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IV. Resumen 

El propilparabeno (PPB) es un antimicrobiano ampliamente utilizado 
que bloquea canales de Na+ dependientes de voltaje en células piramidales 
de CA1, así como en cultivos de cardiomiocitos de rata. Sin embargo, se 
desconoce si la administración aguda y subcrónica de PPB solo y en 
combinación con un fármaco antiepiléptico (FAE) modifica la liberación de 
glutamato, hiperexcitabilidad y gliosis hipocampal, en ratas sometidas a Status 
Epilepticus (SE). Inicialmente, se investigaron los efectos de la administración 
única de PPB después del SE. El grupo de animales tratados con diazepam 
(DZP) más PPB presentó una disminución en la liberación de glutamato en el 
hipocampo (126%, p<0.001; 30 min después del tratamiento). Efecto que se 
asoció con un incremento en la actividad neuronal de baja frecuencia 
(p<0.001), disminución de las oscilaciones en las bandas 30-250 Hz (p<0.001) 
y menor daño neuronal en el hipocampo (evaluado 24 h después del SE), en 
comparación con las ratas que recibieron DZP más vehículo después del SE. 
Posteriormente, se evaluó si la administración subcrónica de PPB y su 
combinación con levetiracetam (LEV, un FAE de amplio espectro utilizado para 
el tratamiento de la epilepsia) durante el período post-SE, previene las 
consecuencias a largo plazo inducidas por la actividad epiléptica asociada al 
SE. En comparación con los animales que fueron tratados de forma subcrónica 
con vehículo después del SE, las ratas administradas con PPB (178 mg/kg, 
i.p.) durante 5 días presentaron una disminución en la excitabilidad neuronal, 
liberación interictal de glutamato y gliosis, así como un efecto neuroprotector 
selectivo de las células granulares de giro dentado evaluado durante la etapa 
crónica del modelo (30 días post-SE). Por otra parte, en los animales 
administrados con la combinación PPB-LEV se observó una disminución en el 
daño neuronal y en la liberación de glutamato (con respecto a las ratas tratadas 
solo con LEV o PPB). Finalmente, se evaluaron los efectos tóxicos inducidos 
por la administración subcrónica de distintas dosis de PPB y su combinación 
con LEV. Únicamente la dosis de 178 mg/kg, (i.p.) de PPB indujo cambios en 
la histología hepática y actividad motora evaluada mediante la prueba de 
campo abierto. Estos cambios se revirtieron después de suspender el 
tratamiento. Los resultados indican que el PPB solo o en combinación con un 
FAE podría representar una alternativa terapéutica para reducir las 
consecuencias de la actividad epiléptica inducida durante el SE.  
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V. Abstract 

Propylparaben (PPB) is an antimicrobial widely used that blocks voltage-
dependent Na+ channels in rats CA1 pyramidal cells as well as in 
cardiomyocyte cultures. However, it’s not known if the acute and subchronic 
administration of PPB alone and in combination with an antiepileptic drug 
(AED) modifies the glutamate release, hyperexcitability and hippocampal 
gliosis in rats subjected to Status Epilepticus (SE). Initially, the effects of a 
single administration of PPB after SE were investigated. The results showed 
that animals treated with diazepam (DZP) plus PPB had a decrease in 
hippocampal glutamate release (126%, p<0.001; 30 min after treatment). This 
effect was associated with an increase in low frequency neuronal activity 
(p<0.001), decreased oscillations in the 30-250 Hz bands (p<0.001), and 
reduction of neuronal damage in hippocampus (evaluated 24 h after SE), 
compared with rats receiving DZP plus vehicle after SE. The subsequent 
experiment, examined if the subchronic PPB administration and its combination 
with levetiracetam (LEV, a broad-spectrum AED used for epilepsy treatment) 
during the post-SE period prevent the long-term consequences induced by the 
seizure activity associated with SE. Compared to animals that were 
synchronously treated with vehicle after SE, the rats administered with PPB 
(178 mg / kg, i.p.) for 5 days had a decrease in neuronal excitability, interictal 
glutamate release and gliosis, as well as selective neuroprotective effect in 
dentate gyrus granule cells evaluated during the chronic period of the model 
(30 days post-SE). On the other hand, in the animals administered with the 
PPB-LEV combination a decrease in neuronal damage and glutamate levels 
was observed (compared to rats treated only with LEV or PPB). Finally, the 
toxic effects induced by the subchronic administration of different PPB doses 
and PPB-LEV combination were evaluated. Only the 178 mg/kg (i.p.) dose of 
PPB induced changes in the liver histology and motor activity assessed by the 
open field test. These changes were reversed after treatment cessation. The 
results indicate that PPB alone or associated with an AED could represent a 
therapeutic alternative to reduce the consequences of seizure activity induced 
during SE. 
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1. Introducción 

1.1 Epilepsia 

1.1.1 Definición 

La palabra epilepsia se deriva del verbo griego ἐπιληψία (epilamvanein) 

que significa “ser atacado”. En la antigua Grecia la gente hablaba de "ser 

atacado" y de haber tenido un "ataque". Esta terminología se derivó de la 

noción de que todas las enfermedades son representadas usualmente como 

ataques de los dioses o espíritus malignos (Engel y Pedley, 1997). De acuerdo 

a la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés), la 

epilepsia se define como un trastorno cerebral que se caracteriza por la 

predisposición a generar crisis epilépticas, así como  las consecuencias 

neurobiológicas, cognitivas, psicológicas y sociales asociadas a esta condición 

(Fisher et al., 2005).  

1.1.2 Fisiopatología 

Desde el punto de vista fisiopatológico las crisis epilépticas son 

producidas por descargas sincrónicas anormales y excesivas de subgrupos 

neuronales. La sincronización anormal es generada por el incremento de la 

neurotransmisión excitatoria mediada principalmente por el neurotransmisor 

glutamato y la reducción de la neurotransmisión inhibitoria mediada por el 

ácido γ-aminobutírico (GABA, por sus siglas en inglés) (Bradford, 1995). Las 

características de las crisis epilépticas son variables y dependen de la zona 

del cerebro en la que se origina el trastorno, así como de su propagación. 

Durante las crisis epilépticas pueden producirse síntomas transitorios como 

arresto conductual o pérdida del conocimiento, trastornos del movimiento y de 
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los sentidos (en particular alteraciones en la visión, audición y el gusto), así 

como alteraciones del humor o de otras funciones cognitivas (Engel, 2001). 

1.1.3 Etiología 

La epilepsia idiopática (de causa no identificable) es el tipo de epilepsia 

más frecuente y afecta a 6 de cada 10 personas con este trastorno. La 

epilepsia con causas conocidas se denomina epilepsia secundaria o 

sintomática y es consecuencia de un desorden conocido del sistema nervioso 

central (SNC). Entre las causas que originan la epilepsia sintomática se 

incluyen; neoplasias benignas y malignas (p. ej. meningioma, gliomas, 

metástasis), canalopatías y alteraciones genéticas (p. ej. Síndrome de Dravet, 

epilepsia mioclónica juvenil, errores innatos del metabolismo, epilepsias 

focales de origen genético, trastornos cromosómicos), trastornos de la 

migración neuronal (p. ej. displasias corticales), enfermedades 

neurodegenerativas (p. ej. enfermedad de Alzheimer), lesiones vasculares (p. 

ej. angiomas cavernosos, malformaciones arteriovenosas, evento vascular 

cerebral, Status Epilepticus (SE)), encefalopatía anoxo-isquémica (p. ej. 

hipoxemia neonatal, paro cardiorespiratorio), neuroinfecciones (p. ej. 

neurocisticercosis, encefalitis viral), trastornos metabólicos y trastornos 

autoinmunes (p. ej. encefalitis límbica, síndrome de Kozhevnikov-Rasmussen) 

(Engel, 2001). 

1.1.4 Epidemiología 

La epilepsia es considerada como una de las enfermedades con mayor 

prevalencia en todo el mundo (1-2% de la población), con una incidencia 

acumulada de por vida que se acerca al 3% (Laroche y Helmers, 2004; 

McNamara, 1999). En la actualidad existen de 40 a 50 millones de pacientes 

epilépticos en el mundo. Según estimaciones de la Organización Mundial de la 
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Salud (OMS) anualmente se diagnostican alrededor de 2.4 millones de casos de 

epilepsia y cerca del 80% de los pacientes viven en países con bajos ingresos 

(OMS, 2016). En México la prevalencia en los centros del Programa Prioritario de 

Epilepsia (PPE) es de 11 a 15 pacientes por cada 1000 habitantes (PPE, 2014). 

Por tanto, se estima que en México hay alrededor dos millones de personas con 

epilepsia (Secretaría de Salud, 2016). Datos del Instituto Mexicano del Seguro 

Social mencionan que en el 2012 la epilepsia ocupaba el lugar número 17 de la 

consulta de medicina familiar y el lugar número 13 de la consulta de neurología 

(PPE, 2014).  

1.1.5 Repercusiones sociales y económicas 

La epilepsia tiene importantes repercusiones económicas debido a la 

atención sanitaria que requiere, muertes prematuras y la pérdida de 

productividad laboral que ocasiona. En 2012 la epilepsia provocó la pérdida de 

alrededor de 20.6 millones de años de vida ajustados en función de la 

discapacidad que genera. En Estados Unidos el costo anual promedio que 

resulta del cuidado de la salud por paciente con epilepsia oscila entre 1,022 y 

19,749 dólares (Begley y Durgin, 2015). Un estudio realizado en la India (1998) 

reveló que el costo del tratamiento antiepiléptico por paciente representaba el 

88.2% del producto nacional bruto per cápita y los gastos relacionados con la 

epilepsia incluidos los gastos médicos, de transporte y la pérdida del tiempo 

de trabajo superaban los 2600 millones de dólares al año (Megiddo et al., 

2016). 

1.1.6 Comorbilidades de la epilepsia 

Los pacientes con epilepsia presentan una serie de comorbilidades que 

incluyen disfunciones cardiovasculares, respiratorias y psiquiátricas. En 

especial los pacientes con epilepsia tienen una mayor probabilidad (20-40%) 
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de presentar trastornos psiquiátricos en comparación con la población general 

(Devinsky, 2003). Los trastornos psiquiátricos más frecuentes son la ansiedad, 

depresión, psicosis, alteraciones cognitivas y desordenes de personalidad 

(LaFrance et al., 2008). En pacientes con epilepsia la ansiedad y depresión 

son las enfermedades que muestran una mayor prevalencia (15-25% y 11-

80%, respectivamente), comparado con la población en general (5.1-7.2% y 5-

17%, respectivamente). El riesgo de psicosis en los pacientes con epilepsia es 

significativamente mayor (6-12 veces) que en la población general y la 

prevalencia se ha estimado en un 10% (LaFrance et al., 2008; Torta y Keller, 

1999). Específicamente, los pacientes con epilepsia tienen una probabilidad 

dos veces mayor a presentar esquizofrenia. Por otra parte, la probabilidad de 

padecer trastorno de déficit de atención e hiperactividad es 4 veces mayor en 

relación a la población en general. Los desórdenes de personalidad se 

presentan en 5-18% de las personas con epilepsia (Matsuura et al., 2003). 

Además de las comorbilidades psiquiátricas, los pacientes con epilepsia 

pueden presentar otro tipo de comorbilidades entre los que se encuentran 

anemia, trastornos cardiovasculares, accidentes cerebro-vasculares, migraña, 

tumores y apnea de sueño (Chihorek et al., 2007; Forsgren y Nyström, 1990; 

Li et al., 1997; Malow et al., 2008; Rogawski, 2012). 

Aunque los efectos sociales pueden variar según el país, la 

discriminación y la estigmatización social que rodean a los pacientes con 

epilepsia en todo el mundo, son a menudo más difíciles de vencer que las 

propias crisis epilépticas. Las personas que viven con epilepsia pueden ser 

objeto de prejuicios y la estigmatización de la enfermedad puede hacer que 

los pacientes no busquen tratamiento (OMS, 2016). 
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1.1.7 Epilepsia de lóbulo temporal 

La epilepsia de lóbulo temporal (ELT) es el tipo de epilepsia focal más 

común en adultos y cerca del 30% de los pacientes son refractarios al 

tratamiento farmacológico (Engel, 1996). Más del 70% de los pacientes con 

ELT presentan esclerosis temporal mesial, la cual está caracterizada por 

atrofia hipocampal, acompañada de pérdida neuronal y proliferación de células 

gliales (Malmgren y Thom, 2012). Además, los pacientes con ELT sufren 

frecuentemente de comorbilidades que van desde alteraciones en procesos 

de memoria hasta alteraciones severas en procesos cognitivos (Hermann 

et al., 2007).  

1.1.7.1 Causas de la ELT 

Entre los factores que pueden predisponer al desarrollo de ELT se 

encuentran los siguientes: crisis febriles durante la niñez, alteraciones 

cerebrales durante nacimiento, traumatismo cráneo encefálico y SE. Cada una 

de estas lesiones cerebrales puede desencadenar una serie de procesos 

neurodegenerativos y la reorganización anormal de los circuitos neuronales 

conduciendo al desarrollo de epilepsia (Engel, 1996; Mathern et al., 1997).  

1.2 Status Epilepticus 

1.2.1 Definición 

El SE es una condición epiléptica aguda que se caracteriza por crisis 

repetidas (parciales o generalizadas, convulsivas o no convulsivas) durante un 

periodo de más de 30 minutos y sin recuperación entre ellas; sin embargo, 

también se puede  considerar como una crisis prolongada con una duración 

mayor a cinco minutos (Wasterlain y Chen, 2008). Recientemente la ILAE 

propuso una nueva definición basada en el conocimiento de la fisiopatología y 
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la necesidad de tratamiento clínico. Definiendo al SE como el resultado de la 

falla en los mecanismos responsables de la terminación de las crisis o por el 

inicio de los mecanismos que conducen al desarrollo de actividad epileptiforme 

por más de 30 minutos (Trinka et al., 2015).  

El SE es una de las emergencias neurológicas más comunes con una 

incidencia anual de 10 a 41 casos por cada 100,000 habitantes (Coeytaux 

et al., 2000; DeLorenzo et al., 1996; Hesdorffer et al., 1998a; Knake et al., 

2001; Vignatelli et al., 2003). Además, el SE se asocia con la mayor morbilidad 

y mortalidad que cualquier otra alteración neurológica (22,000 a 42,000 

muertes por año) y factores como la edad (>60 años), etiología y duración del 

SE son determinantes en la severidad de este padecimiento (DeLorenzo et al., 

1996; Towne et al., 1994). 

1.2.2 Clasificación del SE 

Con base en la presencia o ausencia de síntomas motores, el SE se 

puede clasificar en: SE con síntomas motores prominentes (SE convulsivo) y 

el SE sin manifestaciones motoras (SE no convulsivo). El término “convulsivo” 

se refiere a la presencia de episodios de contracciones musculares anormales, 

excesivas y habitualmente bilaterales que pueden ser sostenidas o 

interrumpidas (Blume et al., 2001; Trinka et al., 2015). El SE convulsivo 

comprende 37-70% de todas las formas de status y su incidencia anual es de 

hasta 40 casos por cada 100,000 habitantes (Trinka et al., 2012; Waterhouse, 

2008). 

1.2.3 Consecuencias del SE 

El desarrollo de SE refractario al tratamiento farmacológico incrementa 

significativamente el riesgo de la aparición de crisis epilépticas no provocadas 
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(epilepsia, 41%) (Hesdorffer et al., 1998a, 1998b; Holtkamp et al., 2005). En 

algunos casos el desarrollo de crisis recurrentes espontáneas (CRE), puede 

ser consecuencia de un episodio prolongado de SE que induce el desarrollo 

de epileptogénesis (Trinka et al., 2012).  

1.2.3.1 Epileptogénesis 

La epileptogénesis se refiere al fenómeno en la que diversos tipos de 

alteraciones cerebrales (p. ej. lesión cerebral traumática, accidente 

cerebrovascular, crisis febriles y SE) desencadenan una cascada de 

alteraciones que culminan con la aparición de CRE (Pitkänen y Lukasiuk, 

2009). En el proceso de epileptogénesis se pueden definir 3 etapas: 1) Daño 

inicial, 2) fase latente (período libre de crisis) y 3) aparición de CRE (epilepsia, 

Figura 1). 

Durante la fase latente de la epileptogénesis, se han podido identificar 

una cascada de alteraciones entre las que se incluyen; el daño neuronal, 

neurogénesis, rearborización o crecimiento axonal, gliosis, inflamación, 

ruptura de la barrera hematoencefálica (BHE), angiogénesis, incremento en la 

liberación de glutamato, alteraciones en la matriz extracelular, así como cierto 

tipo de canalopatías y actividad electrográfica de alta frecuencia, que en 

conjunto contribuyen de manera importante al desarrollo de epilepsia (CRE, 

Figura 1) (Löscher, 2015; Pitkänen y Lukasiuk, 2009). 

