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Resumen

La epilepsia se caracteriza por una predisposicion recurrente a generar crisis debidas a una
hipersincronizacion y sobreexcitacion de grupos neuronales, se trata ademas de uno de los
padecimientos mas comunes del sistema nervioso y que se presenta en mayor medida en paises
en vias de desarrollo como México. Aunque mas de la mitad de los pacientes presenta una buena
respuesta al tratamiento con farmacos antiepilépticos el resto de ellos continta sufriendo de crisis
epilépticas 0 no muestra una reduccion significativa de las mismas, afortunadamente existen
alternativas como la estimulacion de estructuras del sistema nervioso capaces de modular la
actividad epiléptica. La Estimulacion eléctrica del Nervio Vago es una alternativa para el
tratamiento de las crisis parciales con o sin generalizacion secundaria, sobre la cual la eficacia
clinica estd bien documentada y existe un gran volumen de investigacién respecto a sus
mecanismos mediadores, sin embargo a la fecha no se ha brindado una explicacion concluyente
sobre éstos; se ha propuesto que uno de ellos podria estar mediado por un efecto desincronizador
global de la actividad cortical. En el presente trabajo se aplicd estimulacion eléctrica al Nucleo
del Tracto Solitario, el primer sitio de relevo de la mayoria de las aferentes vagales hacia el
cerebro, seguido de la aplicacién de un modelo quimico de induccién de crisis generalizadas con
el fin de determinar si la estimulacion eléctrica del NTS es capaz de generar un efecto
desincronizador de la actividad intercortical y si éste constituye un modulador potencial de las
crisis convulsivas generalizadas. Se utilizaron 24 ratas macho de la cepa Wistar implantadas con
electrodos de registro de manera bilateral en cortezas prelimbica y motora, asi como un electrodo
para estimulacion del NTS. Se formaron tres grupos experimentales de acuerdo al implante
realizado (n=8): Control: solo implante de electrodos para registro, ENTS: implante de

electrodos para registro de cortezas asi como para estimulacion del NTS y Sham: implante de



electrodos de corteza y de NTS, sin aplicar estimulacion eléctrica al dltimo. Las ratas fueron
registradas por tres horas diarias durante cinco dias y al finalizar el registro del quinto dia se
realizo el protocolo de administracion de Pentilenetetrazol. Se procedio a perfundir y realizar la
histologia pertinente. Se realiz6 un analisis comparando los valores de potencia de los grupos
Control, SHAM y ENTS mediante la prueba ANOVA de un factor, seguida por las post hoc de
Scheffé o Games Howell con un nivel de significancia de p<0.05 para cada banda de potencia:
delta (0.2-4.5 Hz), teta (5-10 Hz), alfa (11-14 Hz), beta (15-20 Hz) y gama (21-50 Hz). En el
grupo ENTS se analizo6 el porcentaje de cambio de la coherencia cortical interhemisférica de
cada dia con respecto a una medida inicial. Se utiliz6 la prueba ANOVA de medidas repetidas,
con una post hoc de Bonferroni y un nivel de significancia de p<0.05 para cada una de las bandas
de frecuencia. Finalmente, se contabiliz6 el nimero, latencia y duracion de crisis tonicas y
tonico-clonicas, asi como nimero y duracién de estatus epilepticus. Se utilizé la prueba T de
Student para muestras independientes y el estadistico exacto de Fisher para las comparaciones.
Se observo un incremento significativo de la potencia en la mayoria de las bandas, con un efecto
diferencial de acuerdo al hemisferio y a la corteza registrada; adicionalmente encontramos un
aumento en la potencia que persistia aun tras la hora de estimulacion del NTS. En cuanto al
analisis de coherencia los cambios mas evidentes se observaron en corteza prelimbica sin
embargo ninguno de éstos resulté estadisticamente significativo. Las ratas del grupo ENTS
presentaron un numero de crisis convulsivas generalizadas significativamente menor. La
ausencia de cambios significativos en los valores de coherencia cortical sugieren que los cambios
en la sincronia medida entre hemisferios no constituyen uno de los principales mecanismos que
median la eficacia de la estimulacion del nervio vago al frenar las crisis y reducir el niUmero y

frecuencia de estas a largo plazo.
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Epilepsia
Definicion

La epilepsia es uno de los padecimientos mas comunes del sistema nervioso central, se trata
de una enfermedad caracterizada por una predisposicion recurrente a generar crisis epilépticas y
por las consecuencias neurobioldgicas, cognitivas, psicoldgicas y sociales asociadas a esta
condicion. Sin embargo, para una mejor comprension de la misma es preciso aclarar en qué
consisten las crisis epilépticas: una crisis es la ocurrencia transitoria de signos y/o sintomas
debidos a actividad neuronal anormalmente excesiva o sincronica en el cerebro (Fisher et al.,
2014). Tanto signos como sintomas pueden ser muy variados debido a la diversidad de etiologias
capaces de desencadenar la enfermedad, pudiendo ocurrir desde breves alteraciones del estado de
conciencia hasta signos motores tonicos y contracciones musculares que constituyen el
estereotipo de como luce una crisis; motivo por el cual suele decirse que se trata en realidad de
un conjunto de trastornos neuroldgicos o epilepsias agrupados bajo un comun denominador.

Un aspecto importante a tomar en cuenta para que una crisis pueda ser considerada como
epiléptica es que ésta no debe ser provocada por algin factor temporal o reversible que produzca
su aparicion en un momento dado; tal como mencionan Lopez-Meraz et al. (2009): la epilepsia
no debe confundirse con la aparicion de una crisis aislada, si bien las crisis son las alteraciones
motoras y sensoriales resultantes de la actividad neuronal excesiva, esta Gltima puede deberse a
eventos agudos o aislados, no relacionados con la epilepsia, como aquellos causados por una
conmocion cerebral, fiebre o abstinencia al alcohol entre otros.

La ultima revision de la definicion de epilepsia realizada en 2014 por La Liga Internacional
Contra la Epilepsia, ILAE por sus siglas en inglés, reconoce la necesidad de adaptar también una

definicion operacional actualizada que permita una mejor aplicabilidad en un ambito clinico

11



(Tabla 1). Algunas observaciones importantes realizadas al momento de formularla fueron: el
otorgarle la cualidad de enfermedad méas que de un simple desorden para asi resaltar tanto la
seriedad de sus consecuencias como el que se trata de una alteracion mas perdurable de la
funcion normal; se declar6 la posibilidad de diagnosticar dicha enfermedad a partir de la
ocurrencia de una sola crisis y apoyandose en el conocimiento de factores etioldgicos
particulares para cada caso, puesto que anteriormente solo podia diagnosticarse a partir de la
ocurrencia de dos crisis en un periodo mayor a 24 horas para descartar posibles desencadenantes
agudos o temporales; por Gltimo, se permite tanto el diagndstico en caso de sindromes en los
cuales la probabilidad de ocurrencia de crisis es baja pero presente asi como la posibilidad de
declarar la resolucion de la enfermedad en sindromes particulares o ante condiciones temporales
especificas (Fisher et al, 2014).

Tabla 1. Definicion operacional de la epilepsia

La epilepsia es una enfermedad del cerebro caracterizada por cualquiera de las
siguientes condiciones:

e Al menos dos crisis no provocadas que ocurren en un espacio de tiempo mayor a
24 horas.

e Una crisis no provocada y una probabilidad de presentar crisis en los proximos
10 afios similar al riesgo general de recurrencia (> 60%) después de dos crisis no
provocadas.

e Diagndstico de un sindrome epiléptico.

La epilepsia se considera resuelta para aquellos individuos que tenian un sindrome
epiléptico dependiente de la edad pero que han rebasado la edad limite para éste, o para
aquellos que han permanecido libres de crisis por los ultimos 10 afios y sin medicacion
para las crisis por los ultimos 5.

Modificado de Fisher et al., 2014.

Historia
Hoy en dia no hay duda alguna de que la epilepsia es una enfermedad cuyo origen se

encuentra en el cerebro sin embargo al volver la vista atras esta postura no siempre ha estado del
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todo clara, histéricamente han predominado dos interpretaciones distintas: por una parte se le ha
considerado una enfermedad del cuerpo y por otra un desorden mental equivalente a la locura o
de caracter mégico religioso. Este debate ha sido frenado en el ultimo siglo gracias las pruebas
obtenidas mediante registros electrofisiologicos, los cuales han corroborado que se trata de un
desorden funcional del encéfalo (Korczyn et al., 2017).

Desde la aparicion de la escritura en las antiguas culturas Mesopotamica, Hind( y China se
han descrito manifestaciones de enfermedades que bien podrian referirse a algin tipo de
epilepsia, asi como de sus implicaciones en la vida de los que las padecian y para la sociedad; el
cédigo Hammurabi, escrito alrededor del 1750 a.C. y perteneciente a la cultura mesopotamica ya
menciona la posibilidad de anular contratos de compra-venta de esclavos si éstos presentaban
espasticidad o un exagerado tono muscular (Brailowsky, 1999).

En lo que respecta a la cultura grecorromana, aunque Alcmaeon de Croton y Demdcrito de
Abdera pudieron haber escrito trabajos previos, el primer texto que sobrevivié al tiempo fue
“Sobre la enfermedad sagrada”; en este escrito de alrededor del 450- 400 a.C. Hipdcrates declara
que la epilepsia, la cual es reconocida entre sus contemporaneos como una enfermedad sagrada o
causada por los dioses, no es mas sagrada ni divina que las deméas enfermedades a las que por
cierto atribuye una causa natural; adicionalmente en su texto distingue un inicio frecuente en la
infancia asi como un componente hereditario, sin embargo al momento de otorgarle una
explicacion fisiologica a la enfermedad se remite exclusivamente a la teoria de los humores
aduciendo que se trata de un exceso de flema bloqueando el libre flujo de aire con sus
respectivas consecuencias, desde pérdida de la conciencia hasta el defecar durante una crisis. Su
postulado principal es aun asi un gran avance en el entendimiento de la etiologia epiléptica

situandola en el terreno de las causas naturales (Korczyn et al., 2017).
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La tradicion del racionalismo griego se desvanecio de a poco al final de la era antigua con la
caida del imperio romano y el levantamiento de la teologia judeocristiana con su énfasis en la
escatologia y la denigracién del mundo fisico y el cuerpo humano. Tuvieron que pasar mas de
14 siglos para que en la llamada época de oro de la neurologia occidental se diera un impulso
definitivo no solo al estudio cientifico de las epilepsias sino al de la fisiologia cerebral en
general: la introduccion del bromuro en 1857 para el tratamiento clinico de la epilepsia significo
un gran avance y en 1870 el inglés Hughlings Jackson fue capaz de relacionar paroxismos
motores en los musculos de la mano con alteraciones vasculares en la region de la arteria
cerebral media; por otra parte los experimentos de Volta y Galvani sobre bioelectricidad y los
trabajos de Golgi y Cajal en neuroanatomia afiadirian nuevas dimensiones al estudio de la
epilepsia; finalmente los experimentos de Caton darian lugar al comienzo de un estudio intensivo
del cerebro desde una perspectiva electrofisioldgica, tema al que se le dedicara atencion mas
adelante (Brailowsky, 1999).

En el intermedio de todo este tiempo predomind una vision totalmente distinta, originada en
los inicios de la era cristiana, segun la cual se consideraba que un sujeto al ser victima de una
crisis era poseido por el poder de algun ente sobrenatural o invadido por una fuerza divina a la
cual debia obedecer; de hecho una de las principales manifestaciones de lo que actualmente se
atribuye a la hiperactivacion de regiones del I6bulo temporal y de la insula es la evocacion de
experiencias religiosas y espirituales que en cierto contexto histérico bien podrian haber sido
interpretadas como estados de inspiracion extrema en que un profeta recibia un mensaje divino
(Brailowsky, 1999; Brodtkorb, 2015).

Hay que tener en mente que la evidencia disponible sobre los puntos de vista antiguos acerca

de la epilepsia depende de textos que sobrevivieron en gran medida de manera circunstancial y
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que no siempre constituyen una representacion exacta de los constructos populares acerca de la
enfermedad o de las précticas méedicas de cada época; finalmente, puede afirmarse con seguridad
que més que reflejar un proceso estable de la ignorancia hacia la informacidn, la historia de la
epilepsia hasta nuestros dias puede ser mejor descrita como un antagonismo continuo entre

creencias en poderes supernaturales y aproximaciones cientificas (Theodore, 2015; Wolf, 2015).

Clasificacion

La posibilidad de una clasificacion de la epilepsia es fundamentalmente una herramienta
clinica para evaluar a los individuos que se presentan con crisis en un servicio de salud, aunque
su utilidad e impacto se extiende tanto a los dominios de la investigacion clinica y basica como
al desarrollo de nuevas terapias. La clasificacion provee un marco de referencia para entender el
tipo de crisis que el paciente presenta, qué otras podria presentar, los posibles desencadenantes
de éstas y a menudo su prognosis, asi como el riesgo de comorbilidades y mortalidad; por Gltimo
pero no menos importante, guia la seleccion de posibles terapias y tratamientos (Scheffer et al.,
2017).

La clasificacion en epilepsia data al menos de los tiempos de Hipdcrates pero Gastaut ostenta
el mérito de proponer la primera clasificacion moderna en el afio de 1969. Un intenso debate y la
adquisicién de nuevos conocimientos en las siguientes dos décadas condujeron a la clasificacion
del 85 y subsecuentemente a una version ratificada por la asamblea general de la ILAE en 1989,
la cual ha tenido una gran influencia mundial y un impacto mayor en la investigacion y en el
cuidado de pacientes. Aunque la investigacion moderna ha mostrado que la epilepsia es una
enfermedad de redes neuronales mas que un sintoma de anormalidades locales del cerebro y a

pesar de que el conocimiento de las redes crece rapidamente, éste ain no es suficiente para

15



fungir como base para una clasificacion rigurosamente cientifica de las crisis. Por tanto, las
propuestas actuales estan basadas en los Gltimos entendimientos cientificos acompafados por la
opinion de expertos y profesionales en epilepsia de la comunidad mundial (Fisher, 2016;
Scheffer et al., 2017).

Actualmente la clasificacion de las epilepsias se basa en tres distintos niveles de diagnostico,
pensada asi para servir de la mejor forma en funcidn de los recursos e informacion disponibles en
el entorno clinico, permitiendo una clasificacion multinivel y recomendando un diagnéstico en
cada uno de ellos de ser posible:

1. En el primer nivel solo es posible determinar el tipo de crisis dado que podria no haber
acceso a estudios de EEG, video o imagenologia o la informacion puede ser limitada
como para realizar un diagnéstico mayor. Aqui se distinguen tres grandes grupos:
crisis de inicio focal ya sean unifocales o multifocales, asi como convulsiones en un
solo hemisferio; crisis de inicio generalizado que involucran a ambos hemisferios y
crisis de inicio desconocido, en las que el clinico es incapaz de determinar si su inicio
es focal o generalizado(Figura 1); se toma en consideracién la presencia o ausencia de
signos motores y en el caso de aquellas focales es posible hacer una mayor distincion
de acuerdo al nivel de consciencia de la persona durante la crisis.

