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Resumen 
 

La epileptogénesis es el proceso de adquisición y extensión de tejido hiperexcitable. 

Se ha sugerido que la sobreexpresión de glicoproteína P (GPP) puede mediar la 

hiperexcitabilidad neuronal y favorecer la epileptogénesis. Por otro lado, la estimulación 

eléctrica focal transcraneal (EFT) es una técnica de neuromodulación no invasiva que 

retrasa la generalización de las crisis convulsivas en un modelo de epileptogénesis y evita 

la sobreexpresión de GPP después de una crisis convulsiva generalizada. En este 

estudio primero se evaluó la expresión de GPP en áreas cerebrales involucradas con la 

propagación de las crisis convulsivas en el modelo de epileptogénesis inducida por 

kindling eléctrico amigdalino (KEA). Después, se determinó si el efecto antiepileptogénico 

de la EFT está asociado con evitar la sobreexpresión de GPP en áreas cerebrales 

involucradas con la propagación de las crisis convulsivas en el modelo de epileptogénesis 

inducida por KEA.  

Para el primer objetivo se utilizaron ratas Wistar macho previamente implantadas en 

la amígdala basolateral derecha. Estas ratas fueron estimuladas diariamente para inducir 

el KEA. La expresión de GPP fue evaluada en distintas fases de la epileptogénesis en 

hipocampo y corteza frontal, áreas cerebrales importantes para la propagación de las 

crisis. El grupo de fase I presentó un incremento del 85% en la expresión de GPP en 

hipocampo ipsilateral al sitio de estimulación. El grupo de fase III mostró un incremento 

en la expresión de GPP del 58% y 57% en hipocampo ipsi- y contralateral, 

respectivamente. El grupo kindled mostró sobreexpresión de GPP en hipocampo ipsi- y 

contralateral (92% y 90%, respectivamente), y en corteza frontal ipsi- y contralateral (93% 

y 143%, respectivamente). 

Para el segundo objetivo, se utilizaron ratas Wistar macho previamente implantadas 

en amígdala basolateral derecha y a las cuales se les implantó un electrodo para EFT 

sobre la línea media, entre bregma y lambda. La EFT fue aplicada diariamente después 

de cada estímulo tipo kindling durante 20 días y al final del protocolo se evaluó la 

concentración proteica de GPP en corteza frontal e hipocampo. No se encontraron 

cambios en la concentración proteica de GPP del grupo EFT en ninguna estructura 



 

 
XI 

analizada. El grupo kindled mostró un incremento del 132% y 138% en la concentración 

de GPP en hipocampo ipsi- y contralateral, respectivamente; y en corteza frontal de 51% 

y 92%, ipsi- y contralateral, respectivamente. El grupo kindled + EFT no progresó en el 

modelo de KEA y no se encontraron cambios en la concentración proteica de GPP en 

ninguna estructura.   

Nuestros resultados muestran que la progresión de la epileptogénesis inducida por el 

KEA está asociada con aumento en la expresión de GPP. Estos cambios son 

dependientes de la estructura cerebral involucrada y de la severidad de las crisis 

convulsivas. La sobreexpresión de GPP inducida por el KEA podría facilitar la 

excitabilidad neuronal y, por lo tanto, favorecer la epileptogénesis. La GPP podría ser un 

blanco terapéutico novedoso para evitar la epileptogénesis. En línea con lo anterior, la 

EFT inhibió la sobreexpresión de GPP y evitó la propagación de las crisis convulsivas.  

Una limitación importante de este estudio es que no se realizó la evaluación de la 

expresión neuronal de GPP en las distintas condiciones experimentales. Estudios futuros 

deberán ser realizados para determinar la relación entre la sobreexpresión de GPP y la 

hiperexcitabilidad neuronal durante la epileptogénesis.  
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Abstract 
 

Recent evidence suggests that P-glycoprotein (GPP) overexpression mediates 

hyperexcitability and is associated with epileptogenesis. Transcranial focal electrical 

stimulation (EFT) delays epileptogenesis and inhibits P-gp overexpression after a 

generalized seizure. Here, first we measured GPP expression during epileptogenesis and 

second, we assessed if EFT antiepileptogenic effect was related with GPP overexpression 

avoidance.  

Male Wistar rats were implanted in right basolateral amygdala and stimulated daily 

for electrical amygdala kindling (KEA), GPP expression was assessed during 

epileptogenesis in relevant brain areas. Stage I group showed 85% increase in GPP 

ipsilateral hippocampus (p< 0.001). Stage III group presented 58% and 57% increase in 

GPP in both hippocampi (p< 0.05). Kindled group had 92% and 90% increase in GPP in 

both hippocampi (p< 0.01), and 93% and 143% increase in both neocortices (p< 0.01).  

For the second experiment, EFT was administrated daily after each KEA stimulation for 

20 days and GPP concentration was assessed.  No changes were found in the EFT group 

(p> 0.05). Kindled group showed 132% and138% increase in GPP in both hippocampi (p< 

0.001) and 51% and 92% increase in both cortices (p< 0.001). Kindled + EFT group 

presented no changes (p> 0.05).  

Our experiments revealed that progression of KEA is associated with increased P-

gp expression. These changes are structure-specific and dependent on seizure severity. 

KEA-induced P-gp overexpression would be associated with neuronal hyperexcitability 

and thus, epileptogenesis. GPP could be a novel therapeutical target to avoid 

epileptogenesis. In accordance with this, TFS inhibited GPP overexpression and 

interfered with KEA. An important limitation of the present study is that GPP neuronal 

expression was not evaluated under the different experimental conditions. Future studies 

should be carried out to determine GPP neuronal overexpression in hyperexcitable 

networks during epileptogenesis. The EFT-induced lessening of GPP overexpression 

could be a novel therapeutical strategy to avoid epileptogenesis in high-risk patients. 
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1. Introducción 
 

1.1. Glicoproteína P 
 

La glicoproteína P (GPP) es una proteína transmembranal de 170 kDa que forma parte 

de la superfamilia de transportadores ABC (ATP binding cassettes) y es producto del gen 

MDR-1 (Multidrug resistance type 1) (Figura 1).  

En situaciones fisiológicas, la expresión de GPP se limita a órganos y tejidos con 

funciones excretoras y a células de la barrera hematoencefálica (Cordon-Cardo et al., 

1989). Estos datos sugieren que la GPP posee un papel importante en la protección del 

organismo promoviendo el transporte de sustancias.  

 

Figura 1 Estructura de la GPP. La GPP es una de las bombas moleculares más 
comunes en los mamíferos. Al activarse, la GPP cambia su conformación abriendo el asa 
al exterior, extruyendo la molécula capturada. La membrana celular se representa de 
forma esquemática en color gris (Modificado de Goodsell, 2010).  
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En el sistema nervioso central (SNC), la GPP se expresa en el lado luminal de las 

células endoteliales que forman la barrera hematoencefálica (BHE) (Beaulieu et al., 1997; 

Cordon-Cardo et al., 1989), en los procesos astrocíticos presentes en el lado abluminal 

(Golden & Pardridge, 1999) y en el epitelio de los plexos coroideos (Rao et al., 1999).  

Entre los fármacos transportados por la GPP encontramos diversas sustancias que 

no comparten estructura química o mecanismo de acción (Tabla 1). En estos fármacos 

podemos destacar los antineoplásicos y fármacos anticrisis por su relevancia terapéutica.  

 

Tabla 1 Fármacos susceptibles al transporte por glicoproteína P 

Uso Fármaco Mecanismo de acción Autor 

Antirretroviral 

Indinavir 

Inhibidor de proteasa viral 
(Kim et al., 1998) 

 
Saquinavir 

Nelfinavir 

Antihelmíntico Ivermectina 
Apertura de canales de 

cloro 
(Schinkel et al., 1994) 

Antineoplásico 

Vinblastina Antimitótico (Schinkel et al., 1994) 

Etopósido 
Inhibición de la síntesis de 

ADN 
(Schinkel et al., 1996) 

Antiarrítmico Digoxina Inhibición de ATPasa 
(Lee et al., 2001; 

Schinkel et al., 1995) 

Corticoesteroide Dexametasona Glucocorticoide sintético (Schinkel et al., 1996) 

Antiemético 

Ondansetrón 
Agonista de receptores 5-

HT3 
(Schinkel et al., 1996) 

Domperidona 
Antagonista de receptores 

D2 

Antidiarreico Loperamida Agonista µ-opioide (Schinkel et al., 1996) 

Anticrisis Fenitoína 

Bloqueo de los canales de 

sodio dependientes de 

voltaje 

(Potschka & Löscher, 

2001; Tishler et al., 

1995)  
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Fenobarbital 
Agonista de receptores 

GABAa 

 

(Potschka et al., 2002)  

Lamotrigina 

Bloqueo de canales de 

sodio dependientes de 

voltaje 

Felbamato 

Inhibición de canales de 

calcio y de sodio 

dependientes de voltaje 

Carbamazepina 

Inhibición de los canales de 

sodio dependientes de 

voltaje 

(Potschka et al., 2001) 

GABAa: Receptor de ácido γ-aminobutírico tipo a 

1.2. Sobreexpresión de GPP en la epilepsia y en modelos de crisis 

convulsivas 
 

La epilepsia es uno de los padecimientos neurológicos más frecuentes, pues afecta 

aproximadamente a 50 millones de personas en el mundo (World Health Organization, 

2019). Esta patología se caracteriza por la predisposición a presentar crisis epilépticas 

espontáneas y recurrentes que pueden ser focales (se originan en una región) o 

generalizadas (abarcando ambos hemisferios) (Potschka et al., 2001). Además de ser 

muy frecuente, la epilepsia representa un reto terapéutico pues se estima que 1 de cada 

3 pacientes padecen epilepsia farmacorresistente pues no presentan mejoría a pesar del 

uso adecuado de fármacos anticrisis (Regesta & Tanganelli, 1999).  

En patologías neoplásicas, la sobreexpresión de GPP ha sido asociada al fracaso 

terapéutico de los tratamientos (revisado por Karthika et al., 2022). Con base en estos 

antecedentes, diversos autores evaluaron si existía relación entre la sobreexpresión de 

GPP y la farmacorresistencia en epilepsia. Tishler y colaboradores reportaron que existe 

sobreexpresión cerebral de GPP en tejido resecado de pacientes con epilepsia 

farmacorresistente. Los autores sugirieron que el fracaso terapéutico se debía a la 

extrusión de los fármacos anticrisis (Tishler et al., 1995). La sobreexpresión cerebral de 

GPP ha sido reportada por otros autores tanto en tejido humano como en modelos 
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animales de crisis convulsivas farmacorresistentes y epilepsia farmacorresistente 

(Aronica et al., 2004, 2012; Enrique et al., 2017; Feldmann et al., 2013; Fonseca-

Barriendos et al., 2022; Löscher & Potschka, 2002, 2005; Marchi et al., 2004; Pérez-

Pérez et al., 2021; Potschka & Löscher, 2001; Seegers et al., 2002b; Sisodiya et al., 2002; 

Vega-García et al., 2021). Además de la expresión, se ha evaluado la funcionalidad de la 

GPP en modelos animales. Potschka y colaboradores reportaron que la GPP mediaba la 

acumulación en parénquima cerebral de fenobarbital, lamotrigina y felbamato (Potschka 

et al., 2002). Rizzi y colaboradores reportaron que el ratón knock out de GPP permitía la 

acumulación cerebral de fenitoína y carbamazepina (Rizzi et al., 2002). En línea con 

estos hallazgos, van Vliet y colaboradores reportaron que inhibir la sobreexpresión de 

GPP en ratas con crisis convulsivas espontáneas aumenta la acumulación de fenitoína 

en parénquima cerebral (van Vliet et al., 2010). De forma similar, Luna-Munguia y 

colaboradores reportaron que la perfusión intrahipocampal de R-verapamil en ratas que 

aumentó el umbral posdescarga (UPD) en ratas que respondían y que no respondían a 

fenitoína. Los autores sugieren que al bloquear la GPP, el R-verapamil evita la 

hiperexcitabilidad mediada por esta proteína (Luna-Munguia et al., 2011). Con base en 

estos antecedentes, Asadi-Pooya y colaboradores añadieron un inhibidor de la GPP al 

tratamiento anticrisis a pacientes con epilepsia farmacorresistente. Después de ocho 

semanas, los autores reportaron que en 36% de los pacientes la farmacorresistencia se 

había revertido (Asadi-Pooya et al., 2013). La hipótesis de la sobreexpresión de 

transportadores como causante de la farmacorresistencia busca explicar la epilepsia 

farmacorresistente desde los hallazgos sobre la expresión de GPP y actualmente es una 

de las hipótesis más estudiadas (revisado por Czornyj et al., 2021). 

Sin embargo, en la epilepsia farmacorresistente, la sobreexpresión de GPP no se 

restringe únicamente a elementos de la BHE. En tejido cerebral de pacientes con 

epilepsia del lóbulo temporal farmacorresistente, Marchi y colaboradores reportaron 

expresión de GPP en 64% de las neuronas y 85% de los astrocitos parenquimales. Los 

autores describieron que la expresión de GPP aumentaba la supervivencia de neuronas 

y astrocitos al ser expuestos a concentraciones citotóxicas de fenitoína (Marchi et al., 

2004). La expresión neuronal de GPP también se ha reportado en epilepsia del lóbulo 

frontal (Fonseca-Barriendos et al., 2022) y en esclerosis tuberosa (Lazarowski et al., 
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1999), sugiriendo que esta alteración no depende de la etiología. Es importante destacar 

que, en condiciones fisiológicas, las neuronas no expresan GPP (Cordon-Cardo et al., 

1989) y la expresión de dicha proteína en condiciones patológicas podría ser un 

mecanismo para aumentar la viabilidad celular en condiciones citotóxicas (Bankstahl 

et al., 2008; Marchi et al., 2004; Merelli et al., 2019; Volk, Burkhardt, et al., 2004).  

