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Mecanismo de control de las crisis temporales en  un modelo de kindling químico 

1.  GENERALIDADES SOBRE LA EPILEPSIA 

 

1.1 Breve evolución histórica de la epilepsia  

 

Las convulsiones han fascinado y preocupado a la humanidad desde la 

antigüedad, en la época de Hipócrates por ejemplo (aproximadamente 400 años 

a. de C) los griegos eran consciente  de la relación que existía entre las lesiones 

de la cabeza y la actividad convulsiva que afectaba al lado contrario del cuerpo; 

sin embargo, a pesar de la asociación observada con las lesiones físicas se 

mantenía la idea de que la enfermedad era producto de posesiones de espíritus 

malignos o de castigo de los dioses. En respuesta a la enferemedad se 

recomendaba una terapia basada en tres puntos: dieta, regulación de las 

excreciones y gimnasia terapéutica. Así mismo, en menor medida se empleaban 

“medicamentos”, que eran, prácticamente, hierbas medicinales. 

 

Durante la Edad Media se olvidaron los conocimientos que se tenían sobre el 

origen natural de la enfermedad y se volvió a creer que el origen de la  epilepsia 

era algo sobrenatural y que su aparición se debía a la influencia de espíritus 

malignos y de los demonios, así, de acuerdo con el pensamiento de la época, el 

tratamiento se basaba principalmente en rezos, ayunos, ofrendas y 

peregrinaciones. Posteriormente, durante el renacimiento, se empleaban cada 

vez más, junto a los componentes de las plantas medicinales, sustancias 

químicas definidas como “remedios contra las convulsiones”. Las más 

significativas eran: el cobre (utilizado ya en la antigüedad), el óxido de zinc, el 

nitrato de plata, el bismuto y el estaño (García-Albea, 2007).   

 

El análisis moderno de la epilepsia se inicio con el trabajo de John Hughlings 

Jackson en el Hospital de Quenn Square de Londres entre la década de 1860-

1870. Jackson se percató que las crisis epilépticas no implicaban 

necesariamente pérdida de la conciencia, si no que podían estar asociadas a 

síntomas focales, como sacudidas de brazos. Este es considerado el primer 

reconocimiento de lo que actualmente llamamos crisis parciales (focales). Por 

otro lado, un avance importante fue el primer tratamiento quirúrgico de la 

epilepsia realizado por Victor Horsley, quien en 1886 extirpó la corteza 

 11



Mecanismo de control de las crisis temporales en  un modelo de kindling químico 

adyacente a una fractura craneal deprimida y curó a un paciente con crisis 

motoras focales. Sin embargo, no es hasta el año 1934 cuando Wilder Penfield y 

Herbert Jasper en el Instituto Neurológico de Montreal (Canadá) generan toda 

una metodología para el diagnostico y tratamiento quirúrgico de las epilepsias 

parciales basándose en el registro directo de la actividad eléctrica de la corteza 

cerebral expuesta durante el acto quirúrgico. Las innovaciones médicas 

comprenden en 1912 el empleo por primera vez del fenobarbital como 

anticonvulsivo por Hauptmann, el desarrollo de la electroencefalografía en 1929 

y el descubrimiento de la fenitoína por Houston Merritt y Tracey Putnam en 1937 

(López-Muñoz et al., 2005; Westbrook, 2000). En la actualidad el estudio y 

entendimiento de la epilepsia han avanzado considerablemente gracias al 

empleo de las nuevas técnicas exploración, sin embargo aún se desconocen 

muchos factores que rodean tanto la epileptogenésis como el establecimiento y 

la recurrencia.   

1.2 Concepto y prevalecía de la epilepsia 

La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE) y la Oficina Internacional para la 

Epilepsia (IBE) han llegado a un consenso para las definiciones de los términos 

crisis epiléptica y epilepsia. Una crisis epiléptica es una ocurrencia transitoria 

de signos y/o síntomas debido a la anormalidad excesiva o sincronismo neuronal 

de la actividad cerebral. Y la Epilepsia es un desorden del cerebro caracterizado 

por una permanente predisposición a generar crisis epilépticas y por las 

consecuencias neurobiológicas, cognitivas, psicológicas, y sociales de esta 

condición. Igualmente, la definición de epilepsia requiere la ocurrencia de al 

menos una crisis epiléptica (Fisher et al., 2005; Berg et al., 2010).  

Para la Organización Mundial de la Salud (OMS), la epilepsia es definida como 

“afección crónica producida por diferentes etiologías, caracterizada por la 

repetición de crisis debidas a una descarga excesiva de las neuronas cerebrales 

(crisis epiléptica) asociadas eventualmente a síntomas clínicos o paraclínicos”. 

Igualmente, define epilepsia como “condición caracterizada por crisis epilépticas 

recurrentes (dos o más) no provocadas por alguna causa inmediatamente 

identificable” (Gastaut, 1976). 
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Los estudios epidemiológicos estiman que al menos el 0.5-2 % de la población 

mundial padece de epilepsia (Juul-Jensen y Foldsprang, 1983; Thon et al., 2008) 

y el 20-50 % de estos pacientes no responden a los fármacos antiepilépticos y 

no son candidatos para cirugía de epilepsia (Theodore y Fisher, 2004; Bialer et 

al., 2007). La OMS señala que la proporción estimada de la población general 

con epilepsia activa (es decir, ataques continuos o necesidad de tratamiento en 

algún momento) oscila entre 4-10 %. Así mismo, cerca del 90% de los casos 

mundiales de epilepsia se registran en poblaciones en vía de desarrollo. 

Finalmente, la OMS indica que la aparición de un ataque no implica padecer la 

enfermedad (hasta un 10% de la población mundial sufre algún ataque en su 

vida), la epilepsia se define por dos o más ataques no provocados. 

 

1.3 Clasificación de las epilepsias  

 

El primer intento de clasificación de las epilepsias fue realizada por la Liga 

Internacional Contra la Epilepsia (ILAE del inglés International League Against 

Epilepsy) en 1981 (Tabla 1) y revisada posteriormente en 1989 por la ILAE 

(ILAE, 1981, 1989) (Tabla 2). La clasificación fue sometida a una revisión en el 

2001 y se introdujo varias síndromes epilépticos y condiciones relacionadas que 

no fueron incluidas en las clasificación de 1989 (Engel, 2001).  

 

A rasgos generales se puede decir que la clasificación llevada a cabo en 1981 

se basó solamente en fenómenos descriptivos clínicos y EEG. Igualmente, en 

esta clasificación las crisis que sucedían en un hemisferio se definían como 

crisis parcial, mientras que crisis que iniciaban en ambos hemisferios se 

determinaban como crisis generalizada (Engel y Philip, 2006; ILAE, 1981). A su 

vez la clasificación dividía crisis parciales en simple; si no había alteración de la 

conciencia y compleja si la conciencia estaba comprometida. Por otro lado, en 

cuanto a las crisis generalizadas se dividían a menudo en tipo convulsivo y no 

convulsivo. En el tipo convulsivo se incluía crisis tónico-clónica generalizada las 

cuales previamente se habían llamado gran mal. Así como crisis que eran 

puramente clónicas, puramente tónicas y varias que combinaban las dos 

manifestaciones ictales. En las crisis generalizadas no convulsivas incluían crisis 

de ausencia anteriormente llamadas pequeño mal, así como atípicas crisis de 
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ausencia (Engel y Philip, 2006). Por su parte la clasificación realizada en 1989 

supuso un gran avance desde el punto de vista clínico pues se basó en la 

diferenciación entre síndromes generalizados, síndromes focales o relacionados 

con una localización, síndromes indeterminados y síndromes especiales (Salas-

Puig y Gil-Nagel, 2004). La clasificación distingue en cada uno de los grupos, los 

síndromes idiopáticos, criptogénicos y sintomáticos (ILAE, 1989). Actualmente 

se ha realizado una nueva revisión con las correspondientes modificaciones 

propias del conocimiento que se ha venido obteniendo gracias al desarrollo de 

nuevas técnicas y métodos de identificar las crisis, como la neuroimagen, la 

genética de las epilepsias, entre otros. Esta nueva revisión llevada por la acabo 

en ILAE, debaten sobre la terminología empleada en la actualidad y en las 

clasificación anteriores, aclarando conceptos empleados con anterioridad (Berg 

et al., 2010). 

