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SUMMARY

Antecedents

Vagus nerve electric stimulation (VNS) is an anticonvulsant therapy
used in patients with refractory epilepsy. Several methods are
used to find VVNS's action mechanisms. These techniques employ
experimental models of epilepsy, such as topic applications into
cerebral cortex or injections of convulsive substances by different
systemic ways, both in chronic and acute experiments. However,
only a few studies have related the VNS and the epilepsy of the
temporal lobe.

When limbic seizures are produced in the amygdaloid complex,
it is known that all their own sub-nuclei activate. However,
during the spread or propagation of epileptiform activity, all
nuclei and sites related with amygdala’s complex participate are
involved. There are many reports about the relationship between
development and spread topics. However, it remains unclear the
effect of VNS and its relation with interictal spike's frequency,
seizure epileptic behavioral stages on Racine's scale, and the number
of crisis in an induced epileptic focus into temporal lobe amygdala.
Aim of the study
The propose is to study how the VNS affects the development
and spread of the epileptiform spike in the penicillin focus and
behavioral stages induced by a topical administration of penicillin
in the temporal lobe of the amygdala. Additionally we will obser-
ve the changes induced by VNS on theta rhythm.

Material and methods

Male Wistar rats were used. Rats were implanted with a guide
cannula glued to a bipolar electrode in the amygdala of the tem-
poral lobe; an electrode to the dorsal hippocampus; two epidural
nails in the prefrontal cortex (for cortical record); two flexible
wires in the lateral part of the neck muscles for electromyogram
record, and one hook-form electrode in the left vagus nerve
corresponding exactly to the larynx's level. At the end of the
post-surgery recovery period (five days), the animals were divided
in two groups (n=5). After one hour of recording, group I animals
were administrated penicillin G sodic (Pn) in the amygdala
(solution with 50 international units in 1 microliter as final volume,
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using a saline solution of 0.9% sodium chloride as vehicle). After
one hour of the penicillin injection, the vagus nerve electrical
stimulation was performed (1.2 to 3.0 mA, square pulses of 0.5
ms duration, and 30 Hz frequency) during 30 seconds with
intervals of 15 minutes between each stimulation only during
two hours of recording (eight VNS’s in total). The same
manipulation was followed with group 11, except that in this case
the first VNS was performed just before the penicillin injection.
Cerebral electric activity was recorded and saved for post off-line
frequency analysis, during a six-hour period in both groups.
Results
We compared electrographic parameters provoked by a single Pn
injection vs Pn + VNS on each group of animals and considering
each rat as its own control.
Vagus nerve stimulation effects on the latency and duration of the epileptiform
spikes
Group | showed a 40% decrease on its latency, and a 15% duration
increase when compared with its own controls. Group Il showed
a 37% increase on latency and a 40% decrease on duration.
Vagus nerve stimulation effects over seizure stage and seizure number.
Group | developed stages 111 and 1V on Racine’s scale and higher
number of seizures. Group Il remained on seizure stages | and 11
presenting a smaller number of seizure compared to its own con-
trol records.
Vagus nerve stimulation effects on frequency of spikes
Group | showed a significant increase in frequency (p<0.05),
which was sustained during a long recording time. In contrast,
Group Il showed a decrease.
Spectral analyses of cerebral electric activity
The electroencephalogram is a tool used to investigate how the
vagus nerve stimulation affects the epileptic phenomenon. In this
case, the spectral analysis of the electric activity of amygdala and
cerebral cortex showed a high activity between 1 and 4 Hz. This
high voltage prevailed after penicillin injection and during all
recording time. Hippocampus showed theta rhythm periods. The
VNS caused cortical desynchronization, but it was not associated
with hippocampal theta rhythm elicitation.

There is a possibility that VNS induced an increased susceptibility
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on rats to the convulsive effects of Pn. This was manifested in
significantly shorter latencies to seizures, and significantly higher
incidence, and duration of seizure.

Conclusion

When performed before the Pn injection, the vagus nerve
stimulation increased the latency to the appearance of spikes, as
well as the frequency, but the number of seizures decreased instead.
Even, only early stages, such as | and Il of Racine’s scale, were
seen. These data suggest that VNS softened epileptic
synchronization. The frequency of the spikes, the development
of stages IV and V, and also the number of seizures were dalayed.

The VNS performed one hour after penicillin injection
produced progressive epileptiform spike spread and changes in
the behavioral seizure pattern. Frequency of spikes increased as
well as seizures severity (stage 111 and 1V). The vagus nerve
stimulation did not only reduce epileptiform activity, but also
induced neuronal recruiting, which is manifested as an
enhancement in seizure expression.

The VNS elicited dual effects related with tissue-sensibility.
This effect confirms anatomic and physiological relations among
vagal afferents, amygdaloid complex and cerebral cortex due to
thalamic pathways and its relations with vagus nerve, amygdaloid
complex and pyramidal cells. As a matter of fact, the thalamus is
the most important structure related with cerebral rhythms. For
this reason we hypothesized that the thalamus plays a key role in
the results showed here.

Key words: Vagus nerve, penicillin, epilepsy, EEG, spectral
analysis.