La expresión neuronal de GPP también se ha descrito en modelos animales de 

crisis convulsivas severas repetidas. Lazarowski y colaboradores reportaron 

sobreexpresión de GPP en corteza cerebral e hipocampo de ratas sometidas a la 

inducción de 4 ó 7 crisis convulsivas severas por ácido 3-mercaptopropiónico (3MP). La 

administración de 3MP se utiliza como modelo de crisis convulsivas farmacorresistentes 

por lo que la expresión capilar fue asociada con farmacorresistencia. Sin embargo, la 

expresión neuronal de GPP no era esperada (Lazarowski et al., 2004). De forma similar, 

Volk y colaboradores reportaron expresión neuronal de GPP en hipocampo 24 h después 

de inducir status epilepticus en ratas (Volk, Burkhardt, et al., 2004). En línea con estos 

resultados, Merelli y colaboradores describieron la expresión neuronal de GPP en corteza 

cerebral de rata 15 días después del status epilepticus. Además, los autores reportaron 

que un pulso citotóxico de glutamato (300µM) fue capaz de inducir la expresión de GPP 

en un cultivo de neuronas corticales (Merelli et al., 2019). Estos antecedentes muestran 

que las crisis convulsivas repetidas y el status epilepticus inducen la sobreexpresión de 

GPP. Sin embargo, se desconocía si esta alteración ocurría desde la primera crisis 

convulsiva. Por lo tanto, Pérez-Pérez y colaboradores evaluaron la expresión de GPP en 

corteza cerebral e hipocampo de rata después de inducir una crisis única severa por 3MP. 

Los autores encontraron que una sola crisis convulsiva fue suficiente para inducir la 

sobreexpresión de GPP en corteza cerebral e hipocampo (Pérez-Pérez et al., 2021).  

Auzmendi y colaboradores evaluaron la asociación entre estos dos eventos in vivo. Los 

autores indujeron crisis convulsivas repetidas por administración diaria de 

pentilenetetrazol (PTZ) por 7 días y reportaron la sobreexpresión de GPP en hipocampo. 

A continuación, los autores analizaron la excitabilidad hipocampal mediante registros in 

vitro. Estos resultados evidenciaron que la sobreexpresión de GPP en hipocampo se 
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asoció con hiperexcitabilidad neuronal, misma que era abatida cuando se añadía un 

inhibidor de la GPP a la solución (Auzmendi et al., 2013).  

 

1.3. GPP e hiperexcitabilidad celular 
 

La sobreexpresión de GPP se ha asociado con hiperexcitabilidad celular in vitro. Luz 

y colaboradores describieron que la transfección de esa proteína en células de ovario de 

hámster indujo resistencia a vinblastina, colchicina y doxorrubicina. Además, los autores 

encontraron una relación positiva entre la expresión de GPP y la disminución del potencial 

de membrana en reposo (Luz et al., 1994). Este efecto podría ser consecuencia de la 

disminución en la cantidad de intercambiadores aniónicos, lo cual también explicaría la 

alcalinización de las células que expresan GPP (Luz et al., 1994; Valverde et al., 1992). 

Hoffman y colaboradores, utilizando el mismo modelo, encontraron que la alcalinización 

celular y la disminución del potencial de membrana en reposo se asocian directamente 

con la expresión de GPP y la resistencia a citotóxicos (Hoffman et al., 1996). Romsicki y 

colaboradores demostraron que la GPP actuaba como flippasa en un modelo de 

proteoliposomas. Esta función es capaz de cambiar la distribución de los fosfolípidos, 

como la fosfatidilserina, en la membrana celular, lo cual altera el potencial de membrana 

en reposo (Romsicki & Sharom, 2001).  A partir de estas observaciones, Lazarowski y 

colaboradores propusieron que la expresión neuronal de GPP en pacientes con epilepsia 

(o modelos animales de crisis repetidas) modificaría el potencial de membrana en reposo 

de las neuronas favoreciendo un estado de hiperexcitabilidad (Figura 2) (Lazarowski 

et al., 2007).  
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Figura 2 Hipótesis de la hiperexcitabilidad neuronal mediada por GPP (modificado 
de Lazarowski et al., 2007). En condiciones fisiológicas, las neuronas presentan un 
potencial de membrana en reposo de -70mV. (línea punteada). De acuerdo con los 
antecedentes, la expresión de GPP es capaz de reducir el potencial de membrana en 
reposo, favoreciendo la hiperexcitabilidad neuronal (línea discontinua). Por lo tanto, la 
administración de un inhibidor de GPP revertiría el estado de hiperexcitabilidad, 
regresando el potencial de membrana a -70mV (línea continua). 

 

Para determinar la asociación entre la sobreexpresión de GPP y la 

hiperexcitabilidad en SNC, Auzmendi y colaboradores indujeron crisis severas repetidas 

en ratas mediante la administración diaria de PTZ. Después de 7 administraciones, los 

autores reportaron la sobreexpresión de GPP en hipocampo. A continuación, realizaron 

registros de potenciales excitatorios postsinápticos de campo y observaron que los 

animales sometidos a crisis repetidas presentaban hiperexcitabilidad hipocampal. 

Después, agregaron fenitoína al baño de las rebanadas de tejido y encontraron que la 

adición del fármaco anticrisis no modificó la hiperexcitabilidad, sugiriendo que las crisis 

repetidas indujeron farmacorresistencia. Por último, agregaron un bloqueador de la GPP 

a la solución y observaron que por sí solo no modificaba la respuesta registrada pero 
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cuando se combinaba con fenitoína era capaz de revertir el estado de hiperexcitabilidad 

(Auzmendi et al., 2013). Estos antecedentes sugieren que la expresión neuronal de GPP 

ocurre en consecuencia de las crisis convulsivas repetidas y al modificar el potencial de 

membrana en reposo de las neuronas estaría facilitando la ictogénesis.  

Con base en las observaciones previas en crisis convulsivas repetidas, Pérez-

Pérez y colaboradores evaluaron la expresión de GPP en corteza cerebral e hipocampo 

en respuesta a una sola crisis convulsiva generalizada inducida por administración de 

3MP. Los autores demostraron que una sola crisis convulsiva generalizada es capaz de 

inducir sobreexpresión de GPP en corteza cerebral e hipocampo (Pérez-Pérez et al., 

2021). 

 

 

Figura 3 La sobreexpresión de GPP estaría asociada al incremento en la 
hiperexcitabilidad y aumento en la susceptibilidad a presentar crisis subsecuentes. De 
acuerdo con los antecedentes, la primer crisis convulsiva es capaz de inducir la 
sobreexpresión de GPP. La expresión neuronal de GPP favorecería la 
hiperexcitabilidad neuronal. El tejido hiperexcitable es más susceptible a presentar 
actividad epileptiforme y, por lo tanto, favorece la aparición de crisis convulsivas 
subsecuentes. El proceso de epileptogénesis está representado por el triángulo. 

 

Estos antecedentes muestran que la sobreexpresión de GPP ocurre desde la 

primer crisis convulsiva y media la hiperexcitabilidad del tejido cerebral. Por lo tanto, la 
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sobreexpresión de GPP podría estar facilitando la inducción de nuevas crisis convulsivas 

y estaría asociada con el proceso de epileptogénesis (Figura 3).  

 

1.4. Epileptogénesis 
 

Se define como epileptogénesis al proceso de adquisición y/o propagación de tejido 

susceptible a presentar actividad epiléptica (Pitkänen et al., 2015; Pitkänen & Engel, 

2014). Este proceso patológico es iniciado por un insulto (trauma, malformación, crisis 

febriles, evento cerebral vascular, entre otros) y que, en presencia de factores como la 

localización y severidad del insulto, edad, factores genéticos y ambientales, provoca un 

reordenamiento continuo y progresivo de la red neuronal que provoca el desbalance entre 

los sistemas excitatorios e inhibitorios del SNC aumentando la susceptibilidad a presentar 

actividad epileptiforme (Löscher & Brandt, 2010). Debido a la carga que la epilepsia 

representa, la prevención del desarrollo de la epilepsia es algo atractivo. Sin embargo, 

para desarrollar estrategias preventivas se requiere entender los mecanismos detrás de 

la epileptogénesis (World Health Organization, 2019). 

El modelo de kindling eléctrico amigdalino (KEA) es un modelo de epileptogénesis 

inducida por estimulación eléctrica. Este modelo involucra cambios neuronales 

permanentes que resultan en un estado de hiperexcitabilidad. El KEA se caracteriza por 

la progresión de las crisis focales a crisis focales secundariamente generalizadas (Rice 

& DeLorenzo, 1998). La progresión del KEA se asocia al reclutamiento de diversas 

estructuras cerebrales a la red aberrante durante la propagación de la actividad 

epileptiforme (Blumenfeld et al., 2007; Corcoran et al., 1975; Hewapathirane & Burnham, 

2005).  

En ratas, el KEA se divide en 5 fases de acuerdo con la escala de Racine (Racine, 

1972). Las crisis de fase I se caracterizan por ser crisis focales de corta duración donde 

la actividad epileptiforme propaga de la amígdala ipsilateral al hipocampo ventral 

ipsilateral (Blumenfeld et al., 2007; Hewapathirane & Burnham, 2005) y a las cortezas 

perirhinal y entorhinal ipsilaterales (Figura 4) (Hirsch et al., 1997; Kajiwara et al., 2003). 

Las crisis de fase II son crisis focales de mayor severidad y duración en comparación a 
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las crisis de fase I. Durante esta fase, la actividad epileptiforme se propaga de la amígdala 

estimulada al hipocampo dorsal ipsilateral (Figura 4) (Hewapathirane & Burnham, 2005). 

Las crisis convulsivas de fase III son crisis focales secundariamente generalizadas, es 

decir, aquellas donde la actividad epileptiforme se propaga fuera de las estructuras 

límbicas ipsilaterales. La transición de la fase II a la fase III involucra la propagación de 

la actividad epileptiforme al circuito rhinencefálico (Rice & DeLorenzo, 1998) y al 

hipocampo contralateral (Hewapathirane & Burnham, 2005). A partir de la primer crisis 

fase III, todos los estímulos eléctricos provocan actividad epileptiforme en ambos 

hipocampos (Figura 4) (Hewapathirane & Burnham, 2005). Las fases IV y V se 

caracterizan por presentar crisis clónicas secundariamente generalizadas. Durante estas 

fases, la actividad epileptiforme se propaga a la corteza perirhinal contralateral y a la 

neocorteza frontal, parietal y temporal (Rice & DeLorenzo, 1998). La fase V se caracteriza 

por ser un estado irreversible. Una vez alcanzada dicha fase, los animales pueden 

permanecer sin estimulación durante largos periodos y no hay cambios en la 

susceptibilidad a las crisis (Figura 4) (Rice & DeLorenzo, 1998). Cabe destacar que la 

lesión de la corteza frontal interfiere con la adquisición del kindling (Corcoran et al., 1975). 

Cuando los estímulos eléctricos evocan crisis convulsivas de fase V en días consecutivos 

se considera que los animales han alcanzado el estado kindled. Dicho estado representa 

un cambio crónico de hiperexcitabilidad de la red neuronal pues a pesar de suspender 

los estímulos eléctricos tipo kindling durante largos periodos, la administración de 

estimulación eléctrica es capaz de evocar crisis convulsivas de fase V.  
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Figura 4 Propagación del kindling eléctrico amigdalino. La actividad epileptiforme de 
las crisis focales fase I y II propagan al hipocampo ipsilateral ventral y dorsal, 
respectivamente. Las crisis convulsivas de fase III se caracterizan por la propagación de 
la actividad epileptiforme al hipocampo contralateral. Durante las crisis convulsivas fase 
IV, la actividad epileptiforme propaga a estructuras del diencéfalo y mesencéfalo. Las 
crisis convulsivas de fase V se caracterizan por el reclutamiento de la corteza frontal.  

 

El KEA presenta validez de constructo, aparente y predictiva (Cavazos et al., 1991; 

Cavazos & Sutula, 1990; Hewapathirane & Burnham, 2005; Mody, 1993; Mody & 

Heinemann, 1983), razones por las cuales ha sido frecuentemente utilizado para evaluar 

el efecto antiepileptogénico de diversas sustancias (Tabla 2) y que, a diferencia de otros 

modelos, permite el control espacial y temporal de las crisis convulsivas.  

Es importante notar que, a pesar del efecto antiepileptogénico mostrado por diversos 

fármacos, estos fueron administrados previo a la estimulación eléctrica amigdalina y en 

dosis superiores a las utilizadas en la clínica como anticonvulsivo, provocando la 

aparición de efectos adversos (Tabla 2).  
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Tabla 2 Fármacos con efecto antiepileptogénico en el modelo de KEA 

Sustancia 
Mecanismo 

de acción 
Dosis  

Efectos 

adversos 
Referencia 

MK-801 
Antagonista 

NMDA 
2 mg/kg 

Hipotonía 

Esterotipia 

Ataxia 

(Sato et al., 1988a) 

Valproato 

Potenciador 

GABA 

Inhibidor 

VGSC 

400 

mg/kg 

Letargia 

Ataxia 

Pérdida de peso 

(Silver et al., 1991) 

Fenobarbital 
Agonista 

GABAa 
40 mg/kg 

Ataxia 

Letargia 
(Silver et al., 1991) 

Levetiracetam 
Inhibidor 

SVA2 
50 mg/kg 

Hiperactividad 

locomotora 

Tolerancia 

(Löscher et al., 1997; 

Stratton et al., 2003) 

Lamotrigina 
Inhibidor 

VGSC 
20 mg/kg No especificado (Stratton et al., 2003) 

Lacosamida 

Potencia el 

estado 

inactivo de 

VGSC 

30 mg/kg Crisis espontáneas (Brandt et al., 2006) 

 

NMDA: Receptor de N-metil-D-aspartato, SVA: Glicoproteína de vesícula sináptica 

A2, VGSC: Canal de sodio dependiente de voltaje. 