1.2.3.1.1 Incremento en la liberación de glutamato 

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del SNC. Por 

estudios en modelos animales se sabe que antes del inicio del SE, los niveles 

de este neurotransmisor se incrementan considerablemente y se mantienen 

elevados hasta la etapa crónica del modelo (Millan et al., 1993; Smolders et al., 

1997; Soukupova et al., 2015). A la fecha, no hay evidencia directa que asocie 
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el incremento de glutamato y el proceso de epileptogénesis; sin embargo, es 

posible sugerir que los altos niveles de glutamato juegan un papel importante 

en la cascada de alteraciones que contribuyen de manera importante al 

desarrollo de CRE (epilepsia) (Pitkänen y Lukasiuk, 2009). 

El incremento en los niveles extracelulares de glutamato en la epilepsia 

podría deberse a una falla en la expresión o funcionamiento de los 

transportadores de este neurotransmisor, lo cual ha sido confirmado por la 

disminución en la expresión del transportador de glutamato (EAAT, por sus 

siglas en inglés) EAAT1, EAAT2, EAAT3 y EAAT4, en el tejido de pacientes 

con epilepsia (Proper et al., 2002; Rakhade y Loeb, 2008).  

Por resultados obtenidos a partir de la cuantificación de receptores 

glutamatérgicos en el foco epiléptico de pacientes con ELT, se ha reportado un 

incremento en la densidad de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), α-

amino-hidroxil-5-metil-4isoxanol propionato (AMPA) y kainato. (Brines et al., 

1997; Geddes et al., 1990; Hosford et al., 1991; Zilles et al., 1999). Además, 

estudios en modelos animales y en tejido de pacientes muestran un aumento 

significativo en la expresión de receptores metabotrópicos de glutamato 

(mGluR1,3,5,8), asociado a una mayor expresión glial, en aquellas regiones 

donde aún no se observa una pérdida neuronal masiva, lo cual favorece la 

vulnerabilidad de estas zonas a ser hiperexcitables (Blümcke et al., 2000; Tang 

et al., 2001). 
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Figura 1. Alteraciones neuronales que ocurren durante el proceso de epileptogénesis. 
Distintos tipos de daños neuronales como el SE, lesión cerebral traumática y 
accidente cerebrovascular pueden desencadenar el proceso de epileptogénesis. 
Entre las alteraciones neuronales se incluye el incremento en la liberación de 
glutamato, daño neuronal, neurogénesis, gliosis, neuroinflamación, rearborización de 
axonal, angiogénesis y aparición de actividad eléctrica de alta frecuencia, que en 
conjunto inducen el desarrollo de epilepsia. 

1.2.3.1.2 Daño neuronal 

El hipocampo es la principal estructura involucrada en la generación de 

crisis parciales y SE. A partir del hipocampo la actividad epiléptica se propaga 

a regiones cerebrales límbicas y extra límbicas (Clifford et al., 1987; Jope 

et al., 1986; Turski et al., 1983). Los modelos animales de SE muestran un 

incremento de la actividad metabólica de estructuras como CA1, giro dentado 

(GD), subículo y presubículo (Bertram y Cornett, 1994). Dicho incremento 

conduce a la pérdida neuronal, con la consecuente disminución de la inhibición 

GABAérgica en hipocampo (hipótesis de “células de canasta durmientes”) 
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(Lothman et al., 1990). Siendo la región ventral del hipocampo, el área más 

susceptible al daño neuronal inducido por el SE (Fujikawa, 1996; Fujikawa 

et al., 1999). Además, el daño neuronal también es observado en otras 

estructuras como la amígdala, corteza entorrinal,  corteza perirrinal y algunas 

áreas extratemporales como tálamo y cerebelo (Pitkänen y Lukasiuk, 2009).  

Diversas evidencias han asociado la exposición a glutamato con la 

muerte neuronal dando lugar a la teoría de la excitotoxicidad celular, que 

puede explicar el daño neuronal asociado al SE (Choi, 1987; Olney et al., 

1974). De acuerdo con esta teoría la activación postsináptica de los receptores 

NMDA inducida por la liberación excesiva presináptica de glutamato, 

incrementa los niveles de Ca2+ intracelular, que a su vez, dispara diversos 

procesos bioquímicos dando como resultado final la muerte celular (necrosis 

o apoptosis) (Covolan y Mello, 2006; Fujikawa, 1996). En este contexto, la 

neuroprotección es considerada esencial para la prevención de la 

epileptogénesis. Por otra parte, la disminución del daño neuronal durante el 

SE reduce las alteraciones conductuales y cognitivas inducidas por la actividad 

epiléptica (Cunha et al., 2009). Sin embargo, existen algunas evidencias que 

demuestran el desarrollo de epileptogénesis secundaria al SE a pesar del uso 

de fármacos con efectos neuroprotectores (André et al., 2001; François et al., 

2011, 2006). 

1.2.3.1.3 Neurogénesis 

La inducción de crisis epilépticas desencadena el proceso de formación 

de nuevas neuronas en GD (neurogénesis) (Parent, 2007). El aumento de la 

neurogénesis puede ser detectado pocos días después del SE y se mantiene 

elevado durante varias semanas (Parent et al., 1997). La actividad epiléptica 

que se presenta durante el SE modifica la migración de las nuevas neuronas  

resultando en una localización ectópica en hilus, conectividad aberrante y en 
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el incremento de la excitabilidad celular (Scharfman et al., 2000). Por otra 

parte, la supresión del proceso de neurogénesis en animales con SE 

disminuye las alteraciones cognitivas sin modificar el desarrollo de 

epileptogénesis (Pekcec et al., 2008).   

1.2.3.1.4 Gliosis 

El análisis de la inmunoreactividad para la proteína fibrilar glial (GFAP, 

por sus siglas en inglés) muestra la presencia de células gliales hipertróficas 

(gliosis reactiva) como una característica morfológica del tejido esclerótico de 

pacientes y modelos animales de epilepsia (Wetherington et al., 2008). En el 

SNC existen tres tipos de células gliales: 1) astrocitos, 2) oligodendrocitos y 3) 

microglia (Allen y Barres, 2009). 

Los astrocitos regulan los niveles extracelulares de potasio y la 

recaptura de glutamato. Además, de participar en el metabolismo y síntesis de 

diversas moléculas (p. ej. proteasas). También son capaces de sintetizar y 

liberar mediadores inflamatorios después del daño cerebral inicial (p. ej. SE), 

así como durante la fase crónica del modelo (CRE) (Coulter y Steinhäuser, 

2015; Vezzani y Baram, 2007).  

En cuanto a los oligodendrocitos, estos son responsables de formar la 

vaina de mielina alrededor de los axones en el SNC. La vaina de mielina es 

importante en la comunicación interneuronal manteniendo las redes 

neuronales y la conducción de los impulsos eléctricos (Allen y Barres, 2009). 

Existen algunas evidencias que han demostrado desmielinización de las 

neuronas del hipocampo durante el proceso de epileptogénesis. Razón por la 

cual, estas células juegan un papel importante en el desarrollo de la epilepsia 

(Luo et al., 2015; Ye et al., 2013; You et al., 2011).   
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Por su parte, las células microgliales son extremadamente sensibles a 

las alteraciones en la homeostasis cerebral y responden rápidamente a 

cualquier patología (Hailer, 2008). El incremento en la microglia y la migración 

hacia el lugar de la lesión puede ser observada entre 12 y 24 h después de la 

lesión, alcanzando su pico máximo de expresión después de 72 h y puede 

permanecer elevado durante varias semanas (Hailer et al., 1999; Jørgensen 

et al., 1993). La microglia activada libera compuestos con efectos nocivos para 

las neuronas como citocinas pro-inflamatorias (interleucina-1, interleucina-6, 

factor de necrosis tumoral α), proteasas y óxido nítrico (Allan et al., 2005; 

Kreutzberg, 1996; Nathan, 1992). Por otra parte, la microglia activada también 

puede liberar factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas 

en inglés), neurotrofina-3 o factor de crecimiento nervioso, que tienen un efecto 

neuroprotector y pueden promover la regeneración neuronal (Miwa et al., 

1997).  

1.2.3.1.5 Rearborización o crecimiento axonal 

El crecimiento axonal de células granulares glutamatérgicas o fibras 

musgosas es la forma más estudiada de la plasticidad axonal en la epilepsia. 

Diversos daños cerebrales (p. ej. SE, lesión cerebral traumática y los 

accidentes cerebrovasculares) desencadenan la formación de fibras 

musgosas (Mathern et al., 1996; Pitkänen et al., 2007). La rearborización 

axonal se produce antes de la aparición de CRE y se mantiene durante toda 

la vida (Nissinen et al., 2001). La aparición de fibras musgosas se produce en 

los axones de las células piramidales de CA1 del hipocampo, así como en la 

corteza entorrinal del ser humano (Mikkonen et al., 1998). La hipótesis central 

sugiere que la pérdida de interneuronas GABAérgicas a nivel del hilus y la 

formación de nuevos circuitos glutamatérgicos aumentan la excitabilidad 
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neuronal que conduce a una mayor susceptibilidad para el desarrollo de crisis 

epilépticas (Ben-Ari, 2001). 

1.2.3.1.6 Daño a la BHE 

El daño a la BHE, la consiguiente expresión de factores angiogénicos 

(factor de crecimiento endotelial vascular, VEGF  por sus siglas) (Chopp et al., 

2008; Rigau et al., 2007). Evidencias experimentales sugieren que la actividad 

epiléptica prolongada induce la apertura de la BHE y angiogénesis (Hellsten 

et al., 2005; Rigau et al., 2007; Van Vliet et al., 2007). La apertura de la BHE 

puede desencadenar actividad epileptiforme y llevar a un círculo vicioso que 

favorece a la excitabilidad neuronal (Seiffert et al., 2004). 

En general, la secuencia y magnitud de las alteraciones secundarias al 

SE es fundamental para el desarrollo de epilepsia (Ben-Ari y Dudek, 2010). 

Por lo cual, el periodo de latencia que ocurre entre el daño inicial (p. ej. SE) y 

el desarrollo de CRE, ofrece una ventana terapéutica para evitar el proceso de 

epileptogénesis (Löscher, 2015; Löscher et al., 2013; Pitkänen y Lukasiuk, 

2011).  

1.2.3.1.7 Actividad eléctrica de alta frecuencia 

Durante la conducta de sueño y vigilia se puede observar la aparición 

de potenciales de campo rítmicos espontáneos, entre los que se incluyen 

actividad delta (0.1-4Hz), theta (4-8 Hz), alfa (8-13 Hz), beta (13-30 Hz), 

gamma (30-90 Hz) y oscilaciones de alta frecuencia (90-500 Hz), que en 

conjunto corresponden al incremento del ritmo y la sincronía de las descargas 

neuronales. En comparación con actividad theta y gamma, las redes 

neuronales encargadas de la generación de actividad de alta frecuencia (90-

250 Hz) son más pequeñas en tamaño y duración, pero el incremento en el 

número y sincronía de las descargas que se produce en una escala temporal 
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de unos pocos milisegundos pueden ser mucho mayores, debido a que la 

actividad de alta frecuencia puede facilitar la transmisión sináptica a través de 

redes locales (Buzsaki et al., 1992). En el hipocampo normal de rata la 

actividad de alta frecuencia se genera en el área de CA1 y se presenta durante 

episodios de inmovilidad y durante el periodo de sueño de ondas lentas 

(Buzsaki et al., 1992). Además, las oscilaciones de alta frecuencia pueden ser 

encontradas en CA3, subículo y la corteza entorrinal (Chrobak y Buzsaki, 

1996; Csicsvari et al., 1999). Fisiológicamente las oscilaciones de alta 

frecuencia son desencadenadas por ráfagas de subpoblaciones celulares del 

área de CA3 resultado de una reducción transitoria en la inhibición y son 

capaces de reflejar grandes potenciales postsinápticos en el área de CA1 y 

células sub-piramidales (Buzsaki, 1986). Las oscilaciones de alta frecuencia 

participan en la transferencia de la información y la consolidación de la 

memoria. La alteración de las redes neuronales asociada a la epilepsia, puede 

generar actividad de alta frecuencia anormal o patológica en áreas cerebrales 

capaces de generar crisis como GD, subículo y corteza entorrinal (Bragin et al., 

1999). Debido a que las oscilaciones de alta frecuencia no se presentan en el 

GD de animales normales, esta es una de las principales características de la 

actividad patológica y su presencia puede ser utilizada como un biomarcador 

de epileptogénesis (Bragin et al., 2004; Lévesque et al., 2011; Staba y Bragin, 

2011).  

1.2.4 Modelos animales de SE 

Los modelos animales de SE permiten la comprensión de los 

mecanismos involucrados en la generación del status y la subyacente 

epileptogénesis. Lo anterior ayuda a evaluar la eficacia de FAE y otras 

alternativas terapéuticas para el tratamiento de la epilepsia y las 

consecuencias cognitivas asociadas a este padecimiento. 
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El hipocampo es la principal estructura involucrada en la generación de 

crisis parciales y SE. A partir del hipocampo la actividad epiléptica se propaga 

a regiones cerebrales límbicas y extralímbicas (Clifford et al., 1987; Jope et al., 

1986; Turski et al., 1983). Los modelos animales de SE muestran un 

incremento de la actividad metabólica de estructuras como CA1, GD, subículo 

y presubículo (Bertram y Cornett, 1994). Después del SE ocurre un período de 

latencia (días-semanas) en el que no se presentan crisis y la actividad 

electroencefalográfica aparentemente es normal. Posterior al periodo de 

latencia, en todos los modelos animales de SE se observa el desarrollo gradual 

y progresivo de CRE (epileptogénesis). Por ello los modelos animales de SE 

son considerados modelos de epilepsia de lóbulo temporal (ELT).  

1.2.4.1 Modelo de Pilocarpina y Litio-Pilocarpina 

La pilocarpina es un agonista de los receptores muscarínicos (M1) 

altamente expresados en el hipocampo (principalmente en las células 

granulares de GD), estriado y corteza cerebral (Adem et al., 1997; Kuhar y 

Yamamura, 1976). La administración sistémica de pilocarpina (300 a 400 

mg/kg, i.p.) induce el desarrollo de SE en ratas y ratones (Turski et al., 1983). 

Sin embargo, esta dosis tiene importantes efectos periféricos, por ello, es 

necesaria la administración concomitante de antagonistas muscarínicos, como 

metilescopolamina en dosis de 1 mg/kg, i.m. Por otra parte, la administración 

de cloruro de litio (3 meq/kg) 24 h antes de la inyección de pilocarpina (30 a 

60 mg/kg), disminuye la dosis de está y los efectos periféricos (Jope et al., 

1986).  

El modelo de pilocarpina o litio pilocarpina se caracteriza por inducir tres 

fases características (aguda, latente y crónica) (Jope et al., 1986; Turski et al., 

1983). La fase aguda en la mayoría de los animales, comienza 5-10 min 

después de la administración de pilocarpina. Se caracteriza por una actividad 
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electroencefalográfica de bajo voltaje en corteza cerebral y amígdala, que se 

correlaciona con la conducta de crisis que implica acinesia, piloerección, 

erguimiento de orejas, temblor, salivación y diuresis. Entre 15 y 20 min 

después de la administración de pilocarpina se presenta actividad 

electroencefalográfica de alto voltaje, que inicialmente se registra en 

hipocampo y posteriormente se extiende a corteza y amígdala; reflejándose 

en conducta de masticación, mioclonías de cabeza, guiño, salivación, 

sacudidas de perro mojado, clonus de miembros anteriores, posición de 

canguro y pérdida de la postura corporal. El SE se establece aproximadamente 

20 min después de la administración de pilocarpina, teniendo una duración 

hasta de 3 h y se caracteriza por la presencia de crisis límbicas repetidas, con 

prominente actividad de alto voltaje en hipocampo, corteza y amígdala. En la 

fase latente del modelo de pilocarpina se observan registros 

electroencefalográficos aparentemente normales, que se correlacionan con 

una conducta habitual; esta fase también es llamada silenciosa y tiene una 

duración de 4-44 días. La fase crónica del modelo de pilocarpina, se 

caracteriza por la presencia de crisis límbicas espontáneas y recurrentes (2-3 

por semana) con actividad rápida de alto voltaje, registrada en hipocampo, 

corteza y amígdala (Jope et al., 1986; Scorza et al., 2009; Turski et al., 1983). 