2. El segundo nivel de clasificacion se basa en el tipo de epilepsia e incluye a la epilepsia
focal, epilepsia generalizada, epilepsia combinada (presencia de crisis focales y
generalizadas, como en los sindromes de Dravet y Lennox-Gastaut) y epilepsia de
inicio desconocido. Muchas epilepsias pueden incluir maltiples tipos de crisis y el
diagndstico a este nivel suele realizarse sobre una base clinica, apoyandose en

evidencia electroencefalografica de periodos ictales e interictales.
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3. El tercer nivel es un diagndstico del sindrome epiléptico y es posible de realizar

cuando ademas del

tipo de crisis se posee

informacion sobre estudios

electroencefalogréficos y de imagenologia, etiologia, edad de inicio y remision (si

procede), desencadenantes de las crisis, variaciones durante ciclos circadianos,

severidad y prondstico. Existen muchos sindromes bien reconocidos como la epilepsia

infantil de ausencia o el sindrome de West (Scheffer et al., 2017).

Tdnico clonicas de focal a
bilateral

Inicio Focal Inicio generalizado Inicio Desconocido

( . o ) )
Consciente / Conciencia Motor Motor
alterada . . -~ -

L ténico-cldnica ténico-cldnica
’ Otros motores Otros motores

Inicio Motor No motores (ausencia) No motores

Inicio no motor )
\
[ . .re
Sin clasificar

Figura 1. Clasificacion general de las crisis de acuerdo a la ILAE. Modificado de Fisher et al., 2016.

En cuanto a la etiologia se consideran seis posibles categorias, teniendo epilepsia de origen:

estructural, genética, metabdlica, inmune e infecciosa, asi como un grupo de origen desconocido

para aquellos pacientes en los cuales no ha sido posible determinar las causas. En ocasiones éstas

clasificaciones suelen sobreponerse, pudiendo tener una epilepsia que presente distintos

origenes; esta categorizacion no presenta un orden jerarquico y su utilidad sirve a distintos

propdsitos, un paciente con esclerosis tuberosa tiene una etiologia tanto estructural como

genetica, la identificacion estructural es critica para la cirugia mientras que su origen genético

aporta informacion para la consideracion de nuevas terapias como los inhibidores de la mTOR,

una via molecular posiblemente implicada en epilepsia (Fisher et al., 2014; Scheffer et al., 2017).
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Prevalencia

La prevalencia es uno de los indices que le otorgan a la epilepsia la categoria de problema de
salud publica, se trata de una cifra que indica el numero de personas que presentan el
padecimiento dividido entre la poblacion en riesgo de padecerlo en un momento y lugar
determinados. Basandose en los datos disponibles a nivel mundial se sabe que esta enfermedad
presenta su mayor prevalencia en las primeras décadas de vida y en la llamada tercera edad;
ademés una cifra establecida por la OMS concede que existen 7 enfermos por cada 1000
personas en el mundo, dando como resultado entre 40 y 50 millones de pacientes con un
padecimiento epiléptico; sin embargo los indices no son uniformes y en paises en vias de
desarrollo como aquellos pertenecientes a América Latina y el Caribe las cifras se sitdan en una
media de 17.8 por cada 1000 habitantes (Reséndiz, 2013). En México, el Programa Prioritario
de Epilepsia, 6rgano oficial de la Secretaria de Salud ocupado en atender este problema, reporta
algunos datos provenientes de estudios epidemioldgicos realizados en distintas regiones del pais
(Tabla 2),aunque cabe mencionar que dicha informacién no se encuentra actualizada puesto que
no suelen realizarse tales estudios con la frecuencia debida (Pedroza, Millan & Pefialoza, 2010).

Tabla 2. Prevalencia de la epilepsia en México

Afo Resultado Observacion Referencia

1976 18.3/1000  Escolares de 9 afios, Tlalpan, D.F. Neuroepidemiology
1993;2:16-23

1991 10.8/1000 23 000 Escolares >8 afios. México Epilepsial991; 32: 111

1992 11.1/1000 Todas las edades Naolinco, Ver. Archivos INNN 1993; 8-3

1933-94 20.1/1000  Todas las edades Comalcalco, Tab. C. personal

Cantidad de personas por cada 1000 habitantes que han presentado algun tipo de epilepsia segun distintos estudios
realizados en nuestro pais. Modificado de Pedroza et al., 2010.
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Mecanismos de accion

Una neurona promedio forma y recibe de mil a diez mil sinapsis y, puesto que el cerebro
humano posee al menos cien mil millones de neuronas, en él se forman entre 10 y 10"
conexiones sinapticas, lo que conforma una red capaz de manejar informacion privilegiada que
permite explicar desde el accionar mas simple de un musculo hasta funciones tan complejas
como la percepcién del tiempo. EIl adecuado nivel de funcionamiento para las tareas a realizar
depende de un perfecto equilibrio funcional de la actividad neuronal que se activa e inhibe en
diferentes sitios del sistema nervioso central y periférico; cuando en el encéfalo se presenta un
descontrol del manejo sinaptico y ocurre una descarga neuronal exagerada, no modulada,
impredecible y con manifestaciones clinicas caracteristicas se genera una crisis epiléptica. Dado
que las neuronas son células excitables, no es de extrafiar que las crisis sean el resultado directo o
indirecto de cambios en la excitabilidad de grupos neuronales (Rodriguez Leyva, 2013;
Westbrook, 2013).

Puede decirse que en el estudio de la epilepsia la mayoria de las investigaciones suelen
encaminarse a responder alguna de las dos grandes interrogantes acerca de esta enfermedad, es
decir: 1) ¢qué determina que se presente una crisis en un momento especifico y en algunos otros
no? Y 2) ;qué cambios se presentan en el cerebro de manera tal que lo predisponen a generar

crisis de manera recurrente?

Ictogénesis.
La epilepsia es una condicion paroxistica caracterizada por repetidas crisis transitorias
separadas por largos periodos interictales. Se conoce como ictogénesis al proceso de transicion

de un estado interictal hacia una crisis, pasando por un periodo preictal; todos ellos con signos
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clinicos y caracteristicas electrograficas distintivas. Se trata de un proceso rapido que ocurre en
periodos de segundos a minutos y se sabe que el intervalo entre eventos ictales no es aleatorio
sino que mAs bien éstos ultimos suelen ocurrir en agrupaciones temporales. Por otra parte, la
cirugia en pacientes epilépticos ha permitido distinguir distintas zonas involucradas en este
proceso: la zona epiléptica es el &rea responsable de las crisis y puede no ser la misma o coincidir
tan solo en parte con la zona de la lesion epiléptica. La zona de inicio ictal es aquella en donde se
inicia la crisis y desde donde la actividad eléctrica anormal suele propagarse hacia otras areas
que producen los sintomas ictales, conocida como zona sintomatogénica, finalmente el area que
produce las descargas interictales es llamada zona irritativa y a menudo es mas amplia que la
zona epiléptica (Blauwblomme, Jiruska & Huberfeld, 2014). En cuanto a la clasificacion
temporal de los periodos por los que atraviesa la ictogénesis podemos distinguir tres de ellos bien
delimitados:

e Periodo interictal: inicia tras haber culminado una crisis y termina con la aparicion de
la siguiente; es muy variable, pudiendo presentar latencias de dias, meses e incluso
afios antes de la aparicion del siguiente evento.

e Periodo preictal: el estado preictal es aquel que se mueve de manera deterministica
hacia una crisis, durante éste se presentan cambios en la dindmica neuronal y cerebral
que contribuyen a llevar el sistema hacia un punto o umbral en el cual aumenta la
probabilidad de que pequefias perturbaciones generen una crisis: durante éste se han
detectado incrementos en el flujo sanguineo cerebral regional sin embargo los indices
mas exitosos son aquellos de sincronizacion, los cuales han podido ser detectados
dentro de una ventana de tiempo de hasta 20 minutos previos a la crisis.

e Periodo ictal: Tambien identificado y delimitado como la crisis misma.
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A pesar de la gran variabilidad presente entre las crisis definidas en la clinica, el comprender
las principales caracteristicas de la generacion de la actividad ictal puede facilitarse comparando
los patrones electrograficos de crisis parciales y generalizadas. La caracteristica principal de las
crisis parciales es que la actividad eléctrica anormal se origina en un foco, es decir un pequefio
grupo de neuronas que tienen una excitabilidad aumentada y la habilidad de ocasionalmente
propagar esa actividad hacia regiones colindantes. Las neuronas dentro de un foco epiléptico
tienen un tipo de respuesta eléctrica sincronizada y estereotipada conocida como giro paroxistico
despolarizante, una despolarizacion intracelular repentina, larga y duradera, que elicita un tren de
potenciales de accion seguidos por una hiperpolarizacion. Mientras la actividad se mantenga
confinada a un pequefio grupo de neuronas no se presentan manifestaciones clinicas, esto es
posible gracias a los efectos inhibitorios de interneuronas GABAGérgicas en el tejido colindante
que son activadas por la misma regién excitada; sin embargo, debido a la constante actividad del
foco la inhibicion periférica es superada y la hiperpolarizacion del foco original desaparece
gradualmente, reclutando neuronas adyacentes y generando un tren de potenciales de accion de
alta frecuencia (Westbrook, 2013).

A diferencia de las crisis focales, en una crisis primariamente generalizada la actividad de
ambos hemisferios se altera de manera simultanea. El tipo més estudiado de crisis generalizadas
es la crisis de ausencia tipica, cuyo EEG caracteristico —el patrén espiga onda- fue identificada
por Berger en 1933 y relacionado estrechamente con este tipo de crisis por Gibbs, quien
hipotetizo que se debian a perturbaciones corticales generalizadas. En contraste con esta postura,
Penfield y Jaspers observaron que la actividad del EEG durante las crisis de ausencia era muy
parecida a los husos de suefio; propusieron una hipotesis centroencefalica segun la cual la rapida

generalizacion era atribuible a actividad ritmica marcada por agregados neuronales en el tallo
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cerebral o el tdlamo, los cuales proyectan de manera difusa hacia la corteza. Los circuitos del
tdlamo se encuentran adecuadamente organizados para la generacion de crisis primariamente
generalizadas: las neuronas de relevo talamicas expresan de manera robusta canales de Ca®*
dependientes de voltaje de tipo T (transitorios), los cuales se encuentran inactivados en el
potencial de membrana en reposo pero estan disponibles para su activacion cuando la célula se
hiperpolariza; el patron de activacion talamica durante el suefio sugiere una activacion reciproca
entre las neuronas de relevo y las interneuronas GABAEérgicas, las interneuronas hiperpolarizan
a las neuronas de relevo permitiendo la activacion de los canales de Ca®*, lo cual genera una
respuesta oscilatoria mediada por los disparos de las neuronas de relevo talamicas, las cuales
estimulan a las interneuronas y conducen a otra ronda de disparos. Adicionalmente, las neuronas
de relevo taldmicas poseen proyecciones difusas hacia neuronas corticales de amplias regiones

(Figura 3) (Westbrook, 2013).
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Figura 2. Caracteristicas de las crisis primariamente generalizadas. A grandes rasgos: (A) Inicio de una crisis
generalizada observable en todos los canales de registro de un paciente que presenta crisis de ausencia, (B) células
piramidales corticales conectadas de manera reciproca con neuronas de relevo taldmicas (color naranja), las
interneuronas GABAGérgicas del tdlamo (color gris) son activadas por las primeras e inhiben a su vez a las células de
relevo talamicas, (C) la actividad neuronal de células corticales y taldmicas se sincroniza durante la expresion de una
crisis generalizada. Tomado de Westbrook, 2013.

Epileptogénesis.
La mayoria si no es que todos los tipos de epilepsia se desarrollan en un momento

determinado de la vida previo al cual el cerebro funciona normalmente pero en el que tras cierta

secuencia de desarrollo o en respuesta a algun tipo de dafio los circuitos neuronales llegan a ser
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hiperexcitables generando crisis recurrentes y espontaneas (Lopez-Meraz, 2009). Se conoce
como epileptogénesis a dicho proceso, por lo general complejo y multifactorial, por medio del
cual un cerebro previamente normal se vuelve epiléptico; este término se ha utilizado
tradicionalmente en el contexto de las epilepsias adquiridas, sin embargo ha comenzado a tener
cierta relevancia para algunas otras de etiologia distinta como las genéticas, en las cuales el
proceso podria estar regulado por expresion génica dependiente del desarrollo, conduciendo a la
generacion de circuitos anormales en algun punto durante la maduracion (Goldberg & Coulter,
2013; Pitk&anen & Lukasiuk, 2011).

La investigacion sobre epileptogénesis en comparacion con aquella sobre ictogénesis es
bastante reciente: tanto los neurocientificos experimentales como clinicos del siglo XX estaban
mas interesados en la generacion de crisis que en el proceso por el cual el cerebro desarrolla un
potencial epileptégeno duradero. Fue hasta 1967 cuando comenzé a crecer el interés en éste
altimo gracias a que Goddard, realizando experimentos sobre aprendizaje, observé que tras
sucesivas estimulaciones eléctricas en la formacion hipocampal algunas ratas presentaban crisis
epilépticas; una aproximacion mas en el estudio de la epileptogénesis fue el desarrollo de
modelos animales de crisis espontaneas cronicas y recurrentes desencadenadas tras la
administracion de una estimulacion eléctrica o de fA&rmacos como la bicuculina, pilocarpina o el
acido kainico, provocando por medio de ellos la induccién de un estado epiléptico, el cual en
ultima instancia produce lesiones muy similares a aquellas de la esclerosis hipocampal reportada
en pacientes con epilepsia del 16bulo temporal mesial; de hecho la mayoria de las asunciones
sobre mecanismos epileptdgenos provienen del estudio del hipocampo esclerotico en animales

experimentales (Pitkanen & Engel, 2014).
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Clésicamente se ha considerado que el proceso de la epileptogénesis ocurre en tres fases: en
primer lugar la ocurrencia de un evento o lesién precipitante; seguido por un periodo latente
durante el cual se ponen en accién cambios a distintos niveles ya sea molecular, anatomico o de
circuitos y que transforman al cerebro normal en uno con la predisposicion para generar crisis;
finalmente, se habla de la presencia de una epilepsia cronica bien establecida. Mas recientemente
se han llegado a utilizar los conceptos de epileptogénesis y periodo de latencia como términos
operacionales equivalentes para referirse al lapso de tiempo que inicia tras la ocurrencia del
evento precipitante y termina con la aparicién de la primera crisis espontanea. (Goldberg y
Coulter, 2013; Pitkanen y Lukasiuk 2011).