 

Tabla 1 Clasificación de las epilepsias según ILAE, 1981 (Engel, 2001).  
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Tabla 2 Clasificación internacional de las epilepsias, síndromes epilépticos, y crisis convulsivas 
relacionadas. ILAE, 1989  (Engel, 2001). 
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2 EPILEPSIA DEL LÓBULO TEMPORAL (ELT) 

 

La ILAE en su clasificación de 1981 define fenomenológicamente los términos 

crisis parcial simple y crisis parcial compleja. Sin embargo, fue en la clasificación 

de 1989 donde se dividió las epilepsias y los síndromes epilépticos sintomáticos 

localizados en función del lóbulo cerebral donde se originan y se reconoció un 

síndrome denominado “epilepsia temporal” (ILAE, 1989) (Tabla 2). La epilepsia 

del lóbulo temporal (ELT) se encuentra dentro de las epilepsias más frecuentes 

de origen focal y su resistencia al tratamiento médico es de aproximadamente el 

50% en los pacientes, de esta manera la ELT es la que con mayor frecuencia 

requiere un tratamiento quirúrgico (Rojo 2003; De llano, 2005). El síndrome 

epiléptico temporal incluye crisis originadas en estructuras mesio-basales 

(hipocampo, amígdala, corteza entorrinal). Las denominadas Epilepsia del 

Lóbulo Temporal Medial (ELTM) también pueden originarse en regiones del 

neocortex temporal denominadas Epilepsias del Lóbulo Temporal Lateral 

(ELTL), siendo estas últimas menos frecuentes (Kanner y Campos., 2004; De 

llano, 2005). Sin embargo, cabe señalar que de todas estas estructuras 

probablemente la más importante fisiopatológicamente es el hipocampo.  

 

Desde el punto de vista neuropatológicos, el hallazgo más común asociados son 

la atrofia asociada con la pérdida de neuronas en el lóbulo temporal mesial 

siendo este hallazgo patológico el más frecuente en estas epilepsias. A su vez la 

combinación de pérdida neuronal de al menos 30% en el hipocampo y gliosis se 

denomina esclerosis temporal mesial (esclerosis hipocampal o esclerosis del 

cuerno de Ammón) correspondiendo al correlato anatómico que subyace en la 

ELT de origen mesial (Spencer, 2002).  

 

Por otro lado, aunque la electroencefalografía (EEG) siempre ha sido 

considerada clásicamente la técnica empleada en la clínica y en la investigación 

en la epilepsia, en la actualidad gracias a la incorporación de técnicas de 

neuroimagen en investigación se ha avanzado a grandes pasos en su estudio. A 

continuación se realizara una descripción de las técnicas de neuroimagen 

empleadas en la presente tesis doctoral y su relación con el estudio de las 

epilepsias. 
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2.1   La electroencefalografía (EEG) y epilepsia  

 

El electroencefalograma fue descubierto por Hans Berger, un psiquiatra alemán, 

en 1929 y desde entonces ha experimentado un gran desarrollo. El 

electroencefalograma es la técnica clásica para detectar y diagnosticar las 

epilepsias, básicamente es una exploración neurofisiológica que se basa en el 

registro de la actividad bioeléctrica cerebral en diferentes condiciones. El 

electroencefalograma es una mezcla de fluctuaciones (ondas) rítmicas y de 

forma sinusoidal y cuyo origen radica, principalmente, en las conexiones entre el 

tálamo y la corteza, que se producen de forma rítmica y continuada. Así mismo, 

la actividad eléctrica de las celular piramidales de la corteza cerebral es la 

principal fuente de los potenciales del electroencefalograma. Las células 

piramidales proyectan sus axones a otras áreas cerebrales y a la médula. 

Además presentan axones colaterales que se proyectan localmente. Algunos 

pueden extenderse muchos milímetros en un plano paralelo a las capas de la 

corteza. Las conexiones hechas por los axones colaterales juegan un importante 

papel en la actividad eléctrica de las agrupaciones neuronales de la corteza 

cerebral. Así como de la aparición y propagación de la actividad epiléptica.  

 

Experimentalmente se puede hacer trazados de la actividad cerebral con 

electrodos intracelulares que registran la actividad eléctrica de neuronas 

individuales o con electrodos extracelulares que detectan los potenciales de 

acción en neuronas próximas. El trazado extracelular puede detectar también la 

actividad sincronizada de grandes cantidades de células; estas señales reciben 

el nombre de potenciales de campo. Con la baja resolución temporal del trazado 

extracelular, los potenciales de campo aparecen como oscilaciones eléctricas 

fugaces denominadas puntas.  

 

En humanos el EEG normal muestra actividad en el espectro de 1-30 Hz, con 

amplitudes de 20 µV. El rango de frecuencias con interés fisiológico se divide 

básicamente en las siguientes bandas: delta δ(< 4Hz), theta θ (4-8Hz), alfa α (8-

14Hz), beta β (14-30Hz) y gamma (>30Hz), con propiedades fisiológicas y 

patológicas propias. La crisis epiléptica se presenta en el EEG como una 
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alteración caracterizada por una breve y episódica descarga sincrónica neuronal 

con un incremento dramático de la amplitud. Así mismo, las ondas δ (0.5-4 Hz) 

como θ (4-7 Hz) son normales durante la somnolencia y la fase precoz del sueño 

(Westbrook., 2000).   

 

2.1.1 Las descargas epilépticas intercríticas (DEI) 

 