RESUMEN

Antecedentes

La estimulacion del nervio vago (ENV) es una terapia
anticonvulsiva que se usa en la epilepsia resistente al tratamiento
farmacoldgico. Para encontrar el mecanismo de accion del efecto
anticonvulsivo, se emplean diversos modelos experimentales. La
epilepsia se induce en preparaciones agudas mediante la aplica-
cion sistémica de un convulsivante, topicamente en la corteza
cerebral o en preparaciones crénicas mediante la estimulacion
eléctrica de la amigdala del I6bulo temporal. Pocos estudios han
empleado la ENV en preparaciones cronicas con el modelo de
epilepsia del l6bulo temporal.

Por otro lado, en las crisis limbicas iniciadas en la amigdala
participan los nucleos del complejo amigdalino, y en su propaga-
cion intervienen las areas que tienen relaciones neuronales con
éste. Esto influye en su desarrollo asi como en la inhibicion, por
ejemplo, del ritmo theta hipocampal. Sin embargo, ain no se
describe el efecto de la estimulacion eléctrica del nervio vago
sobre la frecuencia de las espigas, los estadios conductuales, el
numero de crisis y el ritmo theta hipocampal de un foco epiléptico
inducido por penicilina en la amigdala del 16bulo temporal.
Objetivo
Estudiar el efecto de la estimulacion del nervio vago sobre el
inicio, la propagacion, los estadios conductuales y la induccién o
reduccion experimental del ritmo theta hipocampal en la epilep-
sia focal amigdalina.

Material y métodos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, que fueron implanta-
das con una canula guia unida a un electrodo en la amigdala del
I6bulo temporal, un electrodo al hipocampo dorsal, dos clavos
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epidurales en la corteza prefrontal, un electrodo flexible en los
musculos laterales de la nuca y un electrodo en el nervio vago
izquierdo a la altura de la laringe. Al término del periodo de
recuperacion postoperatoria (cinco dias), los animales se dividie-
ron en dos grupos de cinco. En el Grupo | se tomé un registro
control de una hora e inmediatamente después se microinyectd
penicilina G sodica (Pn) en la amigdala (50 unidades internacio-
nales [Ul] en 1 pl de solucién salina). Una hora después de la
aplicacion de la Pn se inici6 la estimulacion eléctrica del nervio
vago (1.2-3.0 mA, pulsos de 0.5 ms y 30 Hz) durante 30 segun-
dos, con intervalos de 15 minutos durante dos horas. En el Grupo
Il se realiz6 el mismo procedimiento, excepto que este grupo
recibio la primera ENV antes de aplicar la penicilina. En ambos
grupos, los mismos animales funcionaron como sus propios con-
troles, se registrd la actividad eléctrica cerebral y las sefiales eléc-
tricas se registraron en una PC durante seis horas en ambos gru-
pos.

Resultados

Efecto de la ENV sobre la latencia y la duracion de las espigas. En el
Grupo I, en la latencia en segundos se observo una disminucién de
40% y un aumento de 15% en la duracién en minutos. En el
Grupo 11, en la latencia se observd un aumento de 37% y una
disminucion de 40% en la duracion.

Efecto de la ENV sobre el estadio y el namero de crisis. EI Grupo |
desarroll6 los estadios 111y 1V de la escala de Racine y presentd
més crisis. EI Grupo Il se mantuvo en los estadios 1 y 11 del
desarrollo de la epilepsia, segin la escala de Racine, y presentd
menos Crisis.

Efecto de la ENV sobre la frecuencia de las espigas. En el Grupo | se
observo un aumento significativo y sostenido de (P<0.05) en la
frecuencia, durante el tiempo de registro. En el Grupo |1 se obser-
vO una disminucidn significativa de (P<0.05) en la frecuencia.
Andlisis espectral de la actividad eléctrica cerebral. El electroencefalo-
grama es una herramienta para investigar la influencia de la ENV.
El andlisis espectral de la actividad eléctrica cerebral mostré en la
amigdala y la corteza prefrontal una actividad eléctrica cerebral
de alto voltaje con una frecuencia de entre 1-4 Hz, que predomi-
no6 después de la inyeccion de Pn y durante todo el tiempo de
registro. En el hipocampo se observd un aumento del ritmo theta
hipocampal por la presencia de las espigas interictales. La ENV
produjo una desincronizacion cortical que no se asoci6 con la
induccién de la actividad theta hipocampal.

En contraste con la ENV antes de la Pn (Grupo II), la ENV
después de la Pn (Grupo 1) indujo una respuesta facilitadora
acompafiada de actividad ritmica de alto voltaje en el electroen-
cefalograma.

Conclusion

Antes de aplicar la Pn, se observ6 que la ENV producia un incre-
mento en la latencia de aparicién de las espigas en la amigdala,
ademas de una reduccion en la frecuencia de las espigas, una
disminucion del nimero de crisis e incluso la aparicion exclusiva
de los estadios tempranos | y Il con respecto a la Pn sola. Estos
resultados sugieren que la ENV amortigud la sincronizacion
epileptiforme, disminuyendo la frecuencia de las espigas, que mas
tarde se manifesto en el desarrollo de los estadios conductuales 1V
y V, asi como un aumento del namero de crisis.

Una hora después de la aplicacion de la Pn, la ENV tuvo un
efecto proconvulsivante que se manifestd en un aumento de la
frecuencia de las espigas y una induccion de estadios 111y IV. La
ENV no s6lo es capaz de reducir la actividad epileptiforme, sino
de inducir ademas un reclutamiento neuronal, que se manifiesta
como una accién proconvulsivante en la expresion de las crisis.
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La ENV ejerce un efecto dependiendo de la excitabilidad del
tejido. Este efecto corrobora la relacion anatémica y fisiol6gica
que existe entre las aferentes vagales, la amigdala del 16bulo tem-
poral y la corteza cerebral dada por la sensibilizacion observada
inicialmente en la amigdala y por la propagacion que induce la
aplicacion tépica de la Pn como convulsivante.