Pitk&nen y Lukasiuk (2011) al comparar datos de diversos estudios sobre genes regulados de
manera anormal durante el proceso de epileptogénesis notaron que habia 46 de ellos con
funciones bien conocidas que se encontraban alterados tanto en el modelo de Estatus epiléptico
como de Lesion traumatica cerebral, indicando cierto grado de similitud en los eventos
moleculares. (Tabla 3). Es importante mencionar que por si solos los genes individuales
muestran distintos patrones de expresion: algunos se encuentran regulados durante la fase latente
y aun tras el diagnostico de epilepsia, mientras que otros s6lo lo estan de manera transitoria;
ademas es posible que unos sean regulados como parte de los cambios epileptégenos y otros mas
en respuesta al proceso de recuperacion secundario a la lesion precipitante. En este sentido,
estudiar las alteraciones en el transcriptoma al nivel de vias de sefializacion o de grupos
funcionales de genes ha brindado mejores resultados que el enfocarse en genes individuales y ha
Ilamado la atencion sobre procesos generales como la regulacion de transcripcion/transduccion
de sefiales y algunos mas especificos como inflamacion, transporte ionico, transmision sinaptica,

entre otros.
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Tabla 3. Genes pertenecientes a distintas clases funcionales e involucrados en el proceso de
epileptogénesis

Grupos funcionales Genes (n)

Sefalizacion célula-célula 12
Transporte idnico 12
Transmision sinaptica

Regulacion de proliferacion celular

Respuesta a lesiones

Respuesta inmune

Comportamiento

Regulacion de apoptosis

Inmunidad mediada por leucocitos

Regulacion de transmision sinaptica

Respuesta adaptativa inmune

Aprendizaje 0 memoria

Respuesta inflamatoria

Proliferacion celular

Regulacion de fosforilacion

Activacion de complementos

Regulacion de plasticidad sindptica

Respuesta a estimulos de hormonas esteroideas
Transporte lipidico

Respuesta a estrés oxidativo 3
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o

W S~ B~ D O1TO1O1T1OTO1TO O NN 0K O

Numero de genes relacionados con distintos procesos que se han visto activados durante el proceso de
epileptogénesis. Modificado de Pitkdnen y Lukasiuk, (2011)

A nivel celular se han propuesto distintos mecanismos, agudos y cronicos, involucrados en la
epileptogénesis; se ha observado por ejemplo que la ocurrencia de crisis repetidas media
procesos de necrosis y apoptosis celular, los cuéles han sido implicados como un factor causal
que conduce al desarrollo de la epilepsia mediante procesos secundarios: es bien conocido que la
movilizacion de celulas madre enddgenas dirigida a sustituir la pérdida neuronal en el cerebro
adulto es capaz de reducir los efectos negativos en pacientes con enfermedades
neurodegenerativas, sin embargo también es capaz de promover el desarrollo de circuitos
aberrantes y contribuir al desarrollo de crisis cronicas en la epilepsia. (Lukawski, Andrés-Mach y

Czuczwar, 2018)
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Aunque es probable que multiples mecanismos epileptdgenos se traslapen hasta cierto grado,
para que cualquiera de estos cambios ya sea una alteracion de las vias moleculares de
sefializacion o en la funcidn de un tipo especifico de células o canales idnicos logre generar
crisis, debe hacerlo alterando la actividad de los circuitos neuronales, es decir grupos de células
nerviosas de distintos tipos interconectadas unas con otras para formar un ensamble cuya
operacion esta dirigida a una funcién particular; por tanto la epilepsia es inextricablemente un
fendmeno que no puede ser entendido fuera del contexto de las redes. Claro ejemplo de esto
puede observarse en el I6bulo temporal, donde existe una intima relacién entre hipocampo y
corteza entorrinal formada por multiples bucles de circuitos indispensables para las operaciones
normales que toman parte en procesos de memoria y aprendizaje pero que también lo vuelven
vulnerable a generar actividad eléctrica anormal. Algunos elementos discretos de estos circuitos
se han visto comprometidos en la ELT tal como la puerta dentada: bajo condiciones normales el
giro dentado filtra gran parte de la actividad sincrénica proveniente de la corteza entorrinal hacia
CA3, fendbmeno conocido como puerta dentada y atribuido mayormente a las propiedades
electrofisioldgicas de las células granulares e interneuronas GABAérgicas de esta region; en
modelos animales de epileptogénesis se ha observado una alteracion temporal en el
funcionamiento de la puerta durante el periodo latente, mediada por alteraciones del receptor
GABA, variaciones en el gradiente de ClI controlado por cotransportadores y pérdida aguda de
interneuronas en el hilo dentado. (Goldberg y Coulter 2013).

Los estudios sobre epileptogénesis en humanos son dificiles de realizar debido a que se
requiere de un monitoreo de los pacientes que inicie a partir del evento precipitante, el cual
puede ser determinado con cierta precision si se trata de una lesion traumatica cerebral pero que

en la mayoria de los casos no tiene un punto de inicio bien definido o éste es discreto y casi
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imposible de identificar. El uso de biomarcadores, es decir las caracteristicas objetivamente
medibles que identifican confiablemente el desarrollo, presencia, severidad, progresion o
localizacion de una anormalidad epileptogena, es bastante difuso hasta ahora, sin embargo su
investigacion es prometedora tanto para la prevencién como el diagnostico de la epilepsia; a la
fecha se han propuesto varios biomarcadores potenciales (Tabla 4), los cuales pueden ser
registrados con una variedad de técnicas desde Resonancia magnéetica hasta perfiles de expresion
de genes (Pitkanen y Engel, 2014).

Tabla 4. Biomarcadores potenciales

Cambios funcionales y estructurales en el hipocampo detectados mediante IRM/TEP
Caracteristicas de espigas interictales, incluyendo fIRM

Oscilaciones patolégicas de alta frecuencia

Excitabilidad- EMT

Imagenologia AMT-TEP

Perfiles de expresion génica

Micro ARN’s

IMR=imagenologia por resonancia magnética; TEP=tomografia por emision de
positrones;fIRM= IRM funcional; EMT=Estimulacién Magnética Transcraneal; AMT=alfa-
metyl tirosina

Modificado de Pitkénen y Engel, 2014.
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Electrofisiologia
EEG

Debido a su bajo grado de invasividad el electroencefalograma es la herramienta més Gtil en
el diagndstico y clasificacion de las epilepsias, secundario solamente al historial clinico. Se trata
de un registro dependiente del tiempo de las diferencias de potencial eléctrico (voltaje) en sitios
referidos del cerebro, las cuales han sido demostradas gracias a la investigacion basica ser las
resultantes de la suma de la actividad sinéptica sincrdnica en las regiones méas proximas a los
electrodos de registro; por su parte, los potenciales de accion realizan una muy pequefia
contribucion al EEG dado que son lo suficientemente breves como para presentarse de manera
sincrénica (Fisher, 1989).

El estudio de la epilepsia cambid drasticamente con la posibilidad de aplicar el registro EEG
en humanos, propuesta generada por el psiquiatra aleméan Hans Berger en 1929 y que en sus
inicios permitio establecer una relacion directa entre los estados de conciencia y la actividad
electrofisioldgica del cerebro (Figura 3); el mismo Berger demostré que durante el estado de
alerta aparecen ritmos rapidos de bajo voltaje y que al iniciarse el suefio se presentan ritmos
lentos y de alto voltaje. Su descubrimiento fue seguido por investigaciones pioneras sobre el
EEG de pacientes epilépticos, elucidando patrones electrograficos tanto normales como
anormales (Faingold, 2014). El descubrimiento de la electroencefalografia fue un hito en el
avance de las neurociencias y la préactica cotidiana neuroldgica, especialmente para los pacientes
con crisis ya que la verdadera naturaleza de la enfermedad y por ende su adecuado manejo eran

desconocidos en aquel tiempo (Tudor, Tudor y Tudor, 2005).
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Figura 3. Hans Berger y su electroencefaldgrafo

La posibilidad de realizar un registro de la actividad eléctrica del cerebro no fue el resultado
del trabajo de un solo hombre. El descubrimiento accidental de Galvani de la electricidad
bioldgica hacia finales del siglo XVI1I condujo al desarrollo de la bateria de Volta; valiéndose de
esta Ultima, Rolando fue el primero en estimular la superficie del cerebro dando pie a que en
1870 Fritsch, Hitzig y Ferrier desarrollasen la idea de localizacién cerebral gracias sus
experimentos sobre estimulacion galvanica en el encéfalo de perros. Gracias a ellos se supo que
la estimulacion eléctrica de ciertas zonas era capaz de producir una respuesta motora
contralateral al hemisferio estimulado pero era desconocido si existia una corriente eléctrica
intrinseca en el cerebro que pudiera ser registrada; Caton fue el primero en hacer un reporte
acerca de “la corriente en las sustancias grises en el cerebro abierto” gracias a haber detectado
oscilaciones en el voltaje de sus registros aun en ausencia de estimulos, esto en trabajos que
inicialmente pretendian estudiar la localizacion de funciones sensoriales en el cerebro de conejos
y monos. Basandose en el descubrimiento de Caton y algunos otros, Berger llevo a cabo el

primer registro EEG en el ser humano el 6 de Julio de 1924 durante la operacién de un joven de
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17 afios realizada por el neurocirujano Nikolai Gulek. Berger reportaria este evento hasta el afio
de 1929 usando los términos de ondas alfa y beta para referirse a las dos distintivas formas de
actividad previamente descritas e incluyendo registros propios y de su hijo en la publicacion. Los
complejos espiga onda (Spitzen wellen) también observados por él pero considerados
errbneamente como artefactos, fueron descritos pronto por el grupo americano de pioneros en el
EEG conformado por Gibbs, Davies, Lenox y Jaspers (Guevara, Herndndez y Sanz, 2010; Tudor
et al., 2005).

Las descargas ictales son un ejemplo de la sincronizacion extrema del EEG; se han
reconocido desde la Gltima mitad del siglo pasado a diversos patrones electrogréficos como
caracteristicos de la actividad epiléptica, por ejemplo: durante las crisis de ausencia el EEG
muestra complejos espiga-onda ritmicos que duran de 3-4 segundos (Figura 4) mientras que en
las crisis tonico cldnicas suele observarse al inicio una desincronizacion paraddjica de bajo
voltaje, seguida de actividad ritmica aguda a una frecuencia de 15-25 Hz, desacelerando a
frecuencias menores y resolviéndose en espigas o poliespigas y ondas lentas; después de las
crisis el registro EEG suele aplanarse y se ralentiza en comparacion con la linea base por varios

minutos, fendmeno conocido como periodo refractario (Fisher, 1989).
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Figura 4. Complejo espiga-onda, Modificado de Tudor et al., 2005.
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Frecuencia de una sefial, potenciay FFT

El EEG contiene actividad ritmica, identificable incluso en los datos crudos sin filtrar ni
procesar; esta actividad refleja oscilaciones neuronales, es decir fluctuaciones en la excitabilidad
de poblaciones de neuronas, que pueden ser descritas por tres caracteristicas: frecuencia,
potencia y fase (Figura 5). La frecuencia es la velocidad de una oscilacion y se mide en Hertz
(Hz) o ciclos por segundo, la potencia es la cantidad de energia en una banda de frecuencia y se
considera como la amplitud al cuadrado de una oscilacion, finalmente, la fase es la posicion a lo
largo de la onda sinoidal en cualquier punto temporal medida en radianes o grados. La potencia y
la fase son independientes una de la otra, por lo que las dinamicas neuronales medidas mediante

potencia son distintas de aquellas medidas a través de la fase (Cohen, 2014).
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Figura 5. Caracteristicas descriptivas de una onda: frecuencia, potencia y fase de dos ondas distintas. Modificado de
Cohen, 2014.

Los ritmos cerebrales se han agrupado clasicamente en bandas definidas por frecuencias
centrales y anchos de banda que incrementan de manera logaritmica. Este agrupamiento no es
arbitrario, es resultado de distintos mecanismos neurobioldgicos responsables de las oscilaciones

cerebrales, incluyendo el decaimiento sinaptico y la dindmica de transmision de sefiales. Una
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oscilacion suele ser definida como la alteracion ritmica entre distintos estados, estas pueden
ocurrir en tiempo y espacio y son comunes en los sistemas fisicos y bioldgicos; en el cerebro el
término oscilacion se refiere a fluctuaciones ritmicas en la excitabilidad de neuronas o de
poblaciones neuronales. Uno de los principales mecanismos fisiolégicos implicado en la
produccion de oscilaciones en grandes grupos neuronales se basa en la interaccion entre
interneuronas inhibitorias y células piramidales excitatorias: cuando una poblacion de células
piramidales se activa su excitacion incrementa mientras se estimulan unas a otras, las
interneuronas dentro de esta poblacion también son activadas y conforme su disparo incrementa
las células excitatorias son inhibidas; la activacion de las interneuronas decrementa
subsecuentemente permitiendo un nuevo aumento en el disparo de las células piramidales. Este
balance cambiante entre excitacion e inhibicién provee el esqueleto basico de una oscilacién
(Cohen, 2014).

La actividad cerebral contiene entonces oscilaciones de maltiples frecuencias que pueden ser
separadas mediante técnicas de procesamiento de sefiales. De la misma forma en que las
estaciones de radio transmiten simultdneamente pero pueden ser aisladas de acuerdo a la banda
de frecuencia en que transmiten la informacion, diferentes procesos cognitivos y funciones
neuronales parecen utilizar distintos rangos de frecuencia o conjuntos de rangos de frecuencia.