Las descargas epilépticas intercríticas (DEI) representan el correlato extracelular 

de las descargas excesivas y sincrónicas de un grupo de neuronas corticales, 

éstas poseen una respuesta eléctrica estereotipada que se caracteriza por 

cambios despolarizantes rápidos, intensos y duraderos del potencial de 

membrana (PDS). La magnitud despolarizante de este fenómeno es tal que el 

potencial de membrana puede variar de –85mV hasta +30mV en una duración 

entre 50 y 200 ms. Cada PDS hace que se disparen ráfagas de potenciales de 

acción en su pico despolarizante siguiéndole un periodo de hiperpolarización. En 

los registros intracelulares de los focos epilépticos experimentales aparece un 

potencial abrupto de despolarización coincídete con el componente inicial de la 

espiga interictal. Este potencial de despolarización es generado por un potencial 

postsináptico excitatorio que es amplificado por una respuesta intrínseca de 

membrana voltaje-dependiente, que puede originarse por diferentes 

mecanismos, incluyendo la reducción de las sinapsis inhibitorias. Esta 

amplificación también puede deberse a la producción de potenciales de acción 

de regeneración dendrítico. Existen dos tipos de potenciales dendríticos: unos 

pequeños y rápidos y otros grandes y lentos. Los rápidos se bloquean por 

tetrodotoxina (bloqueante de los canales de Na+), indicando que son espigas de 

Na+. En contraste los potenciales lentos son inhibidos por Mg2+, el cual bloquea 

los canales de Ca2+. En la epilepsia el balance normal entre excitación e 

inhibición está alterado, favoreciendo la excitación. Un potencial excitatorio 

postsináptico puede provocar la aparición de salvas de potenciales de acción 

dendríticos, especialmente espigas de Ca2+, cuyas sumación producen una gran 

y prolongadas despolarización. En definitiva el origen de la respuesta eléctrica 

habría que buscarlo en las propiedades intrínsecas de la membrana de las 

células (canales de Na, K y Ca dependientes de voltaje) y las diferentes 
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entradas sinápticas excitatorias (glutamatérgicas) o inhibitorias (GABAérgicas) 

(Westbrook, 2000; Rojo, 2003).  

 

El axón de las células piramidales tiene muchos blancos postsináptico. Una 

neurona que dispara un simple potencial de acción puede no activar la neurona 

postsináptica al no alcanzar su umbral de excitación, pero una salva de 

potenciales de acción, debido a la sumación temporal, es mucho más probable 

que produzca la excitación de la neurona postsináptica. Los cambios en el 

espacio extracelular juegan también un importante papel en la sincronización de 

la actividad neuronal. Así, la excitabilidad neuronal puede alterarse por la 

descarga de un grupo de neuronas, sumación de corrientes extracelulares. 

También ciertos cambios iónicos como la acumulación de iones K+ en el espacio 

extracelular pueden incrementar la excitabilidad neuronal.  

 

2.1.2  Patrón electroencefalográfico paroxístico ictal (PPI) 

 

Durante el desarrollo de las crisis el EEG puede registrar diferentes alteraciones 

que muestran un repentino cambio de frecuencia (en gama, delta, theta o beta) 

que rápidamente, domina el trazado y que a veces son precedidas por un 

aumento o disminución de la DEI (Williamson et al., 1993). En el seno del foco 

epiléptico, las neuronas epilépticas se caracterizan no solo por su 

híperexcitabilidad, si no también por su pronunciada tendencia a sincronizar aus 

descargas, sincronización que produce la formación de “puntas” en el trazado 

electroencefalografito. El patrón electroencefalográfico paroxístico ictal (PPI) 

puede ser local o difuso. El patrón típico, cuando el comienzo es focal, es un 

ritmo reclutante localizado o una atenuación de la actividad rítmica normal, lo 

cual, presumiblemente refleja una manifestación a distancia de un fenómeno 

electroencefalográfico. Este aumento o disminución de las frecuencias,  presenta 

una lateralización, más o menos marcada de amplitud máxima durante las crisis 

y una lentificación postictal de las frecuencias del trazo EEG (Rojo, 2003). El 

comienzo ictal en el EEG consiste habitualmente, en descargas unilaterales 

rítmicas de 5-7 Hz que aparecen dentro de los primeros 30 segundos tras la 

primera anomalía ictal del EEG (Risinger et al., 1989). Las ondas agudas 

interictales y las crisis focales a menudo están limitadas en su propagación, 
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debido a que la despolarización es seguida por un periodo de hiperpolarización 

en el que la excitabilidad neuronal está disminuida. Un mecanismo importante de 

|a hiperpolarización es la potente sinapsis inhibitoria de la corteza cerebral 

(Rojo., 2003). En la actualidad el uso del EEG acompañado de otras técnicas de 

neuroimagen vienen siendo de gran relevancia para el diagnostico de las 

epilepsias (Engel et al., 2006).  

 

2.2 La Tomografía por Emisión de Positrones (PET)  

 

La tomografía por emisión de positrones (PET, del inglés, positron emission 

tomography) es una técnica de imagen molecular in vivo capaz de medir la 

función fisiológica regional a partir del registro temporal de la evolución de 

fármacos trazadores marcados con un isótopo emisor de positrones. La 

aplicación de la PET con 2-deoxy-2-fluoro-D-glucosa marcada con un emisor de 

positrones, el 18F, que posee un semiperiodo de 110 minutos (2-deoxy-2-

[18F]fluoro-D-glucosa), permite evaluar el metabolismo celular proporcionando 

imágenes tomográficas cuantitativas de la distribución del consumo de glucosa.  

 

La infraestructura necesaria para la aplicación de la técnica de PET está 

formada por tres unidades interrelacionadas: 1º) una unidad de producción de 

isótopos emisores de positrones de vida media corta, 2º) una unidad de 

radiofarmacia con un módulo de síntesis y control de calidad para la producción 

de FDG, y por último, 3º) una unidad de imagen médica, con una cámara PET 

con un sistema de anillos que detectan los fotones simultáneos emitidos en el 

proceso de aniquilación del positrón y un electrón. Tras la reconstrucción 

tomográfica de las imágenes, un médico nuclear interpreta las imágenes 

(Phelps; 2002; Gispert et al., 2002). 

 

Para el estudio cuantitativo de neuroimágenes PET se requiere de una 

cuidadosa comprensión del proceso de formación de la imagen y de todas las 

fuentes de error que distorsionan la verdadera información fisiológica objeto de 

estudio. Podemos distinguir tres tipos de factores que limitan la calidad final de 

la imagen: las propiedades intrínsecas del trazador, los efectos exógenos y las 

limitaciones de la técnica. En cuanto a esta última hablamos de un término 
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importante, la “resolución espacial” (axial, radial y tangencial) que está 

influenciada por las especificaciones técnicas del sistema como el número, el 

tamaño y el material de los detectores y su disposición geométrica, por el rango 

del positrón, por la no colinealidad y por el proceso de reconstrucción de la 

imagen. También hablamos del denominado “efecto de volumen parcial” en el 

que están implicados la precisión de la medida, el tamaño y la localización de la 

zona de interés, la anatomía subyacente y la resolución del tomógrafo. 

 

2.2.1 Ciclo de la FDG y metabolismo neurona-glía 

 

La 2-deoxy-2-[18F]fluoro-D-glucosa es el radiofármaco PET más utilizado en la 

práctica clínica con aplicación en multitud de patologías gracias a sus 

características metabólicas, a la rapidez de su síntesis y a las posibilidades de 

transporte desde el lugar de su producción. Tanto la glucosa como la FDG 

entran en las células por medio de los transportadores de glucosa. Existen dos 

tipos fundamentales de estas familias de proteínas transportadoras, las SGLT 

Na+ dependientes (principalmente en el intestino y en el tubo renal proximal) y 

las GLUT, Na+ independientes. Las GLUT están presentes en casi todas las 

regiones pero tienen unas características diferenciadoras que posibilitan un 

mayor acumulo en algunos tipos celulares. Existen al menos once 

transportadores distintos caracterizados por ser proteínas con doce segmentos 

transmembrana que actúan mediante mecanismos de difusión facilitada 

(Peñuelas., 2002). 

