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Resumen

La epilepsia es una enfermedad neurolégica que se caracteriza por la
aparicion repentina y recurrente de actividad paroxistica del sistema nervioso
central (SNC). Se presenta con movimientos anormales del cuerpo y una
sincronizacion de la actividad eléctrica cortical, debido a la descarga
excesiva de poblaciones neuronales (Fisher, 2014).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que la epilepsia afecta
alrededor de 50 millones de personas en el mundo, de los cuales
aproximadamente una tercera parte de estas personas no responden
efectivamente al tratamiento farmacoldgico (Cruz-Cruz, 2017; Fisher et al.,
2017). Por esta razén se han empleado tratamientos alternativos que puedan
ayudar a mejorar la calidad de vida de las personas ubicadas en este sector

de la poblacién.

Uno de los tratamientos alternativos utilizados en el control de la epilepsia
refractaria y con efectos positivos en el control de las crisis epilépticas es la
(DBS, Deep Brain Stimulation por sus siglas en inglés) que ha demostrado
ser una técnica segura, adaptable y con resultados positivos sobre el
tratamiento de la epilepsia refractaria (Goodman, Berger & Tcheng, 2005). A
pesar de que aun se desconoce el mecanismo exacto sobre su efectividad;
los efectos antiepileptogénicos de la DBS van a depender de los parametros
de estimulacion seleccionados y la estructura donde se llevara a cabo la

estimulacién, asi como el tiempo y la frecuencia del estimulo.

Una de las estructuras que participa en la sincronizacién de la actividad
neuronal es el nucleo reticular del talamo (NRT), el cual se compone en su
mayoria por células GABAérgicas y que de acuerdo con la revision de la
literatura interviene en la generacion de la actividad epileptiforme (Steriade,
2005; Pinault, 2004). Es por esto que el objetivo del presente trabajo fue

identificar los cambios conductuales y electroencefalograficos que produce la



DBS-LFS (Deep Brain Stimulation-Low Frecuency Stimulation por sus siglas
en inglés) concomitante a la aplicacion de agonistas y antagonistas
GABAeérgicos sobre el NRT de ratas, en un modelo de crisis generalizadas
tonico clénicas (CGTC) inducidas por pentilentetrazol (PTZ).

Para este proyecto se utilizaron 57 ratas de la cepa Wistar implantadas con
un electrodo tripolar con canula en el NRT izquierdo, dos electrodos
epidurales en la corteza motora para el registro electroencefalografico (EEG).
Los roedores fueron divididos en 3 grupos y cada grupo se subdividié en dos
tratamientos diferentes, los grupos que no recibieron tratamiento quedaron
conformados de la siguiente manera: grupo solucién salina (SS); grupo
picrotoxina (PTX) y grupo GABA. Los grupos que recibieron DBS-LFS fueron
los siguientes: SS/DBS-LFS, PTX/DBS-LFS y GABA/DBS-LFS.

El protocolo experimental para los animales que no recibieron tratamiento
consistid en un registro de 10 minutos de linea base, posteriormente una
micro-infusion de la dosis del farmaco de acuerdo con el grupo en el NRT
izquierdo; y 5 minutos después la accidn de la sustancia se administré una
dosis de PTZ via intraperitoneal de 50 mg/kg para inducir las CGTC. Del
mismo modo, para los grupos que recibieron el tratamiento de la DBS-LFS, el
protocolo experimental fue el mismo con la excepcion de que se realizé la
estimulacion a 8Hz, con 0.1 ms de ancho de pulso, y 200 pA durante 10

minutos previamente a la micro-infusién farmacoldgica.

Se analizaron el numero de CGTC, gravedad, latencia, duracion, intervalo y
el numero de descargas Espiga-Onda (SWD Spike Wave Discharge por sus
siglas en inglés) observadas conductualmente y en el EEG. Ademas, se
analizaron periodos de un minuto antes y después de la micro-infusion

farmacoldgica.



Los resultados mostraron que la aplicacion de PTX sobre el NRT disminuyo
la aparicion de SWD con respecto a los demas grupos, debido a un
incremento observado en la apariciéon de CGTC y su gravedad, al igual que
un aumento en la frecuencia de espigas de acuerdo con la duracion de las
CGTC, asi como una reduccion en el tiempo de intervalo entre crisis.
Ademas, se observé un decremento en las frecuencias Beta y Gamma en los
grupos que recibieron PTX y GABA. Por otra parte, la DBS incremento la
duracion de las CGTC en el grupo SS/DBS-LFS y la frecuencia de espigas
en el grupo PTX/DBS LFS.

Con lo que concluimos que la micro-infusion de PTX al NRT potencializa la
actividad epileptiforme en crisis inducidas. Respecto a la aplicacion de DBS-
LFS también podria presentar un efecto pro-convulsivo. Estos resultados
sugieren que las propiedades GABAérgicas intrareticulares tienen una
participacion importante en la génesis y el desarrollo de la actividad
epileptiforme la cual se ve favorecida con el uso de DBS-LFS. Sin embargo,
nuestra recomendacién se basa en que se deben de realizar mas
investigaciones acerca de la participacion que podria tener el NRT como una

estructura funcional dentro de los tratamientos alternativos.
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1. Epilepsia

La epilepsia es un trastorno neurolégico que se caracteriza por la aparicion
repentina y continua de actividad paroxistica del (SNC), que esta asociada a
cambios conductuales y EEG debido a una descarga excesiva de la actividad

neuronal.

Actualmente la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, International
League against Epilepsy por sus siglas en inglés) y la Oficina Internacional
para la Epilepsia (IBE, International Bureau for Epilepsy por sus siglas en
inglés) acordaron considerar a la epilepsia como una enfermedad, debido a
que su alteracion funcional tiene mayor prolongacion en el tiempo en
comparacion a un trastorno. Para su diagnodstico se toma como criterio la
presencia de al menos dos crisis reflejas (no provocadas), separadas por un
lapso de 24 horas con la probabilidad de aparicion de crisis posteriores con
un riesgo de 10 anos.

La ILAE por otro lado define a la epilepsia como una predisposicidon
recurrente a la aparicion de crisis epilépticas y sus consecuencias
neurobiologicas, cognitivas, psicoldgicas y sociales. Mientras que las crisis
epilépticas son puntualizadas como la aparicidon de signos y/o sintomas
ocasionados por una actividad neuronal andémala excesiva o sincronica en el
cerebro (Fisher et al., 2017).

La etiologia se puede categorizar en seis diferentes maneras (Falco-Walter,
Scheffer & Fisher, 2018): 1) Estructural, que permite observar alguna
anormalidad localizada sobre el cerebro por medio del uso de técnicas de
neuroimagen o registros electroencefalograficos. 2) Genética, son de base
hereditaria y provocadas por variantes dentro de los genes o copias de estos
mismos. 3) Infecciosa, se refiere a pacientes con epilepsia y no a personas
que presenten convulsiones a causa de una infeccion grave. 4) Metabdlica,



hace alusion a las personas que adquirieron epilepsia a partir de un trastorno
metabodlico. 5) Inmunologica, originada a partir de enfermedades

autoinmunes y 6) Desconocida, su etiologia aun se desconoce.

1.2 Clasificacién de las Crisis epilépticas

Las crisis epilépticas pueden ser diferenciadas de acuerdo con su duracion
ya sean estas temporales, cortas y prolongadas o recurrentes denominadas
de estado epiléptico; otro tipo de crisis son las sintomaticas agudas que
hacen referencia a alguna agresion sobre el SNC debido a dafos

metabdlicos, toxicos, estructurales o infecciosos debidos a una inflamacion.

Al origen de la actividad epiléptica se le denomina epileptogénesis definida
como una cascada de eventos biologicos que alteran el equilibrio entre
excitacion e inhibicion en las redes neuronales. Se clasifica de acuerdo con
la etiologia, la sintomatologia, los fenbmenos ictales, entre otros. Con el
objetivo de facilitar una correcta identificacion y diagnéstico de acuerdo con
su tipo de propagacion, ya sea, focal, generalizado o desconocido (Fisher et
al., 2017) (Figura 1).

En cuanto al periodo de las crisis epilépticas, éste se divide en tres tipos
diferentes de acuerdo con su aparicion, el primero de ellos es el periodo ictal
o ictus, que se refiere a la crisis epiléptica en accion la cual puede durar
desde segundos hasta minutos. El segundo periodo es el post-ictal, que hace
referencia al tiempo posterior a la crisis y su duracion puede variar desde
minutos a dias, en este periodo suele presentarse la depresion post-ictal. Y
por ultimo se encuentra el periodo inter-ictal que es aquel tiempo de intervalo

transcurrido entre crisis (Lépez-Meraz et al., 2009).



1.2.1 Crisis Focales

Las crisis epilépticas focales se originan en redes neuronales limitadas a un
s6lo hemisferio cerebral y pueden estar discretamente localizadas o
distribuidas a través de estructuras corticales o subcorticales. Estas pueden

presentar o no alteraciones en la conciencia.