La transformada de Fourier es una técnica de analisis de sefiales muy importante en el analisis
de datos de series de tiempo. Para poder trabajar un registro EEG con medidas cuantitativas es
necesario utilizar métodos basados en series de tiempo provenientes de las sefiales digitalizadas,
el analisis espectral de Fourier es un meétodo de cuantificacion de series de tiempo que
descompone una forma de onda compleja en una suma linear de componentes de ondas mas

elementales basadas en senos y cosenos, lo cual permite ejecutar el analisis lineal
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correspondiente de manera mas eficiente mediante simples cambios del dominio del tiempo al de
las frecuencias. El resultado de la transformada de Fourier permite visualizar los distintos
componentes de frecuencia que constituyen a una sefial y calcular de manera cuantitativa la
potencia (0 amplitud al cuadrado) de cada uno de ellos, asi como agruparlas en bandas de
frecuencia particulares. La suma de todos los valores de potencia del espectro es conocida como
potencia absoluta total y puede ser entendido como el area comprendida entre la curva del

espectro y el eje de las abscisas (Figura 6) (Cohen, 2014; Guevara et al., 2010).
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Figura 6. Ejemplo de potencia absoluta de una sefial, en este caso del espectro emisivo de la radiacion solar. El
analisis de potencia puede ser utilizado para analizar un gran nimero de fenémenos.
Coherencia

Histéricamente se han utilizado dos aproximaciones distintas para estudiar la arquitectura
cerebral: la segregacién y la integracion funcional. Mientras que la primera se enfoca en el
desglose anatémico de regiones cerebrales delimitadas y especializadas en realizar ciertas
funciones, la segunda hace énfasis en la interaccion entre dichas regiones al llevar a cabo una
tarea especifica. Uno de los principales métodos mediante los cuales se ha estudiado la

integracion es la conectividad funcional, es decir el estudio de las correlaciones temporales entre
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eventos neurofisiologicos espacialmente distintos. Siendo el EEG un registro continuo de las
fluctuaciones en el voltaje generadas por las distintas zonas cerebrales registradas a lo largo de
un periodo de tiempo, es posible realizar un anélisis cuantitativo de sus sefiales y someterlas a
estudios de conectividad funcional. Este tipo de analisis se apoya en técnicas basadas en el
dominio de la frecuencia como la coherencia (COH), y otras basadas en el dominio del tiempo
como la correlacion (Figura 7) (Guevara et al., 2010).
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Figura 7. Dos distintas medidas de sincronizacion de una sefial electrogréafica calculadas mediante los métodos de
correlacion cruzada y coherencia. Las graficas B, C y D representan las medidas de ambos métodos de medicion de
sincronia para tres momentos diferentes: antes de la aparicion de una crisis, en la fase inicial y en la fase final de la
misma respectivamente. Sobre la sefial electrografica se muestran las barras correspondientes a cada una de las
medidas, nétese que el método de coherencia es capaz de detectar un incremento en la misma a una frecuencia de
9Hz previo al inicio de la crisis. Tomado de Jiruska (2013)
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La coherencia es un indice matemético basado en el anlisis espectral que permite determinar
el grado de semejanza entre dos sefiales electrograficas midiendo la covarianza lineal de éstas en
funcion de la frecuencia, tomando en cuenta tanto los cambios de amplitud como de fase. La
coherencia estd definida entre los valores 0 (coherencia minima) y 1 (coherencia méxima).
Siendo la coherencia una funcion de la frecuencia, también es comun presentarla de manera
espectral, es decir como los valores de coherencia en cada frecuencia del espectro; ademas cabe
comentar que, como muchos otros andlisis de conectividad funcional, la coherencia no informa
sobre relaciones causales de la actividad de una red neuronal sobre otra, a diferencia de la
conectividad efectiva. En este sentido la diferencia entre ambos tipos de conectividad es anéloga

a la existente entre correlacion y causalidad (Cohen, 2014).

Sincronizacion y desincronizacion en epilepsia

Si bien la sincronia implica que dos sistemas convergen de manera asintética de tal forma que
sus trayectorias se vuelven idénticas y tal dinamica es estructuralmente estable, la actividad de
sistemas desiguales como los de las neuronas y sus poblaciones puede asemejarse mas nunca
sincronizarse de manera total. Por tal motivo la sincronia en los sistemas neuronales ha sido
tradicionalmente inferida mediante métodos de correlacion linear o coherencia, entre otros
(Jiruska et al., 2013).

La sincronizacion en la epilepsia es un fendbmeno complejo y tanto aumentos como
decrementos de sincronia son una caracteristica integral de ella en distintos momentos. Si bien
Penfield y Jaspers hipotetizaron que las crisis son una forma extrema de actividad sinaptica
sincronica ademas de que por mucho tiempo se asumid que los sitios donde el EEG muestra

descargas ictales de alta amplitud participan activamente en las crisis, la relacion a distintos
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niveles espaciotemporales es en realidad mas compleja: diversos estudios subrayan que la
sincronizacion del EEG vy de los potenciales de campo local (inputs de poblaciones neuronales,
locales 0 no locales, subumbrales) podria estar disociada de la sincronizacion de las espigas
(outputs unicelulares locales, supraumbrales). Se debe mantener en mente este fendmeno cuando
se investiga la heterogeneidad de la actividad durante las crisis mediante sefiales electrograficas

registradas a distintas escalas (Jiruska et al., 2013).
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Modelos Experimentales
Importancia

Los modelos animales tanto de crisis como de epileptogénesis han jugado un rol fundamental
en el entendimiento de los cambios fisiolégicos y anatdmicos asociados a la epilepsia en el
humano, asimismo desde la primera mitad del siglo XX han contribuido al desarrollo de
farmacos antiepilépticos, muchos de los cuales ain son prescritos hoy en dia. Dichos modelos se
realizan en un amplio rango de animales, desde drosophila hasta primates no humanos y son lo
suficientemente diversos como para permitir estudiar la plétora de aspectos relevantes asociados
a esta enfermedad (Sarkisian, 2001).

Se considera como modelo al resultado de una manipulacion o al animal experimental mismo
(en el caso de los modelos genéticos, por ejemplo) que reproduce de manera fiel una o varias de
las caracteristicas propias de un fendmeno, siendo en este caso el que nos ocupa la epilepsia. Sin
embargo antes de que cualquiera de estos modelos pueda ser considerado como tal, debe cumplir
la mayoria de las siguientes condiciones:

1. Exhibir un correlato electrofisioldgico similar a aquel caracteristico de las crisis y la
epilepsia.

2. Las etiologias deben ser parecidas.

3. Si la condicion en humanos se caracteriza por una edad de inicio especifica, el modelo
que pretenda emularla debe ajustarse para reflejar un periodo equivalente.

4. Si la condicion en humanos se caracteriza por cambios patolégicos especificos, como
lesiones focales o displasia cortical, el modelo animal debe presentarlas.

5. Tanto el modelo como la condicion a modelar deben responder de manera similar a los

farmacos antiepilepticos.
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6. Las expresiones conductuales deben reflejar de alguna forma a las observadas en

humanos.

Tipos de modelos

Los modelos animales se sirven de distintas técnicas incluyendo administracion de agentes
quimicos, estimulacion eléctrica, lesiones térmicas o por hipoxia, lesiones traumaticas,
activacion optogenética y creacion de cepas de roedores susceptibles a presentar crisis. El repasar
todos y cada uno de los modelos es una tarea por demas extenuante por lo que en este caso
conviene resumir las ventajas Yy desventajas de las distintas categorias en que se agrupan:
aquellos dependientes de farmacos permiten la rapida generacion de crisis y la investigacion de
mecanismos epileptogenos, también han sido utilizados en gran medida en el tamizaje de
farmacos antiepilépticos, todo esto a expensas de una alta tasa de mortalidad de los sujetos
experimentales y gran variabilidad en la frecuencia y severidad de las crisis espontaneas; en
contraste, los protocolos de estimulacion eléctrica suponen un menor riesgo para los sujetos
experimentales y facilitan el control de las crisis y su progresion, llegando a ser costosos y a
requerir bastante tiempo para ser llevados a término por otra parte; las lesiones térmicas, por
hipoxia o traumaticas suelen aproximarse en mayor medida a las condiciones etiologicas de
ciertos sindromes, pero las inconsistencias dependientes del procedimiento experimental minan
la posibilidad de realizar comparaciones significativas entre animales y humanos; finalmente, las
cepas genéticamente susceptibles a presentar crisis eliminan bastante de la artificialidad de las
manipulaciones de los procedimientos experimentales, pero las alteraciones genéticas precisas no
siempre son conocidas ademas de que ciertos estimulos sensoriales desencadenantes aun son

requeridos (Kandratavicius et al., 2014).
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Pentilenetetrazol

Entre los modelos dependientes de un agente quimioconvulsivo la administracion sistémica
del antagonista de GABAA,, Pentilenetetrazol (PTZ), es bien conocida por inducir crisis
generalizadas. En dosis pequerfias ha sido utilizado como un modelo de crisis de ausencia y en
cantidades mayores es capaz de generar crisis convulsivas clénicas y ténico clénicas, asi como
estatus epiléptico; es ademas, junto con el modelo de Electroshock Méaximo (MES), uno de los
modelos mas utilizados para valorar la eficacia de farmacos antiepilépticos (Luttjohann, Fabene
y Luijtelaar, 2009).

Aunque en el cerebro las sinapsis glutamatérgicas excitatorias representan una vasta mayoria,
aquellas de tipo inhibitorio juegan un rol esencial previniendo un exceso de excitacion o
coordinando la actividad entre redes neuronales. En la mayoria de las neuronas del sistema
nervioso central los potenciales postsinapticos de tipo inhibitorio son generados por los
neurotransmisores GABA y Glicina, siendo mediados en el caso del primero por el receptor
GABAA, un receptor ionotropico que abre directamente un canal i6nico transmembranal
permeable a CI', permitiendo su entrada a la neurona, hiperpolarizandola y volviéndola menos
excitable. Por tanto la administracion sistémica de un antagonista de dicho receptor, como el
PTZ, actda en ultima instancia impidiendo la entrada de CI" a las neuronas, imposibilitando su
hiperpolarizacion (Westbrook, 2013).

Luttjohann, Fabene y Luijtelaar (2009) buscando establecer una escala conductual que
evaluara de manera precisa las crisis inducidas con PTZ, implementaron un protocolo de
administracion del farmaco que les permitio observar distintas expresiones comportamentales y
su correlato electrografico ante una serie de inyecciones lo suficientemente espaciadas como para

impedir que el animal experimental presentara una crisis inmediatamente o entrara en estatus
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epilepticus. El protocolo consistié en aplicar una dosis inicial de 20 mg/kg via intraperitoneal

(i.p.) y dosis sucesivas cada 15 minutos de 10 mg/kg i.p.; de esta manera pudieron identificar

once categorias comportamentales y agruparlas posteriormente en seis estadios conductuales

indicadores de distintas intensidades de crisis, basdndose en su distribucion temporal, latencia y

el patron EEG asociado a cada una. (Tabla 5)

Tabla 5. Estadios conductuales de las crisis presentadas al administrar Pentilenetetrazole

Estadios de intensidad

1

H W N

)
)
)
)
5)

6)

Arresto comportamental repentino o mirada al vacio

Mioclonias faciales del hocico u hocico y ojos

Mioclonias del cuello

Crisis clénica en posicién sentada

Convulsiones incluyendo crisis clonicas y/o ténico clonicas acostada sobre su abdomen y/o
crisis puramente tonicas

Convulsiones incluyendo crisis clonicas y/o tonico cldnicas acostada de lado y/o saltos

descontrolados

Conductas mostradas ante la administracion de distintas dosis de Pentilenetetrazole. La lista se presenta en orden
descendente de acuerdo a la severidad. Modificado de Luttjohann, Fabene y Luijtelaar, 2009.
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Tratamiento de la Epilepsia

Las epilepsias se encuentran entre los desérdenes cronicos méas serios del cerebro y aunque
afortunadamente alrededor de un 65% de los pacientes pueden ser controlados con tratamiento
farmacoldgico el resto de ellos contina presentando crisis recurrentes aun siendo medicados o
éstas son por completo resistentes a este tipo de intervencion, lo cual implica repercusiones para
su calidad de vida, un estigma social e inclusive un mayor riesgo de mortalidad. En la clinica se
considera que si se han probado dos o tres regimenes de tratamiento farmacolégico y éstos no
han resultado en un completo control de las crisis el diagndstico de la epilepsia o del sindrome
epiléptico debe ser reevaluado para una mejor intervencion; por otra parte si se confirma una
epilepsia refractaria deben considerarse métodos quirtrgicos o de estimulacion cerebral (Targas,

2014).

Tratamiento farmacoldgico de las epilepsias

El tratamiento con farmacos se considera la intervencion de primera mano por excelencia
debido a su disponibilidad y bajo nivel de invasividad; entre los principales criterios para
iniciarlo se encuentran el tener la certeza del diagndstico y de que el riesgo de recurrencia de
crisis para un paciente es elevado.

Los farmacos antiepilépticos actGan sobre el sistema nervioso central y por lo general son
altamente liposolubles pues requieren atravesar la barrera hematoencefalica. Historicamente se
han clasificado en tres generaciones: la primera comprende a aquellos comercializados entre
1857 y 1958 e incluye al bromuro de potasio, fenobarbital y varias moléculas derivadas de la
estructura de los barbitdricos, muchos de los cuales vieron la luz asociados a la investigacion

sobre propiedades sedantes de ciertos compuestos, de hecho hasta 1930 se creia que todo buen
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FAE debia tener propiedades sedantes, durante este periodo también se desarrollaron varios
farmacos especificos para tratar crisis de ausencia; la segunda generacion incluye farmacos
introducidos entre 1960 y 1975 como la carbamazepina, muy importante para el control de crisis
subintrantes propias del estatus epiléptico, o el acido valproico, reconocido por su amplio
espectro de accion ante crisis parciales y generalizadas; a partir de 1980 comenzaron a
comercializarse compuestos de tercera generacion como la vigabatrina y gabapentina, pensados
para intervenir sobre mecanismos mas especificos como la potenciacion GABAérgica o la
reduccion de hiperexcitabilidad mediada por neurotransmisores excitatorios, ademas se comenzé
a realizar una busqueda de agentes con propiedades farmacocinéticas mas adecuadas que las de

los originales como fue el caso de la oxcarbamazepina (Figura 8)(Targas, 2014).
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Figura 8. Linea temporal de introduccion al mercado de distintos farmacos antiepilépticos. Tomado de Targas, 2014.
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La eficacia en la respuesta al tratamiento con FAE depende de una serie de factores entre los
que se encuentra la edad del paciente, el tipo de crisis, la frecuencia de las mismas o el tiempo de
evolucion de la enfermedad previo al inicio del tratamiento, aunque probablemente el mayor
factor predictivo sea el tipo de sindrome, siendo algunos como el de West o Dravet o las
epilepsias secundarias a malformaciones en el desarrollo cortical de los que se conoce bien su
baja responsividad. Se sabe también que las epilepsias con crisis parciales suelen ser mas

resistentes al tratamiento con FAE que las epilepsias generalizadas idiopaticas (Targas, 2014).

Tratamiento quirudrgico

Aunque se han encontrado craneos trepanados pertenecientes al Neolitico, en este periodo la
epilepsia no era reconocida como un desorden neuroldgico y es muy probable que estos métodos
pretendieran ser mas bien intervenciones espirituales debidas a atribuciones supernaturales. La
cirugia como tratamiento para la epilepsia en sentido estricto se inicié en Europa en la segunda
mitad del siglo XIX, después de que Hughlings Jackson correlacionara los fendbmenos epilépticos
a disfunciones cerebrales y que gracias a esto en 1886 Sir Victor Horsley realizara la primera
neurocirugia para remover el area cortical dafiada del cerebro de un paciente epiléptico; por las
mismas fechas Fedor Krause comenzaria a operar pacientes epilépticos en Alemania.
Originalmente estas primeras operaciones se realizaron para retirar focos corticales, sin embargo
con el avance de las investigaciones, la introduccion del microscopio de operaciones y nuevos
instrumentos de cirugia durante el siglo XX se crearon nuevas técnicas resectivas como la
amigdalohipocampectomia y la hemisferotomia funcional; de la misma forma la llegada de la
MRI permiti0 visualizar pequefias lesiones congenitas a una escala en la que antes eran

imposibles de detectar. Actualmente, en cualquier cirugia se cuenta con un grupo de trabajo
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multidisciplinario que busca ubicar de forma precisa la zona de inicio ictal para poder retirarla y
obtener la mayor probabilidad de libertad de crisis con el menor riesgo de deficit funcional
(Schijns, 2015).