Por Gltimo, el efecto desincronizante inducido por la ENV
sobre la actividad cortical alcanzé al ritmo theta hipocampal de-
bido a que se observé una ligera disminucion.

Palabras clave: Nervio vago, penicilina, epilepsia, EEG, anali-
sis espectral.

ANTECEDENTES

La estimulacion eléctrica del nervio vago (ENV) es
una terapia anticonvulsiva que actualmente se utiliza en
pacientes con epilepsia resistente al tratamiento
farmacoldgico (14). Para encontrar el mecanismo por
el cual se ejerce este efecto anticonvulsivo, se emplean
diversos modelos experimentales en que se ha visto
que la estimulacion repetida del nervio vago disminu-
ye la frecuencia de las espigas interictales e interrumpe
0 previene las crisis generalizadas en modelos experi-
mentales inducidas por estricnina (44), crema de alu-
mina (21), electrochoque (43) y penicilina o
pentilenetetrazol (24). También se ha reportado que la
transicion de crisis parciales a generalizadas, en el indling
eléctrico amigdalino (11), se retrasa al aplicar la ENV
en el gato (8). Estos estudios sugieren que la ENV
ejerce su efecto de manera indirecta, debido a que las
aferentes del nervio vago no inervan la corteza cere-
bral, pero si hacen blanco en varias estructuras cere-
brales relacionadas directa o indirectamente con la cor-
teza cerebral. Estas aferentes llegan al ndcleo
parabraquial (23) que proyecta a la amigdala (30) y al
talamo (34); al ndcleo del tracto solitario, que también
proyecta a la amigdala, y a la formacidn reticular, entre
otras. Estas estructuras, que se relacionan de una u otra
forma con el sistema limbico y el tdlamo, modulan la
actividad que induce la ENV, con lo que se producen
una desincronizacion cortical y una inhibicién de la ge-
neralizacion de las crisis limbicas (5, 12, 15, 22, 33, 42).

Durante el inicio y la propagacion de la actividad
paroxistica, evocada por un foco epiléptico en la amig-
dala del I6bulo temporal, intervienen estructuras rela-
cionadas directamente con el complejo amigdalino,
como la corteza prefrontal (6), la formacién reticular
(4, 15), el tdlamo (26, 35) y el hipocampo (2, 45). A su
vez, hay estructuras que participan en la inhibicion de
la génesis; por ejemplo, el ndcleo del tracto solitario
(22) y el giro dentado del hipocampo (25).

Por otra parte, se ha observado que la actividad ictal
e interictal se facilita o inhibe durante la sincronizacion
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0 desincronizacion cortical propia de las etapas del
ciclo suefio-vigilia, respectivamente (17). Asimismao, se
ha mostrado una menor ocurrencia de crisis epilépti-
cas en la vigilia o en el suefio de movimientos oculares
rapidos, estados en los cuales se presenta el ritmo theta
hipocampal (36), que se atribuye a un efecto
anticonvulsivo (18, 19, 27). También se ha analizado la
actividad ictal e interictal respecto a la integracion tem-
poral de las variaciones de frecuenciay los cambios de
amplitud en el area cortical mediante el analisis de la
transformada rapida de Fourier, asi como la evolu-
cion de patrones ritmicos dificiles de detectar por la
simple inspeccién visual (6, 7). Este analisis describe
los espectros de potencia en forma de imagenes en
color generados por un programa computacional es-
pecifico, disefiado en el laboratorio (9).

En trabajos anteriores hemos descrito las caracteris-
ticas y ventajas de un foco penicilinico en la amigdala
del 16bulo temporal en preparaciones crénicas en rata
y gato (1, 6, 7). Desde que lo propuso Gloor en 1978,
éste se caracterizd como un modelo de epilepsia par-
cial secundariamente generalizada, cuya caracteristica
son las espigas ictales e interictales que inducen la acti-
vidad epileptiforme, recurrente y autosostenida (10).
Desde entonces se han definido manifestaciones
conductuales dosis-dependiente compatibles con la
escala de Racine (31) y mecanismos de propagacion
(1, 3,7, 10, 24). También se sabe que la dosis de peni-
cilina varia segun la via de administracion, asi como la
latencia de inicio de espigas y la aparicion de crisis
convulsivas generalizadas.

Con el proposito de investigar una posible relacion
temporal, en el presente trabajo se estudiara el efecto
de la ENV en dos momentos temporales del episo-
dio epiléptico provocado por un foco penicilinico en
la amigdala del I6bulo temporal: 1. Se estudiaran el
efecto de la ENV en el proceso de instalacion/propa-
gacién de la actividad eléctrica epileptiforme y 2. el
efecto de la ENV en un episodio epiléptico ya desa-
rrollado y propagado. Para ello se analizaran la latencia
de aparicién, duracion y frecuencia de las espigas
epileptiformes, la conducta por la presencia o ausen-
cia de estadios conductuales, el nimero de crisis y el
aumento o disminucion del ritmo theta del hipocampo.

