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RESUMEN

La estimulacion eléctrica transcraneal focal (EETF) via electrodos tripolares de
anillo concéntrico (ETAC) es una propuesta de tratamiento experimental no
invasiva para la epilepsia farmacorresistente. El kindling eléctrico amigdalino
(KEA) es un modelo de epileptogénesis que provoca cambios graduales en la
excitabilidad neuronal y es empleado para evaluar el efecto de tratamientos en
distintas fases de evolucion convulsiva. El objetivo de esta investigacion fue
analizar el efecto de la EETF sobre la progresion de la epileptogénesis a partir
de los estadios iniciales del KEA.

Se utilizaron 18 ratas macho Wistar con peso de 300-380 g, implantadas
estereotaxicamente en la amigdala izquierda, electrodos epidurales en ambas
cortezas prefrontales, y un ETAC en el vértex. Se formaron 3 grupos: grupo
EETF responsiva (EETFR, n=6), que recibié la EETF (2 minutos, pulsos
bifasicos 200 ps, 300 Hz, 2 mA,) inmediatamente después del KEA (1 s, pulsos
monofasicos 1 ms, 60 Hz, 150-500 pA); grupo EETF preventiva (EETFP, n=6),
al que se le aplicé sélo la EETF por 10 dias, posteriormente se aplicé la EETF
previo al KEA, y un grupo control (n=6) que sélo recibi6 KEA. En todos los
animales se aplico el KEA hasta presentar tres crisis convulsivas generalizadas
ténico-clonicas (CCGTC) consecutivas y 24 horas después se realiz6 una
prueba de susceptibilidad a las CCGTC. Se evalu6 el desarrollo del KEA con la
escala conductual de Racine y se analizé el poder espectral de los registros
electroencefalograficos de la amigdala y ambas cortezas en ventanas de
tiempo de 5 minutos para actividad de linea base y post-ictal, en las bandas de
frecuencia de 0-4 Hz, 5-7 Hz, 8-14 Hz y 15-30 Hz.

Se obtuvieron los siguientes resultados: se observé una tendencia del grupo
EETFP a retardar la progresion de la epileptogénesis presentando menor
duracion de las crisis y un aumento en la latencia a las CCGTC, hallazgo que
se asocia al aumento en la permanencia de crisis menos severas. También se
observ6 una tendencia del grupo EETFP a disminuir la duracién de las crisis y
una tendencia del grupo EETFR a disminuir la severidad presentando menor
frecuencia, efectos visibles en crisis parciales y transicion a generalizadas.

Respecto a la potencia, durante las crisis parciales hubo una mayor potencia
en el grupo control comparado con la EETFR y EETFP en las bandas de 0-4
Hz y de 5-7 Hz en la amigdala y ambas cortezas (p<0.05). En las crisis
parciales se observé una menor potencia de la EETFP en comparacion con el
grupo control en las bandas de 0-4 Hz, 8-14 Hz y de 15-30 Hz (p<0.05). La
EETFR tuvo menor potencia en comparacion con el grupo control y la EETFP
en ambas cortezas en la banda de 15-30 Hz (p<0.05) durante las crisis
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generalizadas. Para susceptibilidad a las CCGTC se observo que sélo el grupo
control mostré un incremento comparado con los grupos que recibieron EETF
(p<0.05).

La disminucion de la potencia de las bajas frecuencias con ambos protocolos
de estimulacion estaria asociada a la disminucion de la actividad sincronizante
provocando un efecto de retardo parcial en la epileptogénesis. La reduccion de
la potencia de la frecuencia mayor de 15 Hz, observada con la EETFR reflejaria
la disminucion de la excitabilidad neuronal que podria retardar la aparicion de
crisis subsecuentes. Asimismo, la disminucién de la susceptibilidad a las
CCGTC podria deberse a la reduccion de la potencia en general que provocan
ambos tipos de EETF. Los efectos protectores se pueden asociar a la
estabilidad en los niveles de GABA y glutamato que se han descrito con la
EETF.

Se concluye que la EETFP interfiere con la severidad de las crisis durante la
instalacion de la epileptogénesis, en contraste con la EETFR que produce
mayor efecto una vez que se ha instalado, presentando menor potencia
espectral. Por lo tanto, este tipo de estimulacion podria ser coadyuvante en el
tratamiento de las epilepsias farmacorresistentes.

Palabras clave: epilepsia farmacorresistente, estimulacion eléctrica
transcraneal focal, electrodo tripolar de anillo concéntrico, kindling,
epileptogénesis, potencia espectral

INTRODUCCION

La epilepsia es una alteracion del sistema nervioso central que se caracteriza
por un incremento y sincronizacion anormales de la actividad eléctrica neuronal,
gue se manifiesta a través de crisis recurrentes y espontaneas, asi como por
cambios electroencefalograficos, tales manifestaciones clinicas son muy
variables y dependen del area cerebral involucrada. Esto es fundamental en el
diagnéstico, basandose en la identificacion de una anormalidad epileptogénica
persistente que es capaz de generar actividad paroxistica (Lépez-Meraz et al.,
2009; Yusta, 2005). Dentro del conjunto de sindromes epilépticos se encuentra
la epilepsia de lobulo temporal (ELT), uno de los sindromes con mayor
prevalencia e incidencia dentro de las epilepsias de inicio focal, donde hasta el
66% de los pacientes epilépticos la padecen y un 35% desarrolla epilepsia
farmacorresistente, disminuyendo de forma considerable su calidad de vida
(Téllez-Zenteno & Hernandez-Ronquillo, 2012; Granata et al., 2009).

La alta prevalencia de esta enfermedad, asi como la ausencia de un
tratamiento antiepileptdgeno, hace necesario realizar nuevos estudios y crear
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modelos experimentales que permitan comprender mecanismos basicos
fisiopatologicos e identificar tratamientos eficaces (Garcia-Garcia, Garcia-
Morales & Guiu, 2009). El desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas esta
encaminado a la disminucion en la severidad de las crisis y a un mejoramiento
de la prognosis, sugiriéndose para ello cirugias resectivas y mas recientemente,
la implementacion de dispositivos de neuromodulacion eléctrica. A pesar de
estos avances en muchas ocasiones estas terapéuticas representan un riesgo
para el paciente, desde condiciones donde las sesiones de tratamiento son
muy costosas Yy los efectos secundarios pueden interferir con las actividades
cotidianas, hasta la consideracion de una cirugia que resultaria en un
procedimiento muy peligroso.

En los dltimos afios se han venido desarrollando dispositivos transcraneales de
neuromodulacién que disminuyen considerablemente los riesgos y efectos
colaterales en el paciente, entre estas técnicas existe la estimulacion eléctrica
transcraneal focal (EETF) via electrodos tripolares de anillo concéntrico (ETAC),
gue maximiza el efecto de la estimulacion mediante su focalizacion sin causar
dafios en el tejido o algun otro efecto secundario, demostrando su potencial
anticonvulsivo en varios modelos experimentales. Sin embargo, también resulta
importante analizar si tales efectos terapéuticos pueden también ser eficaces
durante el proceso de epileptogénesis, periodo durante el cual se suscitan una
serie de cambios plasticos en el cerebro que lo predisponen a la aparicién de
crisis recurrentes, ademas de si estos efectos dependen de cuando la
estimulacién es aplicada.

En esta investigacidn se describen conceptos basicos de la epilepsia y de la
ELT, modelos experimentales de epileptogénesis y se hace la descripcion de
los tratamientos més importantes para el control de las crisis epilépticas (CE),
haciendo un especial énfasis en el desarrollo de la EETF.

En el capitulo 1 se revisan la definicién y clasificacion de la epilepsia y de las
CE con sus diferentes componentes conductuales y caracteristicas
electroencefalogréficas (EEG), ademéas se hace un enfoque en la ELT, sus
distintos tipos y la fisiopatologia de la misma abarcando los cambios
moleculares, celulares, morfolégicos, quimicos y electrofisiologicos que se
desencadenan durante la epileptogénesis y que culminan en la aparicion de la
epilepsia cronica y la farmacorresistencia.

El capitulo 2 esta enfocado en la revision de los modelos experimentales, sus
caracteristicas principales de validacién y los distintos agentes que pueden ser
empleados para la investigacion, haciendo especial énfasis en el kindling
eléctrico como un modelo validado de epileptogénesis, describiendo las
caracteristicas neurofisiolégicas que lo sustentan asi como las alteraciones
permanentes que se establecen como consecuencia de las crisis generadas,
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las cuéles tienen grandes semejanzas con las reportadas en la experiencia
clinica en pacientes con ELT y farmacorresistencia.

En el capitulo 3 se hace una descripcion de las distintas alternativas de
tratamiento farmacologico, quirdrgico y de neuromodulcion eléctrica invasiva y
no invasiva, centrandose en los efectos de su uso para el control de las crisis
convulsivas, asi como de las bases electrofisiologicas que los sustentan. El
marco tedrico culmina en la descripcion de la EETF via ETAC en el capitulo 4,
revisando algunos conceptos fisicos, geométricos y computacionales de su
desarrollo y los efectos que ejerce en crisis evocadas en distintos modelos
experimentales. Hacia el final del trabajo se presentan los esquemas
metodoldgicos que dan cuenta de los efectos de la EETF con distintas
modalidades de induccion durante los cambios EEG y conductuales del modelo
de kindling eléctrico, tema central de la presente investigacion. De esta forma
se brinda un panorama general de las diferentes directrices que involucra la
comprension de la epilepsia, desde una perspectiva neurobiolégica abordando
sus mecanismos de aparicion y la problematica actual de los pacientes que
cursan con una prognosis pobre y que necesitan de nuevas terapéuticas para
mejorar su calidad de vida.
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CAPITULO 1 EPILEPSIA

CRISIS EPILEPTICAS Y SINDROMES
EPILEPTICOS
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De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2017, la
epilepsia es un trastorno neuroldgico crénico que afecta a unos 50 millones de
personas en todo el mundo, convirtiéndolo en uno de los padecimientos
neurolégicos mas comunes. Su etiologia es multifactorial, pudiendo ser
traumatismos craneoencefélicos, surgimiento de infecciones o alguna
alteracion genética el detonante de esta patologia. Es una enfermedad cerebral
cronica que puede padecer cualquier persona y que se caracteriza por la
aparicion de crisis recurrentes. Tales manifestaciones patologicas se deben a
descargas eléctricas excesivas de grupos de células cerebrales y las
caracteristicas de estos ataques tienen una gran diversidad en su
fenomenologia conductual dependiendo de la zona del cerebro donde se
origine la alteracion, asi como de sus patrones de propagacion.

En América Latina es uno de los padecimientos mas comunes del sistema
nervioso representando un gran problema de salud publica. Las personas con
epilepsia que viven en América Latina, y sobre todo en regiones aisladas, se
enfrentan a problemas como la disponibilidad de la atencion médica y el
estigma social, tornando su vida cotidiana mas incapacitante. En México se
calcula que aproximadamente entre 7 y 8% de la poblacién padece algun
trastorno del sistema nervioso, entre los cuales la epilepsia representa una
gran proporcién. La prevalencia de epilepsia en nuestro pais se estima entre
11.1-20.3 casos por cada 1000 personas, resultando en la existencia de 1 a 2
millones de mexicanos con esta enfermedad. La gravedad de la presencia de
epilepsia en México ha llevado a crear el Programa Prioritario de Epilepsia,
dependencia de la Secretaria de Salud que se extiende en hospitales de toda la
republica (Velasco, 2013; Villasana, 2014).

La OMS acepta que la epilepsia representa un gran problema por su magnitud,
trascendencia y vulnerabilidad. Su prevalencia, su cronicidad, su alta
morbilidad y baja mortalidad demuestran la repercusion social y de calidad de
vida que tiene, no sélo en el paciente, sino también en el ndcleo familiar que lo
sostiene.

Crear medidas de impacto para la prevencion ademas del control de los
factores que intervienen en la génesis de la epilepsia es uno de los pilares
angulares que la experiencia clinica y la ciencia han determinado como
urgentes. El conocimiento cientifico no se detiene, y conforme evolucionan las
neurociencias algunos conceptos en cuanto a definicion y clasificacion
presentan constantes cambios (Velasco, 2013). En este primer apartado se
abordaran algunos aspectos sobre la definicién de epilepsia que han sido clave
en la comprension de la enfermedad y que posibilitan la unificacion de ciertos
criterios y términos importantes para un correcto diagndéstico, asi como las
principales clasificaciones que se han desarrollado.
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1.1. Definicidn

La epilepsia es una enfermedad compuesta por una variedad de desordenes
de la funcion cerebral que tiene su etiologia en diversas causas, no obstante,
un acuerdo comun existe en la definicion de los términos crisis y epilepsia.
Tales definiciones son importantes para la comunicacion entre profesionales de
la salud e investigadores. La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE por
sus siglas en inglés, International League Against Epilepsy) y el Buro
Internacional para la Epilepsia (IBE por sus siglas en inglés, International Bureu
for Epilepsy) presentan definiciones operacionales aplicables en el ambito
médico-cientifico para que puedan ser aplicadas facilmente en circunstancias
particulares. La epilepsia se define operacionalmente en el 2005 como un
trastorno del cerebro que se caracteriza por una predisposicién duradera a
generar CE y que tiene consecuencias neurobioloégicas, cognitivas,
psicolédgicas y sociales (Fisher et al., 2005; Fisher et al., 2014). Definiciones
precedentes se han construido basandose en aportaciones de la neuroimagen,
tecnologia gendmica, y conceptos de la biologia molecular. La inclusion de
variables ambientales como parte de la epilepsia hacen de esta definicion mas
completa en el marco de las neurociencias clinica y basica (Berg et al., 2010).

La epilepsia ha sido tradicionalmente referida como un trastorno o una familia
de trastornos, mas que una enfermedad, debido a que esta patologia abarca
diversas condiciones. No obstante, el término de trastorno implica una
alteracion funcional que no es necesariamente de larga duracion, mientras que,
en términos de enfermedad, debido a su cronicidad, las funciones normales
cursan por un deterioro a largo plazo. La naturaleza en la propension duradera
para generarse ha llevado a la ILAE y el IBE a considerar la epilepsia como una
enfermedad, por lo que finalmente la epilepsia es definida como una
enfermedad cerebral caracterizada por una predisposicion duradera a generar
crisis epilépticas que tiene consecuencias neurobiolégicas, cognitivas,
psicoldgicas y sociales (Fisher et al., 2014; Fisher, 2015).

Esta enfermedad presenta alteraciones funcionales del sistema nervioso
central, caracterizadas por un incremento y sincronizacion anormales de la
actividad eléctrica neuronal (L6épez-Meraz et al., 2009). La razon por la cual se
genera esta actividad parece tener multiples posibilidades con variaciones de
un paciente epiléptico a otro, sin embargo, la investigacion basica y experiencia
clinica han propuesto algunos elementos que intervienen en la generacion de
descargas sincronicas neuronales que incluyen:

1. La liberacibn de neurotransmisores excitatorios, en especial el
glutamato.

2. El blogqueo de receptores inhibitorios del Acido Y-Amino Butirico
(GABA).
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3. La desensibilizacion de receptores inhibitorios con etiologia diversa
(genéticas, bioquimicas e iatrogénicas).

4. El decremento del neurotransmisor inhibitorio GABA.

La pérdida de neuronas inhibitorias que son bastante sensibles al dafio.

6. El incremento o activacién de uniones electroténicas con nuevas redes
que facilitan la transmision de un impulso por contacto interneuronal y
trenes de descarga anormal excitatoria.

7. Cambios en las propiedades eléctricas de los canales idnicos sensibles
a voltaje y transportadores ionicos.

8. La hiperactivaciéon de los canales inositol trifosfato (IP3) de los astrocitos,
causando exocitosis de glutamato hacia receptores postsinapticos
excitatorios.

o

La generacion de actividad sincrénica se manifiesta con crisis recurrentes y
espontaneas que pueden ser analizadas conductual y
electroencefalograficamente (Lopez-Meraz et al., 2009; Paur & Chazot, 2007;
Velasco, 2013). En el siguiente apartado se hard una descripcion de la
definicion de estos eventos y coémo son clasificados de acuerdo a
caracteristicas fenomenoldgicas y eléctricas.

1.2. Crisis epilépticas y clasificacion

La terminologia moderna emplea la palabra crisis para cualquier evento severo
y repentino. La ocurrencia de eventos fisiologicos, fisicos y psicolégicos de la
epilepsia evocan a las CE. Diversos fendmenos destacan las caracteristicas de
una crisis que involucran la naturaleza de su comienzo y terminacion, las
manifestaciones clinicas y el incremento de la sincronia neuronal. Por ello que
se ha definido una CE como la ocurrencia transitoria de signos y sintomas
debido a actividad neuronal anormal sincronica y excesiva en el cerebro (Fisher
et al., 2005; Fisher et al., 2014). Las manifestaciones clinicas son muy
variables y dependen del area cerebral involucrada, son autolimitadas, y duran
normalmente de uno a dos minutos seguidas de un periodo de depresion
cerebral que se manifiesta por déficits neurologicos localizados (pérdida de
fuerza, alteraciones sensitivas) o difusos (somnolencia, cansancio, agitacion,
delirio, cefalea, etc.) (Yusta, 2005).

La clasificacion dentro del contexto de la epilepsia es una herramienta clinica
clave para la evaluacion de las condiciones especificas de cada paciente,
proceso que influye en cada evaluacion clinica y en la investigacion basica para
el desarrollo de nuevas terapias. La clasificacion provee de un marco para
comprender el tipo de crisis, la probabilidad de que otro tipo de crisis ocurra en
esas condiciones individuales y su potencial desencadenamiento, de esta
forma se tiene un mejor panorama de la prognosis. La clasificaciéon también
informa sobre riesgos de comorbilidad que incluyen dificultades de aprendizaje
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y otros trastornos neuropsiquiatricos, la tasa de mortalidad y la seleccion
apropiada de terapias antiepilépticas. Los principales criterios empleados son
los mecanismos patofisiologicos, substratos neuronales, la respuesta a
farmacos antiepilépticos (FAE), patrones de EEG ictales, patrones de
propagacion y caracteristicas post-ictales y la presencia de un sindrome
epiléptico (Engel, 2006). La clasificacion basica y expandida emitida por la ILAE
en 2017 se resume en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacién operacional de las CE

Clasificaciéon de los tipos de crisis ILAE 2017

[ Comienzo focal ( Comienzo ( Comienzo
L generalizado desconocido
Motora \ /Motora

| Conciencia

(
\

la conciencia

Alteracion de }

/Comienzo motor \

automatismos
atonica

clonica

espasmos epilépticos
hipercinética

ténico-clénica

tonica

clénica

mioclénica

miocldnica ténico-clénica
miocldnica atonica
atonica

espasmos epilépticos

ténico-clénica
espasmos epilépticos

No motora
arrest conductual

mioclénica No motora [ No clasificada
tonica (ausencia)
. tipica
Comienzo no motor atipica
autondémica mioclénica
arrest conductual mioclénica palpebral
cognitiva \\ /
sensorial
conductual

. .

Focal hacia bilateral
ténico-clonica

Esta version se ha construido en la clasificacion basica de las CE, no obstante, la clasificacion anterior no tomaba en
cuenta las subcategorias, reduciendo significativamente el marco referente de consulta. La organizacion vertical a partir
del primer nivel de clasificacion (focal, generalizado o desconocido) no es jerarquica y la especificacion en el nivel de
conciencia es opcional. Traducido de Fisher et al., 2017.

Las crisis son primeramente clasificadas por el tipo de comienzo. Las crisis de
comienzo focal o parciales son aquellas que se originan dentro de una region o
red limitada del cerebro en uno de los hemisferios. Pueden ser discretamente
localizadas o ser ampliamente distribuidas en el mismo hemisferio. Las crisis
de comienzo generalizado son aquellas que se originan en un punto especifico
pero que se propagan rapidamente de manera bilateral en redes distribuidas en
todo el cerebro. Una crisis de comienzo desconocido aun puede ser definida en
términos de si presenta o no componentes motores.
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El siguiente nivel de clasificacibn comprende el nivel de conciencia en el
paciente. En este contexto la conciencia es definida operacionalmente como el
conocimiento de uno mismo y del ambiente, teniendo asi un marcador
pragmatico para determinar el nivel en la pérdida de dicha capacidad en su
nivel de responsividad. Durante una crisis focal la conciencia puede estar
intacta y se le llama crisis focal con retencién de la conciencia (antes llamada
crisis parcial simple). Si el estado consciente sufre por alguna alteracion
durante la crisis (pérdida parcial o completa), es clasificada como crisis focal
con alteracion de la conciencia (antes llamada crisis parcial compleja).

Alternativamente, el grado de conciencia puede ser inespecifico, y la crisis es
clasificada como crisis focal con o sin comienzo motor, asociado a la presencia
de convulsiones, que son episodios de contracciones musculares anormales y
excesivas y pueden ser persistentes o interrumpidas. Dentro de las crisis con
comienzo motor existen los componentes: aténico (pérdida focal del tono
muscular), ténico (rigidez focal sostenida), clénico (sacudidas focales ritmicas),
mioclénico (sacudidas focales breves e irregulares) o de espasmos epilépticos
(extension o flexion focal de brazos y flexion del tronco). Otros componentes
menos frecuentes son la actividad hipercinética (pedaleos y golpeteos) y
automatismos (actividad motora mas o menos coordinada y repetitiva).

En una crisis focal también se presenta cesacibn de movimientos sin
responsividad (arrest). Estas pueden ser clasificadas como crisis focales
autonémicas (presencia de sensaciones gastrointestinales, de calor o frio,
enrojecimiento, piloereccion, palpitaciones o cambios respiratorios), crisis
focales cognitivas (déficits del lenguaje, pensamiento o asociados a funciones
corticales superiores), crisis focales emocionales (presencia de miedo,
ansiedad, agitacion, paranoia, ataques de ira, éxtasis) y crisis focales
sensoriales (cambios somatosensoriales olfatorios, visuales, auditivos,
gustativos o sensaciones vestibulares).

La crisis tipo focal hacia bilateral tonico-clénica es una categoria especial que
reemplaza al término “crisis parcial con generalizacion secundaria”. En la nueva
clasificacion “bilateral” es usado para connotar los patrones de propagacion
final de las crisis y “generalizada” solo para crisis con ese tipo de comienzo.

Las crisis de comienzo generalizado son divididas en motoras y no motoras
(convulsivas o0 no convulsivas) y en cualquiera de sus categorias hay pérdida
total de la conciencia. En caso de presentarse actividad motora, ésta debe ser
de comienzo bilateral y se dividen en: 1) crisis generalizadas ténico-clonicas
también llamadas crisis tipo “grand mal”, son caracterizadas por movimientos
con componentes tonicos y clénicos subsecuentes. La primera fase de estas
crisis es tonica seguida de la fase clénica que muestra tipicamente una
disminucién en la frecuencia de sacudidas en el curso del evento, la pérdida de
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conciencia se presenta antes o durante los movimientos de rigidez y sacudidas.
2) Las crisis generalizadas clénicas comienzan, progresan y terminan con
sacudidas ritmicas sostenidas de las extremidades de forma bilateral y de
cabeza, cuello, cara y tronco. 3) Las crisis generalizadas tbnicas se
caracterizan por la rigidez bilateral y elevacion de las extremidades,
frecuentemente con rigidez del cuello. También puede presentarse una postura
anormal, con extension, flexion y temblor de las extremidades. 4) Las crisis
generalizadas mioclénicas pueden ocurrir en aislamiento o en conjunto de
actividad tonica o aténica y se diferencian de las clénicas por ser breves y tener
patrones irregulares repetitivos. 5) En las crisis generalizadas mioclénicas
tonico-clénicas se presentan breves sacudidas de las extremidades y el tronco
seguidas de una relegacién en la actividad motora. 6) Durante las crisis
atonicas existe una pérdida del tono muscular provocando la caida del
paciente, sin embargo, este se recupera al poco tiempo. 7) Por ultimo las crisis
tipo espasmo epiléptico son referidas como espasmos infantiles debido a que
se presentan en esa edad y se caracterizan por flexiones y extensiones o la
mezcla de ambas de forma repentina en masculos proximales y troncales.

En las crisis generalizadas no motoras se categorizan las crisis de ausencia,
que se presentan con una cesacion subita de la actividad y pérdida de la
conciencia ademas de que tienden a ocurrir en grupos de pacientes jovenes,
estas crisis tienen menos automatismos que las crisis focales. Se dividen
primero en crisis de ausencia atipicas cuando estan asociadas a cambios en el
tono, siendo méas pronunciadas que las crisis de ausencia tipicas, o cuando el
inicio o cese de la crisis no es abrupto. Usualmente es empleado el EEG para
asegurar la distincién entre crisis atipicas y tipicas. Una crisis mioclénica de
ausencia se refiere a una crisis que presenta movimientos mioclénicos ritmicos
con elevacion progresiva de los miembros superiores y asociadas con
descargas tipo espiga-onda generalizadas (3 Hz). Una crisis tipo mioclonica
palpebral presenta sacudidas breves de los péarpados con desviacion
ascendente de los ojos, a pesar de que esta actividad es asociada a una
ausencia también se pueden presentar crisis motoras sin alguna
correspondencia haciendo dificil su clasificacion.

Aquellas crisis de comienzo desconocido pueden ser categorizadas como
motoras, tonico-clonicas, tipo espasmo epiléptico, no motoras 0 sin
clasificacion, esto debido a que sus patrones de propagacion no pueden ser
incluidos en ningun otro tipo de crisis 0 porque no existe la suficiente
informacion para permitir su categorizacion (Blume-Chair, Luders, Mizrahi,
Tassinari, Emde & Engel, 2001; Fisher et al., 2017).

Las crisis frecuentemente son delimitadas en tiempo, dependiendo de los
periodos ictal (durante una crisis), interictal (entre crisis) y post-ictal (después
de una crisis) que las conforman, presentando diferencias dramaticas en su
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actividad. Asi, de forma simultdnea a la manifestacion clinica de las CE
también es posible obtener registros de la actividad eléctrica anormal mediante
EEG, brindando una poderosa herramienta que refleja la dinamica de los
potenciales eléctricos asociada a un componente conductual especifico. Los
clinicos utilizan los patrones EEG para identificar, clasificar, cuantificar y
localizar crisis. Los estudios mediante EEG registran tipicamente los cambios
interictales debido a la naturaleza paroxismal de la enfermedad sirviendo de
ayuda en el diagnostico de la epilepsia. En los registros durante la actividad
ictal es esencial una pre-evaluacion del paciente con el fin de localizar la zona
epileptogénica y el sitio de propagacion inicial. El término epileptiforme es
usado para connotar la morfologia EEG de actividad asociada al comienzo,
mantenimiento y terminacion de CE (Cascino, 1996; Fisher, Scharfman &
Curtis, 2014).

Existen patrones comunes asociados a la presencia de CE, siendo la
morfologia tipo espiga la mas tipica. Las espigas son definidas como
potenciales que sobresalen del registro basal con una duracién de entre 30 y
hasta 70-80 ms con un pico y caida de voltaje asimétrico seguido de una onda
lenta. Las espigas pueden ser focales o generalizadas a través de amplias
regiones en el cerebro de forma bilateral y su recurrencia ritmica seguida de
ondas lentas es referida como actividad tipo espiga-onda. El registro EEG del
cuero cabelludo en un humano durante una CE puede tomar al menos cinco
diferentes formas (figura 1).

Trazos ritmicos que involucran
las frecuencias de la banda
teta, delta y alfa.

Espigas ritmicas

Espiga-onda

Electrodecremento (caida de
voltaje)

il

Crisis clinica pero sin cambios
claros en el EEG

-

Figura 1. Patrones electroencefalograficos comunes durante el comienzo de CE.
Traducido de Scharfman & Buckmaster, 2014.

El primer patron es ritmico y abarca frecuencias en la banda teta (4-7 Hz), delta
(0-3 Hz) o alfa (8-12 Hz). La actividad de este tipo puede presentar varios
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grados de amplitud, aunque las espigas y la actividad de puntas y ondas no
son requeridas para ser parte del patrén ritmico de una crisis. El segundo
patron es la presencia de espigas ritmicas, observadas mas comuinmente en
crisis hipocampales y estructuras vecinas. El tercer componente espiga-onda
ocurre tipicamente durante las crisis generalizadas de ausencia, en crisis
focales y en el curso de crisis generalizadas tonico-clonicas. El cuarto
componente de electrodecremento refiere a una reduccion general de los
ritmos cerebrales al comenzar una crisis, estos patrones son comunes en Ccrisis
tonicas, atonicas y algunas veces tonico-clonicas. ElI segmento que presenta
electrodecremento tiene una baja amplitud, pero alta frecuencia, actividad que
es asociada con los rangos de oscilaciones de alta frecuencia (HFO por sus
siglas en inglés, High Frequency Oscillations), los cuales son marcadores de la
regibn de comienzo en las crisis. Por ultimo, el quinto patrén electrogréafico
refiere a un registro sin cambios aparentes y debe ser correlacionado con la
actividad clinica conductual (Scharfman & Buckmaster, 2014).

1.3. Sindromes epilépticos y clasificacion

Las epilepsias y los sindromes involucran la existencia de una anormalidad
epileptogénica intrinseca que resulta en la aparicibn de CE,
independientemente del dafio o condicion. Esta propiedad también es
responsable de que la actividad convulsiva se presente durante un periodo de
tiempo relativamente corto, durante muchos afios o incluso a lo largo de la vida.
Un sindrome epiléptico es un complejo de signos y sintomas que definen una
condicion epiléptica especifica, tales caracteristicas implican el tipo de crisis,
patrones EEG y de neuroimagen, el substrato anatémico comprometido,
alteraciones dependientes de la edad de inicio, la base genética de su origen,
historia familiar, condiciones socioeconémicas y la presencia de comorbilidad
con disfunciones psiquiatricas e intelectuales. Cabe destacar que un sindrome
epiléptico no necesariamente tiene una correlacion positiva con un diagndstico
etiologico, por ello sirve como clasificador diferencial, incluyendo mas factores
en el diagnostico. Basicamente a los sindromes epilépticos se les denomina
sintomaticos cuando resultan de una o mas alteraciones patologicas
identificables en la estructura o metabolismo cerebral, e idiopaticos cuando no
existe una alteracion contundente y su etiologia primaria se cree es genética
(Engel, 2006; Scheffer et al., 2017; Yusta, 2005).

No todos los sindromes pueden ser facilmente clasificados como focales o
generalizados, o como sintomaticos o idiopéticos, por lo cual se reemplazan
caracteristicas especificas del sindrome para el diagndstico. De esta forma se
pueden clasificar en epilepsias focales sintoméaticas, epilepsias focales
familiares (autosémicas dominantes), epilepsias idiopaticas focales de la
infancia y la nifiez, epilepsias generalizadas idiopaticas, epilepsias reflejas,
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encefalopatias epilépticas, epilepsias mioclonicas progresivas y crisis que no
requieren necesariamente del diagnostico de epilepsia. El término “epilepsia
criptogénica” refiere a un sindrome sintomético, pero del cual la etiologia es
desconocida (Engel, 2006; Lopez-Meraz et al., 2009; Shorvon, 2011). La tabla
2 muestra la organizacién de los sindromes epilépticos de acuerdo a la edad de
inicio y las condiciones relacionadas, propuesta por la ILAE en 2010.

Tabla 2. Clasifiacién de los sindromes epilépticos de acuerdo a la edad de inicio

‘ Sindromes electroclinicos

Un ejemplo de como se pueden organizar los sindromes:
Ordenados por edad tipica de inicio”

Periodo neonatal Lactancia Infancia Adolescencia-Edad adulta Edad de inicio variable
— Crisis neonatales — Crisis febriles”, Crisis febriles — Crisis febriles®, Crisis febriles plus {F5+) — Epilepsia ausencia juvenil — Epilepsia focal
benignas™ plus (F5+) - Epilepsia ocdipital de la infandia de inicio (JAE) familiar con focos
- Epilepsia familiar — Epilepsia benigna de la temprano (sindrome de Panayiotopoulos) — Epilepia mioclonica juvenil variables (de la
neonatal benigna infandia (de la lactancia) - Epilepsia con crisis micclone atonicas {IME) infancia a la edad
(BFNE) — Epilepsia familiar benigna de (previamente astaticas) — Epilepsia con crisis adulta)
- Sindrome de la infancia (BFIE) - Epilepsia ausencia infantil {CAE) generalizadas tonico- - Epilepsias mioclonicas
Ohtahara - Sindrome de West - Epilepsia benigna con puntas clonicas solamente progresivas (PME)
- Encefalopatia - Sindrome de Dravet centrotemporales (BECTS) — Epilepsia autosémica - Epilepsias reflejas
miocldnica temprana — Epilepsia mioclonica de la - Epilepsia frontal nocturna autosmica dominante con
(EME) infancia (de la lactancia) dominante (ADNFLE) caracteristicas auditivas
(MEI) - Epilepsia ocdipital de la infandia de inicio (ADEAF)

— Otras epilepsias familiares
del ldbulo temporal

— Encefalopatia mioclénica en
trastornos na progresivos

tardio (tipo Gastaut)
- Epilepsia con ausencias miocldnicas

— Epilepsia de lainfancia (de la - Sindrome de Lennox-Gastaut (LGS)
lactancia) con crisis focales - Encefalopatia epiléptica con punta onda
migratorias continua durante el suefio (CSWS)*

- Sindrome de Landau-Kleffner (LKS})

Constelaciones especificas/Sindromes quinirgicos

(Constelaciones espedificas/Sindromes quirdrgicos

- Epilepsia temporal mesial con esclerosis del
hipocampo (ETM con HS)

- Sindrome de Rasmussen

- Crisis geldsticas con hamartoma hipotalamico

- Epilepsia con hemicomvulsion-hemiplejia

Epilepsias no sindrémicas"*

Epilepsias atribuidas a causas estructurales-
metabdlicas y organizadas de acuerdo a ellas
- Malformaciones del desarrollo cortical
(hemimegalencefalia, heterotopias, etc)
- Sindromes neurocutdneos (complejo esclerosis
tuberosa, Sturge-Weber, etc)

Epilepsias de
causa desconocida

- Tumor, infeccién, trauma, angioma, lesiones
prenatales y perinatales, accidente cerebrovascular,
ete.

* La ordenadién de los sindromes electrodinicos no refleja la etiologia

A No diagnosticadas tradicionalmente como epilepsia

+ Algunas veces denominado estatus epilepticus eléctrico durante el suefio lento (ESES)

** Formas de epilepsia que no cumplen aiterios para sindromes especificos o constetaciones

Modificado de ILAE., Berg & Cross, 2010.

La etiologia presenta implicaciones basicas para el tratamiento. Un paciente
con epilepsia puede ser clasificado dentro de mas de una categoria etioldgica,
tales categorias no son jerarquicas y la importancia que adquieren depende
también de las circunstancias diagnésticas. La etiologia de un sindrome
epiléptico se puede clasificar basicamente en:

1. Etiologia estructural: génesis en una anormalidad estructural que
presenta un alto riesgo de provocar CE. La etiologia de este tipo puede
ser adquirida como resultado de un derrame cerebral, trauma e infeccién
o por malformaciones genéticas corticales.

2. Etiologia genética: como resultado de una mutacion genética, en la cual
las crisis son el sintoma clave de la enfermedad y donde la mayoria de
los genes implicados en la condicion son aun desconocidos.
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3. Etiologia infecciosa: es la etiologia mas comun donde la epilepsia ocurre
como resultado de una infeccion bacteriana, virica o0 micotica,
provocando la aparicién de CE en la fase aguda de la enfermedad.

4. Etiologia metabdlica: un rango de desordenes metabdlicos que son
asociados con epilepsia, los cudles generan cambios bioquimicos a
través del cuerpo, incluyendo al cerebro, resultando en la aparicion de
crisis.

5. Etiologia Inmunoldgica: la epilepsia es resultado directo de un desorden
inmune y frecuentemente se conceptualiza como un proceso inflamatorio
autoinmune del sistema nervioso central. El diagnostico en este tipo de
etiologia se ha visto incrementado, particularmente por el acceso a test
de anticuerpos.

6. Etiologia desconocida: la causa del sindrome epiléptico no se conoce
aun, y la posibilidad de un diagnéstico queda relegada a la semiologia
electro-clinica (Scheffer et al., 2017).

Conocer la fisiopatologia del sindrome epiléptico es de vital importancia para
llevar a cabo un registro EEG dirigido, esto es, realizarlo bajo condiciones que
desencadenen o faciliten las descargas, haciéndolas evidentes. La definicidon
de sindrome epiléptico basada en caracteristicas electro-clinicas facilita la
practica meédica y la investigacion en grupos homogéneos de pacientes con
epilepsia, siendo el EEG una herramienta necesaria para el diagndéstico. Los
protocolos estdndar estdn conformados generalmente por: 1) una descripcion
general del sindrome, 2) una descripcién de los sintomas y semiologia del
sindrome, 3) hallazgos en patrones paroxismales durante los periodos de vigilia
y suefio y en las fases interictales e ictales de las crisis, 4) sumacion de
metodologias y técnicas que permitan un mejor registro de la actividad y otras
caracteristicas electrograficas particulares del sindrome en cuestion y 5) el
diagnéstico EEG que comprende un diagnéstico clinico confirmatorio,
altamente probable o medianamente probable (Koutroumanidis et al., 2017;
Velasco, 2013).

Los sindromes epilépticos no soélo estan definidos por sus caracteristicas
moleculares, genéticas, anatémicas o EEG. El contexto socioecondémico y
psicolégico también esta relacionado con la aparicion de CE, condicionando la
calidad de vida del paciente y de quienes le rodean.

Ha existido una constante preocupacién sobre el progreso en el manejo de la
epilepsia centrado en el control médico, el desarrollo de nuevos FAE vy
particularmente el proceso de ajuste social en los individuos. Tradicionalmente
los resultados en las condiciones de salud se han medido en términos de
mortalidad, no obstante, nuevos indices se han desarrollado, incluyendo ahora
términos de funcionamiento social que provee de un nuevo marco de
referencia. La epilepsia resulta frecuentemente en un cambio de inclusion
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social, condicidbn que presenta varias connotaciones como la participacion,
capacidad de desarrollo, incremento de bienestar social, asi como la capacidad
de ser activamente incluido por otros, hacer contribuciones econdmicas,
psicoldgicas y politicas. Dependiendo de la edad, los episodios epilépticos son
repentinos y peligrosos, incrementando el riesgo de dafio, hospitalizacion y en
algunos casos muerte repentina, interfiriendo significativamente en las
actividades del paciente. El insuficiente conocimiento del padecimiento
eventualmente resultara en un tratamiento inapropiado, posible discapacidad
fisica y la exclusién social. En paises de Latinoamérica, la epilepsia es
percibida en un 54.2% desde una postura de discriminacién, 70.8% observa
que hay estigmatizacion y es percibida con miedo. Contrario a ello sélo el
29.9% de la poblacion percibe a la enfermedad con comprensién y 12.5% con
empatia. Frecuentemente los desajustes en tales esferas de desarrollo
provocan la coexistencia en el paciente de trastornos neuropsiquiatricos como
la aparicibn de ansiedad interictal, desorden de ansiedad generalizada y
depresion. Muchos de los sindromes presentan disfunciones intelectuales y de
aprendizaje ademas de cursar con trastornos neurolégicos como trastorno del
espectro autista, trastornos del suefio, déficits motores y desordenes
gastrointestinales. Estos factores determinan en los pacientes las
oportunidades de desarrollo, por ello que presentan menores niveles de
educacion y su poblacién tiene altos indices de desempleo (de Boer, Mula &
Sander, 2008; Garcia-Morales, Gil-Nagel, de Rosendo & Torres-Falcon, 2014;
Kwan, Yu, Leung, Leon & Mychaskiw, 2009; Mlinar, Petek, Cotic, Ceplak &
Zaletel, 2016; Scheffer et al., 2017; OPS, 2013).

La inclusion social es un elemento importante de la calidad de vida para los
pacientes con epilepsia. Investigaciones recientes han reportado que el
estigma social por el que pasan estas personas contribuye a incrementar la
presencia de psicopatologia, disminucién del contacto y de capital social. El
aislamiento favorecera la aparicion de conductas antisociales, empeorando
significativamente la enfermedad y la prognosis de ésta. La epilepsia afecta con
mayor frecuencia a personas que se encuentran en edad productiva,
generando limitaciones en sus posibilidades econémicas reduciendo el marco
de oportunidades para el tratamiento de la enfermedad, con un escenario aun
mas desfavorable para los pacientes que presentan epilepsia refractaria, donde
las terapias mas comunes no son una opcion y los costos para ello se ven
incrementados significativamente. Los costos pueden distinguirse entre: 1)
costos directos (aquellos que implican los gastos médicos de prevencion,
tratamiento y rehabilitacion, y los no médicos como gastos de servicio y
familiares), 2) costos indirectos (pérdida de ganancias debido al desempleo y
exceso de mortalidad) y 3) costos intangibles (alteraciones progresivas en la
calidad de vida, aislamiento social, dolor y estigma). El IMSS ha reportado que
en México el costo anual del tratamiento para pacientes con epilepsia
refractaria es de aproximadamente $2.646, en costos ambulatorios es de
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$2.017 y al requerir hospitalizacion aumentan hasta los $3.483 y $5.500. Las
consultas médicas son la principal carga econémica representando un 39%,
seguido de FAE con 24%, dias de hospitalizacion 21%, estudios que no
implican laboratorio 15% y estudios de laboratorio 1%.

En muchos paises de ingresos bajos y medianos la disponibilidad de FAE es
baja con acceso en el sector publico inferior al 50%, denominandose “brecha
terapéutica”. Tales problematicas instan a la investigacion a enfocarse en
aspectos individuales de la epilepsia, en gran medida en la calidad de vida de
quien la padece y especificamente factores determinantes como
discriminacion, oportunidades de empleo, condiciones psiquiatricas, estilo de
vida y la condicion epiléptica actual (Begley & Beghi, 2002; Couras, Rocha da
Cruz, Neves & Andrade, 2012; Garcia-Contreras et al., 2006; Mlinar et al.,
2016; OMS, 2017; Pachlatko, 1997).

Epidemiolégicamente se ha observado que los sindromes epilépticos estan
asociados en su mayoria a una localizacion cerebral especifica (Dong et al.,
2014; Picot et al., 2008). Dentro de los sindromes epilépticos sintomaticos se
ha observado que la iniciacion de las crisis se presenta principalmente en
regiones temporales y frontales, las cuales manifiestan en mayor proporcion
crisis de origen focal hacia bilateral ténico-clonica (crisis parcial con
generalizacion secundaria) (Banerjee, Filippi & Hauser, 2009; Medina et al.,
2005; Oka, Ohtsuka, Yoshinaga, Murakami, Kobayashi & Ogino, 2006).

En estructuras mesiales del |I6bulo temporal se han reportado la mayor cantidad
de patologias asociadas a la aparicion de CE con etiologias diversas tales
como el desarrollo de tumores de bajo grado, accidentes cerebrovasculares,
displasia cortical focal, encefalitis mitocondrial, encefalitis viral, encefalitis de
Rasmussen o limbica, etc (Villasana, 2014).

La epilepsia asociada a la activaciéon de un foco epileptégeno en estructuras
temporales se le llama ELT. Se le considera un sindrome epiléptico adquirido
multifactorial que se asocia con lesiones como la esclerosis hipocampal (EscH),
tumores, traumatismos, malformaciones vasculares y plasticidad neuronal o
excitabilidad celular anémala, siendo este el tipo de epilepsia que presenta la
mayor probabilidad de farmacorresistencia. Esto resulta en efectos deletéreos
importantes en la calidad de vida del paciente con factores de prondstico
frecuentemente desfavorables (Herrera-Peco, Fernandez-Millares, Pastor,
Hernando-Requejo, Sola & Alonso-Cerezo, 2009; Kwan & Brodie, 2000). En el
siguiente apartado se hara una descripcion de las caracteristicas principales de
este sindrome, enfocandose en la fisiopatologia y el porqué del dificil control de
las crisis que se presentan.
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1.3.1. Sobre la epilepsia del 16bulo temporal

La gran mayoria de los casos de crisis corresponden a la ELT, siendo el
sindrome epiléptico mas frecuente en los adultos, representando entre el 25% y
35% de los casos generales de epilepsia. Ademas, entre el 60% y 70% de las
epilepsias de inicio focal que presentan farmacorresistencia corresponden a la
ELT. El sustrato que la caracteriza es un foco epileptogénico adscrito a
estructuras temporales mesiales (area limbica mesiobasal o rinencefélica y del
area temporal lateral) como el complejo amigdalino, el hipocampo, el giro
hipocampal, corteza entorrinal (CxEn), corteza piriforme (CxPir) y cuya
anormalidad anatdmica mas habitual, por la presencia de una lesion cerebral
temprana, es la EscH (Engel,1996; Lépez-Hernandez & Solis, 2012; Pereno,
2010; Téllez-Zenteno & Hernandez-Ronquillo, 2012; Volcy-Gémez, 2004).

Los tipos de ELT pueden clasificarse en funcion del area afectada en: 1) ELT
mesial (ELTM) con esclerosis del hipocampo que se caracteriza por la pérdida
de neuronas en las zonas del Cornu de Ammonis (CA) 1, giro dentado (GD) e
hilus, 2) ELTM sin esclerosis del hipocampo, 3) ELT focal lateral, que se
caracteriza por trastornos de lenguaje, alucinaciones auditivas complejas, etc, y
por ultimo 4) ELT familiar autosémica dominante, que se caracteriza por auras
auditivas y crisis tonico-clonicas (Herrera-Peco et al., 2009).

A pesar de que las CE tienen un inicio focal en estructuras del sistema limbico,
alrededor de un 50% de los pacientes pueden presentar crisis bilaterales
ténico-clonicas que no son homogéneas debido a la propagacion eléctrica
extensa a través de diferentes vias entre las cuales se encuentran estructuras
subcorticales como los ganglios basales y estructuras talamicas, siendo el
desarrollo de este tipo de crisis el principal factor de riesgo para dafio neuronal
(Bone, Fogarasi, Schulz, Gyimesi, Kalmar, Kovacs, Ebner & Janszky, 2012;
Volcy-Gémez, 2004). Durante el curso de este sindrome suceden una serie de
eventos bioquimicos, morfolégicos y eléctricos de caracter progresivo que
componen una reorganizacion celular de los circuitos limbicos, dando lugar a
CE de mayor severidad, disfunciones emocionales y cognitivas, asi como el
desarrollo de farmacorresistencia.