 

1.5. Neuromodulación y estimulación eléctrica focal transcraneal 
 

La modulación eléctrica de las funciones cerebrales (neuromodulación) es una 

aproximación terapéutica que se enfoca en restaurar el balance en la red neuronal 
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afectada por el trastorno epiléptico (Rocha, 2013). Existen varios mecanismos que 

explican como las diferentes técnicas de neuromodulación eléctrica ejercen sus efectos 

(Rocha, 2013). Sin embargo, lo que distingue a cada una de las técnicas de 

neuromodulación son las características del estímulo eléctrico (forma, duración, 

frecuencia, amplitud y polaridad) y los campos electromagnéticos que estos generan 

(Peterchev et al., 2012).  

La estimulación eléctrica transcraneal aplica corriente eléctrica en el cráneo a través 

de electrodos colocados sobre el cuero cabelludo. Este tipo de neuromodulación no 

genera un campo eléctrico que abarca gran parte del parénquima cerebral (Peterchev 

et al., 2012). En pacientes con epilepsia farmacorresistente, la aplicación de estimulación 

eléctrica transcraneal redujo la frecuencia de las crisis convulsivas. Sin embargo, se 

desconoce el mecanismo por el cual se presentó este efecto o la relevancia de los 

fármacos anticrisis que estaban siendo administrados durante el protocolo (Yang et al., 

2019). La estimulación magnética transcraneal genera un campo magnético a través del 

paso de corriente eléctrica a través de una bobina colocada perpendicular sobre el cráneo 

del paciente. A pesar de ser una técnica frecuentemente utilizada, existe incertidumbre 

con respecto a la distribución del campo eléctrico y la propagación de la respuesta en el 

cerebro (Peterchev et al., 2012; Siebner et al., 2022). Este tipo de neuromodulación ha 

sido utilizada en pacientes con epilepsia, sin embargo, estudios aleatorizados no han 

mostrado efectos claros sobre la frecuencia de las crisis convulsivas comparados al grupo 

control (Tavakoli & Heidarpanah, 2023). Además de la estimulación transcraneal, existen 

técnicas invasivas de neuromodulación. El nervio vago es un componente esencial del 

sistema nervioso autónomo, media la integración de información sensorial y proyecta al 

núcleo del tracto solitario, núcleo dorsal del rafe y al sistema límbico. Diversos autores 

han mostrado que la estimulación eléctrica del nervio vago reduce la frecuencia de crisis 

convulsivas en pacientes con epilepsia farmacorresistente, razón por la cual este 

abordaje fue de las primeras técnicas aprobadas para el tratamiento de pacientes con 

epilepsia focal farmacorresistente (Ahmadirad et al., 2023). A pesar de su eficacia 

anticonvulsiva, la estimulación del nervio vago presenta efectos adversos incluyendo 

alteraciones en la respiración durante el sueño (Gurung et al., 2020).  
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La estimulación eléctrica focal transcraneal (EFT) es una técnica novedosa de 

neuromodulación no invasiva que, a través de electrodos concéntricos tripolares, 

proporciona una densidad de corriente uniforme debajo del electrodo capaz de penetrar 

estructuras profundas como el hipocampo (Besio et al., 2011; Valdés-Cruz et al., 2019) 

(Fig. 5). Ensayos previos han demostrado que la EFT es segura, pues no causa daños 

tisulares (W.Besio et al., 2010), no induce muerte neuronal en hipocampo (Mucio-

Ramírez & Makeyev, 2017) o altera la formación de memoria (Luby et al., 2014). La EFT 

ha mostrado efectos anticonvulsivos en modelos animales. Besio y colaboradores 

reportaron que la EFT aplicada 5 min después de iniciar el status epilepticus disminuyó 

la sincronicidad del trazo y redujo la conducta convulsiva (Besio et al., 2007a). De forma 

similar, Santana-Gómez y colaboradores evaluaron el efecto de la EFT aplicada 30 min 

después de iniciar el status epilepticus. Los autores encontraron que la EFT disminuyó el 

voltaje y ritmicidad de la actividad epileptiforme en el hipocampo y que dicho efecto 

estaba asociado con evitar la sobreliberación de glutamato en esa estructura (Santana-

Gómez et al., 2015). Como pretratamiento, la EFT fue capaz de potenciar una dosis 

subefectiva de diazepam y reducir la muerte neuronal en hipocampo inducida por status 

epilepticus (Besio et al., 2013). Por otra parte, Pérez-Pérez y colaboradores evaluaron el 

efecto de la aplicación de EFT antes de inducir una crisis convulsiva severa con 3MP y 

en animales con crisis convulsivas farmacorresistentes. Los autores encontraron que la 

EFT evitó la sobreexpresión de GPP en corteza cerebral e hipocampo inducida por una 

crisis severa y restauró la respuesta a fenitoína de los animales que previamente eran 

farmacorresistentes (Pérez-Pérez et al., 2021). Estos antecedentes muestran que la EFT 

es anticonvulsiva, disminuye la liberación de glutamato y evita la sobreexpresión de GPP 

inducida por una crisis única severa.  

Por su parte, Valdés y colaboradores evaluaron el efecto de la EFT en la 

epileptogénesis en el modelo de KEA en gatos. Los autores reportaron que la 

administración de EFT inmediatamente después del estímulo tipo kindling evitó el 

aumento en la severidad de las crisis convulsivas, manteniendo a los animales en crisis 

focales durante 40 días, mientras que el grupo control había presentado crisis convulsivas 

de máxima severidad. Con estos datos los autores concluyen que la EFT administrada 

inmediatamente después del estímulo tipo kindling evita la propagación de las crisis 
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convulsivas interrumpiendo el establecimiento de redes aberrantes e interfiriendo con la 

adquisición de la epileptogénesis (Valdés-Cruz et al., 2019). 

Estos antecedentes muestran que la EFT es antiepileptogénica, sin embargo, se 

desconoce si este efecto está asociado con evitar la sobreexpresión de GPP y el 

incremento en la hiperexcitabilidad cerebral. 

 

1.6. Justificación 
 

La sobreexpresión de GPP ocurre desde la primera crisis convulsiva generalizada y, al 

favorecer la hiperexcitabilidad celular, podría estar asociada con la epileptogénesis. Por 

otro lado, la EFT es anticonvulsiva, antiepileptogénica, inhibe la sobreliberación de 

glutamato y evita la sobreexpresión de GPP inducida por una crisis convulsiva 

generalizada. Sin embargo, se desconoce si el efecto antiepileptogénico está asociado 

con evitar la sobreexpresión de GPP durante la epileptogénesis.  

2. Hipótesis 
 

• La epileptogénesis se asocia al aumento progresivo en la expresión de GPP en 

áreas cerebral es que participan en la propagación de las crisis convulsivas.  

 

• La EFT aplicada diariamente después de cada estímulo tipo KEA evitará la 

propagación de las crisis focales  

 

• El efecto antiepileptogénico de la EFT estará asociado con evitar el aumento en la 

concentración proteica de GPP en áreas cerebrales asociadas con la propagación 

de las crisis convulsivas. 
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3. Objetivos generales 
 

• Evaluar la expresión de GPP durante distintas fases de la epileptogénesis en áreas 

cerebrales que participan en la propagación de las crisis convulsivas. 

 

• Analizar el efecto de la EFT diaria en la expresión y propagación de las 

posdescargas inducidas por el KEA 

 

• Determinar si el efecto antiepileptogénico de la EFT está asociado con evitar el 

aumento en la concentración proteica de GPP en áreas cerebrales que participan 

en la propagación de las crisis convulsivas.  

 

3.1. Objetivos específicos 
 

a) Evaluar la expresión de GPP en áreas cerebrales específicas durante diferentes 

fases del KEA. 

 

b) Determinar si la aplicación de EFT diaria modifica la progresión del KEA.  

 

c) Analizar el efecto de la EFT diaria durante el KEA en la concentración proteica de 

GPP en áreas cerebrales específicas durante el KEA.  

 

4. Metodología  
 

4.1. Animales 
 

Se utilizaron ratas Wistar macho de 300-350 g de peso. Los animales se alojaron en 

cajas de acrílico transparente, en ciclos luz/oscuridad de 12 h, a 22+2 °C con acceso a 

agua y alimento ad libitum. El protocolo experimental se realizó de acuerdo con la Norma 
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Oficial Mexicana para uso y cuidado de animales de laboratorio (NOM-062ZOO-1999) y 

el comité de ética del Instituto Nacional de Psiquiatría “Ramón de la Fuente Muñiz” 

(proyecto NC123240.1).  

 

4.2. Cirugía e implante de electrodos 
 

Los animales se anestesiaron con una mezcla de Zoletil 50 (50mg/kg IM) y xilacina 

(12 mg/kg IM). Después se rapó la cabeza del animal, fue fijado en el marco estereotáxico 

y se realizaron los procedimientos de asepsia con una solución de yodopovidona al 10%. 

La cirugía inició con una incisión longitudinal sobre la línea media desde el vértice 

posterior de las cuencas oculares hasta el hueso occipital y se disecó el periostio para 

exponer el cráneo. Se realizaron 3 trépanos: el primero posterior a la unión parietofrontal 

sobre la línea ocular externa izquierda, el segundo anterior a la cisura parietooccipital 

izquierda sobre la línea ocular externa izquierda y el tercero en hueso occipital sobre la 

línea ocular externa derecha y se colocaron los tornillos de soporte (Figura 5). Utilizando 

como referencia el punto de unión entre bregma y la cisura media, se procedió a realizar 

un trépano en las coordenadas anteroposterior -2.8 y lateral +4.8. Dicho trépano permitió 

la implantación del electrodo de estimulación amigdalina el cual consistió en tres hebras 

de acero inoxidable aislados excepto en las puntas. Mediante el uso del marco 

estereotáxico, el electrodo de estimulación amigdalina fue implantado a una velocidad de 

1 mm por cada 120 segundos, hasta alcanzar -8.6 mm de profundidad con respecto a las 

coordenadas de origen (Brandt, 2006) (Figura 5). Se colocó gasa hemostásica y cera 

ósea en el trépano para evitar la filtración y el electrodo se fijó al tornillo occipital con 

acrílico dental. Después se implantaron dos electrodos epidurales en ambas cortezas 

motoras (Figura 5). Los electrodos y los tornillos fueron soldaron a un conector Berg 

macho y la preparación se fijó al cráneo con acrílico dental. Los animales tuvieron un 

periodo de recuperación de 7 a 10 días durante los cuales se proporcionaron cuidados 

básicos de herida quirúrgica y profilaxis antibiótica (enrofloxacina 12mg/kg VO).     
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Figura 5 Esquema representativo del implante de electrodos. Se implantaron 3 
tornillos de soporte (círculos grises), un electrodo tripolar de estimulación amigdalina 
(círculo amarillo) y 2 electrodos epidurales (barras azules). El electrodo de estimulación 
amigdalino se representa en la imagen derecha (modificado de Santos-Valencia et al., 
2019).  

 

4.3. UPD y KEA 
 

Después del periodo de recuperación, se realizó la determinación del umbral 

posdescarga (UPD) que representa la corriente mínima necesaria para evocar la 

actividad epileptiforme en cada animal (Corcoran et al., 1975; Hewapathirane & Burnham, 

2005). Para determinar el UPD, a cada rata se le aplicó un estímulo eléctrico compuesto 

por pulsos cuadrados monofásicos de 1 ms de duración a 60 Hz, con una duración total 

del tren de 1 s e iniciando con 100 µA (Figura 6) a través de un estimulador Grass S11 

(Grass, MA, USA). Se realizaron incrementos del 20% en la intensidad de corriente cada 

2 min hasta evocar la posdescarga (o actividad epileptiforme) > 4 s acompañada de algún 

cambio conductual asociado a crisis límbicas de acuerdo con la escala de Racine (Tabla 

3) (Löscher & Schmidt, 1988; Palencia et al., 2011; Racine, 1972). Los estímulos tipo 

kindling iniciaron 24 h después aplicando diariamente la misma intensidad de corriente 

determinada en el UPD (Figura 6) hasta evocar tres crisis convulsivas de fase V en días 

consecutivos. Durante todo el protocolo se registró la conducta y la actividad 

electrográfica en amígdala y corteza frontal. 
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Figura 6 Determinación del UPD y KEA. La imagen izquierda representa el 
protocolo para determinar el UPD en el que se administran pulsos cuadrados 
monofásicos de 1 ms de duración a 60 Hz durante 1 s iniciando a 100 µA. Cada 2 
min se realiza el incremento de 20% de la intensidad de corriente anterior hasta 
evocar un cambio conductual de acuerdo con la escala de Racine acompañado de 
actividad epileptiforme > 4 segundos. La imagen derecha representa el pulso 
eléctrico administrado para el KEA. Este estímulo está conformado por pulsos 
cuadrados monofásicos de 1 ms de duración a 60 Hz durante 1 s utilizando el UPD 
como intensidad de corriente.  

 

Tabla 3 Escala de Racine. 

Fase Actividad 

I Movimientos faciales, parpadeo unilateral, aversión, congelamiento 

II Cabeceo, masticación 

III Mioclonías 

IV Postura de canguro 

V Postura de canguro con pérdida sustento 
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4.4. Registros electroencefalográficos y actividad epileptiforme 
 

La actividad electrográfica registrada del electrodo amigdalino y ambos electrodos de 

corteza frontal se obtuvo a través del equipo de registro poligráfico 78E (Grass, MA, USA). 

Los trazos fueron amplificados, filtrados entre 3-300 Hz y almacenados utilizando un 

equipo de conversión analógica-digital con una frecuencia de muestreo de 500 Hz 

(ADQH8, Ciudad de México, México). Tanto el equipo de conversión analógica a digital 

como el software utilizado son hechos a medida (Valdés-Cruz et al., 2012, 2019). Todos 

los trazos iniciaron con 30-60 s de actividad basal y concluyeron 1 min después de la 

última espiga de la posdescarga evocada. El análisis de los trazos se realizó off-line. Se 

midió la duración de la posdescarga, desde el artefacto de la estimulación hasta el fin de 

la actividad de alta amplitud y ritmicidad, y la frecuencia de espigas durante el desarrollo 

del KEA (Fernández-Guardiola et al., 1996; Y. L. Wang et al., 2018) (Figura 7).  