1.2.4.2 Modelo del Ácido Kaínico 

El ácido kaínico (AK) es un agonista de los receptores ionotrópicos 

glutamatérgicos expresados con mayor densidad en hipocampo, 

especialmente en CA3, amígdala, corteza perirrinal y entorrinal (Miller et al., 

1990). El AK induce actividad epiléptica repetida con subsecuente daño 

neuronal en hipocampo y amígdala, que se asemeja a los efectos producidos 

por la ELT en humanos (Ben-Ari et al., 1981; Nadler et al., 1978). 
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El AK puede ser administrado por vía intraperitoneal, intravenosa, 

subcutánea, intracerebroventricular, o mediante inyecciones 

intrahipocampales. En ratas adultas la dosis necesaria de AK para producir 

actividad epileptiforme y SE oscila entre 10 y 14 mg/kg, i.p. La actividad 

convulsiva ocurre en los primeros 60 min después de la administración de AK 

(Dudek et al., 2006). 

Este modelo es principalmente usado en ratas neonatas de entre 5 y 20 

días tras la aplicación sistémica (2-10 mg/kg, i.p) del alcaloide (Dudek et al., 

2006). El AK se emplea para inducir actividad epiléptica originada en el 

sistema límbico e incluso puede causar SE (etapa aguda), el cual produce 

cambios neurales que promueven el proceso de epileptogénesis (etapa de 

latencia) dando lugar al desarrollo de CRE (etapa crónica) (Ben-Ari et al., 

1981; Dudek et al., 2006; Lothman y Collins, 1981). Por lo tanto, este modelo 

puede emplearse para inducir SE o para estudiar sus consecuencias, 

incluyendo procesos de daño neuronal y epileptogénesis. 

1.2.4.3 Modelo de Estimulación Eléctrica 

La estimulación eléctrica en distintas áreas del cerebro genera 

descargas electroencefalográficas que se correlacionan con cambios 

conductuales. El modelo de SE inducido por estimulación eléctrica deriva de 

una observación casual, en donde ratas que estaban paralizadas, con oxígeno 

y que mantenían buen equilibrio metabólico; recibieron una estimulación 

eléctrica cada minuto durante más de 25 min, mostrando actividad 

epileptiforme en el registro electroencefalográfico después de que la 

estimulación eléctrica había sido detenida. La severidad y duración de las 

crisis auto sostenidas se correlacionaba con la duración de la estimulación 

eléctrica (Wasterlain, 1974, 1972). Estudios posteriores mostraron que la 

estimulación eléctrica continua de alta o baja frecuencia en estructuras 
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límbicas puede inducir SE (Cain et al., 1992; Milgram et al., 1985). Las 

estructuras límbicas susceptibles al desarrollo de SE por estimulación eléctrica 

son la vía perforante, hipocampo y amígdala (Gorter et al., 2003; Lothman 

et al., 1989; Mazarati et al., 1998; Nissinen et al., 2000; Sloviter, 1987; 

Vicedomini y Nadler, 1987). 

El modelo de SE por estimulación eléctrica consiste en realizar la 

implantación de dos electrodos (uno de estimulación y otro de registro), en 

alguna de las regiones antes mencionadas (vía perforante, hipocampo o 

amígdala), aplicando pulsos monofásicos cuadrados de 1 ms de duración a 

una frecuencia de 20 Hz durante 30 minutos. 

1.2.5 Tratamiento farmacológico del SE 

El principal objetivo del tratamiento durante el SE es el rápido control de 

las crisis con el fin de evitar las alteraciones cognitivas a largo plazo (Abend y 

Dlugos, 2008). La primera línea de tratamiento para el SE incluye la 

administración intravenosa de benzodiacepinas tales como diazepam (DZP) o 

lorazepam, incrementando la inhibición GABAérgica (Prasad et al., 2014; 

Treiman, 2007). Sin embargo, del 35 al 50% de pacientes con SE presentan 

farmacorresistencia a tratamientos de primera elección (benzodiacepinas), 

20% responde a fármacos de segunda elección (fenobarbital, fenitoína y ácido 

valpróico) y solamente 31% de los pacientes responde a la combinación de 

ambos grupos de fármacos (Alldredge et al., 2001; Holtkamp, 2011; Rossetti y 

Lowenstein, 2011; Treiman, 2007). 

La duración del SE es una de las principales variantes que influye en la 

respuesta farmacológica a benzodiacepinas (Neligan y Shorvon, 2011). Esto 

es, debido a que durante el SE los pacientes se vuelven progresivamente 

resistentes a dichos agentes. Sin embargo, los pacientes responden a 
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antagonistas de los receptores NMDA llegado a ser particularmente eficaces 

para el tratamiento del SE de larga duración (Mazarati et al., 1998; Mazarati y 

Wasterlain, 1999). La pérdida de respuesta al tratamiento farmacológico 

durante el SE se debe a la internalización de receptores GABAérgicos y 

externalización de receptores tipo NMDA (Naylor et al., 2013, 2005). 

Considerando lo anterior, el uso de benzodiacepinas para el tratamiento del 

SE es relativamente limitado. Aunado a la refractariedad farmacológica del SE, 

los tratamientos utilizados actualmente causan severos efectos secundarios 

entre los que se encuentran: sedación, erupciones cutáneas, fallas 

multiorgánicas, alteraciones de la función motora, trastornos psiquiátricos y 

exacerbación de la actividad epileptiforme (Abend y Dlugos, 2008; Holtkamp, 

2011; Manno, 2003). Por otra parte, no existe ningún fármaco que detenga el 

daño neuronal inducido por el SE (Löscher, 2015).  

Lo anterior hace necesario la búsqueda de nuevas alternativas 

terapéuticas para el control del SE con menos efectos secundarios y capaces 

de disminuir el daño neuronal asociado al status. Actualmente se ha sugerido 

el uso de la combinación de fármacos con múltiples mecanismos de acción 

(farmacología en red)  para el control del SE y sus consecuencias del mismo 

(Löscher, 2015). Para lo cual, se ha sugerido el uso del levetiracetam (LEV, un 

fármaco de nueva generación y con amplio espectro de eficacia clínica) como 

un candidato ideal para su combinación con otros fármacos antiepilépticos 

(FAE) (Kaminski et al., 2009). 

1.2.5.1 Levetiracetam 

El LEV ((S)-α-etil-2-oxo-1-pirrolidina acetamida) es un FAE de amplio 

espectro utilizado como mono y poli-terapia para el tratamiento de crisis 

parciales refractarias al tratamiento farmacológico con o sin generalización 

secundaria (Aiguabella et al., 2011; Lyseng-Williamson, 2011) (Figura 2). El 
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LEV también es utilizado para el tratamiento de crisis mioclónicas juveniles y 

crisis idiopáticas tónico clónicas generalizadas (Lyseng-Williamson, 2011).  

El LEV tiene efectos anticonvulsivantes en ratones con crisis 

audiogénicas; además, retrasa el desarrollo de epileptogénesis en el modelo 

de kindling amigdalino (Gower et al., 1992; Löscher et al., 1998). Sin embargo, 

no evita las crisis generalizadas inducidas por la estimulación eléctrica máxima 

y por la administración de pentilenetetrazol (Gower et al., 1992; Klitgaard et al., 

1998; Löscher y Hönack, 1993). 

El pretratamiento con LEV previene el desarrollo de SE y reduce el daño 

neuronal evaluado a corto plazo (Itoh et al., 2015; Lee et al., 2013; Mazarati 

et al., 2004; Oliveira et al., 2005; Zheng et al., 2010). Sin embargo, la 

administración repetida de LEV (231-315 mg/kg, por día durante 4 semanas) 

después del SE no evita la aparición de CRE. Además, desarrolla  tolerancia 

al tratamiento, se observa un incremento en la frecuencia y duración de las 

crisis (Brandt et al., 2007; Glien et al., 2002). La pérdida de actividad 

anticonvulsivante se asocia al incremento en el daño neuronal durante la fase 

crónica del modelo, condición asociada a niveles elevados de glutamato en el 

periodo interictal (Brandt et al., 2007; Soukupova et al., 2015). 

Actualmente el LEV ha sido utilizado para el tratamiento del SE 

refractario a fármacos, obteniéndose resultados satisfactorios y con un alto 

índice de seguridad en pacientes pediátricos (Abend et al., 2009; Abend y 

Dlugos, 2008; İşgüder et al., 2016).  

1.2.5.1.1 Mecanismo de acción 

A la fecha el mecanismo de acción del LEV no está completamente 

elucidado. Sin embargo, existe una fuerte correlación funcional entre la 

afinidad del LEV con la proteína vesicular sináptica 2A (SV2A) y su potencia 
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como anticonvulsivante (Lynch et al., 2004). Por otra parte, el LEV produce 

una reducción de las corrientes de Ca2+ activadas por alto voltaje en neuronas 

piramidales de hipocampo y reduce las corrientes rectificadoras entrantes 

mediadas por  K+ (Madeja et al., 2003; Niespodziany et al., 2001). Este efecto 

se encuentra  asociado a la disminución en la liberación intracelular de Ca2+ 

(Nagarkatti et al., 2008). Por estudios en rebanadas de hipocampo de rata se 

pudo observar que el LEV no modula los parámetros de excitabilidad neuronal 

mediados por el canal de Na+ dependiente de voltaje (Zona et al., 2001). En 

cuanto a su efecto sobre la actividad inhibitoria, el LEV suprime los efectos de 

moduladores alostéricos negativos (β-carbonilos y zinc) sobre las corrientes 

de los receptores GABAA y glicina (Rigo et al., 2002).  

 

Figura 2. Estructura molecular del propilparabeno (PPB) y levetiracetam (LEV). 

1.2.6 Búsqueda de nuevos FAE 

Como se mencionó anteriormente, un alto porcentaje de pacientes con 

SE son refractarios al tratamiento farmacológico. Además, los FAE utilizados 

actualmente causan severos efectos secundarios (Abend y Dlugos, 2008; 

Holtkamp, 2011; Manno, 2003). Por otra parte, al presente no existe ningún 

FAE capaz de evitar el proceso de epileptogénesis inducido por el SE. Lo 

anterior hace necesaria la búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas para 

el control del SE con efectos adversos mínimos y que eviten el desarrollo de 

CRE.  
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En las últimas décadas, la industria farmacéutica internacional ha 

reconocido la potencialidad (en términos terapéuticos y económicos) del 

proceso conocido como ”reutilización de fármacos” o "reprogramación de 

fármacos”, esto es, identificar nuevas indicaciones terapéuticas para un 

fármaco conocido (Sleigh y Barton, 2010; Verma et al., 2005). Entre los 

numerosos ejemplos que pueden ser mencionados, se encuentra el uso de la 

aspirina (tradicionalmente utilizado como analgésico, antipirético y 

antiinflamatorio) como cardioprotector; el uso del sildenafil (originalmente 

desarrollado para el tratamiento de la angina de pecho) en el tratamiento de la 

disfunción eréctil y la talidomida (utilizada para el tratamiento de insomnio y 

náuseas en embarazadas) para el tratamiento del eritema nodoso en 

pacientes con lepra (García-Domenech et al., 2008). 

Tradicionalmente la detección de segundos usos terapéuticos se 

producía por azar. Sin embargo, actualmente se han desarrollado algunas 

metodologías computacionales de búsqueda racional de fármacos que 

permiten abordar la reutilización de fármacos desde una perspectiva racional 

y sistemática. Una de las metodologías utilizadas es el “Screening” virtual (SV), 

un conjunto de técnicas computacionales que permite identificar compuestos 

potencialmente interesantes desde el punto de vista farmacológico a partir de 

representaciones de la estructura molecular de los compuestos químicos 

(Rollinger et al., 2008). 

1.2.6.1 Ventajas del “Screening” virtual 

El principal objetivo del SV es identificar moléculas capaces de 

interaccionar con un objetivo macromolecular de interés. Siendo una 

herramienta ideal para investigar de manera económica y eficiente posibles 

segundos usos terapéuticos de fármacos ya conocidos (Rollinger et al., 2008). 
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En nuestra región la aplicación del SV es particularmente interesante, 

debido a que permitiría obtener patentes de segundos usos e introducir en el 

mercado medicamentos innovadores con una inversión radicalmente menor a 

la que se necesita para desarrollar un nuevo fármaco. La reducción en los 

costos se debe a que, cuando se descubre una nueva indicación para un 

fármaco que ya ha demostrado seguridad para su uso en humanos y que 

posee un perfil farmacocinético conocido, es posible evitar la realización de 

buena parte de las investigaciones clínicas.  

Entre las ventajas del SV se encuentran su rapidez de análisis, bajo 

costo, carácter teórico, posibilidad de encontrar nuevas indicaciones 

terapéuticas para fármacos ya conocidos y aplicados en clínica. Además, 

responden a la filosofía de las pautas de bioética vigentes a nivel internacional 

que proponen utilizar modelos computacionales y ensayos in vitro previos a la 

realización de ensayos preclínicos y clínicos in vivo (Talevi y Bruno-Blanch, 

2009). Mediante el uso de la técnica de SV basada en descriptores 

topológicos, Talevi et al. (2007) describieron al propilparabeno (PPB), como 

una molécula con potencial efecto anticonvulsivante.   

1.2.5.1.1 Propilparabeno 

El PPB es un éster del ácido para-hidroxibenzoico utilizado como 

agente antimicrobial contra mohos y levaduras (Soni et al., 2001) (Figura 2). 

El PPB reúne los criterios del conservador ideal con amplio espectro de 

actividad antimicrobial, de uso seguro y estable en un amplio rango de pH. El 

PPB es comúnmente usado como conservador en la industria cosmética, 

farmacéutica y de alimentos desde hace aproximadamente 65 años (Soni 

et al., 2001). 
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1.2.6.1.1.1 Mecanismo de acción 

El PPB ejerce su actividad antimicrobiana a través de la interacción con 

canales mecanosensibles alterando los gradientes osmóticos en las bacterias 

(Nguyen et al., 2005). Además, de inhibir la síntesis de ADN y ARN, así como 

de algunas enzimas clave tales como: ATPasas y fosfotransferasas en 

especies bacterianas o por interrupción de los procesos de transporte de 

membrana (Freese et al., 1973; Ma y Marquis, 1996). Por otra parte, el PPB 

bloquea canales de Na+ dependientes de voltaje en células piramidales de 

CA1, así como en cultivos de cardiomiocitos de rata (Ji et al., 2004; Lara-

Valderrábano et al., 2016).  

1.2.6.1.1.2 PPB y modelos de crisis convulsivas 

La administración de PPB evita el desarrollo de crisis tónicas 

características del modelo de estimulación eléctrica máxima (Talevi et al., 

2007). Datos previos del laboratorio demostraron que la administración 

intraperitoneal de PPB (60 mg/kg) en conjunto con dosis subefectivas de FAE 

(DZP y fenobarbital) incrementa de manera significativa la latencia para el 

desarrollo de crisis convulsivas en el modelo de pentilentetrazol en roedores 

(Enrique et al., en proceso de publicación).  

En un experimento previo de nuestro laboratorio, se evaluó el efecto de 

la administración de PPB (178 mg / kg, i.p.) 3 h después del inicio de la 

actividad convulsiva inducida por el SE. Observando que el PPB disminuye 

considerablemente el daño neuronal en GD, hilus y CA3; sin presentar 

cambios aparentes en las células piramidales de CA1 (Santana-Gómez, 2012). 

1.2.6.1.1.3 Efectos adversos del PPB 

Una cuestión importante a considerar es que el PPB induce una serie 

de efectos adversos entre los que se incluyen la disminución en la liberación 
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de testosterona, débil actividad estrogénica, aumento en la expresión del gen 

para el receptor a progesterona. Además, de producir cambios en la 

morfología del útero (Blair et al., 2000; Chen et al., 2007; Lemini et al., 2004; 

Okubo et al., 2001). Adicionalmente, se ha descrito que los parabenos pueden 

ser encontrados en de tumores de mama (Darbre y Harvey, 2014). Por lo cual 

esta serie de evidencias representan un motivo de preocupación en relación 

con el impacto del PPB en la salud de los pacientes. 
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2. Justificación 

A pesar del desarrollo de nuevos FAE, estos no han podido evitar la 

presencia de las alteraciones neuronales y epileptogénesisis secundarias a un 

daño inicial (p. ej. SE). Por otra parte, la administración de dosis únicas de 

PPB al término del SE disminuye el daño neuronal evaluado 7 días después 

del mismo. Sin embargo, al día de hoy no hay evidencias disponibles que 

demuestren si este efecto es permanente. Dado que el PPB es capaz de 

bloquear canales de Na+ dependientes de voltaje, es posible sugerir que la 

administración sola o en combinación con un FAE con distinto mecanismo de 

acción como el LEV (FAE de nueva generación y con amplio espectro de 

eficacia clínica) evite la epileptogénesisis inducida por el SE. Efectos 

asociados a una disminución de la liberación de glutamato, hiperexcitabilidad 

y gliosis hipocampal. 