MATERIAL Y METODO

Los experimentos se realizaron segun las especifica-
ciones emitidas por el comite ético del Instituto Na-
cional de Psiquiatria para el cuidado y uso de animales
de laboratorio. Se utilizaron ratas macho de la cepa
Wistar con un peso de 250-350 gr, anestesiadas con
ketamina (20 mg/kg) y xilacina (0.2 mg/kg)
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intramusculares, para implantarles, siguiendo coorde-
nadas estereotaxicas (28), un electrodo bipolar de alam-
bre de acero inoxidable (calibre 0.38 mm) y aislado
eléctricamente (90-120 KQ, de 8 mm de largo), unido
a una canula guia de 0.21 mm de didmetro en el nd-
cleo central de laamigdala del I6bulo temporal izquier-
do y un electrodo con similares caracteristicas en el
hipocampo dorsal derecho. Se implantaron ademas
un electrodo monopolar epidural en forma de clavo
de acero (4 mm de largo y calibre 5 mm) en ambas
cortezas prefrontales, un electrodo bipolar de alam-
bre de acero inoxidable (calibre 0.38 mm) en los mus-
culos laterales de la nuca (electromiograma) y un elec-
trodo bipolar en forma de horquilla, hecho con el alam-
bre antes mencionado, en el nervio vago izquierdo a la
altura de la laringe.

Posteriormente, los animales se colocaron en cajas
individuales con agua y alimento ad libitum. Al término
del periodo de recuperacion postoperatorio de cinco
dias, se registro la actividad eléctrica cerebral de todos
los animales en situaciones diferentes: 1. registro sin
manipulacion alguna; sélo se registr6 durante seis ho-
ras. Esta situacion tenia la funcion de habituarlos a las
condiciones de registro con el fin de reducir los efec-
tos del estrés y observar valores normales en su ciclo
suefio-vigilia; 2. registros con aplicacion de penicilina
sola; estos registros nos indicaban la correcta respuesta
del animal a la dosis administrada. Si la respuesta a la
aplicacion de la penicilina era nula, el animal se excluia
del experimento; 3. registros con penicilina y ENV;
estos datos se comparan contra la aplicacion de peni-
cilina sola para evaluar el efecto de la ENV. Mediante
la observacion del ciclo suefio-vigilia de las ratas, se
controld que la aplicacién de la penicilina siempre se
realizara en vigilia.

En todos los animales, la canula guia sirvié para li-
berar 50 Ul de penicilina G sddica en 1.0 pl de solu-
cion salina al 0.9%, PH 7.0, por medio de una
microjeringa Hamilton. El procedimiento para deter-
minar el umbral eléctrico de la ENV consistio en la
aplicacion, cada cinco minutos, de trenes de pulsos
cuadrados con los siguientes parametros: 30 Hz, pul-
sos de 0.5 ms de duracion cada uno y 20 segundos de
duracion para cada tren. Durante la busqueda del
umbral se fue aumentando gradualmente la intensidad
0.2 mA hasta observar conductas vegetativas, como
deglucion, movimientos de vibrisas, guifios, acicala-
miento, masticacion y/o contraccion abdominal. Una
vez establecido este umbral, se aplicaban los trenes
durante 30 segundos, con intervalos de 15 minutos
durante dos horas (ocho estimulaciones en total). La
intensidad total varié en un margen de 1.0-3.0 mA.
Los estimulos se aplicaron siempre durante la fase de
vigilia.
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Descripcion de los grupos
Se dividieron dos grupos de cinco animales cada uno
(Grupo 1'y Grupo 11).

Los registros de penicilina sola fueron realizados en
idénticas circunstancias en el Grupo |y Grupo Il, ya
que cada animal funcion6 como su propio control.
Los registros de penicilina+ENV del Grupo | se rea-
lizaron de la siguiente manera: Se tomd un registro
basal de una hora. Justo al término de éste, se les
microinyecto a cada animal la penicilina en la amigda-
la. Una hora después, cuando el animal ya presentaba
conductas y actividad eléctrica cerebral de tipo epilép-
tico, se inici6 la ENV.

Los registros de ENV+penicilina del Grupo 11 tam-
bién al completarse la primer hora de registro, se inicié
con la ENV e inmediatamente terminado el primer
estimulo se aplico la microinyeccion de penicilina en la
amigdala (misma dosis que el Grupo |); de tal manera
que el Grupo 11 recibia la primera de las ocho ENV’s
antes de presentar cualquier conducta de tipo epilépti-
co, las subsecuentes siete ENV’s se aplicaron a interva-
los de 15 minutos. La primer hora de registro cumplia
funciones de adaptacion (en ambos grupos). El regis-
tro del electromiograma se utilizé para determinar la
fase de la vigilia en ciclo suefio-vigilia y estimular en la
misma fase a los animales.

Las sefiales analdgicas obtenidas durante los regis-
tros fueron amplificadas usando preamplificadores de
EEG idénticos (Grass 7P511K) con un filtro pasa bajos
colocado en 1 Hz y un filtro pasa altas cortando a 100
Hz. Se us6 un filtro “T” analdgico para quitar el ruido
residual de los 60 Hz de la linea. La actividad eléctrica
cerebral se registrd y se guardo digitalmente en el dis-
co duro de una PC para un analisis posterior, mas
detallado y ya fuera de linea. Posteriormente, se reali-
z6 un andlisis espectral tridimensional que permite ver
la evolucion temporal de la actividad bioeléctrica en el
dominio de la frecuencia. En nuestro sistema de ad-
quisicion, los canales amplificados se conectaron a un
convertidor analdgico digital de 12 bits, con un filtro
de overlap espectral antialiasing en cada entrada analdgica.
El rango de la muestra se selecciond de acuerdo con el
criterio de Nyquist. La duracion de cada barrido fue
de cuatro segundos con intervalos de 20 segundos entre
cada barrido.