 

 

Figura 7  Registro de la actividad epileptiforme inducida por el KEA. Trazo 
representativo de 30 s que muestra la actividad basal (antes de la flecha roja), el artefacto 
de la estimulación eléctrica (flecha) y la actividad epileptiforme (llave). 
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4.5. Estimulación eléctrica focal transcraneal 
 

La cirugía y el implante de electrodos se llevó a cabo de acuerdo con lo descrito en la 

sección 4.2. Excepto que, se implantó un electrodo concéntrico tripolar (ECT, 6 mm de 

diámetro) sobre la línea sagital, entre bregma y lambda (Figura 8). Los electrodos se 

soldaron a dos conectores Berg, uno para la EFT y el segundo para el KEA.  

 

Figura 8 Esquema representativo del implante de electrodos para KEA y 
EFT. Se implantaron 3 tornillos de soporte (círculos grises), un electrodo tripolar 
de estimulación amigdalina (círculo amarillo), dos electrodos de registro epidural 
en la corteza motora (barras azules) y el ECT para la EFT sobre la línea media, 
entre bregma y lambda.  

 

Se utilizó como referencia el modelo esférico reportado por Valdés-Cruz y colaboradores 

para determinar los parámetros de la EFT (Figura 9) (Valdés-Cruz et al., 2019). Utilizando 

dicho modelo, los autores estimaron la intensidad y profundidad del campo eléctrico que 

la EFT generaba. Así, los autores concluyen que la EFT crea un campo eléctrico capaz 

de activar e interrumpir con las neuronas activas durante la descarga epileptogénica en 

estructuras como la amígdala, corteza piriforme e hipocampo (Francis et al., 2003; 

Valdés-Cruz et al., 2019). 
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Figura 9 El campo eléctrico de la EFT penetra a estructuras subcorticales en el gato. 
La imagen izquierda representa los pulsos que conforman la estimulación EFT. La 
imagen de la derecha muestra el modelo esférico del cráneo del gato, así como la 
intensidad y profundidad que el campo eléctrico presenta durante la EFT (modificado de 
Valdés-Cruz et al., 2019).  

 

Con base en este antecedente, la EFT en la rata debe generar un campo eléctrico de 

0.45-0.5 mV/mm capaz de penetrar 7-9 mm para alcanzar estructuras como el 

hipocampo, amígdala y corteza piriforme (Paxinos & Watson, 2006). En 2011, Besio y 

colaboradores registraron cambios en el voltaje del hipocampo ventral de la rata en 

respuesta a corrientes crecientes de EFT. A partir de estos datos, los autores estimaron 

la intensidad del campo eléctrico que la EFT generaba en el hipocampo ventral (W. Besio 

et al., 2011).  

Con base en estos antecedentes la EFT aplicada en este proyecto consistió en pulsos 

cuadrados simétricos bifásicos, de 200 µs de duración, 100 µs de interfase, a 300 Hz, por 

2 min con una intensidad de corriente de 1.5 mA.  

 

4.6. Experimento 1: Evaluar la expresión de GPP en áreas cerebrales 

específicas durante las diferentes fases del KEA. 
 

Este experimento nos permitió evaluar la expresión de GPP en estructuras de interés 

durante el proceso de epileptogénesis inducido por el KEA. Antes de iniciar, se realizó el 
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implante de animales piloto para verificar la correcta localización del electrodo de 

estimulación amigdalina. Tanto las fases a evaluar como las estructuras se definieron con 

base en la propagación de la actividad epileptiforme descrita en la sección 1.4.  El diseño 

experimental está representado en la figura 10. 

 

4.6.1. Grupos experimentales 
 

- Grupo kindled (n=5): Los animales fueron estimulados diariamente hasta presentar 

3 crisis consecutivas de fase V. A continuación, fueron sacrificados mediante 

decapitación 24 h después de la última crisis fase V y se realizó la disección de 

corteza frontal e hipocampo del hemisferio ipsi- y contralateral con respecto a la 

amígdala estimulada. El tejido recolectado fue almacenado a -70 °C hasta la 

determinación de la expresión proteica de GPP mediante western blot.  

 

- Grupo fase III (n=5): Este grupo se manipuló al igual que el grupo kindled excepto 

que los animales fueron estimulados diariamente hasta presentar la primera crisis 

convulsiva de fase III. El tejido se obtuvo de la misma forma que el grupo kindled 

excepto que los animales fueron sacrificados 24 h después de presentar la primera 

crisis convulsiva de fase III. 

 

- Grupo fase I (n=5): Este grupo fue manipulado al igual que el grupo fase III, 

excepto que a los animales únicamente se les determinó el UPD. El tejido se 

obtuvo de la misma forma que el grupo fase III excepto que los animales fueron 

sacrificados 24 h después de determinar el UPD. 

 

- Grupo naïve (n=5): Los animales fueron manipulados al igual que el grupo fase I 

del experimento 1 excepto que no fueron sometidos al implante quirúrgico de los 

electrodos ni recibieron estimulación eléctrica. El tejido se obtuvo de la misma 

forma que el grupo fase I excepto que los animales fueron sacrificados 24 h 
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después del último día de habituación. Los resultados de este grupo fueron 

considerados como condición control.  

 

 

 

 

Figura 10 Diseño experimental para evaluar la expresión de GPP en áreas 
cerebrales asociadas con la propagación de las crisis convulsivas en diferentes fases 
del KEA. Se obtuvieron 3 grupos experimentales de ratas previamente implantadas y 
sometidas al protocolo de KEA. Se realizó el sacrificio y disección de las estructuras 
de interés 24 h después de la última manipulación y se cuantificó la expresión proteica 
de GPP mediante western blot. Los datos fueron comparados contra los obtenidos de 
un grupo naïve, el cual únicamente fue habituado. 

  

4.6.2. Cuantificación de GPP mediante Western blot 
 

El Western blot es una técnica sensible y semicuantitativa que permite analizar 

cambios en la expresión proteica incluso cuando ocurre en el rango de picogramos 

(Ghosh et al., 2014). Con los anticuerpos correctos, el Western blot es una técnica muy 
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sensible y específica, razones por las cuales se eligió para evaluar cambios en la 

expresión de GPP durante la epileptogénesis inducida por EKA.    

Las muestras de tejido cerebral fueron homogenizadas en solución amortiguadora de 

lisis (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA y 0.1% Tritón X-100) con un 

coctel de inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics GmbH, Alemania) en baño frío a 

4 °C. A continuación, los homogenados fueron centrifugados a 14,000 x g durante 10 min 

a 4 °C y el sobrenadante (extracto proteico total) fue recuperado, dividido en alícuotas y 

almacenado a -70 °C hasta su uso. La concentración proteica de los extractos fue 

evaluada mediante el método de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 

utilizando albúmina de suero bovino (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) como 

estándar. Las muestras (50 µg) fueron hervidas por 5 min a 95 °C en solución 

amortiguadora de Laemmli (500 mM Tris-Hcl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 10%-

mercaptoetanol y 0.1% azul de bromofenol). La electroforesis se llevó a cabo en solución 

amortiguadora de corrida (25 mM Tris, 192 mM glicina y 0.1% SDS, pH 8.3; Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA) a 85 V por 30 min y 100 V por 2 h en un gel de 

electroforesis de SDS-poliacrilamida (7.5%). La electrotransferencia se realizó a una 

membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF; Immun-Blot, Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA) a 0.6 A por 30 min en solución amortiguadora de transferencia (25 

mM Trizma base, 250 mM glicina y 20% etanol, pH 8.3). La unión inespecífica se bloqueó 

por 1 h a 4 °C con solución bloqueadora al 5% (Blot-QuickBlocker, EMD Millipore, 

Oakville, Ontario, CA, USA) disuelta en solución amortiguadora TBS-T (20 mM Tris, 500 

mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5). Las membranas se incubaron toda la noche con los 

anticuerpos primarios a 4 °C con agitación leve. Los anticuerpos utilizados fueron: 

monoclonal de conejo anti-GPP (1:1000; Cat. Ab170904; Abcam, Walthman, MA, USA), 

monoclonal de conejo anti-actina (1:1000; Cat. Ab179467; Abcam, Walthman, MA, USA). 

Todos los anticuerpos primarios fueron diluidos en solución amortiguadora TBS (20 mM 

Tris, 500 mM NaCl, pH 7.5). Después de la incubación se realizaron 3 lavados con 

solución amortiguadora TBS-T a 4 °C por 5 min cada uno. A continuación, se realizó la 

incubación del anticuerpo secundario HRP cabra anti-conejo IgG (1:5000 y 1:10,000 para 

GPP y actina, respectivamente) por 2 h a 4 °C. El anticuerpo secundario fue diluido en 

solución amortiguadora TBS. Posterior a la incubación, se realizaron 3 lavados con 
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solución amortiguadora TBS a 4 °C por 5 min cada uno. Finalmente, las membranas 

fueron incubadas en una solución de peróxido/luminol (Clarity Western ECL substrate, 

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) a temperatura ambiente por 5 min. La señal 

quimo luminiscente fue normalizada usando actina como proteína constitutiva, 

obteniendo así un radio de expresión relativa. Todas las muestras se analizaron por 

duplicado.   

Los resultados de este experimento fueron comparados mediante análisis de varianza 

de una vía y prueba post hoc de Tukey. Además, la expresión relativa de GPP y los datos 

del KEA (UPD, días de estímulo, duración de la posdescarga y frecuencia de espigas) 

fueron sometidos al análisis de correlación de Spearman. La significancia estadística se 

estableció p<0.05. El análisis estadístico y la construcción de gráficos se realizaron 

utilizando GraphPad Prism v.8.01 (GraphPad Software Inc., Boston, MA, USA).   

 

4.7. Experimento 2: Determinar si la aplicación de EFT diaria modifica la 

progresión del KEA en rata 

 

El objetivo de este experimento fue determinar si la aplicación de EFT diaria 

inmediatamente después de cada estímulo del KEA modificaba la progresión de este. 

 

4.7.1. Grupos experimentales 
 

- Grupo K + EFT (n=5): Después de la recuperación, se determinó el UPD de 

acuerdo con lo descrito en la sección 4.3. y 24 h después inició el protocolo de 

KEA diario. Inmediatamente después de cada estímulo KEA se aplicó la 

estimulación EFT a través del disco central y el anillo externo utilizando un 

estimulador Grass S88 (Grass, MA, USA). Este procedimiento se repitió 

diariamente por 20 días y se registró la actividad electroencefalográfica y la 

conducta de acuerdo con lo descrito en las secciones 4.3. y 4.4. 
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- Grupo kindled (n=5):  Los animales fueron manipulados al igual que el grupo K + 

EFT excepto que no recibieron estimulación EFT y el protocolo terminó cuando 

presentaron 3 crisis convulsivas de fase V consecutivas.  

 

- Grupo EFT (n=5): Los animales fueron manipulados al igual que el grupo kindled 

excepto que únicamente recibieron la EFT diariamente por 20 días.  

 

4.8. Experimento 3: Analizar el efecto de la EFT diaria durante el KEA en 

la concentración proteica de GPP en áreas cerebrales específicas 

durante el KEA. 
 

Este experimento nos permitió evaluar el efecto de la aplicación diaria de EFT durante 

el KEA en la concentración proteica de GPP en áreas cerebrales específicas. El diseño 

experimental se muestra en la Figura 11. Las estructuras se definieron con base en la 

propagación de la actividad epileptiforme descrito en la sección 1.4.   

 

4.8.1. Grupos experimentales 
 

- Grupo K + EFT (n=5): Se utilizaron a los animales del grupo K + EFT del 

experimento 3 (sección 4.4.1.). Los animales fueron sacrificados mediante 

decapitación 24 h después de la última manipulación y se realizó la disección de 

corteza frontal e hipocampo de los hemisferios ipsi- y contralateral, con respecto a 

la amígdala estimulada. El tejido recolectado se utilizó para determinar la 

concentración proteica de GPP mediante Elisa (sección 4.5.2.).  

 

- Grupo kindled (n=5): Se utilizaron a los animales del grupo kindled del experimento 

3 (sección 4.4.1.). La obtención del tejido y el análisis de la concentración proteica 

se realizó al igual que en grupo K + EFT.  
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- Grupo EFT (n=5): Se utilizaron a los animales del grupo EFT del experimento 3 

(sección 4.4.1.). La obtención del tejido y el análisis de la concentración proteica 

se realizó al igual que en grupo kindled. 

 

- Grupo naïve (n=5): Los animales fueron manipulados al igual que el grupo EFT del 

experimento 3 (sección 4.4.1.) excepto que no fueron sometidos al implante 

quirúrgico de los electrodos ni recibieron estimulación eléctrica. La obtención del 

tejido y el análisis de la concentración proteica se realizó al igual que en grupo 

EFT. Los resultados de este grupo fueron considerados como condición control.  

