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Resumen

La epilepsia es un trastorno neurolégico que se manifiesta clinicamente por la aparicion
de episodios paroxisticos recurrentes, asociados a la hiperexcitacion de grupos
neuronales. De acuerdo con los datos emitidos por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) la epilepsia constituye un problema de salud publica que afecta alrededor de 40
millones de personas en el mundo. Tan solo en México existen 20 millones de personas
con epilepsia, de las cuales aproximadamente el 30% son refractarios a los

medicamentos, por lo que resulta necesario buscar nuevas alternativas de tratamiento.

Entre los tratamientos alternativos que han mostrado efectividad para el control de
la actividad convulsiva se encuentra la estimulacion cerebral profunda (DBS Deep Brain
Stimulation, por sus siglas en inglés), que ayuda a disminuir el numero de crisis. Sin
embargo, existen algunas estructuras implicadas en la generacién y mantenimiento de
la actividad epileptiforme que han sido poco estudiadas. Por ejemplo, el nucleo reticular
del talamo (NRT), una estructura compuesta por neuronas tipo marcapasos relacionadas
con el suefo, la vigilia y la actividad epileptiforme. Investigaciones recientes han
demostrado que la DBS en el NRT modifica la sincronizacion cerebral retardando la

actividad convulsiva. Sin embargo, los mecanismos de accién aun son desconocidos.

El objetivo de este trabajo es analizar los cambios en la actividad multiunitaria del
NRT provocados por la DBS en un modelo agudo de crisis no convulsivas. Se utilizaron
ratas machos de la cepa Wistar, anestesiadas con uretano y sulfato de atropina. Se
implantaron dos electrodos epidurales en el I6bulo frontal izquierdo para el registro
electroencefalografico (EEG), un microelectrodo para el registro extracelular y un
electrodo bipolar para la estimulacién cerebral (100 Hz, 0.1 ms, 200 pA). Las neuronas
registradas fueron divididas en dos grupos: el grupo control, que solo recibid la aplicacion
de pentilenetetrazol (PTZ). ElI grupo DBS, que recibio la estimulacién seguido de la

aplicacion de PTZ.

Los resultados muestran que el NRT exhibe tres modos de disparo: tonico, rafaga

y mixto. La aplicacion de PTZ modifica el patrén de disparo a rafaga, disminuyendo



significativamente la frecuencia. Por otra parte, la DBS modificé el patron de disparo a
un modo mixto manteniendo este patrén aun después de la aplicacion del farmaco,
evitando que las neuronas dispararen en rafaga. Concluimos que el NRT puede regular
la generacion y propagacion de oscilaciones mediante su disparo en rafaga. Ademas, la
DBS interrumpe la actividad oscilatoria, remplazando las rafagas por un disparo mixto.
Este patron es suficiente para mantener la frecuencia de disparo neuronal, evitando la
hipersincronizacion. Los efectos clinicos de la estimulacion podrian aumentar la
inhibicion intrarreticular, provocando la desincronizacion del circuito y teniendo un efecto

protector ante las crisis



1. Epilepsia

1.1 Historia y definicion de epilepsia

Fuera del ambito académico las personas consideran a los trastornos
neurolégicos como nuevos o derivados de los avances cientificos de este siglo, suelen
pensar que el estudio y los tratamientos son novedosos, sin embargo, en su mayoria
tiene muchos anos de historia, un ejemplo claro es la epilepsia. El primer registro sobre
la epilepsia se encuentra en el cédigo Hammurabi en el afo 2000 a.c fue escrito por los
babilénicos, quienes consideraban a la epilepsia como una enfermedad vergonzosa,
resultado de un castigo divino por haber transgredido las leyes. Los esclavos que sufrian
epilepsia durante esta época podian ser devueltos al anterior duefio si mostraban
sintomas de la enfermedad. Hipdcrates de Cos (siglo V y IV a.c) escribié que la epilepsia
era una enfermedad hereditaria y que sus causas estaban en el cerebro, un cerebro

rebosado en un superflujo de flema.

En la época romana la epilepsia volvié a ser vista como una enfermedad impura y
contagiosa, lo que impedia que las personas se sentaran en la misma mesa con un
epiléptico y escupieran al suelo si se cruzaban con un enfermo por su camino. Durante
la edad moderna a causa de la Inquisicidn muchos epilépticos fueron quemados en la
hoguera porque se pensaba que la enfermedad era causada por algo diabdlico. En
América los mexicas llamaban a la epilepsia yolpapatzimiquilitzy y era atribuida a una
debilidad del corazén, mientras que los mayas la llamaban tut tub ik’al” que significa

“quien respira con agitacion”.

Fue hasta el siglo XIX que se vuelve a plantear el origen organico de la enfermedad, en
1870 Hughlings Jackson establecio la relacion entre la organizacion en la corteza motora
y la base de las crisis epilépticas, es decir que establecio el origen de las convulsiones
en el cerebro. En el siglo XX Hans Berger (1929) hizo el primer registro de la actividad
eléctrica del cerebro, este avance ademas de aclarar el origen fisioldgico de la epilepsia
abrid paso a los farmacos antiepilépticos que permitirian en control de las crisis en la
mayoria de los pacientes y con ello la mejora en la calidad de vida (Figueroa-duarte &
Campbell-araujo, 2015; Garca-Albea Ristol, 2007).



El término epilepsia viene del griego epilambaneim (ser tomado por sorpresa). Es
una de las enfermedades mas comunes en el mundo, en México existen alrededor de 20

millones de personas con epilepsia (Programa Prioritario de Epilepsia [PPE], 2018).

La epilepsia es una enfermedad neuroldgica que se caracteriza por la constante
predisposicidn a generar crisis epilépticas (Fisher et al., 2014). Se asocia a movimientos
y a ondas cerebrales anormales que son consecuencia de las descargas
hipersincronicas de poblaciones neuronales, estas descargas son el resultado del

aumento en su excitabilidad (Patel, Tewari, Chaunsali, & Sontheimer, 2019).

La epilepsia debe ser vista como una familia de enfermedades en lugar de ser
considerada como una sola enfermedad, para enfatizar que comprende muchos
desordenes. Es clasificada en tres categorias basadas en su etiologia: como
consecuencia directa de un defecto genético (genética), con causas estructurales o
metabdlicas (estructural o metabdlica) y sin conocimiento de la causa (desconocida)
(Torres, 2015).

1.2 Crisis epilépticas, epilepsia y epileptogénesis

Las crisis epilépticas se definen como una ocurrencia transitoria de signos y/o
sintomas, resultantes de una actividad neuronal anormal excesiva o sincronica en el
cerebro (Liga Internacional de Lucha Contra la Epilepsia ILAE, Fisher et al., 2014). El
proceso de propagacion de una crisis epiléptica es la ictogénesis, que implica
alteraciones en la excitabilidad de las neuronas. La hiperexcitacion neuronal puede ser
causada por factores dependientes de la propia célula, por el entorno celular o por la
influencia de la organizacion de las redes neuronales sobre su excitabilidad. Cuando las
crisis son prolongadas o recurrentes es llamado estado epiléptico. La manifestacion
clinica de las crisis epilépticas depende de la localizacion del foco epiléptico, del patron
de propagacion, de la maduracién cerebral, del ciclo suefo-vigilia, de la medicacion,

entre otros factores (Fisher et al., 2005; Torres, 2015).

La epilepsia existe cuando se presenta una crisis epiléptica y el cerebro demuestra

una tendencia patologica y duradera a tener crisis recurrentes e implica consecuencias



neurologicas, cognitivas, psicoldgicas y sociales. Para que una persona sea
diagnosticada con epilepsia necesita: 1) presentar como minimo dos crisis no
provocadas (o reflejas) separadas por 24 horas, 2) una crisis no provocada (o refleja)
con probabilidad de futuras crisis, con un riesgo a los 10 afos similar al que ocurre
cuando aparecen dos crisis no provocadas (al menos al 60%), 3) diagnostico de
sindrome de epilepsia. Para que se considere resuelta la enfermedad el individuo no
debe de presentar crisis epilépticas por lo menos en 10 afios y no utilizar farmacos
anticonvulsivos en 5 afos, a los que tienen un sindrome edad-dependiente y han
superado la edad (Fisher, 2017).

El proceso por el cual las crisis se vuelven recurrentes se denomina
epileptogénesis e implica cambios en la estructura de las redes neuronales. Es el
resultado del desequilibrio entre los mecanismos excitadores e inhibidores de la actividad
neuronal y de su propagacion. El estado hiperexcitable de las neuronas epileptégenas
puede ser consecuencia del aumento de neurotransmisores excitadores, de la
disminucién de neurotransmisores inhibidores, de una alteracién de los canales idnicos
controlados por voltaje o de una alteracion en las concentraciones ionicas intracelulares
o extracelulares que favorecen la despolarizacién de la membrana celular (Torres, 2015).
Comprender los cambios que ocurren en el sistema nerviosos central (SNC) es clave
para prevenir y/o controlar la epilepsia, los mecanismos implicados incluyen desde una
organizacion molecular (expresion genética), hasta organizaciones estructurales (redes

neuronales).

1.3 Clasificacion de las crisis epilépticas y epilepsias

La clasificacion de las crisis epilépticas esta basada en tres criterios: 1) el lugar en
el cerebro donde se originan las convulsiones, 2) el nivel de conciencia durante la crisis,
3) otras caracteristicas (Dhinakaran & Mishra, 2019). Se han hecho varias modificaciones
alo largo del tiempo a la descripcion de los tipos de crisis y las epilepsias, con el propésito
de formar un lenguaje comun para la comunidad cientifica. La comisién sobre la
clasificacion y Terminologia del ILAE reconoce tres tipos de crisis: focal, generalizada y

desconocida o no clasificable (figura 1).
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1.3.1 Crisis Focales

El término focal es sinbnimo del antiguo término parcial, las crisis focales son
originadas entre redes neuronales limitadas en un hemisferio, pueden ser originadas en
estructuras subcorticales o de la corteza cerebral (Berg et al., 2010). Se subdividen en
dos clases: convulsiones conscientes focales (que corresponde a la clasificacion de 1981
‘convulsiones parciales simples”) y convulsiones focales con consciencia deteriorada
(“convulsiones parciales complejas”) (figura 2). Saber el nivel de consciencia durante las
crisis tiene una implicacion practica para predecir su impacto en el comportamiento. Los
automatismos en las convulsiones focales son movimientos robéticos repetitivos y semi-
estructurados, por ejemplo, chasquear los labios, pasearse, acariciarse, frotarse las
manos, repetir frases, desvestirse u otras operaciones automaticas (Fisher et al., 2017;
Torres, 2015).