 

En el cerebro, tanto la glucosa como la FDG atraviesan la barrera 

hematoencefálica vía GLUT-1, pero su incorporación a las células nerviosas se 

produce por GLUT-3, transportador con una mayor afinidad por la glucosa que 

posibilita la incorporación de ésta a las neuronas incluso con niveles circulantes 

muy reducidos. Tras su entrada en la célula, tanto la glucosa como la FDG 

inician la vía glicolítica, con la fosforilación por la enzima hexoquinasa en el 

carbono seis. La desfosforilación del compuesto fosforilado es muy lenta, en 

comparación con el proceso directo, por lo que el efecto neto es la acumulación 

del precursor fosforilado, FDG-6-P. A continuación en la vía glicolítica se 

produce la isomerización por acción de la encima fosfoglucosa isomerasa para 
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formar fructosa-6- fosfato. La intervención del grupo hidroxilo del segundo 

carbono es fundamental para que pueda desencadenarse la isomerización; 

como la 2-FDG-6-P carece de dicho grupo funcional no se produce este paso y 

sufre atrapamiento metabólico al no poder ser metabolizado (a excepción del 

higado). El resultado final del proceso es el acumulo progresivo del derivado 

fosforilado en el interior de la célula que será metabolizado lentamente (Heiss et 

al., 1984; Peñuelas., 2002). 

 

No se conoce con exactitud el mecanismo molecular específico responsable del 

incremento del consumo cerebral regional de glucosa (rCMRGlu) en respuesta a 

activaciones fisiológicas de regiones cerebrales concretas, aunque se ha 

descrito un mecanismo de acoplamiento de actividad neuronal con la utilización 

de este metabolito (Pellerin et al., 1994). Algunos autores afirman que la imagen 

FDG-PET informa de la activación asociada del transportador de la glucosa y el 

metabolismo en los astrocitos más que de las neuronas (Barros et al., 2005).  

 

2.2.2 Tomografía por Emisión de Positrones (PET) y epilepsia  

 

La tomografía de emisión de positrones con FDG comenzó a utilizarse para el 

diagnóstico de patologías cerebrales a finales de los años ochenta y 

rápidamente se aplicó en la evaluación prequirúrgica de las epilepsias intratables 

(Lavy et al., 1976; Kuhl et al., 1978; Ebersole, 1997; Barbara et al., 2002). En los 

primeros estudios clínicos se describe la aparición de cambios metabólicos 

cualitativos, principalmente una reducción, en las regiones correspondientes al 

foco epiléptico en estado intercrítico y un aumento considerable en situaciones 

de status epiléptico. Por su parte el uso del PET en investigación en pequeños 

animales se inicio a finales de los años noventa (Hume y Jones, 1998) y fue el 

estudio de Kornblum el primer trabajo publicado en el que se observa la 

actividad metabólica con FDG in vivo durante crisis convulsivas agudas 

(Kornblum et al., 2000). 

 

En estudios dinámicos de FDG-PET interictales en pacientes con epilepsia en 

los que se determinan a partir modelos compartiméntales la captación de FDG 

con análisis gráficos (Fig. 1), han mostrado que en la región epileptogénica los 
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valores de K1* y de K3* están reducidos en comparación a sus respectivos 

valores en la región homóloga contralateral y no se observan diferencias 

ipsilaterales versus contralaterales de ninguna constante en las áreas externas a 

la región epileptogénica (Cornford et al., 1998). 

 

 
Figura 1. Esquema del metabolismo de la FDG según el modelo de dos compartimentos. El 
primer compartimento representa el paso de la FDG a la célula desde el torrente sanguíneo. El 
segundo compartimento representa la fosforilación de la FDG a FDG-6-P. K1 que es una 
constante que refleja el flujo de FDG hacia el interior de la célula y K2 la salida a sangre a través 
del transportador de glucosa. K3 representa la fosforilación de la FDG y K4 la desfoforilación, que 
en el caso de FDG no se da, por ello es siempre igual a 0  (Selberg et al., 2002; Castell y Cook, 
2008).  
 
 

La barrera hematoencefálica juega un importante rol en la regulación 

homeostática del microentorno necesario para la actividad estable y coordinada 

de las neuronas (Abbott, 2002). El flujo sanguíneo cerebral (CBF) normal en 

adultos es del orden de 50ml/100g/min y el consumo de glucosa del orden de 

5.5mg/100g/min (entre 5.8-10.3 mg/100g/min para la sustancia gris y entre 3.6-

5.2 mg/100g/min para la sustancia blanca). Bajo condiciones de reposo 

normales, el cerebro humano adulto utiliza el metabolismo oxidativo de la 

glucosa para suplir sus necesidades energéticas (aportando más del 95% de la 

energía necesaria). En estas condiciones, el cerebro presenta una fuerte 

correlación regional entre el CBF y la velocidad de metabolismo del oxigeno y de 

la glucosa -regiones con mayor flujo tienen mayor metabolismo y viceversa. El 

transporte de glucosa a través de la barrera hematoencefálica tiene lugar por un 

sistema mediado por transportadores saturable y específico. La cantidad de 

glucosa transportada desde la sangre al cerebro depende básicamente de dos 

factores, la concentración de capilares y la capacidad de transporte de la barrera 
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hemetoencefálica (Shulman et al., 2004). Numerosas características normales 

de la barrera hematoencefálica aparecen alteradas en la epilepsia crónica. Estos 

cambios patológicos incluyen pérdida o alteración de la expresión del 

transportador GLUT-1 de la barrera hematoencefálica, el cual se ha encontrado 

sobre-regulado durante las crisis epilépticas, así como la elevación de la 

actividad del transportador, la que está caracterizada por un incremento de los 

transportadores GLUT-1, en particular en las membranas capilares (luminares) 

(Cornford et al.,  1994). Otros cambios incluyen pérdida de la permeabilidad 

selectiva de varias proteínas y la alteración del transporte de una variedad de 

iones. Como resultado, esta ampliamente aceptado que en la epilepsia crónica 

la barrera hematoencefálica está dañada. Lo que todavía no se ha demostrado 

es si las crisis contribuyen al fallo de la barrera o si la pérdida de la 

permeabilidad selectiva y la capacidad de transporte de glucosa de la barrera 

están implicadas en la epileptogénesis (Van-Vliet et al., 2007). Los experimentos 

muestran que el flujo cerebral y el metabolismo en la epilepsia focal deben estar 

desacoplados en regiones extensas pero esto no es debido ni a alteraciones 

estructurales ni a la duración o descarga ictal (Bruehl., 1998). Una rápida 

sobreregulación de la barrera hematoencefálica ocurre dentro de los tres 

primeros minutos del inicio de una crisis (Cornford et al., 2000). 

 

En los últimos años, con los avances en la adquisición y el análisis de las 

imágenes han surgido muchos estudios que identifican características 

metabólicas en grupos de pacientes epilépticos con algún rasgo en común como 

puede ser la localización del foco, la presencia de una lesión, hallazgos de 

esclerosis temporal mesial o los años de evolución de la enfermedad, en ellos se 

han descrito aspectos como la extensión del hipometabolismo, su graduación, el 

porcentaje de presencia de hipometabolismo o el porcentaje en el que el 

hipometabolismo puede identificar el foco. El hipometabolismo alrededor del foco 

es la principal característica del metabolismo de la glucosa en la fase intercrítica 

de la epilepsia. Por otro lado, el hipometabolismo temporal debe estar ya 

presente al comienzo de la epilepsia temporal, pero es menos frecuente y 

menos severo en los recién diagnosticados que en los pacientes crónicos 

(Gaillard., et al 2002). En algunos estudios se ha correlacionado la alteración 

metabólica con el número de crisis, sus hallazgos sugieren que una disfunción 
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inicial está presente en un número considerable de pacientes y que el 

metabolismo empeora por la actividad epiléptica continua (Matheja et al.,  2001). 