La cirugia resectiva adjunta se considera un estandar de tratamiento para un grupo de
pacientes propiamente seleccionados con epilepsia parcial farmacorresistente, en la mayoria de
los casos epilepsia del 16bulo temporal mesial, tras cuya implementacion aproximadamente un
25-30% de los individuos pueden considerarse curados y un porcentaje similar queda libre o casi
libre de crisis con un tratamiento farmacoldgico continuo; en general la mayoria de éstos
pacientes, cuyas crisis se originan en un area local, mejoran significativamente cuando el foco o
tejido epileptdgeno es removido. La aproximacion quirdrgica depende de varias consideraciones
incluida la localizacién y extension de la zona epileptogéna, los hallazgos de MRI y el balance

de riesgos-beneficios de la cirugia misma (Elger y Schmidt 2008).

Otros tratamientos

Cuando los FAE fallan en lograr un control sobre las crisis y los pacientes no son candidatos
Optimos a cirugia ain pueden considerarse opciones que brinden beneficios terapéuticos, la
neuroestimulacion en el tratamiento de la epilepsia es una de estas alternativas; se usa este
término para referirse a un conjunto de procedimientos que pueden tomar la forma de
estimulacion nerviosa periférica como la del nervio vago (ENV) o bien de regiones cerebrales
propiamente dichas, ya sea que se encuentren directamente involucradas en las crisis como en el
caso de la estimulacion responsiva de circuitos cerrados (ENR) o regiones que se cree que
modulan la actividad de estas, como el talamo anterior y algunas otras, mediante estimulacion

cerebral profunda (ECP), (Figura 9), (Bergey y Fisher, 2016).
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Talamo anterior
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Figura 9. Principales blancos de la estimulacion cerebral. En color azul se resaltan aquellas modalidades de
estimulacion cuya efectividad ha sido comprobada en estudios aleatorizados. Modificado de Fisher y Velasco, 2014.

Por un breve periodo desde su aprobacion en 1997 por la FDA, la ENV fue la Unica
modalidad de neuroestimulacién disponible en la clinica hasta que en 2013 se sumé la ENR
como alternativa terapéutica; la estimulacion cerebral profunda del tdlamo anterior por su parte
se encuentra disponible por ahora en la Unién Europea, Canada y otros paises (Bergey y Fisher,
2016). Vale la pena sefialar que aunque en los Gltimos afios se ha renovado el interés en evaluar
la efectividad de la estimulacion cerebral para diversos trastornos, la epilepsia incluida, el éxito
relativo de los tratamientos con farmacos en la mayoria de los pacientes ha relegado en cierta

medida a las técnicas de estimulacién al dominio de la investigacion basica (Albert, Cook, Prato

y Thomas, 2009).
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Todas las modalidades de neuroestimulacion comparten el beneficio de no presentar los
efectos colaterales propios de los tratamientos con FAE; si bien pueden haber diferencias
regionales en el paso de los fA&rmacos a través de la barrera hematoencefalica a la fecha ninguno
de ellos esta propiamente disefiado para actuar sobre regiones especificas, pudiendo ser esta
influencia en la funcién cerebral global lo que cuenta principalmente para presentar efectos
colaterales cognitivos, toxicos, teratogénicos, etc. En contraste, los métodos de estimulacion al
ser dirigidos a una region o circuito neuronal especifico son capaces de modular los sintomas de
una forma ajustable y reversible; no obstante se reconoce que los mecanismos precisos que
median sus efectos benéficos en muchos casos aun estan por ser elucidados (Bergey y Fisher,

2016; Theodore y Fisher, 2004).
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Anatomia y fisiologia

El Nervio Vago (NV) o nervio neumogastrico es el décimo y més largo de los pares craneales,
su nombre deriva del latin vagar en honor a su largo curso desde la médula cerebral hasta el
colon, si bien inerva predominantemente los érganos toracicos y abdominales. (Figura 10) El
vago es un nervio mixto de funciones complejas parasimpaticas, motoras, y sensoriales; en
concordancia con esta diversidad se encuentra involucrado en los sistemas auténomo,

cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal, inmune y endécrino (Ong y Chong, 2010; Yuan y

Silberstein, 2016).

Figura 10. Anatomia del nervio vago.

Tomado de Waldman, 2009.
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El vago posee dos tipos de fibras eferentes y tres de aferentes sensoriales. Las fibras eferentes
del NV surgen del nlcleo ambiguo (NA) y del nicleo motor dorsal del vago (NMD), mientras
que las aferentes, cuyos somas celulares se encuentran agrupados en el ganglio yugular superior
y en el ganglio nodoso inferior, terminan principalmente en el &rea postrema (AP), ndcleo
espinal del nervio trigémino (SNT) y nucleo del tracto solitario (NTS). Aunque es mayormente
conocido por las primeras, que inervan el musculo estriado de la laringe y proporcionan control
parasimpatico del corazon, pulmones y tracto gastrointestinal, aproximadamente el 80% de sus
fibras son proyecciones aferentes a través de las que provee informacion sensorial de una
variedad de estimulos interoceptivos incluyendo presion arterial y osmética, dolor, tension
muscular, temperatura e inflamacion; esta informacion converge en los nucleos enlistados (Tabla
6, Figura 11, flechas morada y azul), desde donde se transmite a multiples regiones cerebrales o
provoca una regulacion homeostatica (parasimpética) descendente (Amar, Levy, Liu y Apuzzo,

2009; Yuan y Silberstein, 2016).
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Figura 11. (A) Inervacion del nervio vago, (B) proyecciones aferentes y eferentes del nervio vago y sus distintos
nucleos de relevo: las flechas naranja y verde representan proyecciones eferentes, las flechas azul y morada
representan proyecciones aferentes e incluyen a los ganglios yugular y nodoso. Tomado de Yuan y Silberstein, 2016.



Sus fibras también se han clasificado de acuerdo a su velocidad de conduccidn, proporcional a
su tamafio, y se ha asociado a cada una con un rol fisioldgico especifico: (1)las fibras mielinadas
largas de tipo A llevan informacion somatica aferente y eferente mientras que las pequefias
transmiten principalmente informacion visceral aferente, (2) las fibras B proveen inervacion
preganglionar eferente simpatica y parasimpética, finalmente (3) las fibras C, no mielinadas,
conducen informacion visceral aferente (Yuan y Silberstein, 2016).

Tabla 6. Nucleos del nervio vago y sus principales funciones

Nucleo Tipo Distribucion y funcion en relacion al NV

NST ASG Sensibilidad somética del meato auditivo externo,
membrana timpanica, dura en la fossa posterior,
hipofaringe, laringe y eséfago superior

NTS rostral ASV Sensacion de sabor de la epiglotis y faringe

NTS caudal AVG Sensacion visceral de hipofaringe, laringe, corazoén,
pulmones, tracto alimenticio, arco aortico (barorreceptores
y quimiorreceptores); también percibe informacion
hormonal y de citocinas

NMD EVG Mayoria de los 6rganos toracicos y abdominales por
medio de ganglios parasimpaticos
NA branquiomotor EVS Control motor visceral de mudsculos esqueléticos de la

faringe (excepto musculo estilofaringeo), laringe y
esofago superior
NA formacién EVG Ganglios cardiacos para inhibicién
externa Ganglios pulmonares para el tamafio de la via aérea y
regulacion de secreciones

NST= nucleo espinal del nervio trigémino; NTS= nlcleo del tracto solitario; NMD= nlcleo motor dorsal del NV;
NA= nicleo ambiguo; ASG=aferente somatica general; ASV= aferente visceral especifica; AVG= aferente visceral
general; EVG= eferente visceral general; EVG=eferente visceral especifica. Modificado de Yuan y Silberstein,
2016.
Estimulacion eléctrica del Vago

La estimulacion del NV fue propuesta por primera vez a finales del siglo XIX por el

neurologo americano James Corning, basandose en la hipotesis de que las crisis estaban

asociadas a un flujo sanguineo anormal hacia el cerebro, ya que su acontecimiento se habia visto
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asociado temporalmente con enrojecimiento facial y palpitaciones de la carétida, aunado a
reportes de una reduccién de las crisis consecuente a la compresion manual de esta ultima.
Corning disefid una horquilla (Figura 12) conectada a un par de electrodos para realizar
compresion y aplicar estimulacion vagal transcutanea con la finalidad de disminuir la frecuencia
cardiaca, sin embargo los resultados no fueron exitosos. Fue hasta 1952 que Zanchetti, utilizando
una preparacion encéphale isolé en gatos, logré demostrar que la estimulacion eléctrica directa
del NV ejercia un efecto desincronizador global del EEG, provocaba una inhibicion de espigas
de suefio y era capaz de suprimir la actividad epiléptica causada por la aplicacion focal de
estricnina; asimismo la preparacion experimental constituia la prueba de que los cambios en la
actividad cerebral debidos a la ENV no eran mediados por cambios en la presion sanguinea. Por
otra parte Magnes estimuld el NTS, primer sitio de relevo de gran parte de las aferentes vagales,
y observé una sincronizacion o desincronizacion del EEG dependiente de la frecuencia; Zabara
demostré que la ENV (20-30 Hz, pulsos de 0.2ms) interrumpia las crisis generadas con
estricnina en perros e inducia un periodo inhibitorio prolongado tras haber finalizado ésta;
finalmente, mientras que al principio se creia que las fibras tipo C eran responsables del efecto
anticrisis de la ENV, estudios posteriores demostraron que en humanos éste dependia

principalmente de fibras mielinadas tipo A y B (Ruffoli et al.,2011; Yuan y Silberstein, 2016).
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Figura 12. (A) Horquilla para estimulacion vagal transcutinea y (B) aplicacion de la horquilla conectada a una
bateria galvanica a un paciente. Tomado de Yuan y Silberstein, 2016.

Tras el éxito demostrado en las investigaciones con animales, a inicios de los 90 se reportaron
dos estudios piloto que demostraban una reduccion significativa de crisis en pacientes con
epilepsia intratable, asi como un estudio aleatorizado, doble ciego, en el cual las crisis parciales
refractarias de 67 pacientes vieron su frecuencia reducida tras 14 semanas de ENV (Yuan y
Silberstein, 2016). La estimulacion eléctrica del nervio vago izquierdo (ENV) fue aprobada por
la Agencia Europea de Medicamentos en 1994 y por la FDA en Julio de 1997 para su uso como
terapia adjunta para reducir la frecuencia de crisis parciales, con o sin generalizacion secundaria,
en personas mayores de 12 afios con epilepsia farmacorresistente (Galbarriatu et al., 2015). En
2005 su uso fue aprobado también para el tratamiento de depresion y se investiga su posible
utilidad frente a otros trastornos.

La ENV se lleva a cabo mediante un generador de pulsos que entrega estimulacion eléctrica
intermitente al tronco del nervio vago cervical inferior mediante un electrodo helical; el sistema

es puesto a punto de manera no invasiva mediante una barra telemétrica y se incluye un magneto
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portatil que los pacientes pueden utilizar para provocar una estimulacion preventiva a voluntad o
detenerlas temporalmente. El generador tiene el tamafio de un marcapasos, se implanta de forma
subcutanea en el pecho y obtiene su energia de una bateria de litio con un tiempo medio de vida
de 6-10 afios, dependiendo de las caracteristicas de la estimulacion; los parametros éptimos son
desconocidos y usualmente se ajustan de manera empirica para cada paciente dentro de ciertos
limites aceptados (intensidad de corriente de 0.25-3.5mA, 20-30Hz, 0.25-0.5 ms de ancho de
pulso y un ciclo de trabajo de 30-60s ON, 5min OFF). El cable bipolar estd aislado en un
compuesto de elastdbmero de silicona y puede ser implantado en pacientes con alergia al latex,
ademas, los componentes helicales cuentan con un alambre de platino ajustable que asegura un
contacto Optimo con el nervio mientras se evita una compresion excesiva; la examinacion
histologica del NV ha revelado ausencia de demielinizacion, pérdida axonal, filtracion linfocitica

o0 alguna otra evidencia de dafio permanente debido a la estimulacion (Figura 13)(Amar et al.,
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Figura 13. Colocacion del electrodos helicales para estimulacion del Nervio Vago. (A) Posicion del implante y (B)
colocacion de los tres electrodos del estimulador. Tomado de Yuan y Silberstein, 2016.
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Solamente 3-6% de los pacientes presentan infecciones post operatorias y la estimulacién es
bien tolerada en general, de hecho los efectos secundarios reportados suelen presentarse de forma
exclusiva durante los periodos ON Yy se tratan principalmente de alteraciones de la voz; tan solo
en un 15-20% de los pacientes hay presencia de tos, ronquera, disnea, parestesia y dolor de
cabeza, efectos que suelen responder positivamente a cambios en los parametros de estimulacion,
principalmente el ancho de pulso (Theodore y Fisher, 2004).

Al igual que otras terapias la ENV se ha empleado contra tipos de crisis para las que no ha
sido aprobada en grandes pruebas clinicas controladas, demostrando resultados positivos. A la
fecha se han reportado mejoras significativas gracias a ésta en pacientes con epilepsia
relacionada a mutaciones del gen CDKL5 (Baba et al., 2016); con estatus epiléptico refractario
(Yazdi y Schumaker, 2016; De Herdt et al., 2009); en nifios menores de 3 afios con epilepsias de
etiologias diversas (Ferndndez, Gedela, Tamber y Sogawa, 2015), asi como durante el embarazo
y con implante realizado en NV derecho sin mayores complicaciones (Galbarriatu et al., 2015).
Adicionalmente Tecoma e Iragui (2006) reportan que cierto nimero de estudios le han hallado
efectiva en pacientes con crisis generalizadas, idiopaticas o sintomaticas, con una taza de
reduccion similar o mayor a la observada ante crisis parciales. En contraste, un grupo
heterogéneo con encefalopatias epilépticas no respondié a la ENV (Theodore y Fisher 2004).

A pesar de la eficacia demostrada en la clinica para la disminucion de crisis desde hace més
de 20 afios y de la gran cantidad de estudios realizados en animales no se han demostrado
resultados concluyentes sobre los mecanismos precisos mediante los cuales la ENV ejerce su

efecto, no obstante existen varias propuestas.
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Mecanismos de accion

Al igual que con muchas otras terapias anticonvulsivas, la informacién sobre los mecanismos
que subyacen a la ENV se encuentra significativamente retrasada en comparacién con la
evidencia de su eficacia clinica. Se ha propuesto que podrian estar involucrados distintos
procesos como desincronizacion de la actividad neuronal, plasticidad hipocampal, efectos anti
inflamatorios y modulacion de la liberacion de distintos neurotransmisores. Mientras que la ENV
aplicada de forma aguda puede implicar primordialmente un efecto desincronizador sobre la
conduccion eléctrica aberrante, de manera cronica es capaz de actuar mediante complejos
cambios neuromoduladores. Cunningham, Mifflin, Gould y Frazer (2008) reportaron que la ENV
aplicada por 2 horas en ratas activd el NTS, ndcleo paraventricular del hipotdlamo, nucleo
parabraquial, nacleo cama del estriado terminal y LC; mientras que su estimulacién por un
periodo de 2-3 semanas ademas de todas estas regiones provocd cambios significativos en la
actividad de la corteza del cingulo, gris periacueductal ventrolateral y NDR, reflejando los
posibles sitios de accién de la ENV y un efecto diferencial en la respuesta de las neuronas
noradrenérgicas (NE) y serotoninérgicas (5HT) (Yuan, y Silberstein, 2016).

