para evitar
resultados inesperados, ambas acciones son consecuencia de la CPF. La memoria a corto y
largo plazo también es necesaria para poder hacer una planeacién, ya que es por medio del
aprendizaje y recuerdo que los primates pueden predecir y planear. Este tipo de memoria,
necesita de la parte sensorial, motora, o ambas y aunque la CPF no es la que se encarga de
manera directa de estas acciones, si funge como un centro de operaciones el cual coordina y
procesa, debemos tener en cuenta que si bien cada area cortical tiene una funcién

“dominante”, todas ellas tienen una compleja organizacién de interdependencia.

El ser humano al llevar a cabo una accion, de forma inconsciente recrea momentos similares al
que va a efectuar, de esta manera busca reducir riesgos y ahorrar tiempo en un posible
ensayo-error, esta representacion mental para la planeacion, vislumbra la capacidad cognitiva
asi como la memoria ejecutiva, todo esto con base en experiencias previas; asi el circuito de la

CPF, no so6lo se encarga de las acciones del individuo, sino también de la secuencia de las
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mismas, esto nos sefiala los distintos niveles de acciéon dentro de esta area (ver El error de

Descartes. A. Damasio. 2008).

En el ser humano, se ha demostrado que una lesién en el area lateral de la CPF, genera un

déficit no solo en la capacidad de planeacidn, sino también en la ejecucidn.

El primer dato obtenido que demostraba la participacion de la CPF en el desempeio de la
planeacién y ejecucién de acciones futuras (toma de decisiones) asi como del control de las

emociones, fue el de Phineas Gage;

Este era un hombre al cual describian como una persona trabajadora, hdbil, sensata, persistente
y enérgica. Era un capataz de 25 aiios de edad que estaba a cargo de una cuadrilla de
construccién de vias férreas. El 13 de septiembre un pisén de hierro de 105cm de longitud, 3cm
de didmetro y 7 kilos, le atravesé la cabeza entrando debajo del pémulo izquierdo y saliendo por
la parte frontal de la cabeza. Gage cayé al suelo convulsiondndose, al cabo de unos minutos
recupero la conciencia pudiendo hablar y caminar (fig. 2). La herida le provocé una hemorragia
profusa y muchos dias de fiebre y delirio arrojando secreciones purulentas por la herida y

escupiendo fragmentos 6seos y de tejido cerebral infectado.

Cambios a partir del accidente:

El dia 32, describe el médico Harlow (quien era el médico a cargo) los primeros cambios de
conducta considerdndolo caprichoso y pueril. A los dos meses Gage, sale de compras por el
pueblo comprando todo lo que se le antoja sin importarle el precio; al poco tiempo de
reincorporarse a su trabajo es despedido por su comportamiento errdtico e irresponsable sin
poder conseguir algtn otro. En 1852 abandona Nueva Inglaterra para viajar por Chile cuidando
caballos y conduciendo una carreta con seis equinos, en 1861 regresa a su pais. En San francisco
tuvo el primero de una serie de episodios convulsivos que lo habrian de acompariar hasta la
muerte. Phineas Gage murié en estado epilépticoen 1861, doce afios y medio después de su
historico accidente. Este es el primer registro acerca de las funciones de la CPFvm (Damasio,

2008).

Mas adelante, comenz6 una busqueda para saber cudles eran los nucleos principales que se

encargaban de las emociones, uno de los primeros hallazgos fue el de Bard en 1928, él
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experimento en gatos extirpando ambos hemisferios cerebrales y comprobé que los gatos al
despertar de la anestesia tenian un comportamiento de “enojo” presentando el lomo
arqueado, grufiidos y latigazos con la cola, a este comportamiento le llam¢ ira ficticia ya que
ese enojo no tenia un objetivo ni una razén directa, con esto, Bard comprobé que se
desarrollaba una respuesta emocional directa siempre que el hipotdlamo caudal estuviera
intacto. Sin embargo, los animales no presentaban las mismas respuestas cuando se
seccionaba el encéfalo en la uniéon del hipotdlamo y mesencéfalo. Con estos resultados
obtenidos, Bard sugeria que mientras la experiencia subjetiva de las emociones dependia de
una corteza cerebral intacta, la expresion de los comportamientos emocionales coordinados
no implicaba necesariamente procesos corticales, por udltimo también mencion6 que los
comportamientos emocionales estan dirigidos hacia la autopreservacion, hipdtesis retomada

por Antonio Damasio.

Fig 2. El grupo de Antonio Damasio y el grupo de radiologia del hospital Brigham and women de
Boston construyeron una imagen tridimensional del cerebro de Gage que incluye la trayectoria del
pisén de hierro a través de los lébulos frontales medial y ventral, asi como los cambios
neuropsicologicos a consecuencia del accidente (Damasio et al. 1994)

En 2005, Kawasaki et al,, registraron neuronas dentro de la CPFvm de ambos hemisferios en
pacientes que sufrian epilepsia parcial compleja; encontraron que las neuronas registradas
participaban en la codificacion del significado emocional en una prueba de estimulos visuales

y que neuronas solas registradas en esta misma area, responden a estimulos especificos de

16



aversion, placenteros o neutrales, sin embargo no localizaron areas especificas dentro de esta

estructura que reaccionaran en conjunto.