El hipometabolismo temporal neocortical correlaciona con la atrofia del lóbulo 

temporal en la esclerosis del hipocampo asociada con displasia cortical 

microscópica (Diehl et al.,  2003) En el trabajo de Cornford, realizando un 

protocolo dinámico de captación de 2-deoxy-2-[18F]fluoro-D-glucosa (FDG) con 

tomografía de emisión de positrones (PET) en ocho pacientes con epilepsia 

parcial compleja, obtiene que el foco epileptogénico en fase intercrítica es 

hipometabólico y es también una región en donde la barrera hematoencefálica 

presenta reducida actividad del transportador de glucosa. La epilepsia de larga 

evolución es asociada con mayor grado de hipometabolismo, sugiriendo que la 

epilepsia es una enfermedad progresiva (Theodore et al.,  2004). Similar a lo 

visto en pacientes humanos con epilepsia del lóbulo temporal, estudios en 

animales que ha empleado modelos de SE como pilocarpina o acido kaínico han 

generado un hipometabolismo en el cerebro de ratas tras un SE, este 

hipometabolismo es mas pronunciado en estructuras tales como; el hipocampo, 

la corteza entorrinal y tálamo (Jupp et al., 2007; Goffin et al., 2009; Guo et al., 

2009).   

 

Como se indicó anteriormente, la FDG es el radiofármaco que más se emplea. 

Sin embargo, en los últimos años con el surgimiento de los trazadores del 

receptor 5-HT1A: 18F-WAY100635 y 18F-MPPF (Aznavour y Zimmer, 2007).  Se 

ha podido estudiar la participación de la serotonina y su relación con la epilepsia. 

En estos pacientes se ha podido identificar que existe una disminución del 

receptor 5-HT1A en el foco epileptógeno (Merlet et al., 2004ab; Savic et al., 2004; 

Giovacchini et al., 2005; Ito et al., 2007; Lothe et al., 2008). Se discute cúal es el 

significado de este hallazgo. Merlet, relaciona esta disminución del receptor 5-

HT1A con el grado de epileptogenicidad, mientras que en los trabajos siguientes 

se sugiere que este hallazgo está relacionado con la susceptibilidad de los 

pacientes con TLE a la aparición de sintomas neuropsiquiatricos como la 

depresión o ansiedad. Por otro lado, la unión de [18F]-MPPF también ha sido 

monitoreado durante la estimulación eléctrica del Núcleo Dorsal del Rafe en 

ratas anestesiadas, esta estimulación presumiblemente imita el incremento 

fisiológico de liberación de serotonina. La estimulación del NDR a frecuencia de 
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(20 HZ durante 30 minutos) mostró un significativo incremento de niveles 

extracelulares de 5-HT en hipocampo, asociado con una reducción significativa 

(27-76 %) de la unión especifica del [18F]-MPPF en esta región (Rbah et al., 

2003).  

 

Finalmente, en la literatura se han señalado algunos modelos teóricos de 

acoplamiento entre la actividad eléctrica cerebral y el metabolismo (Aubert et al., 

2002) por ejemplo, modelos de animales de epilepsia parcial han mostrado que 

las espigas interictales incrementan el metabolismo de la glucosa (Handforth et 

al., 1994). De esta manera el metabolismo cerebral de la glucosa a partir de la 

PET como la actividad eléctrica cerebral medida mediante EEG reflejan directa o 

indirectamente los mismos mecanismos de actividad neuronal (Ebersole et al., 

2002; Aubert et al., 2002; Shulman et al., 2004). 

 

2.3 Imagen de Resonancia Magnética (MRI) y epilepsia 

 

Es una técnica no invasiva que utiliza el fenómeno de la resonancia 

magnética para obtener información sobre la estructura y composición del 

cuerpo a analizar. Se basa en la visualización de moléculas, usualmente 

protones dentro de un fuerte campo magnético (Nehlig y Obenaus, 2006). La 

Resonancia Magnética Nuclear RM presenta las siguientes ventajas: 1. 

visualización en los tres planos del espacio. 2.  gran nitidez. La identificación 

inicial por RM de esclerosis del hipocampo fue una atrofia demostrada por 

imágenes coronales en T1 y aumento de la intensidad de la señal dentro del 

campo en T2 (Jackson et al., 1990). 3. capacidad de reconstrucciones 

tridimensionales, con fusión de imágenes. 4. posibilidad de obtener imágenes 

anatomo-funcionales mediante las técnicas de espectroscopía (Rojo, 2003). Los 

primeros estudios que emplearon la RM en epilepsia son de mediado de los 

años noventa (Berkovic et al., 1992; Williamson et al., 1993; Kuzniecky y 

Jackson, 1995). 

 

La principal aplicación clínica de la RM en el caso de las  epilepsias esta en 

identificar la base estructural de la epilepsia y determinar la presencia de una 

lesión o cambio que pueda ser la causante o estar vinculada con la epilepsia. 
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Los hallazgos más visibles con MRI son estudios en Esclerosis Temporal Mesial 

(Berkovic et al., 1992; Williamson et al., 1993; Kuzniecky y Jackson, 1995; 

Craven et al., 2011), malformaciones del desarrollo cortical, malformaciones 

vasculares, tumores y daño cortical adquirido (ILAE., 2003). El porcentaje de 

alteraciones estructurales varían según los estudios y varían también según la 

situación lobular del foco, pero aproximadamente en el 60-70% los hallazgos 

visuales de resonancias convencionales realizadas en pacientes diagnosticados 

de epilepsia del lóbulo temporal son compatibles con una falta de lesión o sin 

alteraciones específicas (Cascino et al., 1991). Igualmente, estudios en animales 

se ha observado mediante Resonancia Magnética estructural (RMe) pérdida 

neuronal y degeneración en capas CA1 y CA3 del hipocampo, la cual es 

acompañada de una fuerte activación microglial tras el SE con ácido kaínico y 

eléctrico (Wolf et al., 2002; Nairismägi  et al., 2004; Jupp et al., 2006). 

 

Así mismo, cuando la RM confirma hallazgos patológicos en el lóbulo temporal 

mesial, habitualmente incluye no sólo el hipocampo y la amigdala, sino también 

la corteza entorrinal y perirrinal. La muestra de atrofia se explica por una pérdida 

celular secundaria a la interrupción de las conexiones entorinal-hipocampal 

como resultado de la interrupción eléctrica entre estas dos estructuras 

(Bernasconi et al., 2005). 