1.3.1.1. Fisiopatologia de la epilepsia del I6bulo temporal

En el curso evolutivo de la ELT existe un intervalo de tiempo que se caracteriza
por estar libre de CE, tal periodo, desde la aparicion del dafio cerebral hasta el
comienzo de la epilepsia sintomatica, puede durar meses o afios. Se ha
aceptado la hipotesis de que durante este periodo latente ocurre una serie de
mecanismos celulares, estructurales y funcionales que alteran un cerebro
normal para convertirse en un cerebro epiléptico, resultando en la aparicion de
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crisis espontaneas recurrentes y dejando al paciente en un estado de epilepsia
cronica, denomindndose a este proceso epileptogénesis, como se muestra en
la figura 2. Esta reorganizacién de los circuitos cerebrales incluye pérdida
neuronal, cambios en la expresion de canales sensibles a voltaje, de
receptores, alteraciones metabdlicas, procesos inmunoldgicos y gliosis.

La progresion de la epilepsia incluye tanto el incremento en la frecuencia de las
crisis como el agravamiento de las anormalidades funcionales que las
provocan, esto influenciado por multiples factores enddgenos y exdgenos
(Blauwblomme, Jiruska & Huberfeld, 2014; Loscher & Brandt, 2010; Pitkanen,
Kharatishvili, Karhunen, Lukasiuk, Immonen, Nairismdji, Gréhn & Nissinen,
2007).

Alteracion de la red

neuronal Alteracion

funcional

Fase de latencia o epileptogénesis

Retardo en el
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Dario a la BHE
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Alteraciones de la
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Figura 2. Alteraciones celulares que ocurren durante el proceso de epileptogénesis.

Varios tipos de dafio pueden desencadenar un proceso epileptogénico como EscH, tumores, traumatismos,
malformaciones vasculares o derrames cerebrales, y sus efectos son dependientes de la edad de inicio, de esquemas
farmacoldgicos y de comorbilidad neuropsiquiatrica. Las alteraciones celulares y su distribuciéon temporal estan mejor
caracterizadas en el hipocampo. Como consecuencia, en los distintos cambios funcionales se pueden desarrollar
problemas de memoria, alteraciones conductuales y emocionales, déficits sensorio-motores y problemas en el
desarrollo que provocan una reorganizacion celular de los circuitos neuronales, culminando en crisis espontaneas
recurrentes, tal condicion puede generar epilepsia refractaria. Durante el proceso epileptogénico, estas alteraciones
estan sujetas a la modulacion de factores genéticos y epigenéticos. Traducido de Pitkanen & Lukasiuk, 2009.
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1.3.1.1.1. Bases moleculares y morfologicas de las alteraciones celulares
enlaELT

1.3.1.1.1.1. Neurodegeneracion

El proceso de neurodegeneracion es probablemente una de las alteraciones
mejor descritas en el curso de la epileptogénesis. Este fendbmeno se adscribe
basicamente a regiones hipocampales como lo son el hilus del GD, las células
de la capa piramidal del CA1 e interneuronas y se observa de forma moderada
en la capa piramidal de CA3, CA2 y en células granuladas. También se han
descrito procesos de neurodegeneracion en estructuras vecinas como la
amigdala (AM) y la periferia de las CxEn, perirhinal (CxPer) y parahipocampal,
ademas de estructuras extratemporales que incluyen el talamo y cerebelo.
Estos cambios estan caracterizados por una pérdida progresiva neuronal y por
alteraciones en la morfologia celular.

Los pacientes afectados por la ELT presentan patrones variables de pérdida
neuronal y en particular, esta alteracion puede ser clasificada en 5 diferentes
patrones: 1) estructura hipocampal sin pérdida significativa neuronal o sin
esclerosis (18%); 2) pérdida celular severa en CAl y pérdida moderada en
todas las regiones del hipocampo excepto en CA2 (19%); 3) extensa pérdida
neuronal en todas las capas hipocampales (53%); 4) pérdida neuronal severa
restringida a CAl (6%) y 5) pérdida neuronal severa restringida a la region hilar
(4%). Ademas de estos cambios también se han reportado patrones parciales
de pérdida neuronal adscritos a la regién subicular, aunque no es menos
frecuente.

La pérdida en la densidad neuronal no es el Unico evento que caracteriza a la
ELT, cambios morfolégicos también han sido reportados. Especificamente se
han visto cambios en el tamafio del soma celular, numero de dendritas y
densidad espinal. En particular la presencia de neuronas subiculares con una
reducida arborizacion y densidad espinal en la parte proximal de las dendritas
apicales sugiriendo un efecto de desaferenciacion parcial de CA1l, ademas los
cuerpos celulares amigdalinos se ven reducidos e incrementan la densidad de
espinas por segmento dendritico. Las alteraciones en dendritas son
caracterizadas por la bifurcacion espinal, lo que sugiere cambios en la
conectividad sinaptica (Bengzon, Kokaia, Elmér, Nanobashvili Kokaia &
Lindvall, 1997; Curia, Lucchi, Vinet, Gualtieri, Marinelli, Torsello, Constantino &
Biagini, 2014; Pitkanen & Lukasiuk, 2009).
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1.3.1.1.1.2. Neuroinflamacién

El proceso de inflamaciébn ocurre como respuesta a un dafio en los
componentes celulares (como la pérdida neuronal), provocando alteraciones en
la vascularizacion de vasos sanguineos. Por ello que este proceso se ha
reportado como un factor importante en la iniciacidon y mantenimiento de las
crisis en la ELT. Durante este evento se ve un incremento de la actividad
microglial y de astrocitos reactivos que desencadenan la liberacion de citocinas
inflamatorias, alterando la excitabilidad neuronal mediante efectos de
sefializacion catalitica intracelular. Ambos tipos celulares pueden liberar
citocinas del tipo interleucina (IL)-1B, IL-6 y factor de necrosis tumoral (TNF)aq,
que pueden activar cascadas de sefalizacion involucradas en la muerte
neuronal y la proliferacion celular. Estos procesos provocan una gran red de
reorganizacion asociada al desarrollo de la epilepsia cronica. Especificamente,
se ha reportado que los niveles de IL-13, IL-6 y TNFa se ven incrementados en
pacientes con ELT después de presentarse crisis de inicio focal hacia bilateral
ténico-clénicas, sugiriendo que los efectos inflamatorios aumentan durante el
estado post-ictal, incrementandose la posibilidad de desarrollar una lesién
esclerética (Bauer, Cepok, Todorova-Rudolph, Nowak, Kdller, Lorenz, Oertel,
Rosenow, Hemmer& Hamer, 2009; Curia et al.,, 2014; Li, Bauer, Nowak,
Norwood, Tackenberg, Rosenow, Knake, Oertel & Hamer, 2011).

1.3.1.1.1.3. Gliosis

Las céulas gliales (astrocitos, microglia y oligodendrocitos) pueden contribuir al
proceso de epileptogénesis de varias maneras. Los astrocitos regulan los
niveles extracelulares de potasio (K*) asi como la captura y concentraciones
extracelulares de glutamato a través de los transportadores EAAT1 y EAAT?2,
siendo activos en el metabolismo y sintesis de varias moléculas, entre ellas
también estdn los mediadores inflamatorios, esto durante la fase temprana
post-dafio cerebral. En la ELT los astrocitos reducen su actividad para remover
el glutamato y K* extracelular, incrementando la excitabilidad neuronal, ademés
de reducir los procesos de sintesis de citocinas pro-inflamatorias y aumentando
su liberacion. Se ha reportado una disminucion de transportadores especificos
de glutamato en las regiones de CAl, CA2 y CA3 al incrementarse la enzima
adenosina quinasa que interfiere con la liberacion de adenosina en los
transportadores, dejando altos niveles glutamatérgicos extracelulares. También
se ha visto disminucion de la actividad enzimatica GS, inhibiendo los procesos
de degradacion glutamatérgica. El hecho de que existan altos niveles de este
neurotransmisor excitatorio esta directamente asociado a la sincronizacion de
disparos neuronales hipocampales.
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La microglia es extremadamente sensible, secretando grandes cantidades de
citocinas e inclusive factores de crecimiento neurotrofico como el factor
Neurotréfico Derivado del Cerebro (BDNF), teniendo también un papel activo
en los procesos de reorganizacion celular a través de la proliferacion neuronal.
La actividad de los oligodendrocitos aun es controversial, no obstante se ha
propuesto que interviene alterando el proceso de mielinizacion neural mediante
la facilitacion del potencial de accion, esto como respuesta al dafio neuronal
ocasionado por las CE, ademas se ha observado una disminucion de la enzima
anhidrasa carbonica lo que altera los niveles extracelulares de cloro (Cl)y K*
(Blauwblomme, Jiruska & Huberfeld, 2014; Coulter & Steinhauser, 2015; Curia
et al., 2014; Eyo, Murugan & Long-Jun, 2017; Luo, lkegaya & Koyama, 2016;
PitkAdnen & Lukasiuk, 2009; Velasco, 2013).

1.3.1.1.1.4. Neurogénesis: crecimiento axonal y plasticidad dendritica

El proceso de neurogénesis involucra la proliferacion, migraciéon vy
diferenciacion de los neuroblastos e integraciones sinapticas de nuevas
neuronas con los circuitos previamente establecidos. La neurogénesis en
adultos es un proceso que esta bien definido en zonas subgranulares del GD
en el hipocampo. Las nuevas células granuladas envian sus proyecciones
axonales hacia la via de las fibras musgosas del hipocampo y desarrollan
propiedades electrofisiologicas similares a otras células granuladas, siendo
mayormente excitables. Se ha observado que se presenta un incremento de
neurogénesis en el GD después de presentarse crisis recurrentes y que se
asocia principalmente a procesos de migracion celular anémalos en la zona
hilar y la capa molecular.

Estas proyecciones aberrantes exhiben una integracion patolégica con las
redes celulares del area CA3 y establecen conexiones aferentes adicionales
con las fibras terminales musgosas. Se ha sugerido que la neurogénesis
retardada por los procesos inflamatorios podria interferir con la migracion
celular, dejando una dispersion significativa de los nichos neurogénicos de las
células granuladas en locaciones ectopicas, estableciendo nuevas conexiones.
La mayoria de éstas células ectépicas se encuentran en nichos a lo largo del
eje septal y temporal. Este circuito de redes excitatorias induce
hiperexcitabilidad en el hipocampo, incrementando los disparos ritmicos tipo
rafaga en las células piramidales de CA3, de esta forma aparecen las crisis
espontaneas y se desarrolla la epilepsia cronica (Curia et al., 2014; Koyama,
2016; Kuruba, Hattiangady & Shetty, 2009).

Otro fendmeno presente es el brote de colaterales (denominado generalmente
como sprouting) de las fibras musgosas que se ha observado en pacientes con
ELT, caracterizado por el aumento de crecimientos filopodiales en la capa
polimorfica del hipocampo. Estas ramificaciones colaterales frecuentemente
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proyectan hacia la capa molecular interna y proveen de sinapsis excitatorias a
las dendritas de células granuladas para crear asi circuitos excitables
reverberantes, hallazgos que se han correlacionado con la progresion en la
frecuencia y severidad de las CE.

Se ha sugerido que las cascadas de sefializacion activadas por BDNF y el
factor de crecimiento nervioso (NGF) inducen grandes crecimientos dendriticos
de las fibras musgosas en el hilus del GD mediante la union a los receptores
tirosina quinasa (Trk)A, TrkB ,TrkC y p75, que activa las proteinas Janus
Quinasa y transductoras de sefiales y activadoras de transcripcion (JAK-STAT),
la proteina quinasa C (PKC) y la proteina quinasa activada por mitdgenos
(MAPK), resultando en una regulacién a la baja de las subunidades a1 del
receptor GABAA que interfiere asi con la inhibicion de las células excitatorias
(Curia et al., 2014; Koyama, 2016; Scharfman & Buckmaster, 2014;
Siebzehnrubl & Blumcke, 2008).

En el tejido de pacientes con crisis recurrentes se ha reportado sprouting de los
axones colaterales de las células piramidales de CA1l. Estas fibras se extienden
desde el stratum radiatum del area CA3 y hacia el subiculum, mientras que las
fiboras de CA3 proyectan reciprocamente a CA1, subiculum, presubiculum y
parasubiculum y hacia la CxEn medial y lateral. Desde esta misma corteza, los
axones se extienden hacia la CxPer y AM, donde la porcién basolateral
proyecta hacia el subiculum ventral. Durante el periodo cronico de la epilepsia
también se han visto una reorganizacion aberrante axonal de interneuronas
GABAérgicas, éstas forman contactos sinapticos simétricos que se proyectan
hacia las dendritas de las células granuladas, sin embargo no reciben el input
normal de las otras neuronas, que es requerido para una eficiente inhibicion del
tipo feed-back, esto probablemente por la reorganizacion de las células
excitatorias y una menor densidad sinaptica perisomatica de las interneuronas,
lo que finalmente ocasiona serias consecuencias en las propiedades
integrativas inhiborias de las células principales del hipocampo (Curia et al.,
2014; Scharfman & Buckmaster, 2014, Scharfman, 2006).

1.3.1.1.1.5. Angiogénesis

Un dafio a la barrera hemato-enceféalica y la consecuente expresion de factores
angiogénicos, proliferacion de ceélulas endoteliales y angiogénesis son
caracteristicas comunes de la ELT, procesos que son importantes en la
regulacion, transporte, metabolismo y funciones inmunolégicas de varios
compuestos en el cerebro (incluidos los FAE). Las lesiones ocasionadas por las
CE inducen neuroinflamacion, provocando el aumento en los niveles de
citosinas inflamatorias y factores neurotroficos como la IL-1, IL-6, TNFa, el
factor de crecimiento tumoral (TGF)B e interferon-y, lo que ocasiona la
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activacion de proteinas de crecimiento vascular como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) en el hipocampo (CA3) que se une a receptores
Trk.

Las nuevas vascularizaciones tienden a resultar en alteraciones de la barrera
hemato-encefalica por una pérdida de uniones ocluyentes o tight junctions de
las células epiteliales, dejando escapar iones (principalmente aumento de K*
extracelular) y proteinas al ambiente extracelular neuronal, exarcerbando de
esta forma los procesos inflamatorios y la actividad astrocitica. La union del
VEGF a su receptor VEGF-R2 activa las proteinas STAT3 regulan la JAK-
STAT, receptores IP3 de calcio (Ca?*) y la fosfolipasa tipo C, modificando la
responsividad de la membrana a la matriz extracelular (MMP-9 y MMP-2) y
proteinas de fosforilacion intracelular involucradas en la expresion de
receptores, proliferacion y migracion neuronal. Este ciclo de retroalimentacion
positiva culmina en los procesos de reorganizacién en los circuitos, haciéndolos
facilmente excitables (Benini, Roth, Khoja, Avoli & Wintermark, 2016; Curia et
al, 2014; Lange, Storkebaum, Ruiz, Dewerchin & Carmeliet 2016; Marchi &
Lerner-Natoli, 2013; Morin-Brureau, Rigau & Lerner-Natoli, 2012; Rigau et al.,
2007).

El conjunto de alteraciones funcionales en las neuronas eventualmente
presenta repercusiones en sus propiedades electroquimicas, caracterizadas
por un desbalance entre excitacion/inhibicion, siendo este fendmeno la principal
anomalia que caracteriza a la ocurrencia de CE.

1.3.1.1.2. Desbalance excitacion/inhibicién en la ELT: alteraciones
guimicas y electrofisioldgicas

Los procesos de reorganizacion molecular y morfoldégica resultan en
modificaciones de la neurotransmision y excitabilidad celular. Por un lado, la
intensa proliferacion de axones aberrantes de las células granuladas y la
reinervacion de espinas dendriticas y por otro la pérdida neuronal selectiva,
principalmente interneuronas, las cuales constituyen la fuente principal de
control en la excitabilidad de células piramidales. Ambos tipos de
neurotransmision, glutamatérgica y GABAérgica, inciden en el desarrollo de
crisis espontaneas.

1.3.1.1.2.1. Alteraciones asociadas a la neurotransmisién glutamatérgica

Estudios realizados en el foco epiléptico de pacientes con ELT han reportado
alteraciones en la neurotransmision excitatoria, siendo el glutamato el principal
neurotransmisor excitador. Al ser liberado, el glutamato puede unirse a los
receptores ionotrépicos N-Metil-D-Aspartato (NMDA) y el receptor Acido Y-
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Amino-3-Hidroxi-5-Metil-4-Isoxazolpropiénico (AMPA), generandose asi una
serie de potenciales post-sinapticos excitatorios (PPE) que reclutan grupos de
neuronas vecinas y se suman para sincronizarse.

La participaciobn de estos receptores en la epilepsia se ha comprobado al
utilizar antagonistas farmacolégicos selectivos, los cuales terminan por
disminuir o suprimir totalmente la activad epiléptica. También se ha reportado
que ambos receptores tienen implicaciones distintas en las crisis,
especificamente AMPA se ha vinculado a las descargas rapidas neuronales
que inician con la actividad epileptiforme, mientras que los NMDA estan
asociados a una activacion mas lenta y se vinculan al mantenimiento de las
crisis. Por ello se ha sugerido que las descargas epilépticas son generadas por
las propiedades excitables intrinsecas neuronales, siendo iniciadas vy
propagadas sincrénicamente por conexiones colaterales recurrentes
excitatorias que involucran primariamente a la actividad de alta frecuencia. Los
cambios electrofisiologicos mas significativos asociados a la epilepsia se han
encontrado en el hipocampo, especificamente en las células granuladas del
GD, las cuales son capaces de generar potenciales sinapticos dependientes de
NMDA en forma prolongada, mientras que la conductancia de los receptores
AMPA es normal. No obstante, en este mismo sentido también se ha descrito el
aumento en los niveles de expresion de los receptores NMDA y AMPA, que en
el caso de los primeros se incrementan las subunidades tipo NR2A y NR2B,
tanto en células del GD como en neuronas de CAl (Pastor, Uzcategui, Gal-
Iglesias, Ortega, Sola & Menéndez, 2006; Rogawski, 2013).

Varios estudios reportan un incremento en la liberacion de glutamato desde los
astrocitos, fenbmeno que ocurre en la iniciacion de la actividad epileptiforme.
En el ambiente neuronal reorganizado la liberacion de glutamato se debe a una
subsecuente inyeccion intra-astrocitica de Ca?* por los canales IP3, lo que
desencadena corrientes eléctricas en las neuronas piramidales de CAl y
terminan convirtiéndose en descargas recurrentes (Albrecht & Zielinska, 2016).
Estas alteraciones se traducen en patrones de actividad eléctrica que pueden
ser estudiados.

Las caracteristicas electrofisiologicas que ocurren a nivel de potenciales de
campo y a nivel celular pueden ser registrados mediante arreglos de
microelectrodos, mediante esta técnica se pueden identificar caracteristicas
electrogréficas de una CE en dos niveles, especificamente la ocurrencia de
HFO y cambios celulares especificos en el patron de disparo neural. Las HFO
son breves (10-200 ms) y consisten principalmente en oscilaciones (80-200 Hz)
u oscilaciones rapidas (200-600 Hz), pico maximo que refleja el incremento en
la frecuencia de disparo glutamatérgico y pueden concurrir con descargas
interictales epileptiformes (DIE). Estas alteraciones estan fuertemente
expresadas en regiones hipocampales y parahipocampales. La hipotesis de
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gue las neuronas se encuentran interconectadas patolégicamente postula que
las HFO reflejan los potenciales de accién sumados de un grupo neuronal que
esta estructural y funcionalmente conectado y los cambios registrados
presentan un aumento en amplitud y sincronizacion de las descargas, siendo
excelentes marcadores de la iniciacion de las CE.

La aparicion de un complejo de oscilaciones rapidas durante la ocurrencia de
hipersincronizacion en la fase temprana de reclutamiento neuronal corresponde
a un incremento transitorio de la actividad inhibitoria seguido de un rebote en el
disparo de las células piramidales glutamatérgicas. En esos periodos iniciales
es comun observar la aparicion de caidas rapidas de voltaje que se asocian al
disparo interneuronal, pero que rapidamente cambian a periodos de
sincronizacion. Este cambio es generalmente desencadenado por el disparo de
un conjunto muy pequefio de neuronas que mediante potenciales
despolarizantes originan disparos ritmicos. Estos conjuntos electrograficos
también se pueden observar hasta 20 segundos antes del comienzo de las CE,
aunque con menor amplitud y se relacionan con acoplamientos de fase en
neuronas piramidales y células granuladas de CAl, GD y CxEn (Weiss et al.,
2016).

Durante la fase de mantenimiento y terminacién se presentan alteraciones
electrofisiolégicas, asociadas al establecimiento de las HFO. Se caracteriza por
un componente de oscilaciones de gran frecuencia que disminuyen
gradualmente, involucrando la apariciéon de DIE. Esta actividad depende de
patrones de disparo heterogéneo, sincronizandose a gran escala. Las distintas
fases de progresion en el reclutamiento neural se pueden observar
electrograficamente con cambios dramaticos en la morfologia y frecuencia,
como se observa en la figura 3. De forma general estas oscilaciones tienen su
origen en las corrientes entrantes de sodio (Na*) y Ca?*y corrientes de salida
para uno o mas tipos de K*. El influjo de Ca? modifica la conductancia
dependiente de K* que regula los periodos de hiperpolarizacién lenta y sus
altas concentraciones extracelulares facilitan la despolarizacion, tales eventos
electrograficamente se asocian a las frecuencias de 10-15 Hz en el EEG,
siendo mas atipicas.

La eficacia de la sefalizacion inhibitoria se ve reducida por cambios
diferenciales en potenciales inhibitorios dendriticos y somaticos, déficits en la
liberacion de GABA y perturbaciones en la homeostasis de la concentracion de
Cloro (CI") en células piramidales con niveles bajos de cootransportador de CI-
y K* (KCC)2 y altos niveles del cotransportador de Na*, K* y ClI- (NKCC)1,
responsables de la homeostasis de este ion. La reduccién de las sefiales
inhibitorias generaria los cambios de las corrientes de K* hiperpolarizantes
facilitando el incremento de excitabilidad y generando los disparos en forma de
rafagas.
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La pérdida interneuronal y la desinhibicién de grandes poblaciones de células
piramidales debido a la reorganizacién celular provocan un reclutamiento
progresivo de otras areas cerebrales, llegando a un punto donde la inhibicién
GABAérgica termina por debilitarse y las dinamicas de disparo excitadoras se
sincronizan (Alvarado-Rojas et al., 2015; Jefferys et al., 2012).
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Figura 3. Progresion electrogréafica de la actividad epileptiforme.

Registros realizados a través de un arreglo de microelectrodos en el I6bulo temporal. Los colores indican las diferentes
épocas de una crisis: la linea azul corresponde al periodo que presenta el pre-reclutamiento de grupos neuronales en
la crisis, la linea naranja corresponde al comienzo de la crisis (frente de onda ictal), la linea violeta abarca la actividad
post-reclutamiento (fase de mantenimiento de la crisis), y la linea rosa corresponde a los Ultimos segundos antes de
terminarse la crisis. En a) representacion de las fases de propagacion en forma espacial que son registradas por los
microelectrodos. En b) trazo representativo del potencial de campo durante la crisis con un microelectrodo. En c)
promedio de disparos neurales durante la crisis de un registro multiunitario. En d) trama de frecuencias (raster)
multiunitaria de los canales del MAE durante la crisis. En e) gréafica de intervalos inter-descargas a través de la duracion
de la crisis. Nétese los cambios progresivos en la morfologia del registro intracraneal y en la frecuencia de los disparos
neuronales. Los periodos iniciales de la crisis se ven caracterizados por amplitud y frecuencia irregulares, lo que se
relaciona con los mecanismos interneuronales de inhibicion que intentan contener la actividad (aparicion de caidas de
voltaje). No obstante, durante la fase ictal y el periodo de post-reclutamiento presentan incrementos dramaticos en la
amplitud y frecuencia que se mantienen estables hasta la aparicién de DIE, finalizando con descargas irregulares y
lentas hasta desaparecer abruptamente. Traducido de Smith et al., 2016.

1.3.1.1.2.2. Alteraciones asociadas a la neurotransmisién GABAérgica

La evolucion progresiva de las crisis recurrentes en la ELT esta vinculada a los
fendbmenos de hiperexcitabilidad y sincronizacion. Estas alteraciones no solo
encuentran su génesis en la reorganizacion de los circuitos excitatorios, un
gran numero de investigaciones a nivel clinico y experimental dan cuenta de
que los sistemas de neurotransmision inhibitoria GABAérgica se encuentran
danados.
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Las interneuronas proveen de un control inhibitorio de los ensambles
neuronales locales y tienen un papel fundamental en los procesos ictogénicos
epilépticos. Entre estas células se encuentran las interneuronas en canasta o
axo-axonicas que forman mdultiples contactos sindpticos con la region
perisomatica de las células principales glutamatérgicas, contribuyendo a la
generacion de potenciales post-sinapticos inhibitorios (PPI) mediados por el
receptor GABAaA. También se encuentran interneuronas que conforman una
variedad de subtipos que hacen contactos selectivos con diferentes dominios
dendriticos y que se asocian a la generacion de potenciales lentos mediados
por GABAa. Durante la epileptogénesis se ha observado una reduccion
significativa en la eficacia inhibitoria de este tipo de neuronas debido a cambios
en los receptores GABAérgicos, a la muerte celular que se genera por la
excitotoxicidad glutamatérgica y a la reinervacion de los contactos sinapticos
con nuevos blancos principales (Blauwblomme, Jiruska & Huberfeld, 2014).

Los pacientes afectados por la ELT presentan patrones variables de pérdida
neuronal, siendo el hilus del GD la estructura mas sensible, donde la poblacion
de interneuronas se ve reducida significativamente. La pérdida neuronal
disminuye la inhibicién del GD, facilitando el inicio de una crisis al tener un
menor umbral de activacion.

Las interneuronas también pueden diferenciarse en distintas subclases
basadas en la expresion de proteinas especificas. Aquellas que son positivas a
parvalbumina se encuentran en CAL, subiculum y la capa de células
granuladas, observando una gran reduccion de su poblacién en la neocorteza y
el hipocampo con diferentes patrones. La regibn CAl tiene una pérdida
moderada en forma inicial, con una dramética pérdida cuando evoluciona a
EscH, observandose s6lo unas cuantas dendritas y terminales axénicas en la
region. Interneuronas positivas a somatostatina se ven disminuidas en GD y
CA1l, para interneuronas positivas a neuropéptido-Y en cortezas perirhinal e
insular, mientras que las positivas a colecistoquinina se ven reducidas en las
capas superficiales de la CxPer. Respecto a las interneuronas positivas a
calretinina se ven disminuidas significativamente en la capa molecular y las
positivas al acido glutamico en el subiculum y el stratum oriens de CALl. La
pérdida neuronal de este tipo supone también la pérdida de inhibicion
perisomatica que ejerce la inervacion en canasta y en candelabro,
especificamente la inhibicion del segmento inicial del axdén de las células
piramidales en forma axo-axonica. Estas marcadas reducciones en las
poblaciones celulares inhibitorias estan fuertemente asociadas con el desarrollo
de crisis espontaneas (Curia et al 2014; Scharfman & Buckmaster, 2014).

Por otro lado, una serie de mecanismos alteran también los receptores
GABAEérgicos en ceélulas piramidales, generando una marcada reduccion en la
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eficacia de este tipo de neurotransmision. Se ha observado una
sobrerregulacion de la subunidad 2 del receptor GABAa en el soma y en las
dendritas apicales y una disminucion en las basales. La reinervacion de los
axones en las células en candelabro van formando conexiones hipertroficas,
dejando a estos nuevos crecimientos con una recuperacion mas lenta ante
trenes de alta frecuencia. Estos cambios pueden generar eventos sincronicos
espontaneos parecidos a las DIE, donde los efectos despolarizantes se deben
al aumento en los niveles de CI- por las alteraciones en los cotransportadores
NKCC1 y KCC2 que revierten la direccion de la corriente inducida por la
apertura de los receptores GABAa, colapsandose los gradientes
electroquimicos. Al cambiar las propiedades de KCC2 también se ven
incrementadas las concentraciones de K* al cambiar la direccion del transporte
ya que durante la transicion de la crisis también se presenta de un influjo de CI-
a un eflujo, manteniendo el K* afuera, en un ciclo que se repite al revertirse la
direccién del flujo (Blauwblomme, Jiruska & Huberfeld, 2014; Pastor et al.,
2006; Scharfman & Buckmaster, 2014).

Después del dafio neuronal por las crisis también se presenta un decline
significativo en el nUmero de receptores GABAa que contienen las subunidades
By vy debido a una disminucion en la fosforilacién de 3 y y2, siendo removidos
rapidamente de la membrana celular. La pérdida de estas subunidades también
se ve relacionada con una regulacion a la baja de proteinas de anclaje celular,
especificamente la gefirina que tiene enlaces mas débiles con los receptores
GABAa, alterando su expresion. Los cambios derivados en los receptores
GABAérgicos es regulado por el incremento en la sintesis de BDNF vy la
activacion de sus receptores (Trk-B y p75) asi como el control de cascadas de
sefializacion intracelular que incluyen las proteinas JAK-STAT, PKC y MAPK.
El BDNF es conocido por incrementar la fosforilacion del Elemento de
Respuesta a Unién de Proteina cAMP (CREB), siendo también un potente
regulador de la sintesis del Represor Temprano de cAMP Inducible (ICER).
Ambas proteinas incrementan su union al gen promotor del receptor GABAA 0
GABRA1-p en la regién del GD, silenciandolo. Asimismo, se ha reportado una
disminucién del transportador KCC2 que altera las concentraciones de K*y CI-
debido al incremento de BDNF, aumentando considerablemente sus niveles
extracelulares (Gonzalez, 2013; Fritschy, 2008; Kaila, Ruusuvuori, Seja, Voipio
& Puskarjov, 2014; Scharfman & Brooks-Kayal, 2014).

Debido a los cambios plasticos como consecuencia de la epileptogénesis,
eventualmente surgen alteraciones electrofisiologicas que facilitan la aparicion
de crisis espontaneas. Los experimentos in vitro en tejido de pacientes con
ELTM mediante manipulacion farmacologica han demostrado que la
neurotransmision GABAérgica es crucial en la iniciaciébn de la excitabilidad
celular. El analisis de la actividad epileptiforme en tejido humano durante la
aplicacion de antagonistas del receptor GABAAa indica que las descargas
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sincronicas inducidas por estimulos contribuyen al incremento de conductancia
en los receptores ionotropicos glutamatérgicos. Especificamente la propension
del area CA3 a generar DIE esta vinculado a la capacidad de las células
piramidales para generar disparos sensibles a cambios de voltaje por la accion
de Ca?, mismo proceso que se suscita en registros intracelulares
hipocampales al utilizar antagonistas como la 4-aminopiridina (antagonista de
los canales de K*), exhibiendo complejos despolarizantes paroxismales. Los
registros de potenciales de campo obtenidos de areas parahipocampales ha
revelado que las DIE se dan de manera heterogénea en términos de su rango
de ocurrencia y de su forma, Los registros mediante microelectrodos obtenidos
de la corteza CxEn y AM han demostrado que durante la aplicacion de 4-
aminopiridina se generan eventos inter-ictales lentos caracterizados por
despolarizaciones duraderas, siendo observadas también en interneuronas del
hilus del GD, originandose por las corrientes de Cl- debido a la actividad del
receptor GABAA. Los registros obtenidos en rebanadas de tejido subicular en
pacientes con ELT han mostrado que distintas descargas pre-ictales
emergentes que concurren con eventos interictales que dependen de los
mecanismos glutamatérgicos y que preceden al disparo de células piramidales.
Asi, la activacion de redes inhibitorias podria intervenir en los ultimos segundos
de las descargas generadas por las células principales, sin embargo, esto falla
cuando los disparos progresan en un patron de descargas recurrentes,
fendmeno que se observa al iniciar una crisis electrografica (Avoli, Louvel,
Pumain & Koéhling, 2005; Avoli & Curtis, 2011).

La actividad sincrénica y la propagacion durante las crisis se adscriben
principalmente a la actividad que se origina entre la neocorteza temporal, la
CxPer y CxEn, y es restringida por redes inhibitorias de tipo feed-forward. Una
propagacion masiva de actividad sincronizada entre estas regiones puede ser
generada desde la region entorrinal-hipocampal con un componente
GABAérgico especifico relacionado. El bloqueo de los receptores GABAa de
esta region facilita la propagacion reciproca de la actividad entre las diferentes
cortezas sugiriendo una red local de inhibicién feed-forward que es crucial en el
control y regulacién de las descargas epileptiformes.

Estos resultados se traducen en que la actividad de disparo de células
glutamatérgicas principales y redes interneuronales a través de los cambios en
las concentraciones de K* se manifiesta bajo diferentes condiciones, desde la
presencia de actividad eléctrica normal hasta el comienzo de un evento ictal.
Los disparos neuronales en ambos tipos de células se incrementan durante las
espigas interictales a pesar de que el disparo de una neurona principal pueda
ser inhibido. Dos posibles secuencias de eventos son activas durante el estado
preictal, donde el primero refiere al incremento de sincronizacién en el periodo
gue precede la crisis y que se reduce justo al comienzo de la misma, no
obstante, en el segundo evento, los disparos sincronizados interneuronales
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permiten que la liberacion de GABA promueva un gran incremento de K*,
restaurando los periodos de disparo en todas las células y provocando una
transicion a periodos de masiva actividad sincronizada. Este fenomeno se
amplifica si durante la fase pre-ictal, poblaciones glutamatérgicas de neuronas
fueron reclutadas debido a los incrementos de K*, haciendo mas facil su
despolarizaciéon y promoviendo la transicion hacia una CE (Avoli & Curtis,

2011). Este proceso se ilustra en la figura 4.
Epiléptico

Normal I ] |
Inter-ictal Pre-ictal Ictal

Disparo de
célula principal

Disparo
Interneuronal

Figura 4. Interaccion entre células principales, interneuronas y actividad de K* durante diferentes estados del
EEG.

Los esquemas resumen el papel de los receptores GABAA subsecuente a la liberacién de GABA por interneuronas
durante condiciones normales y epilépticas. Se muestra el EEG hipotético y se muestran el total de disparos generados
por una célula principal y por las redes interneuronales, asi como las corrientes de K*. En la condicion epiléptica son
consideradas las descargas inter-ictal, pre-ictal e ictal. Notese el incremento de la actividad interneuronal (y
consecuente liberacién de GABA) que ocurre en los tres estados, mientras un decremento de las células principales
(activacion secundaria de los receptores GABA,) puede resultar durante las descargas inter-ictales, asi como la
duracién de las espigas pre-ictales. EI mecanismo pre-ictal en el cual las espigas conducen a una descarga ictal son
principalmente glutamatérgicos y capaces de activar interneuronas de forma secundaria, siendo representado por las
lineas punteadas azules. Note que la linea punteada amarilla indica el posible decremento en el bloqueo de la
despolarizacién secundaria durante el disparo interneuronal. Modificado de Avoli & Curtis, 2011.

1.3.1.1.3. Lesion escler6tica hipocampal

La EscH es la anormalidad histopatolégica mas comun en pacientes que
padecen ELT y que presentan resistencia a los farmacos ademas de que esta
particularmente asociada con la presencia de ELTM. La incidencia de esta
lesion en situaciones de tratamiento quirdrgico varia de un 33.6% a 66%. En
tejido post-mortem la EscH esta presente en un 30.5%, 45% en todos los tipos
de sindromes epilépticos y hasta en un 56% con el sindrome de ELTM. La
causa directa de la EscH esta vinculada a las alteraciones moleculares,
celulares y electrofisioldgicas que refieren a un hipocampo epileptogénico.
Existen varios esquemas para clasificar los subtipos de esclerosis que se
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basan en la distribucion y la extension de la lesion en las distintas capas y
regiones extrahipocampales. La ILAE clasifica esta condicion a través de
patrones en la pérdida neuronal y gliosis, siendo determinadas como medidas
objetivas de la esclerosis que no incorpora otras alteraciones (cOmo sprouting
de las fibras musgosas o alteraciones interneuronales). La aparicion de crisis
recurrentes espontaneas se da como consecuencia de descargas persistentes,
lo que provoca dafios a nivel celular. La liberacion excesiva de glutamato
desencadena la despolarizacion a través de la activacion de receptores AMPA
y NMDA, siendo éste ultimo el que ocasiona la entrada de Ca?* a la célula. Los
niveles elevados de este ion se regulan por la accién de las mitocondrias, sin
embargo, la hiperactividad de estos organelos genera la activacion de
cascadas de sefalizacion intracelular, entre las cuales estan el aumento de la
oxido nitrico sintasa que interfiere con el metabolismo oxidativo y genera
radicales libres, ocasionando un dafio en la membrana neuronal, la activacion
de proteasas, fosfolipasas y la inhibicion de sintesis de proteinas. Aunado a
esto también se activan enzimas promotoras de apoptosis como las
procaspasas, provocando la muerte neuronal. (Blumcke et al., 2013; Lorigados,
Orozco, Morales, Estupifian, Garcia & Rocha, 2013; Thom, 2014; Waldbaum &
Patel, 2010).

El patrén de extension de la lesién esclerotica debido a muerte celular se
puede clasificar basicamente en 3 tipos:

EscH tipo 1: es el tipo mas comun de EscH (aproximadamente un 60-80% de
todos los casos con ELT-EscH) donde al area de CAl esta severamente
afectada. Otros segmentos también presentan pérdida neuronal significativa
afectando del 30-50% de las células piramidales de CA2, 30-90% de CA3y 40-
90% de CAA4. El GD es usualmente afectado con un 50-60% de pérdida en
células granuladas.

EscH tipo 2 (pérdida neuronal y gliosis con predominancia en CAl): se
presenta pérdida neuronal predominante en CAl afectando al 80% de las
células piramidales. En otros sectores la pérdida de células principales es en
CA2 < 20%, en CA3 < 30% y en CA4 < 25%, aunque este patron no suele ser
comun, siendo visible solo del 5-10% de todos los casos quirdrgicos en ELTM.
La patologia en el GD incluye un proceso de dispersion en las células
granuladas, asi como una disminucion en su poblacion.

EscH tipo 3 (pérdida neuronal y gliosis con predominancia en CA4): se muestra
una pérdida neuronal selectiva del 50% con predominancia en el area CA4y en
el GD con 35%. Mientras que se ven moderadamente afectadas la region CA3
(<30%), CA2 (<25%) y CA1 (<20%)
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Alrededor del 20% de los casos de ELT pueden no presentar una pérdida
neuronal significativa, teniendo sélo procesos de gliosis reactiva. A este grupo
se le designa como “sin esclerosis hipocampal y con presencia de gliosis”. No
obstante, algunos hallazgos histopatolégicos han encontrado hasta un 10% de
tejido escleroético en las densidades neuronales y varios grados de gliosis. Otro
de los hallazgos es la presencia de dispersion de células granuladas que
ocurre hasta en un 50% de los casos de ELT. La dispersion de estas células
varia entre cada tipo de lesion esclerética y también puede ocurrir en su
ausencia. Evidencia reciente sugiere que este fendmeno se asocia a la
deficiencia de reelina en el GD que interfiere con la migracion neuronal,
facilitando posiciones ectdpicas anormales de las células. También se relaciona
con grandes pérdidas celulares del hilus, exhibiendo patrones bilaminares de
aglomeraciones granuladas en el mapa molecular (Blimcke et al., 2013;
Malmgren & Thom, 2012; Thom, 2014).

Otra de las alteraciones como consecuencia de la EscH son las anormalidades
vasculares caracterizadas por la proliferacion de microvesiculas, aumento en la
expresion del receptor a VEGF y pérdida de la integridad en la barrera hemato-
encefélica. La fuga vascular de proteinas, que incluyen la inmunoglobulina y la
albumina podrian contribuir a la disfuncibn neuronal en la epilepsia. La
sobreexpresion de proteinas transportadoras de farmacos en la barrera
hemato-encefalica en condiciones escleroticas, como la P-glicoproteina y otras
gue se asocian a la resistencia multiple de farmacos, han sido relacionadas a la
falla de tratamientos debido al eflujo facilitado de farmacos evitando la llegada
de FAE a sus neuronas blanco (Thom, 2014).

1.3.1.1.4. Desarrollo de resistencia farmacoldgica

El desarrollo de resistencia en pacientes epilépticos incrementa el riesgo de
muerte prematura, alteraciones psicosociales, psiquiatricas y médicas,
reduciendo significativamente la calidad de vida. En los procesos epilépticos,
tres grupos de prondsticos son generalmente considerados: 1) remision
espontanea de la enfermedad (20-30%), 2) remisién con FAE (20-30%) y 3)
presencia de crisis persistentes bajo la accién de FAE (30-40%) que incluye a
la epilepsia refractaria. Para definila en un marco clinico, la
farmacorresistencia se determina a través de tres componentes de
intratabilidad: el nimero de FAE previamente empleados, la frecuencia con la
que se presentan las crisis y la duracion de la condicion epiléptica no
controlada. Diversas investigaciones incluyen criterios de farmacorresistencia
gue comprenden: 1) ausencia de respuesta a dos FAE tolerados en dosis
razonables, 2) una frecuencia minima de crisis para ser considerada refractaria
o la duracibn minima de remisién y 3) al menos un afio de epilepsia no
controlada. lgualmente se ha desarrollado una escala flexible para uso clinico y
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clasificar a la epilepsia como potencial (presencia de crisis empleando FAE en
menos de un afio con factores predictivos para suponer farmacorresistencia),
probable (presencia de crisis por mas de un afio empleando al menos dos FAE)
y definiéndose como farmacorresistente (epilepsia catastréfica con presencia
de crisis por mas de un afo, después de 5 afios de tratamiento con al menos
tres FAE). De esta forma la ILAE define a la epilepsia farmacorresistente como
aguella en la cual se ha producido el fracaso a dos ensayos de FAE, en
monoterapia 0 en combinacion, tolerados, apropiadamente elegidos vy
empleados para conseguir la ausencia mantenida de las CE. Por ello que la
identificacion de pacientes con epilepsia farmacorresistente es fundamental
para facilitar el inicio de una evaluacién pre-quirdrgica o establecer posibles
alternativas terapéuticas en unidades o centros especializados (Beleza, 2009;
Lopez et al., 2015). La ELTM es uno de los sindromes epilépticos donde mas
casos de farmacorresistencia existen y donde se llevan a cabo mas procesos
quirargicos y de neuromodulacién para un control efectivo de las CE.

Los mecanismos que desencadenan la resistencia farmacoldgica son variables
y multifactoriales. La mayoria de las hipotesis sobre los mecanismos celulares
se basa en la “hipotesis del transportador”, la cual propone que la resistencia a
farmacos se atribuye a la sobreexpresidon de transportadores de eflujo
farmacoldgico en el foco epileptogénico. A estos transportadores de les llama
cassette de unién al adenosin trifosfato (ATP), proteinas de membrana que
expulsan substratos de la célula contra el gradiente de concentracion. El
transportador de eflujo mas estudiado es la P-glicoproteina, la cual es
expresada en los capilares de las células endoteliales en el cerebro, donde se
bombean diversos xenobibticos del espacio intracelular de regreso al lumen
capilar manteniendo la integridad de la barrera hemato-encefélica y reduciendo
asi la acumulacion de substratos farmacolégicos. Sin embargo, en condiciones
de farmacorresistencia existe un incremento en la regulacion de la P-
glicoproteina y otros transportadores de eflujo en los capilares, asi como su
expresion aberrante en células gliales y neuronales.

Otra de los mecanismos supuestos es la “hipotesis del blanco”, la cual postula
una alteracion en los blancos celulares de los FAE, dejando una reduccion en
la sensibilidad al tratamiento. Los polimorfismos del gen SCN2A que codifica la
subunidad a2 de los canales de Na* estd asociado con la resistencia de FAE
que actuan sobre tales blancos. También se ha observado la expresion
alterada de subtipos de receptores GABAérgicos (particulamente GABAA) en
pacientes con ELT farmacorresistente, disminuyendo considerablemente la
sensibilidad al tratamiento.

Los FAE actuales estan disefiados solamente para intervenir preventivamente
en las CE, por lo que es muy probable que no estén direccionados al blanco
apropiado. La presencia de autoanticuerpos para canales ionicos estan
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involucrados en los procesos de excitacion e inhibicion neuronal, incluyendo los
canales de Ca?* (como lo canales tipo T), K* y Na* sensibles a voltaje.
Alteraciones de los receptores glutamatérgicos NMDA y receptores GABAs han
sido identificados en pacientes que presentan crisis de causa desconocida y
que frecuentemente no responden a los FAE convencionales. Otros
mecanismos celulares propuestos incluyen el estrés oxidativo mitocondrial y la
disfuncién de los acoples eléctricos a través de las gap junctions en neuronas e
incluso en células gliales (Beleza, 2009; Kwan, Schachter & Brodie, 2011;
Remy & Beck, 2006; Robey, Lazarowski & Bates, 2008).

Con el fin de comprender el complejo de mecanismos que subyacen a la
epileptogénesis y la generacion de las crisis en la ELT ademas de otras formas
de epilepsia que no pueden ser completamente estudiadas en humanos, el uso
apropiado de modelos experimentales se vuelve necesario (Kandratavicius,
Alves, Lopes-Aguiar, Naime, Henrique, Garcia-Cairasco, Bueno-Junior &
Pereira, 2014). En el siguiente capitulo se describiran algunos de los modelos
frecuentemente utilizados en la investigacion, en especifico el kindling, un
modelo de crisis convulsiva y epileptogénesis.
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CAPITULO 2

REPRODUCIENDO LA PATOLOGIA:
MODELOS EXPERIMENTALES DE
EPILEPSIA
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A través de las décadas han surgido progresos considerables en la
farmacoterapia de la epilepsia, esto incluye la introduccion de nuevos farmacos
antiepilépticos y el perfeccionamiento de otros mas viejos. No obstante, a pesar
de este progreso una tercera parte de los pacientes con epilepsia son
resistentes a las farmacoterapias, por lo que resulta de vital importancia
comprender los mecanismos basicos que permiten el establecimiento y
evolucion de esta enfermedad (Loscher, 2002).