3. Hipótesis 

El PPB y su combinación con LEV evitan el daño neuronal a corto y 

largo plazo inducido por el SE en rata. Este efecto se asocia a una reducción 

en la liberación de glutamato, hiperexcitabilidad y gliosis hipocampal.  
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4. Objetivos 

4.1 Objetivo general 

Evaluar a corto y largo plazo los efectos neuroprotectores del PPB solo 

y asociado a LEV, en ratas con SE y su correlación con la liberación de 

glutamato, hiperexcitabilidad y gliosis hipocampal. 

4.2 Objetivos particulares 

4.2.1 Objetivo 1 

Evaluar el efecto de la administración aguda post-SE del PPB en la 

liberación de glutamato y oscilaciones hipocampales (actividad electrográfica) 

secundarias al SE, así como el daño neuronal y gliosis 24 h después del 

mismo. 

4.2.2 Objetivo 2 

Evaluar el efecto de la administración subcrónica post-SE del PPB y su 

combinación con LEV en el daño neuronal, liberación de glutamato, 

excitabilidad y gliosis hipocampales en animales con CRE inducidas por el SE. 

4.2.3 Objetivo 3 

Evaluar en animales sanos, los efectos tóxicos inducidos por la 

administración sub-crónica de PPB, solo y en combinación con LEV, en la 

actividad motora, daño renal y hepático.  
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5. Metodología general 

A continuación, se describe la metodología general utilizada para la 

realización de los experimentos 1 y 2. 

5.1 Animales 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de entre 250-

300 g. Los animales se mantuvieron en cajas de acrílico transparentes bajo 

condiciones ambientales controladas (ciclos de luz/oscuridad 12 h, 22-25 ºC) 

con acceso a alimento y agua ad libitum. El protocolo experimental se realizó 

de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999) y los Comités 

de Ética del Centro de Investigación y Estudios Avanzados del Instituto 

Politécnico Nacional (protocolo # 0125-15). 

5.2 Cirugía 

Los animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina (80 mg/kg, 

i.p.) y xilazina (20 mg/kg, i.m.). Posteriormente, se montaron sobre el marco 

estereotáctico y un electrodo bipolar acoplado a una cánula guía formado por 

dos hebras torcidas de alambre de acero inoxidable aislado excepto en las 

puntas, se implantó a nivel de hipocampo ventral derecho acoplado a una 

cánula guía de acuerdo a las siguientes coordenadas con referencia a bregma 

y a la superficie craneal: anteroposterior -5.3 mm; lateral -5.2 mm; profundidad 

-7.3 mm y -4.3 mm para los electrodos y las cánulas; respectivamente (Paxinos 

y Watson, 2007). Para dar soporte al implante se colocaron tornillos de acero 

inoxidable en el cráneo sobre la corteza frontal y cerebelar. Los electrodos se 

acoplaron a un conector y se fijaron al cráneo con acrílico dental. 

Posteriormente, las ratas se dejaron recuperar durante 7 días antes de 

cualquier manipulación adicional. Después del período de recuperación los 
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animales recibieron una administración diaria de solución salina (1 ml/kg, 

i.p./día) durante 5 días para habituarlos a la manipulación. 

5.3 Inducción del SE 

Veinticuatro horas después de la última administración de solución 

salina, los animales recibieron cloruro de litio (3 meq/kg, i.p.) y posteriormente 

(20 h), metilescopolamina (1 mg/kg, i.m.). A continuación (30 min), se 

administró hidrocloruro de pilocarpina (30 mg/kg, i.p.) y se evaluó la latencia 

para el establecimiento del SE (Honchar et al., 1983; Turski et al., 1983). El 

inicio del SE se determinó cuando los animales presentaron crisis convulsivas 

de forma continua durante más de 2 min sin recuperación entre ellas. Para 

controlar las crisis convulsivas, los animales recibieron DZP 2 y 8 h después 

del inicio del SE (2.5 y 1.25 mg/kg, i.m.; respectivamente) (Dubé et al., 2001; 

François et al., 2006).  

5.4 Experimento de microdiálisis 

Para el experimento de microdiálisis se utilizó una cánula construida de 

acuerdo con Maidment et al. (1989) y diseñada para sobresalir 3 mm más allá 

de la punta del borde inferior de la cánula guía en hipocampo ventral. La parte 

activa de la cánula de microdiálisis consistió en una membrana de 

poliacrilonitrilo (poro de 40,000 Da). La cánula de microdiálisis se perfundió 

continuamente a un flujo de 2 µl/min con líquido cefalorraquídeo artificial fresco 

previamente filtrado y esterilizado (concentraciones en mM: cloruro de sodio 

125, cloruro de potasio 2.5, fosfato dibásico de sodio 0.5, fosfato monobásico 

de sodio 5, cloruro de magnesio 1, ácido ascórbico 0.2, cloruro de calcio 1.2; 

pH 7.4). Después de un período de estabilización (2 h), los dializados se 

recuperaron cada 30 min durante el experimento. Posterior a la recuperación, 

las muestras se diluyeron con ácido perclórico (HClO4, 2 N, 1:20) y se utilizaron 
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para determinar la liberación de glutamato mediante el análisis por 

cromatografía liquida de alta resolución (HPLC, por sus siglas en inglés). 

5.5 Cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) 

Para la separación y cuantificación de glutamato se utilizaron 16 µl de 

la mezcla (dializado-HClO4) que se combinaron con 6 µl de orto-ftaldialdehído 

(OPA). La mezcla se agitó durante 30 s y 2 min más tarde se inyectó en el 

cromatógrafo. El sistema de HPLC consistió de un detector de fluorescencia 

utilizando una λ de excitación de 360 nm y una λ de emisión de 450 nm. Para 

la separación y cuantificación de glutamato se utilizó una columna de 

cromatografía de fase reversa de 3.9 x 150 mm (Nova-Pack, 4 µm, C18, 

Waters®), como fase móvil se usó una solución A ( 3.26 gr de acetato de sodio 

disuelto en metanol al 10%; pH 5.75) y solución B (20% de solución A y 80% 

de metanol; pH 6.75) a una velocidad de flujo de 0.5 ml/min con un sistema de 

detección fluorescente (Waters® modelo 474) (Kendrick et al., 1988). Los 

niveles de glutamato se expresaron en valores de concentración (μM) y como 

porcentaje de cambio con respecto a las condiciones basales. Dependiendo 

del experimento los resultados obtenidos a partir de la liberación de glutamato 

se analizaron mediante la prueba t-Student o ANOVA de una vía seguida por 

una prueba post-hoc LSD de Fisher. 

5.6 Evaluación de la actividad electrográfica hipocampal 

La actividad electrográfica del hipocampo se registró con un 

amplificador modelo P511 (Grass, Massachusetts) y las señales se analizaron 

con un filtro pasa banda entre 0.1-250 Hz. Se realizó el análisis espectral 

usando el método de la Transformada Rápida de Fourier (TRF) durante 

períodos de 1 min para cada etapa de interés. El procesamiento de las señales 

obtenidas se realizó mediante el uso del programa computacional ADQ8 

desarrollado en el Instituto Nacional de Psiquiatría "Ramón de la Fuente 
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Muñiz" (Fernández-Mas et al., 1998; Valdés-Cruz et al., 2012). Para el análisis 

de TRF se utilizaron registros libres de artefactos que se segmentaron en 

periodos de 60 s para cada animal y condición experimental. Con el propósito 

de eliminar la variabilidad inter-individual los espectros de potencia se 

normalizaron por separado para cada sujeto y condición experimental (0.1-4, 

4-8, 8-13, 13-30, 30-90 y 90-250 Hz). Los datos obtenidos se presentaron 

como valores de potencia relativa y dependiendo del experimento se evaluaron 

mediante la prueba t-Student o ANOVA de una vía seguida por una prueba 

post-hoc LSD de Fisher de múltiples comparaciones. 

5.7 Evaluación de la excitabilidad hipocampal 

La estimación del umbral post-descarga (UPD) es una herramienta que 

permite evaluar la excitabilidad neuronal de un área específica del cerebro. El 

UPD se define como la intensidad mínima de corriente necesaria para producir 

un cambio conductual y/o post-descarga electrográfica mayor a 3 s. Esta 

determinación consistió en la aplicación de un estímulo eléctrico en el 

hipocampo ventral a través de un procedimiento en escalera, esto es, 

aplicando una serie de estímulos (pulsos cuadrados de 1 ms, 60 Hz por 1 s) 

en intervalos de 1 min comenzando con una corriente de 10 µA e 

incrementándola en escalones de 20% cada min con respecto a la corriente 

previa hasta alcanzar el umbral, indicado generalmente a partir de un cambio 

conductual (como guiño o movimientos de cabeza) o postdescarga con una 

duración mayor a 3 s (Racine, 1972a). Los estímulos eléctricos se generaron 

con un estimulador modelo GRASS S-48. Dependiendo del experimento los 

valores de UPD se analizaron mediante la prueba t-Student o ANOVA de una 

vía seguida por una prueba post-hoc LSD de Fisher y se expresaron como la 

media ± EE de la corriente requerida (μA) para alcanzar el UPD. 
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5.8 Análisis histológico 

5.8.1 Perfusión 

Para el proceso de perfusión los animales se anestesiaron con una 

mezcla de ketamina (100 mg/kg, i.p.), xilacina (20 mg/kg, i.p.) y se perfundieron 

vía ventrículo izquierdo pasando solución salina (0.9%) con heparina (1mg/l) 

durante 15 min (aproximadamente 200-250 ml). Posteriormente, los animales 

se perfundieron con paraformaldehído al 4% + 0.2% de glutaraldehído en una 

solución amortiguadora de fosfatos (220 mosm).  

Después de perfundir a los animales se extrajeron los distintos tejidos 

de interés (cerebro, tejido hepático y tejido renal), que posteriormente se 

colocaron en paraformaldehído al 4%, durante 168 h a una temperatura de 4 

ºC (Luna, 1968). Inmediatamente después, las muestras se incluyeron en 

parafina para su procesamiento. 

Posterior a la perfusión, una porción adicional de tejido hepático se 

sumergió en sacarosa al 30% durante 48 h. Después, las muestras se 

mantuvieron en congelación a una temperatura de -75 ºC para su posterior 

evaluación, mediante la tinción de rojo oleoso (ver sección 6.3.1.2.2).  

5.8.2 Evaluación del tejido cerebral 

Se obtuvieron cortes coronales seriados de 5 µm de espesor a nivel de 

hipocampo dorsal y ventral. Los cortes obtenidos se montaron en laminillas 

previamente cubiertas con adhesivo poli-L-lisina (Sigma Aldrich). Las 

secciones se desparafinizaron y rehidrataron mediante el uso de xileno y 

soluciones a concentraciones decrecientes de alcohol (100%, 96% y 70%; 5 

min en cada solución). Dependiendo del análisis a realizar se utilizaron 

distintas laminillas para la evaluación del sitio de implante (tinción de Nissl), 
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preservación neuronal (inmunofluorescencia para NeuN) y daño neuronal 

(Fluoro-Jade B), así como la evaluación de la gliosis (inmunofluorescencia 

para GFAP).  

5.8.2.1 Tinción de Nissl 

Este colorante es una anilina básica (cargada de forma positiva) que se 

une a las regiones basófilas de las células, lo cual permite observar la 

trayectoria del electrodo bipolar y la cánula de microdiálisis, así como tener un 

primer acercamiento del daño neuronal en diversas áreas cerebrales (Luna, 

1968).  

Las laminillas desparafinadas y rehidratadas se incubaron en una 

solución violeta de cresilo durante 30 min. Posteriormente, las muestras se 

lavaron con agua destilada durante 1 min y a continuación, se sumergieron en 

alcohol al 70%, 96%, 100% y por último en xileno (5 min en cada solución). 

Las laminillas se cubrieron con resina sintética Entellan® (Merck Millipore) 

para ser observadas con un microscopio óptico (Luna, 1968).  

5.8.2.2 Tinción de Fluoro-Jade B 

El Fluoro-Jade B es un fluorocromo derivado de la fluoresceína que se 

utiliza para identificar neuronas en proceso de daño en el sistema nervioso  

(Schmued et al., 1997). Para realizar esta tinción las laminillas se sumergieron 

en alcohol básico (20 ml de hidróxido de sodio al 5% + 80 ml de alcohol 

absoluto) durante 5 min. Después, se incubaron en alcohol al 70% y agua 

destilada durante 2 min en cada solución. Posteriormente, las muestras se 

pasaron a una solución de permanganato de potasio al 0.06% durante 15 min 

agitándose suavemente sobre una plataforma giratoria y a continuación, se 

realizó un lavado con agua destilada (2 min). Finalmente, las muestras se 

incubaron en una solución de Fluoro-Jade B (0.0001%, en ácido acético, 
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Millipore) durante 24 h. Después de la tinción, las laminillas se lavaron con 

agua destilada y se montaron con resina sintética (Schmued et al., 1997). 

5.8.2.3 Inmunofluorescencia para NeuN-GFAP-DAPI 

Las muestras se incubaron en una solución buffer de citratos (pH 6.0) 

durante 2 min en microondas y se mantuvieron en agitación durante otros 20 

min. Posteriormente, se lavaron tres veces con buffer de fosfatos (PBS, por 

sus siglas en inglés; pH 7.4, 5 min cada una) y se bloquearon con suero de 

cabra (5%), albúmina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés, 3%) y 

Triton (0.3%) durante 2 h. Las secciones se incubaron durante toda la noche 

con el anticuerpo primario: anti-NeuN (1:100, # MAB3077 Millipore) y anti-

GFAP (1:500, # Z0334 DAKO) a una temperatura de 4 ºC. Después de esto, 

las laminillas se enjuagaron tres veces con PBS y se incubaron durante 2 h 

con anticuerpos secundarios (Alexa Fluor 488 y 648 Molecular Probes®, 

Invitrogen™) a temperatura ambiente. Las secciones se contra tiñeron con 

dihidrocloruro de 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI, por sus siglas en inglés) y se 

montaron con Vectashield (Vector Labs.). 

5.8.2.4 Cuantificación celular  

Las secciones de tejido cerebral procesadas con inmunofluorescencia 

para NeuN-GFAP-DAPI y tinción de Fluoro-Jade B se evaluaron con un 

microscopio de epifluorescencia (Carl Zeiss), el cual cuenta con una cámara 

refrigerada “Evolution” y un analizador de imágenes Image Pro Plus 5 de 

Media Cybernetics. La densidad celular promedio por unidad de volumen 

(mm3) para las células positivas a NeuN y Fluoro-Jade B se determinó en el 

GD, hilus, CA1 y CA3 de las secciones dorsal y ventral del hipocampo 

utilizando el método de conteo fraccionario (West et al., 1991). 
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Para este análisis se evaluaron cortes seriados hipocampales de 5 μm 

de espesor evaluando un corte de cada serie (5 series en total). Por lo cual, la 

fracción de muestreo (ssf) correspondió a 1/5. Para la realización del cálculo 

se tomó la fracción de volumen de cada área del hipocampo evaluada asf = 

área (cuadro) / área (x,y) y que correspondió al área de conteo (0.460 · 0.600 

mm). La altura del disector, h, se calculó en relación al espesor del corte t (t/h). 

El número de células se calculó usando la siguiente fórmula: N = (Q-) · (t/h) · 

(1/asf) · (1/ssf). En esta fórmula, Q- representa el número de células positivas 

en una fracción de volumen conocida de cada área del hipocampo (West et al., 

1991). La comparación estadística de la densidad de células positivas para 

NeuN se realizó mediante la prueba de ANOVA de una vía seguido de la 

prueba de múltiples comparaciones post-hoc de Fisher LSD y para el daño 

neuronal (tinción de Fluoro-Jade B) se empleó la prueba t de Student. Los 

valores se expresaron como la media ± el EE del número de células positivas 

por mm3. 
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6. Experimentos 

6.1 Experimento 1: Evaluación de los efectos del PPB en las 
consecuencias a corto plazo inducidas por el SE 

Este experimento se diseñó para determinar si la administración única 

de PPB durante el SE modifica la actividad electrográfica, liberación de 

glutamato y daño neuronal subsecuente (Figura 3).  

6.1.1 Metodología 

 

Figura 3. Protocolo experimental utilizado para determinar los efectos del PPB en el 
período post-SE. M, metilescopolamina; P, pilocarpina; DZP, diazepam; PPB, 
propilparabeno; PEG, polietilenglicol. Los símbolos (*) indican los periodos de registro 
electrográfico para su posterior análisis. 

6.1.1.1 Grupo SE-PPB178 

Después del periodo de habituación, los animales previamente 

implantados (n=5, ver sección 5.2) se administraron con cloruro de litio (20 h 

antes de la inducción del SE). Posteriormente, se implantó la cánula de 

microdiálisis y se comenzó con la recolección de dializados (ver sección 5.4). 