Los estadios conductuales se determinaron segun el
criterio de Racine (31): estadio I, movimientos faciales
y de la boca; estadio 11, movimientos verticales de la
cabeza; estadio 111, mioclonias de los miembros ante-
riores; estadio 1V, postura de sentado con extension
del cuerpo en posicion vertical; y estadio V, crisis
convulsiva tonico clénica generalizada.

Al término del experimento, a todos los animales se
les aplicd una sobredosis de pentobarbital sédico; se
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perfundieron via intracardiaca utilizando una solucion
salina al 0.9% y formaldehido al 10% para fijar el cere-
bro posteriormente, se extrajeron los cerebros para
obtener rebanadas de 60 micras por medio de un
criostato y verificar los sitios de inyeccién y registro
por medio del procedimiento rapido (13).

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron las pruebas no paramétricas U Mann-Whitney
de rangos para grupos independientes y la prueba de
Wilcoxon para grupos relacionados, ambas con un nivel
de significancia de p<0.05. En las gréaficas de la figura 2
se muestran la mediana y el error estandar.

Los datos presentados resultan del anélisis compara-
tivo en las dos condiciones de un mismo grupo del
registro de la actividad eléctrica cerebral; la aplicacion
de penicilina sola se considera como la situacion “con-
trol”, para contrastar la situacion experimental
penicilina+ENYV y ENV+penicilina, y asi poder evaluar
el efecto de la ENV en la latencia de aparicion y
frecuencia de las espigas, el estadio y el nimero de crisis.

RESULTADOS

La aplicacion de penicilina se localiz6 en el nucleo cen-
tral de la amigdala (cuadro 1). Con este resultado nos
aseguramos de que la ENV tuviera un efecto sobre la
actividad interictal epileptiforme, debido a las proyec-
ciones entre el nucleo central de laamigdalay el ntcleo
del tracto solitario (principal blanco de las aferentes
vagales). El electrodo de hipocampo se localiz6 en la
parte dorsal (cuadro 1), en donde evaluamos los cam-
bios inducidos sobre el ritmo theta.

En los dos grupos se obtuvo un total de 58 regis-
tros de la actividad eléctrica cerebral en situaciones di-
ferentes, habituacion, penicilina sola, penicilina+ENV
y ENV+penicilina. En el Grupo | se obtuvieron cinco
habituaciones: ocho con penicilina sola y diez con
penicilina+ENV. En el Grupo 11 se obtuvieron ocho
habituaciones, trece con penicilina sola y catorce con
ENV+penicilina. Un resumen de la manipulacion ex-
perimental se muestra en el cuadro 2, donde se obser-
va lo anteriormente descrito.

Los registros de la actividad eléctrica cerebral mos-
traron las siguientes caracteristicas: Induccion de la ac-
tividad interictal epileptiforme por la aplicacion de
penicilina en la amigdala del I6bulo temporal y su pro-
pagacion hacia la corteza prefrontal y en el hipocampo
la actividad theta y una irregular propagacién de la
actividad interictal epileptiforme (figura 1). Con la
estimulacion eléctrica del nervio vago, se observo una
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Fig. 1. Se muestra el registro de la actividad eléctrica
cerebral de un animal del Grupo 2 en los 60 segundos
previos a la ENV (A), durante (B) e inmediatamente des-
pués de ésta (C). Notese el decremento en la frecuencia
de las espigas durante la ENV y la disminucién de la am-
plitud después de la ENV. Abreviaciones: Cortezas
prefrontales (Cpf); amigdala del I6bulo temporal izquier-
do (Am izq); hipocampo derecho (Hip d).

disminucion o un aumento de las espigas en la amig-
dalay la corteza prefrontal, asi como una disminucion
del ritmo theta en el hipocampo dorsal. El desarrollo
del foco penicilinico amigdalino en la situacion control
no se describe en este trabajo, ya que se ha abordado
en trabajos anteriores (1, 7).

Efecto de la ENV sobre la latencia y la duracion de las espigas
La latencia de aparicion de las espigas se considera como
el tiempo que transcurre entre el final de la
microinyeccion de penicilina y la presencia de espigas
en la actividad eléctrica cerebral de la amigdala. La
duracion de las espigas es el tiempo total en que se registra
la actividad sincrdnica autosostenida y de alto voltaje en
el electroencefalograma. En el Grupo | (n=5) se
observo una disminucion en la latencia de aparicion de
las espigas de 40%, de 132 £+ 42.2 a 78 + 33.1 segundos,
mientras que su duracién aumentod aproximadamente
15%, de 133 £ 35.9 a 155 =+ 27 minutos. En el Grupo
Il (n=5) se observd un aumento en la latencia de las
espigas de 37%, de 132 + 22.3 a 180 + 62.5 segundos,
y una disminucion en la duracion de éstas de 40%, de
176 + 32.7 a 106 + 48.1 segundos. Resultados obtenidos
al comparar los datos de penicilina sola contra penicilina
y la ENV, tomando a cada rata como su propio control
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CUADRO 1. Sitio de inyeccion y registro