El desarrollo de la actividad epileptiforme dentro de las crisis epilépticas
focales puede ser ocasionado por la generacion de descargas tipo rafaga en
multiples neuronas provocando una mayor liberacidon en el numero de
neurotransmisores excitatorios o inhibitorios, otra causa podria ser una
reduccion en la inhibicién de los neurotransmisores de acido gamma-amino-
butirico (GABA) o por lo contrario un incremento en el numero de potenciales
post-sinapticos excitatorios (EPSPs, Excitatory Postsynaptic Potential por sus
siglas en inglés) que generan multiples despolarizaciones post-sinapticas de
larga duracion y a altas frecuencias. Esto va a generar un potencial de
campo extracelular caracteristico de las espigas epilépticas presentes en el
EEG (Lépez-Meraz et al., 2009; Fisher et al., 2017).

1.2.2 Crisis Generalizadas

Este tipo de crisis epilépticas se originan en redes neuronales que se
distribuyen bilateralmente sobre estructuras corticales o subcorticales, su
propagacion puede ser simétrica o asimétrica y no necesariamente incluye a
toda la corteza cerebral. La conciencia se puede ver alterada como una
posible manifestacion inicial. Ademas de la presencia de conductas motoras
bilaterales que pueden dividirse en crisis convulsivas tonicas, clénicas o
tonico-clonicas y en crisis no convulsivas como son las crisis de ausencia,

mioclonia y atdnicas.



Algunos de los mecanismos involucrados en el inicio y desarrollo de las crisis
epilépticas generalizadas son: 1) una respuesta anormal e hiperexcitable de
las neuronas corticales con proyecciones talamicas, 2) la existencia de algun
generador subcortical primario y 3) inervaciones anormales de algunas
estructuras subcorticales con proyecciones dirigidas hacia la Cx cerebral
(L6pez-Meraz et al., 2009).

[ Inicio Focal ] [ Inicio Generalizado ] | Inicio Desconocido ]

Conciencia Conciencia h Motor (" Motor
preservada* alterada* Ténica— Clénica Tonica - Clonica
J Otro Motor Otro Motor
No motor No motor
~ (Ausencia) -
Inicio Motor
Inicio No motor
o [ No Clasificada’ ]
Focal a bilateral
Tonica - Clénica
J

Figura 1. Clasificacion basica de los tipos de crisis de acuerdo con la ILAE 2017. *La
conciencia se presenta como una caracteristica dentro de la clasificacion de las crisis
epilépticas; la conciencia preservada hace referencia al reconocimiento de si mismo que
tiene la persona durante la crisis epiléptica incluso en estado inmdévil. Mientras que la
conciencia alterada puede aparecer en cualquier parte durante el desarrollo de la crisis. °Las
crisis no clasificadas son aquellas que se desconoce su etiologia y que no pueden ser
ubicadas en otras categorias de tipos de crisis. Tomado de Fisher et al., 2017.

1.3 Sindrome epiléptico

El diagnodstico de un sindrome epiléptico se toma a partir de la edad de inicio
de las crisis, su tipologia, el historial familiar, la semiologia y sintomatologia.
Estos sindromes se dividen en focales y generalizados; pueden ser



sintomaticos o idiopaticos y en algunas ocasiones estar acompanados de

algunas caracteristicas motoras (Tabla 1).

Mioclonia

Fenémenos

Cloénicos

Tonica

Versivas

Espasmos

Atonicas

Automatismos

Contracciones irregulares  breves, bruscas e

involuntarias de un musculo o un grupo de musculos.

Contracciones repetitivas que afectan a los mismos

grupos musculares a una frecuencia de 2-3 Hz.

Aumento mantenido en la contraccién que puede durar

varios segundos o minutos.

Rotacion forzada de la parte superior del cuerpo con

mantenimiento de la mirada.

Flexiones o extensiones de un grupo de musculos con
duraciones mas prolongadas que una mioclénia vy

menos que una crisis tonica.

Ausencia del tono muscular.

Actividades coordinadas y repetitivas entre los que

destacan las expresiones miméticas, oroalimentarias y

dacristicas.

Tabla 1. Se resumen los signos motores y vegetativos presentes dentro de los

sindromes de epilepsia de acuerdo con Torres (2015).



1.4 Fisiopatologia de la epilepsia

A finales del siglo XIX y comienzos del siglo XX la investigacion
neurocientifica presenta una proliferacion abrupta sobre el descubrimiento de
nuevos conocimientos debido a la aplicacion de nuevas tecnologias; una de
las ramas que mas se enriquecido fue la fisiologia. Ya que, gracias al
descubrimiento del EEG realizado por Hans Berger en 1929 se establecid
una relacion entre la actividad eléctrica cortical y algunas secuencias

oscilatorias con respecto a diversas manifestaciones conductuales.

Los conocimientos previos acerca del mapeo cerebral y las bases sobre la
comprension de la epilepsia realizadas por Penfield (Hogan & English, 2012;
Shorvon, 2013; Ladino, Rizvi & Téllez-Zenteno, 2018) asi como, el desarrollo
de instrumentos estereotaxicos por parte de Talairach y Bacaund, se
pudieron llevar a cabo los primeros registros EEG invasivos sobre la Cx de la
mano de Forster y Altenburger (Reif, Strzelczyk & Rosenow, 2016). Con el
objetivo de comprender los mecanismos fisiologicos del cerebro y la epilepsia

en diversas estructuras cerebrales.

Con el uso del EEG se logré identificar la actividad neuronal dentro de una
crisis epiléptica y sus alteraciones paroxisticas e hipersincronicas sobre
estructuras corticales y subcorticales cuyas manifestaciones podrian variar
de acuerdo con el tipo de circuitos implicados y/o su patrén de propagacion
(Steriade & Timofeev, 2003).



1.4.1 Fisiopatologia de las crisis focales

Ocurren por medio de descargas epileptiformes interictales (DEI) en un grupo
pequefio de neuronas corticales que registradas en el EEG se pueden
visualizar como descargas de punta u onda aguda. Este tipo de descargas
van a producir una despolarizacion prolongada calcio dependiente seguida

de una hiperpolarizacion (Izquierdo, 2005).

1.4.2 Fisiopatologia de las crisis generalizadas

Este tipo de crisis se desarrolla a través de interacciones entre el circuito
talamo-cortical. Este circuito se conforma de neuronas piramidales en la
corteza e interneuronas dentro del NRT. Estas interneuronas talamicas
tienen la caracteristica de disparar actividad tipo oscilatoria, la cual en estado
patolégico va a producir una sincronizacion paroxistica de la actividad
eléctrica sobre estructuras corticales y subcorticales provocando crisis
generalizadas (lzquierdo, 2005).

1.5 Bioquimica de la epilepsia

El cerebro humano es un 6rgano con un peso alrededor de 1.5kg y un
volumen de 1350-1500cm?, conformado aproximadamente por 86 mil
millones de neuronas que se comunican entre si a través de electricidad,
esta comunicacion se lleva a cabo por medio de dos vias diferentes, la
primera de ellas es el potencial de accion (PA) o impulso eléctrico que es una
descarga que viaja a lo largo de la membrana celular modificando la
distribucion de cargas eléctricas. Estas cargas eléctricas se encuentran
polarizadas siendo el polo negativo el interior de la célula y el polo positivo su
exterior, a este estado de la neurona se le denomina potencial de reposo (-
70mV) e indica una mayor concentracion de iones de Na* sobre el espacio



extracelular que fluyen lentamente al interior de la neurona mientras que los

iones de K* fluyen hacia el exterior.

Sin embargo, es por medio de las bombas Na* y K" que son sistemas
enzimaticos productores de adenosin trifostato (ATP) un compuesto del cual
la célula obtiene gran parte de la energia que necesita comenzando el

intercambio idnico activo.

Durante los PA (+30mV) cuando la membrana es despolarizada, los canales
de Na* se abren permitiendo la entrada de iones de Na* desde el espacio
extracelular hacia el espacio intracelular incrementando las cargas positivas.
Mientras que la salida de iones K* es la encargada de llevar a la célula a un
estado de repolarizacion. Por otra parte, cuando el flujo hacia el interior de la
célula esta compuesto de iones de K* o de iones con carga eléctrica negativa
como el CI" el potencial de membrana tendera a una hiperpolarizacion (-
80mV).

Esta propagaciéon de PA a lo largo de los axones transmite informacion
dentro del SNC. Cuando este estimulo llega a la terminal pre-sinaptica del
axén se produce una entrada de iones de Ca* en la célula, desencadenando
la liberacion de neurotransmisores por medio de la expulsién de vesiculas
hacia el espacio extracelular, y posteriormente estos neurotransmisores

seran recapturados por el botdn post-sinaptico de una neurona continua.

A esta segunda via se le denomina sinapsis y de acuerdo con los
neurotransmisores liberados pueden ser de caracteristicas excitatorias
EPSPs o inhibitorias (IPSPs, Inhibitory Postsynaptic Potential por sus siglas
en inglés) y son las encargadas de regular la actividad eléctrica del cerebro
(Rein & Morales, 2007).



Estas bases bioeléctricas acerca de como se comporta el intercambio de
informacion a nivel cortical permite comprender los mecanismos de accion y
propagacion de la epilepsia a partir de un nivel celular. Evidencia
experimental ha demostrado cambios dentro de las estructuras de los
receptores post-sinapticos que contribuyen al incremento de la excitabilidad
neuronal; asi como una disminucion en la sintesis de neurotransmisores
GABAérgicos, taponamientos defectuosos en los canales de Ca?*, una
activacion de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y el incremento de

la sincronizacion neuronal debido a interacciones no sinapticas.