Estudios recientes sugieren que la ENV reduce la susceptibilidad a crisis mediante la
modulacién de los neurotransmisores 5HT, NE y GABA. Las aferentes vagales terminan en
areas difusas del sistema nervioso central entre los que se incluyen el cerebelo, diencéfalo,
amigdala, hipocampo, corteza de la insula y multiples centros del tallo cerebral. Algunas de estas
proyecciones relevan por medio del NTS, mientras que otras establecen conexiones
monosinapticas directas con sus objetivos y aunque no es claro cual de estas vias subyace a la
eficacia de la ENV, el NDR y el LC parecen ser intermediarios clave dado que su lesion quimica

atenua o elimina los efectos benéficos de la ENV en modelos animales. EI LC es la mayor fuente
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de NE en el cerebro de la misma manera que el NDR la de 5HT, se ha reportado el aumento de la
actividad de neuronas del LC tras la ENV, asi como incrementos de NE en distintas regiones
cerebrales, incluido el hipocampo (en donde es un biomarcador potencial para evaluar la
eficacia de la ENV en epilepsia del 16bulo temporal). De la misma forma el componente P3 de
potenciales evocados refleja la actividad fasica del sistema neuromodulador del LC-NE y es un
biomarcador que predice la respuesta de la ENV en la epilepsia. Puesto que el LC, pero no el
NDR, recibe proyecciones directas del NTS, la ENV podria actuar inicial y/o
predominantemente por medio del primero y de manera indirecta mediante las aferentes de éste
al NDR, posiblemente utilizando adrenoreceptores postsinpticos alpha-1, de hecho la lesion
selectiva de neuronas NE del LC con toxina DSP 4 previno por completo la activacion de las
neuronas 5-HT del NDR. Ademas estos dos neurotransmisores se conocen también por modular
el umbral a crisis en algunas partes del cerebro, induciendo a las interneuronas a liberar GABA 'y
conduciendo a una inhibicion extensa de la excitabilidad cerebral (Amar et al., 2009; Yuan y
Silberstein, 2016).

Sumado a esto, parece que la actividad del LC es critica en limitar la propagacion y duracion
de las crisis dado que el dafiar este nucleo es capaz de convertir crisis esporadicas en EE, efecto
aparentemente mediado por su influencia en la excitabilidad cortical mediante modulacién de
plasticidad sinaptica. Giorgi, Pizzanelli, Biagioni, Murri y Fornai (2004) propusieron que el LC
juega un rol primordial modulando la expresion de genes relacionados con la plasticidad cerebral
en epilepsia; dicha plasticidad podria explicar la extrafia ventana de tiempo que existe en la
eficacia de la ENV: si se considera que ésta produce una desincronizacion del EEG dependiente

de la estimulacion, se esperaria que su capacidad de modular la actividad cortical durara solo
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durante el periodo en que es aplicada, sin embargo éste no es el caso pudiendo generar una
inhibicion sostenida de las crisis a largo plazo.

Otro de los presuntos mecanismos que median la eficacia de la ENV es su efecto sobre la
sincronia cortical. El EEG es visto como una herramienta fundamental para determinar el nivel
de alerta, el cual se encuentra relacionado con una desincronizacion del mismo, de hecho la
actividad beta (banda de frecuencia de 13-35Hz) es vista como un indice central de arousal.
Tanto sincronizacion como desincronizacion del EEG estan bien documentadas y asociadas a
una susceptibilidad o una resistencia incrementada a presentar crisis respectivamente, asimismo
algunos estudios han demostrado que la ENV, con los parametros terapéuticos utilizados, causa
una amplia desincronizacion de la actividad cortical. Magnes, Moruzzi y Pompeiano (1961)
demostraron que la estimulacion del NTS a frecuencias mayores a 30Hz induce desincronizacion
y a bajas frecuencias (1-17Hz) un efecto opuesto. Piotr et al. (2001) reportaron que la ENV a alta
frecuencia (30Hz) esta asociada a una supresion de descargas epileptiformes interictales (DEI) y
a baja frecuencia (5Hz) con un aumento en su expresion. Thompson et al. (1999) reportaron un
incremento en el espectro de actividad gamma del EEG (>40Hz) en regiones corticales y
talamicas, estas Ultimas intimamente relacionadas al sistema reticular activador ascendente y a la
desincronizacion cortical; de la misma forma Marrosu et al. (2005) se encontraron con una
sincronia disminuida en la frecuencia theta (3.5-7.5 Hz) y un aumento en el espectro de potencia
de gamma (20-50Hz). Ademas, de acuerdo a observaciones clinicas, la alerta mejorada parece
ser un efecto inherente de la ENV (Jaseja, 2010).

Pocos estudios han evaluado el efecto de la ENV en la conectividad funcional (CF), una
forma de estudiar como distintas regiones cerebrales coordinan sus actividades. Por medio de

cortico EEG Fraschini et al. (2013) demostraron una marcada disminucion en la CF de la banda
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gamma tras varios meses de ENV; Bartolomei et al. (2016), utilizando electrodos intracerebrales
en pacientes sometidos a evaluacion prequirdrgica invasiva y que ya utilizaban un dispositivo
para ENV, observaron una disminucion en la CF entre distintas regiones cerebrales en los
pacientes respondientes, asi como que los valores de ésta eran minimos durante los periodos ON

de estimulacién; en pacientes no respondientes no hubo una disminucion significativa en la CF.
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JUSTIFICACION
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Planteamiento del problema

La epilepsia, caracterizada por una predisposicion recurrente a generar crisis debidas a una
hipersincronizacion y sobreexcitacion de grupos neuronales, es uno de los padecimientos mas
comunes del sistema nervioso; las cifras sobre su prevalecia se sitdan en un estimado de entre 50
y 60 millones de pacientes, existiendo una mayor proporcion de ellos en paises en vias de
desarrollo tal como es el caso de México. Aunque més de la mitad de los pacientes que son
diagnosticados con la enfermedad presenta una buena respuesta al tratamiento de primera mano
con farmacos antiepilépticos, el resto de ellos continda sufriendo de crisis epilépticas o0 no
muestra una reduccion significativa de las mismas. La epilepsia es considerada ademas una
enfermedad altamente incapacitante y los pacientes cuyas crisis no son exitosamente controladas
sufren graves repercusiones en su calidad de vida asi como de un, hasta la fecha existente,
estigma social propio de muchas enfermedades en las que se encuentra involucrado el sistema
nervioso. Por su parte los procedimientos quirtrgicos son una alternativa adecuada tan s6lo para
un pequefio grupo de pacientes y el riesgo de presentar efectos secundarios se encuentra siempre
presente. Afortunadamente existen otras alternativas de tratamiento como la estimulacion de
estructuras del sistema nervioso directamente involucradas en la expresion de crisis o bien
capaces de modular la actividad epiléptica de forma indirecta.

La Estimulacion eléctrica del Nervio Vago (ENV) es una alternativa aprobada por la FDA y la
Agencia Europea de Medicamentos desde finales del siglo pasado para el tratamiento de las
crisis parciales, con o sin generalizacion secundaria. Si bien su eficacia clinica al frenar éste y
otros tipos de crisis esta bien documentada y a pesar de que existe una gran cantidad de
investigacion bésica respecto a los posibles mecanismos que median dicha eficacia, a la fecha no

se ha brindado una explicacion concluyente sobre éstos. Se ha propuesto que uno de dichos
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mecanismos podria estar mediado por un efecto desincronizador global de la actividad cortical;
de hecho se ha visto que su estimulacion es capaz de aumentar la potencia de la banda de
frecuencia gamma, caracteristica de un EEG desincronizado, asi como disminuir la potencia de
la actividad theta, indicadora de una condicion opuesta. Menos estudiado ain ha sido otro indice
de desincronizacion: la conectividad funcional medida entre distintos sitios en el cerebro y el
cual constituye un indicador del grado en que éstos coordinan sus patrones de activacion.

En el presente trabajo se aplico estimulacion eléctrica al Nucleo del Tracto Solitario (NTS), el
primer sitio de relevo de la mayoria de las aferentes vagales hacia el cerebro, seguido de un
andlisis de la potencia espectral asi como de la coherencia cortical interhemisférica. Se utiliz6
ademas un modelo quimico de induccion de crisis generalizadas, la administracion sistémica del
antagonista gabaérgico Pentilenetetrazol, con el fin de poner a prueba los efectos protectores

esperados ante la estimulacién realizada.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS
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Objetivo general
Determinar si la estimulacion eléctrica del NTS es capaz de generar un efecto desincronizador
de la actividad eléctrica intercortical y si éste ultimo es un modulador potencial de las crisis

convulsivas generalizadas provocadas con el modelo quimico de Pentilenetetrazol .

Objetivos especificos

Evaluar los cambios que se presentan ante la estimulacion eléctrica del NTS en la potencia
espectral de cinco bandas de frecuencia en cada uno de los sitios corticales registrados.

Evaluar los cambios en la coherencia cortical interhemisférica entre los pares de regiones
corticales registradas de manera bilateral ante la estimulacién eléctrica del NTS para cada una de
las bandas de frecuencia determinadas.

Probar la eficacia supuesta de la ENTS para modular crisis generalizadas contra un modelo

quimioconvulsivo.

Hipotesis

La estimulacidn eléctrica del Ndcleo del Tracto Solitario (ENTS) provocara una disminucion
de la potencia espectral de las bandas de bajas frecuencias asi como un aumento de la potencia
en aquellas de altas frecuencias (alfa, beta, gama).

La ENTS generard una desincronizacion de la actividad eléctrica cortical interhemisférica
medida en dos distintas zonas de corteza.

La ENTS disminuira la expresion de crisis generalizadas causadas por la administracion de

PTZ.
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MATERIAL Y METODOS
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Materiales

Animales

Se utilizaron 24 ratas macho de la cepa Wistar con un peso de entre 280 y 320 gramos, fueron
conservadas en cajas de acrilico en grupos de 5 y de manera individual después de la cirugia de
implantacion de electrodos; se mantuvieron en condiciones controladas, en un ciclo invertido de
luz/oscuridad (periodos de 12 horas), con libertad de movimiento y acceso ad libitum a agua y
alimento en el bioterio de la Direccion de Neurociencias del INPRFM hasta el momento de los
experimentos. Todos los procedimientos realizados con animales fueron llevados a cabo con la
aprobacién del comité de ética del INPRFM y de acuerdo a las especificaciones de la norma
oficial mexicana (NOM-062-Z00-1999) de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo

Rural, Pesca y Alimentacion, para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Electrodos

Los electrodos para registro y estimulacion fueron elaborados con alambre de acero
inoxidable con un diametro de 500 um, recubierto de una capa aislante y con distintas medidas
de largo dependiendo de la estructura a la que fueran dirigidos. Los electrodos fueron afilados en
punta en un extremo Yy soldados a alambre flexible por el otro, de tal manera que éste ultimo
pudiera ser manipulado después de implantar el electrodo en su sitio y ser soldado a un conector

macho tipo pin header.
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Farmacos

Todos los farmacos utilizados fueron obtenidos del Laboratorio de Neurofisiologia del

Control y la Regulacion, perteneciente a la Direccion de Neurociencias del INPRFM. Un listado

de los principales farmacos y reactivos incluye:

Ketamina (Anesket), 1000mg/10 ml, Pisa Agropecuarium S.A. de C.V.
Hidrocloruro de Xilacina, (Sigma) 20mg/1ml, preparado en el laboratorio
Penthal (Pentobarbital sédico) INVET S.A.

Nictone (Acrilico de polimero metil metacrilato, transparente) MDC dental S.A. de

C.V.

Nictone (Mondémero Termocurable y Autocurable) MDC dental S.A. de C.V.
Buffer de Fosfatos

Paraformaldehido

Pentilenetetrazol, 1,5-Pentamethylenetetrazole, Sigma Chemical Company

Equipo utilizado en la cirugia

Aparato estereotaxico David Kopf: plancha, equipo para restringir el movimiento de
las ratas y torres estereotaxicas con Vernier integrado

Taladro dental de baja velocidad, modelo 21b, FOREDOM ELECTRIC CO.

Fresas para taladro dental de distintos calibres

Instrumental quirdrgico

Equipo utilizado en el registro EEG y estimulacion

Poligrafo Grass 78 con Amplificadores PK511, Grass Instruments, Astro-Med Inc.

Massachussets
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Equipo

Varios

Estimulador Grass S88, Grass Instruments, Astro-Med Inc. Massachussets
Controlador externo de la frecuencia de estimulacion.

Unidad de aislamiento PSIUG, Grass Instruments, Astro-Med Inc. Massachussets
Tablero para mini electrodos IGMEB-INT36, Grass Instruments, Astro-Med Inc.
Massachussets

Convertidor de sefial analdgica-digital, ADQCHS8

Software para registro de sefiales digitales ADQCHS

y reactivos utilizados para histologias
Vibratomo, Series 1000 Sectioning system
Tincion Violeta de Cresyl
Alcohol
Xileno ACS, MEQUIM S.A.

Potraobjetos y cubreobjetos

Entellan, Merck Millipore

Spongostan, Johnson&Johnson medical S.A de C.V.

Cera de hueso Ethicon, Johnson&Johnson medical S.A de C.V.
Jeringas estériles de distintos volimenes

Solucion salina

Gasa

Rasuradora eléctrica

Barniz de impregnacion DuPont México S.A. de C.V.
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e Cajas de Petri

e Cotonetes

e Equipo para soldar
e Horno Blue Electric
e Papel filtro

e Béscula para roedores OHAUS

Métodos

Cirugia para implante de electrodos

Previo a la cirugia las ratas fueron pesadas y anestesiadas con una mezcla de Xilacina-
Ketamina en una concentracion de 0.65/0.87 mg/kg de peso. Una vez anestesiados, los animales
fueron montados en la plancha y con ayuda del equipo estereotaxico se implantaron electrodos
de registro de manera bilateral en las cortezas prelimbica (4.2 AP, 0.6 ML, -3.8 DV) y motora
(1.2 AP, 2.4 ML, -2.0 DV) de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (2007). Se colocaron
también sobre el craneo cuatro tornillos para brindar una mayor duracién al conjunto del
implante, ademas de que dos de ellos que fueron colocados sobre el cerebelo de manera bilateral
funcionarian como electrodo de referencia para cada una de las cortezas implantadas en su
respectivo hemisferio; se implanté ademas un electrodo bipolar para estimulacion del NTS (-11.9
AP, 1.0 ML, -7.9 DV). Cada uno de los electrodos fue soldado a un conector macho tipo pin
header, con excepcion del electrodo de NTS el cual se encontraba soldado a un conector aparte
desde su fabricacion inicial; el montaje fue cubierto en su totalidad con acrilico dental dejando

un pequerfio casco sobre el craneo de la rata. Previo al comienzo de los registros y experimentos
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se les brind6 a las ratas un periodo de recuperacion postoperatorio de una semana en cajas

individuales de acrilico.