Amigdala

Rata Nam
10 B25 L45 V75
1 B25 L45 V75
12 B31 L43 V75
13 B28 L42 V75
14 B28 L44 V74
15 B26 L46 V8.0
21 B28 L45 V80
22 B28 L50 V75
23 B33 L40 V75
27 B28 L40 V75

CeC
CeC
Cel

CeM
CeM
CeC

CeC
CeC
CeC
CeM

Hipocampo

L20
L2.0
L2.0
L18
L 2.0
L1.2
L22
L2.0
L20
L1.8

V25 ht
V28 hf
V3.4 DG
V3.0 CAT
V3.2 CAl
V3.2 dhc
V3.0 nt
V25 CA1
V3.5 hf
V3.0 CAt

B38
B4.6
B4.5
B338
B36
B4.8
B36
B4.5
B4.2
B 4.1

Muestra las coordenadas de los sitios de inyeccidon en los nlcleos de la amig-
dala del I6bulo temporal y las areas de registro en el hipocampo dorsal. Se
muestran dos cortes coronales del cerebro de la rata para indicar la trayec-

toria de la canula y del electrodo.

CUADRO 2. Muestra la manipulacion experimental por animal y grupo

Identificacion del animal y niUmero de registros

Grupo 1 Grupo 2
No. rata Hab Pnsola  Pn+ENV No. rata Hab Pnsola ENV+Pn
10 1 2 3 15 2 3 3
11 1 2 2 21 1 2 3
12 1 2 2 22 1 3 3
13 1 1 1 23 1 3 3
14 1 1 2 27 3 2 2

Muestra la manipulacién experimental por grupo y por animal. La columna hab indica la
habituacion ala caja de registro y la manipulacion. La columna Pnindicala aplicacion
de penicilina sola en ambos Grupos. En el Grupo 1 la columna Pn+ENV indica primero la
penicilinay después la estimulacion del nervio vago. En el Grupo 2 la columna ENV+Pn
indica primero la estimulacion del nervio vago y después la penicilina. Las abreviaturas
indican penicilina G sédica (Pn), estimulacién del nervio vago (ENV).

(figura 2). En otras palabras, cuando la ENV se aplicd
antes de la penicilina, las espigas tardaron mas tiempo
en presentarse, a diferencia de cuando se aplico una
hora después de la penicilina en los animales que
mostraban una clara conducta epiléptica.

En el modelo penicilinico, la duracion de las espigas
es un indicador que varia segun la via de administra-
cion y la dosis empleada. En las aplicaciones corticales
son necesarias dosis altas (mas de 5,000 Ul) y la aplica-
cion por via sistémica precisa dosis ain mayores. La
aplicacion tépica, como es el caso del presente trabajo,
requiere dosis bajas (50 Ul) para provocar un efecto
duradero que se extiende por mas de 180 minutos.
Los resultados indican que la duracion de las espigas
fue mas corta cuando la ENV se aplicé previamente a
la penicilina (Grupo I1), esto es, en un sistema adn sin
afectar por la actividad epiléptica.
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Efecto de la ENV sobre los estadios conductuales y nimero de
crisis

En este modelo, los estadios de las crisis epilépticas son
dosis-dependiente. Con dosis de 50 Ul se presenta una
actividad epileptiforme interictal duradera (mas de tres
horas) y pocas crisis convulsivas, con escasas variaciones
de sujeto a sujeto. Los estadios I, 11y 111 en la escala de
Racine (31) se consideran como crisis focales, en tanto
que los estadios IV y V indican una actividad convulsiva
generalizada. EI Grupo | presentd un desarrollo de
estadios tardios de las crisis (I11-1V) y tuvo mas crisis
focales: 47 + 13.1 vs. 62 £ 23.5. El Grupo 1l present6
un desarrollo de estadios mas tempranos (I-11) de las
crisis y tuvo menos crisis focales: 23+ 3.5vs. 17 £ 4.0, al
compararlos con sus propios controles (figura 3). El
mayor numero de crisis totales se presentd cuando la
ENV se aplico una hora después de la penicilina (Grupo
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Fig. 2. En A se presenta el registro de la actividad eléctri-
ca de la amigdala izquierda para ejemplificar la latencia
entre la microinyeccion de penicilina (sefialado con una
flecha) y la aparicion de espigas. En B se muestra por
medio de la mediana, el aumento de la latencia en la
aparicion de espigas en amigdala en el Grupo 2 cuan-
do se aplicaba la ENV previa a la inyecciéon de Pn. En C
se representa la disminucién del tiempo que duraron las
espigas a lo largo del tiempo de registro en el Grupo 2 al
compararlo con su propio control. En las graficas By C las
barras blancas indican la situacion control (Pn sola) y las
barras obscuras la situaciéon experimental (ENV+Pn). Abre-
viaturas penicilina (Pn), estimulacién del nervio vago
(ENV).

1). Pero, cuando la ENV se aplicé antes de la
microinyeccion (Grupo 1), los animales desarrollaron
menos crisis y un estadio més bajo.