 

 

 

Figura 11 Diseño experimental para evaluar la asociación entre el efecto 
antiepileptogénico de la EFT y la concentración proteica de GPP en áreas cerebrales 
involucradas en la propagación de las crisis convulsivas. 
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4.8.2. Ensayo de Elisa 
 

Para cuantificar la concentración proteica se eligió realizar un ensayo de 

inmunoadsorción ligado a enzima (ensayo de Elisa), pues esta técnica es muy sensible 

y eficiente para hacer determinaciones cuantitativas de proteínas específicas dentro de 

una mezcla compleja (Sakamoto et al., 2018). El ensayo se realizó de acuerdo con las 

instrucciones del proveedor (US Biological Life Sciences Cat. 353596). De forma breve, 

se homogenizaron las muestras con solución amortiguadora de lisis (9 ml por cada gramo 

de tejido) en frío. A continuación, las muestras fueron centrifugadas por 5 min a 5000 x g 

a 4 °C y el sobrenadante fue recolectado. Se realizaron 2 lavados de la placa con solución 

de lavado y se cargaron 100 µL de cada concentración de la curva estándar y de las 

muestras diluidas (1:10 en solución de dilución). Se realizó una incubación de 90 min a 

37 °C seguida por dos lavados. Después, se realizó la incubación de biotina (100 µL por 

pozo) durante 1 h a 37 °C. La incubación terminó mediante 3 lavados y se añadieron 100 

µL por pozo de solución de trabajo que fue incubada por 30 min a 37 °C. Por último, se 

realizaron 5 lavados y se añadieron 90 µL de sustrato TMB a cada pozo. La placa se 

cubrió de la luz por 5 min y se realizó la lectura a 450 nM inmediatamente después de 

agregar la solución de detención (50 µL). La curva de calibración permitió calcular la 

concentración proteica (ng/ml) de cada muestra a partir de la densidad óptica.  

Los resultados de este experimento fueron comparados mediante análisis de varianza 

de una vía y prueba post hoc de Tukey. Además, la expresión relativa de GPP y los datos 

del KEA (UPD, días de estímulo, duración de la posdescarga y frecuencia de espigas) 

fueron sometidos al análisis de correlación de Spearman. La significancia estadística se 

estableció p<0.05. El análisis estadístico y la construcción de gráficos se realizaron 

utilizando GraphPad Prism v.8.01 (GraphPad Software Inc., Boston, MA, USA).   
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5. Resultados 
 

Los ensayos preliminares revelaron que los electrodos de estimulación eléctrica estaban 

colocados en la amígdala basolateral. De acuerdo con lo anterior, la estimulación 

eléctrica de dicha estructura evocó cambios conductuales asociados con las crisis 

límbicas de origen amigdalino descritas por Racine (Racine, 1972). 

 

5.1. La epileptogénesis inducida por KEA se asoció con aumento en la 

expresión de GPP en áreas cerebrales involucradas con la 

propagación de las crisis convulsivas 
 

El grupo naïve no presentó ningún cambio conductual durante la habituación. El 

análisis por western blot mostró un índice de expresión relativa de GPP (GPP/actina) 

similar en ambos hipocampos (0.12 + 0.014 y 0.14 + 0.03 hipocampo derecho e izquierdo, 

respectivamente). El análisis de corteza frontal mostró un índice relativo de expresión de 

0.13 + 0.023 y 0.12 + 0.018 en hemisferio derecho e izquierdo, respectivamente (Figura 

14). 

El grupo fase I presentó un UPD de 284 + 92 µA. Durante la determinación del UPD, 

el registro de la actividad electrográfica de la amígdala reveló que la posdescarga tuvo 

una duración de 3.11 + 1.7 s con una frecuencia de 1.3 + 0.15 espigas por segundo 

(Figuras 12 y 13). No se registró actividad epileptiforme en los electrodos epidurales. El 

análisis por western blot mostró un incremento del 85% en la expresión relativa de GPP 

en el hipocampo ipsilateral a la amígdala estimulada (0.24 + 0.048, p<0.001 vs grupo 

naïve). No se encontraron cambios en la expresión relativa en el hipocampo contralateral 

(0.16 + 0.02, p>0.05 vs grupo naïve) o en las cortezas cerebrales (0.10 + 0.054 y 0.15 + 

0.04 en corteza frontal ipsi- y contralateral, respectivamente, ambas p>0.05 vs grupo 

naïve) (Figura 14). No se encontraron correlaciones estadísticamente significativas. 

En el grupo fase III, el UPD fue 341 + 132 µA (p > 0.05 vs grupo fase I) y fueron 

necesarios 4 + 1 estímulos tipo kindling para evocar la primer crisis fase III (Figura 12). 

El registro electrográfico reveló que la primera crisis fase III se asoció a una posdescarga 
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de 13.31 + 7.14 s (p>0.05 vs grupo fase I) con frecuencia de 2.13 + 0.25 (p<0.001 vs 

grupo fase I) espigas por segundo en la amígdala estimulada. La actividad epileptiforme 

se propagó a la corteza frontal y duró 13.1 + 6.68 s con frecuencia de 1.67 + 0.76 espigas 

por segundo (Figura 13). El análisis por western blot evidenció que la expresión relativa 

de GPP aumentó en 58.9% y 57.14% en hipocampo ipsi- y contralateral a la amígdala 

estimulada (0.20 + 0.03 y 0.22 + 0.049, ipsi- y contralateral, respectivamente, ambos 

p<0.05 vs grupo naïve y p>0.05 vs grupo fase I). No se encontraron cambios en la 

expresión relativa de GPP en corteza frontal (0.2 + 0.057 y 0.16 + 0.039, ipsi- y 

contralateral, respectivamente, p>0.05 vs grupo naïve y grupo fase I) (Figura 14). El 

análisis de correlación no evidenció ninguna correlación estadísticamente significativa. 

El UPD del grupo kindled fue 446 + 125 µA (p>0.05 vs grupos fase I y fase III) y se 

requirieron 15 + 1 estímulos tipo kindling para alcanzar el estado kindled (Figura 12). 

Durante la última crisis fase V, la posdescarga registrada en la amígdala estimulada duró 

75.29 + 44.63 s (p<0.01 vs grupo fase III y p<0.001 vs grupo fase I) y tuvo una frecuencia 

de 2.26 + 0.07 (p<0.001 vs grupo fase I y p>0.05 vs grupo fase III). La posdescarga 

propagó a la corteza frontal y duró 74 + 42.43 s (p<0.05 vs grupo fase III) con frecuencia 

de 2.2 + 0.11 (p>0.05 vs grupo fase III) espigas por segundo (Figura 13). La expresión 

relativa de GPP aumentó 92% en hipocampo ipsilateral y 90% en hipocampo contralateral 

(0.249 + 0.035 y 0.271 + 0.06, p<0.001 y p<0.01 vs grupo naïve, ipsi- y contralateral, 

respectivamente). Con respecto a la corteza frontal, el análisis por western blot mostró 

aumento del 93% y 143% en ambos hemisferios (0.26 + 0.07 y 0.299 + 0.04, p<0.01 y 

p<0.001 vs grupo naïve, ipsi- y contralateral, respectivamente) (Figura 14). El análisis de 

correlación reveló que la expresión relativa de GPP en hipocampo contralateral se 

correlacionó de forma positiva con la frecuencia de espigas durante las crisis de fase V 

(Figura 15).  
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Figura 12 Aumento progresivo de las fases asociadas al proceso de 
epileptogénesis inducida por KEA. La gráfica representa el cambio conductual (media + 
DE) evocado por la estimulación tipo kindling en cada ensayo. n=5 para todos los grupos.  
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Figura 13 Aumento progresivo en la duración de la posdescarga y frecuencia de 
espigas durante el proceso de epileptogénesis inducida por KEA. Los datos representan 
media + DE. En los paneles superiores se muestra la duración de la posdescarga y la 
frecuencia de espigas (espigas por segundo) del registro de la amígdala durante el KEA. 
Los paneles inferiores muestran los datos obtenidos del registro en corteza frontal. Los 
datos se presentan de acuerdo con las fases I, III y V de la escala de Racine. n=5 para 
todos los grupos.  
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Figura 14 Aumento progresivo en la expresión proteica de GPP durante la 
epileptogénesis inducida por KEA. Las gráficas representan el índice de expresión de 
GPP (media + EE) con respecto a actina en hipocampo (paneles superiores) y corteza 
frontal (paneles inferiores). Las estructuras ipsilaterales se encuentran en la columna 
izquierda y las contralaterales a la amígdala estimulada en la columna derecha. En el 
grupo naïve, las estructuras derechas representan hemisferio ipsilateral y las estructuras 
izquierdas el hemisferio contralateral pues no se realizó el implante del electrodo de 
estimulación. Las imágenes representativas de la detección de GPP y su respectivo 
control de carga se encuentran en la parte superior de cada gráfico. Cada muestra fue 
evaluada por duplicado. La diferencia estadísticamente significativa entre grupos se 
representa por *p<0.05, **p<0.01, y ***p<0.001. Análisis de varianza y prueba de Tukey.   
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Figura 15 Gráfica que muestra la correlación positiva entre la expresión relativa de 
GPP en hipocampo contralateral y la frecuencia de espigas en amígdala durante las crisis 
fase V del grupo kindled.   

  

5.2. La EFT aplicada inmediatamente después de cada estímulo tipo 

KEA evita la propagación de las crisis convulsivas 
 

El grupo EFT no presentó ningún cambio conductual o alteración 

electroencefalográfica (Figura 17) durante la aplicación diaria de EFT por lo que no se 

incluyó en la gráfica de la figura 16. El UPD del grupo kindled fue 356 + 73 µA y requirieron 

15 + 3.1 estímulos para alcanzar el estado kindled (Figura 16). Durante la última crisis 

convulsiva fase V, la posdescarga en la amígdala duró 88.27 + 18.16 s y tuvo una 

frecuencia de 3.14 + 0.26 espigas por segundo. La posdescarga propagó a la corteza 

donde duró 70.11 + 34.1 s y tuvo una frecuencia de 2.2 + 0.26 espigas por segundo 

(Figura 17). El UPD del grupo K + EFT fue 284 + 71 µA (p>0.05 vs grupo kindled). Durante 
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el protocolo experimental, la aplicación de estímulos K + EFT solo evocaron crisis 

convulsivas de fase I y II (Figura 16). Durante la última estimulación eléctrica, la 

posdescarga de la amígdala duró 6.14 + 4.6 s (p<0.001 vs última crisis convulsiva del 

grupo kindled) y tuvo una frecuencia de 1.6 + 0.46 espigas por segundo (p<0.001 vs 

última crisis convulsiva del grupo kindled) (Figura 17). La posdescarga de este grupo 

nunca propagó a la corteza frontal.  

 

Figura 16 Gráfica que representa el efecto de la EFT aplicada inmediatamente 
después de cada estímulo tipo kindling. La gráfica representa el cambio conductual 
evocado (media + DE) por la estimulación tipo kindling en cada ensayo. El grupo EFT no 
está incluido pues no presentó cambios conductuales durante el protocolo.  
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Figura 17 Trazos representativos de los grupos kindled, K+EFT y EFT. Los paneles 
muestran trazos representativos de la posdescarga de cada en el último día de 
estimulación. En el grupo kindled, el trazo muestra actividad rítmica y de alto voltaje en 
amígdala y ambos electrodos corticales. En contraste, el grupo K + EFT muestra actividad 
rítmica y de alto voltaje de corta duración solo en amígdala. En el grupo EFT no se aprecia 
actividad epileptiforme, únicamente el registro testigo de la estimulación focal 
transcraneal. AM: amígdala ipsilateral, CxC: corteza frontal contralateral, CxI: corteza 
frontal ipsilateral, EFT: registro de sincronía de la estimulación focal transcraneal, KEA: 
kindling eléctrico amigdalino. 

 

5.3. La EFT evita el aumento en la concentración proteica de GPP 

durante la epileptogénesis inducida por KEA 
 

El ensayo Elisa reveló que en el grupo naïve la concentración proteica de GPP fue 

48.05 + 12.61 ng/ml en hipocampo derecho, 39.99 + 8.63 ng/ml en hipocampo izquierdo, 
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66.03 + 15.27 ng/ml en corteza frontal derecha y 50.47 + 10.03 ng/ml en corteza frontal 

izquierda (Figura 18). En el grupo EFT, la concentración proteica de GPP fue similar al 

grupo naïve en todas las estructuras analizadas (50.31 + 15.5 y 54.22 + 6.78 ng/ml, 

hipocampo ipsi- y contralateral, respectivamente; 60.55 + 8.88 y 59.75 + 10.69 ng/ml, 

corteza frontal ipsi- y contralateral, respectivamente; p>0.05 en todas las comparaciones) 

(Figura 18). En el grupo kindled, la concentración proteica de GPP aumentó en todas las 

estructuras analizadas: 132% en hipocampo ipsilateral (111.6 + 27.1 ng/ml, p<0.001 vs 

grupos naïve y EFT), 138% en hipocampo contralateral (95.31 + 24.17 ng/ml, p<0.001 vs 

grupos naïve y EFT), 51% en corteza frontal ipsilateral (99.92 + 32.63 ng/ml, p>0.05 vs 

grupo naïve y p<0.05 vs grupo EFT) y 92% en corteza frontal contralateral (97.3 + 13.76 

ng/ml, p<0.001 vs grupo naïve y p<.0.01 vs grupo EFT) (Figura 18). El análisis del tejido 

del grupo K + EFT mostró que la concentración proteica de GPP se mantuvo similar a la 

obtenida en el grupo naïve en ambos hipocampos (0.39% y 6%, 48.24 + 9.97 y 52.94 + 

3.32 ng/ml, ipsi- y contralateral a la amígdala estimulada, respectivamente, p>0.05 vs 

grupo naïve y p<0.001 vs grupo kindled) y en ambas cortezas frontales (-0.7% y 3%, 

62.73 + 8.17 y 62.29 + 12.7 ng/ml, ipsi- y contralateral, respectivamente, p>0.05 vs grupo 

naïve y p<0.05 vs grupo kindled) (Figura 18). 
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Figura 18 Concentración proteica de GPP en hipocampo y corteza frontal ipsi- y 
contralateral. A comparación del grupo kindled, el grupo K + EFT no presentó aumento 
en la concentración proteica de GPP en ninguna estructura analizada. La gráfica 
representa la concentración media + EE de GPP en hipocampo (paneles superiores) y 
corteza frontal (paneles inferiores) ipsi- y contralaterales al sitio de estimulación de los 
grupos experimentales. En el grupo naïve, las estructuras derechas representan el 
hemisferio ipsilateral y las estructuras izquierdas el hemisferio contralateral pues no se 
realizó el implante de electrodos. La diferencia estadística se indica por: *p<0.05 y 
***p<0.001 vs grupo naïve, @p<0.05, @@p<0.01 y @@@p<0.001 vs grupo EFT; &p<0.05, 
&&p<0.01 y &&&p<0.001 vs grupo K + EFT. Análisis de varianza con prueba de Tukey.  
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6. Discusión 
 

Los resultados del presente trabajo mostraron que la epileptogénesis inducida por 

KEA está asociada con incrementos progresivos en la expresión de GPP. Este 

incremento es dependiente de la estructura cerebral y de la severidad de las crisis 

convulsivas. Por otro lado, el efecto antiepileptogénico de la EFT durante el KEA estuvo 

asociado con la intensidad del campo eléctrico y la inhibición de la sobreexpresión de la 

GPP.  