1.3.2 Crisis generalizadas

Las crisis generalizadas inician en algun punto de una red neuronal que
rapidamente involucra a redes distribuidas bilateralmente que pueden pertenecer a
estructuras corticales o subcorticales, pero no necesariamente incluyen a toda la corteza.
Son clasificadas como convulsiones de inicio generalizado motor y no motor (ausencia)
(Fisher et al., 2017). Involucra al tallo cerebral, la corteza prefrontal y los mecanismos de

los ganglios basales (Engel, 2006).
1.3.3 Crisis desconocidas

El término de crisis desconocidas se utiliza cuando no esta claro si el comienzo
es focal o generalizado, o si la informacién es inadecuada para establecer el

diagnéstico y clasificacion correcta de una crisis (Torres, 2015).
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ILAE 2017 Clasificacion de los tipos de crisis
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Figura 1. ILAE 2017 clasificacion de los tipos de epilepsia. Modificado de Fisher (2017).
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Figura 2. Mapa de comparacion entre la terminologia utilizada en 1981 y la nueva terminologia del 2017.
Modificada de Walter-Falco, Scheffer & Fisher (2018).
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1.3.4 Epilepsias y sindromes epilépticos

El diagnostico de la epilepsia implica una anormalidad epileptogénica persistente
en el cerebro que es susceptible a generar actividad paroxistica espontanea. Un
sindrome epiléptico es definido como un conjunto de signos y sintomas que definen una
condicion epiléptica unica. Los sindromes epilépticos fueron distinguidos de los
desordenes epilépticos, ya que los segundos son definidos como una condicidon

patologica de una etiologia singular, especifica y definida (Engel, 2006).

Para que sea diagnosticado como sindrome epiléptico es importante la edad de
inicio de las crisis, la historia familiar de epilepsia, el tipo de crisis, los signos y sintomas
neurolégicos asociados. Estos sindromes son divididos en crisis generalizadas
(epilepsias generalizadas) y crisis focales (parciales o focales). Cuando la causa del
sindrome es conocida, la epilepsia es referida como sintomatica o secundaria, epilepsia

idiopatica o criptogénica cuando se desconoce la causa (Magdaleno-Madrigal, 2011).

1.4 Tratamiento para la epilepsia

Para indicar un tratamiento contra la epilepsia es necesario presentar una crisis
no provocada con probabilidad de presentar futuras crisis. Los farmacos antiepilépticos
(FAE) ofrecen un control satisfactorio de las crisis epilépticas en la mayoria de los
pacientes, sin embargo, existe mas del 30% que no responden a los FAE, y son

considerados como pacientes refractarios (Liu, Slater, & Perkins, 2017).

La elecciéon de los FAE debe ser propuesta por un neurdlogo de manera
personalizada, basado en varios factores tales como el tipo de crisis, la presencia de
sindromes epilépticos, el uso de otros medicamentos, comorbilidad y estilo de vida. La
calidad y las recomendaciones de los medicamentos es diferente, segun el tipo de crisis.
Los farmacos anticonvulsivos modifican selectivamente la excitabilidad de las neuronas
relacionadas al inicio de las crisis, bloqueandolas sin alterar la actividad de las neuronas
no epilépticas. La accién de los FAE esta guiada para modular la actividad de los canales

idnicos (fenitoina, carbamacepina, lamotraginina), aumentar la actividad inhibitoria
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(pentobarbital, benzodiacepinas, vigabatrina, entre otros) o disminuir la actividad
excitatoria (pentorbabiral) (Magdaleno-Madrigal, 2011). Aunque cada FAE tiene un perfil
de efectos adversos, los efectos en el sistema nervioso central son predominantes y

pueden afectar la calidad de vida de las personas.

Cuando un paciente refractario continia presentando crisis epilépticas continuas
a pesar de ser tratado con FAE, es candidato para otros tratamientos. La intervencion
quirurgica en el foco epiléptico es utilizada para disminuir la actividad epiléptica, cuando
los pacientes son seleccionados adecuadamente la cirugia disminuye la frecuencia de
las crisis y en algunos casos son eliminadas (en un 76%), pueden presentar crisis sin
pérdida de consciencia, mejorando la calidad de vida del paciente. Aunque los beneficios
son importantes existen efectos adversos, las deficiencias cognitivas son comunes
después de la cirugia, por ejemplo, en una reseccion del lI6bulo frontal izquierdo es
asociado con déficits de memoria verbal (44%) y déficits de denominacién (34%). Otros
efectos adversos de la cirugia son déficits neurologicos (5%), complicaciones médicas
(infeccion intracerebral, hidrocefalia1,5%), fuga de liquido cerebroespinal (8.5%),

meningitis aséptica (3.6%) e infecciones bacterianas no cerebrales (3%) (Liu et al., 2017).

La estimulacién del nervio vago disminuye las crisis epilépticas que presenta el
paciente. Los pacientes refractarios que no son candidatos para cirugia o a quienes no
les ha parecido eficaz pueden ser candidatos para la estimulacion del nervio vago. Sélo
es aplicable a personas mayores de 12 afos, el proceso consiste en implantar un
estimulador del nervio vago, alimentado por bateria en el nervio vago izquierdo y es unido
a un marcapasos programado. La actividad aferente vagal suprime los circuitos eléctricos
en el cerebro que inician las crisis (Magdaleno-Madrigal, 2011).

Existen varios tratamientos emergentes para la epilepsia, por ejemplo, la
neuromodulacién tiene efectos de larga duracién que protegen el cerebro, modificando
la organizacién del SNC. La estimulacién magnética transcraneal repetitiva (TMSR,
Transcranial Magnetic Stimulation, por sus siglas en inglés), la estimulacion cerebral
profunda (DBS, Deep Brain Stimulation, por sus siglas en ingles) y la estimulacion

eléctrica del nervio vago son ejemplos de la neuromodulacion.
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Es posible encontrar terapias complementarias o alternativas de las que no se
tienen pruebas suficientes sobre su eficacia, por ejemplo, la acupuntura, la medicina
china tradicional, los cannabinoides, la melatonina, los suplementos de vitaminas vy el
yoga. Aunque el tratamiento por FAE es altamente efectivo, aun existen pacientes
refractarios y con ello la necesidad de buscar nuevas alternativas de tratamiento menos
invasivas. Existen investigaciones con animales que nos ayudan a entender y a probar
nuevas terapias, todas enfocadas a mejorar la calidad de vida de las personas con

epilepsia.

1.5 Modelos experimentales de epilepsia

La epilepsia es considerada un problema de salud pubica con un impacto fisico,
social, cognitivo y economico significativo, la necesidad de conocer los mecanismos
basicos y formular nuevos tratamientos eficaces para la epilepsia ha llevado a los
cientificos a plantear preguntas, para responderlas se han utilizados modelos
experimentales con animales que intentan recrear los sintomas, estos modelos pueden
producir cambios a nivel conductual y en el electroencefalograma (EEG) parecidos a los

observados en pacientes epilépticos.

Se considera a un modelo animal valido cuando reproduce total o parcialmente una
serie de caracteristicas clinicas, que puedan ser utilizadas en los humanos o en otras
especies animales. Un modelo ideal para la generacion de crisis epilépticas debe cumplir
los siguientes puntos (Garcia Garcia, Garcia Morales, & Matias Guiu, 2010) (Reid &
Sypert 1984 en Magdaleno-Madrigal, 2011):

a) Las anormalidades EEG inducidas por la manipulacién experimental deben ser
semejantes a las observadas en registros de humanos con epilepsia.

b) Las crisis epilépticas presentadas en el modelo animal deben ocurrir
espontaneamente por meses o por afos después de la produccién del foco
experimental.

c) Las caracteristicas electrofisiologicas deben ser similares a las reportadas en

neuronas de focos epilépticos en humanos.
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d) Debe existir control experimental preciso del area nerviosa, asi como el tamafio
de las lesiones epileptdgenas.

e) Control experimental adecuado de la cronologia del desarrollo de las crisis.

f) Precipitacion segura de las crisis por la manipulacién experimental, deben ser

identificable y reproducible.

Los modelos se clasifican comunmente como agudos los cuales tienen efectos
temporales, son inducidos mediante la administracion de farmacos o por estimulacion
eléctrica, o cronicos, que permiten modular la propagacion gradual de un evento
convulsivo, requieren mas cuidado, trabajo y costos. Existen animales modificados
genéticamente que presentan algun tipo de crisis de ausencia como las ratas GAERS
(Genetic Absense Epilepsy Rats FROM Strasbourg) WAG/RIj (Wistar Albino Glaxo/Rij

rat), o los ratones knockout (Garcia Garcia et al., 2010).

Para reproducir las caracteristicas clinicas de las personas que tienen epilepsia
(Tabla 1) se puede administrar metales como el cobalto, el hidroxido de aluminio,
estimular eléctricamente, por ejemplo, con electroshock, y/o kindling. Inyectar
quimioconvulsivos, que son farmacos que pueden provocar desde crisis no convulsivas
o de ausencia hasta estados epilépticos; como son la pilocarpina, acido kainico, la
bicuculina, la penicilina, la picrotoxina y el pentilenetetrazol (PTZ) que se explicara

detalladamente mas adelante (Kandratavicius, Hallak, & Leite, 2014; Rubio et al., 2010).