CONEXIONES DE LA CPFvm

La conexion del tilamo con la CPFvm es una de las mas importantes, esta distribuye
principalmente la informacion visual hacia la CPFvm después de haber sido procesada por el
nucleo geniculado lateral del tdlamo y la corteza visual; por otro lado, la insula es otra area
que tiene conexiones importantes con la CPFvm, a ésta se le ha relacionado con la modulacién
del asco y el dolor, de la misma forma, procesa este tipo de informacién para comunicarla
posteriormente a la CPFvm. La corteza del cingulo, de la misma forma que la insula, también
se ha relacionado con la respuesta a eventos desagradables de estimulos emocionales, esta

envia proyecciones a las dreas ejecutivas autonémicas y motoras (Wenderoth et al. 2005).

Otra area estudiada y muy relacionada con la CPFvm, es la corteza prefrontal dorsolateral
(CPFdl), la activaciéon de esta zona en eventos desagradables, refleja las operaciones
cognitivas necesarias para una respuesta eficaz, esta es una de las principales areas de la
memoria ejecutiva. También ha sido sitio de interés para el tratamiento de la depresion, se
piensa que una baja activacion de la CPFdl y una alta activacion de la CPFvm, son signos de
depresidn, por el contrario, si la activaciéon de la CPFdl es alta y la de la CPFvm es baja, se

puede interpretar como un signo de recuperacion (Kosel et al. 2011).

El hipocampo es otra estructura que tiene una conexion neuronal directa con la CPFvm y
también participa en el proceso de toma de decisiones, este se encuentra particularmente
relacionado en el condicionamiento contextual del miedo. Se ha encontrado, por medio de
estudios de imagen, que una deficiente inhibicién hipocampal hacia la CPF coloca a los
individuos en un alto riesgo de sufrir desérdenes de ansiedad (Shin et al. 2010). Por otro lado,
se ha sugerido que no es todo el Hip el que lleva a cabo esta participacién sino inicamente el

hipocampo ventral (Adhikari et al. 2010).
EL nucleo caudado y putamen también reciben proyecciones de la CPFvm, estos se encarga de

activar los programas motores pertinentes para hacer frente a estimulos emocionales

negativos (Grillner et al. 2005).
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La amigdala es la principal conexion neuronal de la CPFvm, existe una conexion reciproca
entre estos nucleos para regular la toma de decisiones y emociones, principalmente, el miedo.
Este nucleo tiene alrededor de 12 subnucleos (LeDoux, 2000), los principales para llevar
acabo estas regulaciones son el lateral (AL), basal (AB) y central (AC). La AL forma parte
esencial en el condicionamiento de estimulos auditivos, Campeau y Davis (1995) demostraron
que una lesion en la AL, interfiere en el aprendizaje de un estimulo acustico en el miedo
condicionado, mientras que para el miedo condicionado contextual, es necesaria la
participacién del hipocampo asi como la amigdala basolateral (BLA por sus siglas en ingles)

mas no la AL (Maren et al. 1997, Canteras y Swanson 1992).

Las vias para las respuestas no condicionadas, son distintas, sin embargo, la AL también es el
area principal para este tipo de respuesta, la diferencia podria residir en que el hipocampo no
participa en esta respuesta y pareciera estar suplido por la AB, la cual no participa en las
respuesta a estimulos condicionados, este ultimo, también recibe aferencias del talamo
posterior. La AC, es también un ndcleo muy importante ya que en ambos tipos de respuesta,
tiene una participacion final dentro de la Am; una lesién en la AC interrumpe la respuesta al
estimulo de manera selectiva, por ejemplo, si se dafna el area que conecta con el hipotalamo
lateral, se afecta la presion sanguinea mas no el freezing, en cambio si lo que se afecta es la que

conecta con la sustancia gris periacueductual, el freezing sera el afectado (LeDoux et al. 1988).

Bechara et al. en 1999, realizaron un experimento con pacientes que tenian un dafio en la Am
como reseccion de la misma a consecuencia de una encefalitis o en la CPFvm y encontraron
que aunque los signos de afeccion son distintos entre Am y CPFvm, ambas areas provocan una
afeccidon en la toma de decisiones; esta baja capacidad de toma de decisiones, es por la
incapacidad de la CPFvm de integrar todas la informacién somatica. Por otro lado, la
incapacidad generada por la lesiéon en la Am, se debe a que, al no tener un correcto
funcionamiento la Am, no existe un sistema que prevenga de manera rapida a la CPFvm sobre
un suceso que pone en peligro nuestra vida y asi la toma de decisién del sujeto, usualmente