Grupos experimentales

Se formaron tres grupos experimentales con una n=8 para cada uno.

Control: A las ratas de este grupo les fue realizado el implante de electrodos para registro de
cortezas, sin embargo no se implant6 el electrodo de estimulacion de NTS. Se llevé a cabo un
registro continuo diario por tres horas y al finalizar los 5 dias de registro se implementé el
protocolo de administracion de PTZ.

ENTS: Se les realiz6 el implante de electrodos para registro de cortezas asi como para
estimulacion del NTS. Las ratas fueron registradas por tres horas diarias durante cinco dias,
aplicando los 10 trenes de estimulacion eléctrica al NTS durante la segunda hora. Al finalizar el
registro del quinto dia les fue realizado el protocolo de administracion de PTZ.

Sham: A las ratas se les realiz6 tanto el implante de electrodos de corteza como del electrodo
de estimulacion del NTS, sin embargo éste tltimo no fue estimulado en ningin momento; se les

realiz6 un registro diario de cortezas durante una hora.

Registro electrografico

Un dia antes del inicio de los registros se obtuvo el umbral de estimulacion del NTS,
comenzando con una intensidad inicial de 50 pA y aumentando en pasos de 10 pA cada 5
minutos, el limite superior de estimulacion se fijo en 150 pA y las conductas de masticacion y
polipnea fueron determinadas como indicadoras de una estimulacion exitosa. Al dia siguiente se

comenzd un registro electrografico referencial de cada una de las cortezas implantadas asi como
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un registro bipolar del NTS. El registro se realizé por un periodo de 3 horas diarias por 5 dias
consecutivos, consistiendo en las siguientes condiciones cada dia: 1 hora de registro de linea
base, 1 hora de registro de cortezas pareadas con estimulacion eléctrica del NTS, 1 hora de
registro post-estimulacion.

La actividad fue registrada a una frecuencia de muestreo de 1000 Hz, la sefial amplificada
pasd por un sistema de conversion analégico/digital y fue almacenada en el disco duro de un

ordenador de escritorio para su posterior analisis.

Estimulacion del NTS

Se aplicd estimulacion eléctrica al NTS con ayuda de un estimulador Grass S88, configurado
mediante un controlador externo de la sefial para entregar trenes fijos de estimulacion a
intervalos regulares, brindando un ciclo de trabajo de 30 segundos ON y 5 minutos OFF (30 Hz,
50-150 pA, ancho de pulso 0.5 ms). La estimulacién eléctrica fue realizada durante la segunda
hora de registro diario durante la cual se entregaron 10 trenes fijos con los pardmetros

mencionados.

30 segundos

A Oy S0-150 A, 30 Hz, 0.5 ms

I [5 i |
N S T

1 hora

Dom Lun I Mar I Mie I Jue I Vie Sab

\ J

Figura 14. Parametros de estimulacién eléctrica aplicada al NTS. Cada barra horizontal representa la ampliacién de
un segmento de tiempo de la barra inferior inmediata. En color negro se muestran los momentos efectivos de
estimulacion: pulsos por segundo para la primera barra, segmentos de 30 segundos cada 5 minutos para la segunda
barra, la segunda hora de estimulacion de las tres horas de registro en la tercera y cinco dias a la semana, de Lunes a
Viernes para la dltima.
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Administracion de PTZ

Al finalizar los 5 dias de registro y estimulacion se procedié a la administracion de
Pentilenetetrazol via intraperitoneal, siguiendo el protocolo de Lutjohann et al. (2009); en breve,
se realiz6 una administracion inicial de 20 mg/kg i.p y posteriores administraciones sucesivas
cada 15 minutos de 10 mg/kg i.p. hasta que la rata presentara una crisis continua por méas de 5
minutos, considerada como estatus epiléptico, 0 muriera por intoxicacién por las dosis sucesivas
de PTZ. Esta forma de administrar el farmaco permitié observar la progresion de distintos
componentes del espectro conductual de las crisis generalizadas, incluyendo crisis de ausencia,
crisis clonicas y tonico-clonicas, asi como de componentes electrogréaficos. Las ratas que
alcanzaban estatus epiléptico fueron inyectadas con una sobredosis de pentobarbital sédico para
frenar las crisis y posteriormente fueron perfundidas. Se contabiliz6 la duracion y el namero de
crisis tonicas y tonico-cldnicas, asi como la latencia desde la primera inyeccion de PTZ a la
aparicion de cualquiera de estos dos tipos de crisis; adicionalmente se determind si las ratas

habian entrado en estatus epiléptico y la duracion del mismo.

Perfusion e Histologia

Al finalizar su respectivo experimento, los animales de todos los grupos fueron sacrificados
con una sobredosis de pentobarbital sédico i.p.; se procedio a realizar una perfusion intracardiaca
a traves del ventriculo izquierdo con buffer de fosfatos y paraformaldehido, con el fin de limpiar
el sistema circulatorio y fijar el tejido cerebral respectivamente. Inmediatamente se removio el
cerebro retirando el casco implantado y la parte superior del craneo. El cerebro fue extraido
mediante dos cortes coronales a la altura de bulbos olfatorios y la parte mas caudal del tallo

cerebral, cortando ademas los nervios craneales de la zona basal; a continuacion fue colocado en
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un frasco de vidrio con paraformaldehido y almacenado en refrigeracion hasta el momento de
realizar la histologia.

Para realizar los cortes histologicos, el cerebro fue separado de la médula y cerebelo vy,
utilizando un vibratomo, se realizaron cortes coronales de 60 pum en los distintos sitios a los que
se habian dirigido los electrodos implantados en cortezas; se obtuvieron ademas cortes sagitales
de la zona de la médula y cerebelo para localizar la trayectoria del electrodo de NTS. Se
realizaron entre 6 y 8 cortes por cada sitio y fueron colocados en un portaobjetos individual, se
les sometio a tincidn con violeta de cresyl para después ser protegidos usando una capa delgada
de Entellan y tapados con un cubreobjetos. Los cortes montados fueron escaneados, digitalizados
y, con ayuda del software ChaosCrystal, se contrastaron con su respectiva lamina del atlas
estereotaxico, verificando que las puntas de los electrodos coincidieran con la estructura a la que

se planeo dirigirlas.

Analisis estadistico

Se realiz6 un anélisis de la potencia espectral y se compararon los valores de los grupos
Control, SHAM y ENTS para cada una de las 3 horas de registro: LB=linea base,
E=estimulacion y PE=post estimulacion. La distribucién normal de los datos fue comprobada
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, asi como la homogeneidad de varianzas; se
procedio a aplicar la prueba ANOVA de un factor, seguida por las post hoc de Scheffé o Games
Howell segun fuera pertinente, todo esto con un nivel de significancia de p<0.05, para cada
banda de potencia previamente delimitada: delta (0.2-4.5 Hz), teta (5-10 Hz), alfa (11-14 Hz),

beta (15-20 Hz) y gama (21-50 Hz).
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En el grupo ENTS se analizé también el porcentaje de cambio de la coherencia cortical
interhemisférica de cada dia, utilizando los valores de cada uno de los minutos posteriores a las
estimulaciones del NTS, determinando como medida inicial 6 100% los valores de un muestreo
similar de 10 periodos de 1 minuto tomados de la primera hora de registro del dia 1, previo a
cualquier estimulacion. Se utilizé la prueba ANOVA de medidas repetidas, con una post hoc de
Bonferroni y un nivel de significancia de p<0.05, para cada una de las mismas bandas de
frecuencia delimitadas para el anlisis de potencia.

Finalmente, para los grupos Control y ENTS se contabilizé el nimero de crisis tonicas y
tonico-clonicas, duracion de cada una de ellas y latencia a la aparicion de la primera crisis
durante el protocolo de administracion de PTZ, asi como si los animales entraban en Estatus
Epilepticus y la duracion promedio del mismo para cada grupo. Se utilizo la prueba T de Student
para muestras independientes para comparar los valores de cada una de estas variables con
excepcion de la presencia/ausencia de Estatus epilépticus. Dado que los lineamientos del
protocolo de administracion de PTZ dictaban que una vez que el animal entrara en EE se le
administraria una inyeccion de Pentobarbital sddico y se procederia a su perfusion, los animales
s6lo podian presentar ya fuera uno o ningun EE durante todo el protocolo. Por lo tanto los datos
fueron tratados como variables nominales y puesto que se trataba de una n pequefia se utilizo el
estadistico exacto de Fisher para su comparacion. En todos los casos se utilizé un nivel de

significancia de p<0.05.
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RESULTADOS
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Verificacion histolégica del implante

El analisis histoldgico reveld los sitios de registro y estimulacion para cada uno de los
electrodos implantados. Los datos de las ratas cuyo electrodo de estimulacién fue exitosamente
implantado en el NTS fueron incluidas dentro de los respectivos andlisis estadisticos. La mayoria
de los electrodos de las ratas del grupo SHAM se encontraban en el NTS o en sitios aledafios. En
algunos casos, aunque el electrodo de estimulacién fue implantado correctamente, alguno de los
electrodos de registro cortical se encontraba dafiado o no brindaba un buen registro. En estos
casos los animales no fueron descartados pero se considerd para el analisis de coherencia
interhemisférica tan solo a los registros de pares de electrodos corticales exitosamente
implantados. Los registros de los pares incompletos fueron incluidos de manera normal en el

analisis de potencia espectral.

Figura 15. Verificacion histolégica.

(Siguiente pagina.) Cortes de 60 pm de grosor, sometidos a tincion de Nissl y contrastados contra tres I[&minas del
atlas estereotéxico de Paxinos y Watson (2015); dos cortes coronales realizados a una medida de 3.72 mm y 1.08
mm respecto a Bregma y un corte sagital realizado a 1.13 mm laterales desde la linea media del crdneo, mostrando
los trazos de los electrodos implantados en corteza prelimbica (PrL), corteza motora primaria (M1) y ndcleo del
tracto solitario (Sol), respectivamente. Las dos lineas verticales en el corte sagital de la tercera figura representan la

altura a la que fueron realizados los primeros dos cortes coronales.
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Anélisis de potencia espectral

Se observo un incremento de la potencia en ambos hemisferios con efecto diferencial ya fuera
que se tratase de corteza prelimbica 0 motora por una parte, o bien corteza ipsilateral o
contralateral al sitio de estimulacion. Se observo un incremento en la potencia espectral durante
la hora de estimulacion para el grupo ENTS en las bandas delta (F=5.105, , p<0.05), teta
(F=4.608, , p<0.05), alfa (F=12.619, , p<0.05) y beta (F=26.404, p<0.05) en la corteza
prelimbica ipsilateral al sitio de estimulacion (Figura 16); de la misma manera se observo un
aumento de la potencia en estas mismas bandas de frecuencia en la corteza prelimbica
contralateral al sitio de estimulacion: delta (F=4.966, p<0.05), teta (F=4.289, p<0.05), alfa
(F=4.174. p<0.05) y beta (F=8.30, p<0.05) (Figura 18). Adicionalmente, en el caso de la corteza
prelimbica izquierda se obtuvo un decremento significativo en la potencia de la banda gama
(F=4.246, p<0.05) para el grupo ENTS durante la hora posterior a la estimulacion. Adicional a
los cambios en potencia del grupo ENTS comparado contra Control, el grupo SHAM también
presentd diferencias significativas comparado contra el Gltimo en la banda beta (F=7.318,
p<0.05) durante las tres horas de registro, sugiriendo un posible efecto en la potencia debido a la
presencia del electrodo implantado en el NTS. (Figura 16) En el caso de la corteza prelimbica
izquierda fue encontrado un incremento en la potencia de tres bandas en la hora correspondiente
a la linea base, posiblemente debido a que los valores de cada dia de estimulacién fueron
promediados por condicion, por lo que el valor de LB del dia 2 poseia el efecto residual de la
hora de estimulacion del dia 1 y asi sucesivamente para los siguientes dias. Cabe destacar que en
la mayoria de los casos en los que existia un aumento de la potencia durante la hora de

estimulacion, éste tambien se encontraba presente durante PE.
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En el caso de la corteza motora izquierda, ipsilateral al sitio de estimulaciéon (Figura 17), se
obtuvo un incremento en la potencia del grupo ENTS, comparado contra control para las bandas
alfa (F=7.271, p<0.05) y beta (F=13.138, p<0.05); presentando ademas un efecto residual similar
al de la corteza prelimbica izquierda, viéndose reflejado éste en los valores de potencia de dos
bandas durante la linea base, asi como un incremento de los valores de beta (F=13.138, p<0.05)
en el grupo SHAM comprado contra Control. Finalmente, en cuanto a la corteza motora derecha
(Figura 19), se observé un incremento en la potencia de las bandas delta (F=16.260, p<0.05), teta
(F=8.339, p<0.05), alfa (F=12.096, p<0.05) y beta (F=20.207, p<0.05) en el grupo ENTS,
acompafados por los mismos incrementos ya mencionados durante LB y PE; ésta fue la corteza
en la que mas se presentaron incrementos en la potencia del grupo SHAM comparado contra

Control.

78



Corteza Prelimbica izquierda

0.2-4.5Hz

o
00 =

B CTRL
OSHAM
B ENTS

Potencia
oo
O N P~ O

0,8
0,6
0,4
0,2

Potencia

LB E PE LB E PE

15-20 Hz 21-50 Hz

1 * + x T x +
0,8
0,6
0,4
0,2

Potencia

LB E PE LB E PE

Figura 16. Cambios en la potencia espectral en la corteza prelimbica izquierda para las 5 bandas de frecuencia
delimitadas. Cambios significativos del grupo ENTS comparado contra control(+), SHAM vs control(*) y ENTS vs
SHAM (¥). p<0.05. Noétese que la mayor parte de las bandas de frecuencia del grupo ENTS (rojo) presentan un
aumento en la potencia en la hora posterior a la estimulacion (PE). Este aumento también se ve reflejado en LB.