MODELOS ANIMALES DE CRISIS CONVULSIVAS, LIGA INTERNACIONAL DE LUCHA CONTRA
LA EPILEPSIA (ILAE)

MODELOS DE CRISIS PARCIAL SIMPLE
METALES IMPLANTADOS CORTICALMENTE
ALUMINIO, COBALTO, ZINC
MODELO DE CRISIS COMPLEJO PARCIAL
ACIDO KAINICO (KA)
ESTIMULACION ELECTRICA REPETITIVA (KINDLING)
TOXINA TETANICA
MODELOS DE CRISIS TONICO-CLONICA GENERALIZADAS
ELECTROSHOCKS
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PENTILENETETRAZOL (PTZ)

FLUTOTYL

MODELOS DE CRISIS GENERALIZADAS PARCIALES
PENICILINA

GABA

BICUCULINA

MODELOS DE CRISIS DE AUSENCIA GENERALIZADA
AUDIOGENETICA EN RATONES

GENETICA: FOTOSENSIBLE

ESTATUS EPILEPTICO

PILOCARPINA

Tabla 1. Modelos animales de las crisis convulsivas. Liga Internacional de Lucha contra la Epilepsia (ILAE).

Recuperado de Rubio, Rubio-Osornio, Renata-Marquez, Lopez, Custodio y Paz (2010).

1.5.1 Modelo experimental del PTZ

El pentilenetetrazol (PTZ) (figura 3) es un farmaco que disminuye la actividad
GABAérgica en el SNC, se utiliza como agente convulsionante desde 1926. Es un
antagonista no competitivo de los receptores a GABAA, al interaccionar con los sitios de
union a picrotoxina en el receptor GABAA provoca un bloqueo en los canales de Cl- como

consecuencia hay un aumento en la excitabilidad neuronal.

El modelo es util para evaluar las convulsiones clonico-ténicas, ya que son muy
similares a las que se presentan en humanos, es ampliamente utilizado para evaluar el

efecto anticonvulsivante de los nuevos farmacos (Ramos-Morales et al., 2012).

El efecto del PTZ depende de la dosis que se utilice, en dosis bajas (20-30 mg/kg)
produce crisis no convulsivas o de ausencia, mientras que en dosis altas (40- 100 mg/kg)
produce crisis convulsivas tonico-clonicas generalizadas (Zavala Tecuapetla & Lopez
Meraz, 2011).
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GABA

Figura 3. Estructura quimica del pentilenetetrazol. Modelo del sitio de unién del PTZ en el receptor GABAA.
Recuperado de Ramos-Morales, Correa-Basurto, Saavedra-Vélez, Acosta-Hernandez, Gasca-Pérez,

Pérez-Palacios & Truijillo-Ferrara (2012).
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2. Nuacleo Reticular del Talamo

Durante las crisis epilépticas los disparos neuronales se sincronizan
propagandose en el cerebro. La actividad neuronal sincronizada aumenta cuando la
inhibicion cerebral disminuye, con esto, el umbral para la excitacibn es mas bajo
facilitando la iniciacion y propagacion de las crisis. Lo que nos lleva a un modelo simple,
en donde podemos pensar a la epilepsia como una relacion inhibicién (freno) y excitacion
(acelerador), que tiene fallas en su dinamismo. El circuito talamo-cortical (TC) cortico-
talamico (CT) esta implicado en la actividad oscilatoria y en un gran nimero de procesos
cerebrales, incluyendo la percepcion sensorial, el dolor, la atencién, la consciencia, y el
ciclo suenol/vigilia. Esta conformado por células piramidales corticales, neuronas relevo
talamicas y neuronas GABAeérgicas del Nucleo Reticular del Talamo (NRT) (Futatsugi &
Riviello, 1998; Wu, Liu, & Song, 2015). El talamo y la corteza trabajan sinérgicamente a
través de una red de conexiones reciprocas necesarias para realizar distintas funciones.
El talamo orquesta el flujo de informacién cognitiva y sensorial que viaja a la corteza
cerebral, la apropiada regulacién de estas conexiones y la adecuada salida de la
informacion requiere de un perfecto control inhibitorio, el NRT es precisamente el
encargado de mantener este control por medio de una extensa conexién inhibitoria. En
resumen, la estructura clave que envuelve todos estos mecanismos tiene lugar en las
redes talamo-corticales y es el Nucleo Reticular del Talamo (Huguenard & McCormick,
2007).

2.1 Anatomia del Nucleo Reticular del Talamo

El NRT es una estructura tipo marcapasos conformada totalmente por neuronas
GABAérgicas, que cubre la parte rostral-lateral y ventral del talamo, se encuentra dividido
en siete sectores: cinco sensoriales (auditivo, somatosensorial, gustativo, visual y
visceral), 1 limbico y 1 motor (Didier Pinault, 2004). Al estar localizado entre la corteza y
el tAdlamo ocupa una posicion privilegiada en el circuito TC-CT ya que recibe entradas
colaterales monosinapticas glutamaérgicas de la corteza (capa V, VI) y del talamo,

enviando proyecciones GABAérgicas al talamo dorsal (figura 4). Ademas, las fibras
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talamo-estriales, palido-talamicas y las colaterales intranucleares que generalmente no
se extienden mas alla de la arborizacion dendritica, contribuyen a la modulacion de la

actividad reticular (Clemente-Perez et al., 2017; Steriade, 2005).

El NRT es la puerta que modula el flujo de informacién, se encarga de algunos
procesos atencionales, de la generacion de husos de suefio y se ha visto implicada en
el mantenimiento de las descargas espiga-onda (DEO). El loop CT-TC que da lugar al
cambio de un estado de conciencia a otro, depende de los mecanismos neuronales.
Durante el estado de vigilia las entradas sensoriales acceden a la corteza después de
ser procesadas en el talamo, mientras que durante el suefio el talamo se desconecta
funcionalmente de la corteza, y junto con el NRT generan ritmos lentos (AVANZINI, DE
CURTIS, & SPREAFICO, 1993; Fuentealba & Steriade, 2005; Pinault & Deschénes,
1998; Spreafico, de Curtis, Frassoni, & Avanzini, 1988; Fuentealba, 2004).

2.2 Propiedades de las neuronas del Nucleo Reticular del Talamo

En el NRT se han identificado tres diferentes tipos de neuronas: 1) pequeno
fusiforme “f’, encontrado en el borde lateral-medial del nucleo, que tiene un soma
alargado y un arbol dendritico que se extiende a lo largo de los planos rostro-caudales y
dorso-ventrales, 2) largo fusiforme “F”, encontrado en plano medio lateral con un soma
redondo y un arbol dendritico que se extiende a lo largo del plano horizontal, 3) células
tipo-R, localizados en las porciones anterior con un soma redondo. Las ramificaciones
de los dos primeros tipos de neuronas tienen una distancia del origen aproximadamente
de 30-40 uym y una longitud de 360-600 pm, mientras que el diametro del soma es de 20-
50 um (figura 5) (Spreafico et al., 1988; Vantomme, Osorio-Forero, Luthi, & Fernandez,
2019).
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LTS

‘Talamocortical

Figura 4. Relaciones funcionales entre la corteza, el talamo y el NRT. Modificado de Steriade (2005).

(©)

Morfologia

A TipoR ¥ Tipo F | Tipo f

Figura 5. Tipos de neuronas del NRT. (a) representacion de una neurona largo fusiforme “F”. (b)
representacion de una neurona pequefia fusiforme “f”. (c) Ubicacion de las neuronas del NRT de acuerdo
con su morfologia. Recuperado y modificado de Spreafico, Curtis, Frassoni & Avanzini (1988) y Vantomme,
Osorio-Forero, Lithi & Fernandez (2019).
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2.2.1 Propiedades electrofisiologicas de las neuronas del NRT

Las neuronas del NRT interactuan por medio de sinapsis quimicas axosomaticas,
axodendriticas y dendrodendriticas, de tipo GABAérgico. Las sinapsis inhibitorias
mediadas por GABA son el mecanismo con el cual las neuronas reticulares interactuan
en la red. El neurotransmisor GABA es el principal inhibidor del sistema nervioso central,
se sintetiza por medio de la descarboxilacion del acido glutamico y es liberado a través
de canales dependientes de Ca?* hacia el espacio extracelular, donde es capturado por
un receptor especifico. Se conocen tres tipos de receptores GABAa, GABAs y GABAc
que son divididos de acuerdo con sus caracteristicas en ionotrépicos y metabotropicos
(Landisman et al., 2002; Mendel-Matus et al., 2011).

Dentro de los receptores ionotropicos se encuentran los receptores GABAA y
GABAC, que permiten el paso de iones de CI- que hiperpolarizan la célula, encargandose
de mediar la inhibicion sinaptica rapida. Los receptores GABAs son de tipo
metabotropicos, este tipo de receptores son transmembranales y estan acoplados a
proteinas G y a segundos mensajeros, se encuentran distribuidos de forma presinaptica,
inhibiendo los canales de Ca* y postsinaptica activando los canales de K* (Pasantes,
2010). Los receptores de GABA a su vez estan conformados por subunidades, GABAA
tiene tres familias de subunidades: a 1-6, B 1-3, y 1-3, y O, por su parte el receptor a
GABABs tiene dos subunidades: R1 y R2.

Se ha encontrado que las células del NRT ademas de estar relacionadas a GABA
son inmunopositivas a las proteinas unidas a Ca® como Parvoalbumina (PV) y
Somatostatina (SOM). Existe informacién sobre el papel que cumplen estas células en
la corteza y en el hipocampo, sin embargo, se sabe muy poco sobre su funcion en el
NRT. Las interneuronas que expresan PV en el hipocampo estan relacionadas con la
consolidacion de la memoria de trabajo y el aprendizaje, tienen como objetivo principal
modular a las células piramidales por medio de una rapida y potente inhibicidon, muestran
una fuerte inhibiciéon entre si teniendo poca influencia inhibitoria sobre otras neuronas.
En contraste, las células que expresan SOM en su mayoria tienen como obijetivo las

dendritas distales de las células piramidales y ejercen una inhibicion focal de las entradas
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sinapticas, teniendo una fuerte inhibicién sobre otras neuronas y poca entre si (Huusko
& Pitkanen, 2014; Kim et al., 2016).