seria errdénea.
Uno de los trabajos mas representativos para dilucidar las multiples conexiones de la CPF en

la rata, es el realizado en 2004 por Vertes; en la rata, la CPFvm se divide en infralimbica (InL)

y prelimbica (PrL). La region ventral de la corteza medial prefrontal estd asociada con
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diversos procesos emocionales y cognitivos (Vertes RP, 2004), esta también ligada funcional y
anatomicamente con el sistema limbico, particularmente la PrL envia proyecciones hacia la
BLA (Vertes RP, 2004). La parte mas profunda, es decir la infralimbica, esta influenciada por la
actividad visceral y autonémica (Hardy y Holmes, 1988). Milad y Quirk (2002) también han
demostrado la importancia de las células de la InL en el proceso de la extinciéon del miedo
condicionado, proponen que el efecto envuelve la supresion de la InL hacia el nicleo central
de la amigdala y como consecuencia, una amortiguacion de los centros

autondémicos/viscerales que contribuyen en las respuestas del miedo(fig 3).

Fig 3. Representacion de la integracion de informacion del hipocampo (Hipp), talamo
mediodorsal,(MD), monoaminas del tronco cerebral (Bstm) y corteza orbitofrontal (OFC) por la CPF
y Am, para determinar si debe prepararse una respuesta de miedo o no. La respuesta de miedo recibe
la informacién por la prelimbica (PL) para mandarla a la amigdala basal (BA), mientras que la
inhibiciéon del miedo recibe la informaciéon de la infralimbica (IL) que proyecta a las células
intercaladas (ITC). La BA excita las neuronas en la division medial del nicleo central de la amigdala
(CeM) para producir la respuesta de miedo, si la ITC inhibe a las neuronas eferentes de la amigdala,
entonces se inhibira la respuesta del miedo (Imagen tomada de Sotres-Bayon y Quirk, 2010).

Existe evidencia que indica que la corteza prefrontal de las ratas también se encarga de
mantener la informacién de tareas requeridas a través del tiempo, incluyendo la alternancia
retardada (Kesner et al. 1996). Aparentemente la CPFvm de las ratas funciona
homologamente de forma generalizada con la region de la corteza prefrontal de los primates
en aspectos motrices, emocionales, y cognitivos, y de esta misma forma, aparentemente se
homologa de forma suplementaria la PrL. con el area dorsal de la CPF y la InL con la

orbitomedial de los primates (Vertes, 2004).
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Sullivan y Gratton (2002), llevaron a cabo un experimento para comprobar cémo afectaba la
lesion en la InL y si habia alguna diferencia entre hemisferios; encontraron que las ratas
mostraban una alteracién en la emocién del asco y ansiedad/miedo y esta alteracion sélo se
presenté cuando se lesionaba el hemisferio derecho. Cabe mencionar que algunas de las
lesiones en las ratas, no sélo abarcaba el area InL sino también la PrL e incluso la dorsal. En
ratas, se ha estudiado mucho la relaciéon del miedo con la CPFvm, un dafio en la parte dorsal
provoca un incremento en la reactividad del miedo (freezing) en los estimulos condicionados

y en estimulos contextuales (Morgan y LeDoux, 1995).

Se ha visto también el papel de la InL en el miedo condicionado, las neuronas de esta,
responden al condicionamiento sdélo al dia siguiente de la extincién (entrenamiento),
sugiriendo que estas neuronas no responden al estimulo condicionado durante el
condicionamiento, pero responden cuando la memoria de la extincién, es recuperada (Milad y
Quirk, 2002). Morrow et. al.,, (1999) mostraron que una lesion en las entradas dopaminérgicas
de la CPFM, provocan un déficit en la extincién del miedo. El comportamiento agresivo es otra
de las variantes que se presenta en animales con alguna manipulacién en la CPFvm. Halasz et
al. (2006), reportaron que ratas sometidas a encuentros agresivos, generan una activaciéon
significativamente mas alta en la corteza orbital medial y ventral, insula granular, corteza
infralimbica y prelimbica y cingulo anterior. Demostraron por medio de activacién por C-fos,
que el comportamiento agresivo se acompafia de la activacién piramidal en distintas zonas de
la CPF. Cuando la inhibicidn se decrementa en la insula granular, corteza orbital medial e InL,
las ratas muestran una violenta agresion. Estos cambios son inducidos por un decremento en
la circulacién de glucocorticoides que se asocian a la agresion en los humanos (Halasz et. al.,

2006).

Por otro lado, se sabe que un defecto en la CPFvm, deteriora la inhibicidn sobre la amigdala,
provocando una actividad desenfrenada de la amigdala generando asi, distintos tipos de

emociones como diestrés (Milad et al. 2006).