Durante el periodo basal se realizó la administración de metilescopolamina y 

30 min después se inyectó pilocarpina para la inducción del SE (ver sección 
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5.3). Dos horas después del establecimiento del SE, los animales recibieron 

DZP (2.5 mg/kg, i.m.) y una hora después PPB (178 mg/kg, i.p.) diluido en 

polietilenglicol (PEG, 30%). Esta dosis de PPB se eligió basándose en 

experimentos preliminares realizados en nuestro laboratorio para determinar 

la dosis efectiva 50 para evitar las crisis tónico-clónicas durante el SE inducido 

por litio-pilocarpina (Santana-Gómez, 2012). Ocho horas después de la 

primera administración de DZP los animales recibieron una segunda dosis del 

mismo fármaco (1.25 mg/kg, i.m.). La actividad electrográfica del hipocampo 

se registró durante diferentes intervalos de interés para el análisis de TRF 

(condición basal, 5 min post establecimiento del SE y 60 min post 

administración de PPB/PEG, ver sección 5.6) (Figura 3).   

Veinticuatro horas después de la administración de pilocarpina, los 

animales se anestesiaron y perfundieron para la realización de los posteriores 

procedimientos histológicos (tinción de Nissl, Fluoro-Jade B e 

inmunohistoquímica para NeuN, ver sección 5.9). 

6.1.1.2 Grupo SE-PEG (vehículo) 

Los animales (n=7) se manipularon como se describió para el grupo SE-

PPB (ver sección 6.1.1.1), excepto que, en lugar de PPB se administró PEG 

(10 ml/kg, i.p.). 

6.1.1.3 Grupo control  

El grupo de animales control (n=7) se manipuló de la misma manera 

que el grupo SE-PEG (ver apartado 6.1.1.2), excepto que, en lugar de 

administrar cloruro de litio, metilescopolamina y pilocarpina para la inducción 

del SE, se administró solución salina (1 ml/kg, i.p.) a los tiempos establecidos. 

Adicionalmente, se realizó la evaluación de la excitabilidad neuronal mediante 
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el análisis del UPD durante el experimento de microdiálisis (ver sección 5.7) 

(Figura 3).  

6.1.2 Resultados  

El análisis histológico mostró que tanto los extremos inferiores de los 

electrodos, como de las cánulas de microdiálisis en todos los animales 

implantados se localizaron dentro del hipocampo ventral (Figura 4). 

 

Figura 4. Evaluación histológica de la trayectoria del electrodo bipolar y cánula de 
microdiálisis. A) Microfotografía representativa de una sección coronal teñida con 
Nissl mostrando el área de implante del electrodo y cánula en el hipocampo ventral. 
La línea roja indica la zona activa de la membrana de microdiálisis (3 mm). B) 
Diagrama a -5.28 mm de bregma (modificado de Paxinos y Watson, 2007) indicando 
el sitio de implante de la cánula y electrodo bipolar en el hipocampo ventral de los 
animales utilizados para los diferentes experimentos. 

6.1.2.1 Grupo control 

En los animales del grupo control (n=7) no se observaron cambios 

electrográficos o de conducta durante los procedimientos experimentales. La 

actividad electrográfica hipocampal mostró prevalencia homogénea en todas 

las bandas analizadas (Figuras 5 y 6). El promedio de los valores de UPD fue 
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de 301 ± 35 µA y la liberación de glutamato se mantuvo estable a lo largo del 

experimento de microdiálisis (1.2 ± 0.3 µM) (Figura 7). Derivado de la 

evaluación del UPD, el 100% de los animales desarrolló crisis fase I en la 

escala de Racine (Racine, 1972b).  

El análisis estereológico mostró la presencia de células 

immunopositivas para NeuN en hipocampo dorsal (GD, 5397 ± 331; hilus, 1078 

± 19; CA1, 1293 ± 59 y CA3, 1442 ± 192 núcleos neuronales por mm3) y ventral 

(GD, 3857 ± 375; hilus, 1036 ± 38; CA1, 1629 ± 73 y CA3, 1161 ± 41 núcleos 

neuronales por mm3) (Figuras 8 y 9). Se observaron escasas neuronas en 

proceso de daño (tinción de Fluoro-Jade B), así como escasa inmnuno-

reactividad para GFAP (Figuras 8 y 13). 
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Figura 5. Representación tiempo-frecuencia del espectro de potencia (0.1-250 Hz) y 
actividad electrográfica hipocampal bajo distintas condiciones experimentales. Barra 
de color: Rojo indica actividad de alta energía, mientras que el color azul indica baja 
energía. En contraste con las condiciones basales (primer panel), se incrementó la 
potencia en todas las frecuencias 5 min después del inicio del SE (segundo panel). A 
pesar de la administración de DZP más vehículo (PEG), la actividad de alto voltaje y 
frecuencia se mantuvo 4 h después del establecimiento del SE (tercer panel). Por el 
contrario, los animales administrados con DZP más PPB mostraron una disminución 
de la actividad sincrónica de alta frecuencia 4 h después del inicio del SE (panel 
inferior).  

6.1.2.2 Grupo SE-PEG 

En condiciones basales la actividad electrográfica de los animales del 

grupo SE-PEG fue similar a la observada en el grupo control. Las ratas llegaron 

al SE 43.2 ± 2.5 min después de la administración de pilocarpina, situación 
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que se asoció con la presencia de actividad electrográfica caracterizada por 

espigas rápidas de alto voltaje y un incremento de la potencia espectral en las 

bandas de 0.1 a 250 Hz (p<0.001, en comparación con las condiciones 

basales). Después de la primera inyección de DZP los animales mostraron una 

reducción de la actividad convulsiva que se asoció con la disminución de la 

amplitud y frecuencia de la actividad epileptiforme, así como una reducción de 

la potencia relativa en las bandas de 4-8 y 8-13 Hz (p<0.001). Sin embargo, el 

aumento en las oscilaciones de alta frecuencia (13 a 250 Hz, p<0.001) y la 

liberación de glutamato (230% mayor que en condiciones basales, p<0.001) 

fueron evidentes hasta el final del experimento, 5.5 h después del 

establecimiento del SE (2.5 h después de la administración de PEG) (Figuras 

6 y 7). 
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Figura 6. Análisis espectral de la actividad eléctrica del hipocampo en las siguientes 
condiciones experimentales: Condiciones basales (barras abiertas), 5 min después 
del establecimiento del SE (barras negras), así como 1 h después de la administración 
de PEG (barras con líneas verticales) o PPB (barras grises). Nótese el aumento de la 
potencia relativa de las oscilaciones de baja frecuencia en los animales tratados con 
DZP más PPB, en contraste con el grupo SE-PEG en el que prevalecieron 
oscilaciones de alta frecuencia. *p<0.001; en comparación con las condiciones 
basales; @p<0.001; cuando se compara con el grupo SE-PEG. Los valores 
representan la media ± EE de la potencia relativa en cada una de las bandas 
analizadas.  

Cuando se comparó con el grupo control, los animales tratados con 

PEG (grupo SE-PEG) mostraron una disminución en el porcentaje de células 

inmunoreactivas para NeuN en hipocampo (Dorsal: GD, 29%, p=0.0301; hilus, 

47%, p=0.012; CA1, 67%, p=0.003 y CA3, 57%, p=0.015; Ventral: GD, 63%, 

p=0.008; hilus, 73%, p<0.001; CA1, 65%, p=0.002 y CA3, 64%, p=0.013). En 

estos animales también se observó un aumento en el número de células 

positivas para la tinción de Fluoro-Jade B en el hipocampo (Dorsal: GD, 1040.3 

± 829.7; hilus, 536.3 ± 182.3; CA1, 608.3 ± 271.0 y CA3, 600.9 ± 203.2 

neuronas por mm3; Ventral: GD, 671.0 ± 307.3; hilus, 429.8 ± 141.7; CA1, 

634.8 ± 412.6 y CA3, 514.8 ± 148.1 neuronas por mm3) (Figuras 8 y 9). 
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Figura 7. Liberación de glutamato (%) en condiciones basales, durante el SE y 
después del tratamiento con vehículo (grupo SE-PEG) o PPB (grupo SE-PPB178). 
En el grupo SE-PEG la liberación de glutamato se incrementó progresivamente 
después de la administración de pilocarpina efecto que se mantuvo a pesar de la 
inyección de DZP. Por el contrario, en el grupo SE-PPB178, la administración de PPB 
después de la inyección de DZP redujo la liberación de glutamato. Los valores 
representan la media ± EE del porcentaje de cambio con respecto a la liberación 
basal. Grupo SE-PEG: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; con respecto a su propio basal. 
Grupo SE-PPB178: @p<0.01, @@p<0.001; en comparación con sus condiciones 
basales. #p<0.001; con respecto al grupo SE-PEG. M, administración de 
metilescopolamina; P, administración de pilocarpina; línea roja, periodo de SE; DZP, 
administración de DZP; PPB, administración de PPB.  

6.1.2.3 Grupo SE-PPB178 

En el grupo SE-PPB178 las ratas llegaron al SE 40.3 ± 2.0 min después 

de la administración de pilocarpina. Durante el SE, los animales mostraron un 

patrón en la liberación de glutamato y actividad electrográfica similar al grupo 
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SE-PEG. Después de la administración de PPB, se observó una disminución 

gradual de la actividad epileptiforme. Este efecto se correlacionó con los 

siguientes cambios: a) Aumento en la potencia relativa de las oscilaciones de 

baja frecuencia (bandas de 0.1-13 Hz, 1 h después de la administración de 

PPB, p<0.001); b) reducción en la actividad de alta frecuencia (30-250 Hz, 

p<0.001) y c) disminución significativa en la liberación de glutamato (126% 

menor con respecto al grupo SE-PEG, p<0.001). Estos cambios fueron 

evidentes 30 min después de la administración de PPB y permanecieron hasta 

el final del experimento (5.5 h después del establecimiento del SE) (Figuras 5-

7). 

 

Figura 8. Microfotografías representativas de secciones coronales de hipocampo 
dorsal a nivel de hilus, del grupo control y de animales que recibieron DZP más 
vehículo (grupo SE-PEG) o DZP más PPB (grupo SE-PPB178) durante el período 
post-SE. Las secciones se tiñeron con Nissl (panel superior), inmunohistoquímica 
para NeuN-DAPI (panel medio) y tinción de Fluoro-Jade B (panel inferior). En 



 
 

 

45 
 
 

 

contraste con el tejido control, los animales del grupo SE-PEG mostraron una 
disminución de la preservación neuronal (NeuN-DAPI, flechas) condición asociada 
con el incremento del daño neuronal (Fluoro-Jade B, flechas). Estos cambios fueron 
menos evidentes en las secciones del grupo SE-PPB178. 

Cuando se comparó con el grupo SE-PEG, los animales del grupo SE-

PPB178, mostraron mayor preservación de núcleos neuronales en el 

hipocampo (Dorsal: GD, 30%, p=0.13; hilus, 115%, p=0.003; CA1, 197%, 

p=0.004 y CA3, 170%, p=0.004; Ventral: GD, 117%, p=0.046; hilus, 245%, 

p<0.001; CA1, 174%, p=0.003 y CA3, 171%, p=0.016). Además, se observó 

un menor porcentaje de células en un proceso de muerte (positivas para 

Fluoro-Jade B) (Dorsal: GD, 81%, p<0.001; hilus, 55%, p<0.001; CA1, 98%, 

p<0.001 y CA3, 86%, p<0.001; Ventral: GD, 70%, p=0.006; hilus, 91%, 

p<0.001; CA1, 96%, p<0.001 y CA3, 88%, p=0.004) (Figuras 8 y 9).  
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Figura 9. Preservación (panel superior) y daño neuronal (panel inferior) en las 
regiones dorsal y ventral del hipocampo, evaluado 24 h después del SE. Los animales 
tratados con PPB después del SE mostraron un incremento en la preservación 
neuronal (NeuN) y disminución del número de células en proceso de daño (Fuoro-
Jade B), con respecto al grupo tratado con vehículo (grupo SE-PEG). Panel superior: 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; con respecto al grupo control; @p<0.05; @@p<0.01, 
@@@p<0.001; con respecto al grupo SE-PEG. Panel inferior: **p<0.01, ***p<0.001; con 
respecto al grupo control. Los valores representan el promedio de daño y 
preservación neuronal por mm3 ± EE.  ND, no determinado. 
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6.1.3 Discusión 

Estudios previos indican que la actividad epileptiforme observada 

durante el SE inducido por la administración de pilocarpina tiene un inicio 

colinérgico con el subsecuente mantenimiento glutamatérgico (Smolders et al., 

1997; Turski et al., 1983). El incremento de la neurotransmisión glutamatérgica 

durante el SE está ampliamente asociada con el proceso de excitotoxicidad 

mediado por receptores NMDA principalmente en células piramidales y 

granulares del hipocampo (Fujikawa, 1995; Isokawa y Mello, 1991). El daño 

neuronal generado durante la actividad epiléptica está involucrado en el 

desarrollo de CRE (epileptogénesis) y el deterioro cognitivo provocado por el 

SE (Cunha et al., 2009; Roch et al., 2002). 

Los resultados mostraron que la administración de DZP combinado con 

PPB disminuyó el incremento en la liberación de glutamato y la actividad 

electrográfica inducida por el SE. El bloqueo de los canales de Na+ 

dependientes de voltaje disminuye la liberación de glutamato y atenúa el daño 

neuronal inducido por isquemia (Calabresi et al., 2003; Xie et al., 1994). 

Además, estudios previos han demostrado que el PPB es capaz de inhibir los 

canales de Na+ dependientes del voltaje en neuronas piramidales del 

hipocampo (Lara-Valderrábano et al., 2016). Lo anterior sugiere que el efecto 

del PPB sobre los canales de Na+ puede participar en la disminución de la 

liberación de glutamato y algunos de los efectos neuroprotectores observados 

en el presente estudio. 

Actualmente se desconoce el tipo de interacción entre el PPB y los 

canales Na+. Sin embargo, considerando la estructura molecular del PPB, este 

podría compartir mecanismo de acción con la fenitoína, un fármaco que induce 

efectos anticonvulsivantes y neuroprotectores al bloquear los canales de Na+ 

dependientes de voltaje (Raftopoulos et al., 2016). Los grupos carbonilo y 
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amino de la fenitoína forman puentes de hidrogeno con la estructura proteica 

del canal de Na+, lo cual le confiere la actividad anticonvulsivante (Poupaert 

et al., 1984). En cuanto a la estructura molecular de PPB, la presencia de 

electrones libres en el grupo éster de la molécula (Cashman y Warshaw, 2005), 

podrían permitir la formación de puentes de hidrogeno con el canal de Na+. Lo 

anterior, apoyaría la hipótesis de que el PPB y la fenitoína pudieran compartir 

el mecanismo de acción (Enrique et al., en proceso de publicación).  

Durante el SE inducido por la administración de pilocarpina se 

incrementa la actividad neuronal del hipocampo (Karunakaran et al., 2012; 

Santana-Gómez et al., 2015). Bajo nuestras condiciones experimentales, se 

encontró que la administración de PPB durante el SE disminuyó las 

oscilaciones electrográficas de alta frecuencia (90-250 Hz). Un efecto similar 

es producido por fármacos con efectos sedantes como la ketamina, tiopental 

y morfina (Faulkner et al., 1998; Whittington et al., 2000). Por otro lado, el 

análisis de TRF mostró que la administración de DZP más PPB aumentó la 

potencia de las oscilaciones de baja frecuencia (0.1-30 Hz), efecto asociado 

con la reducción de la actividad epileptiforme. Se sabe que la actividad theta 

(4-8 Hz) se incrementa durante los periodos sueño vigilia, así como durante la 

anestesia inducida por isoflurano o sevoflurano (Bland, 1986; Hagihira, 2015; 

Whittington et al., 2000). Además, la inducción hipocampal de actividad theta  

reduce la actividad epileptiforme producida por la inyección intracerebral de 

penicilina y pentilenetetrazol (La Grutta y Sabatino, 1988; Miller et al., 1994). 

Estos resultados apoyan la idea de que la prevalencia de oscilaciones de bajas 

frecuencias puede estar asociada con efectos antiepilépticos (La Grutta y 

Sabatino, 1988; Miller et al., 1994).  

Por otra parte, los parabenos incluyendo el PPB producen efectos 

estrogénicos débiles (30,000 veces menos potentes que el 17 β-estradiol) 

(Blair et al., 2000; Routledge et al., 1998). El 17 β-estradiol induce la 
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neuroprotección en el SE, así como, en los modelos de isquemia cerebral 

(Dubal et al., 1998; Simpkins et al., 1997; Velísková et al., 2000), efecto 

asociado con mecanismos antioxidantes (Behl et al., 1997), bloqueo de 

canales Ca2+ dependientes del voltaje (Mermelstein et al., 1996) y reducción 

en la activación de receptores NMDA (Weaver et al., 1997). Considerando lo 

anterior, es posible considerar que los efectos observados en el presente 

estudio también podrían estar mediados por la actividad estrogénica del PPB. 