Efecto de la ENV sobre la frecuencia (Hz) de las espigas
Una de las caracteristicas de la actividad epileptiforme
en la actividad eléctrica cerebral es la espiga y su fre-
cuencia se asocia con los estadios de la epileptogénesis.
El Grupo | mantuvo una frecuencia elevada durante
la ENV con respecto a su control, diferencia que fue
estadisticamente significativa (p<0.05) y que se sostu-
vo durante la mayor parte del tiempo de registro. En
el Grupo |1 tuvo una frecuencia total significativamente
mas baja que sus propios controles (figura 4). En resu-
men, la frecuencia de la espiga epileptiforme disminu-
y6 cuando la ENV se aplico antes de microinyectar
penicilina.
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Estadio y nimero de crisis
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Fig. 3. Se muestra en ambos grupos por medio de la fre-
cuencia acumulada (A, Grupo 1; B, Grupo 2), el efecto
por ENV previa a la microinyecciéon de penicilina (barras
obscuras) sobre el nUmero de crisis y estadio desarrolla-
do, en comparacién a sus propios registros de penicilina
sola (barras claras). Notese el decremento en el desarro-
llo de estadios tardios en el caso del Grupo 2 (B). F, Crisis
focales; nameros del 1 al 4, estadio conductual desarro-
llado durante la crisis.

Analisis espectral de la actividad eléctrica

Por medio del método descrito, en el cual se aplica la
transformada rapida de Fourier a la actividad eléctrica
cerebral (9), en las imagenes se muestra un evento con-
tinuo de la actividad eléctrica producida por una érea
cerebral, con lo que su funcidn se observa en dos pla-
nos de forma espacio-temporal. La siguiente inter-
pretacion del andlisis espectral de la actividad eléctrica
de la amigdala del I6bulo temporal (figura 5) y del
hipocampo dorsal (figura 6) de una rata del Grupo II:
a) el eje X corresponde a la frecuencia 0-32 Hz; b) el
eje Y representa el tiempo continuo del experimento,
y el color indica la potencia absoluta (voltaje) en cada
frecuencia. Las imagenes muestran una frecuencia de
entre 2-4 Hz de la actividad eléctrica cerebral princi-
palmente en amigdala, lo que predominé después de
la inyeccién de penicilina en el control y disminuy6
cuando se aplico la ENV, lo cual es representado por
el eje Y en la amigdala e hipocampo. En el hipocampo

Salud Mental, Vol. 27, No. 5, octubre 2004



Efecto en la frecuencia de espigas
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Fig. 4. Muestra la disminucion de frecuencia de las espi-
gas por la ENV mediante la frecuencia acumuladas en
dos situaciones; penicilina sola (barras blancas) y ENV
con penicilina (barras obscuras), en ambas graficas se
presenta la linea de tendencia para las barras obscuras.
Se sefiala el lapso de tiempo de las ENV's por medio de

una linea punteada. Notese la diferencia de la frecuen-
cia entre los dos grupos. A, Grupo 1; B, Grupo 2.

se observaron un aumento de la frecuencia de entre 4-
8 Hz, que corresponde al ritmo theta por la presencia
de la penicilina en la amigdala, y una disminucion por
la ENV+penicilina, Grupo 11, y la penicilina+ENV,
Grupo I. Las figuras 5 y 6 muestran un ejemplo de un
analisis del Grupo II.

DisCUSION

Los resultados obtenidos por la ENV aplicada antes
de la inyeccion de penicilina mostraron disminuciones
en el nimero de crisis y de espigas. En cuanto a la
disminucion en el nimero de crisis, se ha obtenido en
otros estudios en ratas (37) y en humanos (16), asocia-
do a una disminucion en la frecuencia de las espigas.
Los resultados sugieren una posible amortiguacion de
la sincronizacion epileptiforme que mas tarde se hu-
biera manifestado en un mayor nimero de crisis y en
un desarrollo de crisis parciales, generalizadas secun-
dariamente. Esta amortiguacion de la sincronizacion
epileptiforme indicaria que la desincronizacién induci-
da por la ENV viajaria por las aferentes vagales hacia
las &reas subcorticales que inducen la sincronizacion
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Andlisis espectral de la actividad eléctrica de la amigdala

Min 60

Min 0

Min 60

Min 0

Fig. 5. Se muestra el espectro de potencia de la activi-
dad eléctrica de la amigdala en un animal del Grupo 2
en situaciones experimentales diferentes, ilustradas en A
y B. Ambas indican, la frecuencia de 0-32 Hz en el eje “X”,
el tiempo continuo del experimento en el eje “Y” cada
plano representa 88 minutos y el voltaje de la actividad
eléctrica cerebral en color, la lectura inicia de abajo
hacia arriba empezando en uno y terminando en tres,
60 minutos de habituaciéon (C) previos a la manipula-
cion experimental. En A el efecto de la penicilina (Pn)
sola, la fecha junto la Pn indican el momento en que
ésta se aplicd. En B la fecha junto la Env+Pn indica el
momento de la estimulacién del nervio vago y al termi-
nar la estimulacion se aplico la Pn; ademas se indica en
el lado derecho de los planos el momento de inicio y
término de la aplicacion de las ENV’s. Notese la apari-
cion de la banda de 1-4 Hz (espigas) cuando se aplica
la penicilina.