Con el uso de EEG se han podido registrar uno de los mecanismos de
propagacion a este nivel, que son las descargas paroxisticas despolarizantes
(DPD), que van de los 20-40mV y su duracién oscila entre los 50-200ms y
dispara un tren de PA sobre el pico maximo de la DPD seguida de una

descarga hiperpolarizante (Alonso, Bramasco & Moreno, 2004) (Figura 2).

10 mv

Figura 2. Imagen de un registro intracelular de una neurona. Se pueden observar
descargas ritmicas seguida de una actividad paroxistica inducida por pentilentetrazol.

Tomada de Goiz-Marquez et al., 2008.



1.6 Tratamientos

La epilepsia es una enfermedad compuesta por diferentes mecanismos
bioldgicos y fisiologicos en estado patolégico por lo que para su correcto
diagnostico se recomienda una intervencion multidisciplinaria que apoye la

eleccion del tratamiento.

El tratamiento que actualmente es mas utilizado para la epilepsia es la
administracién cronica y continua de farmacos antiepilépticos (FAE), cuya
finalidad es poder controlar las crisis epilépticas con los menores efectos
adversos, con el fin de mejorar la calidad de vida de los pacientes. Los FAE
previenen la aparicion de crisis epilépticas actuando selectivamente sobre la
excitabilidad de las neuronas, modificando la actividad de los canales idnicos
ya sea disminuyendo la actividad excitatoria 0 aumentando la inhibitoria. Sin
embargo, alrededor del 25% de los pacientes que reciben este tratamiento
continuan presentando crisis, a este fendmeno se le denomina epilepsia

refractaria o farmacorresistente.

Las ciencias médicas buscan implementar el uso de tratamientos alternativos
que puedan beneficiar a este porcentaje de la poblacion mejorando su
calidad de vida. Estos son algunos de los tratamientos alternativos utilizados
actualmente: (Gomez, Vilaplana & Sancho, 2015; Lépez-Gonzales et al.,
2014)

1- Cirugia: su objetivo es la disminucion o eliminacion de las crisis
epilépticas mediante la extraccion de la estructura o zona epiléptica. En
dado caso de que la reseccion no pudiera ser posible de realizar, se
puede recurrir como segunda opcidn a la cirugia paliativa o de

desconexion. Ya sea del cuerpo calloso o zonas multiples.



2- Radiocirugia gamma: consiste en la abolicion de un pequefio volumen de
tejido cerebral por medio de la aplicacion de una dosis alta de radiacion,

se utiliza comunmente en epilepsias de tipo temporal.

3- Estimulacion cerebral profunda: a pesar de que aun se desconocen los
mecanismos de accion que la DBS pudiera tener, se considera que su
papel regulador interviene en génesis y transmision de crisis epilépticas
sobre algunas estructuras corticales y subcorticales.

4- Estimulacion del nervio vago: es la aplicacion periddica de estimulos
eléctricos sobre el nervio vago por medio del uso de electrodos situados
alrededor del mismo. Este tratamiento sirve como alternativa para los

pacientes que presentan epilepsia refractaria.

5- Dieta Cetdogena: esta basada en la sustitucion de carbohidratos por
lipidos. Esta dieta favorece a la sintesis de glutamina que es el precursor
de GABA causando una accién antiepiléptica directa.

1.7 Modelos experimentales de Epilepsia

El uso de modelos experimentales aplicado en animales es una herramienta

de suma utilidad que a través del tiempo ha beneficiado el progreso del
conocimiento cientifico sobre la comprensién de algunas patologias. Dentro
del campo de la investigacion epiléptica estos modelos son utilizados por su
alta capacidad de reproducir dicho fendmeno (Tabla 2). Gracias a esta
reproductibilidad se puede conocer mas acerca de como se desarrolla la
epilepsia en diversas estructuras corticales y subcorticales, su fisiologia y
conducta, asi como la aplicacion y prueba de nuevos farmacos vy
tratamientos alternativos que atenuen la aparicion de la actividad

epileptogénica.



Aplicacién

topica

se refiere a la aplicacion de metales sobre la Cx sensitiva o motriz,
algunos de ellos son el aluminio, el cobalto, derivados férricos etc.
De 1-2 meses posteriores a la aplicacion comienzan a aparecer

crisis con sacudidas contralaterales al lugar lesionado.

Aplicacién
topica de

sustancias

convulsivas

se utiliza la aplicacion de antagonistas tipo GABAérgico.

Fenémeno

Kindling

consiste en aplicar estimulacion eléctrica o quimica de manera
cronica sobre diversas estructuras del sistema limbico,
provocando con el paso del tiempo un incremento en la

excitabilidad neuronal capaz de provocar crisis epilépticas.

Modelo de
estado

epiléptico

es generado mediante una inyeccion sistémica o intracerebral de
diferentes agentes de tipo convulsivo (acido kainico o pilocarpina).
Este modelo permite observar cambios anatomopatologicos
durante las fases iniciales y tardias.

Modelos

transgénicos

utiliza ratones Knock-out a los que se les elimind un gen

especifico que interviene en la excitabilidad o inhibicién neuronal.

Modelos

genéticamente

epileptéogenos

son animales que por medio de alteraciones genéticas presentan
rasgos hereditarios epileptogénicos. En estos modelos los mas
utilizados son las ratas de la cepa GAERS (Genetic Absence
Epilepsy Rats from Strasbourg) y las WAG/RIij de Nijmegen que
presentan de manera espontanea descargas espiga-onda (SWD,
Spike Wave Discharge por sus siglas en inglés) de 7-11Hz con 10-
17s de duracion. Que son descargas caracteristicas de las crisis

de ausencia.




Crisis reflejas dentro de la Cx existen zonas con un umbral de excitacion
disminuido y funcionalmente andmalo que cuando es activado por

un estimulo externo genera crisis epilépticas.

Tabla 2. Sobre algunos de los modelos experimentales mas utilizados dentro del campo de
la investigacion de la actividad epileptogénica (Resumido de Garcia, Garcia & Matias 2009;

Luttjohann, Fabene & Luijtelaar, 2009; Alonso, Bramasco & Moreno, 2004).

1.7.1 Modelo de pentilentetrazol

El PTZ es un farmaco antagonista no competitivo de los receptores GABAA.
Un gran numero de evidencias cientificas indica que el mecanismo de accion
del PTZ consiste en su unién con el receptor GABAA blogueando el libre
paso de iones de CI evitando asi PA inhibitorios, exacerbando los PA

excitatorios.

Este modelo de induccién quimica es utilizado para la evaluacién de
convulsiones clénico-tonicas, la aplicacion por medio de via sistémica a dosis
bajas (20 mg/kg) produce crisis de ausencia, mientras que dosis mayores a
(50 mg/kg) produce crisis generalizadas clonico-tonicas (CGTC).

El patron conductual evocado puede ser medido con el uso de la escala de
Luttjohann que evalua la intensidad de las convulsiones de acuerdo con sus
caracteristicas conductuales. (Luttjohann, Fabene & Luijtelaar, 2009; Ramos-
Morales et al., 2012) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion grafica de los estadios conductuales dentro de una CGTC.
Estadio 1: movimientos faciales como guifio de ojo y masticacion, estadio 2: movimientos del
cuello o nodding, estadio 3: crisis clénicas, estadio 4: convulsiones cldnicas con
levantamiento de las extremidades anteriores (posicion de canguro), estadio 5: convulsiones

clénicas, tonico-clonicas con pérdida de la postura.

2. Nucleo Reticular del Talamo

El NRT es una estructura conformada por células GABAérgicas de
conexiones dendo-dentriticas que cubre las partes dorso-laterales y ventrales
del tdlamo, y que tiene una participacion fundamental dentro del circuito
cortico-talamo-cortical, ya que recibe inputs glutamatérgicos monosinapticos
desde la Cx y envia proyecciones GABAérgicas hacia el talamo (Figura 4);
generando una sincronizacion en la actividad eléctrica de baja frecuencia,
ademas de que promueve la aparicion de husos de suefo durante el suefio
de ondas lentas (SWS, Spike Wave Sleep por sus siglas en inglés) (Steriade,
2005; Pinault, 2004).

2.1 Propiedades Intrinsecas del NRT

El NRT se encuentra dividido en siete sectores, de los cuales cinco de ellos
son de tipo sensorial (auditivo, gustativo, somato sensorial, visceral y visual),
uno limbico y otro motor. En cuanto a su arquitectura neuronal se han

identificado dos tipos de neuronas: 1) Fusiformes, que son neuronas que se
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caracterizan por tener un soma alargado y una arborizacién dendritica que se
extiende a lo largo de los planos rostro-caudales y dorso-ventrales. 2) las
células con soma de forma redonda y con dendritas multipolares que

predominan el polo rostral.