Se ha encontrado que la supresion volitiva de emociones negativas estd asociada a una
relacion inversa entre la CPFvm y la Am, esto en pacientes sanos (Delgado et. al., 2008). Esto
es que durante la regulacion de las emociones, el incremento de actividad de la CPFvm es

asociada al decremento de la actividad amigdalina, asi como el decremento de las emociones
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negativas (Johnstone et al. 2007). Esto quiere decir que la CPFvm disminuye las emociones

negativas a través de la regulacion exitacidon-inhibicidn sobre la Am.

Etkin y Wager (2007), realizaron un estudio en pacientes con desérdenes de estrés
postraumatico a los que se les presentaban cincuenta imagenes funcionales para investigar las
emociones negativas; con esto, demostraron una significativa hipoactivacion dentro de la
CPFvm y una hiperactivacion de la Am, esto nos podria explicar el porqué de las

agresiones/violencia infringida por algunos pacientes psicopaticos.

Otra patologia relacionada a la regulaciéon entre Am y CPFvm es la psicopatia; ésta es una
enfermedad marcada por disfunciones emocionales como la reduccion de culpa y empatia, asi
como el comportamiento antisocial (Harpur et al. 1988). Existen evidencias de lesiones o
alteraciones en Am y CPFvm en pacientes con psicopatias, se ha mostrado que nifios con
tendencias psicopaticas, muestran una atenciéon emocional relacionada con impedimentos, asi
como los pacientes con lesiones en la amigdala (Blair, 2008). En el mismo tipo de nifios, se
probo una reduccion en la conexién neuronal entre Am y CPFvm, en comparacién con nifios
control (Marsh et al. 2008). Se ha demostrado por medio de estudios de resonancia magnética
que los 10 individuos participantes que han sido diagnosticados con psicopatia, muestran una

baja actividad de la amigdala durante el condicionamiento aversivo (Birbaumer et al. 2005).

Pacientes con lesidn en la CPFvm presentan una respuesta visceral deficiente cuando se les
presentan imagenes estimulantes como se demuestra con la respuesta galvanica de la piel.
Este tipo de respuestas compagina con una inhabilidad para tomar decisiones propias de vida.
En un esfuerzo para comprender esto, Damasio propone la hipétesis del marcador somatico,
ésta consiste en una interaccion entre las estructuras prefrontales y los sistemas mas
primitivos de la amigdala y otras zonas limbicas relacionada con ella, plantea asi, que no sélo
los procesos estrictamente racionales son los encargados de tomar decisiones en nuestra vida
cotidiana, esto fundamentalmente por la manifiesta incapacidad de dichos mecanismos
racionales para dar una respuesta rapida y adecuada a los problemas que se plantean; es asi
como las emociones en este espacio, juegan un papel fundamental. Menciona entonces que
“ante la existencia de diferentes posibilidades de actuacion, la corteza prefrontal es capaz de
crear una representacion, aunque muy fugaz, de los diversos escenarios que pueden

producirse como consecuencia de las distintas decisiones posibles” (Damasio, A. 1996).
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El modelo animal, ha permitido explorar de manera mas precisa la corteza prefrontal
ventromedial y asi comprender qué alteraciones conductuales y/o emocionales se pudieran
estar gestando ahi. Por otro lado, también nos permite desarrollar un modelo epiléptico por
medio del kindling, asemejando un foco epiléptico sobre la corteza prelimbica y su
propagacion hacia todo el cerebro logrando asi, saber de qué forma podria estar participando
la VNS en el desarrollo de la epilepsia asi como en las alteraciones que competen a la corteza

prelimbica

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Planteamiento del problema

En la actualidad, la VNS y la estimulacidn cerebral profunda, han mostrado resultados
benéficos en los desérdenes neuropsiquiatricos como la depresion y la epilepsia, sin embargo,
poco se sabe acerca de las alteraciones emocionales que un foco epiléptico en los lébulos
frontales llega a generar y como estas alteraciones afectan; como consecuencia de ello, no
existen reportes sobre tratamientos alternativos y mucho menos si este tipo de tratamientos
pueden tener repercusiones positivas o negativas en cuanto a las emociones y/o toma de

decisiones.
Objetivo
Probar el efecto de la VNS en crisis epilépticas de la corteza prefrontal provocadas por la
estimulacidn eléctrica tipo kindling, asi como sus repercusiones en la prueba de nado forzado
y prueba de sabor aversivo entendidas como tristeza y asco respectivamente.
Hipétesis

1. La VNS retrasara las crisis generalizadas ténico-clénicas generadas por el kindling

eléctrico.

2. Se presentara una disminucién de la inmovilidad en la FST.

3. No habra diferencia en el consumo de quinina entre los grupos.
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Variables Independientes

Estimulacidn eléctrica del nervio vago.

Kindling eléctrico de la corteza Prelimbica

Variables dependientes

Numero de estimulaciones para alcanzar los distintos estadios conductuales del
kindling.

Duracién de la postdescarga de los distintos estadios conductuales del kindling.
Potencia espectral de la postdescarga de los distintos estadios conductuales del
kindling.

Numero de veces que se presentan las conductas de nado, escalamiento e inmovilidad
en la FST.