 

La esclerosis del hipocampo esta caracterizada por un incremento en la señal T2 

y en la señal FLAIR (fluid-attenuated inversion recovery). La presencia de un 

incremento de la señal FLAIR se correlaciona con una mayor pérdida de células 

del hipocampo (Diehl et al., 2001). También se han encontrado valores 

anormales en el tiempo de relajación T2 en regiones remotas al foco epiléptico 

(Briellmann et al., 2004). Cambios en la forma de activación (incremento) o 

desactivación (disminución) de la señal BOLD (Blood-oxygen-level dependent) 

de la RM funcional (fMRI) ocurren simétricamente en la corteza de ambos 

hemisferios, tanto en regiones anteriores como posteriores, pero varían entre los 

pacientes. Cambios talámicos bilaterales también se han observado en el 80% 

de los pacientes, así como en modelos animales de epilepsias (Tenney et al., 

2003;2004). Las activaciones predominan sobre las desactivaciones en el 

tálamo, mientras lo contrario ocurre en la corteza cerebral (Aghakhani., 2006).  
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2.4 Autorradiografía y epilepsia 

 

La autorradiográfica es un método derivado de las técnicas de fijación de 

radioligandos en el cual se emplean secciones histológicas en lugar de  

preparaciones de membranas y la detección de ligando se realiza mediante 

emulsiones fotográficas adecuadas. El principio de esta técnica consiste en la 

interacción de un ligando marcado radiactivamente con su lugar de unión o 

receptor. Es un método de tipo farmacológico con lo cual tiene que cumplir con 

una serie de criterios en cuanto a saturabilidad  de la fijación, selectividad y 

afinidad del ligando por la molécula que se va a fijar  (Yamamura et al., 1990; 

Romero, 1998).  

 

Así mismo, la autorradiografía, permite la visualización de moléculas receptoras 

(receptores específicos, moléculas transportadoras para neurotransmisores, 

etc.) en secciones de tejido y tiene una gran resolución anatómica. El mayor 

inconveniente es su falta de resolución molecular, es decir, es imposible 

determinar con precisión en que células están presentes las moléculas 

marcadas radiactivamente. Sin embargo, con el tiempo se han venido 

solventando el problema al contar con marcadores específicos de determinadas 

neurotransmisores como el [18F]-MPPF un radiotrazador especifico del 5-HT1A 

(Aznavour y Zimmer 2007). Los estudios señalan al MPPF como un antagonista 

competitivo del 5-HT1A tanto en autoreceptores como en heteroreceptores in vivo 

(Thielen y Frazer., 1995; Thielen et al., 1996). El [18F]-MPPF fue exitosamente 

trazado con flúor -18 para estudios PET (Shiue et al., 1997) y posteriormente 

optimizado por Le Bars (Le Bars et al., 1998). El primer estudio clínico con [18F]-

MPPF fue llevado acabo en sujetos epilépticos (Merlet et al., 2004 a,b) 

basándose en la evidencia experimental de las propiedades anticonvulsivos y 

antiepilépticas del receptor de 5-HT1A en roedores (Wada et al., 1997).  

 

En experimentos realizados en cerebros de ratas, la distribución del [18F]-MPPF 

en el tejido era caracterizado por una alta captación inicial en todo el cerebro 

seguida de un rápido declive de la radiactividad. Sin embargo, en regiones ricas 

en receptores de 5-HT1A como el hipocampo el lavado del [18F]-MPPF tomaba 

más tiempo en desaparecer comparado con estructuras como el estriado o 
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cerebelo (Plénevaux et al., 2000a). En un experimento llevado a cabo en 

pacientes epilépticos empleando el trazador [18F] MPPF se observó una 

disminución de la fijación del ligando en la zona ictal epileptógena, concluyendo 

que esta se debía posiblemente a la pérdida neuronal debido a la crisis (Merlet 

et al., 2004). Por otro lado, estudios de PET in vivo en lo que se ha encontrado 

un hipometabolismo en varias estructuras cerebrales han sido confirmados 

empleando estudios de autorradiografía ex vivo con [14C]2-deoxyglucose 

seguido de un SE inducido por pilocarpina (Dube et al., 2001; Andre et al., 

2007). Finalmente, los estudios de autorradiografía se han empleado para 

demostrar alteraciones de neurotransmisores receptores de en tejido epiléptico 

humano. Se ha demostrado por ejemplo un incremento de lugar de unión de 

AMPA en tejido neocortical de pacientes que sufren epilepsia temporal (Zilles et 

al., 1999) igualmente se ha encontrado reducción de receptores de 

GABAérgicos acompañado de una aumento de receptores de NMDA (Crino et 

al., 2001).  

 

3 MODELOS ANIMALES DE EPILEPSIA DEL LÓBULO TEMPORAL 

 

Entre las epilepsias más frecuentes y resistentes al tratamiento farmacológico se 

encuentra la ELT, sin embargo, ante la imposibilidad de estudiar la ELT en 

profundidad mediante la experimentación en pacientes humanos debido a obvias 

razones éticas y ante la necesidad de avanzar en el entendimiento de la 

fisiopatología que sucede en la ELT surgen la necesidad de emplear modelos 

animales de epilepsia (Martin y Pozo, 2006; Morimoto et al., 2004). Entre los 

modelos animales más empleados para el estudio de la ELT se  encuentran los 

modelos de kindling tanto eléctricos como químicos, los cuales son considerarlos 

los más próximos a representar los aspectos fisiopatológicos que sucede en la 

ELT en pacientes humanos.  

 

3.1 Kindling eléctrico 

 

El modelo de kindling eléctrico es un modelo ampliamente empleado y aceptado 

como modelo de ELT crónico. Descrito inicialmente por Grahan Goddard en 

1967 (Goddard, 1967), el kindling eléctrico refiere al desarrollo gradual de crisis 
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convulsivas comportamentales y electroencefalográficas en respuesta a la 

aplicación (generalmente en el hipocampo o amígdala) de estímulos eléctricos 

de baja intensidad (Racine, 1972, 1978). Estos estímulos son aplicados de 

manera repetida en el transcurso de varios días o meses y posteriormente 

conlleva a generar cambios permanentes en el lugar de la aplicación (McIntyre, 

et al., 2002) así como a las zonas cercanas, fenómeno denominado como 

transferencia positiva (Albensi et al, 2007). Este modelo tiene la ventaja de que 

tanto los estímulos como los cambios que se producen se pueden cuantificar 

(McIntyre, et al., 2002), otra ventaja del kindling eléctrico es contar con una 

escala de comportamiento, la llamada escala de Racine, que ayuda al 

investigador a monitorizar y mantener el control del desarrollo progresivo de las 

crisis en el trascurso del tiempo (Racine, 1972). La escala de Racine evalúa las 

crisis dando una puntuación de 0 a 5 (estadios de crisis). Donde los estadios 0-3 

representan crisis focales (parciales), tras un tiempo en el estadio 3 la crisis 

tiende a propagarse (recluir nuevas estructuras) y envuelve el hemisferio 

ipsilateral. Los estados 4 y 5 representan crisis convulsivas de diferente 

severidad. Tradicionalmente muchos investigadores consideran el desarrollo de 

crisis generalizadas, escala 4-5 como el punto final del kindling (Moshe, 1991). 

El kindling tiene la ventaja de no generar muerte neural a diferencia de otros 

modelos como los de Estatus Epiléptico (SE) (Tuunane y Pitknen, 2000; 

McIntyre, et al., 2002; Marimoto et al., 2004).  