La prevalencia en la ELT, asi como la ausencia de un tratamiento
antiepileptdgeno hace necesario realizar nuevos estudios y crear modelos
experimentales en animales que permitan comprender los mecanismos basicos
fisiopatologicos e identificar tratamientos eficaces basados en el uso preclinico
de estos modelos para asi establecer la eficacia y seguridad a priori de la
primera prueba en humanos (Garcia, Garcia, Guiu, 2010; Léscher, 2011).

Este hecho contribuye principalmente a la creacion de propuestas
encaminadas a identificar nuevos farmacos que funcionan para un tipo de
actividad anticonvulsiva especifica, en diferentes tipos de crisis o sindromes
epilépticos. Asimismo, estos farmacos se emplean para validar modelos
especificos de crisis resistentes a los antiepilépticos.

La investigacion en los modelos experimentales de esta enfermedad ha
permitido descubrir las rutas fisiopatoldogicas mas comunes y con ello
hipotetizar que existe un desbalance entre la neurotransmision inhibitoria
GABAérgica y glutamatérgica. La activacion de receptores glutamatérgicos
NMDA, AMPA y receptores de kainato, asi como receptores GABAa y GABAs
se ven involucrados.

Los canales idnicos, en particular Ca?*, Na* y K* también estan relacionados en
la epilepsia y por ello se han manipulado en varios modelos experimentales
para imitar la actividad epiléptica. De esa forma se pueden explicar los
mecanismos nheuroquimicos, neurofisiolégicos, celulares y moleculares de las
CE. El investigador puede controlar varias de estas variables, obteniendo un
acercamiento a los mecanismos que generan y mantienen las crisis, ademas
del dafio ocasionado por éstas (Zavala-Tecuapetla & Lopez-Meraz, 2011). Los
criterios necesarios para considerar que un modelo animal es adecuado son:

1. La actividad conductual manifestada debe ser similar en su
fenomenologia a las crisis presentadas en la epilepsia humana.

2. Las crisis deben estar asociadas a actividad paroxismal en el EEG con
el fin de permitir la evaluacion de los efectos farmacolégicos en las
manifestaciones conductuales y electrogréficas.

3. Los farmacos antiepilépticos estandar deben ser inactivos o débilmente
activos para bloquear las crisis.
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4. El modelo debe permitir estudios a largo plazo con el fin de evaluar la
eficacia farmacolégica anticonvulsiva (Léscher, 1997).

Existen al menos tres categorias aceptadas para clasificar a los modelos
experimentales considerando la duracion del protocolo (agudos y cronicos), la
causa de la actividad epiléptica (por sustancias quimicas, estimulos fisicos,
alteraciones metabdlicas o mutaciones genéticas), o bien, el tipo de actividad
epiléptica que genera (focales o generalizadas, corticales o limbicas, clonicas o
tonicas, etc.) En la tabla 3 se muestran algunos de los modelos experimentales
utilizados para la investigacion en epilepsia.

La mayor parte de los modelos experimentales que se han enfocado en la
generacion de las caracteristicas fisiopatoldgicas de la ELTM se basan en la
administracion de algun agente quimico pro-convulsivo (Velisék, 2006).

Por ejemplo, el &cido kainico (AK) tiene un potente efecto excitatorio en
neuronas corticales de roedores. Ha sido aplicado directamente en varias
estructuras como la AM, el hipocampo, el estriado y la sustancia nigra. En
todos los casos se desencadenan crisis progresivas, mimetizando la epilepsia
de I6bulo temporal, produciendo crisis agudas o crénicas con inyecciones de 4
mg/kg a 15mg/kg. El hipocampo resulta vulnerable debido a que la mayoria de
los receptores del AK se encuentran en la regiéon CA3, generando asi al
término del Status Epilepticus (SE), muerte neuronal y reacciones inflamatorias.
La actividad EEG se caracteriza por la presencia de crisis focales. Este modelo
se utiliza para el estudio de la reorganizacion de las fibras musgosas, las
cuales juegan un importante papel en los mecanismos de la neurogénesis y por
tanto, de la epileptogénesis al alterar el mRNA (acido ribonucleico mensajero)
de los receptores GABAs en células granuladas.

También es utilizado el hidrocloruro de pilocarpina que es un agonista
muscarinico colinérgico, los receptores de acetilcolina (Ach) expresados en el
hipocampo producen crisis debido a un incremento en su activacion. En dosis
de 320 mg/kg a 380 mg/kg inyectado via intraperitoneal por 30 min causa un
evidente dafio en el sistema limbico. En dosis altas de hasta 380 mg/kg induce
estado epiléptico cuando son administradas sistémicamente. Los animales
presentan cambios conductuales tales como mirada fija, oscilacion de la
cabeza, movimientos alterados de la boca y salivacidon que duran hasta 45
minutos, después cada 5 o 15 minutos se presentan crisis motoras aisladas
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Tabla 3. Modelos experimentales de epilepsia en animales

Tipo de Tipo de actividad convulsiva que Tipo de Edad de las
agente Agente causante genera protocolo ratas
Crisis parciales complejas
secundariamente generalizadas, Adultasy en
Acido kainico estado epiléptico Agudo, crénico | desarrollo.
Crisis parciales complejas
Pilocarpina secundariamente generalizadas, Adultasy en
estado epiléptico Agudo, crénico | desarrollo
Crisis clonico-tdnicas Adultasy en
generalizadas Agudo desarrollo
- . Crénico
Quimico Pentilentetrazol Crisis parciales complejas (Kindling
secundariamente generalizadas quimico) Adultas
Crisis de ausencia Agudo Adultas
Crisis tonico-clonicas
Glutamato monosddico generalizadas Agudo, crdnico | En desarrollo
Crisis cldnico-tdnicas
Fluoroetil generalizadas Agudo En desarrollo
Crisis secundariamente Adultasy en
Toxina tetanica generalizadas Cronico desarrollo
Crisis parciales complejas Adultasy en
Kindling eléctrico secundariamente generalizadas Cronico desarrollo
Generacion de Crisis parciales complejas o crisis
postdescargas corticales miocldnicas Agudo En desarrollo
Fisico Crisis miocldnicas Crisis tonico- Adultasy en
Electrochoques clénicas Agudo desarrollo
Crisis parciales complejas
Hipertermia secundariamente generalizadas | Agudo Crénico | En desarrollo
Hipoxia Crisis tonico-clonicas Agudo En desarrollo
Ratas genéticamente
propensas a crisis de
ausencia GAERS
(Genetic Abscense
Epilepsy Rats from Crisis de ausencia Jovenes (1
Strasbourg) Descargas electrograficas tipo Cronico mes de edad y
Ratas genéticamente espiga onda espontaneas adultas)
Genético propensas a crisis de
ausencia WAG/Rij
(Wistar Abscense Glaxo
rat)
Ratas genéticamente
propensas a la epilepsia Crisis de ausencia primarias o
GEPR (Genetically secundariamente generalizadas
Epilepsy-Prone Rats) (clénicas/ ténico-cldnicas) Crénico Adultas

Tomado de Zavala-Tecuapetla & Lépez Meraz, 2011.
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que progresan hasta el SE en 1 o 2 horas después de la inyeccion. Los
cambios en el EEG se observan primero en el hipocampo, seguido de la AM y
la corteza al igual que alteraciones en el cerebro anterior ventral. Una vez
aplicada la inyeccion, transcurridos alrededor de 15 a 20 minutos los cambios
en el EEG se caracterizan por la aparicion de espigas de alto voltaje y actividad
rapida en la banda teta. La induccion del estado epiléptico por pilocarpina
produce un extenso dafio cerebral semejante al observado en la administracion
de AK. Las estructuras que se ven mayormente alteradas por este proceso son
el complejo amigdalino, el talamo, la neocorteza, el hipocampo y la sustancia
nigra. Este dafio también es muy similar al ocurrido en humanos con ELT. El
bulbo olfatorio anterior, la CxPir y CxEn presentan un dafio extremo que
consiste en la contraccion de cuerpos celulares neuronales e inflamacién
edematosa de neuropilos. En el hipocampo se observa una modificacion en la
actividad de la bomba de sodio-potasio (Na*/Ka®* ATPasa) asi como
alteraciones en la expresion de subunidades en NMDA.

El modelo de pentilentetrazol (PTZ) se utiliza para inducir actividad parecida a
las crisis primarias ténico-clonicas generalizadas de la epilepsia en humanos.
En dosis intraperitoneales que van desde los 20 mg/kg a 300 mg/kg los
animales manifiestan crisis clonicas minimas en los miembros anteriores y en
vibrisas con periodos cortos de los 3 a 5 segundos de duracién.

También hay presencia de proliferacion celular en el hipocampo, que se
caracteriza por un aumento de crecimiento axonal en la capa CA3, asi como un
incremento en la despolarizacion de membrana causada por incrementos de
voltaje en canales de K* sensibles a voltaje. De esta forma resulta un
desbalance entre los sistemas de neurotransmision inhibitorio y excitatorio
como consecuencia de la pérdida de inhibicion mediada por GABA. El PTZ se
une a su sitio de union en el receptor ionotrépico GABAAa bloqueandolo,
evitando la entrada de Cl-a la neurona y por ende una hiperpolarizacion.

Por otro lado, la aplicacion tépica de algunos quimicos en estructuras del I6bulo
temporal también es de utilidad para generar focos epileptégenos. La toxina
tetanica fue usada por primera vez para crear eventos cronicos epileptiformes
al ser aplicada en la corteza de los perros. Se conoce que aproximadamente un
mes después de la aplicacion del compuesto en la corteza se puede observar
en el EEG actividad del tipo espiga-onda en la banda que va de los 3 a los 20
Hz. Las crisis presentadas son dependientes de la dosis y se caracterizan por
movimientos mioclonicos de los miembros anteriores. Hasta 100 crisis se
pueden producir por dia. Estudios sugieren que la toxina interfiere con la
liberacion presinaptica de neurotransmisores inhibitorios, alterando los
procesos de crecimiento axonal, donde la presencia de axones en la capa
molecular externa del GD indica una reinervacion de las dendritas en las
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células granuladas, causando sinapsis inmaduras (Rubio, Rubio-Osornio,
Retana-Méarquez, Lopez, Custodio & Paz, 2010).

También se ha observado la aparicion de crisis espontaneas en modelos de
epileptogénesis focal mediante la aplicacion local de algunos metales (Loscher,
1997). Ejemplo de ello son el hidroxido de aluminio, antimonio, hierro, cobalto o
Zn?*. Igualmente es posible inducir actividad convulsiva cortical y subcortical
utilizando penicilina o cefalosporinas que son frecuentemente aplicadas en el
hipocampo.

No obstante, existen limitaciones en los modelos quimicos de ELT, entre los
mas frecuentes se encuentra la produccién de numerosas lesiones que suelen
extenderse mas alla del sitio de aplicacion, dificultando la relacion entre del
dafio neuronal provocado y la evolucion de las crisis convulsivas (Louis,
Williamson & Darcey, 1987; Villasana, 2014).

Asi resulta necesario un modelo experimental que precise el desarrollo de la
epileptogénesis tanto espacial (control del foco epileptdgeno, en especifico
estructuras del sistema limbico) como temporalmente (observacion y analisis
del caracter progresivo de las CE), tenga semejanzas con la actividad que se
presenta en la ELTM, ademas de presentarse el fenbmeno de resistencia a los
farmacos como sucede en una gran parte de los pacientes.

Para ello, otro tipo de modelos agrupa protocolos que se basan en la utilizacion
de estimulos fisicos que modifican la fisiologia celular al aplicar corriente
eléctrica. El estimulo fisico causard modificaciones en el microambiente
cerebral, incrementando la actividad y sincronicidad neuronal culminando en la
manifestacion de una crisis convulsiva (Zavala-Tecuapetla & Lopez-Meraz,
2011).

Los modelos de crisis inducidas por estimulacion eléctrica tienen una ventaja
en la reproduccion de las caracteristicas epileptogénicas en un cerebro intacto
con baja mortalidad y alta replicabilidad ademas de que las alteraciones
postictales pueden ser investigadas cuando el estimulo epileptdgeno ya no
esta presente (Kandratavicius et al., 2014).

El kindling ha sido usado como modelo de ELTM y de epileptogénesis al inducir
cambios graduales en la excitabilidad neuronal de algunas areas del sistema
nervioso central mediante estimulacion eléctrica repetida de corta duracion y
baja intensidad resultando en convulsiones conductuales y actividad paroxistica
(Fernandez-Guardiola, Valdés-Cruz, Magdaleno-Madrigal, Martinez &
Fernandez-Mas, 1999; Gorter, van Vliet & Lopes da Silva, 2015).
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A continuacion se describiran las caracteristicas del KEA y su importancia para
el estudio de la ELTM al mimetizar mecanismos presentados en la
epileptogénesis, proceso que es inherente para el desarrollo y establecimiento
de la epilepsia.

2.1. Kindling eléctrico amigdalino como un modelo de
ELT y epileptogénesis

El kindling ha sido usado como modelo de epilepsia de l6bulo temporal y de
epileptogénesis (el proceso de desarrollo que conlleva a la epilepsia) por mas
de 30 afios y los resultados obtenidos han sido frecuentemente interpretados
en términos de sus implicaciones para la condicion humana (Bertram, 2007).
Goddard en 1967 describié que ratas estimuladas eléctricamente presentaban
convulsiones conductuales desencadenadas por estimulacién subcortical de
baja intensidad mediante su aplicacion de manera periddica.

Estos resultados estan asociados con lo que previamente reportaron Delgado y
Sevillano en 1958 al percatarse de que la estimulacion eléctrica repetida en el
hipocampo anterior de gatos provocé cambios conductuales y en el EEG
parecidos a los acontecidos en la epilepsia humana que fueron incrementando
en duraciéon y severidad conforme avanzaban los dias de estimulacion hasta
gue se presentaban crisis convulsivas.

Los cambios progresivos que resultan de la estimulacion eléctrica repetida
fueron denominados bajo un término llamado “efecto kindling”, y a la
metodologia para provocarlo “kindling”. A partir del estimulo, en cada ocasion
en que se aplica sucede un cambio en la funcion cerebral, generando una
predisposicién para tener crisis que incluso después de largas interrupciones
en la estimulacion sigue siendo perdurable.

Algunas estructuras cerebrales se han utilizado para generar focos convulsivos
mediante el kindling. Estas pueden ser no responsivas a la estimulacién
mientras que otras tienen variaciones en su sensibilidad. Regiones muy
cercanas al sistema limbico como el sistema motor extrapiramidal son positivas
a la estimulacion. El globo palido es muy responsivo, al contrario del putamen
caudado que tiene poca sensibilidad. Estructuras positivas al kindling se
extienden desde el bulbo olfatorio hasta la CxEn incluyendo la region septal y el
hipocampo.

Existe gran variedad en el nimero de dias de estimulacion necesarios para la
primera crisis convulsiva generalizada, siendo la AM la estructura mas
responsiva, con un promedio de 15 estimulos como se observa en la figura 5.
Dentro de la amigdala, todos sus nucleos parecen ser iguales en su
sensibilidad (Goddard, 1969).
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Figura 5. Diagrama de estructuras cerebrales que son responsivas al kindling eléctrico.
Promedio de estimulaciones para generar una crisis convulsiva en ratas. Tomado de Goddard, Mclintrye, & Leech,
1969.

Es por ello y por la fenomenologia conductual que se presenta en las crisis
convulsivas, muy similar a las crisis parciales complejas secundariamente
generalizadas que se observan en humanos, que el modelo de kindling
eléctrico amigdalino (KEA) es utilizado para comprender los mecanismos que
subyacen a la epileptogénesis, asi como los efectos que tienen los
anticonvulsivos en su progresion. Con ello la eficacia de estos tratamientos
pueden ser evaluados, midiendo la disminucién en el promedio de actividad
convulsiva (Loscher, 1986). Con el fin de medir y cuantificar el efecto y
desarrollo del KEA se deben analizar las siguientes variables:

a) El namero de estimulaciones eléctricas que son necesarias para
provocar la primera CCGTC.

b) La duracion y frecuencia de la postdescarga (PD) en el EEG.

c) El curso espacio-temporal de la propagacion secundaria en la
epileptogénesis contralateral a la AM de la corteza cerebral y de
estructuras subcorticales.

d) Los cambios progresivos conductuales que se manifiestan
paralelamente a la actividad en el EEG.

e) Los fendmenos EEG que se presentan en los periodos interictales.

f) Una prueba post-kindling para verificar los cambios permanentes
generados por la estimulacion y que sensibilizan el umbral para
presentar una crisis, una caracteristica del kindling ya establecido
(Fernandez-Guardiola, Martinez, de Gortari & Fernandez-Mas 1996).
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2.1.1. Caracteristicas progresivas y filogenéticas en el KEA

El desarrollo de la epileptogénesis mediante el kindling ha sido ampliamente
descrito. Asi lo sustentan los variados experimentos que llevé a cabo Goddard
y colaboradores en 1969 al utilizar ratas, gatos y monos Rhesus. Los
mamiferos fueron implantados estereotaxicamente en el complejo amigdalino y
una vez recuperados se estimularon diariamente con pulsos de corriente
bifasicos con duracién de 1 milisegundo a una frecuencia de 62.5 Hz, duracion
del tren de 1 segundo e intensidad creciente por estimulo de 75 pA.

En las ratas no se observé ninguna respuesta en el primer estimulo, no
obstante, una semana después, al séptimo estimulo se observaron cambios
conductuales descritos por un detenimiento subito de la conducta (arrest), un
guifio ipsilateral y movimientos de masticacion que continuaron varios
segundos después de la estimulacién. Estos automatismos fueron algunas
veces precedidos o seguidos de sacudidas. Los cambios en la postdescarga
consistieron en la aparicion ritmica de espigas de gran amplitud que duraban
varios segundos presentando variaciones en su frecuencia hasta disminuir
paulatinamente de 5 a 1 espiga por segundo.

Asi al término de la segunda semana se manifestaron las primeras
convulsiones clénicas bilaterales, las cudles comenzaron 15 segundos después
de la estimulacion, continuando con una duracion cercana a los 7 segundos. El
proceso convulsivo incluye posicion sobre los miembros anteriores (rearing) y
pérdida de postura culminando en la inmovilidad del mamifero. En el EEG se
observa la aparicion de espigas aisladas con breves episodios de actividad tipo
rafaga (burst) durante 1 o 2 minutos una vez terminada la crisis conductual
(figura 6).

Las manifestaciones conductuales que se observan paralelamente a la
estimulacién en ratas y ratones fueron categorizadas por Racine en 1972 con
una escala que comprende 5 estadios, Wada y Sato en 1974 crearon una
clasificacion muy similar en gatos que fueron estimulados, con la diferencia de
gue ésta tiene 6 estadios conductuales debido a que las crisis presentan mas
variaciones en su fenomenologia, de esta manera se puede analizar la
correlacion entre la actividad epileptiforme de la PD y el desarrollo de las crisis
motoras.
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Figura 6. EEG representativo de la actividad en la amigdala de rata.

Notese los cambios en la frecuencia y amplitud de las espigas en diferentes periodos de tiempo una vez aplicada
estimulacioén eléctrica. Trazo A indica el registro antes del estimulo, B; y B, son registros antes y después del estimulo
obtenido en dias donde ya ha ocurrido la primera postdescarga epileptiforme. En C se observa evidencia de una
postdescarga antes de la aparicion de la primera convulsion conductual clénica. D hace referencia a la actividad antes
y después de la postdescarga, inicialmente sin presentar convulsiones, durante la fase clénica y en un episodio de
espigas espontaneas ocurridas 20 segundos después. Traducido de Goddard, Mclntrye, & Leech, 1969.

Estos experimentos demuestran que el llamado “efecto kindling” puede ser
provocado en diferentes especies, que van, mas comunmente, desde los
mamiferos como la rata, ratones, conejos, perros, gatos y monos, hasta
especies con menor desarrollo cortical como los reptiles y anfibios. Con los
datos obtenidos del kindling en animales que se encuentran en diferentes
grados de la escala filogenética se tiene un acercamiento sobre la relacion de
parentesco entre taxones tomando en consideracion el tamafio y anatomia del
cerebro, asi son necesarias 14 estimulaciones en una rata para provocar una
crisis convulsiva generalizada tonico-clénica (CCGTC), 25 en gatos y 248 en
monos (Wada, 2001).

2.1.2. Vias de propagacion cerebral en el kindling

La investigacién en el kindling ha mostrado que los circuitos limbicos, con
algunas variaciones entre los sitios de estimulacion, son altamente susceptibles
a generar crisis debido a una rapida propagacion de la actividad epileptiforme a
otras regiones cerebrales. Es posible que, en la circuiteria del sistema limbico,
el kindling tenga grandes similitudes con la condicion epiléptica humana, pues
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las conexiones entre los cerebros de dos especies son parecidas al menos en
términos de la organizacion general de las vias que los conectan. En la
propagacion de las crisis puede haber dos categorias: a) el circuito de
iniciacion y b) las vias de propagacion. La primera hace referencia a un area
restringida del cerebro donde comienza la crisis y se mantiene en un foco
epileptégeno. El segundo refiere al proceso por el cual circuitos cerebrales
adicionales son reclutados, facilitando la propagacion y presentandose crisis
continuas. Las observaciones hechas durante estudios con kindling se pueden
interpretar considerando vias anatoOmicas y sus conexiones, examinando el
flujo de la actividad convulsiva a partir del sitio de estimulacion, asi como el
papel que juegan diferentes estructuras en su generalizacion. Son dos
hipotesis sobre la circuiteria implicada en la iniciacion de una crisis las que se
han propuesto a partir de los estudios anatémicos en el kindling.

En la primera de ellas interviene el circuito trisinaptico del l6bulo temporal
donde se encuentra la CxEn, el GD y las areas CA del hipocampo. La crisis
comienza y se vuelve reverberante en el GD, el cual es considerado una
especie de “barrera”, conteniendo el reclutamiento de la crisis hasta que la
actividad se fuga, propagandose y generalizandose hasta regiones de la
corteza. No obstante, esta hipétesis entra en conflicto con lo reportado en la
epilepsia humana, donde la remocion de una o0 méas regiones que interrumpen
el circuito trisinaptico algunas veces no tiene impacto sobre la ocurrencia de
crisis.

Debido a esto es que se han investigado algunas otras vias que reclutamiento
neuronal durante las crisis. Otro circuito propuesto en las crisis de la epilepsia
limbica esta basado en la existencia de mudltiples sitios independientes que
tienen conexiones en comun en una region central, permitiendo la
generalizacion. Las estructuras limbicas que son muy sensibles al kindling
tienen conexiones reciprocas con el nucleo taldmico medial, incluyendo el
dorsal medial y el ndcleo reuniens, los cuales tienen proyecciones hacia
algunos sitios neocorticales. La existencia de éstos circuitos talamo-limbicos
podria relacionarse con estructuras asociadas al kindling en diferentes sitios
como la AM, CxPir y el claustro, todos presentando pocas conexiones con la
via trisinaptica hipocampal (Bertram, 2007).

Wada & Sato (1974) observaron el proceso de propagacion en crisis inducidas
por KEA, reportando que durante la instalacion de la epileptogénesis
(correspondiente a la aparicion de crisis parciales) la PD producida manifestaba
un patron de propagacion que involucraba a la sustancia nigra ipsilateral, el
putamen y el globo pélido con un subsecuente reclutamiento neuronal en el
putamen, globo palido y la AM contralaterales. Finalmente, la actividad se
extiende a la formaciéon reticular ipsilateral del mesencéfalo, el nucleo
dorsomedial del tAlamo, culminando en las cortezas frontoparietales. Durante la
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transicion a crisis generalizadas la PD se propag0 rapidamente a la formacion
reticular contraletral del mesencéfalo, envolviendo a la AM, globo palido y
putamen contralaterales. Esta misma actividad se vio involucrada en las
CCGTC con una asincronia hemisférica inicial que casi simultaneamente
termina en una diseminacién de la PD a todo el cerebro presentando patrones
bisimétricos. La terminacion de la actividad se presentd primero en el
hemisferio ipsilateral al sitio de estimulacion para terminar en la region
contralateral.

Los patrones en la PD durante el kindling indican que el inicio de la sincronia se
presenta durante las crisis parciales, asi la emergencia de actividad en la
formacién reticular del mesencéfalo ipsi y contralateral indican la transicion
hacia crisis generalizadas que eventualmente culminan en un patron total de
sincronizacion. Independientemente del patron de descarga es la activacion de
de esta estructura el pre-requisito electrografico mas importante para la
progresion hacia las CCGTC.

Racine en 1975 identifico que la actividad electrografica y conductual en el
desarrollo de las crisis en regiones paleocorticales era similar al desarrollo
ocurrido en estructuras del sistema limbico. Las descargas iniciales tienden a
permanecer localizadas con una ligera propagacibn a estructuras
contralaterales excepto en el cingulado y en la corteza frontal cingulada que
muestran una mayor propagacion transhermisférica durante la fase inicial de la
PD al tiempo que se activa la CxPir.

Fernandez-Mas, Martinez, Gutiérrez y Fernandez-Guardiola en 1992 a través
de registros en la actividad cortical y andlisis de potencia observaron que al
estimular la AM se genera una propagaciéon que es inicialmente focalizada en
las cortezas prefrontales, el giro ectosilviano y silviano ipsilateral con
generalizacion secundaria a zonas parietales y frontales ipsilaterales durante
crisis parciales. Después de la activacion prefrontal se da una activacion
contralateral del lI6bulo temporal, siendo la activacion de las areas corticales
contralaterales un indicador de la epileptogénesis secundaria. El incremento en
la potencia espectral del I6bulo occipital refleja el término de este proceso. Con
ello describieron cuatro componentes de activacion durante el KEA, un patron
de activacion cortical que sigue una direccion asimétrica temporo-fronto-
occipital, siendo el I6bulo temporal ipsilateral la primera zona activada seguida
de las areas prefrontales ipsilateral y contralateral, culminando con la activacion
temporal contralateral como un fendémeno tardio. Asi se concluye que las
manifestaciones electrograficas y conductuales de este modelo son de forma
asimétrica durante todo el proceso, incluyendo los estadios de crisis motoras
(convulsivos) que presentan generalizacion. Estos resultados son consistentes
con lo hallado por Shi, Luo, Woodward, Mcintyre & Chang en 2007 quienes
reportaron que la estimulacion amigdalina emite descargas ictales que llegan
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primero a la corteza sensoriomotora y sustancia nigra pars reticulata para
después extenderse hacia el hipocampo y al nicleo subtaldmico, culminando
con la activacion de la AM y de la sustancia nigra contralaterales. La disrupcion
o completa eliminacion de transferencia de esta actividad hemisférica se ha
visto al seccionar la seccion media del cuerpo calloso, proponiendo a esta
region como clave en la propagacion interlimbica (Wada, 2001).

Mediante tomografia por emision de fotones se puede localizar el sitio de
comienzo en la actividad ictal y los cambios de propagacion en la perfusion
cerebral que ocurren durante las crisis. Cleeren y colaboradores (2015)
emplearon esta técnica para describir los cambios graduales en la perfusion
cerebral durante el KEA en monos rhesus, reportando regiones cerebrales
localizadas a través del cortex y en algunas estructuras subcorticales. Se
observé que algunas de estas regiones mostraban un incremento en la
perfusién durante todas las fases de evolucién de la epileptogénesis y otras
mostraban variaciones de hiper e hipoperfusién. Durante los estadios iniciales
del KEA se reportd una hipoperfusiéon del cortex frontal y de los ganglios
basales. La corteza motora primaria, corteza parietal, corteza cingulada y el
cerebelo ipsilaterales mostraron hipoperfusion al término de las crisis parciales
que rapidamente se hiperperfundieron al establecerse crisis generalizadas. Las
regiones que mostraron mayor actividad durante todas las fases de evolucion
fueron la corteza temporal y occipital, el putamen, la AM central y el tdlamo con
propagacion hacia la corteza frontal, parietal, temporal y occipital
contraletarales, culminando con la manifestacion de los estadios mas severos
de la epileptogénesis.

En otro experimento, estos mismos investigadores en 2016 estudiaron la
conectividad funcional entre regiones anatdmicamente conectadas con el foco
convulsivo en monos sometidos a kindling, reportando activaciones y
desactivaciones en estructuras corticales y subcorticales. También se
observaron incrementos de conectividad en el talamo medial, globo palido
contralateral y en cerebelo bilateralmente, ademas de presentarse disminucién
en putamen, Iébulo frontal e insula ipsilaterales. También se observé activacion
bilateral de la AM, nucleo caudado y corteza cingulada con una disminucion en
el polo temporal, la corteza visual primaria y corteza orbitofrontal.

2.1.3. Cambios permanentes

Debido a que el kindling es considerado un modelo animal crénico de epilepsia
limbica y de epileptogénesis, la investigacion se ha enfocado en examinar las
alteraciones que se originan por la estimulacion eléctrica periddica. Estos
cambios progresivos son causados por una reorganizacion funcional
permanente del cerebro (Wada & Sato, 1974). De esta manera es posible
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analizar las modificaciones que son generadas en el proceso de
epileptogénesis en sus diferentes componentes, ya sean electrofisiolégicos,
conductuales, morfolégicos, celulares y moleculares, entendiendo los
mecanismos basicos que subyacen para asi probar estrategias terapéuticas
que disminuyan la progresion de la enfermedad.

2.1.3.1. Alteraciones electrofisioldgicas y conductuales

Al aplicar estimulacion eléctrica periédicamente en regiones especificas del
cerebro se presentan alteraciones funcionales permanentes, observandose un
incremento en la duracién y severidad de las crisis, reduciéndose asi el umbral
de corriente necesario para evocar una postdescarga (Goddard, Mcintyre &
Leech, 1969; Racine, 1972).

Durante el KEA, la respuesta de la crisis focal inicial se caracteriza
principalmente por una descarga epileptiforme que comienza en el sitio de
estimulacion. Con una activacion repetida, la respuesta comienza
generalizandose mediante crisis clénicas bilaterales, en este punto inicial, la
postdescarga presenta notables modificaciones, aumentando su duracién,
amplitud y frecuencia (Morimoto, Fahnestok & Racine, 2004).

Por ejemplo, en el curso progresivo de la epileptogénesis, la PD desarrolla
modificaciones en su morfologia. En este proceso se pueden notar cuatro
componentes. El primero de ellos se presenta inmediatamente después de la
estimulacién, que consiste en actividad paroxistica de baja frecuencia (de 3 a 6
Hz) que culmina con un periodo de corta duracion (hasta 1 s) de depresién
postictal.

El segundo componente surge del silencio postictal, comenzando con actividad
fusiforme con frecuencia media de 4 a 6 Hz y duracién media de 4 a 9 s,
finalizando con una reduccién de la actividad paroxistica.

El tercer componente inicia con actividad moderada de espigas de gran
amplitud y frecuencia de 4 a 6 Hz que es crucial para el incremento de la
duracion en la PD. Este componente se puede dividir a su vez en 2
subcomponentes:

1. El proceso de ‘instalacion”, que se produce al finalizar la actividad
fusiforme y se caracteriza por la aparicion de espigas de alta frecuencia
(> 6 Hz).

2. En la segunda parte se presentan espigas de alta frecuencia y bajo
voltaje que se intercalan con otras de alto voltaje hasta culminar en una
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reduccion gradual de la severidad durante la crisis produciéndose una
depresion en el EEG.

Durante el cuarto componente aparecen poliespigas con actividad tipo burst
(rafaga) de alto voltaje con detenimiento subito de la conducta que dura
alrededor de 1 a 3 s (Fernandez-Mas, Martinez, Gutiérrez & Fernandez-
Guardiola, 1992).

A pesar de que es posible analizar en el EEG caracteristicas en el dominio de
la frecuencia, éstas son s6lo componentes elementales, es decir la frecuencia
de aparicion de la amplitud y forma de una onda en particular, como la
actividad fusiforme en las crisis inducidas por kindling, por lo que un andlisis
que represente los componentes aleatorios de una sefial como el EEG
descritos en una funcion numérica se hace necesario. El andlisis computacional
de las sefiales eléctricas digitalizadas en el dominio de la frecuencia se hace
mediante la transformada de Fourier, que genera un estimador espectral
proporcional a la densidad de energia de la distribucion en las amplitudes,
teniendo asi un valor de potencia espectral (Fernandez-Mas, Valdés, Martinez,
Magdaleno, Almazéan, Martinez & Fernandez-Guardiola, 1998).

En andlisis de potencia se ha observado que el kindling amigdalino provoca
cambios en la densidad de poder espectral en las bandas de baja frecuencia,
especificamente una disminucion de 1 a 3 Hz para luego presentarse un
incremento en la banda de 4 a 6 Hz, durante el proceso de instalacién. Estos
cambios fueron persistentes hasta 1 mes después de presentar 6 CCGTC en
un periodo libre de estimulaciones (Mclintyre & Chew, 1986).

Tsuchiya y Kogure en 2011 reportaron un incremento en los componentes beta
y gamma durante la postdescarga que parecen regular el proceso de
generalizacion de las crisis. Esto se asocia a la desaparicién de actividad de
baja frecuencia que resulta en un incremento de potencia en las bandas de alta
frecuencia. Se ha reportado también que existen diferentes fases durante la
postdescarga evocada por kindling que presentan variaciones en la potencia
dependiendo del estadio conductual y del tipo de patron de actividad en el
EEG.

Musto, Samii y Hayes en 2009 encontraron un fenbmeno similar, durante el
proceso de instalacion de la epileptogénesis (correspondiente a los estadios 1y
2 de Racine) hubo un incremento de potencia en las frecuencias menores a 20
Hz en el 80% de los animales estimulados, predominando la actividad de
poliespigas seguidas de complejos espiga-onda. En los estadios finales (4 y 5)
la potencia se incrementa hasta alcanzar frecuencias de 40 Hz,
especificamente la actividad de espigas con periodos silentes y las espigas
repetitivas con amplitud y frecuencia irregulares se concentraron en las bandas
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menores a 20 Hz y 15 Hz respectivamente, mientras que el componente de
espigas ahusadas se concentraron en la banda de los 20 — 40 Hz.

Se observa que durante la fase de instalacion (estadio 1 y 2 de la escala de
Racine) la actividad del patron tipo espiga-onda aparece inmediatamente
después de la estimulaciéon en combinacion con un complejo de poliespigas
que se superpone, donde la potencia predomina en la banda de 10-20 Hz. No
obstante, durante la fase de generalizacion (estadio 4 y 5) el numero de
espigas incrementa, disminuyendo el periodo de DIE y perdiéndose el
componente de onda observado en los estadios previos, de manera que se
establece actividad tipo rafaga con diferentes amplitudes. La dinamica de
potencia muestra un incremento en el componente beta (13-15 Hz) y presencia
de actividad en la banda gamma (20-40 Hz).

Anatomicamente se han encontrado diferencias en la amigdala dependiendo
del hemisferio que se estimule. Durante el periodo ictal con foco en la AM
derecha se ve un incremento en la potencia comparado con la AM contralateral
(izquierda), sin embargo, este proceso parece invertirse en el periodo post-ictal
con un decremento en el foco primario que tiende a elevarse hacia el foco
secundario (AM izquierda) (Adamec, Stark-Adamec, Burnham, Bruun-Meyer,
Perrin & Livingston, 1981).

Existen también diferencias al efectuar estimulacion unilateral o bilateral en el
sistema limbico. Al comparar la progresion de la epileptogénesis de animales
sometidos al kindling unilateralmente en el hipocampo derecho e izquierdo
contra la aplicacion bilateral del estimulo se observa que esta Gltima interfiere
con el establecimiento de las CCGTC pues se necesita de aproximadamente
1.5 veces mas en estimulaciones para presenciar el estadio V segun la escala
de Racine, fenbmeno que no se presenta en la estimulacion unilateral con
aproximadamente 0.71 menos veces en estimulaciones para presentar ese
estadio. Ademas, hay fuertes correlaciones positivas entre la actividad de
bandas de alta frecuencia (12-30 Hz) y los componentes de duracion,
frecuencia y estadio conductual en la PD al aplicar el procedimiento de
estimulacién unilateral, sugiriendo que aplicar estimulacion bilateral podria
tener un papel de antagonizacion en el desarrollo de la epileptogénesis
(Tsuchiya & Kogure, 2012).

También es posible analizar la dindmica espacio-temporal en la sincronizacion
de fase o coherencia de la onda durante la epileptogénesis por KEA. Esta
medicién indica la sincronizacion entre regiones cerebrales funcionales en
distintas bandas de frecuencia. Las descargas generadas por KEA presentan
una integracion transitoria a gran escala de las oscilaciones (hipersincronia)
gue se observa también en la epilepsia.
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Se ha reportado que existe un incremento significativo en la sincronizacion de
fase en distintos periodos de tiempo y estadios de evolucion durante las crisis
por kindling en estructuras como la AM, la regién CA1 del hipocampo y el
nalceo dorso-medial del talamo, siendo las crisis parciales secundariamente
generalizadas las que presentan el mayor incremento en el grado de
coherencia.

La presencia de actividad sincronizada en la banda teta esta positivamente
relacionada con la intensidad de las crisis, misma que se ve aumentada en la
dupla anatémica AM-CAL1 del hipocampo durante periodos enteros de crisis no
convulsivas, parciales y generalizadas. Este efecto es diferencial cuando se
presentan altos grados de coherencia con el talamo pues so6lo se observan
después de las crisis parciales y durante las crisis generalizadas (Li, Li, Gong,
Liang, Zhang & Lu, 2016).

Estos cambios electroencefalograficos generan alteraciones en la respuesta
conductual. Con cada estimulacién subsecuente las postdescargas comienzan
a generalizarse acompafandose de crisis motoras (Kalynchuk, 2000).

En 1972 Racine aplicé estimulos eléctricos en ratas con pulsos cuadrados
bifasicos de 1 ms a 60 Hz con duracion de 1 s en AM e hipocampo. Los
animales desarrollaron crisis motoras con cambios conductuales progresivos
gue se relacionaron con actividad EEG. Las crisis motoras fueron valoradas en
una escala de 5 puntos en funcion de la severidad observada. Inicialmente se
presentaba actividad motora no esquelética que electrograficamente se
relacionaba con una PD, finalizando conductualmente con inmovilidad.

Los primeros signos evidentes de crisis con actividad esquelética manifestaban
movimientos ritmicos de la boca (masticaciones) y cabeceos (head nodding)
alrededor de 2 o 4 dias después de la aparicidon de crisis motoras completas.
Asi progresivamente se observaron contracciones de los miembros anteriores,
levantamiento del tren anterior (rearing) y finalmente, durante la crisis motora
completa, pérdida de la postura. Existen algunas variaciones en la progresion,
sin embargo, el 80% de los sujetos que son estimulados en el complejo
amigdalino manifiestan los cambios descritos.

De esta forma el desarrollo de las crisis motoras se puede clasificar en 5
estadios conductuales: 1) movimientos faciales (guifio ipsilateral, guifio bilateral
o twitching y movimiento de vibrisas); 2) movimiento de cabeceo o head
nodding y masticacién; 3) mioclonias de los miembros anteriores; 4)
levantamiento del tren anterior o rearing; 5) mioclonias generalizadas, pérdida
de la postura y caida.
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Estos cambios progresivos en la conducta tienen su correlato en el EEG
descrito por una modificacién de la postdescarga evocada por la estimulacion
que se asocia a un aumento en su frecuencia y duracibn como se observa en la
figura 7. El crecimiento progresivo en la actividad es inicialmente confinado al
sitio de estimulacion (en AM, por ejemplo) con una duracion tipica de 6
segundos que paulatinamente se generalizan a areas cortico y subcorticales
gue se acompafan después de las DIE y las convulsiones espontaneas, dos
eventos epilépticos asociados a la activacion del complejo amigdala-corteza
piriforme, que genera una gran parte de estos eventos (Fernandez-Guardiola et
al., 1996).

Ademas de las variantes observadas en la conducta motora del animal se
producen un ndmero de alteraciones interictales que ocurren tanto en animales
estimulados parcial y completamente, lo que sugiere que el kindling es un buen
modelo animal para estudiar cambios conductuales asociados al proceso de
epileptogénesis y ligados a alteraciones emocionales y cognitivas, un estimulo
epileptogénico repetido eventualmente produce estas modificaciones.
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Estadio | Estadio Il Estadio lll Estadio IV Estadio V

Cx Pf |Zq R e R e

Figura 7. Progresién conductual y EEG de la epileptogénesis en crisis inducidas por KEA.
Notese los cambios en la respuesta conductual y su correlato electrofisioldgico, iniciando con crisis parciales hasta culminar con la presencia de una CCGTC, el inicio de la estimulacién produce un
cambio dramatico en duracién y frecuencia ademas de presentarse una fuga de la actividad epileptiforme a otras areas cerebrales. Abreviaturas: AM Izq, amigdala izquierda; Cx Pf Izq, corteza
prefrontal izquierda; Cx Pf Der, Corteza prefrontal derecha. Elaboracion propia.
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A pesar del amplio rango de cambios conductuales que se han observado en la
ELT, son los relacionados al miedo y a las conductas tipo ansiosas los que mas se
han modelado en animales de laboratorio usando el modelo de KEA. La AM o
complejo nuclear amigdalino regula la expresiéon de conductas tipo ansiosas
debido a su participacion en la modulacion de respuestas emocionales.
Compuesta por diversos nucleos y subnucleos, estimular la AM puede generar
efectos ansidgenos y ansioliticos (Hidalgo-Balbuena, 2016).

Dependiendo del sitio de estimulacion se pueden presentar respuestas
conductuales diversas con efectos opuestos en conductas tipo ansiosas después
de aplicar kindling con duraciones variables. Se ha observado que se presenta un
incremento en la vulnerabilidad de hiperfuncién limbica debido a estrés producido
por KEA. La estimulacion unilateral de la AM centromedial provoca el aumento en
la reaccion a los estimulos en roedores 24 horas después de la Ultima crisis
(Adamec, 1990). El kindling que produce PD que no llegan a generalizarse o
kindling parcial (KP) en la AM o en el hipocampo ventral en gatos produce
cambios conductuales relacionados con la aparicion de convulsiones motoras y el
inicio de la actividad de picos interictales y su mantenimiento. Después del KP, los
gatos presentan un incremento en sus conductas defensivas. En roedores se ha
reportado que el KP en AM provoca una disminucion en la exploracion de brazos
abiertos en la prueba de laberinto elevado en cruz, que se asocia a un incremento
de conductas tipo ansiosas. Durante el kindling a corto plazo (KCP), que involucra
la apariciéon de 3 a 5 CCGTC, se han visto efectos contrarios al estimular en la AM
izquierda o derecha. La AM basolateral derecha tiene efectos ansiogénicos
mientras que la basolateral izquierda tiene efectos ansioliticos. Los cambios
asociados a la activacion del nucleo basolateral se describen por una disminucién
de conductas exploratorias, incremento de inmovilidad en interaccion social e
incremento en niveles del neuropéptido liberador de la hormona corticotropina
(NLHC).

Cuando el periodo del protocolo se extiende hasta mas 60 estimulaciones con al
menos 5 CCGTC se crea el kindling a largo plazo (KLP) que produce cambios
emocionales asociados a actividad interictal, mas intensas que las manifestadas
en el KP y en el KCP. Se observa una disminuciéon de la actividad exploratoria en
campo abierto e incrementos en la actividad de brazos cerrados en el laberinto
elevado en cruz, asociado con un aumento de conducta defensiva a ser
capturada. La hiperexcitabilidad neuronal amigdalina y la aparicion de conductas
defensivas asociadas a la activacion del circuito amigdala-via periacueductal se
han relacionado con modificaciones funcionales al sitio de union a
benzodiacepinas en el receptor GABAA y a la produccion del NLHC (Adamec,
2000; Ehlers & Koob, 1985; Kalynchuk, 2000).
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Otros cambios conductuales relacionados al kindling es la aparicion de la
depresion conductual post-ictal (DCP), un fendbmeno que ocurre después de la
terminacion de una CCGTC. La DCP esta caracterizada por la inmovilidad del
animal y la falta de reactividad a estimulos ambientales, tales manifestaciones
indican la iniciacion de una posible nueva crisis o la reduccion de la severidad de
crisis subsecuentes. Al menos en el modelo de kindling existe un componente
opiode para la DCP, que al ser sobreactivado incrementa la aparicion de ese tipo
de conductas. Los efectos del NLHC durante la postdescarga generada por
kindling reducen la duracion de la actividad post-ictal y de la DCP. Estos péptidos
tienen actividad agonista o antagonista, dependiendo del receptor opioide al que
se acoplen. Utilizando antagonistas de este sistema (naloxona y naltrexona) se
presenta una reduccion de la DCP, no obstante, la naturaleza de este fenomeno
varia dependiendo del origen de las crisis. Especificamente, la estimulacion
amigdalina provoca DCP de corta duracion (Cottrell, Nyakas & Bohus, 1988).
Tales resultados indicarian que la progresion del kindling disminuiria la aparicion
de este componente que parece manifestarse transitoriamente, asi el proceso de
estimulacién que incluya la aplicacion de KLP incrementaria los niveles de NLHC
reduciendo por tanto la actividad post-ictal.

2.1.3.2 Alteraciones anatémicas y morfologicas

Como ocurre en la ELTM, el kindling eléctrico provoca cambios en la morfologia
neuronal, tales modificaciones se presentan durante y después del proceso de
epileptogénesis. Cuando se aplica KCP se produce una pérdida neuronal minima
gue no resulta en la aparicion de crisis espontaneas. Al extender el proceso de
estimulacion se puede provocar una pérdida neuronal muy pronunciada y
presentarse entonces crisis espontaneas. Tales alteraciones ocurren
principalmente en el hipocampo durante el desarrollo del kindling, generandose
una reorganizaciéon de las conexiones sinapticas en la via de las fibras musgosas
del GD como se ha descrito en la ELT. Después de presentarse 30 CCGTC existe
una disminucién neuronal en la regién hilar polimérfica hipocampal. Esta zona se
caracteriza por contener una poblaciébn neuronal de diversa morfologia que
después de intensa actividad convulsiva presenta disminucién de neuronas
inhibitorias GABAérgicas, patron que se extiende hasta CA1l en el hipocampo.