 

6.1. Epileptogénesis inducida por KEA 
 

La aplicación diaria de estímulos eléctricos en la amígdala basolateral indujo cambios 

electrográficos y conductuales asociados a crisis convulsivas de origen límbico que 

incrementaron en severidad. La progresión reportada en este estudio es similar a lo 

reportado por otros autores (Goddard et al., 1969; Liu et al., 2013; Rocha, Ackermann, 

et al., 1996) y por el grupo de investigación del laboratorio de neurofisiología del control 

y la regulación del Instituto Nacional de Psiquiatría (Domínguez Zúñiga, 2018).  

La progresión del KEA se asocia al reclutamiento de diversas estructuras cerebrales 

a la red aberrante durante la propagación de la actividad epileptiforme (Blumenfeld et al., 

2007; Corcoran et al., 1975; Hewapathirane & Burnham, 2005). El mecanismo molecular 

que media la adquisición del KEA está centrado en la plasticidad neuronal por 

sobreliberación de glutamato (Minamoto et al., 1992; Peterson et al., 1983; Trommer & 

Pasternak, 1990). Se asume que la aplicación de estímulos eléctricos provoca la 

despolarización de las terminales sinápticas generando un incremento en la 

concentración extracelular de glutamato. Esto debido a que la aplicación de glutamato en 

la amígdala es capaz de inducir el kindling y el bloqueo de receptores NMDA evita la 

progresión de este (Mori & Wada, 1987; Trommer & Pasternak, 1990) . El glutamato 

activa receptores NDMA permitiendo la entrada de calcio a la terminal postsináptica. En 

las neuronas del hilus, el aumento intracelular de calcio es capaz de iniciar mecanismos 

de muerte neuronal (Cavazos et al., 1994; Cavazos & Sutula, 1990; Sato et al., 1988b; 
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Trommer & Pasternak, 1990). En respuesta a la muerte de células hilares, las células 

granulares activan mecanismos de rearborización que son capaces de generar circuitos 

aberrantes (Cavazos et al., 1991). Por otro lado, la acumulación intracelular de calcio en 

neuronas glutamatérgicas induce mecanismos de potenciación a largo plazo que incluyen 

incrementos en la densidad y cinética de los receptores NDMA (Cavazos et al., 1994; 

Cavazos & Sutula, 1990; Kamphuis et al., 1986; Kghr et al., 1993; Mody et al., 1988; Mody 

& Heinemann, 1983, 1987; Sato et al., 1988b; Sato et al., 1990; Trommer & Pasternak, 

1990). Así, la plasticidad neuronal y la formación de circuitos aberrantes se asocian con 

el aumento en la estimulación glutamatérgica en respuesta al siguiente estímulo eléctrico, 

facilitando el reclutamiento de nuevas estructuras cerebrales. 

El mecanismo fisiopatológico del KEA le da la validez de constructo, pues replica los 

hallazgos reportados en pacientes con epilepsia del lóbulo temporal (Andrioli et al., 2007; 

Fisher et al., 1998; Schmeiser et al., 2017). Conductualmente, el KEA presenta la validez 

apariencia, pues las crisis de fase I y II comparten características conductuales con las 

crisis límbicas observadas en pacientes con epilepsia del lóbulo temporal. Mientras que, 

las fases IV y V se manifiestan de forma similar a las crisis tónico-clónicas observadas 

en pacientes con epilepsia (McNamara, 1989). Por último, el KEA presenta la validez 

predictiva al ser reconocido como un modelo de tamizaje de fármacos anticrisis para el 

tratamiento de la epilepsia del lóbulo temporal y de tratamientos antiepileptogénicos 

(Löscher et al., 1997; Löscher & Rundfeldt, 1991; McNamara, 1989; Stables et al., 2003).  

 

6.2. La epileptogénesis inducida por KEA se asoció con aumento en la 

expresión de GPP en áreas cerebrales involucradas con la 

propagación de las crisis convulsivas 
 

Los resultados del experimento 1 revelaron la epileptogénesis inducida por KEA está 

asociada con incrementos progresivos en la expresión de GPP. Este incremento es 

dependiente de la estructura y de la severidad de las crisis convulsivas.  

Diversos ensayos han demostrado que existe un aumento en la expresión de GPP en 

tejido cerebral resecado de pacientes epilepsia farmacorresistente (Fonseca-Barriendos 
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et al., 2022; Lazarowski et al., 1999; Marchi et al., 2004; Tishler et al., 1995). En estos 

pacientes, la sobreexpresión de GPP en elementos de la BHE limitaría la acumulación 

de fármacos anticrisis en el parénquima cerebral, reduciendo su eficacia y, por lo tanto, 

facilita el fenotipo de farmacorresistencia (Potschka et al., 2001, 2002; Potschka & 

Löscher, 2001). Mientras que, la expresión de GPP en células parenquimales se ha 

propuesto como un mecanismo compensatorio para aumentar la supervivencia celular en 

condiciones citotóxicas (Marchi et al., 2004; Volk, Burkhardt, et al., 2004; Wang et al., 

2018; Wick et al., 2004). Se han descrito hallazgos similares en modelos animales de 

crisis convulsivas repetidas, en los cuales existe sobreexpresión de GPP en BHE y 

neuronas (Auzmendi et al., 2013; Lazarowski et al., 2004; Merelli et al., 2019; Volk, 

Burkhardt, et al., 2004). Recientemente, Pérez-Pérez y colaboradores describieron que 

una sola crisis convulsiva es suficiente para inducir la sobrexpresión de GPP en corteza 

cerebral e hipocampo de la rata (Pérez-Pérez et al., 2021), sugiriendo que la 

sobreexpresión de GPP no ocurre únicamente en crisis convulsivas repetidas o en 

epilepsia farmacorresistente. Así mismo, Rocha y colaboradores demostraron que existe 

sobrelibreración de glutamato en la amígdala en respuesta a una dosis subconvulsivante 

de PTZ (Rocha, Briones, et al., 1996). Nuestros resultados muestran por primera vez que, 

la GPP se sobreexpresa durante la epileptogénesis inducida por KEA. Este cambio es 

evidente desde la primer posdescarga y depende del área cerebral involucrada en el 

proceso de epileptogénesis y la severidad de las crisis convulsivas.  

 

6.2.1. Mecanismos moleculares asociados a la sobreexpresión de GPP 
 

La sobreexpresión de GPP puede estar inducida por diversos mecanismos, 

incluyendo la hipoxia (Merelli et al., 2019; Wang et al., 2019), neuroinflamación (Bauer 

et al., 2007, 2008), hipoglucemia y/o la liberación excesiva de glutamato (Bankstahl et al., 

2008; Bauer et al., 2008), todas ellas presentes durante la actividad convulsiva (Bateman 

et al., 2008; Das et al., 2012; During & Spencer, 1993; Moseley et al., 2010; Vezzani & 

Granata, 2005). La actividad epileptiforme se asocia con un aumento en la secreción de 

glutamato. El glutamato actúa sobre canales NMDA y estos, al ser activados, permiten la 

entrada de sodio y calcio (Sato et al., 1988b; Trommer & Pasternak, 1990). Además de 
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inducir mecanismos de plasticidad (LTP, long term potentiation) y neurotoxicidad, el calcio 

intracelular activa la ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2) y esta enzima induce la 

sobreexpresión de GPP. Aunque se desconoce la cascada de señalización de esta vía, 

la administración de inhibidores de la COX-2 evitó la sobreexpresión de GPP in vivo e in 

vitro (Bauer et al., 2008; van Vliet et al., 2010). Además de inducir la expresión de GPP, 

la activación de la COX-2 genera prostanoides que actúan sobre receptores acoplados a 

proteínas G y disminuyen el diámetro de los vasos sanguíneos promoviendo la hipoxia 

ictal y postictal (Farrell et al., 2017) (Figura 1). Durante la actividad convulsiva, existe un 

estado transitorio de hipoxia debido a la bradipnea, al aumento en la demanda de O2 y/o 

disminución del flujo sanguíneo (Farrell et al., 2017; Lacuey et al., 2018; Pittau et al., 

2013; GWang et al., 2019). Esta alteración en la disponibilidad de oxígeno induce la 

activación de factores de transcripción como el factor inducible por hipoxia 1α (HIF-1α) y 

el factor nuclear kappa b (NF-κB). Es importante mencionar que ambos factores son 

capaces de translocar al núcleo e inducir la expresión de la GPP (Caltana et al., 2009; 

Kaewpila et al., 2008; Merelli et al., 2019; G. Wang et al., 2019). Merelli y colaboradores 

demostraron que exponer neuronas a un pulso citotóxico de glutamato (0.03 mM) indujo 

la translocación al núcleo de HIF-1α y NF-κB y la subsecuente sobreexpresión de GPP 

en ausencia de hipoxia (Merelli et al., 2019) (Figura 19). Por último, en pacientes con 

epilepsia existe una relación entre hipometabolismo y el foco epiléptico que, por su alto 

valor predictivo, se ha utilizado para delimitar la zona epileptogénica (Dienel et al., 2023; 

Ponisio et al., 2021). De forma similar, en el modelo de KEA se ha descrito que existe 

hipometabolismo en las estructuras límbicas ipsilaterales durante las fases tempranas (0-

I) (Y. Wang et al., 2014). Se ha demostrado que la hipoglucemia induce la síntesis de 

especies reactivas de oxígeno (ERO) a través de la activación de canales NDMA en 

cultivos neuronales (Páramo et al., 2010). En líneas celulares humanas, la hipoglucemia 

fue capaz de inducir la síntesis de ERO, la activación y translocación de HIF-1α y NF-κB 

al núcleo, y la subsecuente sobreexpresión de GPP (Seebacher et al., 2015) (Figura 19). 

Estos antecedentes muestran que durante la actividad convulsiva existe un 

microambiente que induce la expresión de GPP en el tejido cerebral y favorece la 

hiperexcitabilidad.  
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Figura 19 Mecanismos moleculares presentes durante la actividad convulsiva 
asociados a la sobreexpresión de GPP.  

 

6.2.2. Mecanismos epigenéticos asociados a la sobreexpresión de GPP 
 

Los microRNA (miR) son cadenas de RNA no codificante de una longitud menor a 22 

nucleótidos, que regulan la traducción del RNAm interactuando con la región 3´ de la 

región no codificante de los RNAm (Bartel, 2004). Se han descrito cientos de miR en los 

mamíferos y se estima que regulan la traducción de un tercio de las proteínas (L. P. Lim 

et al., 2005). Alteraciones en la expresión de miR se han asociado con distintas 

enfermedades neurodegenerativas (Eacker et al., 2009; Saugstad, 2010) y la epilepsia 

(J. Wang & Zhao, 2021). Jiménez-Mateos y colaboradores describieron que 21 miR 

estaban sobreexpresados y 12 miR presentaban disminución en la expresión den el 

hipocampo de ratones 24 horas después del status epilepticus (Jimenez-Mateos et al., 

2011). Entre los miR sobreexpresados se encontraban miR-146 y miR-27. Zhang y 

colaboradores reportaron que el miR-146 se encontraba elevado desde las primeras 24 

horas después del status epilepticus y alcanzaba el máximo nivel de expresión a los 7 
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días acompañado por sobreexpresión de GPP, periodo asociado a la epileptogénesis de 

este modelo. Además, los autores reportaron que el tratamiento con el inhibidor del miR-

146 evitó la sobreexpresión de GPP, redujo la expresión de enzimas asociadas a la 

apoptosis, disminuyó la expresión de citocinas proinflamatorias y de la fosforilación de 

P65, la subunidad del NF-κB que actúa sobre el promotor del gen de la GPP (Zhang et al., 

2018). Omran y colaboradores también hallaron sobreexpresión de miR-146 en 

hipocampo de pacientes con ELT farmacorresistente y durante el periodo latente (periodo 

de epileptogénesis) post status epilepticus en ratas inmaduras (Omran et al., 2012). En 

células endoteliales cerebrales humanas, la administración exógena de miR-27 aumentó 

la expresión de GPP. El miR-27 inhibe la glucógeno sintasa cinasa-3 (GSK-3, glycogen 

synthase kinase-3), permitiendo la interacción de las proteínas Wnt en la superficie 

celular y la estabilización de la β-catenina. La β-catenina transloca al núcleo y actúa sobre 

el promotor de la GPP (Hammad et al., 2022; Lim et al., 2008). Interesantemente, no solo 

los miR son capaces de regular la expresión de GPP. Los RNA largos no codificantes 

(RNAlnc) son cadenas con una longitud mayor a 200 nucleótidos que regulan la expresión 

génica actuando sobre los RNA, proteínas o compitiendo contra los miR (Matsui & Corey, 

2017). En tejido hipocampal de ratones se demostró que existe incremento en la 

expresión de GPP y RNAlnc H19 hasta 48 horas después del status epilepticus. Además, 

los autores indujeron el knock down de H19 mediante la administración de un adenovirus 

21 días antes del status epilepticus. Los resultados revelaron que inhibir el RNAlnc H19 

evitó la sobreexpresión de GPP en varias regiones del hipocampo y que este efecto 

dependía de la regulación de la vía NF-κB (Xie et al., 2023). Estos antecedentes muestran 

que existen mecanismos epigenéticos que son capaces de regular la expresión de GPP 

durante la actividad convulsiva.  