Algunas de las propiedades que se conocen son: las diferentes
conductancias ionico-dependientes de voltaje (Na*, k* y Ca?*) y los diferentes
patrones de disparo, caracterizados por descargas de tipo rafaga y tonico;
las descargas tipo rafaga ocurren durante el estado de SWS vy
posteriormente seran remplazadas por disparos tipo tonico durante los
estados de vigilia (Pinault, 2004).

Nicleo Reticula
del Talamo

Talamo

Figura 4. Representacion del circuito cortico-talamo-cortical.
Se puede apreciar las proyecciones cortico-talamicas en café y talamo-corticales en
verde; al igual que inervaciones que van al NRT y sus proyecciones en direccién hacia
el tdlamo, en color rojo. Tomada de Pinault, 2004.
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2.2 Mecanismo del huso de sueio

Los husos de suefio son ritmos oscilatorios con una frecuencia de 7-14Hz y
con duraciones alrededor de 1-3s que aparecen durante el SWS (0.5-4Hz) y
son generados a partir de corrientes de Ca?* provocadas a partir de sinapsis
GABAérgicas dentro de las interacciones talamo-corticales en coordinacion
con el NRT (Bazhenov, Timofeev, Steriade and Sejnowski, 2000; Stuart &
Terrance, 2012).

Su mecanismo de propagacion comienza por medio de sinapsis
glutamatérgicas provenientes de la Cx que van a excitar a neuronas del NRT,
generando espigas de bajo umbral (LTS, Low Threshold Spike por sus siglas
en inglés) que a su vez promoveran la aparicion de descargas tipo rafaga
con hiperpolarizaciones prolongadas y secuencias ciclicas (de tipo rebote) de

IPSPs eléctricamente acopladas.

En resumen, las sinapsis GABAérgicas dentro del NRT van a provocar una
activacion de las corrientes de Ca?* de bajo umbral, éstas a su vez
promoveran la descarga de disparos tipo rafaga generando
hiperpolarizaciones post sinapticas acopladas que daran como resultado un
conjunto de rebotes IPSPs dentro del NRT y esté a su vez transmitira
descargas tipo rafaga a las vias talamo-corticales sincronizando asi la
actividad eléctrica (Steriade, 2005; Fuentealba & Steriade, 2005).

2.3 Crisis de Ausencia

Las crisis de ausencia son crisis no convulsivas que se caracterizan por la
aparicion sincronica y bilateral de SWD en el EEG y son acompafnadas de
automatismos tonicos o clénicos que afectan a las extremidades, ojos vy
parpados, asi como de arrest o detenimientos conductuales.
Fisiolégicamente estas SWD son complejos oscilatorios de 3Hz en humanos
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acompafados de disparos (Spikes) y silencios neuronales (Waves) que
tienen un origen indefinido dentro del circuito cortico-talamo-cortical

(Steriade, 2005; Liu, Vergnes, Depaulis & Marescaux, 1991).

Evidencia experimental y el uso de registros EEGs han mostrado la
presencia de SWD sobre la Cx después de haber lesionado zonas talamicas,
de igual manera la aplicacién de agonistas y antagonistas GABAérgicos a
nivel cortical y talamico modifica la aparicion de las SWD.

Con estos datos se han propuesto diversas teorias acerca del origen y la
propagacion de estas descargas: la teoria cortical, hace énfasis en que las
SWD se propagan a partir de la Cx hacia otras estructuras corticales vy
talamicas, la teoria cortico-reticular establece que el origen de las SWD se
situa dentro del circuito cortico-talamo-cortical junto con el tronco encefalico,
en la teoria intratalamica, por medio de registros EEGs se pudo observar que
ablaciones sobre la Cx no interferian con la aparicion de las descargas, pero
por otro lado, ablaciones sobre el NRT si provocaban una desaparicion de
las descargas con respecto a la Cx; con lo que se sugiere que las descargas
epilépticas son el resultado de una anormalidad dentro de las oscilaciones
ritmicas, por ultimo, la teoria del foco epiléptico hace énfasis en que la
hiperexcitabilidad neuronal de una parte de la Cx va a propagarse a través
de demas estructuras cerebrales llegando asi a vias talamo-corticales en
donde las espigas van a convertirse en SWD (Mereen, Luijtelaar, Lopes da
Silva & Coenen, 2005).

El mecanismo de propagaciéon de las SWD es generado a partir de
constantes hiperpolarizaciones en el NRT hacia las vias talamo-corticales,
provocando en estos disparos fasicos de IPSPs que van a prevenir la
transferencia de disparos tipo rafaga hacia la Cx (Steriade, 2005).
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2.4 Mecanismos GABAérgicos en el NRT

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC, el cual es
sintetizado por medio de la descarboxilacion del acido glutamico vy
posteriormente es liberado a través de canales dependientes de Ca?* hacia el
espacio extracelular donde de acuerdo a sus caracteristicas sera capturado
por un receptor especifico. Hasta ahora se conocen tres tipos de receptores
diferentes, GABAA, GABA: y GABA: los cuales de acuerdo con sus

caracteristicas biolégicas son divididos en ionotrépicos y metabotropicos.

Los receptores de tipo GABAA y GABA: son ionotropicos, se conforman por
unidades pentaméricas las cuales al unirse dan forma a un canal
dependiente de iones de CI. Por otro lado, los receptores de tipo
metabotropico son aquellos receptores transmembranales acoplados a las
proteinas G y sistemas de segundos mensajeros que modulan la actividad de
los canales de Ca®* y K* (Lagrange & Grier, 2012; Medel et al., 2011).

Estos tipos de receptores estan conformados por diferentes combinaciones
de subunidades que incluyen a 1-6, § 1-3, y 1-3, d,¢,0, @, ¥y p 1-3. Esta
variabilidad en los grupos de subunidades es considerada como una
particularidad de los receptores a lo largo de regiones especificas del cerebro
(Nguyen & Nicoli, 2018). De igual manera se ha reportado por medio de
investigaciones genéticas, anomalias sobre diferentes subunidades que
producen un cambio en el umbral convulsivo, provocando una propension a
las crisis epilépticas (Izquierdo, 2005). Ademas de genes implicados con la
farmacorresistencia al tratamiento antiepiléptico (Alonso, Bramasco &
Moreno, 2004).
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Uno de los mecanismos causantes de los trastornos epilépticos es la
disfuncién en los neurotransmisores GABAérgicos ya que no ejercen un
suficiente control sobre la excitabilidad de las neuronas, permitiendo su
propagacion a traveés de otras estructuras corticales y limbicas.

Una investigacion realizada por Aker et al. (2001) en la que se aplico
microinyecciones de bicuculina (BC) que es un antagonista del receptor
GABAA y muscimol (MSC), un agonista de los receptores GABAAa, sobre el
NRT en ratas GAERS, se observaron que la BC aumentaba la duracion de
las SWD mientras que la microinyeccion de MSC disminuia la aparicién de

las mismas.

ARos mas tarde el mismo grupo de investigadores reporté una diferencia en
la propagacion de SWD de acuerdo con la anatomia del NRT; dentro del
plano caudal observaron que el uso de BC incrementaba la aparicion de
SWD debido posiblemente a un incremento en la sincronizacion de la
actividad oscilatoria talamico-sensorial. Mientras que dentro del plano rostral
se observo lo contrario, lo cual sugiere que puede estar relacionado con los

nucleos talamico-motores (Aker et al., 2006).

En otra investigacion realizada con picrotoxina (PTX), otro antagonista del
receptor GABAA el cual fue inyectada via intravenosa se pudo observar
cambios en el EEG, especificamente sobre las frecuencias Theta (4.5-8Hz) y
Gamma (30-100Hz), esta ultima se ha relacionado con los eventos ictales y
la sincronizacién de la actividad epileptiforme. Otro dato relevante también
reportado fue un aumento de las frecuencias Gamma Theta sobre el NRT y
la Cx. Esto sugiere que las oscilaciones Gamma especificamente las
frecuencias de 30-45Hz registradas en neuronas GABAérgicas de la capa IV
y que proyectan a la capa V son capaces de generar oscilaciones sincronicas
(Mackenzie et al., 2002).
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Por lo tanto, se puede concluir que el uso de antagonistas GABAa induce
actividad convulsiva, corroborando que la disminucién inhibitoria es un factor
importante en la generacion y propagacion de la actividad epiléptica ya que
la actividad excitatoria se ve potencializada.

Experimentos similares, pero ahora realizados con baclofen (BCF) un
agonista GABA; y CGP 35348 un antagonista GABAs administrados por via
sistémica, mostraron entre sus resultados un incremento en las SWD en el
grupo con BCF y una abrupta disminucion de la mismas en el grupo al que
se le administr6 CGP 35348. En este mismo experimento se reporté que la
aplicacion de BFC dentro del NRT aumenta la aparicion de SWD, la cual
podria ser ocasionada de acuerdo con los autores a un aumento dentro de
los disparos rafaga, que seran los encargados de sincronizar la actividad
oscilatoria. Mientras que de manera contraria la aplicacion del antagonista
mostré una disminucion de las SWD posiblemente debida a una supresién en
las descargas burts (Liu, Vergnes, Depaulis & Marescaux 1992).