Consumo de leche endulzada o quinina.

Variables operacionales:

Kindling eléctrico: estimulacion eléctrica por medio de un electrodo implantado en la PrL, se

realiza cinco veces al dia (tren 5 s a 60 Hz, con pulsos de 1 ms de duracién).

FST: Colocacion del animal dentro de un cilindro de cristal con agua; la primera ocasién se le
deja un tiempo de 15 minutos para generar el estado de desesperanza, se hacen dos pruebas
posteriores donde al animal se le deja Uinicamente cinco minutos cada prueba y ambas

pruebas son video grabadas y calificadas posteriormente.

TA: Cambio de las botellas con agua por botellas idénticas con leche endulzada y
posteriormente con quinina. Ambos cambios de liquido son pesados antes y después de la

prueba para saber la cantidad de liquido ingerido por las ratas.

Material:
1. aparatos

Aparato estereotaxico para rata (Horsley-Clarke)
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Estacidn de soldar

Cémara de video
Computadoras personales
Criostato (MICROM)
Osciloscopios

Poligrafos Grass (78 Dy 78 E)
Estimulador S88

Cilindro de cristal (25cm didmetro, 60cm alto)

2. Material quirdrgico
Instrumental para cirugia
Sutura quirurgica
Camara sonoamortiguada para registro
Acrilico dental (Nic-tone)
Cera de hueso
Electrodos en forma de clavo
Electrodos bipolares de acero inoxidable
Electrodos para nervio vago

Gelfoham

3. Sustancias
Antibiéticos (Amoxivet SA)
Analgésicos (Butarfanol)
Ketamina
Relajante muscular (Xilazina)
Antisépticos (Agua oxigenada, alcohol, isodine, benzal)
Jabén quirurgico
Pentobarbital s6dico
Quinina
Leche endulzada

Solucién salina
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Animales:

Se utilizaron 24 ratas macho tipo Wistar con un peso entre 280 y 320 g. El protocolo de
produccion, cuidado, y uso de los animales fue llevado a cabo de acuerdo a la guia técnica de
acuerdo a la NORMA OFICIAL MEXICANA representada por SAGARPA (NOM-062 Z00-1999)
la cual ha sido aprobada por el comité de ética del Instituto Nacional de Psiquiatria "Ramoén de

la Fuente Muiiiz”.

Procedimiento quirdrgico:

La cirugia se llevd a cabo bajo anestesia (Ketamina hidroclorada y Xilacina Hidroclorada)
intramuscular. Se implantaron electrodos de acero inoxidable en la PrL. derecha (AP +3.0, L
0.6, H 3.6), y Am izquierda (AP -2.7, L 4.8, H 8.8) (Paxinos y Watson, 2004). Un electrodo
bipolar (disefado en el laboratorio) fue introducido en el nervio vago, caudal a la laringe. Se
implantaron tornillos epidurales en la corteza parietal para hacer registro
electroencefalografico (EEG). Los electrodos fueron soldados a dos miniconectores y fijados al
craneo con acrilico dental. Los animales fueron tratados con analgésico (Butarfanol) y
antibiotico (Amoxivet) después del procedimiento quirurgico (Fig. 4). Posterior a la cirugia,
los animales fueron puestos en cajas individuales (50x27x30) a una temperatura de 23-25
grados y 12:12-h de ciclo luz-oscuridad. Todos los animales tuvieron siete dias de reposo

antes de comenzar con el protocolo de experimentacion.

Umbral, estimulacidn eléctrica y registro:

El umbral de la PrL y del nervio vago fue determinado con un estimulador S88
(Massachusetts) (Fig. 5). Para la PrL, la estimulacién se realizé6 cada cinco minutos
aumentando la intensidad de forma gradual hasta que el animal presentara guifio ipsilateral y
contracciones faciales acompanadas de una corta postdescarga eléctrica. El umbral del nervio
vago fue establecido por la aparicién de respuestas vegetativa la cual fue definida como

alteracién del ritmo respiratorio y contracciones abdominales.
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Fig. 4. Imagenes de la cirugia realizada a las ratas para el implante de electrodos. A) Imagen del nervio
vago aislado para la colocacién del electrodo. B) Imagen de los electrodos ya colocados sobre las
distintas regiones del cerebro asi como del nervio vago.

La corriente eléctrica fue aplicada en pulsos monofasicos; una vez que el umbral era
establecido, al dia siguiente se iniciaba el protocolo de estimulacién tipo kindling en la PrL
(PrL-k), este constaba de cinco estimulaciones por dia con intervalos de una hora entre cada
estimulo (tren 5 s a 60 Hz, con pulsos de 1 ms de duracién) hasta que el animal llegara a una
crisis tdnico-clénica. La VNS se realizo6 diez veces cada dia con una duraciéon de un minuto (30
Hz, .5 ms de duracion) e intervalos de cinco minutos, con ayuda de un estimulador S88 (Grass,

Massachusetts) (Fig. 6).