La reorganizacion sinaptica de las fibras musgosas inducida por kindling también
esta asociada a pérdida neuronal en las regiones CA3 y CA4 en la region hilar
debido a crisis en el modelo de AK. El KEA genera un decremento de neuronas
GABAérgicas en la AM basolateral bilateral y en la Cx Pir central ipsilateral.
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Procesos de deaferenciacion han sido propuestos como mecanismos celulares en
la reorganizacion neuronal por kindling con diferencias interhemisféricas. Existe
una peérdida neuronal similar en el hilo del giro dentado ipsilateral y contralateral el
sitio de estimulacion. No obstante, soOlo los procesos de reorganizacion se ven
incrementados en la region ipsilateral. La discrepancia entre la pérdida neuronal y
la extension de reorganizacion sinaptica sugiere que la actividad anormal en estas
vias puede tener influencia directa sobre la reorganizacién post-deaferenciacion
(Cavazos & Stula, 1990; Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004; Singh, He,
McNamara & Danzer, 2013).

Los procesos de muerte celular en esas regiones estdn asociados a la activacion
neuronal excesiva por glutamato que provoca excitotoxicidad. Estudios clinicos y
experimentales han implicado este proceso en mecanismos asociados al SE o
prolongadas y repetidas CE. En roedores, la actividad EEG convulsiva intensa
debido a estimulos eléctricos en la via perforante, CxEn y GD induce dafio
neuronal en el hilus y sprouting en las fibras musgosas, efecto que se previene
con tratamientos activos en el sistema GABAérgico, como la administracién de
dosis sub-efectivas de pentobarbital. Los patrones de pérdida neuronal estan
asociados con el proceso de EscH, uno de los hallazgos neuropatolégicos mas
comunes en la ELTM. Se ha observado que en roedores sometidos a KLP, que
alcanzan el estadio V en diversas ocasiones, se genera una disminucion en las
densidades neuronales de estructuras limbicas en funcién del incremento de la
aparicion de crisis evocadas, especificamente reduccion progresiva de poblacién
neuronal en la regién polimérfica del hilus en GD, CA1 y CA3, en el stratum
granolosum del GD, CA2, CxEn medial y lateral y nacleo endopiriforme rostral. Las
disminuciones en la poblacién neuronal tienden a ser mayores en el polo temporal
que en el polo septal, sugiriendo que el polo temporal de CA1 es mas vulnerable al
dafio neuronal después de 3, 30 y 150 CCGTC, hecho que revela los cambios
permanentes en la reorganizacion celular y la susceptibilidad a crisis (Cavazos,
Das & Sutula, 1994).

Debido a los incrementos de muerte neuronal por estimulacion eléctrica, existe un
proceso compensatorio de reorganizacion celular caracterizado por sprouting con
conexiones excitatorias recurrentes y deaferenciacion de interneuronas inhibitorias
en el hipocampo. En la regién afectada por este proceso, el sprouting de las fibras
musgosas forma una banda aberrante en la capa molecular del giro dentado para
establecer conexiones con las dendritas apicales proximales de las células
granuladas. La degeneracion celular provoca que tales terminales presinapticas
formen sinapsis asimétricas de las células musgosas, disminuyendo
progresivamente la funcion inhibitoria de forma proporcional al desarrollo de la
epileptogénesis. Existen diferencias morfolégicas consistentes de las dendritas
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basales en células granuladas de ratas estimuladas, desarrollandose con mayor
frecuencia en el polo hilar de los cuerpos celulares, muy separadas de los axones,
los cuales envian sus colaterales a través de células granuladas en la capa
molecular interna, indicando un proceso de reorganizacion en las fibras musgosas
(Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004; Spigelman, Yan, Obenaus, Lee,
Wasterlain & Ribak, 1998). Las alteraciones morfologicas de las dendritas estan
involucradas en cambios de concentracién post-sinaptica intracelular de Ca?*,
resultando en la hipertrofia de las espinas dendriticas basales, una condicion que
se ha observado en pacientes con epilepsia y en modelos experimentales. Kato y
colaboradores en 2001 analizaron las caracteristicas morfologicas y morfométricas
de la hipertrofia dendritica a consecuencia de crisis por KEA observando que en la
region amigdalo-hipocampal se ve un incremento en el crecimiento dendritico de
1.3 a 1.4 veces en la region rostral del GD y de 1.8 veces en la region caudal de
la capa granulada, tales alteraciones fueron mediadas por un aumento de
polimerizacién en microtubulos, los elementos mas prominentes en el citoplasma
de dendritas largas. Cambios similares han podido ser observados durante
estadios iniciales de la epileptogénesis inducida por KEA, como lo demostro
Singh, He, McNamara y Danzer en 2013, observando un incremento uniforme en
el grosor de la capa granular del hipocampo e incremento del volumen en el
segmento inicial del axon contrario a la disminucion en la densidad de espinas
dendriticas dentro y fuera de la capa molecular con porcentajes de 30% y 21%
respectivamente.

No obstante, se ha demostrado que el kindling aplicado de forma rapida causa un
incremento en niveles de mRNA vy proteinicos de GFAP, el componente principal
de los filamentos que conforman los astrocitos maduros, provocando hipertrofia y
proloferacion glial ya sea en ausencia o no de pérdida neuronal o degeneracién
celular (Adams, Von, Vaccarella, lvy, Fashnestock & Racine,1998). Al aplicar
kindling rapido (estimulaciones repetidas en pocas horas) en el hipocampo se
provocan tales efectos. Smith, McLean, Murphy, Turnley y Cook en 2005 aplicaron
KEA de forma rapida (pulsos monofasicos de 1 ms, duracion de 3 segundos, 100
Hz, 40-300 pA cada 5 minutos en 200 minutos) reportando un incremento de
mitosis en la zona subgranular del GD entre 3 y 21 dias después de la ultima
crisis. Este resultado es confirmado al no presentarse degeneracién neuronal en
ninguna region del hipocampo. Otros cambios asociados a la aplicacion del
kindling rapido son alteraciones en la composicién del citoesqueleto de los
astrocitos. Se han reportado incrementos en la proteina GFAP, al inducir crisis por
kindling hipocampal. Al estimular repetidamente la amigdala (1s, 60 Hz, 400 pA,
cada 8 horas, de 5-7 dias) hasta presentar 5 CCGTC se induce también un
incremento bilateral de GFAP en la CxPir, hipocampo y el complejo amigdalino
asociado a una hipertrofia de los astrocitos en estas regiones. Tales resultados
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sugieren que durante el proceso de propagacion en las crisis los astrocitos
responden morfolégicamente al kindling de forma selectiva, iniciando una
reorganizacion conformacional del citoesqueleto (Khurgel, Racine & lvy, 1992).
Adams y colbaoradores en 1998 reportaron hallazgos similares encontrando que
cambios en la regién hilar del hipocampo después de siete dias y hasta un mes
post-kindling, incrementa la presencia de GFAP hasta un 57 %.

Resumiendo, el kindling puede generar efectos contrarios dependientes de la
duracion del proceso de epileptogénesis. La aplicacion de estimulos eléctricos en
regiones del sistema limbico desencadena alteraciones morfolégicas muy
parecidas a las halladas en tejidos de pacientes con ELTM. El KCP y el KLP
provocan neurodegeneracion y reorganizacion celular aberrante en estructuras
como la AM y el hipocampo. Sin embargo, los efectos son contrarios cuando se
aplica kindling de forma rapida, desencadenando procesos de neurogénesis y
mayor actividad astrocitica.

2.1.3.3 Alteraciones quimicas y moleculares

Las alteraciones en el EEG, conductuales, anatémicas y morfologicas debido a
estimulos eléctricos se ven asociadas a cambios funcionales en la actividad
quimica de la comunicacion celular en cualquiera de sus niveles. La induccién de
crisis por medio del kindling provoca cambios permanentes en la neurotransmisién
excitatoria e inhibitoria, que se refleja en la hipersincronia de la red neuronal local.
Todas las alteraciones desencadenadas por la estimulacion repetida determinan la
progresion desde el comienzo hasta el final del proceso epileptégeno que incluye
la sefializacidbn de segundos mensajeros, proteinas quinasa, genes tempranos,
factores de transcripcion, sintesis de proteinas y cambios en los receptores que
producen una reorganizacibn de los circuitos que regulan la sinapto y
neurogénesis, ademas de la pérdida neuronal que eventualmente contribuye a la
reestructuracion de las conexiones.

Se ha sugerido que tal fendmeno es debido a una serie de alteraciones en la
transmision inapropiada de GABA vy glutamato. Una gran cantidad de
investigaciones donde son utilizados modelos de epilepsia reportan alteraciones
en la expresion de subdunidades del receptor GABAaA como un mecanismo
compensatorio, no causativo, en particular la pérdida interneuronal, que es clave
en los procesos de la excitabilidad por glutamato. Partiendo de que la composicion
de las subunidades de glutamato se regula dinamicamente de forma
electrofisiolégica, bioquimica, biofisica y farmacologica, la aparicibn de crisis
modificaria el balance de excitacion e inhibicion. Ambos neurotransmisores son
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cruciales en el inicio, mantenimiento y terminacion de las CE que ocurren en
pacientes con ELTM, por lo cual se ha hipotetizado que el kindling y las crisis
desencadenadas por la epileptogénesis provocan un incremento en la activacion
de circuitos glutamatérgicos y activacion atenuada de los GABAérgicos.
Investigaciones mas recientes sobre los mecanismos de la epileptogénesis en
estos dos sistemas de transmision quimica incluyen sus consecuencias en la
eficacia sinaptica, crecimiento de nuevas conexiones o0 pérdida de las ya
existentes (Meguro, Lu, Gavrilovici & Poulter, 2004; Morimoto, Fahnestock &
Racine, 2004).

2.1.3.3.1 Alteraciones asociadas al incremento de glutamato

La liberaciébn de aminoacidos excitatorios glutamatérgicos es un fenémeno que
ocurre en crisis inducidas por kindling y podria explicar los mecanismos inhibitorios
compensatorios que se generan en ese proceso. La sobreexcitacion de neuronas
por glutamato que puede producir descargas epileptiformes y la aplicacion
repetida de glutamato sobre la AM se le llama efecto tipo kindling glutamatérgico.
La actividad de este neurotransmisor durante las crisis y después de ellas se
comprueba por los efectos celulares que provoca al acoplarse a sus receptores
NMDA, AMPA y kainato. El rol de los receptores metabotropicos NMDA en el
kindling eléctrico es demostrado por los experimentos en los que un pre-
tratamiento de antagonistas selectivos y competitivos de estos receptores retarda
el proceso de epileptogénesis, como algunos anticonvulsivos. A estos hallazgos se
afiaden el incremento agudo en los niveles del precursor glutamina en las
terminales sinapticas como respuesta al estimulo que se mantiene sin cambios
hasta tres meses después de alcanzar el estado kindled, incremento en la
potenciacion sinaptica, sprouting de las fibras musgosas, neurogénesis del GD y
expresion de neurotrofinas, todas alteraciones mediadas por el acoplamiento de
glutamato a su receptor. Tales cambios provocan el aumento en la aparicion de
PPE en el GD con efectos diferenciales segun la regién del hipocampo. Las
neuronas piramidales de CALl tienen un efecto parcial sobre la despolarizacion
inducida por los PPE dependientes de voltaje, mientras que CA3 tiene un aumento
en su sensibilidad presentando mayor expresion de mRNA para las subunidades
NR2A y 2B (Leach, Marden, Miller, O'Donell & Weston, 1985; Morimoto,
Fahnestock & Racine, 2004).

Los efectos del kindling sobre la activacion de los receptores ionotrépicos AMPA
son aun mas notables. La utilizacion de antagonistas de estos receptores suprime
por completo el desarrollo de la epileptogénesis por KEA, evitando la aparicion
posterior de crisis espontaneas y disminucién de potenciacién a largo plazo (LTP).
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Con un tratamiento de este tipo, las crisis originadas en el hipocampo se ven
drasticamente disminuidas en su ocurrencia sin afectar la duracion de la PD. Las
crisis inducidas por KEA provocan un aumento en la activacion de la subunidad
AP-5 que es sensible a los PPE debido a la sincronia de eventos multicuanticos
que genera y al incremento de probabilidad en la liberacién glutamato. Otras
alteraciones asociadas son la disminucion de la subunidad GIuR-2 en la CxPir
caracterizadas por un cambio en la permeabilidad a Ca?" e incremento en la
formacion de receptores AMPA, sugiriendo que la regulacion descendente
(downregulation) de las proteinas acopladas a GIuR-2 son determinantes en el
desarrollo del KEA. Por tanto, los receptores AMPA son cruciales en la induccién
de crisis convulsivas debido a su permeabilidad i6nica mientras que los NMDA son
criticos en la induccion de alteraciones trans-sinapticas asociadas a los cambios
permanentes de la epileptogénesis por kindling (Cain, 1998; Namba, Morimoto,
Sato, Yamada & Kuroda, 1994; Shoji, Tanaka, Yamamoto, Maeda & Higashi,
1998).

El papel de los receptores de kainato en la epileptogénesis por kindling sigue sin
ser claro. La activacion de los receptores de kainato produce un incremento en la
densidad y afinidad en los sitios de union a glutamato de la zona supragranular del
GD asociado al proceso de sprouting en las fibras musgosas. Varios reportes
implican a la subunidad GIuR-6 en la induccion de crisis, pues genera un aumento
en la susceptibilidad y dafio neuronal. No obstante, otra subunidad,
especificamente la GIuR-5 tiene un efecto protector contra las crisis al retardar la
epileptogénesis. Su activacion bloguea la propagacion a nivel hipocampal.
Interesantemente esta subunidad estd densamente presentada en interneuronas
gue incrementan la respuesta GABAérgica. Los pacientes con EscH presentan un
incremento en la subunidad KA-2 y de mRNA de GIuR-5 en células granuladas,
esto probablemente como mecanismo compensatorio para evitar el reclutamiento
de otros grupos neuronales, aumentando el tono GABAérgico (Grigorenko et al.,
1997; Morimoto, Fahnestcock & Racine, 2004; Represa, Le Gall La Salle, Ben-Ari,
1989).

Al incrementarse la actividad glutamatérgica en crisis inducidas por kindling se
produce un efecto de potenciacion sinaptica bien descrito por un aumento
sustancial en la amplitud y numero de PPE en los circuitos limbicos. Este
fendbmeno es persistente y puede durar meses, por lo que se considera un
mecanismo de epileptogénesis (Douglas & Goddard, 1975; Morimoto, Fahnestock
& Racine, 2004; Racine, Gardner & Burnham, 1972; Sutula & Steward, 1986). La
potenciacion sinaptica por kindling es muy similar a la LTP, ademas de que este
proceso facilita significativamente la evolucibn convulsiva. Procesos de
potenciacion no dependientes de NMDA contribuyen también a incrementar la
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fuerza de las conecciones sinapticas a través de cambios en elementos
presinapticos, postsindpticos o de ambos (Morris, Anderson, Lynch & Baudry,
1986; Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004). Dentro de los mecanismos
presinapticos se encuentra el aumento de concentracion extracelular de
glutamato, la despolarizacion induce la liberacion presinaptica de este
neurotransmisor, aumentando sus niveles durante la epileptogénesis por kindling,
procesos que se han reportado en estructuras como el hipocampo y la AM (Kaura,
Bradford, Young, Croucher & Huges, 1995; Minamoto et al., 1992; Zhang, Hudson,
Sobotka, Hong & Tilson, 1991).

Después de alcanzar el estado kindled se desencadenan procesos de
reorganizacion molecular postsinapticos que predisponen al tejido a ser
hiperexcitable. Los primeros cambios establecidos por el proceso de
epileptogénesis se pueden notar en los receptores metabotropicos
glutamatérgicos (mMGIuR), especificamente el 1 y Il que desregulan la liberacion de
glutamato. La utilizacion de agonistas en estos receptores ejerce efectos
inhibitorios en la via perforante lateral, sugiriendo que la pérdida de mGIluR media
la hiperpolarizacion necesaria para controlar la hiperexcitabilidad. Otros eventos
intra-terminales que regulan la neurotransmision glutamatérgica es el incremento a
largo plazo del mGIuR tipo I, que hidroliza las proteinas ptdins y la persistente
activacion de subespecies membranales B y Y asociadas a la PKC debido a la
movilizaciéon de Ca?*, aumentando la neurotransmisién (Akiyama, Yamada &
Otsuki, 1989; Akiyama et al., 1992; Ono, Akiyama, Tsutsui & Kuroda, 1994;
Holmes, Keele & Shinnick-Gallagher, 1996; Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004;
Neugebauer, Keele & Shinnick-Gallagher, 1997).

Se han reportado también cambios en los transportadores una vez alcanzado el
estado kindled. EI KEA provoca un aumento transitorio del mRNA para el
transportador EAAC1 (GLT1), el cual se encuentra mayormente en terminales
presinapticas de interneuronas GABAérgicas. La inhibicion de la actividad en
EAAC1 resulta en el incremento de los niveles extracelulares de glutamato,
proceso que se relaciona con procesos de neurodegeneracion y excitotoxicidad.
Este hallazgo es consistente con lo encontrado en pacientes con ELTM y EscH,
donde se observan altos niveles de EAAC1 en células piramidales del giro
dentado que al disminuir producen pérdida neuronal en CAl y el hilus del GD
(Mathern et al., 1999; Sepkuty et al., 2002).

Un efecto importante debido a la persistente hiperexcitabilidad glutamatérgica es
la creacion de nuevos circuitos. El crecimiento de conexiones excitatorias activa
patrones de reorganizacion molecular que forman nuevos crecimientos celulares.
La sinaptogénesis es un proceso de respuesta al dafio tisular y a la estimulacion
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eléctrica, presentando una alta correlacion con el sprouting neuronal que incluye a
la ELTM (Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004; Propper et al.,, 2001). Estos
crecimientos provocan postdescargas a través de su desarrollo e imbricacién, un
proceso que se ha reportado como paralelo al mantenimiento y evolucion del
kindling. Respecto a esto se ha observado un incremento transitorio en la
expresion de mMRNA de GAP-43, proteina asociada al crecimiento de conos
axonicos, y de la sinapsina tipo | que se relaciona con el funcionamiento de las
vesiculas en la terminal sinaptica, ambos presentados en GD y CA3 hasta dos
semanas después del estado kindled, tal proceso se correlaciona con sprouting de
las fibras musgosas del hipocampo (Bendotti, Vezzani, Tarizzo & Samanin, 1993;
Dalby, Rondouin & Lerner-Natoli, 1995). Otro proceso vinculado es la elevada tasa
de division celular en células progenitoras de la zona subgranular proliferativa del
GD, las cuales proyectan axones aberrantes hacia la region piramidal de CA3 y la
capa molecular interna. Estos mismos mecanismos se presentan durante el
establecimiento de los estadios iniciales del kindling. Otra estructura que presenta
procesos de sinaptogénesis es la CxPir, estructura que proyecta hacia regiones
hipocampales. El aumento de sinaptofisina en las capas Il y lll y en el stratum
radiatum de CAl1 y CA3 se ha observado en animales con estado kindled (Li,
Reinpercht, Fahnestock & Racine, 2002; Parent, Janumpalli, McNamara &
Lowenstein, 1998; Scott, Wang, Burnham, Boni & Wojtowicz, 1998).

Los factores neurotréficos y de guia axdnica también presentan alteraciones, son
dos clases de moléculas asociadas al crecimiento y direccion celular. El kindling
provoca la activacion de neurotrofinas NGF, BDNF y NT-3, asi como miembros del
TGF-B como el factor neurotrofico derivado de célula glial (GDNF). Tales
moléculas se acoplan al receptor p75"™R y a la familia de receptores
transmembranales TrkA (NGF), B (BDNF y NT-4) y C (NT-3), que generan la
autofosforilacion de sus residuos tirosina para conformar transductores de sefiales
corriente abajo (downstream) y ejercer como factores transcripcion genética. El
aumento en el MRNA de NGF y BDNF se asocian al proceso de LTP y en la
generacion de axones de las fibras musgosas ademas de que se ha observado
una correlacion positiva con la duracion de la PD, mientras que la movilizaciéon de
Ca®* se asocia a NT-3, activando a la PKC (Bengzon et al., 1993; Ernfors,
Bengzon, Kokaia, Persson & Lindvall, 1991; Kaplan & Miller, 2000; Miller & Kaplan,
2001; Roux & Barker, 2002; Morimoto, Sato, Sato, Yamada & Hayabara, 1998;
Sato, Kashihara, Morimoto & Hayabara, 1996).
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2.1.3.3.2 Falla de los sistemas de neurotransmision inhibitoria

Debido a las alteraciones presentadas por la persistente activacion de los
sistemas excitatorios glutamatérgicos se presenta una reduccion de los niveles de
inhibicion. Los sistemas GABAérgicos son modificados por la actividad convulsiva
de manera que se facilita la propagacion de actividad epileptiforme. Estos cambios
son observados en receptores GABAa mediante PPI de forma rapida a través del
flujo de Cl'y de GABAG& con funcion presinaptica de autoreceptores y la regulacion
lenta de los PPI al incrementar la conductancia de K* (Morimoto, Fahnestock &
Racine, 2004).

El proceso de epileptogénesis mediado por agentes GABAérgicos presenta fases
iniciales de gran actividad inhibitoria como respuesta a la hiperexcitabiliad
neuronal con la aparicion de descargas epileptiformes, tales efectos
homeostéaticos se ven revertidos después de estimulaciones subsecuentes del
sistema limbico que resultan en la aparicion de crisis espontaneas. El estudio de la
funcién inhibitoria mediante la evocacion de pulsos pareados después del kindling
permite conocer el efecto que ha ejercido la epileptogénesis sobre la eficacia del
sistema GABAEérgico para contener la actividad ictal e interictal. La disminucién en
el potencial del segundo pulso indica la accion de actividad inhibitoria ante un
estimulo excitable. Inicialmente se presenta un incremento en la DPP dependiente
de la activacion de NMDA en el GD con un 66% aproximado de aumento en el
tamafio cuantico del PPl de células granuladas. Este efecto se ve revertido
después de 90-100 CCGTC, disminuyendo la DPP en los PPI, resultado que se
aprecia también en CAl de 3 a 4 semanas después del kindling. Respecto a la AM
y la Cx Pir se presenta una pérdida de transmision sinaptica GABAérgica de tipo
feed-forward (inhibicion mediante el incremento de descargas interneuronales que
resulta en la disminucion de actividad en las células principales), lo que supone
una reducciéon de PPI en la AM contralateral al sitio de estimulacién (Gilbert, 1991;
Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004; Nusser, Hajos, Simogyi & Mody, 1998;
Rainnie, Asprodini, Shinnick-Gallagher, 1992; Sayin, Osting, Hagen, Ructecki &
Sutula, 2003).

Durante el periodo ictal se incrementa la latencia en la pérdida de la DPP vy el
comienzo de la PD haciendo cada vez mas resistente al GD a una falla inhibitoria,
no obstante, poco a poco disminuyen las conductancias de los PPI, colapsandose
el sistema. La evolucion prolongada en las descargas durante el curso del kindling
provoca mayores periodos de sincronizacion y aparicion de DIE. Esto lleva a
considerar que la intensa activacion de receptores GABAérgicos produce
despolarizaciones de magnitud proporcional, alterando la excitacion durante el
periodo ictal y propiciando la generalizacion de las crisis, altos niveles
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extracelulares de GABA que producen complejos paroxisticos y crisis mioclonicas
en ratas y gatos en estado kindled. Por tanto, son tres los mecanismos propuestos
que estan alterados en la neurotransmision inhibitoria: a) reduccién de la
sensibilidad presinaptica de GABA, b) desensibilizacion de la respuesta
postsingptica a GABA en neuronas glutamatérgicas y c) la pérdida de regulacién
excitatoria de grupos celulares interneuronales (Asprodini, Rainnie & Shinnick-
Gallagher, 1992; Kamphius, Gorter & da Silva, 1991; Morimoto, 1989; Tuff, Racine
& Adamec, 1983).

A nivel presinaptico se ha reportado que existe una insuficiente elevacion de
concentracion extracelular de GABA dependiente de K* y Ca?* durante las crisis
por kindling hipocampal. Especificamente el KEA provoca un aumento de
glutamato extracelular durante esos mismos periodos, fenébmeno asociado a la
reduccion de inhibicion independiente de Ca?* y que es comparable con lo hallado
en pacientes con ELT (During & Spencer, 1993; Kapur, Bennett, Wooten &
Lothman, 1989; Kaura, Bradford, Young, Croucher & Hughes, 1995). Estas
alteraciones podrian deberse a un aumento en los transportadores de GABA como
consecuencia de los altos niveles iniciales de este neurotransmisor durante el
proceso ictogénico. Se ha reportado un aumento en la expresion de mRNA para
transportadores GATL1 (en terminales presinapticas GABAérgicas) en hipocampo y
de GAT3 en astrocitos que poco a poco se ve reducida después de 90-100 crisis y
hacia la aparicion de crisis espontaneas. Pacientes con ELTM y EscH presentan
cambios similares, con una disminucién de GAT1 en el stratum granolosum y
piramidal y un incremento en la capa molecular (During, Ryder & Spencer, 1995;
Hirao et al., 1998; Mathern et al., 1999; Sayin, Osting, Hagen, Rutecki & Sutula,
2003).

Mientras que en los procesos postsingpticos se presentan cambios en los
receptores de GABAAa en el sitio de unidn a benzodiacepinas con un incremento en
el GD, tales aumentos se presentan en el 75% de las sinapsis inhibitorias en el
soma y el segmento inicial del axén, y en el 35-40% de los botones presinapticos
de células granuladas. Respecto a GABAs, se presenta una sobreexpresion de
subunidades R1A y R2 en todo el hipocampo. Respecto al tipo de receptor se
presenta un incremento en la expresion de mRNA para los tipos B3, yz2/yz. de
GABAg y de a4, B1 y B3 para GABAAa en GD después del KEA, cambios asociados
a la reduccion de corrientes inhibitorias (Clarck, Massenburg, Weiss & Post, 1994;
Coulter, 1999; Francis, Jung, Zhang, Ho, Cheng, Mcintyre & Eubanks, 2001;
Kamphius, De Rijk & Lopes da Silva, 1994; Nusser et al., 1998).

El cambio funcional en la inhibicion mediada por GABA depende de la evolucién
en la epileptogénesis y de los diferentes patrones de dafio neuronal y/o
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reorganizacion como resultado de excitotoxicidad. La sensibilidad alterada en el
ion de zinc (Zn?*) produce la activacion de las fibras musgosas, y la autoinhibicién
en la liberacion GABAérgica se ve disminuida. Debido a que este aumento es
sensible a las concentraciones de este ion, la inhibicion disminuye las crisis por la
liberacién de Zn?* del sprouting aberrante en las fibras terminales musgosas de
células granuladas (Buhl, Otis & Mody, 1996).

La reorganizacion sinaptica debido a la activacion de células excitatorias produce
otros mecanismos compensatorios moleculares que regulan la actividad
epileptogénica. La participacion de neuronas reactivas a somatostatina que
expresan neuropéptido Y se ha descrito con un incremento después de la
estimulacién eléctrica, este componente esta colocalizado en interneuronas y es
regulado por la unién de BDNF a sus receptores, ademas de que puede ser
alterado de forma selectiva. Se ha observado que después del kindling eléctrico se
presenta un incremento de corrientes inhibitorias asociadas a los receptores Y2 de
las terminales glutamatérgicas y de mRNA en el hipocampo e interneuronas
hilares, no obstante, éstas se ven disminuidas en el GD al reducirse la expresion
de del receptor Y1 (Dalby, West & Finsen, 1998; Dragunow, Yamada, Bilkey &
Lawlor, 1992; Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004; Sloviter, 1991; Vezzani,
Sperk & Colmers, 1999). Otros cambios asociados es el incremento inicial de
colecistoquinina 24 horas después del estado kindled y su posterior diminucién
después de 90-100 crisis hallado en la AM. Esta hormona se encuentra
interneuronas GABAEérgicas del GD en sinapsis axo-somaticas y axo-axonicas de
células granuladas. La colecistoquinina aumenta la tolerancia a los efectos del
sistema opioide, causantes de la DCP asociada a la actividad post-ictal. Su
disminucién debido a la estimulacion eléctrica sostenida se encuentra relacionada
a la aparicion de crisis espontaneas (ladarola, Shin, McNamara & Yang, 1986;
Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004; Sayin et al., 2003; Zhang et al., 1996).

Otro de los mecanismos compensatorios esta ligado al incremento de la hormona
liberadora de tirotropina e histamina. El primero esta vinculado a la plasticidad
sinaptica glutamatérgica. La expresion de mRNA de la hormona liberdora de
tirotropina se ve incrementada después del KEA, provocando la reduccion de LTP
y de los PPE del GD. Respecto a la histamina se observa el incremento de unién a
su receptor H1 a largo plazo después del KEA, disminuyendo la activacion de la
calcio calmodulina quinasa Il para asi evitar la fosforilacion de proteinas que estan
implicadas en la neurogénesis aberrante (de Gortari, Fernandez-Guardiola,
Martinez, Cisneros & Joseph Bravo, 1995; linuma, Onodera & Watanabe, 1996;
Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004; Sato, Morimoto & Wada, 1984; Morimoto &
Goddard, 1985; Okuma, Hirai & Kamei, 2001; Yokoyama et al., 1999).
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2.1.3.3.3 Aparicion de crisis espontaneas

El kindling eléctrico es capaz de producir una serie de cambios progresivos en la
respuesta convulsiva. De forma paulatina, las estimulaciones provocan una
sensibilizacion en el cerebro ante la aparicibn de una crisis, estableciendo la
induccion de crisis complejas parciales a crisis secundariamente generalizadas
con un foco epileptdgeno permanente dejando asi al sujeto en un estado
denominado full-kindling. Sin embargo, la aparicion de actividad epileptiforme
espontanea no se desarrolla a menos que se apliquen un gran numero de
estimulaciones mas alld de la primera aparicion de una crisis de estadio V
(CCGTC). Al proceso por el cual se desarrollan las crisis espontaneas se le llama
over-kindling, y a pesar de que llevarlo a cabo resulta una labor muy intensiva, las
alteraciones neurofisiologicas y morfolégicas que genera tienen muchas
similitudes con la ELT. Aunque la induccion de crisis espontaneas puede llevarse
a cabo de forma més répida, el periodo latente de reorganizacion neuronal que se
presenta antes de la actividad espontdnea no es posible estudiarlo de forma
gradual. El kindling eléctrico puede brindar la posibilidad de analizar los cambios
progresivos en los patrones de propagacion y de reorganizacion celular que se
presentan en esos mismos periodos, como se explica en la figura 8.

La experimentacion ha demostrado que son necesarias alrededor de 90-100 crisis
de clase V (CCGTC) en roedores para provocar la aparicion de crisis espontaneas
recurrentes, fendmeno atribuido a la pérdida de inhibicién en el hipocampo como
consecuencia de la disminucion de sinapsis axo-axonicas y axo-somaticas. Estos
periodos de estimulacién pueden extenderse incluso hasta los 14 meses en gatos
y primates para inducir la misma condicion (Sayin et al, 2003; Wada, 2001).

Las crisis de este tipo parecen seguir el mismo tipo de propagacién progresiva que
sus antecesoras durante el estado full-kindling. Las crisis espontdneas comienzan
de forma ipsilateral al sitio de estimulacion y poco a poco comienzan a
generalizarse a todo el cerebro, ademas los componentes de frecuencia y
duracion se van acentuando, incrementando su severidad con respecto a roedores
gue no son sometidos a over-kindling. Las caracteristicas EEG de las crisis
espontaneas se caracterizan por la presencia de espigas aisladas durante la
actividad inter-ictal y de la formacion de complejos espiga-onda con un incremento
en su frecuencia de manera persistente. A estas manifestaciones electrogréficas le
acompafan cambios conductuales descritos por espasmos mioclénicos aislados y
cabeceos asociados a movimientos de uno o ambos miembros anteriores
progresivamente en series de 20 crisis con un periodo de 1-25 minutos,
culminando en CCGTC (Brandt, Ebert & Loscher, 2004). Este tipo de crisis
persisten aun después de finalizar el esquema de estimulacion, presentandose en
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forma indefinida, con lo cual la propencién a apariciones subsecuentes de estos
eventos ictales se ve incrementada (Sato, Racine & Mcintyre, 1990).

Modelo de kindling eléctrico

Ll BN

R
2
=8 L. ' Crisis
% Fu"'klndllng Ovel’-klndllng esponténeas
s Estimulaciones diarias de acuerdo al
% esquema del protocolo
S
3 Modelo de status epilepticus
2] (PTZ, pilocarpina, acido kainico)

1 Status epilepticus Periodo Crisis

Crisis continuas durante latente 2
varias horas espontaneas

Figura 8. Desarrollo de la epileptogénesis y aparicion de crisis espontaneas en el modelo de kindling eléctrico y
status epilepticus.

Las flechas negras indican la estimulacién eléctrica o la administracion de un agente quimico. En el modelo de kindling
eléctrico la estimulacion repetitiva desencadena progresivamente crisis convulsivas. Si la estimulacion se detiene en un
estadio clase V (full-kindling) las crisis espontaneas no se desarrollaran, si la estimulacion continla, emergen crisis
espontaneas después de cientos de crisis evocadas (over-kindling). Para el caso del modelo de status epilepticus el agente
aplicado provoca la apariciéon del status que termina en un periodo de varias horas con crisis de gran severidad. Las crisis
espontaneas surgen después de un periodo latente que dura semanas o meses, no obstante, los mecanismos fisioldgicos y
patrones de generacion en estas crisis se desconocen. Modificado de Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004.

El como se originan las crisis espontaneas sin existir algan estimulo eléctrico que
las provoque permanece sin ser esclarecido. Una explicacion hipotética esta
basada en los mecanismos que subyacen a las crisis producidas por agentes
guimicos asociadas a la reorganizacion celular y molecular como consecuencia de
la muerte neuronal, no obstante, este proceso parece no estar relacionado en las
crisis inducidas por kindling eléctrico. Brandt, Uber y Ldscher (2004) reportaron
gue no existen diferencias entre las densidades neuronales de los hemisferios ipsi
y contralaterales en estructuras asociadas a la génesis y propagacion de crisis
como la AM, las regiones CAl1 y CA3 del hipocampo ventral y dorsal, la capa de
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células granuladas del GD, la CxEn, CxPir, nacleo endopiriforme dorsal y ventral,
el talamo mediodorsal, laterodorsal, paraventricular y central asi como la sustancia
nigra pars reticulata (Brand, Eber & Loscher, 2004).

La proporcion de animales que manifiesta crisis espontaneas varia entre cada
modelo. Por ejemplo, después de presentarse SE inducido por agentes quimicos
la mayoria de los sujetos presenta actividad espontanea con una tasa de hasta
90% en el desarrollo de las crisis que vincula a la pérdida neuronal por
excitotoxicidad. La emergencia de este fendmeno es distinta en el kindling
eléctrico, primero porque generalmente no todos los animales alcanzan a
desarrollar crisis espontaneas, segundo porque no existen evidencias
histopatolégicas contundentes y consistentes en la pérdida neuronal hipocampal
que comunmente es relacionada con la epilepsia humana limbica a pesar de los
procesos de reorganizacion sinaptica posteriores a los largos periodos de
estimulacién (Bertram & Cornett, 1993). Alrededor del 50% de los animales
estimulados llegan a manifestar crisis espontaneas, con lo cual se hipotetiza que
quiza la diferencia de responsividad en los animales en comparacion con los
modelos quimicos es una propension genética especifica en cada sujeto para
desarrollar crisis espontaneas (Brand, Ebert & Loscher, 2004; Louis, Williamson &
Darcey, 1987).

Inducir un proceso epileptdgeno mediante la estimulacién periodica también
presenta ventajas, una de ellas y muy poco explorada es la condicion de
farmacorresistencia. Los esfuerzos por modelar experimentalmente este fenbmeno
han sido escasos y con resultados poco consistentes. En el siguiente apartado se
explicaran algunas razones por las cuales el kindling eléctrico puede ser un buen
modelo animal para estudiar los efectos parciales que tiene los tratamientos
farmacoldgicos.

2.1.3.4 Efecto de farmacos antiepilépticos sobre crisis por kindling eléctrico:
validacion clinica del modelo

Las epilepsias parciales (focales) estan entre los tipos de epilepsia con mayor
dificultad para el control de las crisis. En adultos humanos, la ELT con crisis
complejas parciales tiene la prognosis mas pobre de todos los tipos, donde hasta
el 70% de los pacientes es resistente al tratamiento, aln con los farmacos
antiepilépticos mas efectivos (carbamazepina, fenitoina, lamotrigina vy
gabapentina). A pesar de que es posible saber la cusa del tipo de epilepsia, los
mecanismos que originan la farmacorresistencia son todavia desconocidos. El
escaso conocimiento sobre la naturaleza de este fenomeno ha llevado a un debate
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abierto sobre si los procesos que lo provocan se establecen desde que se inicia el
tratamiento o si se trata de un mecanismo progresivo de una subpoblacion de
pacientes.

Desafortunadamente en la actualidad existen pocos modelos animales que
pueden ser usados para estudiar los mecanismos de la farmacorresistencia y de
nuevas opciones de tratamiento para la epilepsia intratable. El modelo animal mas
extensamente caracterizado respecto a esto es el kindling eléctrico amigdalino,
sustentando sus resultados en estudios a nivel celular y molecular sobre el
establecimiento de tolerancia farmacoldgica. EI KEA fue el primer modelo
propuesto para investigar la epilepsia intratable en 1986. El efecto kindling
involucra una potenciaciébn progresiva de susceptibilidad a crisis, asi como
cambios funcionales en sitios cerebrales secundarios al foco debido a la repeticién
inducida de crisis parciales, de esta forma se provee de un poderoso modelo para
investigar el porqué la patologia se vuelve intratable. Las crisis evocadas por
kindling son mucho menos sensibles a los tratamientos anticonvulsivos
farmacolégicos cuando son parciales que cuando son secundariamente
generalizadas, como es consistente con la experiencia clinica (Coulter, Mcintyre &
Loscher, 2002).

Loscher, Jakel y Czuczwar en 1986 realizaron experimentos para estudiar los
mecanismos que desencadenan la resistencia farmacolégica en un modelo de
epileptogénesis, empleando para ello el KEA. Para el andlisis se usaron farmacos
de primera generacion como fenitoina, primidona, fenobarbital y carbamazepina, y
de segunda generacion como acido valproico, clonazepam y diazepam. La eficacia
de los tratamientos fue evaluada en funcién de los efectos protectores contra crisis
parciales complejas (estadios I, Il y Ill) y crisis parciales con generalizacion
secundaria motora (estadios IV y V). Todo los FAE fueron inefectivos para suprimir
las crisis parciales, siendo la primidona, diazepam y clonazepam los menos
efectivos con valores menores al 50% de control. Durante las crisis parciales con
generalizacion secundaria se presentd un mayor efecto de los FAE, siendo el
diazepam y el clonazepam los mas efectivos. S6lo se presentaron efectos
parciales (60-70%) en el control de crisis para carbamazepina y fenitonina, y una
total inefectividad de la primidona. La eficacia de los FAE fue incluso menor para
la supresion de las descargas amigdalinas. El 50% de nivel de proteccion soélo se
alcanz6 con fenitoina y é&cido valproico. Otros FAE so6lo tuvieron efectos
medianamente parciales como el pentobarbital y carbamazepina, y otros
inefectivos como las benzodiazepinas y la primidona. El efecto anticonvulsivo
también fue evaluado en términos de latencia, duracion y severidad de las crisis.
El dnico FAE totalmente inactivo fue la primidona. La carbamazepina tuvo un
efecto parcial en la latencia a la primera crisis y la fenitoina pudo reducir su

Pagina | 70



duracion, sin embargo, en dosis muy altas (100mg/kg). La mayoria de los FAE
provoco efectos adversos en dosis efectivas como sedacion, disminucion del tono
muscular, hipotermia, ataxia y pérdida de reflejos. Estos resultados son
consistentes con la experiencia clinica, donde pacientes con ELTM que presentan
crisis parciales complejas tienen una alta tolerabilidad en tratamientos con FAE
gue son utilizados con mayor frecuencia (Picot, Baldy-Moulinier, Daures, Dujols &
Crespel, 2008) demostrando que este tipo de crisis tiene una prognosis
desfavorable en el control farmacolégico.

Varios factores que pueden importantes para comprender los mecanismos de la
farmacorresistencia en subgrupos de ratas sometidas a KEA han sido estudiados
desde la descripcion de los primeros modelos. Los resultados arrojan que la
farmacorresistencia no es debido a diferencias en la localizacion del electrodo en
la amigdala, farmacocinética del compuesto, variaciones estacionales de la
respuesta o el sexo del animal. La explicacibn mejor sustentada es que la
tolerancia al farmaco podria ser una variante genética especifica en la
susceptibilidad general a la respuesta del tratamiento. Ademas de la genética otra
posibilidad de explicacion es el desarrollo de diferentes tipos de
farmacosensibilidad durante el proceso de kindling per se.

En pacientes epilépticos existe una respuesta inmediata al FAE, aunque este
efecto se pierde al incrementar la duracion de la enfermedad, cuando la epilepsia
se vuelve crénica. Cuando fue evaluada la respuesta a fenitoina después del full-
kindling se observa que los animales que respondieron al farmaco antes del
proceso de estimulacion disminuyen su sensibilidad de respuesta, mostrando un
efecto anticonvulsivo no significativo. Esto indicaria que el proceso de
epileptogénesis induce no sélo cambios plasticos que predisponen a la aparicion
de crisis, sino que también ejercen alteraciones que podrian interferir con la
eficacia de algunos FAE (Coulter, Mcintyre & Léscher, 2002).

Cdémo el kindling induce alteraciones cerebrales es crucial para determinar si el
sujeto responde o no a FAE. Loscher en 2002 determina al final que un
mecanismo esta implicado en alteraciones funcionales de los blancos celulares
farmacoldgicos y otro en cambios en la captura del compuesto, proponiendo a la
dinamica de los transportadores de la barrera hemato-encefalica como un posible
mecanismo relacionado a la tolerancia farmacologica. Mediante un analisis de
microdialisis cerebral en roedores sometidos a tratamiento con varios FAE se
observo un incremento en los niveles extracelulares de fenitoina y carbamazepina,
asociado a la actividad de la P-glicoproteina y de la proteina de accion
multifarmacolégica asociada a la resistencia (MRP). Ambos transportadores
limitan fisiol6gicamente la penetracion de los FAE. Substratos de estas proteinas
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son también el pentobarbital, felbamato, lamotrigina y gabapentina (Loscher &
Potschka, 2002). Una posible alteracion de tales transportadores en células
endoteliales contribuiria a la farmacorresistencia que se presenta en la clinica y
modelos experimentales.

Es interesante observar que a pesar de que los FAE tienen un efecto parcial o una
total inefectividad en el control de las crisis en el modelo de KEA, si pueden
generar efectos adversos que se incrementan conforme la dosis aumenta. El
porqué si se presentan estos efectos y no los terapéuticos siguen sin ser
esclarecidos. La mayoria de los FAE actlan sobre el sistema de inhibicién
GABAérgico y los efectos adversos que provocan estdn asociados al incremento
de esta actividad, no obstante parece ser que no es suficiente para controlar los
procesos de hiperexcitabilidad e hipersincronizacién, al menos en las crisis
parciales complejas con generalizacion secundaria que son inducidas en el
modelo de kindling eléctrico, demostrando su potencial como un modelo de
farmacorresistencia asociado a la ELTM con validez de apariencia (similitud
patofisiologica y fenomenoldgica) y de prediccion (el tratamiento utilizado reduce
parcialmente las crisis). Existen, sin embargo, algunas variaciones en la aparicion
de las crisis. La primera es que a pesar de que con las suficientes estimulaciones
el sujeto puede manifestar crisis espontaneas, su expresion no es universal para
todos los animales sometidos a over-kindling. La segunda diferencia implica las
alteraciones anatomicas asociadas a las estructuras limbicas. El patron especifico
de pérdida neuronal y gliosis en hipocampo, AM y CxEn no se ha observado
consistentemente en el kindling (Bertram, 2007, Bertram & Cornett, 1993).

Los cambios producidos por la induccion de estimulos eléctricos de forma
peribdica como método para establecer un foco epileptégeno presentan otras
grandes similitudes con los fendbmenos que se desencadenan durante el proceso
de epileptogénesis en pacientes con ELTM, siendo asi el modelo de kindling el
modelo mas relacionado con este sindrome por varias razones.

El primero y mas importante de todos es la exactitud de la estructura que es
estimulada y que puede provocar actividad convulsiva asociada a las mismas
regiones cerebrales en la epilepsia humana tales como el hipocampo y AM.

Segundo, la actividad convulsiva registrada en el EEG es similar, con patrones
oscilantes de poliespigas ritmicas que progresivamente aumentan en duracion y
frecuencia hasta la supresion terminal de la actividad eléctrica.

Tercero, los patrones conductuales asociados a la induccion del estimulo en los
estadios | y Il son sorprendentemente similares con las crisis parciales complejas
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en la epilepsia temporal en los humanos. El detenimiento subito de la conducta,
los automatismos orales y la reduccion de responsividad a estimulos externos son
caracteristicas comunes en el kindling y las crisis reportadas en la experiencia
clinica. Una mayor similitud se presenta en los patrones conductuales de las crisis
clase IV y V, pues los componentes clonicos motores de la generalizacion
secundaria limbica en la actividad convulsiva se observan en roedores y humanos.

Cuarto, la farmacologia anticonvulsiva en el kindling y en las crisis complejas
parciales humanas tiene efectos muy parecidos. Pentobarbital, carbamazepina,
valproato y diazepam pueden tener un buen control de las crisis, aunque al
presentarse farmacorresistencia disminuyen sus efectos teniendo sélo un control
parcial.

Quinto, la presencia transitoria de espigas interictales durante los registros EEG
amigdalo e hipocampales es otra caracteristica comun en el modelo de kindling y
en crisis parciales complejas de la ELTM. La frecuencia de estos eventos entre
humanos con epilepsia de equivalente severidad puede variar dramaticamente.
Esta gran heterogeneidad existe también entre ratas full-kindling con su respectivo
componente conductual, las crisis por si mismas evocan de manera transitoria un
incremento en la frecuencia de espigas interictales.

Sexto, a pesar de que un criterio clave para un modelo animal de epilepsia es que
las crisis ocurran de forma espontanea, las ratas que son sometidas al proceso de
over-kindling pueden desarrollar la aparicion de crisis espontédneas. Tales eventos
persisten después del esquema de estimulacion, dejando al cerebro susceptible a
presentar crisis indefinidamente.