 

3.2  Kindling químico con pentilentetrazol (PTZ) 

 

El kindling químico puede ser inducido por repetida administración en bajas 

dosis ya sea localizada (intracerebral) o sistémica de agentes farmacológicos  

que generan convulsiones (Moshe, 1991; Gilbert y Goodman, 2006). Por otro 

lado, tanto el kindling químico como el eléctrico parecen activar vías anatómicas 

similares (Gilbert y Goodman, 2006). Finalmente, muchos químicos (tóxicos así 

como agentes farmacéuticos) con una variedad de acciones primarias sobre la 

función del SNC pueden desencadenar convulsiones con exposición a altas 

dosis (Gilbert, 1992).  
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3.2.1 Generalidades del modelo de kindling con pentilentetrazol   

 

El agente químico más usado para generar kindling químico es el 

pentilentetrazol (PTZ), el cual comúnmente se administra mediante la inyección 

de dosis subumbrales de PTZ hasta generar crisis convulsivas (Caín, 1981). Así 

mismo, el PTZ es un potente antagonista de GABA-A (Park et al., 2006) con 

propiedades de bloquear selectivamente los canales de cloruro acoplados al 

receptor de GABA-A (Gilbert y Goodman 2006). Ahora bien, aunque existen 

otras drogas que interfieren con la función GABAérgica y han sido efectivas para 

generar kindling químico en bajas dosis tales como el beta carboline (FG7142), 

picotroxina y bicuculina (Little et al., 1987; Luo et al., 2009; Godukhin et al., 

2009). El kindling con PTZ se caracteriza por ser uno de los más reconocidos, 

así como por sus amplias ventajas cuando es comparado con otros modelos 

químicos de epilepsia. Por otro lado, una importante característica del PTZ es la 

facilidad con la que atraviesa la barrera hematoencefálica (Padou et al., 1995), y 

la latencia del inicio de la crisis, la cual es dependiente de la dosis suministrada, 

así como de la edad del animal (Marescaux et al., 1984; Snead, 1995; Weller y 

Mostofsky, 1995; Snead et al., 2000; Keogh et al., 2005; Zhao y Holmes, 2006; 

Velíšková, 2006). Para el caso de animales inmaduros, se ha visto que kindling 

con PTZ induce status epilepticus (SE) (Pereira de Vasconcelos, 1995; Nehlig y 

Pereira de Vasconcelos, 1996; Pineau  et al, 1998; Erdogan et al., 2004; Nehlig 

et al., 2006). El SE es considerado una emergencia medica por el daño neuronal 

que este genera, así mismo es asociado a una alta morbilidad y mortalidad  

(Martín et al., 2005). Por otro lado, se ha demostrado que el daño neuronal 

(hipocampo, amígdala y corteza cerebral) en ratas inmaduras (PN10) 24 horas 

posterior al SE inducido con PTZ es solo transitorio y no resulta en ningún caso 

en muerte neuronal (Pineau  et al, 1999).  

 

3.2.2 Ventajas del kindling con pentilentetrazol   

 

El kindling con PTZ ha demostrado ser un modelo robusto y altamente 

reproducible entre laboratorios y especies, además de tener ventajas en su 

valoración comportamental y EEG comparado con otros modelos de kindling 

químicos. La ventaja del modelo de PTZ radica en la facilidad de encontrar la 
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dosis-respuesta al umbral, de tal manera que una dosis puede llegar a ser 

identificable para detectar el umbral en casi todos los animales. Como resultado, 

un aumento gradual de las crisis es fácilmente inidentificable, y con suficientes 

repeticiones de PTZ la mayoría de los animales progresan a crisis tónico-

clónicas (Gilbert y Goodman 2006).  

 

3.2.3 Estructuras implicadas en el desarrollo del kindling con 

pentilentetrazol  

 

Las crisis convulsivas generadas con pentilentetrazol (PTZ) tienen su origen en 

el prosencéfalo y se desarrollan dentro de los veinte minutos posteriores a la 

aplicación del PTZ (Gilbert y Goodman 2006; Velíšek, 2006). Estudios que han 

buscado trazar un mapa bioquímico de las estructuras implicadas en el modelo 

de kindling con PTZ han observado cambios sustanciales en los niveles de 

noradrenalina (NA), 5-hidroxitriptamina (5-HT), dopamina (DA) y metabolitos 

cerebrales en zonas conocidas por recluir nuevas estructuras cerebrales durante 

el kindling, como la corteza piriforme, entorrinal, prefrontal e hipocampo (in vitro) 

(Szyndler et al., 2010). Igualmente, se ha encontrado un aumento en la tasas de 

redistribución en el consumo de glucosa en la corteza y el hipocampo, asi como 

en el mesencéfalo, tronco encefálico, hipotálamo y Septum en ratas que habían 

sufrido un SE inducido con PTZ (Pereira de Vasconcelos et al., 1992). Por otro 

lado, c-fos se ha empleando como marcador de la actividad neuronal y de 

distribución espacial en una variedad de paradigmas experimentales (Gilbert y 

Goodman, 2006), se ha visto expresión del c-fos durante el kindling eléctrico, 

que se ha relacionado con la propagación de la actividad neuronal durante las 

crisis (Clark et al., 1991). Así mismo, se ha observado incrementada expresión 

del mRNA c-fos en kindling con PTZ en corteza, caudado, septum, amígdala e 

hipocampo (Erdtmann-Vourliotis et al., 1998). Se ha visto igualmente que tras 

aplicar dosis subconvulsivas de PTZ en ratas adultas c-fos es expresado en 

tálamo e hipotálamo y en crisis clónicas, c-fos es expresado en striatum, tronco 

encefálico y hipocampo (Andre et al., 1998). 
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3.2.4 Valoración de comportamiento con pentilentetrazol  

 

En el desarrollo del kindling los animales presentan cambios comportamentales 

que incluyen: inmovilidad, tirones mioclónicos (posición de canguro), ataques 

clónicos y ataques tónico-clónicos (Velíšek, 2006), posteriormente en la fase 

post-ictal se genera una inhibición que es observado con un EEG totalmente 

deprimido (plano). Para valorar el comportamiento observado en el kindling con 

PTZ se ha venido empleando de manera errónea en muchas investigaciones 

una escala de evaluación de crisis convulsivas similares a la empleada en el 

kindling eléctrico, olvidando las diferencias que existen entre crisis al emplear 

diferentes modelos. De esta manera tirones mioclónicos y convulsiones clónicas 

por ejemplo ocurren en kindling con PTZ, pero no en el kindling eléctrico. 

Teniendo en cuenta lo anterior se debería emplear una escala que haya sido 

desarrollado para kindling de PTZ teniendo en cuanta las diferencias tanto 

comportamental como EEG que distingue a los modelos (Luttjohann, et al. 2009; 

Ono et al., 1990). 

 

3.2.5 Estudios de neuroimagen con pentilentetrazol  

 

En los últimos años se han empezado a desarrollar estudios en pequeños 

animales empleando técnicas de neuroimagen tanto con Resonancia 

Magnética Nuclear funcional (RMNf) (Berkovic et al., 1992; Williamson et al., 

1993; Kuzniecky y Jackson, 1995) como con Tomografía por Emisión de 

Positrones (PET) en epilepsia (Kornblum et al., 2000). El PET con el trazador 
18FDG permite visualizar cambios metabólicos en todo el cerebro, así como los 

cambios metabólicos que se producen en un foco epiléptico, igualmente el 

estudio se puede repetir en el mismo animal lo que permite visualizar los 

cambios metabólicos y el desarrollo del foco epiléptico durante el proceso de 

epileptogénesis (Dedeurwaerdere et al., 2007; Jupp et al., 2007). Entre los 

trabajos realizados con PET hasta la fecha no hay ninguno que se haya utilizado 

el modelo de kindling con PTZ. Si bien los estudios PET han tenido mayor 

implementación en estudios clínicos humanos antes que en estudios 

experimentales en animales (Doherty et al., 2004; Scott et al., 2003), los pocos 
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estudios que han empleado PET y epilepsia se encuentran en modelos de SE 

con pilocarpina o acido kaínico en donde se ha visto un hipometabolismo 

generalizado en el cerebro de ratas tras el SE (Jupp et al., 2006; Goffin et al., 

2009; Guo et al., 2009). Otros estudios con SE indican un aumento del 

metabolismo en hipocampo después de generar SE con la administración de 

pilocarpina en ratones C57Bl/6 (Mirrione et al, 2006), así como un aumento de la 

actividad metabólica tras la inyección de ácido kaínico en ratas (Kornblum et al., 

2000). 