En investigaciones que se han realizado para saber el papel de las células que
expresan PV en el NRT (Thankachan et al., 2019) se ha encontrado que la estimulacién
optogenética PV-NRT induce eventos electroencefalograficos corticales indistinguibles
de los husos que ocurren espontaneamente durante el suefio, por su parte la inhibicién
optogeneética de las neuronas del PV-NRT incrementa el tiempo de vigilia y disminuye el
suefio MOR sin causar una disminucion en la densidad de los husos de suefio, elevando
la frecuencias delta (0.5-4 Hz). La activacion de las terminales PV del cerebro anterior
que envian aferentes al NRT, aumenta el total de horas de vigilia en ratones (durante las
6 h de estimulacion permanecieron despiertos, el efecto disminuyd después de los 10-
15 s de finalizar la estimulacion) inhibiendo la densidad de husos durante el suefio de
ondas lentas y las descargas neuronales del NRT. Estos resultados muestran que las
células PV estan implicadas en las propiedades tipo marcapasos del NRT, incluyendo la

generacion de husos y la actividad ritmica de frecuencias delta y gamma.

Las células que expresan PV y SOM tienen distintos objetivos, las PV-NRT
proyectan al nucleo talamico ventro-posteromedial (VPM), al nucleo ventro-posterolateral
(VPL)y al complejo talamico posteromedial. Mientras que las células que expresan SOM-
NRT proyectan a los nucleos intralaminares (IL), al nucleo parafascicular (PF) y aunque
en menor extensién al VPL y al nucleo ventromedial. Las neuronas PV-NRT exhiben
largas corrientes de calcio tipo-T que generan actividad ritmica en rafaga necesaria para
generar husos de suefo en la corteza, sugiriendo que las PV son las principales células
generadoras de actividad oscilatoria en el circuito TC. La estimulacion optogenética de
las células PV-NRT interrumpen las crisis generalizadas, mostrando que su actividad

estd implicada en las oscilacién naturales y patoldgicas (Clemente-Perez et al., 2017).

Ademas de la sinapsis quimica las neuronas reticulares se acoplan
eléctricamente, los cambios en los estados de vigilia y suefio dependen de las
propiedades intrinsecas de las neuronas. Las espigas de bajo umbral (LTS low threshold
spikes, por sus siglas en inglés) dan lugar a espigas rapidas que producen potenciales

de accidn postsinapticos inhibitorios (IPSPs) mediados por GABAa y GABAs. Los
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potenciales en rafaga de las LTS ocurren durante el suefio natural de ondas lentas y
promueven la inhibicién del talamo. Otra propiedad intrinseca de las neuronas reticulares
es la biestabilidad de la membrana, que es fuertemente dependiente de voltaje (sélo se
presenta bajo condiciones de reposo) y consiste en dos potenciales de membrana
alternativos, separados por ~17-20 mV, cuando la neurona reticular no es biestable
dispara ritmicamente rafagas durante los husos, cuando las neuronas del NRT son
biestables disparan tonicamente a pesar de los husos (Contreras & Steriade, 1995;
Fuentealba, Timofeev, Bazhenov, Sejnowski, & Steriade, 2005; Steriade, 2005).

La actividad eléctrica de pequefia amplitud y alta frecuencia esta relacionada con
los estados de vigilia, alerta y atencidn, mientras que la actividad de alta amplitud y baja
frecuencia se relaciona con el suefio. En varias investigaciones (Halgren & Halassa,
2019; D. Pinault & Desche’nes, 1992; Steriade, 2005; Timofeev, Grenier, & Steriade,
2004) se han identificado tres diferentes tipos de disparo espontaneo en las neuronas
del NRT: 1) en rafaga, que son paquetes de potenciales de accion seguidos de un
periodo de hiperpolarizacién mediados por canales de Ca?* tipo-T, 2) ténico, que muestra
descargas de espigas unicas con ritmos permanentes, y 3) descargas irregulares con
rafagas espontaneas (figura 6). Los disparos ténicos se exhiben durante los estados de
vigilia o alerta y durante el suefio de movimientos oculares rapidos (MOR), mientras que
los disparos en rafaga son exhibidos durante el suefio de ondas lentas o en estados de

anestesia profunda.

El tipo de disparo que tenga el NRT va a depender de las entradas
glutamatérgicas, del potencial de membrana y de las propiedades intrinsecas de la
neurona. Mientras que los cambios en el tipo de disparo del NRT tienen como objetivo
controlar la actividad neuronal que sale de las neuronas TC. De acuerdo con la teoria de
la regulacion dinamica de la informacién sensorial y con los resultados obtenidos por
Halassa (Halassa, 2011; Halassa et al., 2014) el disparo en rafaga es utilizado por el
cerebro para mejorar la transmision de informacion sensorial, con la generaciéon de
oscilaciones o de husos, las rafagas que produce el reticular actian como un filtro para

la informacién sensorial y para la consolidacién de la memoria.
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Aunque las células TC tienen muchas similitudes con las neuronas del NRT el tipo
de disparo es diferente, las neuronas de talamo durante el suefio presentan rafagas que
contienen de 3 a 5 potenciales de accion con una duracién de 5 a 20 ms, mientras que
las neuronas de NRT exhiben 5 o mas potenciales de accién por rafaga, el periodo de

silencio de las neuronas es >50 ms (Fueltealba, 2005).

A ‘ ot

100ms 100ms

C Viailia Sueiio lento

EEG

1s
Figura 6. Diferentes tipos de disparo de las neuronas del NRT. A. Registro extracelular de una neurona

Neurona

reticular que exhibe un disparo tipo ténico. B. Registro extracelular de una neurona con disparo en rafaga.
C. Comparacién de un registro EEG vy el registro de una neurona del NRT cuando se lleva el cambio de

vigilia a sueno. Modificado de Marlinski, Sirota & Beloozerova (2012).

2.3 El Nucleo Reticular del Talamo generador de husos de sueio

Los husos de sueio aparecen durante las etapas tempranas del suefio, son
oscilaciones en frecuencias lentas que van de 7 a 14 Hz con una duraciéon de 1-3
segundos. La actividad sincronizada inicia cuando un grupo de neuronas corticales
excitan (por medio de sinapsis glutamatérgicas) a las neuronas del NRT generando LTS
dependientes de canales de Ca* tipo-T promoviendo asi un disparo en rafaga. A través
de sinapsis GABAérgicas y del acoplamiento eléctrico las rafagas de IPSPs del NRT van

a inhibir a las neuronas TC que responden excitando con rafagas a las neuronas
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corticales, iniciando de nuevo el ciclo. Las acciones inhibitorias de las neuronas del NRT
y las rafagas de las células TC son las responsables de la transferencia de los husos de
suefio a la corteza, de esta manera ocurre las oscilaciones del suefio (Bazhenov,
Timofeev, Steriade, & Sejnowski, 2000; Deleuze et al., 2012).

Varios estudios se han interesado en saber si el NRT es el responsable de generar
los husos, y han encontrado que aun después de la completa decorticacion (Bazhenov
et al., 2000) o de desconectar al talamo se siguen generando los husos (Destexhe,
Contreras, & Steriade, 1998; Timofeev et al., 2004).

2.3.1 El Nucleo Reticular del Talamo vy las crisis de ausencia

Las crisis de ausencia son crisis no convulsivas asociadas con la pérdida de
consciencia, caracterizadas por la aparicion sincronizada de secuencias de complejos
espigas-onda paroximales y/o poliespigas (PSW polyspike-wave, por sus siglas en
inglés), estas oscilaciones de1.5 a 3 Hz en humanos y de 7 a 11 Hz en animales estan
acompanadas por periodos prolongados de silencios. En registros multiunitarios se
muestra que las DEO inician en la corteza y se propagan al tdlamo en pocos segundos.
En registro simultaneos de la corteza y el talamo, se puede ver que el 60% de las
neuronas taldmicas se hiperpolarizan, el resto dispara en rafaga durante las crisis con
fases de IPSPSs mediados por GABAA y GABAB, que pueden potenciar y propagar las
crisis corticales. Al final de las crisis las células TC disparan en alta frecuencia como si
fueran liberadas de la inhibicion que ocurre durante las crisis, el origen de esta inhibicion
es el NRT (Contreras & Steriade, 1995).

Es resumen, las neuronas GABAérgicas del NRT participan activamente en la
generacion y mantenimiento de las DEO, esta sincronizacion puede ser el resultado de
la actividad de células que expresan PV responsables de la actividad oscilatoria del
circuito TC-CT.
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3. Estimulacién cerebral profunda

La estimulacion cerebral profunda (DBS Deep Brain Stimulation, por sus siglas en
inglés) es un tratamiento alternativo para los desérdenes del sistema nervioso central
(SNC) refractarios a los medicamentos. Desde 1990 se ha formalizado como un efectivo
tratamiento para las patologias cognitivas, los desordenes de movimiento y otros
trastornos. Comparado con el tratamiento farmacolégico la DBS tiene un bajo riesgo de
producir déficits neurolégicos mostrando una mejoria rapida de los sintomas (Albert,
Cook, Prato, & Thomas, 2009; Gildenberg, 2009; Jakobs, Fomenko, Lozano, & Kiening,
2019; Kundu, Brock, Englot, Butson, & Rolston, 2018).

La DBS modifica las funciones neuronales a través de la aplicacion de corriente
eléctrica, su eficacia depende de la frecuencia, la amplitud y la duracion de los pulsos,
de la region que es directamente estimulada, de su composicion neuronal, de la posicion
y orientacion de los axones con respecto al electrodo y de las entradas y las salidas del
nucleo estimulado. En comparacién con la terapia de lesion tiene efectos inmediatos,
reversibles y ajustables. El tratamiento por DBS inicia con la implantacion de un electrodo
en una zona especifica del cerebro, que puede ser un nucleo subcortical o un paquete
de fibras, los cables que salen del electrodo viajan subcutaneamente hacia un dispositivo
similar a un marcapasos llamado implante generados de pulsos, implantado en la
cavidad toracica subcutdaneamente (usualmente subclavicular). Al terminar la
implantacion los médicos usan una computadora para comunicarse con el implante
generador de pulsos subcutaneo y establecer los parametros de estimulacién (Cox, Seri,
& Cavanna, 2014; Dougherty, 2018; Mclintyre, Grill, Sherman, & Thakor, 2004; Mclintyre,
Savasta, Kerkerian-Le Goff, & Vitek, 2004; Schiff, 2009).