Séptimo, el kindling puede ser replicado en primates. Los intentos por elicitar los
cambios del kindling en monos rhesus resulta en una relativa casi induccion de
crisis clase |, aunque casi sin éxito para las de clase IV y V observadas en
roedores. Estos datos reflejan un tipo de resistencia asociado con las diferencias
de sensibilidad entre ratas. Una explicacion a este fenbmeno es la diferente
organizacién del sistema nervioso, el cual es clave en la propagacion eléctrica y
expresion conductual de las crisis limbicas. Sin embargo, en la experiencia clinica
alrededor del 75% la frecuencia de las crisis complejas parciales excede por
mucho la frecuencia de eventos epilépticos secundariamente generalizados. El
hecho de que el kindling pueda ser parcialmente elicitado en primates
subhumanos apoya la validez de este modelo. Ademas, en la experiencia clinica,
la utilizacion de terapias electroconvulsivas se ve vinculada con la generacion de
crisis espontdneas en pacientes esquizofrénicos. La estimulacion eléctrica
periddica mediante electrodos intracraneales utilizada como terapia en dolor
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cronico, depresion o Parkinson también puede provocar el establecimiento de un
foco epileptdgeno y desencadenar crisis parciales motoras y en alguno casos
generalizacion secundaria, sugiriendo que el efecto kindling podria ser evocado en
humanos (Bertram, 2007; Sato, Racine & Mclintyre, 1990).

Dado el caracter progresivo de las crisis inducidas por el KEA, es posible la
evaluacion de nuevas terapéuticas (farmacolégicas, quirdrgicas o de
electroestimulacion) encaminadas al control de esta enfermedad para determinar
en qué fase de la progresion convulsiva el tratamiento puede tener una maxima
eficacia. El empleo de este modelo permite monitorear los patrones de
propagacion conforme se van modificando los circuitos neurales que facilitan las
crisis, ajustando la intensidad (dosis anticonvulsiva, parametros de estimulacion) y
temporalidad (de manera preventiva o responsiva, pues las fases de iniciacion,
mantenimiento y terminacion de las crisis presentan procesos neurofisiologicos
distintos) del tratamiento en la forma que mejor convenga. La posibilidad de
examinar la progresion paulatina de la epileptogénesis brinda la oportunidad de
comprender en diferentes niveles los mecanismos por los cuales se establece un
foco epileptdgeno y como llega a generalizarse.
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CAPITULO 3 soBRELOS
TRATAMIENTOS DE LA EPILEPSIA

Pagina | 75



Con el objetivo de disminuir la gravedad y ocurrencia de las crisis epilépticas se
han probado diferentes tratamientos de manera experimental y clinica. En este
capitulo se abordaran cada uno de ellos, haciendo énfasis en su mecanismo de
accion y los efectos que tienen sobre la epileptogénesis, asi como los efectos
secundarios que pueden alterar la calidad de vida y el funcionamiento de los
pacientes.

3.1. Tratamiento farmacolégico

Los FAE son la modalidad de tratamiento inicial para el control de la epilepsia,
utilizandose en un amplio rango de pacientes. El tipo de farmaco es seleccionado
de acuerdo al tipo de crisis y sindrome epiléptico basdndose en un esquema de
clasificacion ya establecido. La ILAE en 1988 comenz0 a desarrollar guias para
asistir a los clinicos en el tratamiento de las crisis epilépticas (Glauser, Ben-
Menachem, Bourgeois, Chaan, et al., 2006).

De esta forma se han logrado estructurar enfoques practicos para el tratamiento
con farmacos y con ello la descripcion de sus mecanismos de accion.
Basicamente, los FAE alteran el balance entre los sistemas de neurotransmision
excitatorio e inhibitorio, actuando a nivel celular en tres mecanismos
fundamentales:

1. La modulacién de canales iénicos sensibles a voltaje (Na*, Ca?* y K%
responsables de la generacion del potencial de accion y el control de la
excitabilidad intrinseca.

2. La inhibicibn mediada por la neurotransmision GABAérgica a través del receptor
GABAAa ionotropico que increnta el flujo de CI- al interior de la célula, del receptor
GABAgsYy GABACc que se acoplan a una proteina G permitiendo la entrada de K*y
de la inhibicion de los transportadores GAT-1, GAT-2, GAT-3 y GAT betaina (BGT-
1), evitando asi el reciclaje de GABA.

3. La excitablidad mediada por la neurotransmisién glutamatérgica, modulada por
la union de glutamato a sus receptores ionotrépicos AMPA, kainato y NMDA, los
cudles son permeables a iones de Na*, y dependiendo del subtipo y composicién
de la subunidad a iones de Ca?*. Los receptores NMDA, gue estan inactivos
durante el periodo de potencial de reposo, son reclutados solo en periodos de
despolarizacién prolongada, a diferencia de los AMPA que no presentan esa
condicion, implicandose en la neurotransmision excitatoria rapida (Kwan, Sills &
Brodie 2001).
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Conocidos estos blancos fundamentales de los FAE debido a la participacion que
tienen estos mecanismos en el desarrollo de la epilepsia, es l6gico pensar que un
esquema de monoterapia sea utilizado para tratar un tipo en especifico de esta
enfermedad. No obstante, a pesar de tener una idea razonable de cémo la
mayoria de los FAE funciona, se conoce poco acerca de la patofisiologia de las
epilepsias y la respuesta al farmaco, asi como la farmacorresistencia que
presentan algunos pacientes, es por ello que se ha estructurado un marco racional
de terapia combinatoria o politerapia, incrementando la eficacia de la misma al
actuar en diferentes blancos como se observa en la figura 9.
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Figura 9. Representacion esquematica de los principales blancos para los FAE de GABA y glutamato en terminales
postsinapticas.

Abreviaturas: a,d es la subunidad auxiliar de canales de Ca?* dependientes de voltaje, Gly es glicina, SSA es succinato
semialdehido y SV2A es proteina de la vesicula sinaptica. Tomado de Stefan & Feuerstein 2007.

Los bloqueadores de los canales de Na*, como la fenitoina, carbamazepina y
lamotrigina se unen en un estado de inactivacion rapida causando un bloqueo
dependiente después de la apertura del canal. En contraste, la lacosamida se une
en la inactivacion lenta de los canales de Na*, fenbmeno que predomina durante
los periodos de despolarizacién prolongada extendiéndose a un periodo de
latencia entre potenciales de accion. Sin embargo, ninguno de estos farmacos
tiene un solo mecanismo de accion. Algunos bloqueadores de los canales de Na*
se unen a canales de Ca?* presinapticos, y la lamotrigina incrementa la actividad
hiperpolarizante al activar canales cationicos sensibles a nucleétidos ciclicos.

Farmacos que incrementan la actividad inhibitoria mediada por GABA,
clasicamente benzodiacepinas, barbituricos y la tiagabina bloquean la recaptura
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de este neurotransmisor incrementando sus niveles en la hendidura sinaptica,
haciéndolo disponible para su union en los receptores postsinapticos. El vigabatrin
actua inhibiendo la transaminacion de GABA bloqueando una enzima llamada
GABA-t que degrada la vida util del neurotransmisor. Otros farmacos actuales
comerciales tienen como blanco principal el sistema de neurotransmision
excitatorio glutamatérgico, o en los canales de K*, responsables de la
hiperpolarizacion de la membrana. Las vias glutamatérgicas se han convertido en
el blanco de un agente farmacoldgico en desarrollo llamado perampamel, un
antagonista del receptor tipo AMPA. Otro agente llamado retigabina (ezogabina)
incrementa la actividad de los canales de potasio Kv7.2/Kv7.3 por su acoplamiento
a la region del poro, creando asi una corriente que aumenta su conductancia y
regula el disparo neuronal con el periodo de hiperpolarizacion (Brodie, Covanis,
Gil-Nagel, Lerche, Perucca, Sills & White, 2011).

Existen también otros FAE que tienen mas de un mecanismo de accién como el
valproato de Na* (blogueador de los canales de Na* dependienes de voltaje;
bloqueador de los canales tipo T de Ca?* e inhibidor de la degradacion
GABAérgica incrementando la actividad GAD), la gabapentina (interaccién con el
sistema de transporte de L-aminoacidos que altera sus concentraciones
extracelulares, aumentando la actividad de glutamato-deshidrogenasa y en
consecuencia la concentracion de GABA), el felbamato (interaccion con el receptor
NMDA, evitando su activacién uniéndose al sitio de reconocimiento de glicina;
agonista de GABA uniéndose al sitio de benzodiacepinas y disminuyendo las
corrientes de Na* dependientes de voltaje) y el topiramato (blogueador del
receptor AMPA/kainato, facilitando los efectos del receptor GABAA ademas de
retrasar la recuperacion de canales i6nicos de Na* de su inactivacion). Existen
también FAE mas recientes como el levetiracetam, que parece no ineractuar con
ninguno de los blancos terapéuticos tradicionales, observandose que actia sobre
la proteina SV2A que se encuentra en las vesiculas sinapticas, modulando su
actividad exocitotica, especificamente en la liberacion de neurotransmisores
inhibitorios (Kwan, Sills & Brodie, 2001; Stefan & Feuerstein, 2007).

Cabe destacar que la identificacion de una nueva generacion de farmacos que
sirvan a pacientes epilépticos con crisis no controladas quiza necesiten de un
cambio de paradigma en el desarrollo de estrategias farmacoldgicas que no sélo
sean responsivas al cuadro sintomatico, sino que incluyan la estructuracion de un
disefio basado en los mecanismos patofisiolégicos de la ictogénesis y epilepsias
de etiologia genética. Existe evidencia que sugiere que algunos de los FAE actuan
con un efecto anticonvulsivo y no como antiepiléptico ya que solo controlan los
sintomas, no asi el desarrollo inicial de de la progresion paulatina en la epilepsia.
No todos los FAE han sido clinicamente probados para describir sus efectos
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antiepilépticos y los estudios con resultados a largo plazo en pacientes tratados
con nuevos farmacos permanecen sin ser esclarecidos.

Partiendo de este argumento, se hace necesario el desarrollo de nuevos
componentes con blancos especificos en el cerebro que actien sobre la
modulacién directa de vias causativas implicadas en la organizacion de la funcién
neuronal normal utilizando para ello modelos de sistemas que monitoreen uno o
mas atributos presentes en la farmacorresistencia humana (el tipo de sindrome y
algunos polimorfismos) asi como la integracion de modelos de epileptogénesis
(alteraciones moleculares y patrones de propagacion) para su posterior
modificacion. Asi el nuevo agente podria revertir el deterioro neuroldgico y
neurofisiolégico asociado a las crisis recurrentes y tener un efecto preventivo en
individuos con riesgo de presentar epilepsia (Brodie et al., 2011; Schachter, 2002).

3.2. Tratamiento quirdrgico

La prognosis relacionada al control de las crisis depende de la etiologia de la
epilepsia, es asi que, a pesar del gran numero de sindromes epilépticos, los
avances en la electrofisiologia y neuroimagen han facilitado la localizacion
funcional de estructuras cerebrales para asi identificar un foco epileptogénico. De
esta manera, pacientes que desarrollan epilepsia farmacorresistente, tienen como
alternativa terapéutica el ser candidatos a una cirugia resectiva. Este tratamiento
quirdrgico incluye la remocion, destruccion o desconeccion del tejido epiléptico y
puede ser aplicado en varias estructuras cerebrales o nervios craneales que
modulan las redes cerebrales generadoras de las crisis (Al-Otaibi et al., 2012;
Moshe et al., 2015).

La gran mayoria de los pacientes que presentan crisis originadas en un area
limitada del cerebro mejoran de forma importante cuando el tejido epileptogénico
es removido. En la ELTM, un sindrome epiléptico que frecuentemente presenta
resistencia a los farmacos, la cirugia resectiva ofrece una eficacia muy superior en
términos del mejoramiento en el control de las crisis y de la calidad de vida, donde
el procedimiento estandar de lobectomia anterior temporal ha reportado hasta un
70% de eficacia, disminuyendo la ocurrencia de los eventos epilépticos. También,
mediante el analisis de bandas de frecuencia del EGG, especificamente en las
HFO relacionadas con la aparicion de crisis, se ha reportado que su tasa de
ocurrencia disminuye considerablemente al remover el tejido que las genera.
Inclusive se ha reportado la disminucion de actividad ictal durante las crisis en
registros intracraneales, como sucede en las oscilaciones con una frecuencia
mayor a 1000 Hz en la epilepsia neocortical intratable. Estas oscilaciones
aparecen intermitentemente en periodos interictales y se ven aminoradas
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significativamente una vez que se ha remocionado por completo el tejido ictal. Sin
embargo, para que la intervencion tenga éxito, la eleccion de la técnica resectiva
se vuelve fundamental. La decision sobre el tipo de enfoque quirirgico depende
de varias consideraciones que incluyen principalmente: la localizacion y extension
de la zona epileptégena, evaluacion de resultados obtenidos de imagenes por
resonancia  magnética y, registros  electroencefalograficos, pruebas
neuropsicolégicas, la evaluacion riesgo-beneficio de la cirugia por si misma y de
un monitoreo preoperatorio (Elger & Schmidt, 2008; Naotaka, 2016).

Entre los métodos electrograficos, recientemente se ha propuesto la utilizacién de
potenciales evocados cortico-corticales que provee una nueva forma de explorar la
actividad inter-area en humanos in vivo. Este método, en combinacién con
mapeos corticales convencionales podrian estructurar un mapa funcional entre
redes cerebrales rastreando las conexiones cortico-corticales para asi medir la
excitabilidad del tejido y las areas adyacentes mediante la estimulacion del foco
ictal. El registro de areas corticales remotas al foco podria ser usado para definir el
circuito que involucra el patron de propagacion durante una crisis (Wrench et al.,
2011). La variedad de analisis preoperatorios resulta en una diversidad de
técnicas y procedimientos quirdrgicos. En la figura 10 se ilustran algunas de las
intervenciones quirdrgicas utilizadas para el control de crisis.

Los resultados de la cirugia dependen entonces de qué tan bien se puede
identificar la zona epileptdégena y si el procedimiento ha removido por completo
ese tejido sin reseccionar otras zonas importantes reduciendo de esta forma los
dafios en su funcionalidad. No todos los procedimientos se pueden llevar a cabo y
es ahi donde la variabilidad de técnicas y enfoques operatorios cobran su
relevancia. Por ejemplo, si la reseccion completa de la estructura no es factible,
una reseccion parcial del tejido quiza sea la mejor opciébn en algunos casos
selectos a pesar de que los resultados no sean los méas favorables, o inclusive
llevar a cabo la interrupcién de las vias de propagacién para disminuir las crisis.
Es por ello que establecer un correcto diagnostico y personalizado identificara
también las posibles consecuencias del procedimiento quirdrgico para asi tratarlas
adecuadamente. El impacto varia enormente de un individuo a otro a pesar de las
recomendaciones prescritas, por lo que una evaluacién en la calidad de vida se
hace necesaria (Noachtar & Borggraefe, 2009).
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Cirugia de la epilepsia

Procedimiento Uso clinico
Amigdalo- _ Esclerosis del cuerno de
hipocampectomia Ammon u otra patologia del
selectiva \ I6bulo temporal mesial
Reseccion Lesiones del I6bulo temporal o
adaptada de I6bulo / epilepsia del I6bulo temporal
temporal criptogénica
Topectomia Lesiones extra-temporales

Lesiones hemisféricas o

Hemisferectomia presencia de encefalitis

Lesiones cercanas a areas de

Topectoimla asociacion

transeccional

Transeccion Lesiones en areas de
subpial asociacion

Lesiones extendidas
(desarrollo post-encefalitico)

Reseccion lobular g N
aislada e

Lesiones extendidas
(desarrollo post-encefalitico)

Reseccion lobular
multiple

Callosotomia

(parcial o total) Sindrome de Lennox-Gastaut

Figura 10. Panorama general de los principales procedimientos para la cirugia resectiva y sus blancos clinicos.
Los asteriscos en la primera columna indican las intervenciones que raramente controlan por completo las crisis. Traducido
de Elger & Schmidt, 2008.

Especificamente en la ELTM, los epileptdlogos proponen una red neuronal
implicada en facilitacion de la actividad eléctrica durante las crisis. El sustrato de
conceptualizacion del inicio de la crisis y sus vias de propagacion es la teoria de
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las redes neuronales cortico-subcorticales, fundamentandose en que éstas
regiones estan bilateralmente interconectadas funcional y anatbmicamente, siendo
cruciales en los procesos de propagacion. Ademas, los componentes individuales
de esta red pueden influenciarseuno al otro, impactando en la semiologia clinica y
en patrones de manifestacion electrografica. Este complejo incluye a estructuras
de la red medial temporolimbica como el hipocampo, la AM, la neocorteza del
I6bulo temporal lateral, la CxEn, el tdlamo medial y la region inferior del 16bulo
frontal.

En suma, la relevancia de la cirugia resectiva como tratamiento implica el
conocimiento de una serie de procesos que requieren de cuidadosas
consideraciones en su practica moderna, los cuales incluyen: 1) la determinacion
de una candidatura a la cirugia basada en una evaluacion prequirirgica razonable;
2) la consideracion del método operatorio mas apropiado; 3) la preparacion de un
tratamiento postquirdrgico incluyendo la rehabilitacion; 4) la evaluacion
comprehensiva de las ventajas de llevar a cabo la cirugia, y en algunos pacientes
5) la consideracién de una re-cirugia. El tratamiento ablativo involucra un enfoque
interdisciplinario para brindarle al paciente un manejo adecuado de su enfermedad
(Wrench et al., 2011).

3.3 Neuromodulacioén eléctrica

Como se ha revisado, la principal via de tratamiento para la epilepsia es la
medicacion cronica basada en estrategias terapéuticas de modulacion sobre el
balance neuronal de excitacion/inhibicion.

Las respuestas a estos tratamientos pueden variar, presentandose un adecuado
control de las crisis hasta una tolerancia a los efectos anticonvulsivos,
disminuyendo la eficacia farmacolégica. Para comprender la interaccion entre los
efectos terapéuticos, es necesario considerar a la epilepsia como una enfermedad
gue se adscribe a un desorden del balance entre sistemas de neurotransmision
excitatorio e inhibitorio. La comunicacién interneuronal permite que la excitabilidad
celular sea modulada adecuadamente en condiciones normales de funcionamiento
cerebral. Tal organizacién en la electrofisiologia neuronal permite una actividad
acoplada de diferentes regiones del cerebro para sincronizarse con otras y asi
ejecutar funciones complejas. No obstante, esta sincronia puede extenderse a
grandes secciones de tejido, desencadenando un reclutamiento de la actividad,
produciendo un efecto de hipersincronizacion.
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Estas alteraciones pueden ser registradas mediante EEG, que presenta grandes
amplitudes de voltaje y una alta actividad de coherencia, fenOmenos que son
observados al manifestarse una crisis.

La neuroestimulacion es una modalidad de tratamiento en la cual se generan
pulsos eléctricos directamente en el tejido cerebral para modular su actividad
electrofisiolégica, y en el caso de la epilepsia, interferir en los periodos de
hipersincronizacion que la caracteriza.

La estimulacion eléctrica tiene la capacidad de ejercer sus efectos terapéuticos
interfiriendo en pequenas y grandes redes de actividad sincronizada involucradas
con eventos epilépticos. La estimulacion eléctrica tiene una ventaja al precisar la
modulacion en la electrofisiologia neuronal de forma espacial y temporal. A pesar
de que los tratamientos quirdrgicos tienen una alta eficacia en el control de las
crisis, la remocion de estructuras del cerebro es irreversible y en algunos casos la
cirugia no es una opcion adecuada debido a que el tejido epiléptico no puede ser
claramente identificado o su reseccion es muy complicada.

Por tanto, la aplicacion de estimulacion neuronal supone una alternativa
importante para mitigar estos problemas, presentando potenciales ventajas sobre
la cirugia resectiva: 1) es reversible, 2) es ajustable a un amplio rango de
parametros necesarios para cada paciente, 3) multiples focos pueden ser
influenciados por la estimulaciéon y 4) los focos que no pueden ser removidos
pueden ser estimulados (Al-Otaibi, Hamani & Lozano, 2011; Mogul & van
Drongelen, 2014).

Prevenir que una crisis ocurra como resultado del analisis de una respuesta a la
estimulacién requiere de la prediccidon de la crisis, mientras que la terminacién de
la misma requiere de una deteccion menos complicada (figura 11). La sefial
empleada para la estimulacion varia entre estudios, como sefiales de corriente
directa, sefales sinusoidales, diferentes trenes de pulsos y sefiales de corriente
alterna con diferentes ciclos de funcionamiento. Estas consideraciones previenen
serias reacciones electroquimicas y dafios al tejido neural y/o al material del
electrodo en su uso croénico.
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Figura 11. Prediccion y deteccién de crisis y principales parametros de estimulacion.

1) El control de una crisis depende de cuando la actividad ictal pueda ser fiablemente determinada. El potencial local de
campo en electrodos intracraneales juega un papel crucial en el curso temporal de la electrofisiologia cerebral al ocurrir una
crisis epiléptica pues la prediccién sugiere la identificacion de patrones epiléptiformes antes de que el evento inicie. Esto es
posible si la estimulacién puede alterar la progresion de la actividad patoldgica. Si la crisis ya ha comenzado, el rol de la
estimulacion cambia hacia la terminacién o supresién. 2) En A), detalle de un pulso bifasico en el cual la carga del estimulo
es compensada por el cambio en la fase, la amplitud de la compensacion es tipicamente menor que la fase de inicio, pero
con una duracién mayor. En B), ejemplo de secuencia de estimulacién en el cual el tren de pulsos se compone de varios
ciclos que incrementan su funcionalidad, la frecuencia en el tren del pulso es inversa al intervalo. En C), esquema que
presenta la relacion entre dos osciladores acoplados en un proceso de estimulacion, la sincronizacion a la misma frecuencia
(2:1) o en cualquier ratio de frecuencia arbitrario (1:m o m:1) depende de la amplitud y del ratio entre frecuencias del
medidor (f) y del valor medido (fo). El &rea correspondiente a la sincronia ocurre en un espacio de parametros finitos de
ciclicidad constante llamada lengua de Arnold (regiones rosadas) y la desincronizacion fuera de él (regiones verdes).
Modificado de Mogul & Drongelen, 2014.
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Los parametros de estimulacion son importantes pues de esta manera la carga
eléctrica se puede limitar pasando a través del material en un tiempo igual a cero,
asi la entrada (input) input modula la red neuronal circundante del electrodo (figura
11). Los efectos de la desincronizacién requieren de cuando el tejido presenta
estados excitables y viceversa, la sincronizacion ejerce su efecto durante los
periodos de inhibicion. Por ello es interesante notar que dependiendo de la
localizacion, los estimulos a baja frecuencia (~ 10 Hz) tienen efectos diferenciales
comparados con los de alta frecuencia (50 — 100 Hz). Tales efectos terapéuticos
se clasifican en escala microscopica (la excitabilidad intrinseca celular, en la
conduccion del potencial de accion y posterior neurotransmisién) y en
homeostéticos a largo plazo (cambios plésticos y afectaciones en la configuracién
de la red neural) (Mogul & Drongelen, 2014).

Por otro lado, la habilidad para disefiar estrategias racionales de electroterapia en
la epilepsia requiere del analisis de su etiologia y fisiopatologia, de comprender los
mecanismos por los cuales la estimulacion eléctrica interactia con el sistema
nervioso para modular su funcion a nivel celular, sinaptico y de redes neuronales,
ademas del espectro de potenciales riesgos asociados con la estimulacion y sus
limitaciones. Estos aspectos estan intimamente relacionados en multiples niveles
como se muestra en la figura 12 (Sunderam et al., 2010).

Intensidad del
tratamiento

Mecanismos
inherentes

Estrategia
racional de
estimulacion

Obijetivos del
tratamiento

Figura 12. Esquemaracional de la electroterapia.

Disefio de factores relacionados con los objetivos del tratamiento: 1) en términos de metas, 2) en términos de sus
parametros y 3) en relacién con los mecanismos propios de la estimulacion. Cada uno de estos factores presenta
variaciones dicotdmicas en sus componentes, como si fuera una especie de yin-yang, donde el punto de balance entre ellos
resulta en la formulaciéon de una estrategia de estimulacion eléctrica racional para el tratamiento de la epilepsia. Traducido
de Sunderam, Gluckman, Reato & Bikson, 2010.
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Una vez que la propuesta de estimulacion ha demostrado tener una estrategia
racional de neuromodulacién, se puede implementar como una alternativa de
tratamiento. Algunas de las estrategias de estimulacion mas importantes para el
control de las crisis epilépticas son la estimulacion eléctrica del nervio vago, la
estimulacion cerebral profunda, la estimulacion magnética transcraneal, la
estimulacién transcraneal de corriente directa y mas recientemente, la
estimulacién eléctrica transcraneal focal. En el siguiente apartado se describiran
con mas detalle algunas consideraciones importantes que las hacen opciones
eficaces en el tratamiento de la epilepsia.

3.3.1. Estimulacién eléctrica del nervio vago

La estimulacion eléctrica del nervio vago (VNS por sus siglas en inglés, Vagus
Nerve Stimulation) es un tipo de tratamiento de neuromodulacién que esta
indicado para pacientes con epilepsia refractaria a los farmacos y que no son
candidatos a una cirugia resectiva. El tratamiento crénico de VNS ha mostrado
disminuir la frecuencia de las crisis epilépticas con un rango de respuesta en
pacientes de hasta el 50%. Esta técnica de neuromodulacién consiste en aplicar
intermitentemente y de manera continua corriente eléctrica mediante dos eletrodos
conectados subcutaneamente a un generador de pulsos e implantados en el
nervio vago izquierdo (figura 13).

1
i.
i aT

Figura 13. Esquema que presenta la ubicacion de electrodos en el nervio vago izquierdo.

Al iniciar la actividad epiléptica el electrodo puede detectar esa diferencia de potencial, induciendo pulsos de corriente en
fibras aferentes para modular la actividad cortical y asi disminuir la intensidad de la crisis y su ocurrencia. Tomado de Al-
Otaibi, Hamani & Lozano, 2011.
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El mecanismo de accion no ha sido completamente esclarecido, pero parece que
estimular las proyecciones de este nervio craneal hacia neuronas del nucleo del
tracto solitario, locus coeruleus, del nucleo del rafe, del tAlamo y la corteza que
inducen cambios a corto plazo traducidos en un efecto de
sincronizacion/desincronizacion en la actividad eléctrica cerebral, y a largo plazo
en modificaciones en la concentracion de neurotransmisores (reduccion de
aguellos que provocan excitacion como el glutamato e incremento de los que
provocan inhibicion como GABA y glicina).

Se ha reportado también la disminucion de efectos antinflamatorios que favorecen
la aparicion de crisis persistentes, ademas de una modificacion en la distribucion
del flujo sanguineo cerebral (particularmente por un incremento en el flujo
sanguineo talamico) como se observa en la figura 14 (Bodin et al., 2016;
Bartolomei et al., 2016; Parakh & Katewa, 2014; Zeiler et al., 2015).

Inflamacion: citocinas
(TNF), moléculas de
adhesion

Exitotoxicidad
glutamatérgica

Neurotrofismo
Neurogénesis

i Eferencias vagales
Flujo
sanguineo con nAChR
cerebral Transcripcion ,

Oxido 'BONF, bFGF_Fos /| serotonina - Norepinefrina

LT \/

NDR, LC

Inhibicién -
Estimulacion del nervio vago

NTS Activacion -

Figura 14. Cambios generados por la estimulacion vagal en el tratamiento de la epilepsia refractaria.

Obsérvese el incremento de factores troficos de crecimiento que no se ven afectados por la actividad de citocinas,
responsables de favorecer la epileptogénesis, ademas la VNS interfiere con el proceso de excitotoxicidad glutamatérgica,
fendmeno caracteristico de las crisis recurrentes. Estos cambios son causados indirectamente por neurotransmisores como
la serotonina y norepinefrina debido a la activacion del locus coeruleus y el nicleo del rafe. Traducido de Cai, 2014.
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La VNS esta dirigida a inducir potenciales de accion dentro de diferentes tipos de
fiboras que constituyen los nervios a nivel cervical mediante estimulacion
unidireccional, activando fibras vagales aferentes que regulan estructuras
talamicas, uno de los principales blancos de la VNS, pues estan involucradas en la
regulacion de la actividad del sistema limbico.

Ademas de incrementar actividad local de la neurotransmision GABAérgica y de
disminuir la del glutamato y aspartato, también tiene impacto en otros
neurotransmisores como la serotonina y norepinefrina, que regulan el umbral de
activacion relacionado con el inicio de las crisis, el desarrollo de la epileptogénesis
y que ademds se relacionan con la aparicion de patologias comdrbidas, como la
depresion. El incremento de norepinefrina ha sido documentado con
concentraciones significativas en la corteza prefrontal, hipocampo y en amigdala,
interfiriendo con los procesos de sefalizacion intracelular de citocinas y en
moléculas de adhesion que facilitan el progreso de la epileptogénsis (Vonck &
Boon, 2008).

La mayoria de los pacientes son estimulados a una frecuencia entre los 20 Hz y
30 Hz, con un ciclo de estimulacion de 30 segundos on y 5 minutos off. Los
ensayos clinicos han demostrado que alrededor de 20% y hasta el 40% los
pacientes presentan un buen control de sus crisis reduciendo su aparicién en el
primer afilo de tratamiento. En estudios de conectividad funcional, después de
varios meses de estimulacion se ha reportado que la VNS disminuye los grados de
interdependencia entre areas como la AM, el hipocampo y la regién
parahipocampal, zonas pertenecientes al polo temporal, ademas de otras areas
como la corteza prefrontal y el tAlamo durante los periodos on de la estimulacién
(Bartolomei et al., 2016; Krahl & Clark, 2012).

En modelos experimentales, la VNS ha mostrado tener diferentes efectos en el
EEG y en la aparicion de DIE. Una alta intensidad y alta frecuencia en los
pardmetros de estimulacién produce desincronizacion en el EEG cortical,
resultados distintos de utilizar menores intensidades con los mismos rangos que
causan el efecto contrario, la sincronizacion. En humanos se han reportado
efectos diferentes en las DIE durante la VNS aguda y crénica. Datos iniciales
obtenidos de pacientes adultos con epilepsia refractaria no han revelado cambios
significativos ni en la frecuencia o espectro de potencia. Otros autores han
demostrado una reduccion de las DIE y una disminucion de actividad en el EEG
en pacientes que presentaron crisis parciales y generalizadas, resultados que son
confirmados en adultos y nifios con varios tipos de epilepsia y crisis al mostrar
correlaciones fuertes entre el porcentaje de reduccién de las crisis y la reduccién
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en las DIE. Asi se han determinado rangos definidos clinicamente en los
parametros de estimulacion que incluyen anchos de pulso de 130, 250, 500, 720 y
1000 ps, intensidades de 0.25-4 mA, frecuencias de 1-145 Hz, duracién de 7-270 s
y retardos entre trenes de 0.2 s a 180 min, por ello que los fisicos especializados
deciden no variar mucho en los parametros basandose en las configuraciones
actuales con el fin de no provocar respuestas inadecuadas, sin embargo no hay
una explicacion clara de como las configuraciones mejoran la eficacia del
tratamiento. Los esfuerzos por entender como la neurobiologia traslacional elige
estos parametros y los relaciona con la sintomatologia clinica es un area clave
para el futuro desarrollo en la investigacion de la VNS (; George et al., 2004; Kuba
et al., 2010).

3.3.2. Estimulacién cerebral profunda

La estimulacion cerebral profunda (DBS por sus siglas en inglés, Deep Brain
Stimulation) se ha convertido en una importante terapia para el tratamiento de
diversas patologias, tales como el Parkinson, la distonia y como tratamiento para
enfermedades psiquiatricas que son refractarias al tratamiento farmacolégico,
como lo es la ELTM (Miocinovic, Somayajula, Chitnis & Vitek, 2013; Miocinovic et
al., 2009). Varios blancos terapéuticos han sido propuestos para la DBS, entre
ellos se encuentran el cerebelo, el hipocampo, el nucleo caudado, los cuerpos
mamilares, el hipotalamo posterior, el ndcleo subtalamico, el ndcleo posterior
ventralis oralis, la zona caudal incerta y el globo palido. Especialmente la
estimulacién del nucleo anterior del tdlamo, es una propuesta terapéutica
emergente para la epilepsia intratable y para los pacientes que no son candidatos
a una cirugia resectiva.

La DBS se realiza a través del implante de electrodos intracerebrales para
estimulacién, los cuales estan conectados subcutdneamente a un generador de
pulsos que continuamente induce corriente eléctrica permitiendo la modulacion
precisa de areas remotas del cerebro y blancos nucleares (figura 15A). El éxito en
los efectos de la estimulacion depende de la ubicacion apropiada de los electrodos
y la efectividad de los parametros de estimulacion programados. Estas variables,
en suma, influyen en la distribucién espacial de la energia eléctrica. Usando la
formula {[(V? x ancho de pulso x frecuencia) / impedancia] x 1 s} en ensayos cortos
es posible calcular el total de energia eléctrica requerida para ser inducida en el
blanco en 1 s, de esta manera se modula la intensidad de la estimulacion evitando
el dafio del tejido y la posibilidad de generar un incremento en la excitabilidad
cortical que resulta en un foco convulsivo (Dong-Hong & Xiao-Feng, 2017; Halpern
et al., 2008; Jaseja, 2013).
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La estimulacion conduce varios efectos en diferentes é&reas del cerebro
dependiendo de donde se realice. En estudios de imagen por resonancia
magnética durante periodos de DBS se ha observado la activacion de vias
neuronales cortico y subcorticales, especificamente la estimulacion del nucleo
taldmico ventralis-caudalis provoca la activacion de la corteza somatosensorial
primaria y la insula, mientras que estimular el area paraventricular de la materia
gris activa el coértex cingulado y la pared medial del tercer ventriculo. El
mecanismo de accién en la DBS ha sido descrito por sus efectos inhibitorios
debido al incremento de K* extracelular, bloqueando asi la despolarizacion
neuronal al inducir un estimulo de corriente directa, capaz de suprimir el cambio
manteniendo hiperpolarizada la membrana. Existe un complejo patrén de
activacion dependiendo si es estimulada la region somatica o axoénica de la
neurona y de si las conexiones son ihbitorias 0 excitatorias. Se cree que la DBS
actia en ambos periodos, donde el soma y el axén se encuentran eléctricamente
desacoplados resultando en una inhibicion somatica que bloquea la transmision
aferente asi como su posterior excitacion axonal y activacion eferente (figura 15B).

Autorreceptores 4
GABA-A
somatodendriticos

Extension
Antidromica

I Frecuencia X
DBS
<< Frecuencia X
Vo> Ortodromica
Frecuencia X
Dispositivo

Terminales axonicas
GABAérgicas

Figura 15. Implante de DBS y activacion de neurona GABAérgica.

En A): Representacidn del implante del electrodo para DBS en el nicelo talamico, el electrodo es conectado a un
generador de pulsos localizado intraclavicularmente. En B): Activacion de una neurona GABAérgica del talamo al
aplicar DBS, ocasionando que el potencial de accion se propague en dos direcciones. La direccion ortodrémica de
excitabilidad reestablece la actividad patoldgica cerrando el sistema a una frecuencia (x), asumiendo que modula la
liberacién de GABA hacia las terminales talamicas. La direccion antidromica previene la activacién neuronal proveniente de
otras redes, teniendo como resultado una deaferenciacion funcional reversible del nucleo estimulado, ya sea corriente-arriba
o corriente-abajo. Ademas, también es activada la liberacién de GABA en las terminales de axones colaterales recurrentes
(ramificaciones del axdn), actiando en autoreceptores GABA, somatodendriticos, de esta forma se facilita la inhibicion,
regulando la despolarizacion por la entrada de ClI'. Figura izquierda Traducida de Lyons, 2011. Figura derecha modificada
de Udupa & Chen, 2015.
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En estudios sobre excitabilidad celular se han encontrado cambios en la rheobase
y cronaxia celular. La rheobase es el coeficiente que describe la corriente minima
aplicada a la membrana celular durante un intervalo infinito de tiempo para que se
active una despolarizacion, mientras que la cronaxia describe el intervalo de
tiempo minimo necesario que debe aplicarse a una corriente eléctrica para
conseguir la misma respuesta despolarizante con una intensidad doble de
rheobase. Estos valores son distintos en la neurona, encontrandose que en
axones mielinizados la cronaxia esta en el rango de los 30-200 ys mientras que en
el soma es més lento, en un rango de 1-10 ms.

Utilizando pardmetros clinicos de DBS, con una frecuencia > 100Hz, un ancho de
pulso de 60 us a una intensidad de 2-3.5 V se activan Unicamente los axones de
forma continua, sugiriendo que los efectos de la estimulacion dependen de los
cambios electrofisiolégicos en las propiedades de membrana que modulan la
neurotransmision asi como los pardmetros utilizados, pues de ellos dependen
efectos tan finos como la activacion de umbrales diferenciales dependientes del
sitio de accion en el cuerpo neuronal. No obstante, la activacién involucra patrones
de respuesta multifasicos como consecuencia de actividad mono y polisingptica
proveniente de otras regiones cerebrales. Otros efectos que regulan el periodo de
hiperpolarizaciéon es la presencia de PPl mediados por el receptor GABAs Yy
periodos de post-hiperpolarizacion lenta, bloqueando parcialmente una
despolarizacién (Klinger & Mittal, 2016; Udupa & Chen, 2015).

Por otro lado, datos recientes sugieren que la DBS produce una reducciéon en la
amplitud de fase entre redes cerebrales en sincronizacién. La amplitud en la fase
de acoplamiento entre ritmos de baja frecuencia y la amplitud en la actividad del
ancho de banda permite la comunicacion entre regiones del cerebro, proceso que
se ve reducido durante la estimulacion, especificamente en el ritmo beta (13-30
Hz) y a lo largo de la amplitud del ancho de banda (50-200 Hz), sugiriendo que la
correccion en la amplitud del acoplamiento de fase se relaciona con mecanismos
epilépticos entre redes neuronales (Kingler & Mittal, 2016). Aplicando la
estimulacién de forma aguda existe también una supresion del acoplamieno de
fase en bandas de oscilacion rapida gama con frecuencias de 35-100 Hz en
pacientes con epilepsia.

Los efectos de la DBS en la ELT refractaria a los tratamientos pueden variar
dependiendo del estado de la enfermedad. Al aplicar estimulacion en el
hipocampo se ha reportado una disminucion en la frecuencia de las crisis de hasta
el 95 %, no obstante, este porcentaje decae al 70% y hasta el 50% cuando la
condicion indica presencia de esclerosis hipocampal, pues hay una red incompleta
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neuronal debido a la pérdida de neuronas en el tejido escleroético, haciendo menos
sensible la estimulacion. La impedancia del tejido esclerético se hace mas alta,
volviéndose resistente al flujo de la corriente a pesar de recibir el mismo voltaje,
ademas de que existe un desplazamiento del electrodo del sitio blanco.

En pacientes sin esclerosis y con una buena tolerancia a la neuroestimulaciéon se
han visto mejoras notables al incrementar el voltaje, con estrategias establecidas
clinicamente se inicia a 1.0 V, aumentando en pasos de 0.1 V hasta un maximo de
2.5 V. Estos parametros redujeron la frecuencia de crisis con indices mayores al
90%. La DBS podria actuar sobre la via perforante, permitiendo la actividad
polisinaptica de inhibicién en regiones hipocampales de CA1-CA4, implicadas en
las iniciacion y propagacion de crisis, ademas de modular la actividad del subiculo
que también toma parte de la generacidén y propagacion en la ELTM (Jin et al.,
2016).

Considerando los efectos de la DBS en las redes neuronales, los estudios futuros
deberian enfocarse en el uso de nuevos dispositivos con circuitos cerrados de
estimulacién que puedan previamente definir el comienzo de una crisis mediante
la deteccion de patrones electrofisiol6gicos especificos que indiquen actividad
epileptiforme, y de esta forma el circuito cerrado adapte los parametros de
estimulacion basandose en el estado clinico del paciente logrando un mejor
control de los sintomas. El objetivo mas reciente que se ha propuesto es la
interferencia con el proceso de acumulacion de actividad epiléptica tan pronto
como sea posible para asi abortar o prevenir la probable aparicién del evento ictal.
Otro importante desarrollo es la DBS con electrodos direccionados, los cuales se
pueden orientar a través de la estructura de interés permitiendo asi que el tejido se
adapte mejor a los cambios de corriente estimulando estructuras adyacentes.

En sintesis, la evolucion en la implementacién de la DBS debe ser dirigida hacia
1) el entendimiento de de los mecanismos por los cuéles esta terapéutica ejerce
sus efectos, 2) el desarrollo de nuevas metodologias y 3) la miniaturizacion del
sistema de estimulacion para hacer el procedimiento menos invasivo (Dong-Hong
& Xiao-Feng, 2017; Sugiyama et al., 2015).

3.3.3. Estimulacion transcraneal

La estimulacion cerebral por medios electromagnéticos es recurrente en distintos
campos de la literatura, desde las publicaciones en neurociencia y psiquiatria
hasta las distopias clasicas y modernas de la ciencia ficcion con la descripcion de
sistemas recreativos cerebrales como en la novela ¢Suefian los androides con
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ovejas eléctricas? de Philip K. Dick. La realidad de la estimulacion cerebral inicia
mucho mas natural y menos controversial, introduciéndose en al area de
investigacién biomédica (Heinrichs, 2012). El campo de la estimulacién cerebral no
invasiva para el tratamiento de patologias se ha desarrollado significativamente en
las Ultimas dos décadas. La utilizacion de herramientas neurofisiologicas,
neuroimagen y de modelos de simulacion computacional han contribuido al
incremento del interés en esta area. Como consecuencia de esto, las técnicas que
han sido desarrolladas y empleadas en el pasado son actualmente re-exploradas
con diferentes y optimizados parametros de estimulacion, asi como diferencias en
el montaje del electrodo (Datta et al., 2013). Estos nuevos métodos incluyen la
estimulacién magnética transcraneal (TMS por sus siglas en inglés, Transcranial
Magnetical Stimulation), la estimulacion eléctrica transcraneal de corriente directa
(TDCS por sus siglas en inglés, Transcranial Direct Current Stimulation) y EETF
via ETAC, que se caracterizan por tener sistemas de neuromodulacién localizados
en el exterior del tejido cerebral, especificamente sobre la superficie craneana. La
induccion de un estimulo eléctrico o magnético de estas terapéuticas genera
campos eléctricos que provocan modificaciones en la respuesta neuronal, como
cambios de plasticidad, fisiologia y metabolismo.

Los patrones eléctricos del campo generado por la estimulacion dependen de la
distribucion espacial de los mismos, de esta manera la eleccion en la disposicion
del electrodo se deriva de un modelo biofisico y de ensayos fisiolégicos que
validan la seguridad de su uso (Minjoli et al., 2017).

La efectividad en los efectos de este tipo de estimulaciones dependen de varios
factores que incluyen los parametros de estimulacion (frecuencia, caracteristicas
temporales, intensidad, la configuracibn geométrica de la bobina o electrodo, la
direccion de la corriente etc.), del momento en el que se induce la estimulacion ya
sea de forma preventiva (off-line) o responsiva (on-line) y de variables anatémicas
(propiedades del tejido cerebral, grosor del craneo, su localizacion, estado
fisiol6gico y cognitivo).

Debido a que el input de corriente generado por el estimulo se propaga mediante
el campo eléctrico, la eficacia también depende de como sea modulada la sefial
en funcion del ruido que genera. La estimulacion transcraneal permite que el
estimulo sea modulado mediante la actividad definida como “ruido”, éste no solo
es una activacion aleatoria, a pesar de su dependencia a las interacciones entre
parametros y caractericticas de la estimulacion. El ruido inducido obedece a la
naturaleza de la poblacion neuronal que es sometida al campo eléctrico.
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La relacion sefal-ruido puede ser comprendida dentro de un simple y preciso
marco de referencia basado en una funcion sigmoidea de entrada-respuesta. En
sistemas biologicos, la fuerza de la respuesta a un estimulo dado se comporta
raramente como una funcion lineal, comportamiento que es mucho mas evidente
en neuroestomimulacion, donde el rango de disparo neuronal varia en niveles
dependiendo de la intensidad del estimulo (figura 16). Suponiendo que la fuerza
del estimulo es fijada con variaciones solo en la intensidad del ruido, cambiara
entonces la fuerza de entrada. Las neuronas muestran un cambio en su respuesta
como consecuencia al nuevo valor del estimulo, sin embargo, como ese
incremento pasa a ser un umbral, la fuerza de respuesta incrementa, asi la curva
entrada-respuesta muestra su punto maximo de inflexion, incrementando también
la fuerza de la entrada y saturando la respuesta neuronal para asi entrar en una
fase de decaimiento (Miniussi, Harris & Ruzzoli, 2013).

De esta manera es que es posible determinar parametros de estimulacion con alta
eficacia, regulando la respuesta neuronal y maximizando las fases de sensibilidad
al estimulo, que resultaria en una mayor eficacia en el flujo del campo eléctrico.

o

Sensibilidad a S (d)

n, n, n,
Ruido (n)
Figura 16. Funcion sigmoidea de entrada-respuesta.
Una sefial fijada s varia segun los niveles de ruido n que genera. La respuesta diferencial d para s varia en funcién del
tamafo de n: cuando n es pequefia (n;) o cuando es alta (n3) d es mas pequefia que cuando n esta en un nivel intermedio
(nz). Es decir que se describe como d, la sensibilidad a la respuesta s, cambia a través de los valores de n. La

discriminacion de sensibilidad es baja a una nueva entrada, se incrementa a un rango intermedio y decrementa de nuevo
debido a la saturacion. Modificado de Minniusi, Harris & Ruzzoli, 2013.

A pesar de los avances en las tecnologias no invasivas de neuroestimulacion, adn
es necesario que sus mecanismos de accion sean bien definidos, requisitos
necesarios para promover sus propuestas a la comunidad de investigacion
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cientifica y de medicina aplicada. La TMS y la TDCS son técnicas de estimulacion
transcraneal no invasiva que se han implementado debido a su éxito en el control
de las crisis epilépticas modulando la excitabilidad cortico y subcortical.
Recientemente se ha desarrollado la EETF via ETAC, un tipo de
neuroestimulacion que presenta algunas ventajas sobre otras técnicas y que esta
investigacion se enfoca en estudiar sus efectos en un modelo experimental.
Enseguida se describiran éstas terapéuticas, enfatizando en el mecanismo de
accion, algunos resultados en modelos experimentales y su uso en la clinica.