Sin embargo, se desconoce si estos efectos podrían evitar el desarrollo de 

epileptogénesis inducido por el SE. 
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6.2 Experimento 2: Evaluación de los efectos del PPB y su combinación 
con LEV en las consecuencias a largo plazo inducidas por el SE 

Durante la etapa crónica del modelo de SE, los animales presentan 

actividad epiléptica espontánea, una condición asociada con alta excitabilidad 

neuronal e incremento en la liberación de glutamato, así como daño neuronal 

y gliosis hipocampal. El presente experimento se diseñó para determinar si la 

administración subcrónica de PPB y su combinación con LEV durante el 

período post-SE modifica los efectos a largo plazo inducidos por el SE (Figuras 

10 y 16). 

6.2.1 Metodología para la evaluación del efecto de distintas dosis de 
PPB en las consecuencias a largo plazo inducidas por el SE 

 

Figura 10. Protocolo experimental para la evaluación de los efectos del PPB en las 
consecuencias a largo plazo inducidas por el SE. El símbolo (*) indica el periodo de 
tiempo del registro electrográfico para su posterior análisis. 

6.2.1.1 Grupo CRE-PPB178  

Posterior al proceso de habituación, los animales se sometieron al SE 

mediante la administración de litio-pilocarpina (n=5) (ver sección 5.3). Dos 

horas después del inicio del SE, la actividad convulsiva se controló mediante 

la administración DZP como se describió anteriormente. Posteriormente (1 h 

después de la administración de DZP), se comenzó con la administración de 
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PPB, la cual se repitió durante 5 días (178 mg/kg, i.p., por día). La latencia a 

la aparición de CRE se determinó a través del video-monitoreo de los animales 

(8 h/día). Siete días después de la aparición de la primera CRE, las ratas se 

implantaron con una cánula guía acoplada a un electrodo bipolar para 

posteriormente, ser sometidas al experimento de microdiálisis (ver sección 

5.2). Veintidós días después de la aparición del primera CRE, se realizó el 

experimento de microdiálisis para determinar la liberación de glutamato 

durante el período interictal (período de tiempo que existe entre las crisis 

espontáneas, ver sección 5.4). Durante el experimento de microdiálisis se 

realizó la evaluación del UPD y se obtuvieron registros electrográficos, los 

cuales se utilizaron para calcular espectros de potencia mediante TRF (ver 

secciones 5.6 y 5.7). Veinticuatro horas después del experimento de 

microdiálisis, los animales se sacrificaron y se obtuvo el cerebro para realizar 

los procedimientos histológicos posteriores (tinción de Nissl, Fluoro-Jade B e 

inmunohistoquímica para NeuN-GFAP-DAPI, ver sección 5.8) (Figura 10). 

6.2.1.2 Grupo CRE-PPB90  

Los animales (n=6) se manipularon de la misma manera que el grupo 

CRE-PPB (ver sección 6.2.1.1), excepto que, en lugar de 178 mg/kg (i.p.) de 

PPB, se administró una dosis media (90 mg/kg, i.p.) durante 5 días. 

Veinticuatro horas después del experimento de microdiálisis las ratas se 

sacrificaron y se obtuvo el cerebro para realizar la evaluación del sitio de 

implante y daño neuronal (tinción de Nissl y Fluoro-Jade B; respectivamente, 

ver sección 5.8) (Figura 10). 
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6.2.1.3 Grupo CRE-PEG  

Las ratas (n=6) se manipularon de la misma manera que el grupo CRE-

PPB (sección 6.2.1.1), excepto que, recibieron administración subcrónica de 

PEG (10 ml/kg, i.p.) en lugar de PPB. 

6.2.2 Resultados  

El grupo control correspondió a los animales tratados con solución 

salina a los tiempos establecidos (ver sección 6.1.2.1). 

6.2.2.1 Grupo CRE-PEG 

Los animales del grupo CRE-PEG desarrollaron la primera crisis 

espontánea 4.7 ± 1.6 días después del SE. El análisis de la actividad 

electrográfica durante el período crónico del modelo mostró actividad 

espontánea de alto voltaje con alta prevalencia en todas las bandas de 

frecuencia analizadas (Figura 11). Esta condición se asoció con un incremento 

en la liberación de glutamato (420% en comparación con el grupo control, 

p=0.021) y aumento de la excitabilidad hipocampal revelada por valores bajos 

de UPD (36.7 ± 12.2 μA, 88% inferior al grupo control, p<0.001) (Figuras 12 y 

13). Derivado de la evaluación del UPD, el 17% de los animales (1 de 6) 

presentó crisis fase III, 33% fase IV (2 de 6) y 50% de los animales (3 de 6 

animales, p=0.0329, con respecto al grupo control) fase V en la escala de 

Racine (Racine, 1972b). 
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Figura 11. Evaluación de los cambios en la actividad electrográfica durante el periodo 
interictal de animales tratados con PEG o PPB a distintas dosis. A) Representación 
tiempo-frecuencia del espectro de potencia (0.1-250 Hz) durante el periodo interictal 
(grupos CRE-PEG, CRE-PPB178 y CRE-PPB90). Barra de color: Rojo indica 
actividad de alta energía, mientras que el color azul indica baja energía. Nótese el 
incremento en todas las frecuencias evaluadas de la actividad eléctrica del grupo 
CRE-PEG y CRE-PPB90. Estos cambios fueron menos evidentes en los registros 
obtenidos del grupo CRE-PPB178. B) Representación gráfica del análisis de potencia 
de la actividad eléctrica del hipocampo durante el período interictal. La actividad 
electrográfica del grupo CRE-PPB178 (barras negras) fue significativamente menor 
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cuando se comparó con los grupos CRE-PEG (barras con líneas verticales) y CRE-
PPB90 (barras grises). Los valores representan la media ± EE de la potencia relativa, 
*p<0.001; con respecto al grupo CRE-PEG; @p<0.001; con respecto al grupo CRE-
PPB90. 

El análisis histológico reveló disminución en el porcentaje de células 

inmunoreactivas para NeuN en el hipocampo (Dorsal: GD, 38%, p=0.003; 

hilus, 61%, p=0.005; CA1, 77%, p=0.001 y CA3, 54%, p=0.005; Ventral: GD, 

65% p=0.027; hilus, 77%, p=0.001; CA1, 73%, p=0.001 y CA3, 66%, p<0.001) 

con respecto al grupo control (ver sección 6.1.2.1). Además, se observó un 

elevado número de células positivas para Fluoro-Jade B en el hipocampo 

(Dorsal: GD, 61 ± 3; hilus, 29 ± 23; CA1, 244 ± 63 y CA3, 101 ± 12, células por 

mm3; Ventral: GD, 56 ± 10; hilus, 21 ± 22; CA1 836 ± 69 y CA3, 330 ± 66 

células por mm3). Finalmente, los animales mostraron un incremento en la 

inmunorreactividad para GFAP característica de la astrogliosis en el 

hipocampo principalmente en la región hiliar (Figuras 14 y 15). 

 

Figura 12. Liberación de glutamato (μM) en el hipocampo de ratas control y durante 
el período interictal de animales con CRE tratados de forma subcrónica con vehículo 
o PPB a distintas dosis (grupos CRE-PEG, CRE-PPB178 y CRE-PPB90). En 
comparación con los grupos control y CRE-PPB178, los animales que recibieron 
vehículo (grupo CRE-PEG) o la dosis subefectiva de PPB (grupo CRE-PPB90), 
mostraron un incremento significativo en la liberación de glutamato. Los valores 
representan la media ± EE de glutamato (μM). *p<0.05; ***p<0.001; en comparación 
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con el grupo control. @p<0.05; en comparación con el grupo CRE-PEG. &p<0.05; en 
comparación con el grupo CRE-PPB90. 

 

6.2.2.2 Grupo CRE-PPB90  

Los animales del grupo CRE-PPB90 desarrollaron la primera CRE 5.2 

± 1.7 días después de SE (p=0.892, con respecto al grupo CRE-PEG). El 

análisis de la actividad electrográfica del hipocampo reveló la prevalencia de 

oscilaciones en las bandas de 13-30 y 90-200 Hz, pero con una menor 

potencia relativa en comparación con el grupo CRE-PEG (p<0.001) (Figura 

11). En cuanto a los experimentos de microdiálisis se observó un incremento 

en la liberación de interictal de glutamato (483%, p<0.001) y excitabilidad 

hipocampal (84%, p<0.001) con respecto al grupo control, valores similares a 

los observados para el grupo CRE-PEG (Figuras 12 y 13). Posterior a la 

evaluación del UPD, 60% de los animales desarrollaron crisis fase III (3 de 5) 

y 40% fase V en la escala de Racine (p=0.04 y p=0.06, respectivamente; 

cuando se compara con el grupo control) (Racine, 1972b).  

 

Figura 13. Valores de UPD en condiciones control y durante el período interictal de 
animales con CRE tratados con vehículo (PEG) o PPB a distintas dosis. Nótese la 
disminución en la excitabilidad neuronal de los animales del grupo CRE-PPB178, con 
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respecto a los grupos CRE-PEG y CRE-PPB90. Los valores representan la media ± 
EE de la corriente necesaria para la generación del UPD (µA). *p<0.05; ***p<0.001; 
en comparación con el grupo control; @p<0.001 en comparación con el grupo CRE-
PPB; &p<0.001; con respecto al grupo CRE-PEG. 

 

 

En comparación con el grupo CRE-PEG, los animales tratados con PPB 

(90 mg/kg; i.p.) no presentaron alteraciones en el número total de neuronas 

hipocampales (positivas para Fluoro-Jade B) (Figura 15). 

6.2.2.3 Grupo CRE-PPB178 

Los animales del grupo CRE-PPB presentaron la primera CRE 5.2 ± 1.8 

días después del SE (p=0.395, con respecto al grupo CRE-PEG). El análisis 

de la actividad electrográfica del hipocampo mostró una menor potencia 

relativa de todas las bandas analizadas (p<0.001; con respecto al grupo control 

y CRE-PPB90) (Figura 11). En este grupo experimental la liberación de 

glutamato fue menor a lo mostrado por los grupos CRE-PEG y CRE-PPB90 

(71%, p=0.035; 74%, p=0.008; respectivamente) y se observó una disminución 

en la excitabilidad neuronal revelada por el incremento en los valores de UPD 

con respecto al grupo CRE-PEG (534%, p=0.0003) y CRE-PPB90 y (403% 

p=0.0005) (Figuras 12 y 13). Con la evaluación del UPD, el 60% de los 

animales presentó crisis fase II (p=0.06, con respecto al grupo CRE-PEG) y 

40% (2 de 5 animales) crisis fase III en la escala de Racine (Racine, 1972b). 
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Figura 14. Evaluación de la preservación neuronal y gliosis hipocampal durante el 
período crónico del modelo de SE. Panel superior, microfotografías representativas 
de secciones coronales de hilus en la región dorsal del hipocampo de los grupos 
control, CRE-PEG y CRE-PPB178. Las secciones se evaluaron mediante la 
inmunohistoquímica de NeuN-GFAP-DAPI. Nótese la disminución de la densidad 
neuronal y el aumento de la gliosis (expresión de GFAP) en el grupo CRE-PEG 
(flechas). Estos cambios fueron menos evidentes en el grupo CRE-PPB178 (flechas). 
En la parte inferior se muestra la cuantificación neuronal en el hipocampo dorsal y 
ventral. La región de GD (dorsal y ventral) de los animales tratados con PPB (grupo 
CRE-PPB178) mostró una preservación neuronal similar al grupo de control. Los 
valores representan la media ± EE de células positivas a NeuN por mm3. *p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001; en comparación con el grupo de control. @p<0.05, @@p<0.01; 
con respecto al grupo CRE-PEG. 

El número de células inmunoreactivas para NeuN y las células 

marcadas con Fluoro-Jade B en el área de GD (dorsal y ventral) del grupo 

CRE-PPB fueron similares al grupo de control. Por otro lado, el hipocampo 

dorsal mostró una disminución en las células inmunoreactivas para NeuN en 

hilus, CA1 y CA3 (valores similares a los observado en el grupo CRE-PEG). 

Situación que se correlacionó con un incremento en el número de células 

teñidas con Fluoro-Jade B en estas áreas. En hilus y CA3, se observó un 

incremento significativo del daño neuronal con respecto al grupo CRE-PEG 
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(238%, p=0.038 y 206%, p=0.004; respectivamente) y CRE-PPB90 (607%, 

p=0.0112 y 500%, p=0.011; respectivamente). En cuanto a la región ventral 

del hipocampo en las áreas de hilus, CA1 y CA3, el número de células 

inmunoreactivas para NeuN fue similar al grupo control. Sin embargo, la tinción 

con Fluoro-Jade B mostró un incremento en el número de células en proceso 

de muerte (valores similares a los grupos CRE-PEG y CRE-PPB90). Por otra 

parte, la inmunoreactividad para GFAP fue similar a la observada bajo 

condiciones control (Figuras 14 y 15). 

 

 

Figura 15. Evaluación del daño neuronal en el hipocampo dorsal y ventral durante el 
período crónico del modelo de SE. Los animales tratados con vehículo y PPB (90 
mg/kg, i.p.), mostraron un incremento en el número de células positivas para Fluoro-
Jade B en todas las áreas del hipocampo. La región de GD (dorsal y ventral) de los 
animales tratados con PPB (178 mg/kg, i.p., grupo CRE-PPB178), reveló una 
disminución en el número de células en proceso de muerte (positivas para Fluoro-
Jade B). Sin embargo, no se observaron cambios en las áreas de hilus, CA1 y CA3. 
Los valores representan la media ± EE por de células positivas a Fluoro-Jade B por 
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mm3. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; en comparación con el grupo CRE-PEG. 
@p<0.05; con respecto al grupo CRE-PPB90. ND, no determinado. 
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6.2.3 Metodología para la evaluación de los efectos de la combinación 
de dosis subefectivas de PPB con LEV en las consecuencias a 
largo plazo inducidas por el SE 

La combinación de fármacos con múltiples mecanismos de acción 

puede ser una estrategia farmacológica adecuada para el control de SE y sus 

consecuencias (Löscher, 2015). Considerando que la administración 

subcrónica de PPB (178 mg/kg, i.p.) no evitó el desarrollo de epilptogénesis 

inducida por el SE, el presente experimento se diseñó para determinar si la 

administración subcrónica de una dosis subefectiva de PPB con LEV durante 

el período post-SE modifica los efectos a largo plazo inducidos por el SE 

(Figura 16).  

 

Figura 16. Protocolo experimental para la evaluación de los efectos de la combinación 
de PPB y LEV en las consecuencias a largo plazo inducidas por el SE. El símbolo (*) 
indica el tiempo en los cuales se tomó el registro electrográfico de 1 minuto para su 
posterior análisis. 

6.2.3.1 Grupo CRE-PPB-LEV  

Los animales (n=6) se manipularon de la misma manera que el grupo 

CRE-PPB178 (apartado 6.2.1.1), excepto que, en lugar de PPB recibieron la 

combinación PPB-LEV (90-150 mg/kg, i.p.) durante 5 días (Figura 16). 
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6.2.3.2 Grupo CRE-LEV  

Las ratas se (n=6) manipularon de la misma manera que el grupo CRE-

PPB-LEV (apartado 6.2.3.1), excepto que, en lugar de PPB-LEV se administró 

LEV (150 mg/kg, i.p.) durante 5 días (Figura 16). 

6.2.4 Resultados  

6.2.4.1 Grupo CRE-LEV  

Los animales del grupo tratado con LEV después del SE (grupo CRE-

LEV), presentaron la primera CRE en una latencia similar a la observada para 

el grupo CRE-PEG (7.3 ± 2.4 días después de SE, p=0.0679). El análisis del 

registro electrográfico por TRF mostró la prevalencia de oscilaciones de alta 

frecuencia (90-250 Hz) (Figura 17). Durante el período interictal, los 

experimentos de microdiálisis mostraron una liberación de glutamato de 4.7 ± 

0.3 µM (59% menor con respecto al grupo CRE-PEG, p=0.0088) (Figura 18). 