La actividad eléctrica cerebral fue registrada en un poligrafo modelo 78 D (Grass,
Massachusetts). La sefial fue amplificada y se filtr6 con un pasabanda de 3 a 60 Hz,
digitalizado a 300 muestreos por segundo y almacenados en un disco para su posterior
analisis. Posteriormente, se hizo una trasformacion rapida de Fourier (FFT) en épocas de 1 m

tomados del EEG (fig 5).

Los animales fueron asignados a uno de los tres grupos experimentales (Fig. 6):

-Grupo VNS: Recibi6 120 trenes de estimulacién en 12 dias.

-Grupo PrL-K: Recibié 60 estimulaciones tipo kindling en la corteza prelimbica durante 12

dias.

-Grupo VNS/PrL-K: Recibié VNS y PrL-K de manera concomitante.
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Fig. 5. Imagen fotografica del set de registro y estimulacidn eléctrica. A) muestra la caja donde permanecia el
animal durante el tiempo de estimulacién tipo kindling asf como la VNS. B) Muestra el poligrafo con el cual se
hizo el registro electroencefalografico de los animales. C) convertidor analdgico/digital para la realizacién del

analisis posterior y la transformada rapida de Fourier.

Prueba de nado forzado (FST por sus siglas en ingles)

El procedimiento utilizado es el descrito previamente por Detke et al. (1997), modificado.

Todos los animales fueron colocados inicialmente en un cilindro de cristal (25 cm de didmetro
y 60 cm de alto) de forma individual, con agua a una temperatura de 25°+ 1°.

La prueba constd de tres sesiones:

-Pre-test (tratamiento depresor) que consistié en colocar a las ratas en el cilindro con agua

durante 15 min previo a la cirugia.

-Primer nado: Se llevé a cabo después del periodo de recuperacion. Se les sometié a 5 min de

nado forzado, la prueba fue videograbada para su posterior analisis.
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-Segundo nado: Fue el ultimo y se realizd 24 horas después de administrar la udltima
estimulaciéon de VNS y/o PrL-K. Al igual que en el primer nado, las ratas fueron sometidas a
5min de nado forzado y fueron videograbadas de la misma forma.

Todas las FST se realizaron entre las 8 y las 10 am.

Prueba de aversion (TA por sus siglas en ingles)

Ocho horas después de la sesion de la FST, se iniciaba la TA; los animales eran privados de
agua por 16 hrs, posteriormente se reemplazaba el agua natural de las botellas por leche
endulzada (Lechera, Nestle, México mr) diluida 4ml de leche por 12ml de agua; las botellas
eran pesadas antes y después de realizar la prueba con el propésito de cuantificar el consumo
del liquido. Para probar la aversidn, se realizaba la misma privacién de liquido y el agua
natural era reemplazada por 0.01% de quinina diluida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), las
botellas con quinina eran igualmente pesadas antes y después de la prueba. La TA se realiz6

antes de comenzar el protocolo de estimulacidn eléctrica y al finalizarlo.

Fig. 6. Protocolo de experimentacidn, cada cuadro representa un dia excepto el cuadro blanco que indica
los 7 dias de recuperacion de los animales. Prueba de nado forzado (FST). Prueba de aversion (TA). Los
numeros indican el nimero de prueba

Andlisis de estadios conductuales e histologia
La actividad eléctrica cerebral fue grabada durante todo el experimento. Las FST se

videograbaron y se calificé el tiempo de nado, escalamiento e inmovilidad que presenté cada

rata, este analisis se realizé bajo el método de observacidn, tiempo y muestreo.
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El cambio de comportamiento de las ratas en la estimulacion tipo kindling, fue calificado con
base en la escala de Racine (1972). Después de que los animales presentaron crisis
generalizadas ténico-clénicas, fueron sacrificados por medio de una perfusion transcardial
con solucién salina (0.9%) y paraformaldehido (10%). La verificacion histolégica del lugar
estimulado fue evaluada con el método de Nissl (fig. 7). Los animales donde el electrodo

quedé fuera de sitio, no se consideraron para este analisis.

Analisis estadistico

Estadios conductuales del kindling, FST y TA, fueron evaluados con andlisis de varianza de
una via y pos hoc Bonferroni para determinar la diferencia entre grupos. La diferencia

significativa se consider6 una p< 0.05.