 

6.2.3. Sobreexpresión de GPP durante la adquisición del KEA: 

propagación de la actividad epileptiforme 
 

Un hallazgo interesante de este trabajo fue que la determinación del UPD en animales 

naïve indujo la sobreexpresión de GPP en el hipocampo ipsilateral al sitio de estimulación. 

Ensayos previos han mostrado que en las fases tempranas del KEA (0-I) la actividad 
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epileptiforme se propaga al hipocampo ipsilateral incluso en una red previamente sana 

(Hewapathirane & Burnham, 2005; Wang et al., 2014). Además de la propagación de la 

actividad epileptiforme, las estructuras ipsilaterales muestran hipometabolismo 24 h 

después de la determinación del UPD (Wang et al., 2014). Es importante mencionar que 

el hipometabolismo es considerado un biomarcador del cambio en el consumo de 

glicógeno, alta demanda metabólica y actividad neuronal (Dalsgaard et al., 2007; Dienel 

et al., 2023; Rothman et al., 2022) (discutido en la sección 6.2.1.). Por lo tanto, la 

sobreexpresión de GPP en las etapas tempranas del KEA es consecuencia del ambiente 

que favorece la hiperexcitabilidad, caracterizado por el aumento en la concentración 

extracelular de glutamato, K+ y ERO (DiNuzzo et al., 2017; Rahman et al., 2000; Swanson 

& Choi, 1993).  Con respecto al grupo fase III, la sobreexpresión de GPP estuvo presente 

en ambos hipocampos. Experimentos previos han mostrado que las crisis convulsivas de 

fase III se manifiestan cuando la actividad epileptiforme propaga por primera vez al 

hipocampo contralateral (Hewapathirane & Burnham, 2005) y está asociado con 

incremento en la concentración extracelular de glutamato en el hipocampo ipsilateral 

(Minamoto et al., 1992). Además, en el hipocampo contralateral se ha descrito 

hipometabolismo 24 h después de la primera crisis convulsiva de fase III, sugiriendo que 

existe esta estructura ha sido reclutada a la red neuronal aberrante (Y. Wang et al., 2014). 

En el grupo kindled, la GPP se sobreexpresó en ambos hipocampos y cortezas frontales, 

ipsi- y contralaterales al sitio de estimulación. La sobreexpresión de GPP en corteza 

frontal podría ser consecuencia del reclutamiento de dicha estructura durante las crisis 

convulsivas de fase V (Blumenfeld et al., 2007; Corcoran et al., 1975). Además, las crisis 

convulsivas de fase V están asociadas con aumento en la liberación de glutamato en la 

amígdala e hipocampo durante los periodos ictal e interictal (Batten et al., 2017; Kaura 

et al., 1995; Luna-Munguia et al., 2011; Minamoto et al., 1992) y mayor conectividad entre 

la amígdala y corteza frontal (Blumenfeld et al., 2007; Corcoran et al., 1975). Estos 

antecedentes muestran que la propagación de la actividad epileptiforme y la progresión 

del KEA se asoció con la sobreexpresión de GPP. Interesantemente, se encontró una 

correlación positiva entre la frecuencia de espigas durante las crisis de fase V y la 

sobreexpresión de GPP en el hipocampo contralateral. Esta correlación sugiere que la 
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hipersincronización de las redes neuronales aberrantes está asociada con la 

hiperexcitabilidad hipocampal mediada por la sobreexpresión de GPP.  

 

6.2.4. Hiperexcitabilidad asociada a la expresión neuronal de GPP 
 

La sobreexpresión neuronal de GPP ha sido asociada con hiperexcitabilidad y, por lo 

tanto, podría facilitar la epileptogénesis (Czornyj et al., 2021). Esta hipótesis surge a partir 

de los hallazgos donde describen que la expresión de GPP modifica el potencial de 

membrana en reposo de las células (Auzmendi et al., 2013; Hoffman et al., 1996; Luz 

et al., 1994; Wadkins & Roepe, 1997). Aunque se desconoce el mecanismo exacto por el 

cual ocurre esta alteración, se ha propuesto diversos mecanismos. Primero, la GPP actúa 

modulando canales de cloro dependientes de volumen (VGAC, volumen-gated anion 

channels). La GPP comparte estructura similar a los VGAC y la transfección de dicha 

proteína activa corrientes aniónicas rectificadoras. Así, la expresión de GPP podría 

modificar la concentración intracelular de cloro favoreciendo la hiperexcitabilidad 

(Valverde et al., 1992; Vanoye et al., 1999; Wadkins & Roepe, 1997). Otra hipótesis 

plantea que la GPP actúa modificando el pH celular. Con base en experimentos 

realizados en distintas líneas celulares se observó que la expresión de GPP no 

modificaba únicamente el potencial de membrana en reposo, sino que también 

incrementa el pH celular. Aunque se desconoce el mecanismo por el cual la GPP 

presenta dicho efecto, los autores proponen que pudiera ser consecuencia del 

incremento en la permeabilidad a cloro (Hoffman et al., 1996; Luz et al., 1994). Por último, 

la GPP es capaz de actuar como flippasa, lo cual explica sus sustratos lipofílicos. Así, la 

GPP puede intercambiar cadenas cortas de fosfolípidos de la membrana interna a la 

membrana externa. Entre dichos fosfolípidos se encuentra la fosfatidilserina, el único 

fosfolípido con carga negativa. Por lo tanto, la acción de flippasa de la GPP eliminaría la 

carga negativa que brinda la fosfatidilserina disminuyendo el potencial de membrana en 

reposo (Ma et al., 2022; Romsicki & Sharom, 2001).   

Nuestros resultados muestran por primera vez que existe sobreexpresión de GPP 

durante la epileptogénesis inducida por KEA en áreas cerebrales involucradas en la 
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propagación de las crisis convulsivas. La sobreexpresión de GPP en dichas estructuras 

puede estar favoreciendo la hiperexcitabilidad y favoreciendo la epileptogénesis. Sin 

embargo, una limitación importante de nuestro estudio es que no realizamos el análisis 

de expresión de GPP por tipo celular. Ensayos futuros deberán enfocarse en analizar la 

expresión neuronal de GPP durante la epileptogénesis y el desarrollo de 

hiperexcitabilidad. Cabe mencionar que ensayos previos han evaluado la expresión 

neuronal de GPP durante el KEA sin encontrar cambios (Seegers et al., 2002a; Volk, 

Potschka, et al., 2004). Este resultado puede ser consecuencia del intervalo entre la 

última estimulación y el análisis del tejido, la especificidad del anticuerpo y las variables 

del protocolo (Volk et al., 2005).  

 

6.3. La EFT aplicada inmediatamente después de cada estímulo KEA 

evita la propagación de las crisis convulsivas 
 

Nuestros experimentos replicaron los resultados publicados previamente 

demostrando que la aplicación de EFT inmediatamente después de cada estímulo tipo 

kindling interfiere con la progresión del KEA, evitando la generalización de las crisis 

convulsivas (Valdés-Cruz et al., 2019). En este estudio, la intensidad de corriente de la 

EFT fue determinada a partir de la estimación de la intensidad del campo eléctrico que 

mostró el efecto antiepileptogénico en gato. A continuación, se estimó la intensidad de 

corriente necesaria para generar el campo eléctrico de la misma magnitud en a rata sin 

inducir daños tisulares (Besio et al., 2010, 2011; Luby et al., 2014; Mucio-Ramírez & 

Makeyev, 2017). Nuestros resultados muestran que 0.4 mV/mm de intensidad del campo 

eléctrico replicó el efecto antiepileptogénico en otra especie.  

 

6.3.1. Propiedades biofísicas de la EFT 
 

El campo eléctrico aplicado sobre un tejido es capaz de generar cambios en la 

distribución de potenciales eléctricos sobre una región tridimensional poblada de 

procesos neuronales denominada volumen de tejido activado (VTA) (Hofmann et al., 
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2011; Ng et al., 2023). Sin embargo, la distribución dentro del campo tridimensional no 

es homogénea y presenta anisotropía, es decir, las neuronas proyectan en diferentes 

direcciones y no presentan las mismas propiedades biofísicas (o conductividad) a lo largo 

del axón. Por lo tanto, el efecto del campo eléctrico sobre el tejido dependerá 

conductividad y de las propiedades intrínsecas de cada neurona, incluyendo la dimensión 

del axón, mielinización y el periodo refractario (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). Los 

modelos computacionales hacen uso de estas variables para reportar los diferentes 

efectos que la neuromodulación puede ejercer en un tejido. En la siguiente sección se 

analizarán los distintos parámetros que componen la EFT para integrar el efecto 

observado en este trabajo. El estímulo de EFT consistió en un tren de 2 minutos de 

duración, a 300 Hz, de pulsos cuadrados simétricos y bifásicos de 200 µs de duración, 

con un desfase de 100 µs y a una intensidad de corriente de 1.5 mA. La frecuencia óptima 

de la neuroestimulación depende de las propiedades intrínsecas de las neuronas blanco 

que se quieren estimular. Para la EFT, el objetivo era desincronizar las neuronas durante 

la actividad epileptiforme, por lo que se utilizó una frecuencia alta (300 Hz) para lograr el 

desacople soma-axón e interferir con la despolarización (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 

2023). El voltaje se define como la diferencia en el potencial eléctrico entre dos puntos, 

mientras que la corriente se define como el flujo de partículas en un medio. La 

estimulación con voltaje fijo depende de la acumulación de cargas entre dos puntos, sin 

embargo, está sujeta a la impedancia (fuerza que se opone al flujo eléctrico) del tejido. El 

uso de corriente fija elimina la variable de impedancia del tejido permitiendo administrar 

a todos los sujetos la misma cantidad de energía (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). 

La amplitud (1.5 mA) se define como la máxima magnitud de estimulación durante el 

pulso. La amplitud definirá el VTA, la magnitud de la respuesta y la dispersión del campo 

eléctrico (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). El ancho de pulso se define como la 

duración el pulso de estimulación (200 µs). El ancho de pulso define la carga administrada 

al tejido pues es el tiempo que la corriente está siendo administrada y está relacionada 

con el VTA (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). Los pulsos bifásicos se componen de 

un pulso catódico y un pulso anódico. La corriente catódica es capaz de despolarizar las 

dendritas e hiperpolarizar el axón de una neurona dispuesta en vertical. La corriente 

anódica hiperpolariza las dendritas y despolariza el axón. Por lo tanto, el efecto de la 
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corriente bifásica será la activación selectiva de neuronas de acuerdo con su orientación 

espacial (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). La forma de la onda (cuadrada) define 

la administración de carga a lo largo del tiempo. Los pulsos simétricos (misma duración 

e intensidad) aseguran que el flujo de corriente evita la administración neta de carga al 

tejido, evitando la degradación y el daño (Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). Por 

último, el desfase permite aumentar la eficacia de la corriente catódica y anódica 

(Hofmann et al., 2011; Ng et al., 2023). Con base en esto, el efecto de la EFT sobre las 

redes neuronales dependerá de la conductividad y de las propiedades intrínsecas de las 

neuronas expuestas al campo eléctrico.  

 

6.3.2. Mecanismo propuesto en el efecto antiepileptogénico de la EFT 
 

La progresión del KEA está asociada con incremento en la liberación de glutamato y 

la activación de receptores NMDA (Minamoto et al., 1992; Peterson et al., 1983; Rocha, 

Briones, et al., 1996; K. Sato et al., 1988b). Aunque se desconocen los mecanismos que 

modulan el efecto antiepileptogénico de la EFT, existe evidencia de que la EFT es capaz 

de reducir la liberación excesiva de glutamato en el hipocampo durante el status 

epilepticus inducido por pilocarpina (Santana-Gómez et al., 2015). Evitar la 

sobreliberación de glutamato durante la actividad epileptiforme prevendría la activación 

de mecanismos de plasticidad neuronal que están asociadas con el reclutamiento de 

estructuras cerebrales involucradas en la propagación de las crisis convulsivas durante 

la progresión del KEA (Figura 20).  
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Figura 20 Mecanismo propuesto en el efecto antiepileptogénico de la EFT. El 
glutamato es esencial para inducir mecanismos de plasticidad neuronal que permiten la 
propagación de la actividad epileptiforme durante la adquisición del KEA. Existe evidencia 
mostrando que la EFT evita la sobreliberación de glutamato durante la actividad 
epileptiforme. Por lo tanto, inhibir la sobreliberación de glutamato durante el KEA evitaría 
la inducción de mecanismos de plasticidad involucrados en la propagación de las crisis 
focales.  

 

 

Otro mecanismo que podría estar involucrado en el efecto antiepileptogénico de la 

EFT es el bloqueo de conducción axonal. Este efecto ocurre en respuesta a la aplicación 

de estímulos de alta frecuencia (>50 Hz) provocando la desincronización de potenciales 

de acción. Aunque la estimulación de baja frecuencia se asocia con activación neuronal, 

la estimulación de alta frecuencia no es capaz de inducir la activación neuronal. El 

bloqueo de conducción axonal está asociado con el incremento en la concentración 

extracelular de potasio. Este cambio en la acumulación de cargas genera la inactivación 

tónica de los canales de sodio y provoca que no se puedan generar potenciales de acción. 

(Bikson et al., 2001; Jensen & Durand, 2009). La EFT, por ser un estímulo de alta 

frecuencia, provocaría la inactivación de grupos neuronales necesarios para la 
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propagación de la actividad epileptiforme, evitando la generalización de las crisis 

convulsivas.  