El promedio de los valores de UPD fue de 216.8 ± 40.3 µA (484% mayor, con 

respecto al grupo CRE-PEG, p<0.05) (Figura 19). Derivado de la evaluación 

del UPD, el 14% de los animales (1 de 7) presentó crisis fase II, 28% fase III 

(2 de 7) y 57% crisis fase IV (4 de 7 animales, p=0.0329 con respecto al grupo 

CRE-PEG) en la escala de Racine (Racine, 1972b).  
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Figura 17. Actividad electrográfica del hipocampo durante el período interictal de 
animales con CRE tratados con LEV o la combinación PPB-LEV. A) Representación 
tiempo-frecuencia del espectro de potencia (0.1-250 Hz) de la actividad electrográfica 
(grupos CRE-LEV y CRE-PPB-LEV). Barra de color: Rojo indica actividad de alta 
energía, mientras que el color azul indica baja energía. B) Análisis espectral de 
potencia relativa de la actividad eléctrica del hipocampo durante el período interictal. 
Nótese el aumento de la potencia relativa de las oscilaciones que van de 0.1-90 Hz y 
la disminución de la actividad de alta frecuencia (90-250 Hz) en los animales tratados 
con la combinación PPB-LEV con respecto al grupo CRE-LEV. Los valores 
representan la media ± EE de la potencia relativa, *p<0.001; con respecto al grupo 
CRE-LEV. 
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Figura 18. Liberación de glutamato (μM) en el hipocampo de ratas tratadas con LEV 
o la combinación PPB-LEV durante el periodo interictal secundario al SE. En 
comparación con el grupo CRE-LEV, los animales tratados con la combinación PPB-
LEV presentaron una disminución significativa en la liberación de glutamato. Los 
valores representan la media ± EE de glutamato (μM). ***p<0.001. La línea punteada 
representa los valores basales de glutamato en el grupo control. 

El análisis histológico mediante la tinción de Fluoro-Jade B mostró que 

los animales del grupo CRE-LEV presentaron células en proceso de daño para 

Fluoro-Jade B en el hipocampo (Dorsal: GD 4.4 ± 2.9; hilus, 63.2 ± 7.9; CA1, 

1.8 ± 1.8 y CA3, 23.5 ± 9.7; Ventral: GD, 10.3 ± 5.5; hilus, 105.8 ± 56.3; CA1, 

360.0 ± 114.4 y CA3, 36.7 ± 21.0) (Figura 20). 
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Figura 19.  Valores de UPD durante el período interictal de animales con CRE 
tratados de manera subcrónica con LEV o la combinación PPB-LEV. No se 
observaron cambios significativos entre los grupos CRE-LEV y CRE-PPBLEV. Los 
valores representan la media ± EE de la corriente necesaria para la generación del 
UPD (µA). La línea punteada representa los valores de UPD en el grupo control. 

6.2.4.2 Grupo CRE-PPB-LEV 

Los animales del grupo CRE-PPB-LEV presentaron la primera CRE 7.5 

± 2.9 días después del SE. El análisis de la actividad electrográfica del 

hipocampo mostró una prevalencia de oscilaciones de baja frecuencia (bandas 

0.1-90 Hz, p<0.001, en comparación con el grupo CRE-LEV). Estos cambios 

se asociaron con una disminución de la actividad de alta frecuencia (90-250 

Hz, p<0.001, con respecto al grupo CRE-LEV) (Figura 17). Los experimentos 

de microdiálisis mostraron una disminución en la liberación interictal de 

glutamato (53% menor en comparación con el grupo CRE-LEV, p<0.001). Sin 

observarse cambios en la excitabilidad neuronal con respecto al grupo CRE-

LEV (UPD, 224.5 ± 53.9 µA, p=0.92) (Figura 19). Como consecuencia de la 
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evaluación del UPD, el 50% de los animales presentó crisis fase II (3 de 6 

animales), 33% fase III (2 de 6) y 17% fase IV (p=0.048 con respecto al grupo 

CRE-LEV) en la escala de Racine (Racine, 1972b). 

El análisis histológico de los animales tratados con la mezcla de PPB-

LEV después de la inducción SE, mostró una disminución del daño neuronal 

(células positivas para Fluoro-Jade B) en el hilus del hipocampo dorsal (55%, 

p=0.0372), así como en las regiones de CA1 y CA3 (80%, p=0.0370; 90%, 

p=0.0100; respectivamente) del hipocampo ventral, con respecto a lo 

observado para el grupo CRE-LEV (Figura 20). 

 

Figura 20. Evaluación del daño neuronal en el hipocampo dorsal y ventral durante el 
periodo interictal de animales administrados con LEV (grupo CRE-LEV) o la 
combinación PPB-LEV (grupo CRE-PPB-LEV). A) Microfotografías representativas de 
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secciones coronales que muestran la estructura del hipocampo dorsal (tinción de 
Nissl, panel superior), así como el daño neuronal (Fluoro-Jade B, panel inferior) en el 
área de hilus. B) Representación gráfica del daño neuronal en el hipocampo dorsal y 
ventral. Los valores representan la media ± EE por de células positivas a Fluoro-Jade 
B por mm3. *p<0.05, ***p<0.001; en comparación con el grupo CRE-PEG; @p<0.05; 
con respecto al grupo CRE-LEV.  

6.2.5 Discusión 

En el presente estudio se observó que la administración subcrónica de 

PPB no evitó el desarrollo CRE. Sin embargo, la administración de 178 mg/kg 

de PPB (i.p.) disminuyó la liberación interictal de glutamato, efecto asociado 

con una menor excitabilidad neuronal y neuroprotección restringida a GD. En 

cuanto a los animales tratados con la combinación de PPB-LEV se observó 

una disminución en el daño neuronal y en la liberación de glutamato (con 

respecto a las ratas tratadas solo con LEV). 

La esclerosis hipocampal durante el proceso de epileptogénesis, 

consiste en un patrón característico de pérdida neuronal en las regiones de 

GD, hilus, CA1 y CA3. Este daño se encuentra asociado con la presencia de 

hiperplasia astroglial y rearborización axonal (Löscher y Brandt, 2010; Sloviter, 

1999).  Es importante destacar que durante el proceso de epileptogénesis, las 

células granulares de GD presentan un incremento en la neurotransmisión 

glutamatérgica mediada principalmente por el receptor NMDA, así como un 

aumento en la unión de receptores a benzodiacepinas/GABAA (Kamphuis 

et al., 1995; Rocha y Ondarza-Rovira, 1999; Scimemi et al., 2006). Es posible 

sugerir que debido a los efectos estrogénicos inducidos PPB (178 mg/kg, i.p.), 

este pueda interaccionar con el receptor a benzodiazepinas/GABAA en las 

células granulares del GD de animales con CRE, incrementando la 

neurotransmisión GABAérgica, lo cual se refleja con el efecto neuroprotector 

selectivo. La neuroprotección inducida por PPB, mantiene la idea del papel del 

GD como una compuerta que impide la propagación de la actividad epiléptica 
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desde el hipocampo a otras áreas cerebrales (Cohen et al., 2003; Krook-

Magnuson et al., 2015). 

Por otro lado, la administración subcrónica de PPB durante el período 

post-SE no evitó el daño neuronal en hilus, CA1 y CA3, así como la aparición 

de CRE durante el período crónico del modelo. Nuestros datos son 

consistentes con el daño celular encontrado después de la administración 

subcrónica de FAE como vigabatrina, LEV, topiramato y DZP en animales 

sometidos a SE (André et al., 2001; Cunha et al., 2009; Rigoulot et al., 2004). 

Sin embargo, es necesario realizar experimentos enfocados en evaluar si la 

administración de dosis altas de PPB puede inducir efectos neuroprotectores 

en todas las áreas del hipocampo y así evitar el desarrollo de CRE después 

del SE. 

Con respecto a la actividad glial, estudios previos han demostrado que 

estas células juegan un papel importante en la generación y propagación de 

la actividad epiléptica, contribuyendo a la generación de la despolarización  

paroxística de las neuronas a través de la liberación de glutamato (Coulter y 

Steinhäuser, 2015; Seifert y Steinhäuser, 2013; Tian et al., 2005). Es posible 

considerar que la disminución en la liberación de glutamato observada (grupos 

CRE-PPB178 y CRE-PPB-LEV), sea a causa de la reducción de la expresión 

glial en el hipocampo, efecto asociado con una disminución en el daño 

neuronal observado. Sin embargo, estos cambios también podrían reflejar un 

incremento de la recaptura de glutamato mediada principalmente por los 

cotransportadores (EAAT), así como alteraciones en su metabolismo (Eid 

et al., 2004).  

Durante el proceso de epileptogénesis secundario al SE se presenta 

actividad de alta frecuencia en el hipocampo (90-250 Hz) que habitualmente 

antecede la aparición de las crisis epilépticas (Bragin et al., 2004; Lévesque 
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et al., 2015, 2011). Nuestros resultados mostraron una disminución de la 

actividad de alta frecuencia, efecto que se asoció con la reducción de la 

excitabilidad neuronal (valores altos de UPD). Con base en lo anterior, 

podemos sugerir que la supresión de las oscilaciones de alta frecuencia y la 

excitabilidad neuronal inducida por la administración de PPB (178 mg/kg, i.p.), 

podría representar una estrategia farmacológica para evitar las consecuencias 

de la actividad epiléptica. 

El LEV es un fármaco de nueva generación que ha sido ampliamente 

utilizado en diversos modelos animales. La administración subcrónica de LEV 

retarda el desarrollo de CRE, disminuye el daño neuronal en las regiones de 

hilus, CA1 y CA3 del hipocampo; además de reducir la excitabilidad neuronal 

(Margineanu et al., 2008; Yan et al., 2005; Zhou et al., 2007). En el presente 

estudio, se observó que la combinación de PPB-LEV (90-150 mg/kg, i.p.) 

disminuyó significativamente el daño neuronal en hilus (hipocampo dorsal) y 

las áreas de CA1 y CA3 de hipocampo ventral, con respecto a los animales 

tratados solamente con LEV. Sin embargo, la combinación PPB-LEV no evitó 

el desarrollo de CRE. Las diferencias en el efecto neuroprotector observado 

se derivan de la susceptibilidad diferencial de las neuronas del hipocampo a 

distintos tipos de daño. Específicamente, las neuronas del hilus, CA1 y CA3 

son vulnerables a los daños inducidos por las crisis convulsivas inducidas por 

distintos modelos animales (Borges et al., 2003). Estos hallazgos indican que 

la coadministración de estos fármacos incrementa los efectos 

neuroprotectores asociados a una disminución en la liberación de glutamato. 

Sin embargo, son necesarios más experimentos para encontrar una 

combinación optima que evité el desarrollo de CRE. 

Por otro lado, durante la inducción de crisis parciales (fases I-II) existe 

un incremento en la actividad metabólica en estructuras como corteza 

entorrinal, corteza piriforme, septum medial y la región límbica anterior (lo cual 
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refleja un incremento en la actividad de estas áreas). En cuanto a las crisis 

generalizadas (fases: III-V), el patrón de respuesta consiste en incrementos de 

la actividad metabólica bilateral del hipocampo, corteza entorrinal y estructuras 

extrahipocampales como tálamo, sustancia nigra y neocorteza frontoparietal, 

que en su conjunto presentan proyecciones descendentes que inervan a 

motoneuronas (Engel et al., 1978; Iadarola y Gale, 1982; Miller et al., 1987). 

En este estudio se observó que después de la evaluación del UPD, los 

animales tratados con la combinación PPB-LEV desarrollaron crisis fase II y III 

en la escala de Racine (Racine, 1972b), en comparación con los animales del 

grupo CRE-LEV y CRE-PEG que se mantuvieron en fases IV y V. 

Considerando la posible interacción del PPB con el receptor GABAA, es posible 

sugerir que la reducción de crisis generalizadas después de la evaluación del 

UPD podría ser resultado de la actividad inhibitoria del PPB en regiones 

extrahipocampales como el tálamo o la substancia nigra que se han descrito 

como esenciales en la propagación anatómica de las crisis convulsivas 

(Lothman et al., 1991). 

En la actualidad, el PPB se utiliza como conservador en algunas formas 

farmacéuticas orales de FAE, tales como: LEV (Keppra), carbamazepina 

(Tegretol), Oxcarbazepina (Trileptal), DZP (Actavis, UK LTD) y gabapentina 

(Rosemont Pharmaceuticals Limited) (EMC, 1999). Teniendo en cuenta que el 

PPB induce efectos inhibidores en el SNC (Lara-Valderrábano et al., 2016; 

Matthews et al., 1956), es posible proponer que su combinación con los FAE, 

pueda resultar en una terapia más eficaz para reducir la actividad epiléptica. 

Sin embargo, son necesarios experimentos adicionales para apoyar esta 

hipótesis. 

Desde hace algunos años existe el debate acerca de si la combinación 

de FAE con diferentes mecanismos de acción pueden ser más beneficiosos 

que la farmacología dirigida a un solo blanco (Deckers et al., 2000; Jonker 
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et al., 2007). Aunque se pueden encontrar ejemplos que apoyen ambos 

escenarios, parece que, la combinación de dos fármacos con distintos 

mecanismos de acción pueden proporcionar un mayor beneficio que el de dos 

fármacos que actúan sobre el mismo blanco terapéutico (Cunha et al., 2009; 

Löscher y Hönack, 1994; Mazarati et al., 2004). En este contexto, el 

incremento en los efectos antiepileptogénicos mostrado por el tratamiento con 

PPB-LEV podrían ofrecer una alternativa farmacológica para el tratamiento 

inicial del SE. Sin embargo, las combinaciones de FAE deben de ser 

cuidadosamente seleccionadas basándose en el potencial de sinergia, la 

asociación con interacciones farmacocinéticas desfavorables y toxicidad 

(Kaminski et al., 2009). 
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6.3 Experimento 3: Evaluación de los efectos tóxicos inducidos por la 
administración subcrónica de PPB y su combinación con LEV  

La administración subcrónica de distintos FAE induce la exacerbación de 

los efectos tóxicos, los cuales se reflejan con alteraciones en el funcionamiento 

de las principales vías metabólicas. El presente experimento se diseñó para 

determinar si la administración subcrónica de PPB y su combinación con LEV 

modifica la actividad motora, daño renal y hepático de ratas sanas (Figura 21). 

6.3.1 Metodología general  

A continuación, se describe la metodología general para la realización 

del experimento 3. 

6.3.1.1 Prueba de campo abierto 

Con el propósito de evaluar el efecto de los distintos tratamientos en la 

actividad motora de los animales se llevó a cabo la prueba de campo abierto. 

Esta prueba consistió en colocar al roedor en una de las esquinas de una caja 

de acrílico (50 x 33 x 45 cm) dividida en 12 cuadrantes iguales. 

Inmediatamente después, se comenzó a contar el número de veces que el 

animal cruzó con las 4 patas cada uno de los cuadrantes durante un periodo 

de 5 min (Prut y Belzung, 2003). Los valores de actividad motora se analizaron 

mediante la prueba de ANOVA de una vía seguida por una prueba post-hoc 

LSD de Fisher y se expresaron como la media ± EE del número de cruces 

durante 5 min. 

6.3.1.2 Evaluación del tejido renal y hepático 

Para el análisis del tejido renal y hepático se obtuvieron cortes 

transversales de 5 m de espesor. 



 
 

 

72 
 
 

 

6.3.1.2.1 Tinción de hematoxilina-eosina 

La hematoxilina es un colorante catiónico o básico, que tiñe estructuras 

ácidas (basófilas) en tonos azul y púrpura (p. ej. núcleos celulares). Por su 

parte la eosina es un colorante que tiñe componentes básicos (acidófilos) en 

tonos de color rosa (p. ej. proteínas citoplasmáticas), gracias a su naturaleza 

aniónica o ácida (Luna, 1968). 

Para realizar esta tinción los cortes de tejido renal y hepático se 

manipularon de igual manera que en el apartado 5.8.2.1, excepto que después 

de rehidratar, las muestras se sumergieron en hematoxilina durante 10 min. 

Posteriormente, se lavaron con agua destilada para eliminar los excesos de 

colorante y se pasaron rápidamente por alcohol ácido (28 ml de etanol al 50% 

+ 1.2 ml de ácido clorhídrico concentrado). Las laminillas se lavaron 

nuevamente y se sumergieron en eosina durante 30 s. Los cortes se 

deshidrataron utilizando concentraciones crecientes de alcohol (70%, 96%, 

100%) y por último en xileno (5 min en cada solución). Las muestras se 

cubrieron con resina sintética y se analizaron a través de un microscopio 

óptico.  

6.3.1.2.2 Tinción de rojo oleoso 

El rojo oleoso es un colorante soluble en grasas que se utiliza para la 

tinción de lípidos y triglicéridos neutros. Se utilizaron cortes de tejido hepático 

en congelación, los cuales se sumergieron en isopropanol al 60% durante 5 

min. Posteriormente, las muestras se incubaron en la solución de trabajo de 

rojo oleoso durante 15 min a temperatura ambiente (25-28 ºC). Después, se 

enjuagaron con isopropanol al 60% y agua destilada (5 min en cada solución). 

Las laminillas se contrastaron con hematoxilina (2 a 3 min); después, se 

lavaron con agua destilada para eliminar los excesos de colorante y se 
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pasaron rápidamente por alcohol ácido (28 ml de etanol al 50% + 1.2 ml de 

ácido clorhídrico concentrado). Los cortes se lavaron con agua destilada, se 

dejaron secar y finalmente se montaron con glicerina para ser analizados a 

través de un microscopio óptico. 