Aunado a esto un analisis de distintas frecuencias que componen al EGG
realizado por Marrosu et al. (2006) en el cual se aplico via peritoneal BFC y
SCH 50911 en ratones genéticamente modificados (DBA/2J), describié un
incremento en la frecuencia Beta (8.5-12Hz) y una disminucion para la
frecuencia Gamma en el grupo BCF; situacion contraria sucedio con la
administracion del antagonista GABAs CH 50911. Lo que sugiere que el uso
de antagonistas GABA: en modelos de ausencia puede mejorar las tareas

cognitivas.

Los receptores GABAs de las neuronas del NRT podrian estar evocando
IPSPs intrareticulares provocando asi un incremento en las conductancias de
K*, teniendo como resultado un aumento en las descargas tipo rafaga, con lo
que se podria hipotetizar un atributo sincrénico en los receptores GABAs
dentro del NRT (Ulrich & Huguernard, 1996).
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3. Estimulacion Cerebral Profunda

Actualmente la estimulacion cerebral profunda (DBS, Deep Brain Stimulation
por sus siglas en inglés) es utilizada como un tratamiento para el control de
algunos trastornos del movimiento. Sin embargo, su aplicacion clinica y
experimental también ha demostrado resultados positivos sobre el
tratamiento de algunos otros trastornos como la epilepsia refractaria al
tratamiento farmacoloégico y en pacientes que no son candidatos a una
reseccion quirurgica del foco epiléptico (Goodman, Berger & Tcheng, 2005;
Chiken & Nambu 2016).

Este tratamiento consiste en la implantacién de uno o mas electrodos dentro
de alguna estructura especifica del cerebro; enviando pulsos eléctricos que
intervienen dentro de la actividad cerebral normal y anormal. Sin embargo, a
pesar de los beneficios clinicos, la adaptabilidad y su baja tasa de morbilidad
aun se desconocen los mecanismos de accion con los que opera (Benabid et
al., 2005; Ghotbedin, 2013).

Actualmente existen tres hipotesis que tratan de explicar como trabaja la
DBS, la primera de ellas es la hipodtesis inhibitoria, la cual considera que la
descarga eléctrica emitida por el electrodo va a provocar depresiones
sinapticas, disminucion en los neurotransmisores, una activacion de las
aferencias inhibitorias y un bloqueo de la despolarizacion neuronal (Chiken &
Nambu 2016; Montgomery & Gale, 2008).

La segunda hipdtesis es la excitatoria, que hace referencia a que la
estimulacién eléctrica va a inducir una despolarizacion neuronal a través de
una estimulacion catoédica con la cual desencadenara una apertura de los
canales de Na* dependientes de voltaje. Este efecto excitatorio ha sido

utilizado como una herramienta para la exploracion y el mapeo cerebral,
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especificamente es utilizada para la identificacion de estructuras candidatas
a cirugia (Benabid et al., 2005).

Por ultimo, la hipdtesis de la disrupcion menciona que la DBS, asi como las
lesiones corticales, van a interrumpir el flujo normal o anormal de informacion
dentro de las redes neuronales. Sin embargo, para poder aplicar este
tratamiento a nivel clinico o experimental se deben de tener conocimientos
previos acerca de los parametros de estimulacién seleccionados, el tejido
donde se llevara acabo la estimulacion, la posicion del electrodo, su
geometria y potencia, asi como la frecuencia y el tiempo de estimulacién. Ya
que la variabilidad de estos parametros podria cambiar los resultados
producidos por la estimulacion (Kuncell & Grill, 2004).

De acuerdo con estos datos y la evidencia experimental los parametros
utilizados en la DBS han sido divididos en dos, los de estimulacion a altas
frecuencias (HFS High Frecuency Stimulation por sus siglas en inglés) y los
de estimulacion a bajas frecuencias (LFS Low Frecuency Stimulation por sus
siglas en inglés). La HFS a pesar de ser el parametro mayormente utilizado
dentro de las investigaciones experimentales aun se desconoce su
efectividad, pero se ha sugerido que su efecto es similar al de una lesion, la
cual provoca que los nucleos estimulados interrumpan su funcidon por medio
de un bloqueo en la despolarizacién o debido a una activacion de las células
inhibitorias (Goodman, Berger & Tcheng 2005).

Otro mecanismo de accién reportado por Benabid et al., (2005) sobre la HFS
fue el aumento de la actividad neuronal posterior a la estimulacién, asi como
una inhibicion directa por medio de la activacidn de terminales nerviosas
principalmente GABAérgicas y por un bloqueo en los canales ionicos
dependientes de voltaje. Una de las investigaciones que apoya estos datos
fue realizada por Beurrier, Bioulac, Audin & Hammond (2000) sobre el nucleo

subtalamico por medio de la técnica de patch clamp en donde reportaron un
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bloqueo de los canales de Ca?* y las corrientes de Na* sugiriendo que el
efecto de la DBS a HFS consiste en interrumpir su transmision sinaptica.

Investigaciones realizadas con DBS-LFS han demostrado una larga
inhibicion en la actividad epileptiforme inducida por kindling amigdalino
previniendo el desarrollo de las crisis epilépticas (Shahpari, Mirnajafi-Zadeh,
Firoozabadi & Yadollahpour, 2012). Asi como un aumento dentro de las
frecuencias delta (0.1-4HZ) que son oscilaciones con caracteristicas
antiepilépticas dentro de la misma estructura (Xu et al., 2013).

Algunos otros cambios que se han reportado por la DBS-LFS a nivel celular
son: la acumulacién de adenosina que es un neuromodulador que participa
en la transmisidon sinaptica inhibitoria disminuyendo la actividad neuronal
excitatoria y cambios dentro de los sitios de union del receptor (Ghotbedin,
2013; Jalilifar, Yadollahpour, Moazedi & Ghotbeddin, 2017). De acuerdo con
la literatura revisada, la DBS a LFS y HFS tienen efectos antiepileptogénicos,
sin embargo, los parametros de la DBS-LFS parecen tener beneficios
diferentes ya que requiere del uso de corrientes bajas que podrian dafar con

menor intensidad los tejidos cerebrales minimizando los efectos secundarios.

3.1 Estimulacién cerebral profunda en el nucleo reticular del talamo

El NRT es una estructura compuesta por células GABAérgicas que participa
en la sincronizacion eléctrica del circuito cortico-talamo-cortical, pero a pesar
de esto, es escasa la informacidn acerca de su papel dentro de la actividad

epileptiforme y sus propiedades anticonvulsivas.
Una investigacion realizada sobre la aplicacion de la DBS en el NRT reporto

un efecto contrarrestante en la aparicion de CGTC dentro de un modelo de
kindling hipocampal (Nanobashvill et al., 2003). Por otra parte, en una
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investigacion realizada por Pantoja-Jiménez et al., (2013) reportaron que la
DBS a HFS incrementa la latencia de aparicion de las SWD y las CGTC.

En otra investigacion realizada por Magdaleno-Madrigal et al., (2019) en la
cual se contrasto6 las diferencias que provocaba la DBS a HFS y LFS sobre el
NRT dentro de un modelo convulsivo de PTZ; los resultados mostraron que
la aplicacién de la HFS antes de la inyeccién de PTZ generaba un efecto
anticonvulsivo pero las oscilaciones dentro de las frecuencias Delta se veian
reducidas, efecto contrario sucedia con la LFS; con lo que concluyen que el
efecto de la HFS podria estar desincronizando la actividad EEG mientras que
el efecto de la LFS seria el provocar depresiones a largo plazo sobre la

actividad neuronal.

. Justificacion

La epilepsia es un desorden neuroldgico que de acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) afecta a 50 millones de personas alrededor del
mundo, de los cuales se estima que aproximadamente una tercera parte de
estas personas no responden efectivamente al tratamiento farmacolégico
(Cruz-Cruz, 2017; Fisher et al., 2017).

Una de las alternativas para este tipo de pacientes es la cirugia de la zona
epiléptica, sin embargo, no todos los pacientes son candidatos a este
procedimiento. Por eso es necesario el uso de otro tipo de tratamientos que
puedan ser funcionales para este resto de la poblacion. La DBS es un
tratamiento usualmente utilizado que ha demostrado ser una técnica segura,
adaptable y con resultados positivos sobre el tratamiento de la epilepsia
refractaria (Goodman, Berger & Tcheng, 2005).

Una de las estructuras implicadas en la sincronizaciéon de la actividad

neuronal es el NRT, el cual se compone en su mayoria por células
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GABAeérgicas y que de acuerdo con la revision de la literatura participan en la
generacion de la actividad epileptiforme (Steriade, 2005; Pinault, 2004).

Sin embargo, existen pocas investigaciones acerca de qué tipo de receptores
GABAérgicos pueden estar actuando dentro del nucleo reticular del talamo y
los mecanismos de accidn que estos puedan ejercer con la aplicacién de la
DBS a bajas y altas frecuencias con respecto al tiempo y a su participacion
dentro de la actividad epileptiforme y su posible estrategia terapéutica.

. Objetivo

Analizar los cambios conductuales y electroencefalograficos inducidos por la
estimulacion eléctrica y quimica del NRT en un modelo experimental de
epilepsia.

5.1 Objetivos especificos

1. Estudiar la gravedad de las CGTC de acuerdo con la escala de

Luttjohann.