RESULTADOS

El umbral para inducir una posdescarga como consecuencia de la estimulacion de la PrL en el
grupo de la PrL-K, fue de 311 + 180 pA y 286 + 157para el grupo de VNS/PrL-K. El desarrollo
conductual de las crisis epilépticas en ambos grupos, fueron marcadamente diferentes.
Unicamente el grupo VNS/PrL-K desarrollé crisis fase V después de haber recibido un
promedio de 50.0 + 19.7. A diferencia de los animales a los que se les realiza kindling eléctrico
en el l6bulo temporal, el desarrollo de estos fue rapido y las fases no se presentaron de
manera lineal /consecutiva. Por otro lado, el grupo PrL-K nunca present6 una crisis fase V, sin
embargo, en los primeros dias de estimulacién, estos animales llegaron a presentar hasta fase
IV (Fig. 8C). Un hallazgo sorprendente fue que los animales de este dltimo grupo, presentaron

crisis generalizadas y parciales de manera espontanea (Fig. 8B).
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Fig. 7. A) localizacion del electrodo para estimulacion en el area prelimbica B) Localizacion del electrodo
para estimulacion en la amigdala. Los niimeros del lado derecho muestran la distancia del bregma. Cgl,
corteza cingulada 1; PrL, area prelimbica; IL, area infralimbica; DP, corteza peduncular dorsal; BLA, niicleo
de la amigdala lateral.

Los animales que fueron tratados tnicamente con VNS o PrL-K no mostraron efectos
antidepresivos en la segunda FST. En contraste, el grupo VNS/PrL-K el cual recibia
estimulacidn eléctrica en el nervio vago y en la PrL, si present6 un efecto antidepresivo; estos
animales, mostraron una disminucién en el tiempo de inmovilidad y un aumento significativo
en el tiempo de nado y escalamiento. Adicionalmente, el grupo PrL-K y el VNS/PrL-K
consumieron mas leche endulzada después de la FST, sin embargo, cuando se remplazaba la
leche por quinina, los animales del grupo VNS/PrL-K redujeron su consumo casi a la mitad
(fig. 10). De cualquier forma este ultimo resultado s6lo se muestra como tendencia ya que no

hubo una diferencia significativa.
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Fig. 8. A) Se muestra la comparacién del nimero de estimulaciones tipo kindiling en la PrL y el desarrollo de fases
epilépticas (I-V) entre el grupo PrL-K (barras negras) y el VNS/PrL-K (barras grises). El grupo PrL-K no mostré cambios
conductuales por momentos y estos fueron considerados como fase 0 y tampoco presentaron crisis fase V. El grupo
VNS/PrL-K mostré un aumento significativo en la fase II (* p < 0.029). B) registros representativos de de crisis parciales
(fase I y 1) del grupo PrL-K y crisis generalizadas ténico-clénicas del grupo VNS/PrL-K. C) duracién de postdescarga (I-V).
Se nota un aumento significativo en la posdescarga de las fases Il y III, y una disminucién en la fase III en el grupo
VNS/PrL-K (** p < 0.002; o p < 0.001). 1. Prelimbica derecha; 2. Amigdala izquierda; 3. Corteza parietal derecha.
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Flg. 9. Analisis de FFT realizado para localizar las frecuencias dominantes en los 100 segundos posteriores al kindling. Los
colores calidos muestran donde se encuentra la mayor actividad neuronal mientras que los colores frios sefialan los Hz donde
hay muy poca actividad neuronal. Notese un aumento de actividad en el grupo VNS/PrL-K comparado con el grupo PrL-K. PrL
(Prelimbica), Par. (Parietal), Am (Amigdala), Hz (Hertzios).

2nd FST 2nd TA

.
o |

; _— :E“‘ 30+
# -5 20
o
g -
@ 10
o |
@)
0
Immobility Swimming Climbing Sweetened Milk Quinine

Fig. 10. Conducta de las ratas en la FST y TA aplicadas después de la ultima estimulacién. Se muestra un incremento en el
nado y escalamiento y una disminucién en la inmovilidad en la FST en el grupo VNS/PrL-K. En la TA, fueron medidos los
mililitros consumidos de leche endulzada o quinina. El grupo VNS/PrL-K consumié menos quinina que los otros dos
grupos. Barras blancas, grupo VNS; barras negras, grupo PrL-K; barras grises VNS/PrL-K. ** p < 0.04; # p < 0.002; + p <
0.008; 0 p<0.013
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Discusion
El principal hallazgo de esta investigacion fue que la VNS no tiene efectos anticonvulsivos
cuando provocamos un foco epiléptico en la PrL, por otro lado, encontramos que la VNS

concomitante con la PrL-K produce un efecto antidepresivo.

El procedimiento de kindling muestra diferencias segun el sitio en el que se realiza. La corteza
frontal y prefrontal muestran una posdescarga muy larga, sin embargo, muestran una
inconsistencia en los estadios conductuales (Seidel y Corcoran, 1986). En los resultados
obtenidos en esta investigacion, encontramos que el grupo PrL-K no presentd crisis
convulsivas (estadios III al V). Ma et al. (2010), encontr6é que el kindling sobre la CPFvm
provoca hiperlocomocién. Estos resultados sugieren que la PrL no es un sitio para generar la
propagacion de una crisis secundaria generalizada, pareciera que su importancia consiste en

la expresion de crisis convulsivas en los primeros estadios.