79



Corteza Motora lzquierda
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Figura 17. Cambios en la potencia espectral en la corteza motora izquierda para 3 bandas de frecuencia. Cambios
significativos del grupo ENTS comparado contra control(+), SHAM vs control(*) y ENTS vs SHAM (¥). p<0.05.
Notese que las tres bandas de frecuencia del grupo ENTS (rojo) presentan un aumento en la potencia en la hora
posterior a la estimulacién, dicho aumento también se ve reflejado como un efecto residual en la medicién de LB. El
Grupo SHAM (arena) presentd un aumento sostenido para la banda de 15-20 Hz.
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Figura 18. Cambios en la potencia espectral en la corteza prelimbica derecha para 4 bandas de frecuencia. Cambios
significativos del grupo ENTS comparado contra control(+) y ENTS vs SHAM (¥). p<0.05 El aumento en potencia
para el grupo ENTS es observable s6lo durante la hora de estimulacion.
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Figura 19. Cambios en la potencia espectral en la corteza motora derecha para 4 bandas de frecuencia. Cambios
significativos del grupo ENTS comparado contra control(+), SHAM vs control(*) y ENTS vs SHAM (¥). p<0.05.
Notese que la mayor parte de las bandas de frecuencia del grupo ENTS (rojo) presentan un aumento en la potencia
en la hora posterior a la estimulacién (PE), dicho aumento también se ve reflejado en la medicion de LB.
Adicionalmente el grupo SHAM mostré un aumento sostenido en la potencia de tres bandas.
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Anélisis de coherencia cortical interhemisférica

Para el grupo ENTS se llevo a cabo un andlisis de coherencia de la actividad registrada entre
pares de electrodos implantados de manera bilateral en cortezas prelimbica y motora. Los
registros fueron filtrados para eliminar saturaciones y se obtuvieron arreglos espectrales de
coherencia del minuto posterior a cada una de las 10 estimulaciones entregadas a intervalos de 5
minutos diariamente; se delimitd la maxima frecuencia para los espectros en 125 Hz y se
obtuvieron 14 valores discretos por cada banda de frecuencia, ubicando la mayor de éstas en 50
Hz. Adicionalmente se tomaron segmentos de 60 segundos cada 5 minutos de la primera hora de
registro del dia 1 y se les dio el mismo tratamiento descrito, esto para obtener una medida basal
de la coherencia interhemisférica. Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas para los valores
de cada una de las bandas de frecuencia delimitadas previamente. Las comparaciones de los
datos de dos bandas de frecuencia no superaron la prueba de esfericidad de Mauchly, por lo que
los grados de libertad fueron ajustados con la épsilon de Greenhouse-Geisser.

Los cambios mas evidentes en la corteza prelimbica se observaron en la banda de frecuencia
de 11-14 Hz (alfa) y 21-50 Hz (gamma) siendo éstos un aumento y una disminucion de la
coherencia respectivamente, sin embargo ninguno de éstos resulto estadisticamente significativo.
Los datos se presentan como porcentaje de cambio por dia respecto a la linea base. (Figura 20).

En cuanto a la corteza motora se realizaron los mismos procedimientos descritos en el parrafo
anterior; se observé un aumento gradual de la coherencia interhemisférica para las bandas de
frecuencias mas bajas: 0.2-4.5 Hz (delta), 5-10 Hz (theta) y 11-14 Hz (alfa), sin embargo

ninguno de ellos resulto estadisticamente significativo.
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Figura 20. Porcentaje de cambio de la coherencia cortical interhemisférica en CxPrelimbica y CxMotora tras cada
dia de estimulacién comparado contra el valor inicial de linea base (LB). Cada una de las lineas representa una
banda de frecuencia previamente delimitada, los colores mas claros representan frecuencias mas lentas y viceversa
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Expresion de las crisis generalizadas

Al finalizar los 5 dias de estimulacion y registro se realizé la aplicacion de PTZ de acuerdo al
esquema propuesto por Lutjohann et al. (2009), el registro electrogréfico fue analizado junto con
videograbaciones de la conducta de los animales y se contabilizaron distintos parametros de la
expresion de crisis generalizadas: 1) nimero de crisis convulsivas presentadas, 2) duracion de las
crisis, 3) latencia a la aparicion de la primera crisis convulsiva, 4) ocurrencia de uno 0 mas
estatus epilepticus y 5) duracion de los estatus epilepticus.

El nimero de crisis presentadas por el grupo ENTS (n=25) fue aproximadamente el 50% del
total de las presentadas por el grupo control (n=47). Esta diferencia se encontro estadisticamente

significativa (F=2.172, p<0.05). (Figura 21)
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Figura 21. Numero de crisis convulsivas presentadas durante la duracién del protocolo de administracion de PTZ.
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No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos en la duracién de las crisis
(p=0.813) ni en la latencia a la aparicién de la primera crisis clénica o ténico-clonica (p=0.20). A
pesar de no haber resultado significativa pudo observarse una aparicion mas inmediata de la

primera crisis en las ratas que recibieron estimulacion eléctrica en el NTS (Figura 22).
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Figura 22. Duracién de las crisis medida en segundos y latencia a la apariciéon de la primera crisis medida en
minutos para los grupos Control y ENTS. En ambos casos los datos se presentan como promedio + SE.

No se encontraron diferencias significativas (p=0.282) entre grupos en la ocurrencia de estatus
epilepticus ni en la duracion de los mismos entre aquellas ratas que si lo presentaron. (Figura 23)
Se observa sin embargo una tendencia a presentar un menor numero de EE entre las ratas del
grupo ENTS, habiéndose presentado solamente en una de las 8 ratas, comparado contra 4 de las

8 ratas del grupo Control.
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Figura 23. Ocurrencia y duracién de Estatus Epiléptico. En grafica de barras, proporcion de las ratas de los grupos
Control y ENTS que presentaron al menos un EE durante el protocolo de administracion de PTZ. En gréfica de
lineas, duracion promedio de los eventos de EE por cada grupo.
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Potencia

Se observo un incremento significativo de la potencia espectral en los cuatro canales de
corteza registrados; si bien aumentd la potencia de las bandas teta, alfa y beta en los cuatro sitios
de corteza registrados de manera acorde a un estudio previo realizado por el grupo de trabajo del
laboratorio (Martinez-Vargas, Valdés-Cruz, Magdaleno-Madrigal, Fernandez-Mas y Almazan-
Alvarado, 2017), también se observé un incremento en la potencia de delta, la banda de
frecuencia mas baja y usualmente asociada a un EEG sincronizado, en ambas cortezas
prelimbicas y en la corteza motora contralateral al sitio de estimulacion; asi como un decremento
de la actividad gamma en la corteza prelimbica izquierda.

Adicionalmente un efecto duradero se sostuvo en el grupo que recibid la estimulacion del
NTS, pudiendo observarse en muchos de los casos y para ambos hemisferios cambios sostenidos
en las potencias espectrales, no sélo reflejados en la hora inmediata posterior a las
estimulaciones sino también en los valores de LB pertenecientes a los dias subsecuentes a cada
estimulacion. Estos cambios sostenidos se presentaron casi de manera exclusiva en las bandas de
potencia teta, alfa, y beta, siendo una excepcién la presencia de un aumento duradero de la
potencia de la actividad més lenta perteneciente a delta en la corteza motora derecha. A grandes
rasgos pareciera que la estimulacion del NTS realizada con parametros conocidos por generar un
efecto desincronizador (30 Hz), fue capaz de generar cambios a la alza en la potencia de
oscilaciones cerebrales cuyo rango de frecuencia va desde los 0.2 hasta los 20 Hz, sin embargo el
aumento en las oscilaciones més lentas (0.2-4.5 Hz) resulto transitorio y restringido a la hora

durante la que se realizaron las estimulaciones, exceptuando la corteza motora contralateral.
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Coherencia

Jaseja (2010) discute distintos antecedentes los cuales constituyen evidencias de la induccion
de una desincronizacion de la actividad cortical, sin embargo ya sea que se trate de un aumento
en la actividad gamma, incremento en la activacion del talamo (intimamente relacionado al
sistema reticular activador ascendente y a desincronizacion del EEG) o, en el mejor de los casos,
un amplia y difusa desincronizacion observada en registros referenciales por todo el cerebro,
cada uno de estos estudios habla en dltima instancia de medidas de sincronizacion local,
considerando a ésta como la proporcion de actividad lenta y “sincronizada” en un mismo canal
de registro electrografico y visceversa; no representan por tanto un indicador de sincronizacién
entre distintos sitios del encéfalo y su posible conectividad funcional.

Por otro lado, si bien Corsi-Cabrera, Guevara, Arce y Ramos (1995) utilizaron un indice
distinto a la COH para medir conectividad funcional entre regiones a lo largo de un mismo
hemisferio y entre ambos hemisferios (la correlacion producto-momento de Pearson), se
encontraron con una variacion en la conectividad dependiente de las fases del ciclo suefio-vigilia,
observando valores aumentados durante el suefio de ondas lentas para bajas frecuencias (1.5-6.5
Hz) asi como en una banda correspondiente a husos de suefio (11-15 Hz); presentandose ademas
dicho aumento en la correlacién de manera intra e interhemisférica. No fue del todo inesperada
la presencia de un efecto similar sobre la sincronia medida mediante un indice de coherencia en
funcion de la activacion del NTS, dados los efectos ya documentados de este ultimo sobre el
arousal y la sincronia cortical. (Magnes et al., 1961; Martinez-Vargas et al., 2017). En el presente
estudio, aun sin llegar a ser significativo, se observo un aumento en los valores de coherencia de
11-14 Hz para ambos sitios de corteza registrados, asi como un incremento en las frecuencias de

0.2-10 Hz en corteza motora y una disminucion de la coherencia de gamma en corteza
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prelimbica. Sorpresivamente y de manera contraria a lo esperado, los cambios obtenidos pueden
ser interpretados a grandes rasgos como un aumento de sincronizacion y por ende facilitadores
de la emergencia de crisis epilépticas. Se requiere un analisis distinto para determinar si este
efecto es causado por la contiguidad a la estimulacion eléctrica de los segmentos de tiempo
analizados o si es efectivamente producto de la ENTS sobre la actividad interhemisférica.
Adicionalmente, un periodo de tiempo mayor permitiria dar seguimiento a los cambios en los
valores de COH y determinar si las tendencias observadas llegan a un punto en que representen
un cambio significativo.

Finalmente, los cambios en la sincronia cortical pueden ser mediadores de la efectividad
reportada en la supresion de actividad epiléptica, sin embargo es posible también que sean un
indicador de los efectos elicitados por la ENTS sobre nicleos moduladores de la actividad
cortical, tales como el Nucleo dorsal del Raphe y el Locus Coeruleus (Dorr y Debonnel, 2006),
fungiendo como un biomarcador de la activacion de dichos nucleos y representando mas bien

una correlacion temporal que una causalidad directa de la supresion de crisis.

Conducta ante las crisis

Las ratas que recibieron estimulacion eléctrica del NTS presentaron un numero de crisis
convulsivas generalizadas, clénicas y tonico-clonicas, significativamente menor que aquellas que
no recibieron estimulacion eléctrica alguna. Es decir, el grupo que recibid estimulacion eléctrica
tuvo un 46.8% menos crisis en comparacion con el grupo Control. Este resultado es acorde con
estudios en los cuales se ha hallado a la ENV efectiva en pacientes con crisis generalizadas,
siendo el principal indicador de su efectividad la reduccion en el namero de crisis presentadas

(en ocasiones reportado como una disminucion en la frecuencia por unidad de tiempo): en el
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primero de ellos alrededor del 50% de pacientes perteneciente a dos grupos con epilepsias
sintomética e idiopatica generalizada, reportaron una reduccion en la frecuencia de las crisis
igual o mayor al 50% , de manera similar al 50% de los pacientes de un tercer grupo con
epilepsia parcial (Devinsky, O. 2004); en un segundo caso un grupo de pacientes presentd una
reduccion de 43.3% en la frecuencia de las crisis medida a partir de una linea base y tras un
periodo de seguimiento de entre 12-21 meses tras el implante de un estimulador vagal, esto en
pacientes con sindromes epilépticos generalizados farmacorresistentes (Holmes, M., 2003);
finalmente, Labar, et al. (1999) reportaron que un grupo de pacientes que presentaban una media
de 62 crisis por mes, presentaron una reduccion de aproximadamente 50% en los siguientes 7
meses. Con un efecto diferencial entre tipos de crisis, reduciendo el nimero de crisis tdnicas en
un 44% y el numero de crisis tonico clonicas en un 86%. Vale destacar que el modelo de PTZ
aplicado de manera aguda constituye un modelo de crisis epilépticas generalizadas, que si bien
no puede ser relacionado de manera directa con algun tipo de sindrome epiléptico; si puede
decirse que se trata de un modelo que provoca crisis muy parecidas a las de las epilepsias
generalizadas sintomaticas.

En cuanto a la reduccion en el nimero de Estatus Epilepticus presentado por el grupo ENTS,
aunque ésta no fue estadisticamente significativa muy probablemente debido al pequefio tamafio
de la muestra y por las caracteristicas del protocolo experimental, si se observé una tendencia a
presentar un menor namero de estos eventos en comparacion con el grupo Control. De manera
analoga, un efecto asi no ha sido reportado en grandes estudios con muestras aleatorizadas, ya
sea en animales experimentales o pacientes clinicos, sin embargo si han sido presentados
reportes de caso sobre la efectividad de la VNS para el control de EE en un adulto mayor de 67

afios (Yazdi et al, 2016), en un paciente con estatus epiléptico super refractario de nuevo inicio

92



(Tomohiro et al., 2017), asi como un estudio de seguimiento a un grupo de nifios, quienes
presentaron una reduccion en el nimero de EE en el lapso de un afio, tras haber recibido un
implante de NV. (Ferndndez, Satyanarayana, Tamber y Sogawa, 2017). La posibilidad de frenar
la ocurrencia de un EE, dada la emergencia médica que representa debido al riesgo para la vida
de quien lo sufre, constituiria una propiedad adicional de la ENV muy valiosa en un contexto
clinico; habiendo considerado que no todos los pacientes son candidatos a un implante de
estimulacion vagal y siempre existe la posibilidad de utilizar tratamientos farmacoldgicos para
detener las crisis, éste tipo de estimulacion seria relegado a unos cuantos casos con EE
refractario tal como lo fue en los dos reportes de caso arriba mencionados. Nuevos experimentos
con una n mayor son necesarios para aclarar el porcentaje de efectividad de la ENV al ser

utilizada para frenar eventos de EE y su consecuente viabilidad.

Conclusiones

La estimulacion eléctrica del NTS generd los cambios esperados tanto en la potencia espectral
como en el control de crisis, esto de acuerdo a estudios previos realizados por el grupo de trabajo
del laboratorio. No se observaron cambios significativos en la coherencia cortical
interhemisférica sin embargo si una tendencia al aumento de ésta para todas las bandas de
frecuencia en corteza motora asi como para una banda de corteza prelimbica; el efecto de estos
cambios podria volverse mas evidente con un mayor numero de dias, sin embargo ain en caso de
presentarse es poco probable que dichos cambios medien el principal efecto antiepiléptico de la
estimulacion del nervio vago o del NTS puesto que su efectividad al frenar crisis es uno de los
resultados méas inmediatos. Adicionalmente, es probable que el registro de nucleos talamicos y su

sincronia con la actividad cortical brinden mayor informacion para un analisis de coherencia.
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