Por último, resultados preliminares han mostrado que una sola aplicación de EFT 

modula la expresión génica en ratas naïve. El análisis de mRNA reveló que la EFT se 

asoció al incremento en la expresión de NSF y disminución en la expresión de Sema3b 

en la corteza cerebral y aumento en la expresión de Acsm5 en el hipocampo de ratas 

naïve (Pérez-Pérez et al., 2022). Sema3b es una proteína asociada con la atracción y 

repulsión axonal, lo cual sugiere que la EFT está modulando la plasticidad neuronal 

(Julien et al., 2005). En línea con esto, NSF es una proteína involucrada en la formación 

de vesículas presinápticas y el tráfico de receptores a la membrana celular. Además, 

mutaciones en este gen se han asociado a encefalopatías epilépticas pediátricas (Suzuki 

et al., 2019; Whiteheart et al., 1994). Acsm5 es una enzima que pertenece a la familia de 

sintetasas de coenzima A y participa en el metabolismo de los ácidos grasos (Watkins 

et al., 2007). Sin embargo, existe poca información sobre el rol de estas proteínas y su 

relevancia fisiopatológica en la epilepsia y epileptogénesis. Estos resultados preliminares 

sugieren que una sola administración de EFT es capaz de modular cascadas de 

neuroplasticidad, neuroinflamación y neurotransmisión gabaérgica y glutamatérgica. Por 

lo tanto, el efecto antiepileptogénico también podría estar asociado con la modulación de 

la expresión génica. Sin embargo, ensayos futuros deberán estudiar la expresión proteica 

en respuesta a la EFT y su relevancia en la epileptogénesis.  

 

6.3.3. Ventana de tiempo y otros tipos de neuromodulación 
 

Existe evidencia mostrando que otros tipos de neuroestimulación invasiva han sido 

efectivos inhibiendo la epileptogénesis. La estimulación del núcleo medial del tracto 

solitario evita la generalización de las crisis convulsivas inducidas mediante KEA en gato 

(Magdaleno-Madrigal et al., 2002). En la estimulación del nervio vago se reportaron 

resultados similares (Fernández-Guardiola et al., 1999). La administración de 

estimulación de baja frecuencia (LFS, low frequency stimulation) aplicada en el foco 

inmediatamente después de cada estímulo tipo kindling interfirió con la progresión del 
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KEA (Liu et al., 2013; Wang et al., 2014; Wu et al., 2008). Este mismo grupo de autores 

analizaron la propagación de la posdescarga y el metabolismo de la glucosa en distintas 

áreas durante la adquisición del KEA. Con esos datos concluyeron que el sistema límbico 

forma una red focal temprana de propagación de la posdescarga durante las primeras 

etapas del KEA (Y.Wang et al., 2014). Apoyando esta hipótesis, aplicar la LFS después 

de la posdescarga o cuando se presentaron crisis fase II-III no modificó la progresión del 

KEA e incrementó la severidad de las crisis convulsivas (Wang et al., 2014; Wu et al., 

2008). De forma similar, la aplicación de EFT antes del estímulo tipo kindling no retrasó 

la epileptogénesis en gatos (Valdés-Cruz et al., 2019) y no retrasó la epileptogénesis si 

se administraba a partir de la fase II en ratas (Domínguez Zúñiga, 2018). Estos 

antecedentes muestran que existe una ventana de tiempo crítica para la aplicación de la 

neuromodulación.  

 

6.4. La EFT evita el aumento de la proteína GPP durante la 

epileptogénesis inducida por KEA 
 

Nuestros resultados muestran que el efecto antiepileptogénico de la EFT está 

asociado con evitar la sobreexpresión de GPP en áreas cerebrales involucradas con la 

propagación de las crisis convulsivas. La EFT podría estar evitando la sobreexpresión de 

GPP modulando mecanismos como la hipoxia, inflamación, hipoglucemia, y/o la 

liberación excesiva de glutamato, discutidas en la sección 6.2.  

En un modelo de hipoxia transitoria, la aplicación de estimulación por corriente directa 

(ECD) mejoró la latencia de escape de los ratones en el laberinto acuático de Morris. Este 

efecto estuvo asociado a cambios en la expresión de 180 genes involucrados en la 

cascada de señalización de las neurotrofinas. Entre los genes cuya expresión disminuía 

se encontraba NF-κB, proteína capaz de inducir la expresión de GPP (Lee et al., 2022; 

Merelli et al., 2019; Seebacher et al., 2015). La ECD también ha sido evaluada en 

modelos de traumatismo craneoencefálico en ratón. Bragina y colaboradores aplicaron 

16 sesiones de ECD iniciando 3 semanas después de inducir el traumatismo.  Los autores 

reportaron que la ECD atenuó el déficit motor y del aprendizaje inducidos por la lesión. El 
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efecto terapéutico de la ECD estaba asociado con dilatación de las arteriolas, 

aumentando el flujo sanguíneo y la oxigenación en la región cerebral dañada (Bragina 

et al., 2018).  

Con respecto a la inflamación, Ethridge y colaboradores describieron que la ECD 

redujo la concentración de interferón-γ (IFN-γ), factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) e 

interleucina 1β (IL-1β) en cerebro de rata naïve. Interesantemente, estos efectos fueron 

observados incluso cuando las sesiones de ECD fueron espaciadas hasta por 3 

semanas, mostrando que el efecto antiinflamatorio es de larga duración (Ethridge et al., 

2022). Resultados similares reportaron Zuo y colaboradores en un modelo de estrés 

crónico impredecible en ratones. En este modelo de depresión, los autores reportaron 

que la aplicación diaria de EMT (estimulación magnética transcraneal) por 4 semanas 

revirtió el estado proinflamatorio inducido por el modelo, reduciendo la concentración 

proteica de interleucina-6 (IL-6), TNF-α e IL-1β en hipocampo. Además, los autores 

también reportaron que la EMT disminuyó la expresión de componentes asociados a la 

cascada de señalización TLR4/NF-κB, la cual se ha demostrado es capaz de modular la 

expresión de GPP (Tang et al., 2022; Zuo et al., 2022). En línea con el potencial 

antiinflamatorio de la neuroestimulación, Dhaynaut y colaboradores mostraron que la 

aplicación de 20 sesiones de ECD disminuyó la activación microglial y la acumulación de 

proteína Tau fosforilada en pacientes con enfermedad de Alzheimer (Dhaynaut et al., 

2022). Por último, Rueger y colaboradores reportaron que 5 y 10 sesiones de ECD 

catódica fueron capaces de inducir la expresión de marcadores de respuesta inmune 

innata y de aumentar la proliferación de células madre neuronales en corteza cerebral, 

mostrando que la ECD era capaz de modular la respuesta inmune y promover la 

neuroprotección (Rueger et al., 2012). Con respecto a la EFT, Pérez-Pérez y 

colaboradores realizaron un análisis de componentes principales y de enriquecimiento de 

vías y reportaron que una sola sesión de EFT en ratas naïve fue capaz de modular a las 

vías asociadas con la neurotransmisión glutamatérgica y la respuesta inflamatoria (Pérez-

Pérez et al., 2022).  

La neuroestimulación es capaz de modular el metabolismo de la glucosa. La 

aplicación de EMT, en baja y alta frecuencia, en una sola sesión de 30 minutos fue capaz 
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de aumentar la captación de 18-Fluor-Fluorodeoxiglucosa (18F-FDG) en el hipocampo de 

ratas naïve. A partir de este hallazgo, los autores sugieren que el hipocampo juega un 

papel importante en los efectos inducidos por este tipo de neuroestimulación (Parthoens 

et al., 2014).  De forma similar, la aplicación de LFS aumentó la captación de 18F-FDG en 

amígdala, estriado, hipocampo, corteza piriforme y corteza entorrinal en ratas. 

Interesantemente, estas estructuras se caracterizan por presentar hipoglucemia durante 

las fases tempranas del kindling (Wang et al., 2014).   

Existen evidencias mostrando que la neuroestimulación modula la transmisión 

glutamatérgica. Santana-Gómez y colaboradores aplicaron intensidad de corriente 

crecientes y cuantificaron la liberación de glutamato en hipocampo ventral de animales 

naïve. Los autores reportaron que existe una correlación negativa entre la intensidad de 

corriente de la EFT y la concentración de glutamato extracelular. Además, los autores 

evaluaron el efecto de la EFT en la liberación de glutamato durante el status epilepticus. 

Los resultados muestran que, a pesar de iniciar después del establecimiento del status 

epilepticus, la EFT evita la sobreliberación de glutamato y que este efecto se mantiene 

incluso después de suspender la neuromodulación (Santana-Gómez et al., 2015). De 

forma similar, Ghafouri y colaboradores evaluaron el efecto de la LFS en la plasticidad 

sináptica de ratas kindled. Los autores observaron que la aplicación de LFS disminuyó la 

excitabilidad pues fue capaz de inhibir la reducción en el umbral de excitación 

glutamatérgica y evitó la sobreexpresión de la subunidad NR2A (Ghafouri et al., 2019).  

Estos antecedentes muestran que la neuromodulación es capaz de evitar la 

sobreexpresión de GPP modulando mecanismos como la hipoxia, inflamación, 

hipoglucemia, y/o la liberación excesiva de glutamato. Sin embargo, a pesar de que el 

mecanismo de acción de los distintos tipos de neuromodulación es similar, se requieren 

futuros ensayos para evaluar el efecto de la EFT sobre cada uno de los mecanismos 

discutidos.
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7. Conclusiones 
 

1) La epileptogénesis inducida por KEA está asociada con incrementos progresivos 

en la expresión de GPP. Estos cambios son dependientes de la estructura y 

severidad de las crisis convulsivas.  

 

2) El efecto antiepileptogénico de la EFT está asociado con la intensidad del campo 

eléctrico que se induce en las estructuras subcorticales.  

 

 

3) Evitar la sobreexpresión de GPP durante la epileptogénesis está asociado con el 

efecto antiepileptogénico de la EFT. 

 

Estos hallazgos son prometedores pues la EFT representa una novedosa 

estrategia de neuromodulación no invasiva en pacientes con alto riesgo de 

epileptogénesis. Futuros estudios deberán ser realizados en vistas de la aplicación 

clínica.
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8. Perspectivas 
 

1. Evaluar la expresión neuronal de GPP durante la epileptogénesis inducida por 

KEA. La hipótesis de la epileptogénesis inducida por la sobreexpresión de GPP 

está basada en la expresión neuronal de dicha proteína. Sin embargo, nuestros 

experimentos fueron realizados en tejido completo por lo que futuros ensayos 

deberán enfocarse en analizar la expresión neuronal de GPP durante la progresión 

del KEA. 

 

2. Investigar si la sobreexpresión de GPP facilita la epileptogénesis. La expresión 

neuronal de GPP se asocia a disminución del potencial de membrana en reposo 

de las neuronas, promoviendo un estado de hiperexcitabilidad. Por lo tanto, se 

propone analizar cambios en la excitabilidad del tejido en relación con la expresión 

de GPP inducida por el KEA.  

 

 

3. Determinar los parámetros óptimos de la EFT. Los parámetros de estimulación de 

la EFT en este proyecto fueron determinados con base en los hallazgos reportados 

en gatos. Sin embargo, se desconocen los parámetros óptimos para inducir los 

efectos anticonvulsivos y antiepileptogénicos. Se sugiere realizar ensayos para 

determinar la intensidad y duración óptima de la EFT, así como investigar la 

duración de sus efectos.  

 

4. Analizar la expresión periférica de GPP. Existe evidencia mostrando que la 

actividad convulsiva es capaz de inducir la sobreexpresión periférica de GPP. En 

cardiomiocitos, la sobreexpresión de dicha proteína induce alargamiento del 

intervalo QT y arritmias, por lo que ha sido asociada con la muerte súbita 

espontánea del paciente con epilepsia (SUDEP). Con base en nuestros hallazgos, 

es posible que la sobreexpresión de GPP en tejido cardiaco ocurra desde la 

primera crisis convulsiva y esté asociada con la epileptogénesis.  
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5. Aplicación clínica de la EFT. El efecto antiepileptogénico de la EFT en gatos y 

ratas está asociado con la intensidad del campo eléctrico que la estimulación 

induce en estructuras subcorticales. Con base en estos antecedentes, la EFT 

podría aplicase en pacientes con alto riesgo de desarrollar epileptogénesis.  

 

6. La EFT evita la sobreexpresión de GPP. El efecto antiepileptogénico de la EFT 

está asociado con evitar la sobreexpresión de GPP en estructuras cerebrales 

involucradas en la propagación de las crisis convulsivas. De forma similar, Pérez-

Pérez y colaboradores describieron que la EFT evita la sobreexpresión de GPP 

inducida por una crisis convulsiva generalizada y restaura la respuesta a fármacos 

anticrisis. Por lo tanto, la aplicación repetida de EFT debería ser evaluada en 

modelos de epilepsia farmacorresistente en vista de su aplicación clínica.  

 

7. Investigar si existen efectos adversos inducidos por la aplicación de EFT crónica. 

Existen estudios mostrando que la EFT es segura. Sin embargo, estos estudios 

aplicaron la EFT de forma aguda (5 días seguidos) o de forma crónica pero 

intermitente (5 aplicaciones en 1 mes). Por lo tanto, futuros estudios deberán ser 

realizados para determinar la seguridad de la EFT como tratamiento crónico.  

 

8. La EFT ha mostrado efectos anticonvulsivos en modelos de crisis severas y status 

epilepticus. Además, los electrodos concéntricos tripolares son capaces de 

registrar la actividad electroencefalográfica (W. G. Besio et al., 2007b; W. Besio & 

Liu, 2011). Por lo tanto, la EFT podría ser utilizada para aplicar un paradigma de 

estimulación de asa cerrada. Este tipo de paradigma ha mostrado efectos 

benéficos tanto en modelos animales de epilepsia como en pacientes con epilepsia 

farmacorresistente(Kang et al., 2022; Parastarfeizabadi & Kouzani, 2017; 

Sabersky et al., 2018). Considerando las ventajas de la EFT con respecto a otros 

tipos de neuromodulación, se debe estudiar el efecto de la EFT en modelos de 

crisis espontáneas.  
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