2. Analizar el numero, duracién y latencia de aparicion de la primera
CGTC.

3. Analizar el numero de CGTC asi como el intervalo entre crisis.

4. Analizar la frecuencia de espigas en el periodo ictal.

5. Analizar el numero de descargas espiga-onda provocados por el PTZ.

6. Analizar cambios en la actividad electrografica en el dominio de
frecuencia.
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7. Analizar cambios en la actividad electrografica en el dominio del
tiempo.

8. Analizar la densidad espectral de la actividad EEG durante el efecto
de los agonistas y antagonistas GABAérgicos en el NRT.

9. Analizar la densidad espectral de la actividad EEG durante el efecto
de la DBS-LFS concomitante a los agonistas y antagonistas
GABAeérgicos en el NRT.

6. Hipotesis

La sinergia de la DBS-LFS y la estimulacién quimica en el NRT favoreceran
los efectos protectores contra la aparicion de CGTC.

7. Variables Independientes

Aplicaciéon de agonistas y antagonistas GABAérgicos sobre el NRT:
consiste en la aplicacion de agonistas (GABA) y antagonistas (PTX)
GABAérgicos por medio de una bomba de micro-infusion dentro del NRT.

Estimulacion eléctrica del NRT: consiste en la aplicacion de pulsos
eléctricos en el NRT izquierdo.

Para este experimento se utilizé la LFS con los siguientes parametros: un
tren de 8hz, con 200mA y un ancho de pulso de 0.1ms durante 10 minutos.
La DBS-LFS fue aplicada antes de la micro-infusion de cualquier farmaco y
se pudo observar el artefacto estimulacion en el NRT durante los registros
EEG.

Modelo de PTZ: consiste en la aplicacion via intraperitoneal de una sola
dosis de PTZ (50 mg/kg). Las respuestas conductuales fueron medidas por
medio de la escala de Luttjohann.
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8. Variables Dependientes

Cambios EEG en el NRT: son los cambios dentro de las frecuencias y
morfologia de las ondas producidos por la aplicacién de DBS-LFS y de las
dosis de agonistas y antagonistas GABAérgicos en el NRT observados en el
registro EEG.

Crisis generalizadas ténico cldnicas: son crisis convulsivas provocadas
por una infusion via intraperitoneal de PTZ (50 mg/kg). De las cuales se
midio:

e Numero de CGTC: es el conteo de crisis convulsivas aparecidas

durante una hora de registro EEG.

e Latencia: consiste en el lapso de tiempo que tarda en aparecer la
primer CGTC a partir inyeccion de PTZ.

e Duracion: es el lapso de tiempo que duran las crisis convulsivas.

e Intervalo: es el tiempo entre CGTC.

e fFrecuencia: es el numero de espigas entre el tiempo de las CGTC.

e Gravedad de la CGTC: se midié por medio de la escala de Littjohann.

e SWD: Se tomé en cuenta el numero de SWDs que son complejos

oscilatorios caracterizados por disparos (Spikes) y silencios

neuronales (Waves) que tienen un origen indefinido dentro del circuito

cortico-talamo-cortical.
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9. Método

9.1 Aparatos

Aparato estereotaxico (David Kopf, modelo 14)

Estacion para soldar

Taladro estereotaxico

Bomba de micro-infusion

Camara de video

Laptop
Unidades de aislamiento (GRASS PSIUG)
Poligrafo GRASS 78 D

Neuroestimulador (Grass S-88)

Sistema de adquisicion analogo-digital (ADQCHS8)

9.2 Materiales

Instrumental para cirugia

Acrilico dental (Nic-Tone)

Solvente

Cera de hueso

Electrodos tripolares de acero inoxidable
Tornillos de acero inoxidable
Conectores header dobles de 6 puntas

Trenza de registro

9.3 Sustancias

Pentilentetrazol

Relajante muscular (Xilazina)

Anestésico (Ketamina)

Antisépticos (Agua oxigenada, alcohol, isodine)

Jabon quirurgico
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e Buffer de fosfatos
e Paraformaldehido
e Solucion salina

e Picrotoxina

e Acido gamma-amino-butirico (GABA)

10.Procedimiento experimental

10.1 Animales experimentales

Para esta investigacion fueron empleadas 57 ratas macho de la cepa Wistar
con un peso entre los 300-350 gr. con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas
con temperatura controlada y fueron mantenidas individualmente en cajas de

acrilico con agua y alimentacion ad libitum.

Se utilizaron el menor numero de ratas posibles y los mejores cuidados
técnicos para inducir el menor dolor posible. Todos los experimentos se
realizaron siguiendo las especificaciones para el cuidado y uso de animales
de laboratorio indicadas en la norma oficial mexicana SAGARPA NOM-062-
Z00-199 y del Comité de Etica del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén

de la Fuente Muniz.

10.2 Grupos y procedimiento experimental

Todos los grupos fueron implantados con un electrodo tripolar con canula en
el NRT izquierdo y dos cortezas epidurales en la corteza motora para el

registro EEG. Después de una semana de recuperacion se dio comienzo al

procedimiento experimental.
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Los roedores fueron divididos en 3 grupos y cada grupo se subdividié en dos

tratamientos diferentes:

Grupo SS Con / Sin
Grupo PTX DBS (8Hz)
Grupo GABA

Esta es la descripcidon para el procedimiento experimental de los grupos que
no recibieron DBS-LFS (Figura 5):

1. Grupo Solucioén Salina (SS, n= 10): posteriormente de haber tomado 10
minutos de linea base se dio inicio a la micro-infusion de 1ul de SS en el
NRT izquierdo; 5 minutos después la accion de la sustancia se administro
una dosis de PTZ via intraperitoneal de 50 mg/kg.

2. Grupo Soluciéon Picrotoxina (PTX, n= 11): posteriormente de haber
tomado 10 minutos de linea base se dio inicio a la micro-infusién de 20
ng/1ul de PTX en el NRT izquierdo; 5 minutos después la accion de la

sustancia se administré una dosis de PTZ via intraperitoneal de 50 mg/kg.

3. Grupo Solucion GABA (GABA, n= 9): posteriormente de haber tomado
10 minutos de linea base se dio inicio a la micro-infusién de 250 ng/1ul de
GABA en el NRT izquierdo; 5 minutos después la accion de la sustancia
se administro una dosis de PTZ via intraperitoneal de 50 mg/kg.

Para los grupos que recibieron DBS, el protocolo experimental fue realizado
de la misma manera con la excepcion de que se realizd la DBS-LFS
previamente a la micro-infusion farmacoldgica (Figura 6) y los grupos fueron
divididos en SS/DBS-LFS (n= 10), PTX/DBS-LFS (n=9) y GABA/DBS-LFS
(n=8).
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10.3 Implante de electrodos

Todos los animales fueron anestesiados intramuscularmente con una
combinacion de ketamina (100 mg/kg) y xilazina (100 mg/kg). Posteriormente
se colocaron en un aparato estereotaxico para determinar la posicion de los
electrodos de registro. A cada rata se le implantd un electrodo tripolar con
canula en el NRT izquierdo de acuerdo con las coordenadas AP, -1,4; L, 1.8;
H, -6.2 (Paxinos & Watson 2005). Ademas de dos electrodos epidurales

sobre la corteza motora.

10.4 Registro de la actividad EEG y de la DBS en el NRT

Los registros se llevaron a cabo en el Laboratorio de Neurofisiologia del
Control y la Regulacion del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la
Fuente Muniz. Una semana después de la cirugia estereotaxica se registro la
actividad EEG y la DBS sobre el NRT. La actividad EEG fue registrada con
un poligrafo Grass modelo 78E y un sistema de conversion analogo/digital
(ADQCHS8) desarrollado en nuestro laboratorio.

La DBS-LFS fue llevada a cabo con un tren monofasico de 8Hz, 200mA y un
ancho de pulso de 0.1ms durante 10 minutos utilizando un neuroestimulador
(Grass S-88) controlado por un dispositivo automatico fabricado en el
laboratorio. Los animales fueron colocados en una caja de registro (50 x 27 x
30 cm) en donde se registré un total de 75 minutos para los roedores que no
recibieron DBS-LFS que fueron diistribuidos de la siguiente manera: una
linea base de 10 minutos, una micro-infusion farmacoldgica dentro del NRT
con duracion de 1 minuto y 4 minutos de registro, y por ultimo 60 minutos de
registro EEG posteriores a la inyeccion de PTZ (Figura 5).

Para los grupos que recibieron DBS-LFS, el tiempo de registro fue de 85

minutos que fueron distribuidos de la siguiente manera: 10 minutos de linea
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base, 10 minutos de DBS-LFS, una infusion farmacol6gica dentro del NRT
con duracion de 1 minuto y 4 minutos de registro, y por ultimo 60 minutos de

registro EEG posteriores a la inyeccion de PTZ (Figura 6).

Al final del protocolo experimental las ratas fueron decapitadas para extraer

el tejido cerebral que posteriormente sera analizado.

SS
PTX
GABA

— PTZ
( \ 50mg/K.