A pesar del amplio uso que tiene la DBS los mecanismos de accién que hacen
efectiva la terapia permanecen desconocidos, los investigadores en el laboratorio se
encargan de buscar los parametros adecuados para cada trastorno y los mecanismos de
accion con la finalidad de mejorar la calidad de vida de los pacientes.
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3.1 Mecanismos de accién de la DBS

Los mecanismos de accidén de la DBS pueden ser entendidos desde distintos
niveles (molecular, celular, neuroquimico y circuito) todos igual de importantes para
comprender como la DBS ejerce efectos clinicos benéficos (Dzirasa & Lisanby, 2012;
Mclintyre & Anderson, 2016).

Aunque hasta el momento no existe una explicacion completa del trabajo que hace
la DBS en el cerebro, se han desarrollado varias hipdtesis para llenar estos vacios
tedricos. En un comienzo se pensaba que la estimulacion cerebral en altas frecuencias
(HFS High Frecuency Stimulation, por sus siglas en inglés) causaba los mismos efectos
que la intervencién quirurgica porque después de su aplicacién la actividad neuronal
disminuye en el nucleo estimulado, causando una lesién funcional (Jakobs et al., 2019).
La actividad cerebral normal es irregular y variable, esta irregularidad es la responsable
de transportar la informacién a través de los circuitos, la DBS modifica esta dinamica
regularizando la actividad, como resultado hay una disminucion en la cantidad de
informacion local pero un incremento en la transmision de informacion entre las redes,
mejorando la funcién total del circuito (Taha Bilge, Gosai, & Widge, 2018). La reduccién
de la actividad neuronal fue registrada alrededor de los sitios estimulados
especificamente en el nucleo subtalamico en ratas, monos y pacientes con Parkinson,
obteniendo resultandos similares. Las neuronas responden a la estimulaciéon
inhibiéndose por un bloqueo en la despolarizacion, por la desactivacion de las corrientes
dependientes de voltaje y/o por la activacion de los aferentes inhibitorios (Chiken &
Nambu, 2016). En contraste Hashimoto (Hashimoto et al., 2003 citado por Chiken &
Nambu, 2016) observaron que la DBS en el Nucleo subtalamico incrementa los disparos
de las neuronas en el globo palido interno (GPi) en monos con Parkinson, proponiendo

que la DBS excita la actividad celular.

La DBS induce una disrupcién en las oscilaciones patoldgicas restaurando las
oscilaciones normales. La estimulacion induce una respuesta trifasica compuesta por un
periodo de excitacion, de inhibicion y mas tarde de excitacion, implementando una nueva
forma de oscilacion cerebral (McIntyre & Anderson, 2016; Mcintyre & Hahn, 2010; Taha
Bilge et al., 2018). A pesar de que parece contradictorio, los resultados sugieren que la

actividad del cuerpo celular puede estar desacoplada de la actividad del axén, y que una
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neurona puede exhibir simultaneamente una disminucion en la actividad intrinseca del
soma y excitarse en el axén (Mclintyre, Grill, et al., 2004). Esto es posible porque los
axones son directamente activados por los pulsos de la DBS induciendo cambios en el
voltaje transmembranal que opera en los canales de sodio dependientes de voltaje, los
pulsos catodicos generan una despolarizacion en los nudos de Ranvier cerrando el
contacto con el electrodo y los potenciales de accion son generados y propagados en
ambas direcciones (antidromica y ortodromica). La magnitud de la despolarizacion es
dependiente de la trayectoria y la proximidad con el electrodo. Una vez que la amplitud
del estimulo es mayor que el umbral del axén, este es capaz de seguir la frecuencia del
estimulo. Cuando se logra propagar ritmicamente los potenciales de acciéon en las
terminales del axon se induce la liberacion de neurotransmisores, asi los efectos
dependen de la red que es estimulada, por ejemplo, la DBS podria tener efectos
inhibitorios si el nucleo es GABAérgico o excitatorios si es glutamaérgico (Chiken &
Nambu, 2016; Jakobs et al., 2019; Mclintyre & Anderson, 2016).

Los neurotrasmisores y los neuromoduladores influyen directamente en los
efectos terapéuticos de la DBS. La alteracion en los patrones de disparo del circuito
neuronal produce cambios en la dinamica de los neurotransmisores y la expresién de
proteinas afectando a toda la red. A nivel molecular la interaccion de la glia con las
neuronas es importante para modular las sefales celulares, las células gliales mas
importantes son los astrocitos. Entre todas sus funciones se ha observado que
contribuyen con los efectos terapéuticos de la DBS. La estimulacién eléctrica activa a los
astrocitos con un cambio en las concentraciones de calcio extracelular, su activacion
causa una liberacion extracelular de gliotransmisores (glutamato y adenosina) que
actuan en los receptores neuronales pre-sinapticos vecinos, modulando la transmision
sinaptica (Fenoy, Goetz, Chabardés, & Xia, 2014; Jakobs et al., 2019; Mcintyre &
Anderson, 2016; Vedam-Mai et al., 2012).

3.2 La estimulacién cerebral profunda como terapia alternativa

Para examinar los efectos de la DBS se ha estudiado los cambios en rebanas de
cerebros, animales anestesiados, animales con libertad de movimiento y en pacientes

humanos. En un experimento realizado en monos con Parkinson se demostr6é que la

30



actividad del Globo Palido Externo (GPe) y del Globo Palido Interno (GPi) incrementa,
mientras que la actividad que proviene del talamo disminuye como respuesta de la
estimulacién del Nucleo Subtalamico mostrando asi una modificacion en el circuito
(Udupa & Chen, 2015; Xu, Zhai, Kou, & Yu, 2017). Estudios en humanos, han mostrado
que la DBS como tratamiento para el Parkinson incrementa la transmision glutamaérgica
en el GPi y la sustancia negra (SN), disminuyendo la concentracion de GABA en el
talamo (Galati et al., 2006; Stefani et al., 2005).

En el Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC) se ha visto que el 73% de los
pacientes refractarios que recibieron estimulacion en la capsula ventral/estriado
disminuyeron los sintomas después de tres meses de tratamiento. Por su parte, para el
tratamiento de la depresion refractaria la estimulacion en la corteza cingulada, adyacente
al area 25 de Brodmann mostrd una disminucion en los sintomas del 50% en 4 de un

total de 6 pacientes (Dougherty, 2018).

La DBS en el nucleo ventral intermedio del talamo reduce el temblor, mientras que
la estimulacién en el Nucleo Subtalamico ademas de ser utilizada para tratar el Parkinson
tiene efectos positivos en el tratamiento de la distonia. La DBS también muestra
resultados en el tratamiento del dolor, el Alzheimer, el sindrome de Tourrett, la ansiedad
y la epilepsia (Gildenberg, 2009; Jakobs et al., 2019; Kundu et al., 2018).

3.3 La estimulacion cerebral profunda como tratamiento para la epilepsia

Existen aproximadamente 60 millones de personas con epilepsia y mas del 40%
son refractarios a los medicamentos, para estos pacientes la DBS resulta una alternativa
eficaz y confiable. La neuromodulacion puede ser aplicada en el nervio vago, en el nucleo
anterior del tdlamo (ANT Anterior Nucleus of the Thalamus, por sus siglas en inglés), en
el hipocampo, en el nucleo centromedial del talamo (CMT Centromedian Nucleus of the
Thalamus, por sus siglas en inglés) y en el nucleo subtalamico (Boon, Raedt, de Herdt,
Wyckhuys, & Vonck, 2009; Ooi, Styliaras, & Sharan, 2011; Salanova, 2018).

Estudios en animales y humanos sustentan la hipétesis del papel activo que tiene

el tdlamo en la epilepsia. En el 2010 se publicé un ensayo sobre los efectos de la
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estimulacién en el nucleo anterior del tdlamo para la epilepsia (SANTE Stimulation of
Anterior Nucleus of Thalamus for Epilepsy, por sus siglas en inglés) en donde se
analizaba a 10 pacientes con epilepsia refractaria que recibian DBS en el ANT, los
resultados mostraron que después de 3 meses de haber sido estimulado el sujeto, la
frecuencia de las crisis disminuyé en un 40%, en comparacion el grupo control que
mostré una disminucion en la frecuencia de las crisis del 15% (Li & Cook, 2018). Los
efectos anticonvulsivos de la DBS son derivados de una interrupcion en la transmision
de la informacion CT. La estimulacion en altas frecuencias (100 Hz) en ratas eleva el
umbral para las crisis inducidas con PTZ, inversamente la DBS en bajas frecuencias (8
Hz) tiene un efecto proconvulsivo (Mirski & Ferrendelli, 1986). Por su parte los estudios
en humanos han encontrado resultados similares, de cinco pacientes que recibieron DBS
en el ANT disminuyeron significativamente la frecuencia de las crisis generalizadas
tonico-clénicas, con la desconexidon de la DBS inmediatamente incrementé el nUmero de

crisis (Kerrigan et al., 2004).