Ha sido demostrado que la VNS tiene un efecto protector en distintos modelos de epilepsia
experimental. En nuestra investigacidn, encontramos que la VNS favorece la epileptogénesis
provocada por kindling eléctrico en la PrL. Dedeurwaerder et al. (2006), reportd que la VNS
no interfiere en la epileptogénesis de ratas con predisposicién genética. Asi también, se ha
comprobado que la VNS no genera ningun efecto anticonvulsivo cuando los animales se
encuentran en una fase de kindling avanzado. Por otro lado, el uso clinico de la VNS no tiene
efecto sobre pacientes con un foco epiléptico en el 16bulo frontal (Lazlow et al. 2012), y en
algunos casos, ha agravado el tipo de crisis (Koutromanidis M et al. 2000; Bao et al.2011). Asi,
los resultados de esta investigacién sugieren una reconsideracion de la VNS en epilepsia del

l6bulo frontal.

Una posible explicacion para este efecto paradéjico es que la VNS incrementa la concentracion
de norepinefrina (NE) (Follesa et al. 2007); la supresidn de las crisis convulsivas por medio de
la VNS dependen de la liberacién de la NE (Krahl et al. 1998); de manera inversa, se ha
reportado que altas dosis de imipramina generan actividad epileptogénica (Koella et al. 1979),
este antidepresivo triciclico inhibe la recaptura de la NE y SE, sin embargo, s6lo la NE esta
envuelta en la generacion de la actividad epileptogénica generada por el modelo de kindling
amigdalino (Ago et al. 2006). En esta investigacion, los animales muestran un incremento

significativo en los estadios Il durante los estimulos tipo kindling esto podria estar
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demostrando que la VNS puede incrementar la liberaciéon de NE y a su vez, generar un efecto

profilactico demorando la aparicidn de crisis parciales.

Ha sido demostrada la efectividad de la VNS como antidepresivo en la FST (Krahl et al. 2004).
Asi también, Hamani et al. (2010), report6 un efecto antidepresivo después de estimular la
PrL. Nuestros resultados indican que la estimulacién concomitante de la VNS y la PrL,
incrementan el efecto antidepresivo producido por la VNS o la PrL. de manera individual. Este
efecto antidepresivo podria estar generado por el incremento de flujo sanguineo cerebral
(IFSC) en la corteza prefrontal dorsolateral (CPFdl) producido por la VNS (Kosel et al. 2011) y
probablemente el kindling sobre la PrL induzca una disminucién de actividad en la CPFvm.
Los bajos niveles de actividad de la CPFdl y altos niveles de la CPFvm son signos descriptivos
de la depresion (Koenings y Grafman, 2009). Por otro lado, la estimulacién profunda de la
CPFvm y la VNS, provocan un aumento de dopamina, noradrenalina y serotonina (Hamani et
al. 2012; Rosenkranz y Grace, 2002), estos cambios podrian explicar el efecto antidepresivo

en nuestros resultados.

La depresion ha sido identificada como la enfermedad psiquidtrica con mayor comorbilidad
en pacientes epilépticos, de cualquier forma, los efectos del kindling eléctrico en la conducta
de depresidn, son controversiales. En estudios previos, Helfer et al. (1996), y Wintink et al.
(2003) no encontraron cambios en la FST ni en la prueba de preferencia de sabor en animales
previamente kindleados. En comparacion, otros trabajos han demostrado que la realizacion
del kindling rdpido sobre el Hip en ratas jovenes, induce cambios en FST y de preferencia de
sabor. En los resultados presentes, hemos encontrado cambios en ambas pruebas realizadas,
tanto en FST como en TA, sin embargo, tinicamente en la FST se encontraron cambios
significativos. La VNS activa el IFSC en el Hip, Talamo, Corteza insular, corteza orbitofrontal,
asi como otras estructuras (Henry et al. 2004). La TA es mediada por la corteza insular, la cual
proyecta hacia la InL. La estimulaciéon concomitante del nervio vago y la PrL, probablemente
modifican la excitabilidad de estas estructuras para producir una respuesta emocional al

estimulo aversivo.
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Conclusion:

En conclusidén, los hallazgos en esta investigacion son: (1) La VNS no ejerce un efecto
protector en crisis epilépticas del area prelimbica, y puede tener efectos excitadores en el
cerebro. (2) La estimulacién concomitante del nervio vago y la PrL, inducen una reduccién en
el tiempo de inmovilidad, adicionalmente, los animales se vuelven mas sensitivos a los
saborizantes aversivos. Mas all4, los estudios electrofisiolgicos son necesarios para evaluar el
rol de la VNS en la epilepsia del 16bulo frontal y poder determinar los mecanismos de accion
de la VNS en tratamientos de epilepsia o depresion, ademas, para investigar los mecanismos
antidepresivos, la integracion del aprendizaje de los cambios emocionales y/o la seleccién los
motores de accidén apropiados por la estimulacién profunda. Hacen falta mas estudios que
puedan determinar el efecto de la VNS en desordenes de epilepsia asociados con los

desordenes depresivos.
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