cerebral y que inhibirian la propagacion de la actividad
epileptiforme amigdalina, las cuales favorecerian la
desincronizacion cortical, principalmente prefrontal y
frontorrolandica, con lo que provocarian la inhibicion
respectiva de la actividad interictal e ictal. Diversas evi-
dencias anatdmicas apoyan esta hipotesis ya que se han
descrito dos vias de comunicacion del complejo
amigdalino hacia la corteza. La primera es la proyec-
cion del nucleo basolateral amigdalino hacia el nlcleo
medio dorsal del tdlamo, el cual proyecta las areas
mediales prefrontales (35); la segunda via que estd com-
puesta por las proyecciones monosinapticas directas
de la amigdala hacia la corteza frontal (20). Asimismo,
existe una via de las aferentes vagales hacia la amigdala
via el ndcleo del tracto solitario (32, 38).
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Andlisis especiral de la actividad elécirica del hipocampo

Min 0

Min 60

Min 0

Fig. 6. La descripcion es igual a la figura 5. Mostrando el
espectro de potencia de actividad eléctrica del
hipocampo. No6tese el aumento de la banda de 4-8 Hz
(ritmo theta) cuando se aplica la penicilina y su disminu-
cion cuando se aplica la ENV.

Los resultados obtenidos por la ENV aplicada una
hora después de la inyeccion de penicilina mostraron
una mayor duracion en la presencia de las espigas y
mas crisis, con lo que la ENV surte un efecto facilita-
dor sobre la actividad paroxistica. En otras palabras,
la ENV no sélo es capaz de reducir la actividad
epileptiforme, sino ademas de inducir un reclutamien-
to neuronal. Esto Gltimo sugiere que, una vez que se
establece el foco epiléptico amigdalino y se propaga
hacia otras areas del encéfalo, la ENV induce un reclu-
tamiento neuronal en las areas que se consideran como
marcapasos de la actividad cortical (tdlamo 36, 40), y
que ya no depende del foco amigdalino sino de las
areas que generan la sincronizacion cortical. Eviden-
cias anatdmicas muestran que las lesiones talamicas re-
ducen las espigas y el enfriamiento bilateral de los
pedunculos inferiores taldmicos eliminan las espigas en
el modelo de epilepsia generalizada inducida por pe-
nicilina en el gato (27).

En estudios previos con estimulacién del nervio vago
se ha reportado la induccion de la sincronizacion cortical
(39). Enel presente trabajo se confirman estos resulta-
dos, ya que este efecto se ejerceria probablemente por
la activacion de sus aferencias en el nucleo del tracto
solitario, que de ahi parten hacia el tdlamo para activar,
entre otros, el ntcleo reticular, y facilitar la sincronizacion
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previa provocada por el desarrollo y la propagacion
del foco amigdalino penicilinico. La sincronizacion es
provocada por dos vias distintas, la Pn como
epileptogénico y la ENV, encuentran en el tadlamo un
efecto diferencial entre dos eventos que pretenden
modificar la ritmicidad cerebral normal asociada al
grado de excitabilidad cortical.

El incremento en la latencia de las espigas que pro-
picia la ENV sugiere la activacion del sistema
GABAérgico debido a que, al trascurrir los dias de la
ENV, se desencadenan efectos neuronales que dan
como resultado el aumento de los receptores
benzodiacepinicos en la amigdala, los cuales provoca-
rian a su vez un retardo en la accion antagonista
GABAérgica de la Pn. En estudios recientes se ha ob-
servado también que la aplicacién intra-amigdalina de
Pn induce una disminucion de los niveles de union de
estos receptores (3).

Otro resultado que se observo fue la aparicion del
ritmo theta hipocampal en respuesta a la propagacion
de la actividad epileptiforme interictal amigdalina, lo
que comprobd el efecto anticonvulsivo del ritmo theta
hipocampal descrito anteriormente (27). Antes y des-
pués de aplicar la penicilina, con la ENV se observé
una disminucion en el ritmo theta, la no evocacion de
este ritmo plantea un mecanismo inhibitorio diferente.
Dadas las conexiones anatomicas existentes entre el
tallo cerebral y el hipocampo (41), mas el papel que
cumple el hipocampo en los mecanismos de propa-
gacion de la actividad de naturaleza epiléptica (45),
podemos inferir la no activacion de los mecanismos
de la induccion del ritmo theta hipocampal originados
en el tallo cerebral, por la estimulacion de las aferentes
vagales.

Nuestros resultados apoyan el concepto de que las
aferentes vagales regulan las interacciones entre las areas
del tallo cerebral y la corteza en la expresion de las
crisis limbicas. La ENV ejerce un efecto dependiendo
de la excitabilidad del tejido. Este efecto corrobora la
relacién anatomica y fisioldgica entre las aferentes
vagales, la amigdala del I6bulo temporal y la corteza
cerebral, dada por la sensibilizacion observada inicial-
mente en la amigdala y su propagacién inducida por la
aplicacion topica del convulsivante. Nuestros resulta-
dos muestran también los diferentes rasgos caracteris-
ticos de la actividad eléctrica mediante planos que re-
presentan los espectros de potencia por la accion de la
penicilina y que son concordantes con los reportados
en trabajos anteriores (1, 7), donde sefialamos el desa-
rrollo del foco epiléptico y una lentificacién de la acti-
vidad eléctrica cerebral por la presencia de espigas en
las areas del 16bulo temporal.
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CONCLUSION

La ENV ejerce un doble efecto, pues por un lado
tiene un efecto inhibidor y, por otro, surte un efecto
facilitador, dependiendo de la excitabilidad del tejido
cerebral.
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