Otro objetivo para la estimulacion es el CMT que en humanos reduce las crisis
ténico-clonicas en un 30% durante la estimulacion (Fisher & Velasco, 2014). Por su parte
la DBS en el nervio vago altera los procesos talamicos teniendo un efecto antiepiléptico
en pacientes, a un afio de ser tratados reduce la frecuencia de las crisis en un 40%,

mientras que a los cinco afos reduce la frecuencia en un 69% (Henry, 2002).
3.4 DBS en el Nucleo Reticular del Talamo un tratamiento para la epilepsia

A pesar de que el NRT participa activamente en la modulacion del circuito TC-CT
y que se ha desarrollado una linea de investigacion sobre su papel en la actividad
epileptiforme, los trabajos que tienen como blanco terapeutico al NRT con estimulacion
electrica no son concluyentes. En un modelo de campo-medio desarrollado para predecir
si la DBS en el NRT podria ser un tratamiento confiable para las crisis de ausencia se
encontrd que la DBS puede disminuir la presencia de DEO (Wang & Wang, 2017). En
otras investigaciones se ha observado, que la estimulacion en altas frecuencias en el
NRT de ratas con Kindling hipocampal reduce las crisis generalizas, mostrando efectos
anticonvulsivos (Nanobashvili et al., 2003). Pantoja-Jiménez (Pantoja-Jiménez,
Magdaleno-Madrigal, Almazan-Alvarado, & Fernandez-Mas, 2014) reporté que la HFS
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en el NRT en ratas, disminuyd la severidad de las crisis e incrementd significativamente
la latencia a desarrollar crisis generalizadas tonico-clonicas y estatus epiléptico
generados por PTZ. En otra investigacion, se evalud los efectos que tiene la estimulacién
en el NRT con la generacién de crisis inducidas por PTZ, sus resultados muestran que
la aplicacion de la HFS antes de la inyeccion de PTZ produce un efecto anticonvulsivo e
incrementa la supervivencia de las ratas, mientras que la estimulacion en bajas
frecuencias (LFS low frequency stimulation, por sus siglas en inglés) produce un efecto
proconvulsivo (Magdaleno-Madrigal et al., 2019). Estos datos suponen que la HFS en el
NRT provoca una disrupcion en la funcion sinaptica local, promoviendo una

desincronizacion en el circuito y teniendo un efecto protector ante las crisis.
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4. Justificacion

La epilepsia es un problema de salud publica que afecta a mas de 20 millones de
personas en México. La estigmatizacion, el rezago social y la comorbilidad con otros
trastornos (depresion o ansiedad) son dificultades con las que se enfrentan los pacientes
cotidianamente. De las personas que sufren epilepsia alrededor del 30% son refractarios
a los farmacos, con lo que surge la necesidad de buscar nuevas alternativas de
tratamiento, que ademas de ser confiables y de reducir considerablemente las crisis se
interesen por mejorar la calidad de vida de los pacientes (Carrizosa, 2009; Liu, Slater, &
Perkins, 2017; P.P.E, 2018). Una terapia alternativa novedosa, segura y adaptable que
ofrece mejoras rapidas con un bajo riesgo de producir déficits neurolégicos es la DBS
(Jakobs et al., 2019). Varias investigaciones proponen que la DBS en el NRT puede ser
un tratamiento efectivo para el control de las crisis, ya que el NRT tiene el control total
de la actividad neuronal TC al participar en la sincronizacién. Sin embargo, los
mecanismos de accion que ejerce la DBS aun no se conocen del todo, en varios trabajos
se demuestra que la estimulacion reticular tiene un efecto protector ante las crisis, pero
no explican los mecanismos de accidn que ocurren a nivel celular y que permiten la
reduccion de actividad convulsiva. Nosotros utilizamos el registro multiunitario, que es
una herramienta que nos permite estudiar los cambios producidos a nivel neuronal con
el fin de conocer si los mecanismos de accion de la DBS son capaces de modificar los

ritmos corticales.

5. Objetivos

General:

Analizar los cambios en la actividad multiunitaria del nucleo reticular del talamo,
provocados por la estimulacién cerebral profunda en un modelo agudo de crisis no

convulsivas.
Especificos:
1. Analizar el efecto de la estimulacion cerebral profunda sobre la actividad

multiunitaria del nucleo reticular del talamo.
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2. Analizar el efecto de la aplicacién sistémica de PTZ sobre la actividad multiunitaria
del nucleo reticular del talamo.
3. Comparar los efectos que tiene la estimulacién cerebral profunda si es aplicada

antes del PTZ sobre la actividad multiunitaria del nucleo reticular del talamo.

6. Hipotesis
La DBS en el NRT puede evitar la sincronizacion de la actividad multiunitaria provocada
por el PTZ.

7. Variables

Variable Independiente:

Estimulacion Cerebral Profunda en el NRT: consiste en la aplicacion de corriente
eléctrica bifasica en el NRT por medio de un electrodo bipolar, con los siguientes
parametros: 100 Hz, ancho de pulso de 0.1 ms y con intensidad de 200 pA, durante 60

segundos.

Aplicacion sistémica de PTZ: es la aplicacion via intraperitonial (i.p) de dos dosis

de PTZ (20 mg/kg) con un intervalo entre inyeccion de 10 minutos.
Variable Dependiente:

Actividad multiunitaria del NRT: Consiste en el disparo coordinado de las
neuronas, que es posible registrar en el espacio extracelular. Fueron reconocidos por las

espigas monitoredas en el osciloscopio.

Tipo de disparo neuronal: consiste en el modo de descarga de las neuronas

dependiente de la potencial de membrana, existen dos tipos: tonico y en rafaga.

8. Metodologia experimental

1. Aparatos

e Estereotaxico (David Kopf, modelo 14)

e Estacion para soldar
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e Taladro estereotaxico

e Camara de video

e Computadoras personales

e Unidades de aislamiento (GRASS PSIUG)

e Amplificador de sefal EEG (GRASS P511)

e Neuroestimulador (Grass S-88)

e Sistema de adquisiciéon analogo-digital (ADQCHS8)
e Osciloscopio

e Estirador de pipetas modelo PN-30 (Narishige-Japon)
e Bocina

e Microposicionador (David Kopf 650)

e Cajas de alta impedancia

e Impedanciometro QTip (WPI instrument)

. Materiales

e Instrumental para cirugia

e Acrilico dental (Nic-Tone)

e Solvente

e Electrodo bipolar de acero inoxidable

e Electrodos en forma de clavo de acero inoxidable
e Tornillos de acero inoxidable

e Trenzas de registro

e Capilares de vidrio de borosilicato (WPI instrument)

. Sustancias

e Pentilentetrazol

e Sulfato de atropina

e Uretano

e Relajante muscular (Xilazina)

e Antisépticos (Agua oxigenada, alcohol, isodine)

e Jabon quirurgico
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e Paraformaldehido sodico

e Solucion salina (SS)

e Cloruro de Potasio 3M (KCL 3M)
e Petrolato

e Animales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar con un peso de entre 250 y 400 g. Se
mantuvieron con un ciclo luz/oscuridad de 12 horas, la temperatura fue controlada y se
administré agua y comida ad libitum. Los experimentos se hicieron bajo las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio de la SARGAPA (NOM-062-ZO0-2000) y aprobados por el comité de ética
del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiz. Se realizaron los

esfuerzos necesarios para disminuir el dolor y el nimero de animales
4. Anestesia

Los animales utilizados recibieron una inyeccion del pre-anestésico sulfato de
atropina (0.05 mg/kg) para disminuir la formacion de fluidos que pudieran asfixiar al
animal. 10 minutos después fueron anestesiados con uretano (1.35 g/kg). Durante la
anestesia se monitored el estado fisiologico del animal (respiracion, frecuencia y ritmo

cardiaco).
5. Implantacion de electrodos

Fueron implantados dos electrodos epidurales en forma de clavo en la corteza frontal
izquierda para el registro EEG, soldados a una trenza de registro y fijados con acrilico
dental (nic-tone). Se dirigioé un electrodo bipolar de acero inoxidable en el NRT izquierdo
(P:-1.4,L:2.2,V: 6.4, con un angulo de 24°) para la aplicacion de la DBS. Para el registro
de la actividad multiunitaria del NRT se utilizé un electrodo de borosilicato con una
impedancia de entre 4 a 18 Q conectado al microposicionador (David Kopf 650) y fue
ubicado en el trepano (P: -1.4, L: 2, V: 6.2 £ 7.2). Al terminar la operacion el trepano fue

sellado con una gota de petrolato para mantenerlo hidratado durante el experimento.

6. Registro
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Al terminar la operacion las ratas fueron llevadas a una caja de registro
sonoamortiguada y faradizada (figura 7). La actividad multiunitaria se registré con un
electrodo de borosilicato conectado al amplificador (GRASS P511) y a un sistema de
conversion analogo/digital (ADQCHS8) desarrollado en nuestro laboratorio. La actividad
fue monitoreada y clasificada con la ayuda de un osciloscopio. Los criterios utilizados
para discriminar las neuronas que serian registradas fueron que las espigas
monitoreadas en el osciloscopio superaran el umbral de la actividad basal. Una vez
elegidas se tomaron cinco minutos con la intension de que la actividad se estabilizara
para poder comenzar el registro e identificar el tipo de disparo neuronal. Fueron tomados
5 minutos de linea base posteriormente se inyectaron dos dosis de PTZ (20 mg/kg) con
un intervalo de 10 minutos. Para el caso de la DBS se identificaron a las neuronas y
fueron estimulados por 1 minuto, en seguida se inyectaron dos dosis de PTZ con un

intervalo de 10 minutos (figura 8).
7. Verificacion de posicion de electrodos

Al terminar la manipulacion experimental las ratas fueron sacrificadas con una sobredosis
de pentobarbital sddico, se extrajo el cerebro y fue colocado en paraformaldehido para
su andlisis histologico. Se llevaron a cabo cortes histoldgicos coronales de 100 ym, para

la verificacion del sitio de registro y de estimulacion.
8. Analisis de datos

Se analiz6 la frecuencia de disparo neuronal, la tasa de disparo total, el tipo de disparo,
el promedio de disparo neuronal y los componentes principales de las neuronas del NRT
con el programa Spike7 (CED Cambridge Electronic Desing Limited) para Windows. Se
obtuvo histogramas de frecuencia con una ventana de tiempo de cinco segundos, raster
de frecuencias y el agrupamiento de componentes principales. La significancia fue
evaluada a un nivel de P <0.05. Las pruebas estadisticas empleadas para el analisis
fueron ANOVA para medidas repetidas, las cueles se realizaron en el programa Prims
Graph 7.
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Figura 7. Equipo utilizado para obtener el registro multiunitario en ratas anestesiadas, A. Caja de registro
sonoamortiguada, B. Aparato estereotaxico donde se muestra el microposicionador y el electrodo de
estimulacion implantados en el animal, C. Resultado de la operacion donde se puede ver el electrodo de

estimulacién y los electrodos epidurales implantados y conectados para el registro.
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Figura 8.Tratamiento experimental utilizado para el registro multiunitario en el NRT, A. Representacion del
procedimiento experimental donde se ilustra la trayectoria de la micropipeta de borosilicato y el loop TC-
CT, B. Procedimiento experimental utilizado en el grupo control el cual sélo recibié la administracion de
PTZ. C. Procedimiento experimental utilizado para el grupo DBS el cual fue estimulado antes de la

administracion de PTZ.
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Resultados

1. Tipos de disparo neuronal del NRT

Se regqistré en total la actividad espontanea de 32 neuronas del NRT en ratas

anestesiadas con uretano.