3.3.3.1. Estimulacion magnética transcraneal

En 1831, Faraday demostré la induccion electromagnética mediante la generacion
de la fuerza electromotriz en un cuerpo sometido a un campo magnético variable,
sea respecto a un campo estatico o a las diferencias de las lineas del campo
eléctrico, tal que cuando el cuerpo sometido es un conductor se produce corriente
eléctrica. En 1985 este principio fue aplicado exitosamente en la estimulacién de la
corteza cerebral en humanos. Esta metodologia es aplicada en la TMS, donde la
corriente eléctrica es inducida a través del craneo mediante una bobina creandose
un poderoso cambio de corriente que genera un campo magnético, atravesando
libremente los tejidos cerebrales.

El equipo utilizado en la TMS consiste en un estimulador que genera pulsos
breves con una fuerte intensidad de corriente eléctrica cuya frecuencia varia,
ademas de una bobina magnética de estimulacién conectada a un generador que
tiene una forma tipica redonda parecida al signo «, de esta forma el campo es
mas fuerte y focalizado como se observa en la figura 17.

La fuerza maxima del campo eléctrico inducida por los estimuladores comerciales
esta en el rango de 2 tesla, el cual activa un volumen cilindrico (~1 cm de radio por
~2 cm de altura) con una fase de decaimiento exponencial del eje central de
estimulacion capaz de activar neuronas corticales a una profundidad de 1.5 a 2
cm. El estimulo magnético, con una duracion de onda de 100 ms, ejerce efectos
sincronicos excitatorios en la poblacion neuronal, provocando cambios rapidos en
los rangos de disparo de redes neuronales durante unos pocos milisegundos. Este
proceso generalmente dura entre 20 y 200 ms, dependiendo de la intensidad del
estimulo.

Para conocer el estado actual del sistema estimulado por la TMS se hace
necesario el analisis de las sefales emitidas por el tejido durante el tratamiento en
un area determinada donde la actividad converge, facilitando su estudio mediante
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la distribucion temporal de los potenciales de accion. La TMS induce actividad de
ruido que interfiere con su funcionalidad debido al incremento en el nimero de
neuronas que disparan temporalmente asincronicas, generando respuestas no
lineales diferentes del estimulo, la relacion entre la actividad aleatoria neuronal y el
efecto del campo sobre ésta son clave en la variacidén de los patrones de descarga
y de posibles modificaciones en los parametros de estimulacién (Miniussi, Harris &
Ruzzoli, 2013).

A Campo o g2 y
electromagnético Foco epiléptico Bobina jpr— 7/
inducido o\t yar= %

electromagnético
inducido

Figura 17. Representacion de los blancos de TMS en la epilepsia.

Se incluye una red neuronal completa, como por ejemplo el I6bulo temporal o el area del vertex en epilepsias corticales. La
mayoria de los focos corticales que se encuentran mas superficiales son blancos preferentes de bobinas con figura de ocho
(A). Redes estructurales sin un foco son blanco de bobinas méas convencionales (B). Nuevas estrategias estan siendo
desarrolladas para blancos subcorticales con bobinas en forma de H en areas funcionalmente conectadas al foco epiléptico.
Tomado de Carrete et al., 2016.

Celularmente se han encontrado diversos efectos debido a la induccién de pulsos
magnéticos con efectos diferenciales en sus mecanismos. Debido a que los
axones neuronales tienen una mayor densidad de canales idnicos, son los que
preferencialmente se activan durante la TMS. Cuando el axén se vuelve
eléctricamente activo el potencial de accion viaja a lo largo del eje hasta alcanzar
la segmento presinaptico terminal para liberar el neurotransmisor, el estimulo
activa una mezcla de neuronas excitatorias e inhibitorias y otros
neuromoduladores tales como la acetilcolina, dopamina, norepinefrina y
serotonina, especificamente, en el caso de la inhibicion, se desarrollan patrones
de modulacion cerrados de tipo feedback y feedforward, caracteristicos de la
actividad de interneuronas.

Existen también otros parametros independientes de la geometria del campo que
participan en los efectos de la TMS, siendo la frecuencia uno de los mas
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importantes. Cuando el estimulo se aplica de forma repetitiva se puede clasificar
en dos tipos, de “alta frecuencia” (>1 Hz) o de “baja fecuencia” (< 1 Hz). A pesar
de que la respuesta puede variar entre individuos, basicamente la estimulaciéon a
alta frecuencia facilita la excitabilidad cortical mientras que a baja frecuencia
suprime la excitabilidad.

En la epilepsia el efecto inhibitorio de la estimulacion a baja frecuencia resulta en
una reduccion de la frecuencia sobre las crisis durante el periodo off-line. Al
aplicar el tratamiento durante 5 dias consecutivos a una frecuencia de 0.3 Hz en
pacientes con epilepsia focal farmacorresistente hubo una clara reduccion del
namero de crisis epilépticas por semana, efecto que perduré hasta cuatro
semanas después de la intervencion. En pacientes que presentan epilepsia parcial
continua y epilepsia primaria generalizada existe una reduccion significativa de las
DIE. En el caso de la ELT los resultados son muy parecidos, con reducciones de
39% en la aparicion de ataques convulsivos que se logran mantener cuatro
semanas después del tratamiento. En epilepsias extratemporales utilizando
frecuencias de 0.9 Hz por 15 minutos diarios durante cinco dias se observan
reducciones de 19.1% y 35.7% para crisis complejas parciales y simples,
manteniéndose hasta una semana después de aplicar TMS (Huerta & Volpe,
2009; Machado et al, 2013; Manganotti & Del Felice, 2013; Nitsche & Paulus,
2009; Noohi & Amirsalari, 2016). Estos efectos se han observado durante los
periodos posteriores a estimulacién intermitente de baja frecuencia en registros
celulares. La estimulacion a 1 Hz sobre la porcion lateral de la AM esta asociada
con el incremento de latencia a descargas epileptiformes ictales e interictales al
aplicar un bloqueador de los canales de K* sobre neuronas del CxPer, una
estructura clave en la generacién de eventos oscilatorios sincronizados que se han
visto alterados en pacientes con ELTM (Kano et al., 2015).

Al modificar los pardmetros de estimulacién por alta frecuencia, los cambios
inducidos son a largo plazo y se relacionan con la plasticidad sinaptica del
hipocampo y la corteza cerebral. Los cambios excitatorios persisten por horas e
incluso dias. Inicialmente, al unirse el glutamato al receptor AMPA se permite la
entrada de Na* al interior de la espina dendritica resultando una despolarizacion,
que tras un incremento en la frecuencia remueve el magnesio (Mg?*) que bloquea
a NMDA, generando despolarizaciones de mayor duracion. La permeabilidad a
iones de Na* y Ca?* se incrementa, siendo la concentraciéon de éste Gltimo mucho
mayor, iniciando con la sefalizacion de las proteinas kinasa, especificamente la
calcio-calmodulina kinasa Il que fosforila promotores de la expresion génetica y de
una regulacion en ascenso (up-regulation) de proteinas conformadoras de AMPA.
Estos procesos pueden activar tanto interneuronas como células piramidales,
activandose la neurotransmision GABAérgica y posteriormente inhibiendo
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neuronas excitadas en un circuito feed-forward. Los circuitos interneuronales de
este tipo permite responder a las interneuronas de una forma mas répida al
modular la excesiva despolarizacion. Al inducir una rafaga de pulsos se
desencadena un proceso de liberacibn GABAérgica que se bloguea exactamente
a los 200 ms, donde inicia el segundo estimulo. Si éste es un pulso simple habra
una ligera activacion de NMDA que resulta en el proceso de depresion a largo
plazo (LTD), si es una nueva rafaga de pulsos la actividad de NMDA se
incrementa para presentar LTP. A pesar de que las redes corticales son mucho
mas complejas que las del hipocampo, los efectos de plasticidad ocurren de
formas similares. Experimentalmente se han visto efectos antiepileptégenos al
aplicar pulsos repetitivos de TMS (240 pulsos, 1 Hz) durante cinco minutos
después de inducir kindling amigdalino que provocan cambios en las propiedades
de membrana descritos por un incremento en la corriente de rheobase y una
disminucién en la frecuencia de potenciales de accion lo que eventualmente
reduce la funcionalidad de los canales de Na* sensibles a voltaje, necesarios para
la despolarizacion (Chameh et al., 2015; Huerta & Volpe, 2009).

Las modificaciones a nivel celular repercuten en la actividad oscilatoria de grupos
de neuronas. La induccién de TMS a través de pulsos pareados altera la dindmica
cortical de inhibicion debido a los cambios en la excitabilidad, involucrada en el
desarrollo y la susceptibilidad a presentar una crisis. Al analizar sefales de
electrodos intracraneales se han encontrado cambios a largo plazo en actividad
peri-ictal cortical que puede durar minutos u horas, dependiendo de la intensidad
de la estimulacioén. La inhibicion intracortical se ve disminuida y la facilitacion se ve
incrementada 24 horas previas a un evento ictal, condiciones que se invierten
durante las 24 horas posteriores a la crisis. Estos resultados son similares durante
los estados de linea base interictal con efectos hasta las 72 horas posteriores a la
crisis. El incremento pre-ictal en la excitabilidad y su reduccién post-ictal ocurre en
pacientes con epilepsia focal que presentan crisis parciales secundariamente
generalizadas. El hemisferio contralateral en estas condiciones muestra actividad
diferencial durante las crisis parciales sin generalizacion al inducir pulsos repetidos
magneéticos que disminuyen la excitabilidad debido a la ocurrencia simultanea de
facilitacion intracortical de la actividad e incremento de la inhibicién intracortical de
intervalos cortos que poco a poco modulan los periodos de sincronizacién, siendo
este un posible mecanismo de proteccion y de terminacion de una crisis epiléptica.
En pacientes que padecen ELTM se ha observado una disminucion de la
facilitacion intracortical de excitabilidad y de inhibicion intracortical, efectos que
persisten hasta por 48 horas después de la estimulacion (Badawy, Strigaro &
Cantello, 2014). Por lo tanto, la probabilidad de que una neurona sea activada por
la induccién de un pulso magnético depende de su estado neurofisioldgico y de las
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caracteristicas espaciales y anatomicas en las que se encuentre en relacion del
campo eléctrico, como se observa en la figura 18.

Neuronas
Campo mag nético O . Actividad en curso

O O Sin activacion
O O Activacion por TMS

Corteza O
Max
Rango de disparo O O OO
Umbral de A
activacion ﬂ
T Q D
O ®
2%
& T Antes de la TMS Después de la TMS
(\ Poblacion neuronal que . Poblaciéon neuronal que
|:’] codifica por la L codifica por otro
estimulacion estimulo

Figura 18. Difusion del campo magnético por TMS.

Se presenta una situacién donde el ruido neuronal aleatorio inducido por TMS interactia con el estado del sistema
estimulado. Los circulos representan un estado hipotético de las neuronas (amarillo poblaciones celulares positivas a la
sefal del estimulo y gris poblaciones no responsivas). El patrén de respuesta final dependera de la relacién entre células
activadas y no activadas por la localizacion del campo magnético, el cual puede provocar cambios en el umbral de
activacion neuronal después de la estimulacion. El comportamiento de esas respuestas resultarad en la posterior
optimizacion del sistema mejorando su eficacia. Modificado de Miniussi, Harris & Ruzzoli, 2013.

Estos hallazgos instan a que se utilicen otras técnicas de andlisis concomitantes a
la TMS. Recientemente se ha propuesto la investigacion de la excitabilidad cortical
en relacion con eventos paroxismales y episodios de pérdida de conciencia en
pacientes epilépticos. La posibilidad de controlar la induccibn de un pulso
magneético antes o durante la aparicion de descargas sintomaticas y asintomaticas
mediante el analisis TMS/EEG seria una excelente herramienta para comprender
los niveles de integracion y de conectividad cerebral en la circuiteria epiléptica
(Manganotti & Del Felice, 2013).

En sintesis, la TMS actiia modulando la excitabilidad de las neuronas, modificando
sus propiedades de membrana haciéndolas menos susceptibles a la
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despolarizacidén, no obstante estos efectos son dependientes de los parametros de
frecuencia con los que se induce un pulso magnético y de la optimizacion del
sistema estimulador disminuyendo el ruido que produce, por lo que se ha sugerido
que los fisicos expandan su conocimiento sobre las leyes fisiologicas que rigen la
actividad cerebral y su relacibn con los mecanismos de accion de la TMS,
informacion técnica de los aparatos empleados y de protocolos de seguridad para
el paciente, lo que hace necesario el desarrollo de guias rigurosas que permitan
generalizar racionalmente los efectos de la estimulacion en muestra especificas de
la poblacion epiléptica farmacorresistente. La cuestion fundamental que expresan
los investigadores sobre la TMS se basa en la capacidad de esta terapéutica para
que sus efectos persistan a largo plazo, ademés de si éstos podrian modular
condiciones menos exploradas de la epilepsia, como lo es el estatus epiléptico
refractario, a través de la heterogeneizacion de pardmetros empleados en otras
patologias (Noohi & Amirsalari, 2016; Zeiler, Matuszczak, Teitelbaum, Gillman &
Kazina, 2015).

3.3.3.2. Estimulacién eléctrica transcraneal de corriente directa

La TDCS es un método de neuromodulacion no invasivo que regula la
excitabilidad cortical y que se ha utilizado en el tratamiento de varias patologias,
incluida la epilepsia. El reciente incremento en la comprensién de los cambios
neuronales debido a la estimulacion, la TMS en especifico, sobre diversas
patologias, ha facilitado también el entendimiento de lo mecanismos por los cuales
la TDCS ejerce sus efectos terapéuticos, apoyandose en el desarrollo de sus
potenciales aplicaciones clinicas.

Los protocolos contempordneos empleados en este tipo de estimulacion
generalmente se conforman de la aplicacién de dos electrodos superficiales, uno
de ellos con un polo positivo (dnodo) y el otro con un polo negativo (catodo).
Intensidades de corriente directa de 1 mA a 2 mA son inducidas durante 20
minutos sobre un area aproximada de 35 cm? (5 cm x 7 cm) delimitada por los
electrodos. La corriente fluye del anodo al catodo, parte de ella propagandose a
través del craneo y otra parte a través del tejido cerebral, generando picos de
incremento y decremento en la excitabilidad cortical dependientes de la direccion e
intensidad de la corriente (figura 19). La TDCS anddica tiene un efecto sobre la
corteza local cerebral debido a la despolarizacion neuronal, mientras que de modo
catédico provoca procesos de hiperpolarizacion. El incremento en el tamafio de la
referencia del electrodo y la reduccidbn en la estimulacidon permite efectos
terapéuticos mas focalizados.
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Varios modelos matematicos han sido desarrollados para describir el patron del
flujo de corriente inducido por TDCS en el tejido cortical. Estos modelos estiman
una ruta basada en la conductividad eléctrica existente entre los electrodos
mediante la simplificacion de modelos esféricos que permiten calcular el flujo y la
distribucion de corriente para asi escanear y segmentar diferentes tipos de tejido
(piel, craneo, fluido cerebro espinal, materia gris y materia blanca). Después de la
segmentacion, los valores de conductividad son separados y ponderados para
generar un mapa que estima distribuciones de corriente en cada tipo de tejido.
Como regla, la corriente mas fuerte es inducida en localidades corticales que se
encuentran mas cerca de los electrodos, por tanto, la densidad de corriente
disminuye conforme incrementa la distancia del campo eléctrico, no obstante,
algunos efectos de la estimulacion pueden ser extendidos a través del cerebro. El
flujo de corriente preciso puede ser modulado debido a diferencias individuales
tales como tamafio y forma de la cabeza, grosor del craneo y tamafo de los
ventriculos, variaciones que pueden ser exageradas a consecuencia de
anormalidades en el cerebro que alteran la conductividad como lo son las lesiones
cerebrales (Filmer, Dux & Mattingley, 2014).

A Corriente eléctrica 2mA B

Densidad de corriente (A/m?)

0.01 0.1 1 10
C L - o
Campo eléctrico (A/m)
0 02 04 06 08
— - oo

Figura 19. Modelo que presenta el campo eléctrico generado por lainduccién de corriente durante TDCS.

A) Electrodos (rectangulo blanco y naranja) son fijados al craneo para inducir corriente eléctrica a 2 mA. El modelo se deriva
de un escaneo de MRI estructural. B) Simulaciéon que muestra la funcién de densidad de corriente (ampers/unidad de area)
en una seccion coronal del cerebro durante TDCS: la imagen muestra el cuero cabelludo (capa mas externa del corte),
craneo, fluido cerebroespinal, materia gris y materia blanca. Los valores mas altos de densidad de corriente en el cerebro
(colores frios) son 100 veces menores que los de capas superficiales (colores célidos). La alta resistencia del craneo
significa que la mayoria de la corriente estd desviada hacia el cuero cabelludo. El fluido cerebroespinal es altamente
conductivo, propagando corriente a lo largo del tejido. C) Simulacion que muestra el campo eléctrico en la superficie
cerebral. Esta configuracién en el campo eléctrico incrementa su potencia (Volts/unidad de profundidad) en el espacio inter-
electrodo (colores célidos). Traducido de Peterchev, 2017.
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Los cambios eléctricos generados derivan en modificaciones a nivel celular con
efectos en el soma, axones, dendritas, interneuronas, células gliales y
endoteliales. La excitabilidad neuronal se puede evalular entonces dentro de
regiones subcelulares en procesos simultineos de despolarizacién e
hiperpolarizacion. Estudios farmacologicos han descrito algunos de los
mecanismos de accion de la TDCS, analizando los cambios generados por trenes
de corta duracion y cambios mas persistentes por trenes de larga duracion. Los
bloqueadores de canales de Na* y Ca?* eliminan los efectos de la estimulacion
anodal, mientras que los bloqueadores de NMDA interfieren con sus efectos a
largo plazo independientemente de la direccion de la corriente. Los efectos
posteriores a la estimulacion producen cambios en la funcion de la membrana
neuronal incluidos cambios locales en las concentraciones idnicas y alteraciones
en la polaridad de las proteinas transmembranales debido a modificaciones en las
propiedades electroliticas de hidrogeno expuestas a un constante campo eléctrico.

Los cambios a corto y largo plazo se pueden analizar mediante la facilitacién e
inhibicion cortical de las descargas. Durante la estimulacion catddica (Eca) hay
una reduccion de la facilitacion intracortical de excitabilidad. En el periodo post-
estimimulacion, la estimulacion anddica (Ean) incrementa la facilitacion y reduce la
inhibicion, sugiriendo que la TDCS modula la excitabilidad con efectos tanto en
interneuronas como en neuronas excitadoras, cambios que se observan en la
facilitacion de descargas mediadas por farmacos agonistas GABAérgicos y
antagonistas de NMDA, pero no por el bloqueo de canales iénicos, caracterizadas
por un aumento en la frecuencia de los retardos temporales de disparo. El papel
de las interneuronas GABAEérgicas ha demostrado la reduccion de periodos cortos
de inhibicién intracortical e incrementos en la facilitacion de descargas después de
la estimulacion. El mecanismo de este incremento aln no esta claro, sin embargo,
se hipotetiza que puede deberse al aumento de una inhibicion ténica en sitios
distantes a los estimulados. No obstante, estos fendmenos también estan
involucrados en la modificacion del microambiente sinaptico provocando
alteraciones similares observadas en la LTP con incrementos de PPE en el
hipocampo (Been, Ngo, Miller & Fitzegerald, 2007; Brunoni et al., 2012; Gschwind,
2017; Stagg & Nitsche, 2011).

Los resultados pueden tener una gran variabilidad, pues la LTP depende de una
disminucion en el tono GABAérgico, misma que se ve incrementada para
facilitarlas descargas, ambos efectos observados después de la TDCS. Una
posible explicacion es que el aumento de inhibicion tonica en sitios distantes sea
una respuesta compensatoria a la excitabilidad inducida por el estimulo evitando la
propagacion de la actividad, generando un foco de neurotransmision
glutamatérgica recluido al hipocampo. El incremento de liberacion y unién
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(binding) en los receptores NMDA activa a las ptdins3, proteinas
transmembranales que estan asociadas a la fosforilacion de TrkB que provoca la
activacion de mecanismos de sefializacion intracelular involucrados en el
crecimiento y proliferacion celular, mediadas por cAMP, mTOR y JAK-STAT. Estas
alteraciones en la dinamica molecular de la neurona resultarian un una up-
regulation de receptores AMPA Yy un incremento en la despolarizacion de la célula,
liberando glutamato para iniciar de nuevo el ciclo en otras células. Estos procesos
claramente son controlados por la inhibicién ténica.

Se ha reportado también que estos efectos tienen un gran impacto en fenomenos
plasticos del hipocampo mediante receptores [(-adrenérgicos via receptor D1
dopaminérgico facilitando la excitabilidad dependiente de la LTP, activando
mecanismos de sefalizacion mediados por cAMP. Adicionalmente existe una
activacion de cambios en los factores de crecimiento regulados por BDNF con una
importante elevacion de la proliferacidon celular. Estas variaciones en su expresion
pueden tener un componente dependiente de genes involucrados en la plasticidad
cortical debido a la existencia de polimorfismos especificos que hacen al tejido
mas o menos sensibles a la supervivencia neuronal (Fernandes, Custodio, Pinto,
de Souza, Deitos, Sarah, Fregni, Caumo & Torres, 2012). El aumento en la
fosforilacion de cAMP activa la proteina CREB, sugiriendo que la TDCS
incrementa la LTP hipocampal mediante la remodelacion de la cromatina
regulando las secuencias para la expresion de pro-genes BDNF y sus efectos
posteriores al unirse a TrkB (Gschwind, 2017).

Se ha mostrado que la Eca produce efectos anticonvulsivos a través de la
hiperpolarizacion del soma neuronal con alteraciones celulares parecidas a la
DBS. El principal efecto en el cambio de polarizacion membranal esta sujeto a la
direccion del flujo de corriente en la neurona, estos potenciales pueden diferir a lo
largo del eje de propagacion hiperpolarizando el soma pesar de que las dendritas
apicales se encuentren con periodos de despolarizacién y de manera inversa en la
direccién del flujo de corriente. Estas variaciones también estan reguladas por la
densidad de canales de Na*, pues diefere entre regiones neuronales (menor en
dendritas apicales y mayor en la region somatica). Por lo tanto, la fuerza del input
sinaptico provocada por la estimulacion determinara si los cambios posteriores al
tratamiento pueden generar fluctuaciones significativas en la excitabilidad
neuronal, lo cual se corresponde también con el tipo de poblacion neuronal que se
encuentre (células piramidales requieren de mayores intensidades en el estimulo
para que su actividad impacte efectivamente en capas mas profundas) (Liebetanz
et al., 2006).
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Estos cambios a nivel molecular que modifican proteinas intracelulares y
membranales inducen alteraciones de la excitabilidad neuronal, resultando en
interferencias de actividad oscilatoria epiléptica involucradas en la propagacion de
las crisis. La estimulacion extrinseca puede reducir la hiperexcitabilidad evitando la
aparicion de descargas en redes ictogénicas. Los efectos anticonvulsivos y
antiepilépticos de la TDCS pueden ser observados tanto en modelos
experimentales como en la practica clinica. Lo estudios in vivo muestran
resultados favorables al aplicar Eca unilateral con un tren simple de pulsos
bifasicos (50 Hz, 2 ms, 2 PyA) en ratas que manifiestan crisis convulsivas inducidas
por rampas de corriente, produciendo un incremento en el umbral de activacion del
foco convulsivo por mas de dos horas y sin alterar las respuestas inmunoldgicas
que favorecen la epileptogénesis, tales resultados muestran que no se genera
dafio neuronal al modular la actividad microglial. Después del SE inducido por la
aplicacion de pilocarpina se observa una reduccién de hasta un 21% en la
aparicion de crisis y de pérdida neuronal hipocampal por excitotoxicidad al aplicar
Eca (200 pA, 30 minutos, 2 semanas) incrementandose la proliferacion celular.

Este mismo tipo de estimulacion (1 mA, 20 minutos) suprime significativamente las
DIE desde la dosis inicial, con una menor duracion de las CCGTC e incremento de
latencia después de la segunda dosis en el modelo de PTZ. También se ha
reportado que la TDCS tiene un efecto sinérgico al utilizar farmacos
anticonvulsivos como el lorazepam, incrementando su eficacia en la intervencién
contra el SE. Utilizando modelos genéticos de epilepsia de ausencia se observa
que la Eca bilateral disminuye la aparicion de descargas tipo espiga-onda,
frecuencia que es proporcional a la intensidad con la que se induce la corriente en
el estimulo. Clinicamente se ven efectos protectores similares contra la ocurrencia
de crisis. En pacientes que tienen condiciones refractarias de epilepsia se muestra
que en tratamiento activo catddico (1 sesién, 2 mA, 20 minutos) existe una
reduccion significativa del 64% en las DIE. En otro estudio con pacientes que
presentan espigas continuas en el sindrome oscilatorio de suefio de ondas lentas,
la TDCS ha mostrado disminuir la actividad epileptiforme en sesiones simples (2
mA, 20 minutos) al aumentar su focalizacion en la zona ictogénica.

En sindromes epilépticos parciales se ha aplicado Eca simple (1 mA, 20 minutos)
que suprime la actividad epileptiforme hasta 48 horas con una reduccion en la
frecuencia de las crisis. Pacientes con descargas tipo espiga-onda refractarias
durante el suefio de ondas lentas muestra resultados muy similares reduciendo la
aparicion de las DIE. Existe también evidencia de efectos anticrisis y
anticonvulsivos por la TDCS en la ELTM con esclerosis hipocampal y
farmacorresistencia, disminuyendo la ocurrencia de las crisis y de las DIE con
variaciones en sus porcentajes como lo muestran las reducciones de 31.5 %, 57%
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y 83%, efectos sostenidos de 1-48 horas después del tratamiento con sesiones de
1-2 mA, por mas de dos meses con duraciones de entre 20 a 60 minutos (San-
Juan et al., 2015; San-Juan et al., 2017; Dhamne et al., 2015).

La eficacia de la TDCS para modular las crisis depende también de cuando se
lleve a cabo el tratamiento, teniendo efectos mas notables cuando la actividad
epiléptica se encuentra restringida en una zona especifica del cerebro, por lo cual
la focalizacion del campo eléctrico sobre el tejido ictogénico es crucial para
disminuir el reclutamiento de neuronas adyacentes y la posterior generalizacion en
otras areas cerebrales. Como en otras metodologias de neuromodulacién
eléctrica, la combinacién de la estimulacion con técnicas de registro de actividad
neuronal como el EEG puede ser una excelente herramienta para ubicar el foco
convulsivo. De esta forma se puede obtener: 1) un registro continuo de la actividad
epileptogénica durante una sesion de TDCS, 2) una cuantificacion fiable de los
eventos interictales y 3) de ser necesario una optimizacién en la configuracion de
los electrodos de estimulacion en distintas locaciones del foco epileptogénico
(Faria et al., 2012). No obstante, mucha de la informacidén obtenida solo explica la
magnitud del campo eléctrico sin incluir los efectos direccionales de los
componentes del campo eléctrico paralelos a su trayectoria y dependientes de su
polaridad. Las variaciones perpendiculares del campo tienen importancia especial
pues las células piramidales tienden a alinearse perpendicularmente a la superficie
del tejido con algunas otras proyecciones interneuronales y axonales alineadas
paralelamente (Miranda et al., 2013).

Recientemente se ha desarrollado un nuevo tipo de neuromodulacion eléctrica que
tiene efectos anticonvulsivos al inducir corriente de una forma mas focalizada.
Estas diferencias vienen dadas por el tipo de campo eléctrico que genera, el
tamafo y la forma del electrodo con la ventaja de configurar la polaridad de
distintas formas. La fase de simulacibn computacional y experimentacion animal
ha mostrado que la EETF via ETAC tiene efectos terapéuticos en diferentes
modelos de epilepsia. En el siguiente capitulo se abordaran distintos aspectos que
describen las metodologias de su desarrollo como una potencial alternativa de
tratamiento en la ELTM.
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3.4. Consideraciones acerca de los tratamientos para la
epilepsia: efectos colaterales

A pesar del surgimiento de nuevos blancos farmacolégicos, técnicas resectivas y
sistemas de estimulacion para el tratamiento de la epilepsia, existen varias
alteraciones fisioldgicas, anatdmicas y cognitivas provocadas por tales
terapéuticas que afectan significativamente la calidad de vida del paciente y que
incluso pueden llegar a crear nuevos focos epileptdogenos, agravando la condicion
patolégica. Muchos de los FAE empleados generan efectos secundarios que
pueden ir desde reacciones leves hasta procesos mas graves. Los efectos
adversos de los farmacos sobre el aprendizaje, la conducta y las funciones
ejecutivas pueden manifestarse dependiendo de su relacidon con el mecanismo de
accion, la dosis administrada, los niveles séricos, la respuesta biolégica del
paciente y la aparicion precoz, cronica o diferida del efecto nocivo. Los mas
comunes y leves son la somnolencia, fatiga cronica, ataxia, dolor de cabeza,
confusién, diplopia, astenia, pérdida de peso, mareos, disminucion de la memoria
verbal y temblor en extremidades, no obstante, existen pacientes que pueden
presentar efectos adversos de mayor consideracibn como depresion y psicosis
reversibles, anorexia y desequilibrios electroliticos que provocan hiponatremia. Los
FAE que estan implicados en tales alteraciones son los de primera generacion
como el fenobarbital, primidona y fenitoina asi como los de segunda y tercera
generacion como el vigabatrin, lamotrigina, topiramato, tiagabina, oxcarbazepina y
zonisamida (Britton & So, 1995; Garcia-Pefias, Fournier-Del Castillo &
Dominguez-Carral, 2014).

En condiciones de farmacorresistencia, la cirugia resectiva presenta muy buenos
resultados en el control de las crisis epilépticas, sin embargo, sigue siendo un
procedimiento que en la experiencia clinica produce frecuentemente cambios
conductuales y cognitivos. Esta terapéutica sigue siendo considerada dentro de
las dltimas opciones de tratamiento, especificamente después de dafio neuronal
irreversible como consecuencia de crisis espontaneas. La reduccion en la
aparicion de crisis es considerada como el mejor predictor de la calidad de vida en
pacientes con epilepsia, sin embargo, no implica necesariamente que el paciente
tendra una evolucion favorable. En la mayoria de los pacientes sélo existen
mejoras cuando hay una ausencia total de crisis, no obstante, se han reportado
poblaciones considerables de pacientes libres de crisis que tienen indices de
calidad de vida menores que aquellos a los que no se les ha practicado una
cirugia resectiva. Los pacientes que presentan reducciones parciales en la
aparicion de crisis después de la intervencion, frecuentemente tienen dificultades
para ser independientes, requiriendo del cuidado crénico de algun familiar. Las
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crisis pueden regresar y ser proporcionales al tejido removido. En analisis
longitudinales, los pacientes con un control completo de las crisis pueden tener
reducciones en la eficacia del tratamiento que disminuye progresivamente hasta
55% en 2 afos post-cirugia, 47% en 5 afios y 41% en 10 afios. También se han
reportado fallas para lograr el control de las crisis debido a la generacion de focos
epileptogénicos contralaterales o extratemporales. Los cambios cognitivos
asociados a la cirugia estan ligados a las alteraciones emocionales que se
presentan en los meses siguientes al procedimiento. Especificamente en la ELTM
son los déficits en la memoria el principal problema. El decline post-operatorio en
la memoria es conceptualizado como producto de la adecuacién funcional debido
a la remocién del tejido y a la reserva funcional de las estructuras remanentes. El
aprendizaje y adquisicion de la informacion tienden a ser representadas
corticalmente, mientras que la consolidacion y procesos de recuperacién son mas
dependientes de estructuras temporales mesiales como el hipocampo y la AM,
mMismos procesos que se ven afectados por la remocion de estas estructuras en la
cirugia (Baxendale, 2008; Chang, Englot & Vadera, 2015). Otro problema de
practicar la cirugia se observa durante las evaluaciones pre-quirargicas, donde
algunos de los pacientes son descartados para ser sometidos a procedimientos
invasivos mayores ya sea porque la localizacion de su foco epiléptico es dificil de
delimitar o compromete estructuras vitales. Algunas condiciones patoldgicas como
sindromes metabdlicos, hipertension y problemas de coagulacion impiden que el
paciente sea sometido a una cirugia.

Respecto a los protocolos de neuroestimulaciéon, como la VNS o la DBS,
frecuentemente provocan efectos secundarios relacionados con el implante del
dispositivo. Pacientes que han sido sometidos a cirugias de VNS reportan que
después de la intervencion se manifiesta tos frecuente (14%), ronquera (28%),
alteraciones de la voz (13%), parestesias (12%), dolor de cabeza (4.5%),
respiracion interrumpida (3.2%) y otros sintomas menos frecuentes, pero mas
severos como bradicardia y acistolia grave. En nifios con epilepsia la VNS ha
mostrado provocar alteraciones en la tasa respiratoria y la sincronizacion
cardiorespiratoria, tos, ardor de la garganta, cambios en la voz y alteraciones de la
piel. Incluso a intensidades bajas de estimulacion (0.25 mA) se reporta contraccion
de las cuerdas vocales, apnea del suefio y reflujo gastroesofagico. Las secuelas
directas por fallas durante la cirugia incluyen infecciones (3-5%), hemorragias,
dafio a la arteria carétida, dafio al nervio laringeo, parésis temporal facial,
acumulacion de liquido en la incision, fracturas y traumas externos del cuello
(Ghani, Vilensky, Turner, Tubbs & Loukas, 2015; Parakh & Katewa, 2014; Ramani,
2008; Wu & Sharan, 2013). Otros efectos estan relacionados con el dispositivo
gue incluyen la descontinuacion de la VNS por reoperacién como consecuencia de
bateria baja y la traccién del nervio por exceso de manipulaciéon provocando una
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isquemia local que deja paralisis de cuerdas vocales y disfuncion en el tragar
(DeGiorgio & Krahl, 2013). Estos dafos colaterales conducen a modificaciones en
los pardmetros de estimulacién como disminucion de la frecuencia, del ancho del
pulso y menor intensidad de corriente, lo que podria reducir la eficacia de la VNS
para controlar las crisis.

Por otro lado, el nimero de procedimientos de neuroestimulacion a través de la
DBS se ha incrementado y un nuevo grupo de problemas sobre sus
complicaciones ha surgido. A pesar de la minuciosidad de la evaluacion
preoperatoria que incluye la delimitacion funcional y espacial del foco
epileptégeno, se requiere de un alto grado de precision en la cirugia, lo que
dificulta la intervencion y las fallas durante el procedimiento pueden surgir
facilmente. Se puede presentar un mal posicionamiento del electrodo que dejan
una estimulacion sin efecto terapéutico y con efectos adversos. Esta condicion
puede ser provocada por la fractura del electrodo en los puntos de anclaje que
interrumpen la estimulacion. Un anclaje inapropiado y la pérdida de la miniplaca
son muy frecuentes y pueden provocar la migracién de las partes del electrodo

Figura 20. Efectos colaterales en sistemas de DBS.

Izquierda: intraoperacion exploratoria donde se puede apreciar el cable fracturado por la miniplaca, presionando el tejido.
Derecha: en A) y B) migracién del cable del electrodo de una regiéon subcortical después de una falla en la colocacion.
Modificado de Chan et al., 2009

Otra de las consecuencias son los procesos infecciosos que podrian presentarse
en las primeras cuatro semanas post-operatorias ocasionando la erosion del
electrodo, hemorragias, hematomas, infarto del tejido y en muy raros casos, la
muerte del paciente (Chan et al., 2009; Fisher & Velasco, 2014). Durante la sesion
de estimulacién también se han reportado algunos efectos adversos como
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ideaciones paranoicas, presencia de nistagmo (movimiento involuntario de los
0jos), alucinaciones auditivas, dolor en el sitio de estimulacién, desérdenes del
movimiento y letargo (Halpern et al., 2008; Klinger & Mittal, 2016). Algunos
pacientes reportan también la aparicion de problemas del estado de &nimo post-
operatorios como depresion transitoria y episodios maniacos que generalmente
desaparecen conforme avanza el tratamiento, no obstante, se llevan a cabo
evaluaciones cognitivas paralelas ya que tales efectos podrian indicar riesgos para
el empeoramiento de la condicion. Estudios clinicos indican el agravamiento en la
manifestacion de las crisis mioclénicas, aunque soélo se presentan en un 2.4%
(Kingler & Mittal, 2016).

Como consecuencia de las fallas en las intervenciones quirdrgicas invasivas para
el control de crisis, las terapéuticas no invasivas transcraneales son una
alternativa con menos efectos colaterales. A pesar de que la TMS se considera
segura, existen algunas alteraciones de intensidad moderada que se presentan
durante la estimulacion como dolor de cabeza transitorio, dolor en el sitio de
estimulacién, contracciones musculares, tinnitus transitorio, irritacion de la piel,
sacudidas de las extremidades superiores, ndusea o vomitos, dolor en el cuero
cabelludo, brazo y pierna en forma simultanea y defectos visuales transitorios
(hemianopsia). En la post-estimulacion so6lo se han presentado porcentajes bajos
de pacientes con dificultad para dormir. También es relevante considerar los casos
en los que el uso de antidepresivos facilita la generacién de las crisis en el curso
de la TMS, pues muchos de las pacientes presentan comorbilidad psiquiatrica con
la depresion (Pereira et al., 2016; Carrete et al., 2016). Otro aspecto a considerar
es la asistencia de personal especializado durante las sesiones terapéuticas. La
generacion del campo magnético requiere de mucha potencia en el estimulador,
alrededor de 4000 KW que pueden progresivamente deformar la bobina. Esta
condicién altera la difusiébn del campo y la equivalencia de corriente disminuye,
generandose un incremento en el ruido que toma valores de hasta 140 dB,
pudiendo perjudicar las estructuras del oido, por ello la evaluacién del equipo en el
curso del tratamiento se vuelve crucial para reducir los efectos adversos
(Heinrichs, 2012). La TDCS presenta menos dafios colaterales y dependen de la
posicion de los electrodos. Los pacientes reportan dolor de cabeza leve, comezon
y eritema en el sitio de estimulacion, sensacion de estremecimiento debajo del
electrodo, fatiga después del tratamiento, nauseas, mareo y con menor frecuencia,
insomnio (George & Aston-Jones, 2010; Nitsche et al., 2008; San-Juan et al.,
2015).
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CAPITULO 4 ESTIMULACION

ELECTRICA TRANSCRANEAL FOCAL
VIA ELECTRODOS TRIPOLARES DE
ANILLO CONCENTRICO

—Has puesto tu Penfield demasiado bajo —le dijo él-.
Lo ajustaré y cuando te despiertes...

—No toques mis controles. —Su voz tenia amarga
dureza-. No quiero estar despierta.

El se sent6 a su lado, se inclin sobre ella y le explicé suavemente:
—Precisamente de eso se trata. Si le das bastante volumen te sentiras
contenta de estar despierta. En C sobrepasa el umbral que apaga la conciencia.

En la consola vacilé entre marcar un inhibidor talamico (que suprimiria su
furia), o un estimulante taldmico (que la incrementaria lo suficiente para triunfar en

una discusion).

¢, Suefian los androides con ovejas eléctricas?. Philip K. Dick, 1968

Rick Deckard: —¢ Es artificial?.
Rachel: —Naturalmente.
Blade Runner. Ridley Scott, 1982
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Generalmente la estimulacion transcraneal mediante corriente utiliza un anodo y
un catodo que generan un campo eléctrico modulando la actividad cerebral, no
obstante, es posible cambiar la configuracion del electrodo utilizando Ila
configuracion de anillo o unifocal, optimizando la geometria y el nimero de
electrodos empleados. Un factor importante para la efectividad en la TDCS es la
seguridad de la extensién espacial inducida por la densidad de los flujos de
corriente.

La focalidad espacial ha sido propuesta como un método en la optimizacién de la
distribucion del campo (figura 21). Usando esta estrategia se tienen electrodos en
configuracion bipolar discal con una disposicion espaciada entre cada uno de ellos
(bipolar distante y bipolar adyacente) ademéas de tres configuraciones de anillo
(configuracion de cinta, anillo concéntrico y doble anillo concéntrico). El analisis de
la distribucion del campo eléctrico mediante elementos finitos de esfera
concéntrica y dependiente de la geometria configurada, permite un disefio racional
de estimulacion que puede ser usado en tratamientos clinicos como lo es la EETF
via ETAC.

La simulacion computacional permite estimar la distribucién del campo eléctrico
usando diferentes configuraciones del electrodo. Describiendo las configuraciones
de disco empleadas estan: 1) estimulacién distal bipolar que resulta en una
relativa difusion cortical de profunda modulacion. La corriente atraviesa la corteza
debajo de cada electrodo y de forma transversal produciendo un campo radial
para cada uno y un campo tangencial entre ellos. El pico interior y exterior de las
corrientes radiales son equivalentes, lo que genera una regulacion bidireccional. Al
incrementar la proximidad de los electrodos bipolares se activa la 2) estimulacién
bipolar adyacente resultando en un mayor flujo de corriente que se distribuye en
toda la superficie de la cabeza. El equivalente de corriente para generar un pico en
el campo eléctrico cortical se incrementa hasta en un 40% (de 1 a 1.43 mA).
Ademas, las corrientes bidireccionales radiales persisten con campos corticales
tangenciales, lo que genera un solo pico de distribuciébn con ambos electrodos,
focalizando mas el estimulo a lo largo de la superficie y en la profundidad. La 3)
estimulacién tripolar divide de manera efectiva la corriente anédica dentro de dos
electrodos (0.81 mA de corriente equivalente a dos anodos y 1.62 mA a un catodo
efectivo) con una magnitud de campo focalizado similar a la estimulacién bipolar
adyacente, aunque los patrones direccionales en la superficie indican que
mientras las corrientes radiales predominan debajo de un catodo simple, las
corrientes tangenciales lo hacen debajo de dos anodos.
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Figura 21. Modelo de elementos finitos para campos eléctricos cerebrales inducidos por varias estimulaciones
superficiales.

Para las configuraciones ilustradas (de izquierda a derecha), el total de corriente del electrodo I,, fue ajustado para producir
0.328 mv/imm™ en el pico de intensidad del campo eléctrico, hasta 1 mm debajo de la superficie cortical para activar
neuronas de forma efectiva. Los primeros dos diagramas en fila indican la geometria del electrodo y su plano de
configuracion. Los diagramas en fila restantes indican los campos eléctricos en diferentes planos y direcciones. El trazo de
superficie-magnitud mapea la magnitud del campo eléctrico a lo largo del hemisferio superior de la cabeza, 1mm debajo de
la superficie cortical. El trazo de superficie-radial y superficie-tangencial se descompone en esas dos direcciones. Nétese
que en la estimulacién tripolar existen diferencias significativas entre los trazos de superficie-magnitud y de superficie-
transversal (radial y tangencial) en comparacion con las configuraciones de cinta y de anillo que tienen trazos muy similares
siendo consistente con la dominancia radial en el flujo de corriente cortical. Los trazos de superficie radial + estan
normalizados con respecto al pico de intensidad del campo eléctrico, indicando cual de las configuraciones produce una
modulacion radial bidireccional. El trazo de magnitud-seccion transversal mapea la magnitud del campo eléctrico en una
seccion transversa centro-cortical. El trazo seccidn transversal radial y seccion transversal tangencial se descomponen en
una superficie normal y a lo largo de la superficie cerebral respectivamente. Todas las secciones transversas del campo
eléctrico estan construidas en una escala espacial. (nota: mag, rad y tang refieren a magnitud, radial y tangencial).
Modificado de Datta et al., 2008.
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En las configuraciones de anillo estan: a) la configuracion de cinta, que aunque
tiene una distribucion parecida a la estimulacion distal bipolar requiere de menor
equivalencia de corriente (0.97 mA) teniendo una mayor densidad de corriente
radial atravesando la superficie cerebral debajo del centro del electrodo de disco.
La via de regreso de corriente para el electrodo de cinta es relativamente difusa.
El resultado en la distribucion del flujo es de manera unidireccional con una
modulacién radial debajo del disco central. b) La configuracion de anillo tiene una
mayor focalidad relativa con un mayor gasto de equivalencia de corriente (3.71
mA).

Similar a la estimulacién de cinta, los campos eléctricos son dominantemente
radiales y unidireccionales debajo del electrodo de disco. En el caso de la
configuracion de anillo en forma concéntrica, la corriente atraviesa el tejido
cerebral con una alta densidad debajo del disco para después distribuirse
rapidamente en la corteza. La corriente permanece difusa al salir del tejido para
regresar al electrodo de anillo a través del cuero cabelludo. El incremento de
corriente equivalente refleja la porcion de corriente que se distribuye entre el disco
y el electrodo de anillo a lo largo del cuero cabelludo sin atravesar el cerebro. Al
incrementar el diametro del anillo disminuye la fraccién del flujo que se distribuye,
por lo que se requiere de una corriente equivalente a costa de reducir la
focalizacion.

Para moderar los diametros entre anillos y la distribucién de sus respectivos
campos se utiliza la configuracion de doble anillo concéntrico, donde el flujo se
genera debajo del anillo concéntrico con un area de estimulacion radial cortical
gue presenta incrementos y disminuciones en la corriente equivalente al aumentar
el didmetro del anillo exterior. La seleccién apropiada de los diametros y/o el uso
de corrientes asimétricas (donde la corriente anddica total en el disco interior y del
disco exterior no es igual) resultan en la generacién de regiones de modulacién. El
balance relativo del campo eléctrico tangencial versus el radial puede ser
controlado.