,
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\ J \ J
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Figura 5. Descripcion grafica del procedimiento experimental en los grupos que no
recibieron DBS-LFS. Se registrd6 una linea base con duraciéon de 10 minutos;
posteriormente se dio inicio a la micro-infusion del farmaco dentro del NRT y se registrd su
efecto durante 5 minutos; concluido este tiempo se administré una inyeccion via peritoneal

de PTZ y se registraron 60 minutos de actividad conductual y electroencefalografica.

39



SS
PTX

GABA

PTZ

E— 50mg/Kg
DBS-LFS 8Hz
=N

. ‘ Z \

Figura 6. Descripcion grafica del procedimiento experimental en los grupos que
recibieron DBS-LFS. Se registr6 una linea base con duracion de 10 minutos;
posteriormente se dio inicio a los 10 minutos de DBS-LFS; al concluir la estimulaciéon
comenzo la micro-infusion del farmaco dentro del NRT y se registré su efecto durante 5
minutos; concluido este tiempo se administr6 una inyeccion via peritoneal de PTZ y se
registraron 60 minutos de actividad conductual y electroencefalografica.

10.5 Analisis Espectral

Para el analisis espectral se utilizé el programa ADQ8CH con un muestreo
de 500 c/s y los datos recopilados de la densidad espectral realizados por la
FFT fueron tomados y procesados con el programa electroanalyzer en las
bandas de frecuencia Delta (0-4 Hz), Theta (4-8 Hz), Alfa (8-12 Hz), Beta
(12-30 Hz) y Gamma (30-55 Hz). Posteriormente fueron normalizados y
promediados para su analisis estadistico.

10.6 Analisis Estadistico

Se analizaron el numero de CGTC, gravedad, latencia, duracion, intervalo y
el numero de SWD observados conductualmente y en el EEG. Ademas, se
analizaron periodos de un minuto antes, durante la DBS-LFS y después de la
micro-infusion farmacolodgica. Se realiz6 un ANOVA de muestras
independientes para determinar las diferencias entre los grupos que
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11.

recibieron micro-infusion farmacologica y DBS-LFS, asi como entre los
grupos que solo recibieron una micro-infusién farmacolégica. Ademas de una
prueba T-student para el analisis entre grupos con la misma condicidn
farmacoldgica, pero con ausencia y presencia de DBS-LFS. Las diferencias
significativas se consideraron para p< 0.05, los datos fueron analizados con
el paquete estadistico SPSS versién 16.

Resultados

11.1 Analisis conductual y electroencefalografico

Durante la micro-infusion de farmacos y DBS-LFS sobre el NRT, la conducta
que presentaron los animales sometidos a SS y SS/DBS-LFS fueron
conductas exploratorias, breves acicalamientos y exploracion olfatoria. En los
grupos PTX y PTX/DBS-LFS el numero de acicalamientos incremento vy
estaban acompafados de sacudidas de perro, olfateo, piloereccion,
levantamiento de extremidades y castafieo de los dientes. En los grupos
GABA y GABA/DBS-LFS se observaron bostezos y conductas exploratorias

acompanadas de detenimientos.

En la conducta observada posteriormente a la aplicacion de PTZ se pudo
observar un aumento en la gravedad de las CGTC de acuerdo con la escala
de Lattjohann en los grupos PTX y PTX/DBS-LFS con respecto al grupo SS
lo cual indica que la aplicacion de antagonistas GABAérgicos en el NRT
facilita la aparicion e incrementa la gravedad de las CGTC. De manera
contraria los grupos GABA y GABA/DBS-LFS mostraron una disminucioén en
la gravedad de las CGTC, ya que, se observd que un menor numero de
animales alcanzaron el estadio cinco y algunos otros solo se mantuvieron en
estadio tres (Figura 7 y 8); para el numero de CGTC aparecidas también se

observé una tendencia en el incremento en los grupos SS/DBS-LFS vy
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GABA/DBS-LFS comparados con los grupos que no recibieron estimulacion
(Figura 7y 8).

En el analisis entre las comparaciones de los grupos que recibieron DBS-
LFS y los grupos que no recibieron estimulacion se observd un incremento
en la duracion de las CGTC en el grupo SS/DBS-LFS con respecto al grupo
SS (p< 0.05) (Figura 9); y en la frecuencia en el numero de espigas con
respecto al periodo ictal en el grupo PTX/DBS-LFS en comparacion con el
grupo PTX (p< 0.005) (Figura 9).

Sin embargo, al realizar el analisis para muestras independientes entre los
grupos que no recibieron estimulacion se pudo observar un aumento
significativo en la frecuencia de espigas entre el grupo PTX con respecto al
grupo GABA (p< 0.05) (Figura 10); también se observéo una disminucion en el
numero de SWD en el grupo PTX con respecto a los grupos SS (p= 0.005) y
GABA (p< 0.005) (Fig. 11). Y entre los grupos que recibieron estimulacion se
observd un incremento en el intervalo en el grupo PTX/DBS-LFS con
respecto a los grupos SS/DBS-LFS y GABA/DBS-LFS (Figura 12).

El presente trabajo tuvo como objetivo identificar los cambios conductuales y
electroencefalograficos que produce la DBS-LFS concomitante a la
aplicacién de agonistas y antagonistas GABAérgicos sobre el NRT de ratas
en un modelo de CGTC inducidas por PTZ. La aplicacion de PTX sobre el
NRT mostré un decremento en la aparicion de SWD con respecto a los otros
grupos, debido a un incremento observado en la gravedad, el numero de
CGTC y en su intervalo de aparicion, al igual que un aumento en la
frecuencia de espigas de acuerdo con la duracion de las crisis.

Ademas, se observé un decremento en las frecuencias Beta y Gamma en los
grupos que recibieron PTX y GABA. Por otra parte, la DBS incremento la
duracion de las CGTC en el grupo SS/DBS-LFS y la frecuencia de espigas
en el grupo PTX/DBS LFS. A su vez también mostré una disminucién en el
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grupo PTX/DBS-LFS con respecto a los demas dentro de las frecuencias
Gamma. Esto podria indicar que la DBS-LFS y el bloqueo de las células
GABAérgicas por medio de antagonistas GABA en el NRT promueven la
propagacion de la actividad epileptiforme; de igual manera la disminucion de
las bandas Beta y Gamma podrian estar relacionadas con este efecto.

En una investigacion realizada por Olivéras y Clavel (1994) reportaron que la
aplicacién de altas dosis de PTX (2-4ul) en el NRT de las ratas generaba
conductas que consideraron similares a las del dolor, caracterizadas por
sacudidas de perro, intensas corridas, castafieo de los dientes, piloereccion y
rigidez en la cola.

De manera similar, en nuestro experimento se pudieron observar algunas de
estas respuestas conductuales como el castafieo de dientes, piloereccion y
sacudidas de perro. Puede ser que la presencia de solo algunas respuestas
conductuales observadas en nuestros registros se deba a que la aplicaciéon
de nuestra dosis de PTX fue menor. Sin embargo, cuando administramos la
inyeccion de PTZ posteriormente a la micro-infusion de PTX, pudimos

observar un incremento sobre la actividad epileptiforme conductual y EEG.
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Figura 7. Promedios del niumero de CGTC y los estadios conductuales evaluados por
medio de la escala de Liittjohann. Del lado izquierdo se puede observar un histograma con
el promedio del numero de CGTC entre los grupos SS, PTX y GABA concomitantes a los
grupos que recibieron DBS-LFS. Notese un aumento en las CGTC en los grupos que
recibieron DBS-LFS. Del lado derecho se puede observar un histograma sobre los estadios
conductuales de las CGTC aparecidas posteriormenten a la aplicacion de PTZ; nétese un
incremento en los grupos PTX, GABA, PTX/DBS-LFS y SS/DBS-LFS asi como una
disminucioén del grupo GABA/DBS-LFS con respecto al grupo SS.

Figura 8. Trazos representativos del
registro EEG y densidad espectral.
En la parte de arriba en el grupo SS, se
aprecia una CGTC vista desde un
registro electroencefalografico y por
debajo en color rojo se puede observar
un aumento en la densidad espectral.
En el grupo PTX se muestra una CGTC
con un incremento en la amplitud y
niamero de espigas, asi como un
aumento en la densidad espectral. En el
Grupo GABA el numero de espigas se
ve disminuido y con un mayor intervalo
entre espigas, ademas de un descenso

de la densidad espectral.