Las neuronas del nucleo reticular del tdlamo presentan tres tipos de disparo distintos
en condiciones basales. El 43.8% (14/32) de las neuronas muestran un patron mixto de
disparo, caracterizado por tener actividad en rafaga con intervalos de disparos tonicos.
El 34.4% (11/32) disparan en rafaga. Mientras que el 21.8% (7/32) de las neuronas
registradas exhiben un patrén ténico, este tipo de neuronas pueden disparar de modo

ténico y cambiar su disparo a rafaga para regresar al modo ténico (figura 9).

200 ms 400 ms

Figura 9. Tipos de disparo del NRT. A. Neurona con un patrén de disparo mixto, se muestra la alternancia
en los patrones de disparo ténico-rafaga. B. Neurona con un patrén de disparo en rafaga, se puede apreciar
los intervalos entre las rafagas. C. Neurona con un patrén de disparo tonico, se aprecia el intervalo regular

entre espigas.
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2. Cambios en el tipo de disparo del NRT inducidos por el PTZ

La aplicacion sistémica de PTZ modifica el patron y la frecuencia de disparo de las
neuronas del NRT. Durante la basal las neuronas del NRT presentaron tres tipos distintos
de disparo, siendo el modo mixto el mas comun (9/20, 45%), seguido del modo en rafaga
(7/20, 35%) y por ultimo el modo ténico (4/20, 20%). Con la primera inyeccion de PTZ se
modificd el patron de disparo del 65% de las neuronas registradas. El 40% (8/20) de
estas neuronas modificaron su patron de disparo a rafaga, mostrando mayor amplitud en
las espigas, mayor duracion de las rafagas y menor intervalo entre rafagas en
comparacién con la linea base (figura 10). El 20% (4/20) de las neuronas modificé su

patrén de disparo a mixto y solo una neurona (5%) modifico su patron de disparo a tonico.

De las 20 neuronas registradas el 35% no modificaron su patron de disparo con la
primera dosis de PTZ. 2 neuronas (10%) conservaron su patron de disparo mixto, 4
neuronas (20%) conservaron su patrén de disparo en rafaga y una (5%) neurona siguio

disparando en modo ténico.

Con la segunda inyeccion de PTZ el 33.4% de las neuronas modific6 su modo de
disparo. El 16.7% cambid su patron de disparo a rafaga. El 11.1% modificd su patron de
disparo a mixto y el 5.6 % modificé su patrén de disparo a ténico. Mientras que el 66.6%

de las neuronas registradas conservo su patron de disparo.

Teniendo como resultado que después de la segunda dosis de PTZ el 55.6% de las
neuronas del NRT exhibieran un disparo en rafaga, mientras que el 38.8% de las
neuronas registradas mostré un patron de disparo mixto. Las neuronas registradas se

encuentran ubicadas en el plano superior del NRT.

018s 08s
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Figura 10. Cambios en la morfologia de las rafagas provocados por el PTZ. A la izquierda se muestra un
ejemplo de las rafagas sin PTZ. A la derecha se muestra una rafaga después de la aplicaciéon de PTZ.

Note el cambio en la morfologia de las rafagas inducidas por el farmaco.

3. Cambios en la actividad neuronal del NRT inducidos por el PTZ

Durante la linea base las neuronas del NRT tiene en promedio una frecuencia de
disparo de 55.9 + 3.9 (media + SEM; n= 20). Después de la primera dosis de PTZ las
neuronas reticulares tiene en promedio una tasa de disparo de 44.8 + 12.18, mientras
que durante la segunda dosis de PTZ la frecuencia de disparo neuronal es de 34.03 +
4.84. La aplicacion de PTZ provoca una disminucién significativa en la frecuencia de
disparo del NRT. (p < 0.05) (figura 11).

Encontramos que las neuronas responden de tres maneras distintas al PTZ (figura
12). De 20 neuronas registradas, 14 (70%) respondieron al PTZ disminuyendo su
frecuencia de disparo neuronal a partir de los 20 segundos, tres de estas neuronas
llegaron a inhibirse después de la segunda aplicacion de PTZ. Cuatro neuronas (20%)
aumentaron su frecuencia de disparo neuronal progresivamente a partir de los 2 minutos
de la aplicacion del farmaco. Las dos neuronas restantes (10%) no modificaron su
frecuencia de disparo a pesar de la aplicacién de PTZ, mostrando una frecuencia de

disparo irregular (figura 13).
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Figura 11. Promedio de disparos del grupo control a lo largo del experimento. Note que la actividad
neuronal disminuye significativamente en la aplicacion de ambas dosis de PTZ en comparacién con la
linea base (LB). Adicionalmente, hay una disminucion en la actividad neuronal durante la segunda dosis

de PTZ en comparacion con la primera dosis.
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Figura 12. Cambios en la actividad del NRT inducidos por el PTZ. A. La grafica muestra el promedio de
espigas por minuto de cada neurona durante la primera y segunda dosis de PTZ. Los circulos negros
representan la actividad de las neuronas durante la 1 dosis de PTZ. Los circulos de colores representan
la actividad de las neuronas durante la 2 dosis de PTZ. B. Porcentaje de neuronas que respondieron
disminuyendo su frecuencia de disapro (azul), aumentado la freciencia de disparo (amarillo) y las que no

respondieron al PTZ (verde).
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Figura 13. Histogramas y raster de la actividad multiunitaria antes y después de las inyecciones de PTZ.
A. la administracion de PTZ disminuye progresivamente la frecuencia de disparo neuronal del NRT. B. La
aplicacién de PTZ aumenta la frecuencia de disparo del NRT. C. Las neuronas no modifican su frecuencia
de disparo.
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4. Cambios en el tipo de disparos NRT inducidos por la DBS preventiva

La estimulacién cerebral profunda aplicada antes de las inyecciones de PTZ retarda
la sincronizacion del circuito, regulando el tipo y la frecuencia de disparo neuronal. Se
registré en total la actividad de 12 neuronas en el NRT. Durante la linea base el 45%
(9/12) de las neuronas exhibieron un patron de disparo mixto, el 35% (7/12) mostr6é un

disparo en rafaga, mientras que el 20% (4/12) mostré un disparo tonico.

Después de la aplicaciéon de la DBS, el 25% de las neuronas reticulares modificaron
su patron de disparo. De estas neuronas, el 16.7% (2/12) cambiaron su modo de disparo
de ténico a mixto, mientras que el 8.3% (1/12) modificoé su patrén de disparo de rafaga a
mixto. Por su parte el 75% de las neuronas registradas mantuvo su patrén de disparo.
De estas neuronas, 2 neuronas (16.7%) conservaron su disparo en rafaga. 5 (41.6%)
conservaron su disparo en modo mixto. Y 2 de las neuronas (16.7%) siguieron
disparando en modo ténico. Como resultado a la estimulacion mas de la mitad de las
neuronas exhiben un patron de disparo mixto (8/12, 66.7%), las neuronas restantes
disparan en rafaga (2/12, 16.6%) y de modo ténico (2/12, 16.69%).

Con la primera inyeccion de PTZ se modifico el patron de disparo del 25% de las
neuronas registradas. El 16.7% (2/12) de estas neuronas modificaron su patrén de
disparo de mixto a rafaga. Sélo 1 neurona (8.3%) modificé su patrén de disparo de ténico
a mixto. Mientras que el 75% conservo su modo de disparo neuronal a pesar de la
aplicacién de PTZ. De estas neuronas el 50% (6/12) mantuvo su disparo mixto. 2
neuronas conservaron (16.7%) su disparo en rafaga y s6lo 1 neurona mantuvo su disparo
en modo tonico. Por lo tanto, durante la aplicacion de la primera dosis de PTZ, 8 neuronas
(66.7%) dispararon en modo mixto, 3 neuronas (25%) dispararon en rafaga y solo 1

neurona (8.3%) dispar6 de modo ténico.

Con la aplicacioén de la segunda dosis de PTZ, de 12 neuronas registradas 1 neurona
(8.3%) modifico su patron de disparo de tdnico a rafaga. Mientras que el 91.6% conservo
su patrén de disparo neuronal. De estas neuronas, 7 (58.3%) conservaron su patron de
disparo mixto, mientras que 4 neuronas (33.3%) conservaron su patron de disparo en
rafaga. Mostrando que con la aplicacion de la segunda dosis de PTZ, 8 neuronas (66.7%)

exhiben un patron mixto de disparo y 4 neuronas (33.3%) disparan en rafaga.
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5. Efectos de la DBS en la actividad del NRT

La estimulacion cerebral en el NRT disminuye significativamente la frecuencia de
disparo en comparacion con la linea base (basal: 185.49 £ 12.6, n=12 vs. DBS: 165.97
t+ 8.5, n=12; p < 0.05). Sin embargo, no produce cambios significativos entre las
inyecciones de PTZ (1 dosis: 173.32 + 11.6, n=12 vs 2 dosis: 154.39 £ 11.1, n=12; p <
0.05) (figura 14).
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Figura 14. Promedio de disparos del grupo DBS a lo largo del experimento. Note que la actividad neuronal
disminuye significativamente durante la estimulacién (DBS) en comparacién con la linea base.
Adicionalmente, hay una disminucion en la actividad durante la aplicacion del farmaco en comparacion con

la basal.