Sugiriendo estos factores en la practica clinica, se ilustra como el nimero y
tamafio de los electrodos, asi como el balance de corriente pueden ser regulados
independientemente para disefiar varias configuraciones de estimulacion (Datta et
al., 2009; Datta et al., 2008).
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4.1. Potenciales bidimensionales y modelo

computacional
El desarrollo de un ETAC requiere de un mapeo de los componentes espaciales
en la actividad generada por el campo eléctrico. Estos componentes son
estimados mediante un Laplaciano o analisis de potenciales derivativos
bidimensionales de superficie. Con esta metodologia se registra la actividad EEG
de un gran numero de electrodos, produciendo asi una resolucion espacial de los
potenciales eléctricos. El andlisis se enfoca en la relaciéon del incremento en la
frecuencia (variable escalar) de esos potenciales y su selectividad espacial
(variable vectorial) que se localiza cerca del punto de aplicacién del estimulo. La
estimacion del Laplaciano en los ETAC resulta mas eficiente en este tipo de
electrodos que en otros sistemas debido a que el operador es un diferencial
eliptico, facilitando la solucion de derivadas parciales del anillo en un plano
cartesiano. Las disposiciones conceéntricas actian como filtros espaciales los
cuales dependen del niumero de anillos y de su grosor, brindando a cada uno de
ellos un incremento en su selectividad espacial. Los potenciales Laplacianos de
las configuraciones bipolares y tripolares de anillo concéntrico se pueden calcular
usando un operador diferencial llamado Ap0O, donde la configuracion bipolar se
describe por:
Apo = Vo = Vq
Donde V, indica el voltaje generado en el anillo exterior y V; es el voltaje del disco
central mientras que la configuracion tripolar de anillo concéntrico se calcula
mediante:
Apy = 16 (V — V) — (V, — V)
Donde V, y V, fueron previamente definidos, y V,, representa el voltaje del anillo
medial (Koka & Besio 2007).

Utilizando modelos computacionales es posible calcular la distribucion de las
diferencias de potencial con resolucién espacial y sensibilidad local en las
configuraciones bipolar concéntrica, quasi-bipolar concéntrica y el sistema de
electrodos de disco basandose en aproximaciones numéricas diferenciales de un
sensor tripolar Laplaciano con un disefio de didmetro de 1 cm. De esta forma se
distribuyen 12 mediciones desde V, hasta V;, que pertenecen a los puntos p,
hasta p,,.El Laplaciano A a un punto p, presenta potenciales Vs, Vi,V y Vg con un
espaciamiento equivalente a 2r, formando 5 puntos con los valores exteriores
respecto del centro y en un arreglo de varias series de expansion con diferencias
de aproximacion finitas que pueden formar 9 puntos como se observa en la figura
22, izquierda.
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Figura 22. Distribucion de mediciones de voltaje en un ETAC.

Izquierda: arreglo de series de 5y 9 puntos en un plano cartesiano regular de tamafio n x n y espaciado con r = 1/N. Vpa
través de V;, son los potenciales correspondientes de los puntos p, a través de p;, , respectivamente.
Vs, Ve, V5, Vg y Vydel arreglo de 5 puntos y V, a través de Vg formando un arreglo de 9 puntos. De esta forma se obtienen
valores de diferencia de potencial distribuidos en dos dimensiones a lo largo del anillo. Derecha: incremento y decremento
lineal de las distancias r para cada V inter-anillo de un etac. Nota: linea tipo__ representa el anillo interno y el
_____ representa el anillo interno y el decremento de la distancia
inter-anillo, linea tipo representa el anillo externo y el incremento/decremento de la distancia inter-anillo.
Izquierda tomado de Besio, Akkula, Koka & Dai, 2006a. Derecha tomado de Makeyev & Besio, 2016b.

Por tanto, la aproximacion del potencial Laplaciano a un punto dado p, en el

plano cartesiano es entonces:

4 —
Apo = (2r)2 (17 - vO)

— 1 . .
Donde v = ZZ?zsvi es el promedio de los potenciales generados en los 4 puntos.

Al aplicar el analisis con una configuracion bipolar concéntrica se lleva a cabo un
calculo de los mismos potenciales a lo largo del radio del anillo 2r alrededor del
punto p, empleando de nuevo series de expansion en los ejes X = 2rcos(B) yY =
2r sin(0), quedando:

4 1 27T

Apo = @nran ),

Para el andlisis de la misma distribucion en la configuracion quasi-bipolar
concéntrica se usan los puntos desde p;a pg Yy p, como en la figura 22, derecha.
En esta configuracion el electrodo tiene los 3 elementos (el disco, el anillo medio y
el anillo exterior), no obstante, el calculo de la distribucion del voltaje s6lo toma en
cuenta la adicion del anillo exterior y del disco, sustrayendo el valor del disco
medio para obtener:

(v(2r,0) —vy)do
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(vor - UO)
Apo = - 2 Umr
Donde v,, es el voltaje del disco exterior, v,,, el voltaje del anillo medio y V, es el
voltaje del disco. Para comparar las diferencias entre los modelos se desarrolla un
modelo computacional con uno plano cartesiano de 400 x 400 y un espacio de
1/400 en un plano por encima del dipolo orientado hacia la direccion positiva del
eje Z como se observa en la figura 23.

A B ETAC
7

Movimiento

deldipolo! I T AR
p—— X

Direccioén
del dipolo

Figura 23. Modelo computacional de un dipolo en un plano.

Izquierda: esquema que presenta las diferencias finitas en un modelo computacional con un plano cuadrangular de tamafio
n x n de espaciado r= 1/n a partir del dipolo. Derecha: esquema que presenta el movimiento del dipolo en un modelo
computacional. El dipolo se dirige hacia el eje positivo z y es movido gradualmente 1cm en un intervalo de 1 a 4 cm.
Simultdneamente el dipolo también se mueve de izquierda a derecha de 5 a 5 cm a lo largo del eje x. El anillo medio es
usado para las configuraciones quasi-bipolar y tripolar del electrodo. Modificado de Besio et al., 2006b.

Cada uno de los puntos en el plano representa potenciales generados por un
dipolo dénde se calcula el potencial eléctrico ¢ debido a la media homogénea de
conductividad o usando:
1 (R—=7)p
(l) J—

_477.'0' |fp_f3

Donde+ = (x,y,2)yp = (px,py,pz) representa la localizacién en el momento del

dipolo, y 7, = (x,, ¥, 2, ) la observacion conjunta en un punto. La conductividad o
media es de 7.12 mS/cm, emulando el tejido biologico.

Para este modelo se asume que la media es homogénea con p = (0,0,1) con un
periodo constante p/4mo. Calculando el Laplaciano en cada punto del plano
considerando la segunda derivativa del potencial eléctrico ¢ descrito en la férmula
anterior queda:
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Mediante las variaciones en los potenciales eléctricos y dependiendo de qué anillo
se utilice, al final se obtienen 3 configuraciones convencionales que se pueden
emplear para ensayos: 1) La configuracion de disco, 2) la configuracion bipolar
conceéntrica y 3) la configuracion tripolar concéntrica (Besio et al., 2006a, 2006b;
Makeyev & Besio, 2016a, 2016b). Observando la dinamica de distribucion de
corriente en el tejido, la EETF via ETAC puede dirigir el campo eléctrico en la
superficie cortical de forma efectiva, manteniendo la equivalencia de corriente
entre anillos para generar una constante eléctrica de los potenciales difundidos.

4.2. Hallazgos experimentales

La polarizacion de membrana durante la induccion de un campo eléctrico estético
es el mecanismo de neuromodulacion con mayor relevancia, sin embargo, ese
proceso depende de la orientacion relativa del vector de corriente eléctrico
extracelular, el cual no es uniforme para todas las neuronas en un volumen de
tejido cerebral estimulado. La activacion de dos neuronas que ocupan la misma
region estimulada responden al campo eléctrico de manera diferencial, ya sea que
el axdn estimulado esté dirigido hacia una propagacién catodal y que otro lo esté
hacia una propagacion anodal (Kabakov, Muller, Pascual-Leone, Jensen &
Rotenberg, 2012). La configuracion tripolar concéntrica en forma de cinta muestra
una difusibn mas uniforme en superficies corticales y en secciones transversales
con vectores radiales y tangenciales, asi los potenciales del campo tienen valores
de activacion neuronal uniformes y equidistantes, haciendo a este tipo de
estimulacion mas efectiva.

La EETF via ETAC se ha empleado en ensayos experimentales utilizando
modelos animales para analizar su efecto en estructuras subcorticales. Besio et al.
(2011), midieron los potenciales eléctricos generados por la EETF mediante
pulsos rectangulares (300 Hz, pulsos bifasicos de 200 ps a 103 pA con
incrementos graduales de 20%) en cerebros in vivo de ratas, especificamente en
el hipocampo ventral en configuracion bipolar. Al inducir el estimulo incluso a la
corriente mas baja (103 pA) existe un incremento gradual y dependiente del
tiempo en los potenciales eléctricos que se difunden en el tejido, ademéas de
comprobar la focalizacion, pues el ETAC concentra la actividad directamente
debajo del disco central, atenlandose bruscamente y de forma radial los valores
de los potenciales fuera del anillo externo. Este tipo de estimulaciones paracen no
tener efectos adversos sobre los tejidos de la piel en los que se aplica,
encontrandose con densidades de energia por debajo de 0.92 (A%cm*-S) y con
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temperaturas que se encuentran dentro de los limites de seguridad. El andlisis
histolégico muestra que la dermis se mantiene normal, sélo con dafos al
citoplasma celular induciendo altas densidades de energia, no obstante, estos
cambios son totalmente reversibles (Besio, Sarma & Spaulding, 2010).

Para probar la efectividad de la EETF via ETAC, se han llevado a cabo una serie
de investigaciones donde se muestra el efecto anticonvulsivo de esta estimulacion
en varios modelos experimentales de epilepsia.

En 2007 Besio, Koka y Cole indujeron EETF en ratas (200, 300, 500 o 750 Hz,
pulsos bifasicos de 200 a 300 ps, 50 o 60 mA, 1 minuto) 5 minutos después de
haber iniciado el SE inducido por pilocarpina observandose una atenuacion de la
actividad electroencefalogréfica con una disminucion notable de la frecuencia en
espigas ictales y ausencia de actividad convulsiva. El indice de supervivencia
después de la administracién del farmaco se incremento en ratas tratadas con
EETF, efectos que perduraron hasta por 48 horas. Los parametros que brindaron
mejores resultaros para regular la actividad epileptiforme fueron de 300 Hz con un
ancho de pulso de 200 ps a 50 mA.

En 2010 Besio, Gale y Medvedev probaron los efectos de la EETF empleando
distintos modelos experimentales. Se observdé que la estimulacion via ETAC
(pulsos monoféasicos, 5-40 mA, 6-200 Hz, 1 minuto) reduce progresivamente la
presencia de mioclonias inducidas por penicilina hasta desaparecer por unos
minutos para retornar con mayor amplitud, pero menor frecuencia. Estos
resultados son similares al utilizar PTZ para inducir crisis pues al aplicar EETF (50
mA, 300 Hz, pulsos bifasicos 200 ps durante 2 minutos) después de la primera
mioclonia disminuye significativamente la duracion de las subsecuentes, efectos
que perduran hasta desaparecer conductualmente. La reduccion maxima de
actividad en el EEG se observa durante el primer minuto después de la aplicacion
de la EETF. Es importante destacar que en ninguna de las investigaciones
anteriores la estimulacién provocd contracciones o algun signo de dolor en los
roedores como sucede con la terapia electroconvulsiva, haciéndolo un método
muy seguro con muy buena tolerabilidad.

Posteriormente (Besio, Wang, Medevedev & Koka, 2011; Besio, Makeyev,
Medvedev & Gale, 2013) se probo el efecto de la EETF via ETAC sobre crisis
inducidas por PTZ. Después de que los roedores manifestaran la primera
mioclonia generalizada se aplico la EETF (300 Hz, 50 mA, pulsos bifasicos de 200
Ms durante 2 minutos) la cual provocé una disminucién significativa de la actividad
cerebral hipersincronizada en las bandas beta (14-31.5 Hz) y gamma (32-59.5 Hz)
durante el desarrollo de los estadios iniciales en las crisis, contrario al incremento
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de sincronia en las bajas frecuencias de la banda delta (1-4.5 Hz). Concluyendo
un segundo experimento, se observo una disminucion en la potencia espectral en
las bandas de frecuencia delta (1-4.5 Hz), teta (5-8.5 Hz) y alfa (9-13.5 Hz).

Estos efectos refieren a que la EETF interrumpe los procesos de sincronizacion
disminuyendo la frecuencia de oscilaciones de actividad rapida, lo cual evitaria la
propagacion de las crisis. La disminucion de potencia en las bandas de baja
frecuencia indicaria que la estimulacion interfiere también con los mecanismos de
iniciacion de actividad hipersincrénica por lo que aplicar la EETF antes de
comenzar una crisis provocaria modificaciones en el tejido para hacerlo mas
resistente a procesos de reclutamiento neuronal.

La inclusion de farmacos que interfieren con procesos epileptégenos ha sido una
alternativa que podria emplearse conjuntamente con la EETF con el fin de
incrementar la efectividad en el control de las crisis y sus secuelas. La aplicacion
de EETF preventivamente (300 Hz, 50 mA, pulsos bifasicos de 200 us) en
conjunto con dosis subefectivas de diazepam (0.41 mg/kg via IP) resulta en una
proteccion total contra las crisis con incrementos en la latencia a la primera
mioclonia, crisis generalizadas y el establecimiento del SE por pilocarpina
comparado con animales que so6lo recibieron un tratamiento. Ademas, se observa
una disminucion significativa de muerte neuronal hipocampal (CAl1, CA3 y giro
dentado) por excitotoxicidad.

Estos resultados sugieren que la ETF via ETAC de forma preventiva disminuye la
actividad convulsiva de manera significativa, efecto que es potenciado por la
administracion subefectiva de diazepam durante las crisis convulsivas, evitando
asi su evolucion a SE. El hecho de que se utilicen dosis subefectivas de este
farmaco podria mejorar la calidad de vida del paciente, aminorando notablemente
los frecuentes efectos secundarios. La potenciacion en los efectos del diazepam
por la EETF podria ser debido a la activacion de interneuronas inhibitorias,
modulando asi la actividad excitatoria que patrticipa en el desencadenamiento de
las crisis y la culminacion del SE (Besio, Cuellar-Herrera, Luna-Munguia, Orozco-
Suarez & Rocha, 2013).
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5 JUSTIFICACION Y
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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5.1. Justificacion del problema

Las terapéuticas de neuromodulacion eléctrica se establecen como una alternativa
eficaz en el control de las crisis epilépticas una vez que se ha confirmado el
fenbmeno de farmacorresistencia, sin embargo, las técnicas de estimulacion
transcraneal presentan menos efectos colaterales que otros tipos de tratamiento y
se muestran como una forma mas viable para el control de crisis en sindromes
epilépticos como la ELT. El analisis de los efectos antiepilépticos y anticonvulsivos
que ofrecen los distintos protocolos de estimulacion transcraneal asi como de sus
efectos colaterales hacen necesario el replanteamiento de los dispositivos
eléctricos hacia prototipos mas eficaces, por lo que la decision de emplearlos se
basa principalmente en los siguientes puntos:

1. EIl evitar procedimientos invasivos como cirugias mayores que pueden
comprometer regiones cerebrales de importancia para el funcionamiento
normal de las funciones ejecutivas y que podrian disminuir
considerablemente la calidad de vida del paciente. La aplicacion de
técnicas transcraneales de neuromodulacibn no presentan riesgo de
rechazo en el dispositivo y no presentan disminucion significativa de su
eficacia en el control de crisis.

2. Optimizar el manejo de los equipos especializados y el personal técnico
empleados en la neuromodulacién eléctrica. De manera frecuente la
modulacién de la distribucion espacial del campo eléctrico y de la sefal
versus el ruido generado son dificultades para la induccién efectiva de un
estimulo que maximice la sensibilidad de la respuesta neuronal sin
incrementar la intensidad de corriente y sin reducir la focalizacion. Las
nuevas configuraciones en los conductores inducen campos eléctricos
eficaces gracias a una equivalencia de corriente constante, por ello que el
desarrollo de nuevos dispositivos esta enfocado en mejorar la distribucion
de corriente mediante la combinacion de configuraciones de estimulacion.
De esta forma se impiden dafios al tejido, disminuyen los efectos adversos
y se conserva la eficacia en el control de crisis. EI manejo adecuado de
estas variables reduciria en forma significativa los costos para el paciente.

Uno de estos tipos de neuromodulaciéon es la EETF via ETAC, y los hallazgos
reportados parecen posicionar a este tipo estimulacion como una alternativa para
distribuir eficazmente los potenciales eléctricos del campo con distintas
configuraciones en el dipolo y con bajas intensidades de corriente, disminuyendo
la generacion del ruido. También, los costos de personal especializado para
evaluarlo se verian disminuidos por la facilidad de su operacion. Este tipo de
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estimulacién ha demostrado experimentalmente no generar dafios en el tejido que
es sometido al estimulo ni provoca, al menos en los primeros ensayos
conductuales, alteraciones motoras o0 cognitivas. Ademas, los resultados
encontrados en modelos experimentales de crisis inducidas por agentes quimicos
son prometedores, disminuyendo significativamente la actividad epileptiforme.

5.2. Planteamiento del problema

La estimulacién eléctrica transcraneal focal via electrodos tripolares de anillo
concéntrico tiene un efecto significativo sobre la modulacion y atenuacion de las
crisis en varios modelos experimentales de una manera no invasiva y que puede
ser utilizada para la epilepsia intratable. Sin embargo, sus efectos sobre la
progresion de la epileptogénesis son aun desconocidos, pues no se han descrito Si
existen diferencias entre el desarrollo de crisis parciales y su transicion a crisis
generalizadas.

Tomando en cuenta que la efectividad de los tratamientos aplicados mediante
estimulaciéon eléctrica y magnética depende fundamentalmente de la posicion e
intensidad del campo eléctrico que generan sobre regiones especificas del
cerebro, se vuelve imperativo investigar si los efectos de la EETF son capaces de
interferir con el desarrollo de un foco epiléptico y su posterior generalizacion a
otras areas utilizando como modelo de epileptogénesis el KEA, y también si estos
cambios dependen de si la estimulacion es inducida de manera responsiva
(interferencia con los mecanismos de iniciacion de la PD) o preventiva
(interferencia con los mecanismos plasticos que gradualmente resultan en el
establecimiento de un foco epileptogénico).

Siendo asi, se pueden formular de manera general la siguiente pregunta de
investigacion:

e ;Cual es el efecto de la EETF via ETAC sobre la progresion de la
epileptogénesis utilizando el kindling eléctrico amigdalino?

Especificamente:
= ;Cudl es el efecto de la EETF via ETAC aplicada de forma responsiva

sobre la progresion de la epileptogénesis una vez que se han establecido
las crisis parciales utilizando el kindling eléctrico amigdalino?
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= ;Cudl es el efecto de la EETF via ETAC aplicada de forma preventiva sobre
la progresion de la epileptogénesis inducida por el kindling eléctrico
amigdalino?

= ;Qué efecto ejerce la EETF via ETAC aplicada de forma responsiva y
preventiva sobre la susceptibilidad a las crisis parciales y generalizadas?

= :Los protocolos de EETF via ETAC responsiva y preventiva podran

disminuir de forma significativa la potencia espectral de la actividad EEG
durante la actividad post-ictal?
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O HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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6.1. Variables

6.1.1. Variables independientes

Estimulacién eléctrica mediante kindling eléctrico amigdalino: un
estimulo cada 24 horas hasta desarrollar 3 CCGTC de forma consecutiva.

EETF via ETAC aplicada de forma responsiva y preventiva: de
forma responsiva mediante un estimulo de forma simultanea a la aplicacion
de kindling eléctrico, de forma preventiva mediante un estimulo durante 10
dias, después se aplica conjuntamente con el kindling eléctrico.

6.1.2. Variables dependientes

Numero de estimulaciones necesarias para presentar una crisis
generalizada.

Duracion y frecuencia de la PD: medida con la duracion en segundos y
el nimero de ciclos por segundo.

Permanencia en los estadios conductuales del KEA: medida a
través del numero de estimulaciones por cada estadio conductual.
Potencia espectral de la actividad EEG: obtenida mediante el voltaje
de las ondas en una determinada banda de frecuencia y localizado en un
punto especifico del tiempo.

6.2. Hipotesis
La estimulacion eléctrica transcraneal focal via electrodos tripolares de anillos
concéntricos aplicada de forma responsiva y preventiva:

1. Incrementard el numero de estimulaciones necesarias para presentar
una crisis convulsiva generalizada ténico-clénica.

2. Disminuird la duracion de la PD amigdalina durante el proceso de
epileptogénesis inducida por KEA.

3. Disminuira la frecuencia (severidad) de la PD amigdalina durante el
proceso de epileptogénesis inducida por KEA.

4. Aumentara la permanencia en los estadios conductuales del KEA
correspondientes a las crisis parciales.

5. Disminuird la potencia espectral de la actividad EEG cortical y
amigdalina durante la epileptogénesis comparando el periodo de linea
base y el periodo postictal.
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6.3. Objetivos

6.3.1. Objetivo general
Analizar el efecto de la EETF via ETAC de forma responsiva y preventiva sobre la

progresion de la epileptogénesis inducida a través del KEA en ratas macho adultas
de la cepa Wistar.

6.3.2. Objetivos especificos
Analizar el efecto de la EETF via ETAC aplicada de forma responsiva y preventiva

en los siguientes componentes:

1.

Numero de estimulaciones necesarias para la primera crisis convulsiva
generalizada ténico-clonica.

La duracién de la PD amigdalina durante la epileptogénesis inducida por
KEA.

La frecuencia (espigas/segundo) de la PD amigdalina durante la
epileptogénesis inducida por KEA.

La permanencia y evolucion de en cada estadio conductual del KEA.

La potencia espectral de la actividad EEG cortical y amigdalina comparando
los periodos de linea base y postictales de la estimulacion por KEA en
funcioén de los estadios I, 1l y V.
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{ MATERIALES Y METODOS
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7.1. Aparatos

Aparato estereotaxico David Kopf modelo 14

Estacion para soldar (Weller)

Taladro estereotaxico (FOREDOM modelo 21b)

Estimuladores GRASS S88 y S88X

Unidades de aislamiento (GRASS PSIUG6)

Poligrafo GRASS 78D de 14 canales con amplificadores PK511

Sistema de adquisicion analogo-digital (ADQCH4) desarrollado en el laboratorio
Puente de impedancias (Quadn Tech Inc 1750 LCR Digibrige)

Puente de impedancias (OTTO-500)

Videocamara (NIKON COOLPIX S4400 y PANASONIC HC-V10)

Computadora DELL y HP ProDisplay P201 y paqueteria de computo para analisis
de datos (SPSS).

Multimetro (PROAM)

Osciloscopio Tektronix (TDS 3014B)

Vibratomo para cortes histolégicos PELCO 101 Sectionary System

7.2. Materiales

Instrumental para cirugia

Acrilico dental (Nic-Tone)

Solvente (Nic-Tone)

Cera de hueso

Gelfoham (SPONGOSTAN Jhonson & Jhonson Medical)
Electrodos epidurales en forma de clavo
Electrodos tripolares de acero inoxidable
Conectores header dobles rectos de 10 puntas
Electrodos Tripolares de Anillo Concéntrico de Oro
Tornillos de acero inoxidable

Trenza de registro

Bascula para roedores (OHAUS)

7.3. Sustancias

Antibidtico (Amoxivet SA)

Relajante muscular (hidrocloruro de xilacina, Sigma 100mg/1ml)

Anestésico disociativo (hidrocloruro de ketamina, Anesket 100mg/1ml)
Pentobarbital sédico (PISABENTAL, Pisa)

Solucién isotonica de cloruro de sodio (DELMED, pisa)

Paraformaldehido

Antiséptico (Alcohol al 96%, yodo, jabon quirtdrgico neutro ANTIBENZIL, agua
oxigenada)

Xilol
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Xileno al 100%

Entellan

Buffer de Nissl (Violeta de cresilo)
Buffer de fosfatos

Alcohol al 100%, 75% y 50%
Agua bidestilada (Mili Q)

7.4. Procedimientos experimentales

7.4.1. Animales experimentales

Para esta investigacion fueron utilizadas 18 ratas macho adultas (de 3 a 4 meses)
de la cepa Wistar con un peso de entre 300 g y 380 g, un ciclo de luz/oscuridad de
12 horas y temperatura constante de 23° C, alojadas en cajas de acrilico con
comida y agua ad libitum. Estos animales fueron proporcionados por el bioterio del
Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Mufiz. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo bajo las especificaciones técnicas de la Norma
Oficial Mexicana de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion NOM-062-Z0O0-1999, para la produccién, cuidado y uso de
animales de laboratorio y con la aprobacion del comité de ética del INPRFM.

7.4.2. Grupos y procedimientos experimentales

Los roedores fueron divididos en tres grupos segun el tratamiento al que serian
sometidos como se ilustra en la figura 24. La descripcién de los procedimientos se
describir4 a continuacion:

1. Grupo control (n = 6): se le implantd un electrodo tripolar para el KEA, se
estimulé diariamente hasta que presentara 3 CCGTC consecutivas.

2. Grupo de Estimulacion Eléctrica Transcraneal Focal Responsiva (EETFR, n
= 6): se le implantd un electrodo tripolar mas un ETAC, se estimuld
diariamente mediante el KEA hasta presentar el estadio Il de la escala de
Racine. A partir de ahi se aplicé el KEA diariamente y un segundo después
la EETF hasta presentar 3 CCGTC consecutivas, con un maximo de 20
estimulos con EETF.

Pagina | 129



3. Grupo de Estimulacion Eléctrica Transcraneal Focal Preventiva (EETFP, n
= 6): se le implantdé un electrodo tripolar mas un ETAC y se aplico
solamente la EETF durante 10 dias previos a la estimulacion por KEA. Al
dia siguiente se aplicé la EETF y un segundo después el KEA diariamente
hasta presentar 3 CCGTC consecutivas, con un maximo de 20 estimulos
con EETF.

Al finalizar el protocolo, a todos los animales se les realiz6 una prueba de
susceptibilidad a las crisis y fueron eutanizados para la posterior verificacion
histoldgica del electrodo.

Cirugia estereotaxica

Prueba de
Aglgdza;a Egsc:llast%r)al Blsqueda 3CCGTC  susceptibilidad
de umbral (estadio V) a las crisis

Control n=6 I 7 dias de recuperaménl I —- I I

Cirugia estereotaxica

i Prueba de
A?:gc;a: Eg,?t'::llast%r)al Busqueda 3CCGTC  susceptibilidad
T de umbral KEA (estadio V)  a las crisis
EETFR n=6 7 dias de recuperaci6én 24 h —- 24 h

Estadio Il
KEA + EETF via ETAC (2 minutos)

Cirugia estereotaxica

¢ Prueba de
A?;'gia,'; Eg?‘,’_,'aa‘%’)a' EETF via ETAC  Busqueda  EETF via 3CCGTC  susceptibilidad
e (2 minutos) de umbral ETAC + KEA (estadio V)  a las crisis

EETFP n=6 I 7 dias de recuperacion 10 dias 24 h I 24h I

Figura 24. Esquema de procedimientos metodoldgicos.

Metodologia para cada uno de los protocolos segun el grupo. Abreviaturas: EETFR (estimulacion eléctrica transcraneal
focal responsiva), EETFP (estimulacion eléctrica transcraneal focal preventiva), ETAC (electrodo tripolar de anillo
conceéntrico), KEA (kindling eléctrico amigdalino), CCGTC (crisis convulsiva generalizada ténico-clonica).

7.4.3. Implante de los electrodos

Todas las ratas fueron anestesiadas intramuscularmente con ketamina (100mg/kg)
y xilacina (100mg/kg). Al grupo control se le implantaron electrodos en la amigdala
del I6bulo temporal izquierdo (AM) con las siguientes coordenadas: AP (anterior-
posterior): - 2.8, L (lateral): 5.0 y H (altura): - 8.5, de acuerdo al Atlas de Paxinos
y Watson en 2007. También se colocaron dos electrodos epidurales de acero
inoxidable en forma de clavo sobre la corteza prefrontal de manera bilateral (2mm
anterior a Bregma), dos tornillos en el craneo a nivel parietal contralaterales a la
AM como referencias y 2 tornillos ipsilaterales, uno prefrontal y otro occipital. La
preparacion fue soldada a un conector header doble recto y se fij6 al craneo con
acrilico dental.
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Para los grupos EETF responsiva (EETFR) y preventiva (EETFP) se les realizé la
misma preparacion soélo que se le afiadié un ETAC con un diametro de 4 mm en el
vértex. Al término de la cirugia los animales fueron puestos de manera individual
en cajas de policarbonato transparentes (37.5 cm x 27 cm x 15 cm) para su
recuperacion por 7 dias con agua y comida ad libitum.

7.4.4. Procedimientos de estimulacién

7.4.4.1. Estimulacion Eléctrica Transcraneal Focal
La EETF se aplico con una corriente de pulsos cuadrados bifasicos durante 2

minutos a una frecuencia de 300 Hz, con una duracion del pulso de 200 us e
intervalo entre pulso de 100 ys a una intensidad de corriente de 2 mA en la
configuracion bipolar concéntrica de cinta, como lo describe la figura 25.

Se hizo la medicién de la impedancia entre los anillos del ETAC con un puente de
impedancias, arrojando un intervalo que variaba entre los 900 Q y 3.6 KQ.

S1e—
$88/S88X

Estimulador $2

Preparacion

I
4mm

Figura 25. Sistema de registro y estimulacion.

A) poligrafo GRASS 78D de 14 canales con amplificadores PK511 utilizado para obtener la sefial analdgica. B) y C)
estimuladores GRASS S88X y S88 respectivamente, utilizados para la EETF y para el KEA. D) electrodo tripolar de anillo
concéntrico (ETAC) con un diametro de 4mm para inducir la EETF. E) conexion especifica de las PSIU6 para inducir la
EETF mediante estimulacion bifasica, + y — corresponden a la polaridad de salida.
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7.4.4.2. Busqueda de umbral de estimulacion y KEA

Una vez que los animales se recuperaron fueron determinados los umbrales de
estimulacién eléctrica para el KEA. Este procedimiento consta de aplicar un
estimulo eléctrico con un tren de pulsos monofasicos con duracion de 1 s, 1 ms de
ancho de pulso a una frecuencia de 60 Hz a partir de una intensidad de corriente
de 50 pA cada 5 minutos, incrementando la intensidad en pasos de 50 pA con un
limite de 500 pA, hasta que el animal presentara un guifio ipsilateral al sitio de
estimulaciéon (estadio | de la escala de Racine) y una breve PD con una duracion
minima de 4 s. Determinado el umbral de activacion, 24 h después se comienza
con el protocolo de KEA, estimulando diariamente con los mismos parametros
hasta que el animal presente 3 CCGTC de manera consecutiva para establecer la
corriente minima para generar una nueva crisis de igual severidad. Paralelamente
al kindling se analizan los cambios conductuales a través de las escala de Racine.
La actividad EEG se registr0 5 minutos previos a la estimulacion (linea base), la
duracion de la PD y 5 minutos posteriores a la finalizacion de la crisis.

7.4.5. Registro electroencefalogréfico

Los registros EEG se llevaron a cabo en una camara de 51 cm x 27.5 cm x 30 cm.
Mediante la utilizacién de un poligrafo GRASS 78D (figura 24, A), diariamente se
registré, preamplificé y filtr6 (1 Hz — 300 Hz) los potenciales eléctricos de la
actividad cerebral del animal. Las sefales obtenidas fueron digitalizadas on-line
(con una frecuencia de muestreo a 500 Hz) utilizando un sistema de adquisicion
analdgica-digital (ADQCH4) disefiado en el Laboratorio de Neurofisiologia del
Control y la Regulacion del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente
Mufiz (Fernandez-Mas et al., 1998, Magdaleno-Madrigal et al., 2002; Valdés-Cruz
et al., 2008). El registro y posterior analisis se extendieron hasta 5 minutos pre y
post-ictales, pues las crisis pueden llegar a durar hasta 3 minutos.

En el grupo control se registraron 12 minutos de los cuales 5 minutos son de LB,
un periodo variante de 0 a 2 minutos del KEA y su PD y 5 minutos finales de
efectos post-ictales.

En los grupos que recibieron la EETF, los pertenecientes al grupo EETFR fueron
registrados diariamente alrededor de 13 minutos distribuidos de la siguiente forma:
una LB de 5 minutos, un periodo variante de 0-3 minutos donde se presentaban
tanto el KEA como la EETF, y 5 minutos postestimulacion.
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Para el grupo EETFP se realiz6 un registro diario por 10 dias de aproximadamente
12 minutos: 5 minutos de LB, 2 minutos de EETF y 5 minutos postestimulacion. Al
siguiente dia se registraron después un total de 14 minutos: 5 minutos de LB, 2
minutos de EETF, un periodo variante de 0-2 minutos de la PD por KEA y 5
minutos postestimulacion.

Los registros correspondientes a cada grupo se muestran en la figura 26. Las
variables analizadas para los registros EEG fueron la duracion y frecuencia de la
PD correspondiente a la AM.

Grupo control

Periodo de linea base de 5 minutos Periodo post-ictal de 5 minutos

3.54 mV

12 minutos

KEA y postdescarga (0-2 minutos)

2 Grupo EETFR

------------------------ * T T T T T T T T T T T s minutos

KEA + EETF 1 s después (0-3 minutos)

Grupo EETFP

' | 3.54 mv

EETF, 2 minutos

' . ! 3.54 mvV
EETF, 2 minutos KEAy postdescarga (0-2 minutos) 14 minutos

Figura 26. Registros EEG representativos de la AM.

Periodos de estimulacién para cada uno de los grupos. En 1) registro del grupo que sélo recibi6 kindling; en 2) registro para
EETF responsiva; en 3) para A) registro correspondiente a los 10 dias de EETFP y B) registro al aplicar EETFP por dos
minutos y después el KEA. Obsérvese las caidas de voltaje en los registros durante la EETFR y EETFP y disminucién en la
frecuencia y amplitud de la post-descarga.
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7.4.6. Analisis de la potencia espectral

El comportamiento de varios fenémenos fisiolégicos puede ser descrito mediante
una sefal en el dominio del tiempo, es decir, cuya variable dependiente es el
tiempo y la variable independiente es la amplitud, como lo es el EEG. El andlisis
de Wavelets es la primera aplicacion practica del analisis de datos obtenidos de
registros neurofisioldgicos, considerandose como una herramienta fundamental
para comprender las dinamicas de los sistemas neuronales. Este procedimiento
matematico permite el estudio de los complejos estructurales de una sefial emitida
por un sistema vivo, mediante el procesamiento digital de los componentes
oscilatorios no estacionarios. La funcion de ondeleta o Wavelets es una onda de
corta duracion donde la energia es finita y se encuentra concentrada en el tiempo,
siendo el analisis de sefiales no estacionarias su principal caracteristica (Hramov,
Koronovskii, Makarov, Pavlov & Sitnikova, 2015; Sdnchez-Pifia, 2016).

El primer analisis de la sefial consiste en el espectro de potencia, el cual revela la
ocurrencia de distintos componentes armoénicos (variaciones de la sefial senoidal
gue se acoplan en un rango de frecuencias, estructurando asi un ciclo) sin proveer
informacion relacionada a su localizacion en el tiempo. Se puede ejemplificar una
sefial como la suma de dos funciones armédnicas con distintas frecuencias
angulares representadas por w1y wo.

El espectro |S(w)| producido de ambas sefales se caracteriza por dos picos de
actividad de potencia que corresponden a ambas frecuencias que son
practicamente similares. El espectro es incapaz de proveer informacion acerca de
las frecuencias que pueden ser diferenciadas y analizadas debido a que no se
conoce si la sefial es una superposicion de dos funciones arménicas 0 si son dos
componentes distintos en diferentes intervalos de tiempo. Si los componentes de
frecuencia aparecen o desaparecen en esos intervalos con cambios sutiles, otra
técnica es requerida. La transformada de Fourier es una poderosa herramienta
para examinar series de tiempo con parametros constantes, llevando a cabo la
integracion de toda la sefial con un intervalo de tiempo integrado infinito, tal que el

espectro queda:
+00

S(w) = J x(t)ewtdt

“o0
Cada uno de los componentes de frecuencia hace una contribucion de su
proporcion con la del espectro completo, asi se pueden detectar caracteristicas
ritmicas en la sefal, no obstante, aun es imposible revelar su localizacién en el
tiempo. Las funciones oscilatorias infinitas armoénicas seno y cosenoidales no
pueden ser aplicadas para localizarse en el andlisis espectral.
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Como consecuencia se deben replantear los componentes temporales pasando de
la integracién sobre un intervalo de tiempo infinito (—oo, +00) a una integral definida
en una ventana de tiempo con duracion 2T finita tal que [t, — T, t, + T] donde t, es
el tiempo en el cual se pueden localizar los componentes de una frecuencia
definida en la sefial y T la longitud de la ventana, quedando:

to+T

S(w, ty) = f x(t)e@tdt

to—T
Para evaluar las dinAmicas de los componentes de frecuencia a través del tiempo
se debe entonces limitar la observacién a una ventana generando un espectro
compacto dependiente de t,. El espectro de potencia cambia conforme el
movimiento de la observacién en la ventana es movido a lo largo del eje x (tiempo)
como se aprecia en la figura 27A. Siendo t, la variable de partida, el espectro
S(w, ty) debe ser considerado como una funcién de dos dimensiones. A este tipo
de analisis rectangular de la ventana se le llama transformada rapida de Fourier,
usando este operador con la menor longitud 2T de la observacion se localiza la
aparicion o desaparicion de los componentes de frecuencia con una sefial mucho
Mas precisa.

Para detectar la dinAmica de tales componentes durante todo el intervalo de la
ventana, una serie de transformaciones de la misma sefal con distintos anchos
2T de la observacion, consideran al espectro S(w,t, T) dependiente de tres
variables en vez de dos, por lo que la representacion en el espacio necesita de al
menos cuatro dimensiones. Con el fin de reducir el nimero de variables se puede
relacionar la frecuencia w del arménico con la longitud de la observacion T, asi
para cada valor de T se puede usar w = w, = 2nn/T, donde n € N (nUmero de
periodos que llenan los espacios faltantes en la longitud de la ventana), asi la
transformada rapida de Fourier queda:
to+T
2nn
S(T,ty) = j x(t) exp (—iTt> dt, n>0
to-T

Por ultimo, en el espacio tridimensional (w,ty, T), donde la funcion S(w, t,, T) es
definida, la superficie o es introducida, tal consideracion suplementaria es
construida a traves de los puntos en la superficie como en la figura 27B, quedando
la medicion en 4 dimensiones (Hramov, Koronovskii, Makarov, Pavlov & Sitnikova,
2015). Asi el andlisis brinda informacién sobre los componentes de frecuencia en
su magnitud, su localizacién en el tiempo a un punto dado y en todo el segmento
de la ventana.
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Figura 27. Andlisis de la transformada rapida de fourier.

En A) obsérvese las variaciones en la oscilacién y en los espectros de potencia conforme la medicion t, es aplicada a lo largo del eje tiempo hasta completar la ventana 2t establecida,
obsérvese también como el componente de frecuencia y el periodo en la dinAmica oscilante modifican la intensidad del espectro. En B) para la medicion de potencia absoluta se considera al

espectro S en funcion de (w, ty, T) generandose un valor o que incluye las 4 dimensiones (frecuencia, observacion de la ventana, longitud de la ventana y valor de potencia). Modificado de

Hramov, Koronovskii, Makarov, Pavlov & Sitnikova, 2015.
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La aplicacion de tales algoritmos matematicos son empleados para el andlisis
digital de EEG, tomando en cuenta que la sefial es una secuencia de valores
discretos que representan la medicién de potenciales eléctricos en funcion del
tiempo. En suma, un método aplicable en el dominio del tiempo y la frecuencia es
de utilidad para analizar variaciones no estacionarias en la composicién espectral,
caracterizando al EEG en un complejo tiempo-frecuencia. Emplear el método
Wavelets permite entonces el estudio de fendmenos de sincronizaciéon en
diferentes areas del cerebro, varias de ellas operan de esa forma en condiciones
normales (como procesos cognitivos) o patologicas (como la epilepsia). Las
descargas epileptiformes presentan periodos de sincronizacién no estacionarios
en distintos rangos de frecuencia, las cuales varian en su intensidad dependiendo
de la actividad convulsiva, por lo que este analisis puede ser aplicado para evaluar
los efectos de tratamientos de neuromodulacion eléctrica como la EETF via ETAC,
gue interfieren y alteran estos patrones oscilantes.

Para analizar los cambios transitorios de la actividad post-ictal debido a la
aplicacion de EETF se llevé a cabo un andlisis off-line de la potencia espectral
utilizando el método de Wavelets, eligiendo un registro EEG de los estadios
conductuales I, lll y V segun los criterios de la escala de Racine, los que
corresponden a las crisis parciales, crisis generalizadas y CCGTC
respectivamente. En cada uno de esos registros se tomaron ventanas de tiempo
de 5 minutos de los periodos de LB y postestimulacion y se filtraron en las bandas
de frecuencia de 0-4 Hz, 5-7 Hz, 8-14 Hz y de 15-30 Hz. El espectro de potencia
fue calculado para ambas cortezas y la AM mediante la generacion de un arreglo
espectral compacto que distribuye graficamente la actividad de la potencia
espectral en el dominio del tiempo durante los 5 minutos. Posteriormente los
valores numéricos de potencia correspondientes a cada una de las bandas de
frecuencia y de cada condicion fueron normalizados utilizando la unidad tipificada
(normalizacibn Z) para cada conjunto de datos, permitiéndonos tener una
centralizacidén (sustraer la media a cada uno de los valores que la componen) y
una reduccién (cociente de todos valores centralizados por su desviacion
estdndar) de cada una de las mediciones, con lo cual los datos son
independientes de la escala de medicién y tienen una misma media y dispersion.

Esta definicion esta dada por la férmula muestral:
X; — X

7 =
S

Donde z es el valor de la unidad tipificada o normalizada, x; el valor derivado de la
muestra de datos, X la media muestral y s el valor de desviacién estandar, esos
valores fueron promediados para cada banda de frecuencia en épocas de 1
minuto.
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7.4.7. Registro conductual

El registro conductual se llevo a cabo utilizando una videocamara y se analizo off-
line de acuerdo a la clasificacion propuesta por Racine en 1972: estadio | que
presenta movimientos faciales (guifio ipsilateral al sitio de estimulacion), estadio I
con movimientos oro-faciales y de cabeceo (masticacion y nodding), estadio Il
que presenta mioclonias de las miembros anteriores, estadio IV donde hay un
levantamiento del tren anterior (rearing o posicion de canguro) para asi culminar
en el estadio V que presenta al rearing, una pérdida de postura y la caida del
animal.

7.4.8. Analisis histologico

Al finalizar el protocolo experimental, los animales fueron anestesiados con una
sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sédico para evitar dolor durante los
procedimientos de perfusién. Con el fin de retirar el flujo sanguineo del tejido
cerebral se realizO una perfusion via cardiaca con buffer de fosfatos y
formaldehido al 10% a través del ventriculo izquierdo. Una vez terminado esto el
cerebro fue extirpado para sumergirlo en formaldehido al 10% por al menos 24 h.

Utilizando un vibratomo, se procedid a obtener cortes histoldgicos coronales
seriados de aproximadamente 100 um de la seccion que contenia la trayectoria
del electrodo y posteriormente se montaron en portaobjetos gelatinados. Para
incrementar el contraste de las estructuras analizadas se utilizé la técnica de
tincién de Nissl, sumergiendo los portaobjetos en una solucién de xileno 100%,
alcohol a diferentes concentraciones (100%, 75% y 50%) y en buffer de Nissl. Por
altimo, los cortes fueron digitalizados para verificar que el sitio de registro y
estimulacion fuera la AM.

7.4.9. Andlisis estadistico

Las pruebas estadisticas que se utilizaron fueron: un ANOVA de un factor
(comparacion de permanencia en cada estadio conductual, duracién y frecuencia
de la PD entre grupos y comparacion de niamero de estimulaciones para presentar
la primera CCGTC entre grupos) con una prueba de rango post hoc de Bonferroni
para las comparaciones multiples inter-sujeto (diferencias significativas con una
p<0.05). La prueba de rangos de Wilcoxon para muestras relacionadas (comparar
diferencias de los umbrales iniciales tomado como 100% para cada uno de los
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grupos, con el umbral para las crisis parciales y las CCGTC) (diferencias
significativas con una p<0.05).

Para los datos de potencia espectral se utilizo el modelo lineal general de ANOVA
de 2 factores con interaccion, donde cada puntuacion se describe por la expresion
lineal Vijk =uT+ai+ﬁj+(aB)ij+eijk , donde p_es la media global de la
poblacion, a; el promedio del efecto del tratamiento en el factor grupo (Control,
EETFR, EEFTP), Bj el promedio del efecto del tratamiento en el factor condicion

(linea base y periodo posti-ctal), (ap);; el efecto de la interaccion entre factores, y
& €l error experimental asociado a cada puntaje.

Los tratamientos experimentales pueden presentar efectos debido a la préactica
(efecto durante el transcurso de la medicién) y efectos de arrastre (efecto
diferencial en todas las condiciones dependientes del efecto acumulado) por lo
gque se optod por realizar un modelo de 2 factores con medidas repetidas, teniendo
como factores inter-sujetos el grupo experimental y como factor intra-sujeto la
condicién, con la variable tiempo como medida repetida para cada una de las
bandas de frecuencia (0-4 Hz, 5-7 Hz, 8-14 Hz, 15-30 Hz) y para cada estadio
conductual (1,111,V). El criterio de rechazo a la hip6tesis nula se basoé en la prueba
de homogeneidad de varianzas W de Mauchly con una W<0.05. Los datos se
expresaron como media * error estandar de la media y las diferencias se
consideraron significativas para p<0.05 segun la tendencia polinémica de los datos
(lineal, cuadratica, cubica o de orden 4). Los andlisis de realizaron con el
programa  IBM SPSS  Statistics  versién 21.0 para  Windows.
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8 RESULTADOS
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8.1. Verificacion histologica

El analisis histolégico realizado muestra que los electrodos tripolares para la
estimulacion y registro electroencefalografico se situaron dentro de la amigdala, la
trayectoria unilateral se puede observar en la figura 28. Aquellos animales con
trayectorias distintas fueron descartados para el andlisis de datos.