44



c/s

Segundos

Duracion CGTC

Frecuencia
200-
&
150 -
100+ (\‘g
. I
0 r = 1 :
Ss SsS PTX PTX DBS
DBS

Figura 9. Comparacion entre grupos que recibieron mismo farmaco y diferente
tratamiento. Del lado izquiero se puede observar un aumento significativo (p< 0.05) en la
duracién de las CGTC en el grupo SS-DBS-LFS con respecto al grupo SS. Del lado derecho
se aprecia un incremento significativo (p< 0.005) en la frecuencia de espigas durante el

periodo ictal en el grupo PTX/DBS-LFS con respecto al grupo PTX.
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Figura 10. Histograma y trazos representativos del registro EEG sobre la frecuencia en
el namero de espigas en una CGTC. Del lado izquierdo se muestra un histograma que
compara el promedio en la frecuencia del nimero de espigas de una CGTC; se observa un
incremento significativo (p< 0.05) en el grupo GABA con respecto al grupo PTX. Del lado
derecho, trazos representativos de 60 segundos del registro EEG; en el grupo SS se puede
observar la frecuencia de disparo que tiene una CGTC inducida por PTZ; en el grupo PTX se
observa una disminucién con respecto a la frecuencia de disparo pero un incremento en su

amplitud; en el grupo GABA se puede observar un aumento en la frecuencia de disparo.
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Figura 11. Histograma y trazos representativos del registro EEG y la densidad
espectral acerca de las SWD. Del lado izquierdo, un histograma que compara el promedio
de las SWD entre los grupos que no recibieron estimulacion en el que se puede observar
una disminucion significativa en el grupo PTX con respecto a los grupos SS y GABA. Del
lado derecho, trazos representativos de 60 segundos acerca de las SWD en los grupos SS,
PTX y GABA; nétese la presencia de SWD en el grupo SS y una severa reduccion en el

numero de SWD en el grupo PTX, ademas de un incremento en el grupo GABA
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Figura 12. Histograma y trazos representativos del registro EEG sobre el intervalo de
tiempo entre CGTC. Del lado izquierdo se muestra un histograma que compara el promedio
del intervalo de tiempo entre CGTC; se puede observar una disminucion significativa (p<
0.005) en el grupo PTX con respecto al grupo SS. Del lado derecho, trazos representativos

de 90 segundos acerca del intervalo entre CGTC de los grupos SS, PTX y GABA que
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recibieron DBS-LFS; en el grupo SS se puede observar la aparicion de una CGTC inducida
por PTZ; en el grupo PTX se observa la presencia de 2 CGTC vy el intervalo de tiempo entre

crisis; en el grupo GABA se puede apreciar un incremento en la latencia de aparicién de la
CGTC.

11.2 Analisis espectral

El analisis para muestras independientes entre los grupos que no recibieron
estimulacion mostré una disminucion en el grupo PTX en contraste con el
grupo GABA (p< 0.05) dentro de las frecuencias Beta (Figura 13) y un
decremento en la frecuencia Gamma en los grupos PTX (p<0.001) y GABA

(p< 0.001) con respecto a los grupos SS (Figura 14).

En el analisis realizado entre los grupos que recibieron DBS-LFS se observo
una disminucion significativa en la frecuencia Gamma en el grupo PTX/DBS-
LFS con respecto al grupo SS/DBS-LFS (p= 0.001) y al grupo GABA/DBS-
LFS (p< 0.005) (Figura 15).

GABA

15 20 25 30

Figura 13. Grafica y trazos representativos sobre la densidad espectral en la
frecuencia Beta (12-30 Hz). Del lado izquierdo, grafica que compara el promedio dentro del
rango de la frecuencia Beta entre los grupos SS, PTX y GABA; se puede observar una
diferencia significativa (p< 0.05) entre los grupos PTX y GABA. Del lado derecho, trazos
representativos sobre la densidad espectral en la frecuencia Beta, nétese un incremento en

la densidad espectral en el grupo GABA con respecto a los grupos SS y PTX.
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Figura 14. Grafica y trazos representativos sobre la densidad espectral en la
frecuencia Gamma (30-55 Hz). Del lado izquierdo, grafica que compara el promedio dentro
del rango de la frecuencia Gamma entre los grupos SS, PTX y GABA; se puede observar
una diferencia significativa (p< 0.001) en el grupo SS con respecto a los grupos PTX y
GABA. Del lado derecho, trazos representativos sobre la densidad espectral en la frecuencia
Gamma, noétese un incremento en la densidad espectral en el grupo SS con respecto a los
grupos PTX y GABA.
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Figura 15. Grafica y trazos representativos sobre la densidad espectral en la
frecuencia Gamma (30-55 Hz). Del lado izquierdo, grafica que compara el promedio dentro
del rango de la frecuencia Gamma entre los grupos SS/DBS-LFS, PTX/DBS-LFS vy
GABA/DBS-LFS; se puede observar una diferencia significativa (p< 0.005) en el grupo
GABA/DBS-LFS con respecto a los grupos SS/DBS-LFS y PTX/DBS-LFS. Del lado derecho,

trazos representativos sobre la densidad espectral en la frecuencia Gamma, nétese un
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incremento en la densidad espectral en el grupo GABA/DBS-LFS con respecto a los grupos
SS/DBS-LFS y PTX/DBS-LFS.

Discusion

Estos resultados podrian indicar que la micro-infusion intrareticular de PTX
un antagonista local posiblemente no generen conductas de tipo dolorosas,
sino conductas con caracteristicas pro-convulsivas a menor grado, que se
ven potencializadas con la aplicacion de PTZ un antagonista sistémico,
posiblemente por la similitud en los mecanismos farmacoldgicos entre estos
farmacos. Por otra parte, también se observdé una disminucién en las
frecuencias Beta similar a la reportada por Marrosuu et al., (2006) y un
aumento en la frecuencia Gamma dentro del NRT similar al que reportaron
Mackenzie et al., (2002) estas frecuencias son caracteristicas de los eventos
ictales y se ha postulado que esta actividad puede contribuir al proceso de

sincronizacion de la actividad epiléptica en diversas estructuras cerebrales.

Se ha demostrado que la aplicacion clinica y experimental de la DBS tiene
efectos positivos sobre la epilepsia refractaria al tratamiento farmacoldgico
(Goodman, Berger & Tcheng, 2005; Chiken & Nambu 2016). En
investigaciones realizadas con DBS-LFS han demostrado una inhibicién en la
actividad epileptiforme inducida por kindling amigdalino (Shahpari, Mirnajafi-
Zadeh, Firoozabadi & Yadollahpour, 2012).

Nuestro analisis de comparacion sobre la DBS-LFS con respecto al grupo SS
demostré un aumento en la frecuencia Alfa similar a los datos reportados por
Magdaleno-Madrigal et al., (2019) en el NRT. Ademas de que también
observamos un incremento en la frecuencia de espigas y una disminucion en
el intervalo de tiempo entre las CGTC en los grupos que recibieron DBS-LFS
concomitante a la PTX. Estos resultados podrian indicar que la aplicacion de
DBS-LFS sobre el NRT podria tener efectos pro-convulsivos.
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Estos resultados experimentales sugieren que las propiedades GABAérgicas

intrareticulares tienen una participacion importante en la génesis y el

desarrollo de la actividad epileptiforme la cual se ve favorecida con el uso de

DBS-LFS. Sin embargo, se deben de realizar mas investigaciones acerca de

la participacion que podria tener el NRT como una estructura funcional

dentro de los tratamientos alternativos.

12.Conclusiones

1.

Se pudo observar que la micro-infusion de picrotoxina dentro del nucleo
reticular del talamo potencializa la actividad epileptiforme dentro de un
modelo de pentilentetrazol.

. El incremento observado en el ancho de banda Alfa en los grupos SS vy

SS/DBS-LFS podrian indicar que la estimulacion a bajas frecuencias

sobre el nucleo reticular del talamo tiene efectos pro-convulsivos.

Los cambios registrados electroencefalograficamente y conductualmente
en el grupo PTX/DBS-LFS podrian reafirmar que la estimulacién a baja

frecuencia potencializa los efectos pro-convulsivos.

Nuestros resultados sugieren que la DBS modula la actividad neuronal y
en un futuro podria ser considerada como una estructura diana debido a
sus propiedades GABAérgicas para el tratamiento de personas con

epilepsia.
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13.Consideraciones finales

La epilepsia es una enfermedad que ha sido estudiada desde la antigiedad y
a lo largo de la historia; definida y explicada de diversas maneras por
diferentes culturas. Casi al mismo paso y durante esta misma linea del
tiempo el humano ha empleado el uso de sus conocimientos para poder
controlar y comprender esta enfermedad, y asi poder mejorar la calidad de
vida de los pacientes.

El empleo de la DBS como tratamiento alternativo para el control de la
epilepsia refractaria ha demostrado tener efectos positivos a nivel clinico y
experimental, sin embargo, su eficacia va a depender de los parametros de
estimulacion y el nucleo al que vaya dirigido (Goodman, Berger & Tcheng,
2005; Chiken & Nambu 2016).

El presente estudio aporta evidencias experimentales acerca de los
mecanismos inhibitorios del NRT de acuerdo con un tipo de receptor
GABAeérgico especifico y sus cambios en la actividad electroencefalografica.
Ademas de que propone que el posible mecanismo de la DBS-LFS dentro
del NRT podria tener efectos pro-convulsivos al verse aumentada la actividad
epileptiforme aunada a la aplicacion de antagonistas GABAérgicos.

Lo que sugiere que la funcion del nucleo reticular del talamo podria intervenir
en el control y la propagacion de la actividad epileptiforme dentro del circuito
cortico-talamico-cortical, asi como su probable participacion como nucleo
diana en la aplicacion de DBS en pacientes con epilepsia refractaria al
tratamiento farmacoldgico. Una limitacion que tuvo este proyecto fue la
ausencia del analisis histoldgico, con el cual se hubiera podido tener una
evidencia mas sobre las alteraciones ejercidas por el efecto de los
tratamientos farmacoldégicos dentro del NRT y los cambios sinérgicos
ocasionados por la DBS-LFS a nivel neuronal.
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