Los analisis muestran que las neuronas disminuyen su frecuencia de disparo
neuronal después de ser estimuladas. Mostrando tres tipos de respuesta a las
inyecciones de PTZ. El 58% (7/12) de las neuronas registradas respondieron al PTZ
manteniendo la frecuencia de disparo, sin tener cambios significativos. Cuatro neuronas
(34%) disminuyeron su frecuencia de disparo neuronal a partir de la aplicacion del
farmaco, sin embargo, ninguna se inhibi6. La neurona restante (8%) aumenté la

frecuencia de disparo (figura 15).
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Figura 15. Cambios en la actividad del NRT inducidos por el PTZ. A. La grafica muestra el promedio de
espigas por minuto de cada neurona durante la primera y segunda dosis de PTZ. Los circulos negros
representan la actividad de las neuronas durante la 1 dosis de PTZ. Los circulos de colores representan
la actividad de las neuronas durante la 2 dosis de PTZ. B. Porcentaje de neuronas que respondieron
disminuyendo su frecuencia de disapro (azul), aumentado la freciencia de disparo (amarillo) y las que no

respondieron al PTZ (verde).

48



DBS (100 Hz, 0.1 ms, 200 pA)
A -

| PTZ (20 mg/kg) | PTZ (20 mg/kg)

45 espigas 7]

B
DBS (100 Hz, 0.1 ms, 200 pA
- ( HA)
| PTZ (20 mg/kg) | PTZ (20 mg/kg)
T T
01 O OO AR O 0 A0 0000 00OV OO0
8 espigas —
60s
C DBS (100 Hz, 0.1 ms, 200 pA)

PTZ (20 mg/kg) PTZ (20 mglkg)

5 espigas -

60s

49



Figura 16. Histogramas y raster de la actividad multiunitaria antes y después de las inyecciones de PTZ.
A. la administracién de PTZ disminuye la frecuencia de disparo neuronal del NRT. B. La aplicacién de PTZ

aumenta la frecuencia de disparo del NRT. C. Las neuronas mantienen su frecuencia de disparo neuronal.

Discusion

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar los cambios inducidos por la
estimulacién cerebral profunda, en la actividad multiunitaria del ndcleo reticular del
talamo. Nuestros resultados experimentales muestran que durante la actividad
epileptiforme el NRT juega un papel importante en la generaciéon y propagacion de
descargas espigas-onda, convirtiéndose en un posible objetivo para el tratamiento de la
epilepsia. Concluimos que este nucleo es capaz de influir en la actividad de todo el
circuito TC-CT, sincronizando un patrén de disparo en rafaga, el cual a su vez mantendra

la frecuencia de disparo baja.

Una de las principales caracteristicas de las neuronas reticulares es su capacidad
oscilatoria generada por el disparo en rafaga, que a su vez son producidos por las
corrientes de calcio de bajo umbral y son exhibidos durante el suefio de ondas lentas o
en estados de anestesia profunda. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren
que el patréon de disparo en rafaga no solo esta presente durante el suefio de ondas
lentas sino también durante la generacidon de descargas espiga-onda, paroxismos
representativos de las crisis no convulsivas. Los cambios identificados en el patrén de
disparo después de la aplicacion de PTZ, no se limitan a una modificacién del modo de
disparo, sino que también afectaron la morfologia de las rafagas. En condiciones basales
las rafagas tuvieron una duracion corta y una pequefa amplitud mientras que con la
inyeccion de PTZ las rafagas aumentaron su duracion y la amplitud de las espigas,
ademas de disminuir el intervalo entre rafagas (figura 10). Como consecuencia, la

frecuencia de disparo disminuyo significativamente, reduciendo la actividad del NRT.

En los resultados obtenidos en el grupo control, se identificaron tres respuestas
distintas en las neuronas registradas, que pueden ser explicadas a través de dos

hipétesis:
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a) Los diferentes sectores de NRT juegan roles distintos en la generacién de
DEOs por lo que la respuesta emitida por las neuronas depende directamente de su

posicion en el nucleo.

b) La disminucién en la actividad del NRT promueve que haya una clase de
“estallidos” en las neuronas talamicas reflejados en la actividad cortical, lo que explicaria

la sincronizacién del loop durante las crisis no convulsivas.

La primera hipétesis propuesta nos habla de los roles diferenciales que juegan los
sectores o el tipo de neuronas que tiene el NRT, y es corroborada por experimentos en
donde es lesionado un sector particular del NRT obteniendo como resultado la supresién
de DEOs. Sin embargo, existen otros trabajos en donde la lesion es aplicada en el plano
caudal del NRT, y como resultado registran un aumento en el numero de DEOs. (Meeren,
Veening, Mdderscheim, Coenen, & van Luijtelaar, 2009). También se ha reportado
efectos opuestos cuando es aplicado de manera local bicuculina en el polo rostral y
caudal del NRT (Aker et al., 2006). Es importante recordar que el NRT no es una
estructura homogénea, las propiedades electrofisiolégicas de sus neuronas dependen
ampliamente de su ubicacidn en el nucleo, por ejemplo, las neuronas positivas a PV son
las principales generadoras de la actividad oscilatoria, ya que son ritmogénicas y
presentan largas corrientes de Ca* tipo T (Clemente-Perez et al., 2017), intentar
generalizar los resultados obtenidos del registro de so6lo un polo del NRT nos llevaria a
perder informacién relevante que nos ayude a comprender y a aplicar los diferentes

tratamientos.

La mayoria de las neuronas registradas disminuyeron su frecuencia de disparo
después de la aplicacion del farmaco, posiblemente las neuronas eran positivas a PV
que son las encargadas de iniciar las oscilaciones. El cambio de disparo que exhiben (de
ténico a rafaga) estas neuronas promueven la sincronizacion, y se dibuja en el EEG como
DEOs. Por su parte, las neuronas que aumentan su frecuencia de disparo después de la

manipulacion del farmaco, podrian estar ubicadas en un plano rostral del NRT.

En relacion con la segunda hipdtesis, que plantea que la diminucién en la actividad
multiunitaria promueve la hipersincronizacién del loop TC. Proponemos que el aumento

en la duracién de las rafagas provoca un mayor periodo de hiperpolarizacion seguido de
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una especie de “estallido” en las neuronas talamicas, estas neuronas transfieren la
actividad ritmica a la corteza cerebral, como resultado de esta sincronizacion podemos
ver en el registro EEG las descargas espiga-onda, resaltando que la corteza cerebral no

es suficiente para generar DEOs.

Partiendo de los resultados obtenidos en el grupo control, decidimos estimular en
altas frecuencias (100 HZ) al nucleo reticular del talamo, mimetizando los efectos clinicos
de la estimulacion. Las neuronas del grupo control, a partir de la aplicacion de PTZ
dispararon rafagas, en contraste, las neuronas que recibieron estimulacion antes de la
aplicaciéon de PTZ mantuvieron su patron de disparo mixto y la frecuencia de disparo
neuronal. Nuestros resultados sugieren que la estimulacién cerebral profunda del NRT
actua como una especie de escudo protector que evita la hipersincronizacion del loop, lo
logra promoviendo el modo de disparo mixto, al mismo tiempo que previene los disparos
en rafaga. La estimulacion parece retardar la actividad sincronizada manteniendo la
frecuencia de disparo neuronal estable. Concluimos que la DBS en altas frecuencias
interrumpe la actividad oscilatoria promovida por los disparos en rafaga, actua

remplazando las rafagas por un patrén de disparo mixto.

Los efectos clinicos de la DBS en el NRT podrian ser el resultado de un aumento
en la inhibiciéon intra-reticular. El incremento de la inhibicion GABAérgica, en especial, la
activacion de los receptores a GABAs intrareticulares podrian estar evitando los disparos
en rafaga y manteniendo constantes los disparos mixtos. (Anderson, Hu, Pittman, & Kiss,
2004; Cain et al., 2017; Sorokin et al., 2017). La activacion de los receptores a GABAs
contrarrestaria los efectos convulsivos del farmaco. Trasladando estos resultados al
ambito clinico la estimulacién cerebral profunda del NRT podria ser una terapia efectiva
para disminuir la actividad epiléptica, ya que mejoraria los mecanismos cerebrales

inhibitorios.

Nuestros resultados abren paso a comprender cémo funciona la estimulacion
cerebral profunda del nucleo reticular del talamo a nivel celular, ayudando a los
investigadores y clinicos interesados en utilizar alternativas de terapia para pacientes

epilépticos, con el objetivo de mejorar las opciones de tratamiento para los pacientes.
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Conclusiones

1. EI NRT en condiciones basales exhibe tres modos de disparo: ténico, rafaga y
mixto.
El PTZ promueve el disparo en rafaga del NRT.
El NRT regula la generacion y propagacion de descargas espiga-onda.
La estimulacion en altas frecuencias del NRT promueve un patrén de disparo
mixto.

5. El patrén de disparo mixto mantiene estable la frecuencia de disparo neuronal,
evitando la sincronizacion del loop.

6. La estimulacion cerebral profunda en el NRT retarda la actividad oscilatoria

promoviendo la desincronizacion del circuito.

Alcances y perspectivas

La presente investigacion aporta datos que ayudan a esclarecer los mecanismos
de accion que subyacen a la DBS, ademas de corroborar los datos obtenidos por algunos
investigadores sobre el papel del NRT en las crisis no convulsivas o de ausencia. El
registro multiunitario en comparacion con modelos computacionales o el registro en
rebanadas, ofrece ventajas al reproducir de forma mas realista las interacciones que
mantiene el circuito durante la crisis. Sin embargo, tiene una desventaja, trabajar con
animales anestesiados nos impide visualizar en el registro EEG los paroxismos, ademas
en estados de anestesia profunda el reticular exhibe un disparo en rafaga volviendo dificil
diferenciar si el modo de disparo presente durante la basal es el resultado de |la anestesia

o del comportamiento regular del nucleo.

Como recomendacion para futuras investigaciones es importante mejorar la
medida de muestreo a 3000 Hz, con la finalidad de obtener trazos mas claros que nos

permitan medir otros parametros.
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