Figura 28. Histologia para verificacion de trayectoria del electrodo.
Corte coronal (100 pm de grosor) representativo, tefiido con la técnica de nissl. Comparacién del corte con la trayectoria del

electrodo (derecha) y el corte del atlas histolégico de Paxinos & Watson en 2007 (izquierda). la flecha negra indica el sitio
de registro y estimulacién en la AM de la porcién basolateral del l6bulo temporal izquierdo.
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8.2. Estimulaciones necesarias para presentar la primera
crisis convulsiva generalizada tonico-clonica

El promedio de estimulaciones en la AM para presentar la primera crisis
convulsiva generalizada es de aproximadamente 15, por tanto, al probar la EETF
es de esperarse que el promedio incremente en los animales tratados. Como se
puede observar en la figura 29, no se observaron diferencias estadisticas
significativas entre los grupos que recibieron EETF en comparacion con el grupo
control, no obstante, es posible observar un claro retardo en la epileptogénesis
para el grupo de animales que recibieron la EETFP, observando una menor
duracion en sus crisis y la imposibilidad de presentar las 3 CCGTC de manera

consecutiva.
. Control . EETFR . EETFP
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Estadios conductuales @

Figura 29. Distribucién poligonal de le evolucién de la epileptogénesis a través de los dias.

Midiendo en A) la duracién de la PD en segundos a través de los dias, y en B) el desarrollo de los estadios conductuales.
Notese que el grupo EETFP presenta una menor duracion de la PD y requiere mas dias de estimulacion para presentar 3
CCGTC. ANOVA de un factor, gréaficas * error estandar de la media.

8.3. Desarrollo de la epileptogénesis: permanencia,

duracion y frecuencia
Con el fin de evaluar el proceso de generalizacion de las crisis convulsivas, se
hizo un andlisis del nUmero de estimulaciones que se requirieron para provocar un
cambio en el patron de generalizacion y con ello desarrollar un estadio conductual
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de mayor severidad, segun la escala de Racine. No se mostraron diferencias
significativas entre grupos, sin embargo, es posible notar que el grupo control tiene
una menor permanencia al llegar al estadio IV (crisis generalizadas) lo que
indicaria una facilitacion para presentar posteriormente una CCGTC. También se
observa el incremento de permanencia en el estadio Il (crisis generalizadas) en el
grupo EETFP, lo que indicaria un posible efecto protector contra la generalizacion
de las crisis (figura 30).

B contror [} eeTFR ] EETFP

81
7
6
54
4
3
24
11
04

>

Numero de estimulaciones

| Il m \Y

Figura 30. Permanencia durante la epileptogénesis.

Histograma que presenta el nimero de estimulaciones aplicadas en cada estadio conductual segun la escala de racine
durante la epileptogénesis. Notese la disminucion de permanencia en el estadio 1V del grupo control y el incremento en el
estadio Il del grupo EETFP. El grupo EETFR permanecié constante en sus valores. ANOVA de un factor, gréficas + error
estandar de la media.

Debido a que cada estadio conductual esta asociado a un grado de severidad en
las crisis convulsivas, es de importancia conocer la dinamica de las variables
duracion y frecuencia, reflejadas en el registro EEG durante la PD.

A pesar de que no se observaron diferencias significativas, como se puede
observar en la figura 31, el grupo EETFP present6 una menor duracién de la PD
mientras que el grupo que recibié EETFR tuvo una disminucion de la severidad en
las crisis al presentar menor frecuencia, ambos efectos producidos durante las
crisis parciales (estadios | y Il) y su transicion hasta las crisis generalizadas
(estadio ).
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Figura 31. Duracién y frecuencia de la PD.
Histogramas que presentan en B) promedio de la duracién de la PD en segundos y en C) la frecuencia (espigas por
segundo) medida en Hz en funcién del estadio conductual presentado. Obsérvese como el grupo EETFP muestra una
menor duracién de la PD mientras que el grupo EETFR presenta una menor frecuencia de espigas, ambos efectos durante

las crisis parciales (estadio | y 1) y la transicion a crisis generalizadas (estadio 1ll). ANOVA de un factor, gréficas + error
estandar de la media.

8.4. Sensibilizacién por KEA: prueba de susceptibilidad a

las crisis parciales y crisis generalizadas
Después del protocolo de estimulacién por KEA existe una sensibilizacion del
cerebro para que una crisis pueda ser evocada, por lo cual es necesaria una
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prueba que mida que tan sensible se ha vuelto el tejido para generar una PD y su
posterior generalizacidn. La prueba de susceptibilidad nos indica si el animal se ha
vuelto mas sensible comparando la cantidad de corriente inicial para estimular que
fue determinada en la busqueda de umbral, con la corriente necesaria para
provocar una crisis parcial y una CCGTC, asi el valor de corriente inicial adquiere
una proporcion de 100%. La figura 32 muestra como los animales tratados con
EETFR y EETFP no muestran un incremento de corriente para provocar una crisis
parcial, teniendo su efecto protector en la evocacion de una CCGTC al
incrementar el porcentaje de corriente.

. Control . EETFR . EETFP
B

A
1003 140
904
120
804
703 * 100 +
Q
= 604 T
€ t 80
840- E 60
304 404
204
204
103
0: 0

Figura 32. Prueba de susceptibilidad a las crisis.

En A) porcentaje de corriente necesario para provocar una crisis parcial y B) porcentaje de corriente necesario para
provocar una CCGTC, ambos valores comparados contra el umbral inicial. Nétese que los grupos que recibieron EETF ya
sea responsiva o preventiva, requirieron de mayor corriente para provocar una CCGTC (comparacion de grupos en
condiciones antes-después; diferencias significativas con * p<0.05. Gréficas +* error estandar de la media).

8.5. Variaciones en la potencia espectral
Para realizar un analisis que presentara los cambios durante la evolucién de la

epileptogénesis se hizo una agrupacion de los registros EEG de acuerdo a los
estadios I, Ill y V asi se evallan las variaciones en las crisis parciales, crisis
generalizadas y las CCGTC. Cada uno de estos estadios conductuales presenta
diferencias dramaticas no solo conductualmente, electrograficamente se da un
incremento gradual de la duracion y frecuencia en la PD ademas de manifestarse
actividad post-ictal como se observa en la figura 33.
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Figura 33. Trazos EEG representativos de cada estadio conductual analizado.

Arriba, registro correspondiente al estadio | o crisis parcial. Centro, registro del estadio Ill o crisis generalizada. Abajo,
registro de un estadio V o CCGTC. Se pueden notar los cambios graduales en duracion y frecuencia ademas de
presentarse un incremento de la actividad post-ictal en los estadios donde se han generalizado las crisis. KEA, kindling
eléctrico amigdalino; CP, crisis parcial; CG, crisis generalizada; CCGTC, crisis convulsiva generalizada ténico-clonica; AM,
amigdala; Cx P Izq, corteza prefrontal izquierda; Cx P Der, corteza prefrontal derecha.
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Figura 34. Espectrogramas representativos de potencia.

Espectros (0-30 Hz) de los tres grupos durante el periodo post-ictal del registro EEG de la AM basolateral y ambas cortezas prefrontales en los estadios conductuales correspondientes a
crisis parciales (estadio 1), transicién a crisis generalizadas (estadio 1ll) y CCGTC (estadio V). Los valores maximos en colores cdlidos indica una mayor potencia mientras que los valores
minimos en colores frios indican menor potencia. Nétese las variaciones de la potencia en las frecuencias de 1-15 Hz de la AM, corteza prefrontal izquierda y derecha en los estadios Il y V
(indicado en las flechas negras) que presentan menor densidad en los grupos a los que se les aplic6 EETF, disminucion que es mas notable en el grupo EETFP.

Pagina | 147



Para poder analizar las variaciones senoidales en los trazos EEG se generaron
espectrogramas de potencia por cada uno de ellos en la banda de 0-30 Hz. La
evaluacion cualitativa de los espectros de potencia mostré variaciones en la potencia en
las frecuencias de 1-15 Hz de la corteza prefrontal izquierda y derecha con una
disminucién de la actividad en el grupo EETFR en comparacion con el control, no
obstante, esta reduccion en el espectro es mas notable para los animales con EETFP,
manteniéndose en los 5 minutos posteriores a la PD como se muestra en la figura 34.

Cabe destacar también que en el grupo EETFP se muestra una gran disminucion de
potencia en la evolucion temprana de la epileptogénesis (estadio 1) en ambas cortezas
para las frecuencias de 1-10 Hz. Respecto a la AM los cambios fueron observados
durante los periodos de generalizacion de las crisis (especificamente en el estadio V)
donde hubo una reduccion de la potencia en el grupo EETFP, y en la evolucion
temprana con una marcada reduccién de potencia pata el grupo de EETFR. El analisis
cuantitativo de la potencia fue dividido en bandas de frecuencia especificas,
comparando el periodo de LB con la post-estimulacion y para cada estadio conductual
en la AM y ambas cortezas.

8.5.1. Dindmica de la potencia espectral en la amigdala

Variaciones en el estadio |: se observa una disminucion de la potencia en el grupo
EETFP durante el periodo post-ictal en la banda de 0-4 Hz (p = 0.035), mientras que en
la banda de 15-30 (p = 0.019, p = 0.030) Hz se presenta una disminucién de los grupos
EETFP y EETFR (véase figura 35, EST I, 0-4 Hz, 15-30 Hz).

Variaciones en el estadio Ill: la EETFP exhibié una reduccién significativa de la
potencia espectral en todas las bandas de frecuencia, siendo mas notable en las
bandas de 8-14 Hz (p = 0.06, p = 0.032) y 15-30 Hz (p = 0.018, p = 0.002) en
comparacién con el grupo control y el grupo EETFR (véase figura 35, EST IlI).

Variaciones en el estadio V: la reduccion del poder espectral es significativa para la
EETFP y EETFR en comparacion con el control, especificamente al inicio de de
actividad paroxistica y en su terminacion durate el periodo post-ictal en las bandas de
0-4 Hz (p = 0.010, p = 0.033), 8-14 Hz (p = 0.013, p = 0.015) y 15-30 Hz (p = 0.001, p =
0.03) (véase figura 35, EST V).
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Figura 35. Variaciones de la potencia espectral en la AM con tratamiento por EETF.
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Valores de potencia normalizada (Z = ((x; — x)/s)) correspondientes a las bandas de frecuencia de 0-4 Hz, 5-7 Hz, 8-14 Hz y 15-30
Hz, comparando el periodo de linea base con el periodo post-ictal de la PD amigdalina en los estadios conductuales I, Il y V del
KEA. Nétese los cambios en la potencia para los estadios Il y V, con una disminucion constante para el grupo EETFP en las
bandas de 8-14 Hz y 15-30 Hz. El grupo de EETFR ejercié su mayor efecto durante el estadio V en las bandas de 0-4 Hz, 8-14 Hz y
15-30 Hz. Diferencias estadisticas en * p<0.05, tiempo; ** p<0.05, tiempo-condicién; + p<0.05, tiempo-grupo; © p<0.05, condicion

grupo; % p<0.05, tiempo-condicién-grupo. Gréaficas + error estandar de la media.
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A manera de sintesis se puede observar que la EETFP tiene un efecto protector contra
las crisis ipsilaterales en la AM, disminuyendo la potencia espectral en en los estadios
tempranos de la epileptogénesis en la banda de 0-4 Hz, 8-14 Hz y 15-30 Hz. La EETFR
ejerce su efecto contra las crisis presentando una notable disminucion de la potencia en
los estadios de mayor severidad en la banda de 8-14 Hz y 15-30 Hz.

8.5.2. Dinamica de la potencia espectral en la corteza prefrontal
izquierda

Variaciones en el estadio I la EETFP disminuye la potencia en las bandas de
mayor frecuencia, especificamente de 8-14 Hz (p = 0.035) y 15-30 Hz (p = 0.003, p =
0.005) en la transicion del periodo post-ictal, comparandose contra el control (véase
figura 36, EST |, 8-14 Hz, 15-30 Hz).

Variaciones en el estadio Ill: la EETFP ejerce su mayor efecto al reducir
significativamente la potencia en las bandas de 0-4 Hz (p = 0.001), 8-14 Hz )p = 0.04) y
15-30 Hz (p = 0.012) en los periodos finales de la actividad post-ictal comprandose con
el control y el grupo EETFR (véase figura 36, EST Ill, 0-4 Hz, 8-14 Hz, 15-30 Hz).

Variaciones en el estadio V: se observa una disminucién de la potencia espectral
en el grupo de EETFR en la transicion de la actividad post-ictal que es mas notable
hacia la culminacién de ese periodo en todas las bandas de frecuencia. La EETFP
presenta un comportamiento parecido con marcadas disminuciones durante el
comienzo y terminacioén de la actividad post-ictal. Efectos comparados contra el grupo
control (0-4 Hz, p = 0.031, p = 0.047; 5-7 Hz, p = 0.005; 8-14 Hz, p = 0.02, p = 0.036;
15-30 Hz, 0.017) (véase figura 36, EST V).

Los cambios en la Cx P Izg se resumen en que la EETFP tiene un efecto protector
contra la generalizacion de las crisis de forma ipsilateral al disminuir la potencia en
todas las bandas, siendo mas notable en la banda de 8-14 Hz y 15-30 Hz en los
estadios tempranos de la epileptogénesis que corresponden a crisis parciales, mientras
que la EETFR ejerce su efecto en los estadios finales disminuyendo la potencia en
todas las bandas.
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Figura 36. Variaciones de la potencia espectral en la Cx P Izq con tratamiento por EETF.

Valores de potencia normalizada (Z = ((x; — x)/s)) correspondientes a las bandas de frecuencia de 0-4 Hz, 5-7 Hz, 8-14 Hz y 15-30
Hz, comparando el periodo de linea base con el periodo post-ictal de la PD en los estadios conductuales I, 11l y V del KEA. Nétese
los cambios en la potencia para los estadios | y Ill, con una disminucion en el grupo EETFP en las bandas de 5-7 Hz, 8-14 Hz y 15-

30 Hz. El grupo de EETFR tuvo un mayor efecto durante el estadio V en todas las bandas de frecuencia. Diferencias estadisticas en

* p<0.05, tiempo; ** p<0.05, tiempo-condicion; + p<0.05, tiempo-grupo; ° p<0.05, condicidn grupo; % p<0.05, tiempo-condicién-
grupo. Gréficas * error estandar de la media.
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8.5.3. Dindmica de la potencia espectral en la corteza prefrontal
derecha

Variaciones en el estadio |: se presenta una reduccion en la potencia espectral por
efecto de la EETFP en las bandas de 0-4 Hz (p = 0.03) y 5-7 Hz (p = 0.045, p = 0.002)
mientras que la EETFR presenta un comportamiento muy similar, aunque menos
consistente (véase figura 37, EST ).

Variaciones en el estadio Ill: la EETFP ejerce una disminucién de la potencia en las
bandas de 0-4 Hz (p = 0.04), 8-14 Hz (p = 0.05) y 15-30 Hz (p = 0.03) en comparacion
con el grupo EETFR y control, con efectos mas notables en las frecuencias mas altas
(véase figura 37, EST Ill, 0-4 Hz, 8-14 Hz, 15-30 Hz).

Variaciones en el estadio V: se muestra una disminuciéon de la potencia espectral
en el grupo de EETFR en todas las bandas de frecuencia durante el periodo post-ictal
del registro, cambio que es mas notable en las bandas de 8-14 Hz y 15-30 Hz. La
EETFP presenta disminuciones sélo al inicio de la actividad post-ictal en todas las
bandas de frecuencia (0-4 Hz, p = 0.01; 5-7 Hz, p = 0.017; 8-14 Hz, p = 0.019, p =
0.036; 15-30 Hz, p = 0.026, p = 0.022) (véase figura 37, EST V).

Las variaciones encontradas en la Cx P Der se sintetizan en la disminucion de la
potencia espectral contralateral en las bandas de 0-4 Hz, 8-14 Hz y 15-30 Hz como
resultado de la EETFP en las crisis parciales y transicion a generalizadas, mientras que
la EETFR reduce la potencia espectral en las crisis generalizadas con un notable efecto
en las bandas de 8-14 y 15-30 Hz.
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Figura 37. Variaciones de la potencia espectral en la Cx P Der con tratamiento por EETF.

Valores de potencia normalizada (Z = ((x; —x)/s) ) correspondientes a las bandas de frecuencia de 0-4 Hz, 5-7 Hz, 8-14 Hz y 15-
30 Hz, comparando el periodo de linea base con el periodo post-ictal de la PD en los estadios conductuales |, 11l y V del KEA.
Notese los cambios en la potencia para los estadios | y Ill, con una disminucién en el grupo EETFP en las bandas de 0-4 Hz, 8-14
Hz y 15-30 Hz. El grupo de EETFR tuvo un mayor efecto durante el estadio V en todas las bandas de frecuencia, efecto méas

notable durante la fase post-ictal. Diferencias estadisticas en * p<0.05,

© p<0.05, condicion grupo; ®© p<0.05, tiempo-condicion-

tiempo; ** p<0.05, tiempo-condicién; + p<0.05, tiempo-grupo;
grupo. Gréficas * error estandar de la media.
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O DIscusION

Los mecanismos relacionados a la instalacion del foco convulsivo y su posterior
propagacion varian entre los modelos experimentales de epilepsia. Al emplear
modelos quimicos como la pilocarpina, PTZ o AK que producen CCG de manera
aguda, los efectos de la EETF se analizan a corto plazo y sélo en la fase mas
severa de las crisis. El uso del KEA permite analizar los efectos anti-convulsivos
de esta estimulaciéon durante la instalacion progresiva de la epileptogénesis, desde
sus fases iniciales hasta su establecimiento, lo que hace posible estudiar el efecto
de la EETF sobre los distintos niveles de severidad que presentan las
convulsiones ademas de los cambios electroencefalograficos y conductuales que
subyacen en éstas, de esta forma se obtiene informacién acerca de los circuitos
en los que interfiere este tipo de estimulacidbn cuando se aplica de manera
preventiva o responsiva. Los resultados obtenidos producto de esta investigacion
indican que la EETF via ETAC interfiere con el proceso de instalaciéon de la
epileptogénesis, retardando su generalizacion al encontrar que la EETFR y EETFP
incrementan la permanencia en las crisis parciales y tienden a disminuir la
severidad de las mismas. Ademas, la estimulacion interfiere con la actividad de la
potencia espectral en periodos de mayor severidad, pues son las bandas
correspondientes a la actividad rapida las que presentan mayor disminucion,
efectos que estan relacionados con un efecto protector a la susceptibilidad a crisis.

9.1. Efecto de la EETF sobre el desarrollo de la
epileptogénesis y la susceptibilidad a crisis
generalizadas

Al aplicar la EETF se observa una tendencia a retardar la aparicion de crisis

generalizadas posiblemente por evitar procesos de reclutamiento neuronal, lo cual

se traduce en un efecto protector al disminuir la susceptibilidad para presentar una

CCGTC. Los animales sometidos a la EETFR tienen una tendencia a permanecer

menos dias en los estadios conductuales correspondientes a las crisis parciales y

su transicion a las crisis generalizadas (estadio Il y estadio Ill), contrario a la

EETFP, en la cual los animales muestran una mayor permanencia en esos

mismos estadios conductuales. Ademas, existe una tendencia de ambos grupos

con EETF a presentar crisis parciales y crisis generalizadas (estadio I, 11 y IIl) con
una menor duracién y frecuencia, componentes que también se vieron disminuidos
una vez que los animales alcanzaron el estadio V correspondiente a una CCGTC
para la EETFR y EETFP comparados con el control. En 2014 Villasana aplicé la
EETF (200 us, 300 Hz, 2.5 mA, 40 min.) de forma preventiva en gatos con crisis
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inducidas por KEA observando resultados algo similares. La estimulacion provoco
una ligera tendencia protectora contra la generalizacion de las crisis,
incrementando la permanencia de la epileptogénesis en los estadios | y Il
Después en otro estudio (Valdés-Cruz, Experimental Neurology, en revision) se
aplico la EETF en gatos de forma responsiva y preventiva bilateralmente,
encontrdndose que la EETFR retardd significativamente el estado kindled en
comparacion con el control y la EETFP. También hubo un incremento de
permanencia en el estadio Il en comparacion con los otros grupos, lo que se
asocia a un efecto de interferencia de la estimulacion durante el proceso de
reclutamiento neuronal, evitando asi la propagacién de la crisis.

Los efectos anticonvulsivos y antiepileptogénicos de la EETF son similares a los
reportados por Magdaleno-Madrigal en 2002 al estimular el ndcleo del tracto
solitario que desencadena efectos inhibitorios en el desarrollo de crisis
generalizadas inducidas por KEA, ademas de disminuir la duracion de las mismas;
y por Fernandez-Guardiola en 1999 estimulando el nervio vago en gatos que
retarda la aparicion de crisis generalizadas. Tales efectos anticonvulsivos podrian
deberse a la interferencia del estimulo sobre estructuras del nucleo talamico
medial que son clave en procesos de reclutamiento neuronal y aparicion de
CCGTC debido a la aplicaciéon de kindling eléctrico.

Una posible explicacion a este fendmeno podria deberse a cambios en la
excitabilidad intrinseca neuronal debido a modificaciones en las propiedades de
membrana neuronal, muy similar a los efectos que tiene la EETCD. La EETF via
ETAC podria incrementar la resistencia de membrana, provocando un aumento en
el potencial de reposo. Un cambio en las propiedades electroliticas de hidrogeno
intracelular provocaria alteraciones en las proteinas conformadoras de membrana,
modificando la permeabilidad de ésta al intercambio i6nico durante los periodos de
despolarizacién e hiperpolarizacién. Santana-Gémez y colaboradores en 2015
midieron mediante HPLC los niveles de liberacion glutamatérgica y GABAérgica
durante SE por administracion de pilocarpina aplicando responsivamente EETF en
el hipocampo. A intensidades de 2-2.8 mA existe una correlacion positiva entre los
niveles extracelulares de GABA y una disminucion en los niveles de glutamato.
Estos datos fueron asociados con un incremento en el umbral para presentar una
PD, efecto similar al que se encontré en esta investigacion, con un aumento
significativo en el porcentaje de corriente para provocar una CCGTC. La EETF
activaria preferentemente a interneuronas GABAérgicas durante los periodos
iniciales de la actividad convulsiva, reduciendo la actividad glutamatérgica,
incrementandose asi el umbral.
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9.2. Efecto de la EETF sobre la dinamica de la potencia
espectral

La EETF via ETAC provoco una disminucion de la potencia espectral en AM y
ambas cortezas prefrontales durante los 5 minutos post-estimulacion, con efectos
diferenciales durante las crisis parciales y generalizadas comparadas con los
periodos CCGTC para los grupos que fueron sometidos al tratamiento. Nuestros
resultados sugieren que la EETFP interfiere con la severidad de las crisis durante
el proceso de instalacion de la epileptogénesis, en contraste con la EETFR que
ejerce su mayor efecto una vez que se ha instalado. La EETFR ejercié su mayor
efecto durante las CCGTC en las cortezas prefrontales, mientras que la EETFP
mostré6 un mayor efecto durante las crisis parciales y generalizadas en la AM y
ambas cortezas. La EETFR disminuy0 la potencia espectral en la mayoria de las
bandas de frecuencia, teniendo un claro efecto en las frecuencias de 8-14 Hz y 15-
30 Hz del estadio V, mientras que la EETFP marcé una reduccion de la potencia
en los periodos de instalacion de las crisis con efectos en las frecuencias de los 0-
4 Hz, 8-14 Hz y 15-30 Hz durante el estadio | y 111

Besio y colaboradores (2011; 2013) realizaron un analisis de coherencia
interhemisférica, evaluando cuantitativamente la conectividad en regiones del
cerebro sometidas al campo eléctrico del ETAC al aplicar EETF responsivamente.
Se observé una disminucién de la potencia espectral entre las bandas delta, teta 'y
alfa durante la linea base, el periodo pre-EETF y post-EETF. Al analizar
segmentos de 10 y 30 segundos hubo una disminuciéon de la potencia en las
bandas beta y gamma en el periodo post-EETF durante crisis generalizadas por
PTZ. Durante el SE inducido por pilocarpina se ha reportado que la EETFR se
asocia a una reduccion de la potencia espectral en las bandas de 4-8 Hz (teta) y
de 30-90 Hz (gamma) (Santana-Gémez, 2015). El incremento en los coeficientes
de conectividad entre AM y corteza prefrontal se ha reportado durante las crisis y
en periodos interictales como resultado de la estimulacién por kindling (Besio et
al.,, 2011), lo que puede sugerir que la EETF induce una desincronizacion
interhemisférica entre estas estructuras, reduciendo la generalizaciéon. No
obstante, los segmentos utilizados para el analisis fueron muy cortos en duracion.
Esta investigacibn demuestra que los efectos de la EETF son de caracter
persistente, pues mostrd reducir la potencia espectral hasta 5 minutos después de
la PD. En los experimentos con gatos con EETFP el analisis de potencia arrojo
una disminucion en las bandas de 10-14 y de 15-30 Hz para las crisis parciales
durante el periodo post-estimulacion. En las crisis secundariamente generalizadas
se observo una disminucion del poder espectral en las bandas de 5-9, 10-14 y 15-
30 Hz. En un experimento posterior al aplicar EETFR hubo una disminucion de la
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actividad en los periodos postictales de 5-9 Hz en la AM contralateral durante las
crisis focales. (Villasana, 2014; Valdés-Cruz, Experimental Neurology, en revision)

9.3. Distribucién de la EETF debido a variables

anatomicas y funcionales

Uno de los aspectos fundamentales en protocolos de estimulacion eléctrica
transcraneal es que la difusion del campo eléctrico y sus efectos en el tejido
dependen de muchas variables anatémicas. Se conoce que a intensidades de 2
mA la fuerza del campo eléctrico es de aproximadamente 0.328 mV/mm a una
profundidad de 5 mm, valores que son considerados suficientes para generar un
fuerte campo eléctrico que activaria efectivamente poblaciones neuronales. Al
medir y modelar el campo en ratas empleando una intensidad de 1.3 mA con un
diametro de 6.0 mm en el electrodo se genera un campo de 400 pvV/mm a una
profundidad de 10 mm. En los modelos esféricos de cabeza en humanos se
usaron electrodos con 15 mm de diametro comparados con los 10 mm del
electrodo usado en los experimentos con gatos. La estimulacion a 3.7 mA genera
un pico maximo en el campo de 0.328 mV/mm a 1 mm de profundidad debajo de
la superficie cortical. En modelos de cabeza de humanos el tejido se encuentra a
15 mm debajo de la superficie cortical, por lo tanto, el efecto del campo se genera
a 16 mm de profundidad debajo del cuero cabelludo. Tomando en cuenta que la
cabeza del gato tiene aproximadamente la mitad del didmetro de la cabeza
humana (38.25 mm de radio contra 76.49 mm de radio respectivamente), una
intensidad de 3.7 mA deberia ser suficiente para activar neuronas cercanas al
cerebro medio del gato, efectos que incrementarian su eficacia utilizando un
electrodo de menor didmetro con una diferencia de intensidad de estimulacion (2.5
mA). De esta manera se esperaria que neuronas se activaran a una menor
profundidad que 16 mm debajo de la superficie del cuero cabelludo. El grosor del
craneo del gato es de 3 mm, lo que ocasionaria una menor atenuacion de la EETF
y el campo penetraria mas alld de los 16 mm. (Valdés-Cruz et al., Experimental
Neurology, en revisibn) En esta investigacion se utilizaron ratas las cuéles
presentan la superficie cortical en aproximadamente 0.4 mm de profundidad, con
lo cual es posible obtener una estimulacion mucho mas efectiva y focalizada de la
poblacién neuronal con un menor diametro (4 mm) y mayor intensidad de corriente
(2 mA). El campo eléctrico generado podria activar neuronas de estructuras
subcorticales con valores mayores a 400 pvV/mm en profundidades menores a 10
mm.

Otros de los factores a considerar es el desarrollo cortical entre las especies. En la
escala filogenética se conoce que especies con un mayor desarrollo cortical
presentan una mayor resistencia a presentar crisis generalizadas por kindling, esto
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muy probablemente por una poblacion interneuronal mas grande que modula la
actividad de neuronas piramidales liberadoras de glutamato. Las redes excitatorias
cerebrales del cortex cerebral son inherentemente inestables, por lo que es
necesario un balanceo mediante actividad inhibitoria especializada para generar
efectos no lineales que interrumpan procesos de sincronizacién, dejando a sus
células blanco principales con actividad suprimida. Los arreglos entre las
interneuronas y las neuronas excitatorias son clave en la iniciacion y
mantenimiento de redes hipersincronicas, ya sea incrementando o disminuyendo
su regulacion. Los arreglos pueden ser ensamblajes por fuerza sinaptica o
ensablajes por tiempo, ambas disposiciones generaran patrones de terminacion e
integracion de actividad oscilatoria.

Las interneuronas pueden modular la actividad glutamatérgica a través del control
de la salida en las células principales por inhibicion perisomatica, esto mediante el
control en dominios dendriticos que incluyen axones colaterales atravesando la
linea media hemisférica para inervar estructuras subcorticales tales como la AM y
el hipocampo y mediante la evitacion de células principales para hacer contacto
con otras interneuronas. Ademas, en este tipo de células se observan diferencias
en sus propiedades biofisicas respecto de las neuronas piramidales excitatorias,
presentando menores umbrales de activacién y picos maximos de actividad con
tiempos mas veloces. Los rangos de disparo son mas altos que en las células
principales, generando un mayor namero de PPl por unidad de tiempo. Si se
presenta una disminucion de la actividad inhibitoria existe un incremento de
oscilaciones consistentes que rapidamente se convierte en actividad oscilatoria
sincrénica patologica, originando un aumento en la aparicion de HFO (Buzsaki,
2007). Numerosos estudios en modelos animales y en pacientes con epilepsia han
revelado que 1) las HFO son una de las mas comunes manifestaciones tempranas
en crisis minutos antes de su comienzo, 2) las HFO estan fuertemente
correlacionadas con actividad patoldgica justo en la zona de comienzo de la crisis,
y 3) la remocién de é&reas involucradas en la generacion de HFO estan
relacionadas con buenos resultados post-quirdrgicos (Besio, Martinez-Juarez,
Makeyev, Gaitanis, Blum. Fisher & Medvedev, 2014).

La rata presenta una menor poblacién de células inhibitorias que los gatos y
humanos, siendo un animal mucho mas susceptible a presentar crisis inducidas
por un estimulo eléctrico. Si la EETF tiene mayores efectos sobre neuronas
inhibitorias se producirian focos de inhibicion coordinada que evitarian el
reclutamiento de otras estructuras en la ventana temporal correcta y en la
direccién de propagacion apropiada, disminuyendo asi la frecuencia de las HFO.
La activacion de este tipo de células modularia a las neuronas glutamatérgicas
para disminuir o suprimir su disparo.
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Una mayor proporciéon de neuronas piramidales en esta especie podria facilitar la
distribucion de la corriente en el campo eléctrico debido a su disposicion en
columnas verticales. La direccion del flujo en la EETF es unidireccional con una
modulacion radial, y como sucede en la EETCD, los potenciales pueden diferir a lo
largo del eje de propagacion, las interneuronas actian mayormente de forma
perisomatica, hiperpolarizando el cuerpo celular de la neurona piramidal
independientemente del periodo de despolarizacion en que se encuentren las
dendritas apicales.

En 2012 Makeyev, Besio y Ding integraron al ETAC un sistema de control
automatico para crisis. El sensor funciona mediante un algoritmo acumulativo
llamado CUSUM que es usado en el control de la calidad y filtro de la sefal,
detectando cambios en la distribucion de probabilidad de procesos estocasticos,
ademas de un test radial de probabilidad generalizada llamado GLRT que integra
los datos para diferenciar actividad no convulsiva. Ambas metodologias estan
basadas en la identificacion de cambios en el poder de la sefial en tiempo real,
fundamentalmente el incremento de poder en el EEG correspondiente al comienzo
de la crisis, de esta forma se activa autométicamente la EETF. El promedio de
efectividad en la deteccion temprana de actividad epileptiforme es de 76.14 %. En
cuanto a la estimulacion se ha observado que reduce la actividad
electroencefalogréfica de las crisis hasta en un 70% de los casos en comparacion
con un grupo control. La identificacion de este fenomeno ha podido ser util para
inducir EETF responsivamente con resultados efectivos. Durante crisis inducidas
por PTZ se observa una reduccion de la actividad en el EEG y de los cambios
conductuales tempranos relacionados a las fases iniciales de la crisis en el 76.9%
de los casos. Por otro lado, en 2012 Prats-Boluda y colaboradores desarrollaron
un ETAC flexible para el registro eléctrico de potenciales en la superficie cortical,
mejorando la identificacién de fuentes bioeléctricas en el dominio espacial. La
ventaja de este tipo de electrodos es que los dispositivos convencionales no
toman en cuenta los substratos rigidos, dificultando las aplicaciones ambulatorias
de estimulacion, pues estas dependen del sitio de iniciacion en la crisis una vez
gue se ha identificado. Los ETAC flexibles permitiran la adaptacién a superficies
con curvaturas como el craneo, teniendo una mejor resolucién espacial de la
actividad eléctrica y una reevaluacion de los potenciales bidimensionales
Laplacianos que son clave en el entendimiento de la distribucion de corriente
debido al movimiento del dipolo, asi como de su posterior difusion al tejido
cerebral en forma de campo eléctrico. Estas nuevas adecuaciones hacen al ETAC
un sistema viable para que pueda ser implantado subcutaneamente, reduciendo
los costos generados por la asistencia periddica a sesiones de estimulacién con
personal especializado.

Pagina | 159



9.4. Efectos diferenciales de la EETFR y EETFP sobre el
desarrollo de la epileptogénesis

9.4.1. Efectos de la EETFR

Durante la ocurrencia de las crisis por kindling se han observado diferentes
mecanismos que involucran el incremento en la activacion de sistemas de
neurotransmision excitatoria  como consecuencia de la falla de actividad
GABAérgica. Las investigaciones han reportado que la estimulacion por kindling
disminuye de forma considerable las conductancias de los PPI, especificamente
se ha vinculado el inicio de la actividad convulsiva con el colapso en la depresion
de pulsos pareados, siendo éste el mayor factor precipitante en la induccion de la
respuesta ictal.

Considerando los mecanismos que desencadenan las crisis y las caracteristicas
electrofisiolégicas de su evoluciéon se tienen 3 componentes que pueden ser
monitoreados durante la fase ictal: 1) incremento en el componente de voltaje
como respuesta a la estimulacion, 2) una subsecuente supresion del EEG y 3) una
descarga compuesta por espigas ritmicas (Morimoto, Fahnestock & Racine, 2004).
El componente mas importante en el cual la EETFR estaria actuando es el de la
supresion transitoria de actividad EEG puesto que en este periodo se presenta
una respuesta compensatoria excesiva de actividad inhibitoria mediada por GABA.
Tal neurotransmisor estd vinculado con la generacion de HFO debido a las
dinamicas de disparo celular rapidas propias de de corrientes somaticas y
perisomaticas de las células en canasta (White, Banks, Pearce & Kopell, 2000).

La EETFR podria despolarizar a interneuronas GABAérgicas incrementando el
efecto supresor para contener la excitabilidad neuronal, ocasionando que en el
componente 3 exista una disminucién en la amplitud y frecuencia de las espigas
ritmicas, asi como en la duracion de la respuesta ictal (figura 38). Esto podria
explicar los efectos de la EETFR en los periodos full-kindling (3 CCGTC
consecutivas), que muestran la disminucion de la potencia espectral en ambas
cortezas en comparacion con la EETFP y el grupo control en las bandas de 8-14
Hz y 15-30 Hz, frecuencias que se han relacionado con la instalacién progresiva
de actividad tipo rafaga en el EEG y que culmina con el aumento de potencia
hasta frecuencias de 40 Hz y la aparicion y mantenimiento de crisis generalizadas
(Musto, Samii & Hayes, 2009; Tsuchiya & Kogare, 2011).
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Una reduccion en estas bandas de frecuencia interferiria con los periodos de
actividad sincronica que se mantienen por la activacion sostenida de los
receptores AMPA y NMDA en la banda beta (13-15 Hz) y gama (20-40 Hz) como
lo reporta la préactica clinica (Pastor, Uzcéategui, Gal-Iglesias, Ortega, Sola &
Menéndez 2006; Rogawski, 2013). La EETFR podria disminuir los periodos de
restauracion de disparo neuronal interrumpiendo el incremento en el flujo de K*
durante los componentes de supresion transitoria del EEG, dejando asi a las
células excitatorias con una menor probabilidad de despolarizacion.

Se sabe que la propagacién de las crisis con inicio ipsilateral en la AM se difunde
rapidamente hacia las zonas hipocampales que potencian la distribucién del
estimulo reclutando grupos neuronales hacia el sitio contraletaral y hacia toda la
corteza. Debido a que el protocolo de EETFR se inicia a partir del estadio I,
durante los procesos tempranos de reorganizacion celular y molecular de la
epileptogénesis por kindling, muy probablemente exista una disminucién en los
fendbmenos de potenciacion sinaptica que eventualmente facilitan la propagacion e
intensidad de las crisis. El hecho de que exista una supresion del crecimiento
aberrante en las fibras musgosas y la region hilar presenta una importante
reduccion en la evolucién de las crisis, principalmente en los mecanismos de
generalizacion.

9.4.2. Efectos de la EETFP

El establecimiento de la epileptogénesis depende en gran medida de lo cambios
funcionales que se dan a consecuencia de la reorganizacién sinaptica por kindling
eléctrico, esto viene dado por la intensidad y la duracion de las post-descargas
periodicas generadas por la estimulacion. EI comienzo de un protocolo de EETF
en forma preventiva podria interferir con el establecimiento del proceso de
epileptogénesis a través de varios mecanismos.

Posiblemente el incremento de receptores GABAérgicos, principalmente GABAAa
como respuesta a la EETFP pueden incrementar el umbral de activacion para
neuronas glutamatérgicas, haciendo mas dificil el reclutamiento de grupos
neuronales y la eventual aparicion de crisis generalizadas. Son aproximadamente
400 yV/mm necesarios para una activacion efectiva de las células neuronales, no
obstante, los grupos de interneuronas presentan umbrales de activacibn mas
bajos y rangos de disparo mas veloces que sus blancos glutamatérgicos.

El aumento en los niveles GABAérgicos debido a esta actividad se ha visto
vinculado a modificaciones en la configuracion de los receptores GABAA.
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Especificamente el incremento transitorio en la expresion mRNA para las
subunidades B3, y2/y2L, 4 y 6 que a su vez aumenta la sensibilidad a zZn?*
(Kamphius et al., 1994). La implementacion de estimulacion focalizada de forma
profilactica podria modificar la eficacia sinaptica inhibitoria a través de un efecto
up-regulation de los receptores GABAérgicos amplificando de forma considerable
la actividad inhibitoria sobre las células excitatorias liberadoras de glutamato.

Debido a esto, el inicio y propagacion de la PD por kindling puede verse
disminuida notablemente, como se pudo constatar en esta investigacion, con la
reduccion de la potencia espectral durante los periodos de crisis parciales (estadio
) y transicidén a generalizadas (estadio IIl) al aplicar EETFP en las bandas de 0-4
Hz y 8-14 Hz. El kindling eléctrico presenta un incremento de la potencia espectral
en la banda de 4-6 Hz durante la instalacion de los estadios tempranos de la
epileptogénesis (Mcintyre & Chew, 1986), por ello que la EETFP podria interferir
con estos mecanismos que desencadenan las descargas sincronicas que
culminan en la generalizacidon de las crisis. La EETFP reduciria significativamente
la actividad dependiente de AMPA y NMDA (figura 38) asi como la entrada de
Ca?* y Na*, impidiendo la despolarizaciéon y un posible reclutamiento a gran
escala.
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Cx P lzq

Cx P Der

Modificacion
por EETFP

Figura 38. Representacion del mecanismo teorético de accion inhibitorio por EETF via ETAC.

A) Control, B) EETFR y C) EETFP. 1) registros EEG correspondientes a AM y Cx P 1zq y Cx P Der, para A) y B) registros de estadio V y para C) registro de estadio Ill. 2) espectros de
potencia representativos de los registros EEG. Notese la disminucion de frecuencia y duracion de las crisis asi como la potencia espectral para el grupo de EETFR con respecto al control,
mientras que la EETFP presenta una crisis de estadio Il reducida en frecuencia y duracion que se refleja en la potencia espectral. 3) en A), el KEA induce un incremento de excitabilidad
neuronal de las células principales (CP) que activa interneuronas (Int) GABAérgicas a través de receptores AMPA, tales interneuronas intentan modular la excitabilidad mediante receptores
GABA, durante el periodo de supresion transitoria, no obstante, la actividad se fuga culminando en la aparicién de la crisis. 3) en B), la EETFR interfiere con el establecimiento de las crisis
durante el periodo de supresién cuando la interneuronas estan mas activas, disminuyendo asi la axcitabilidad y el posterior reclutamiento neuronal. 3) en C), la EETFP provoca cambios
plasticos en la conformacion de los receptores GABA, potenciando su accion, lo que interfiere con el establecimiento de la epileptogénesis por KEA. Flechas gruesas indican incremento en el
dispaero neuronal mientras que las flechas delgadas indican disminucion. Los cambios plasticos dependientes de AMPA y NMDA que genera el kindling eléctrico se ven mermados por la
disminucién de excitabilidad neuronal. Modelo teorético de crisis modificado de Molaee-Ardekani, Benquet, Bartolomei & Wendling, 2010.
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9.5. Consideraciones futuras
Debido a las variaciones entre los tipos de estimulacion, las investigaciones
futuras deberan concentrase en:

a)

b)

d)

f)

)

Investigar el efecto de la EETF con diferentes parametros de estimulacion,
principalmente con la intensidad de corriente que se induce, asi como la
configuracion del electrodo.

Indagar sobre los mecanismos de difusion del campo eléctrico sobre los
tejidos epileptdgenos o que presentan esclerosis por excitotoxicidad.
Investigar sobre posibles terapéuticas conjuntas con la EETFP mediante
administracion de farmacos a dosis subefectivas distintas que también
potencien la neurotransmision GABAérgica, como el diazepam, teniendo un
mejor control sobre la aparicion de las crisis y condiciones mas severas
como el SE. Es posible que la EETFP incremente los efectos
anticonvulsivos y neuroprotectores por un incremento en el flujo de Cl-a
traves de receptores GABAa, los cuales restringen la propagacion de
actividad interictal en condiciones epilépticas, manteniendo el tono
inhibitorio de forma suficiente para aumentar la supervivencia neuronal
evitando la excitotoxicidad.

Examinar los efectos de la EEETF sobre las diferentes vias de propagacion
del KEA, asi como los mecanismos de generacion de HFO.

Analizar los cambios ocurridos en procesos de ciclo celular (vias de
sefalizacion para proliferacion y supervivencia celular) y sus efectos en la
actividad de disparo neuronal debido a posibles modificaciones en las
propiedades de membrana, pues las neuronas son sometidas a
exposiciones prolongadas y repetidas de campos eléctricos.

Analizar los cambios en los patrones de disparo en neuronas que se
encuentran en regiones remotas del foco convulsivo durante y después de
la EETF, con ello se puede evaluar la posibilidad de crearse un nuevo foco
convulsivo.

Evaluar si la EETF, tanto responsiva como preventiva provoca cambios en
procesos cognitivos basicos como memoria, atencion, aprendizaje y en la
expresion de la conducta emocional. Respecto a esto se sabe que la EETF
no provoca alteraciones en la memoria episodica. ElI hipocampo es una
estructura crucial en la integracion de distintos tipos de informacion (qué,
donde y cuando) que opera en conjunto con areas de la corteza prefrontal
para la generacion de recuerdos (Barker et al., 2017). Lesiones en el
hipocampo (CA3 y CA1) debido a crisis epilépticas disminuyen la actividad
de interneuronas GABAérgicas, alterando diferentes generadores de
oscilacion gama (60-90 Hz) que se acoplan con distintas fases de actividad
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h)

en la banda teta (4-12 Hz). Este proceso resulta necesario para la
integracion de la informacion y la generacion de la memoria episddica. Por
tanto, es posible que la EETF tenga su efecto activando la neurotransmision
inhbitoria impidiendo dafios celulares en estas estructuras. (LOpez-Pigozzi
et al., 2016). En cuanto a la respuesta emocional se sabe que la EETF no
produce alteraciones en la expresion de conductas tipo ansiosas, sin
embargo, los criterios tomados para su evaluacion solo consideraron los
movimientos exploratorios, un componente que explica parcialmente la
expresion de tal conducta.

Considerar el desarrollo de un sistema de circuito cerrado que sea capaz de
detectar actividad epileptiforme para prevenir o abortar la aparicién de un
evento ictal.

Considerar la medicion de potenciales eléctricos con otros sistemas de
estimulacién de manera que la combinacion de técnicas permita obtener
datos en funcion de diversas configuraciones tanto espaciales como de
sensibilidad.
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10 cONCLUSIONES

Analizando los efectos de la EETF via ETAC sobre el desarrollo de la
epileptogénesis en este trabajo se puede concluir que ni la EETFR ni la EETFP
retardan el estado kindled en sus componentes conductuales ni en la duracion de
las crisis. No obstante, se observa que la EETFR y la EETFP tienen efectos
protectores al disminuir la susceptibilidad a CCGTC, efecto que se asocia con una
tendencia a reducir la duracion y frecuencia de las crisis en sus diferentes niveles
de severidad.

Respecto a la potencia espectral ambos tipos de estimulacion tienen efectos
diferenciales: la EETFR tiende a acelerar la progresion de la epileptogénesis
durante las crisis parciales, disminuyendo la actividad de la potencia espectral una
vez que la epileptogénesis se ha instalado en las CCGTC mientras que la EETFP
tiende a retardar la progresion de la epileptogénesis durante las crisis parciales,
ademas de disminuir la actividad de la potencia espectral durante la fase temprana
de instalacién de la epileptogénesis en las crisis parciales.

Debido a esto se puede teorizar que la EETF via ETAC podria actuar sobre la
actividad de las interneuronas modulando la actividad excitatoria, interfiriendo asi
con la propagacion de las crisis y el desarrollo de conecciones aberrantes.

Clinicamente la EETF via ETAC promete ser una estrategia altamente eficaz en el
control de las crisis epilépticas que son resistentes a los farmacos, incrementando
la focalizacion en las densidades de energia, con mayor facilidad para adaptarse a
varios tejidos, probando varias configuraciones con un solo electrodo y con
menores costos de colocacién y mantenimiento en comparacion con otros tipos de
estimulacion. El hecho de que la EETF sea considerada como no invasiva amplia
el rango de la poblacion farmacorresistente que puede tener alternativas de
tratamiento sin comprometer su bienestar debido a intervenciones quirdrgicas que
en algunos casos pueden ser peligrosas.
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