6.3.2 Metodología para la evaluación de los efectos en la actividad 
motora, daño renal y hepático de ratas sanas inducidos por la 
administración subcrónica de PPB y su combinación con LEV 

 

Figura 21. Protocolo experimental para la evaluación de los cambios en la actividad 
motora, daño renal y hepático, inducido por la administración subcrónica de PPB y su 
combinación con LEV en ratas sanas. Tx, tratamiento; #, evaluación de la actividad 
motora 30 min después de cada tratamiento; #, evaluación de la actividad motora 23 
h después de cada tratamiento.    

6.3.2.1 Grupos PPB  

Veinticuatro horas después de la última inyección de solución salina 

(habituación), se inyectó PPB (90 o 178 mg/kg, i.p.; n=4 por dosis) repitiendo 

la administración cada 24 h durante 6 días. La evaluación de la actividad 

motora mediante la prueba de campo abierto se realizó media hora y 23 h 

después de cada tratamiento (ver sección 6.3.1.1) (Figura 21).  

Inmediatamente después de la última evaluación conductual (día 7), los 

animales se perfundieron para el posterior análisis histológico del tejido renal 

y hepático mediante las tinciones de hematoxilina-eosina y rojo oleoso (ver 

sección 6.3.1.2) (Figura 21).  
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6.3.2.2 Grupo LEV 

Este grupo se manipulo como el grupo tratado con PPB (ver apartado 

6.3.2.1), excepto que, se administró LEV (150 mg/kg, i.p.) en lugar de PPB 

(n=4).  

6.3.2.3 Grupos PPB-LEV  

Los animales se manipularon como el grupo PPB (ver apartado 6.3.2.1), 

excepto que, se administró la combinación PPB-LEV (90-150 o 178-150 

mg/kg, i.p., n=4 por dosis) en lugar de PPB. 

6.3.2.4 Grupo control 

Las ratas del grupo control se manipularon de la misma manera que los 

animales del grupo PPB (ver apartado 6.3.2.1), con la excepción de que se 

administró PEG (10 ml/kg, i.p., n=4) en lugar de PPB. 

6.3.3 Resultados 

6.3.3.1 Grupo control  

En las ratas del grupo control la administración subcrónica de PEG no 

indujo cambios significativos en la actividad motora evaluada media hora 

después de cada administración. El promedio de cruces entre cuadrantes 

durante 6 evaluaciones fue de 43.9 ± 2.9. Estos valores se mantuvieron 

constantes en las pruebas realizadas 23 h después de cada administración 

(42.5 ± 3.5, cruces entre cuadrantes) (Figuras 22 y 23).  

El análisis histológico del tejido renal mostró la presencia de túbulos 

contorneados proximales y distales (medula renal) de características 

histológicas normales (Figura 24). En cuanto a la histología del tejido hepático, 
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se observó una arquitectura lobulillar clásica conformada por hepatocitos en 

disposición hexagonal sin aparentes cambios morfológicos inducidos por la 

administración subcrónica de PEG. No se observaron depósitos de lípidos 

evaluados mediante la tinción de rojo oleoso (Figuras 25 y 26).  

 

Figura 22. Evaluación de la actividad motora media hora después del tratamiento con 
PPB, LEV o la combinación PPB-LEV. El tratamiento con ambas dosis de PPB (90 o 
178 mg/kg, i.p.), así como su combinación con LEV disminuyó de manera significativa 
la actividad motora en la prueba de campo abierto.  Los valores representan el 
promedio del número (#) de cruces entre los cuadrantes ± EE de la media, evaluados 
durante 5 min por día. *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001; con respecto al grupo control 
(PEG). 

6.3.3.2 Grupos tratados con PPB 

Las ratas tratadas con ambas dosis de PPB (90 o 178 mg/kg, i.p.) 

mostraron una disminución significativa de la actividad motora, efecto que fue 
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más evidente en el grupo tratado con 178 mg/kg (i.p.) (40% menor con 

respecto al grupo control, p<0.001). La disminución de la movilidad inducida 

por la administración de PPB (90 o 178 mg/kg, i.p.) se mantuvo constante 

hasta el final del experimento (29%, p<0.05 y 67%; p<0.001; respectivamente, 

cuando se compara con el grupo control) (Figura 22). Sin embargo, 23 h 

después de cada tratamiento, ambos grupos mostraron una recuperación de 

la movilidad alcanzando valores similares a los observados en los animales 

control (Figura 23).  

 

Figura 23. Evaluación de la actividad motora 23 h después de la administración 
repetida de PPB (90 o 178 mg/kg, i.p.) y su combinación con LEV. Nótese que 23 h 
después de cada tratamiento, todos los animales recuperaron la actividad motora 
observándose una actividad valores similares al grupo control. Los valores 
representan el promedio del número (#) de cruces entre los cuadrantes ± EE de la 
media, evaluados durante 5 minutos.  
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La evaluación histológica del tejido renal mostró que la administración 

subcrónica de distintas dosis de PPB (90 o 178 mg/kg, i.p.) no indujo cambios 

estructurales observándose células bien preservadas con características 

morfológicas similares a las encontradas en los animales control (Figura 24). 

En cuanto a la evaluación del tejido hepático los animales tratados con PPB 

(178 mg/kg, i.p.) presentaron infiltrados leucocitarios perivasculares. Estos 

efectos se asociaron con la presencia de depósitos citoplasmáticos de lípidos 

(prueba de rojo oleoso) (Figuras 25 y 26).  

 

Figura 24. Microfotografías representativas de tejido renal evaluado mediante la 
tinción de hematoxilina-eosina 6 días después de la administración subcrónica de 
distintas dosis de PPB y su combinación con LEV. Los cortes histológicos muestran 
el área de la medula renal compuesta principalmente por túbulos renales cortados 
longitudinal o transversalmente y que presentan una disposición radial (flechas). En 
todos los tejidos se observaron características histológicas normales (similares al 
grupo control) demostrando que la administración subcrónica del PPB y LEV no indujo 
cambios renales aparentes. 

6.3.3.3 Grupo LEV 

En los animales tratados con LEV no se observaron cambios en la 

actividad motora con respecto a los animales del grupo control (p>0.05). 

Situación que fue persistente 23 h después de cada tratamiento y se mantuvo 
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hasta el final del experimento (Figuras 22 y 23). En cuanto a la evaluación 

histológica no se observaron cambios en el tejido renal y hepático con respecto 

al grupo control (Figuras 24-26).  

 

Figura 25. Microfotografías representativas de tejido hepático evaluado mediante la 
tinción hematoxilina-eosina 6 días después de la administración subcrónica de 
distintas dosis de PPB y su combinación con LEV. En las imágenes se observa la 
arquitectura lobulillar clásica de la glándula hepática que tiene forma hexagonal. En 
el centro del hexágono se encuentra la luz vascular que corresponde a la vena 
centrolobulillar (VC). En la periferia, formando los ángulos del hexágono, se distinguen 
espacios triangulares o espacios porta, constituidos por estructuras vasculares y 
canalículos biliares sostenidas por un tejido conectivo. Solamente el grupo de 
animales tratado con PPB (178 mg/kg, i.p.) presentó infiltrados leucocitarios 
perivasculares (flechas). 

 

6.3.3.4 Grupos PPB-LEV 

En los animales tratados con la combinación de PPB y LEV a las 

distintas dosis (90-150 y 178-150 mg/kg, i.p.) se observó una disminución de 

la actividad motora a partir de la primera administración con respecto al grupo 

control (32%, p<0.01 y 35%, p<0.001; respectivamente). Este efecto se 

mantuvo hasta el final del experimento (28%, p<0.05 y 69%, p<0.001; 
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respectivamente) (día 6). En ambos grupos la actividad motora se recuperó 23 

h después de cada tratamiento (Figuras 22 y 23).  

En la evaluación histológica del tejido renal no se observaron cambios 

con respecto al tejido control. Sin embargo, al igual que el grupo tratado 

solamente con PPB (178 mg/kg, i.p.), la administración subcrónica de la 

combinación PPB-LEV (178-150 mg/kg, i.p.) mostró infiltrados leucocitarios 

alrededor de las arterias hepáticas. La evaluación del tejido con rojo oleoso 

reveló depósitos intracelulares de lípidos (Figuras 24-26).  

 

Figura 26. Microfotografías representativas de la tinción de rojo oleoso en el tejido 
hepático evaluado 6 días después de la administración subcrónica de distintas dosis 
de PPB y su combinación con LEV. Los tejidos de animales tratados con PPB (178 
mg/kg, i.p.) y PPB-LEV (178-150 mg/kg, i.p.) resultaron positivos para la prueba de 
rojo oleoso, observándose depósitos citoplasmáticos de lípidos (flechas).  

6.3.4 Metodología para la evaluación de la recuperación hepática 
después de la administración subcrónica de PPB 

Como se mostró anteriormente la administración subcrónica de PPB 

induce daño hepático. Sin embargo, considerando la capacidad del hígado 

para regenerar sus funciones, estos efectos pueden ser revertidos después de 
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suspender el tratamiento. El presente experimento se diseñó para evaluar la 

recuperación del tejido hepático 30 días después de la administración 

subcrónica de PPB. 

 

 

Figura 27. Protocolo experimental para la evaluación del tejido hepático 30 días 
después de la administración diaria de PPB (178 mg/kg, i.p.).    

6.3.4.1 Administración subcrónica de PPB 

Después del periodo de habituación, se realizó la administración diaria 

de PPB (178 mg/kg, i.p., por día, n=4), la cual se repitió durante 6 días. 

Posteriormente (30 días después de la primera administración de PPB), los 

animales se sacrificaron para la evaluación histológica del tejido hepático 

(tinciones de hematoxilina-eosina y rojo oleoso, ver sección 6.3.1.2) (Figura 

27).   

6.3.5 Resultados 

6.3.5.1 Administración subcrónica de PPB  

El 100% de los animales sobrevivió treinta días después de la 

administración subcrónica de PPB. En cuanto a la evaluación histológica, se 

observaron tejidos hepáticos bien preservados y sin aparentes depósitos 

citoplasmáticos de lípidos (Figura 28).  
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Figura 28. Microfotografías representativas de la evaluación histológica del tejido 
hepático mediante las tinciones de hematoxilina-eosina y rojo oleoso, evaluadas 30 
días después del tratamiento subcrónico con PPB (178 mg/kg, i.p.). En general se 
observaron tejidos bien preservados con características morfológicas similares a las 
mostradas por los animales control. Sin que se observaran depósitos citoplasmáticos 
de lípidos (tinción de rojo oleoso).  

6.3.6 Discusión 

La evaluación histológica del tejido hepático inmediatamente después 

de la administración subcrónica de PPB (178 mg/kg, i.p.), reveló la presencia 

de depósitos intracelulares de lípidos (hígado graso), así como infiltrados 

leucocitarios. Estos efectos desaparecieron 30 días después de la 

administración repetida de PPB (178 mg/kg/día, i.p., durante 6 días).  

La enfermedad del hígado graso (esteatosis hepática) es la forma más 

común de lesión hepática inducida por el metabolismo de fármacos, la cual se 

caracteriza por la acumulación anormal de ciertas grasas (principalmente 

triglicéridos, ácidos grasos, colesterol, éster de colesterol y fosfolípidos) dentro 

de las células hepáticas,  estrés oxidativo y reclutamiento de leucocitos en la 

vasculatura hepática (Farrell, 2002; Jaeschke, 2011; Jaeschke et al., 2002; 

Mofrad et al., 2003).  



 
 

 

82 
 
 

 

Mediante estudios en cultivos hepáticos se ha descrito que la 

acumulación de PPB induce disminución de la viabilidad celular hepática 

(Nakagawa y Moldeus, 1998). Efecto mediado por falla de la función 

mitocondrial con la consecuente disminución de los niveles de ATP, 

incremento en la producción de aniones superóxido y el deterioro de los 

mecanismos antioxidantes en el organismo, conduciendo a la muerte celular 

por apoptosis (Nakagawa y Moldéus, 1998; Szelag et al., 2016). Efecto similar 

al observado con el tratamiento subcrónico de FAE como: valproato, 

midazolam, fenobarbital,  amiodarona, felbamato, propranolol y tamoxifeno 

(Grover et al., 2016; Hamed et al., 2016; Schumacher y Guo, 2015). 

En la fase experimental, la administración subcrónica de uno o más FAE 

induce la exacerbación de los efectos tóxicos, lo que puede resultar en la 

muerte de los animales (Löscher, 2011). Sin embargo, a diferencia de otros 

FAE, el LEV tiene poco metabolismo hepático mediado por el sistema 

enzimático citocromo P450, siendo la vía renal su principal ruta de eliminación 

(Lyseng-Williamson, 2011; Patsalos, 2004). Esto concuerda con nuestros 

resultados en donde se observó que el tratamiento subcrónico con LEV no 

indujo aparentes efectos hepatotóxicos. 

Considerando que los efectos tóxicos inducidos por la administración 

subcrónica de PPB se revirtieron 30 días después del tratamiento, es posible 

sugerir que estos cambios podrían representar etapas tempranas de 

hepatotoxicidad causada por la acumulación sistémica de PPB, sin que esta 

acumulación disminuya la viabilidad celular. En este contexto, en los últimos 

años se ha sugerido que el tratamiento intermitente con FAE podría suprimir 

los efectos tóxicos inducidos por tratamientos a largo plazo (Kwan et al., 2001). 

En cuanto a los cambios observados en la prueba de campo abierto, 

Matthews et al. (1956) reportaron que la administración sistémica de PPB 
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induce una depresión profunda del SNC, expresada con la pérdida del control 

muscular (ataxia). Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren 

que el PPB tiene efectos sedantes, debido a la considerable disminución de la 

movilidad en la prueba de campo abierto, la cual es recuperada 24 h después 

de cada tratamiento. Por otra parte, nuestros resultados confirman que el LEV 

no modifica la actividad motora en la prueba de campo abierto (Gower et al., 

1992; Löscher y Hönack, 1993). Además, de que no potenciar los efectos 

sedantes observados con la administración de PPB. Considerando lo anterior, 

podríamos sugerir que la combinación PPB-LEV induce efectos tóxicos 

mínimos y podría representar una estrategia segura para el tratamiento 

subcrónico de la actividad epiléptica. 
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7. Conclusiones 

De los resultados obtenidos se desprenden las siguientes conclusiones: 

 La administración única de PPB durante el SE disminuye los 

incrementos en la liberación de glutamato, daño neuronal y excitabilidad 

hipocampal, lo cual podría ser de utilidad en la búsqueda de nuevas 

estrategias para el tratamiento del status. 

 La administración subcrónica de PPB, tiene efectos parciales en las 

alteraciones observadas durante el proceso de epileptogénesis 

inducido por el SE. 

 La administración subcrónica de PPB-LEV incrementa los efectos 

anticonvulsivantes de ambos fármacos. Sin embargo, no evita el 

desarrollo de CRE. 

 La administración subcrónica de PPB y su combinación con LEV induce 

efectos hepatotóxicos, los cuales son revertidos después de la 

interrupción del tratamiento. 
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8. Perspectivas 

El presente trabajo representa el primer estudio que demuestra el efecto 

del PPB solo y asociado a un FAE en el desarrollo de la epileptogénesis 

secundaria al SE. Con base en lo anterior, es necesario continuar con la 

investigación del PPB, ya que podría representar una alternativa en la 

búsqueda de nuevas estrategias para el control de las crisis epilépticas. En 

este sentido, se mencionarán algunas perspectivas que derivan de esta 

investigación.  

 Analizar el efecto de la coadministración de PPB con distintos 

FAE durante el proceso de epileptogénesis inducido por 

diferentes modelos animales; con el propósito de encontrar una 

combinación ideal y segura para evitar el desarrollo de CRE.  

 Determinar si la administración de PPB es eficaz para el 

tratamiento de actividad epileptiforme resistente al tratamiento 

farmacológico. 

 Evaluar el efecto de la liberación sostenida del PPB durante el 

proceso de epileptogénesis, mediante el uso de microbombas 

implantadas de manera subcutánea. 

 Evaluar el papel del PPB en diversos sistemas neuronales 

implicados en el control de la actividad epiléptica como la 

neurotransmisión GABAérgica, dopaminérgica, serotoninérgica, 

colinérgica y la mediada por opioides.  

 Estudiar el efecto de la asociación del PPB con otras estrategias 

terapéuticas como el uso de estimulación eléctrica transcraneal 

o estimulación del nervio vago, para el tratamiento de la 

actividad epiléptica y alteraciones cognitivas asociadas a la 

epilepsia. 
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 Evaluar el efecto del PPB en distintos trastornos 

neurodegenerativos como Alzheimer y la enfermedad de 

Parkinson. 
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