 

En estudios con resonancia magnética nuclear funcional (RMNf) en modelos de 

kindling con PTZ se ha observado un rápido aumento de la señal segundos 

después de la administración de PTZ en el núcleo talámico anterior, giro 

dentado, corteza retrosplenial y otras estructuras hipocampales, así mismo, 

segundos antes del inicio de las crisis, y posteriormente se observó un rápido 

descenso de la actividad (Brevard et al., 2006; Keogh et al., 2005). Igualmente, 

se ha observado mediante Resonancia Magnética estructural (RMe) pérdida 

neuronal y degeneración en capas CA1 y CA3 del hipocampo, la cual es 

acompañada de una fuerte activación microglial tras el SE con ácido kaínico y 

eléctrico (Wolf et al., 2002; Nairismägi  et al., 2004; Jupp et al., 2006). Por último, 

empleando autorradiografía la cual ha determina ubicación, así como fisiología 

de los diferentes receptores (Roberts et al., 1997; Aznavour y Zimmer, 2007), se 

ha descrito una disminución del receptor de 5-HT1A en corteza temporal lateral 

ipsilateral al foco epiléptico en pacientes con TLE (Rocha et al., 2007).  

 

4 FISIOPATOLOGÍA DE LA EPILEPSIA  

 

En la actualidad, a pesar de contar con una amplio número de investigaciones 

tanto clínicas como experimentales en epilepsia, su etiología es en muchos 

casos desconocida, ante lo cual, los mecanismos básicos celulares y 

moleculares de la epileptogénesis están actualmente sujetos a la investigación. 

Cabe señalar que a pesar de lo anterior, la hipótesis que posee mayor consenso 

es que el mecanismo básico de la epileptogénesis radica en la pérdida del 

balance entre excitación / inhibición neuronal, necesaria para mantener el estado 

normal de las neuronas corticales (Jacobs et al., 2001), de esta manera las crisis 
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pueden sobrevenir si la transmisión excitadora cerebral esta aumentada o la 

transmisión inhibitoria es reducida (Bagdy et al.,  2007). Esta pérdida del balance 

es muchas ocasiones consecuencia de una lesión neurológica (Dichter, 2006; 

Herman, 2006) y en otras es idiopática, es decir, sin causa conocida (6 de cada 

10 casos). Se tiene claro es que la epileptogénesis es el proceso por el cual un 

cerebro normal se hace epiléptico (Gibbs y McNamara, 2006) y que debido a la 

epileptogénesis el cerebro experimenta una serie de cambios químicos, 

anatómicos, y fisiológicos que desencadenan continuas y frecuentes crisis 

convulsivas, las cuales se caracterizan por disparos sincronizados de algunas 

poblaciones neuronales del Sistema Nervioso Central (SNC) (Herman, 2006).  

 

En la actualidad los dos neurotransmisores estudiados por excelencia en 

relación a la epilepsia son el GABA y el glutamato (Bradford, 1995), se ha 

sugerido que receptores de GABA y glutamato juegan un importante rol en el 

inicio, mantenimiento y finalización de las crisis convulsivas (Miller et al.,  1997; 

Sierra-Paredes y Sierra-Marcuño, 2007; Kharlamov et al., 2011). Así como se ha 

señalado que el tratamiento farmacológico antiepiléptico, que tienen como 

dianas terapéuticas receptores GABAérgicos y glutamatérgicos es efectivo en 

más del 70%.  

 

4.1  Participación del GABA en la epilepsia 

 

Entre las hipótesis más consideradas en el estudio de las epilepsias se piensa 

en posibles fallos en el sistema inhibitorio como posible responsable del inicio de 

las crisis convulsivas (Bradford, 1995; Banach et al., 2011). Específicamente se 

apunta al papel crucial que tendría una alteración de la inhibición procedente de 

las interneuronas que secretan el neurotransmisor inhibidor ácido γ-

aminobutírico (GABA) Estudios farmacológicos experimentales apoyan esta 

hipótesis, así, la administración exógena de agonistas glutamatérgicos o 

antagonistas GABAérgicos es capaz de inducir crisis epilépticas (André et al., 

2001; Brooks-Kayal et at., 2009). Estos datos concuerdan con los obtenidos en 

modelos in vitro en hipocampo, en los que se ha podido comprobar que la 

híperexcitabilidad del cerebro epiléptico es debida a una disminución en la vía 

inhibitoria GABAérgica o a un aumento en la actividad glutamatérgica (Gibbs y 
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McNamara, 2006). En modelos animales se ha comunicado una disminución del 

60-70% de GABA extracelular en ratas con kindling amigdalar reportado 

mediante microdiálisis (Kaura et al., 1995).  

 

4.2 Participación del glutamato en la epilepsia 

 

Un desorden en la neurotransmisión excitatoria mediada por glutamato ha sido 

por mucho tiempo candidato central como factor para la etiología de algunas 

formas de epilepsia humana y experimental. El glutamato reconoce al menos 

cuatro tipos de receptores, que reciben su denominación de acuerdo al tipo de 

agonista al que responde: receptores ionotrópicos; AMPA, NMDA (N-metil-D-

Aspartato), Kainato (canales iónicos regulados por ligando) y los receptores 

metabotrópicos (Bloss y Hunter, 2010). De esta manera el glutamato en sí 

mismo y sus receptores agonistas genera convulsiones cuando es dado 

intracerebralmente (Bradford, 1995). Por su parte, el glutamato es el aminoácido 

excitador más rápido y de mayor prevalencia en el SNC. Realiza su acción 

excitadora actuando sobre receptores específicos localizados en la membrana 

neuronal (Bloss y Hunter, 2010). La participación de glutamato en las crisis 

convulsivas se ha evaluado en estudios in vivo empleando microdiálisis en la 

amígdala. Durante el proceso de generación de kindling (epileptogénesis) así 

como durante las crisis inducidas eléctricamente en animales con kindling 

totalmente establecido, los niveles de glutamato son de 2-3 veces más altos que 

en animales control. Así mismo, en este mismo estudio, los niveles de GABA 

con microdiálisis en animales kindling se redujeron aproximadamente entre un 

70% ipsilateral y un 60% contra lateral en la amígdala (Kaura et al., 1995). Un 

efecto similar fue encontrado en estudios in vitro en rodajas de amígdala de 

ratas kindling en donde se encontró un aumento de liberación 2 veces más alto 

que en rodajas de animales control (Kaura et al., 1995). De esta manera parece 

que existe una tendencia a un aumento de liberación de glutamato en la 

ocurrencia en el foco epiléptico durante el kindling (Bradford, 1995). También se 

ha demostrado que un kindling inducido por inyecciones de glutamato, puede ser 

prevenido con inyecciones simultáneas de AP7 un potente receptor antagonista 

de NMDA mostrando que la inyección de glutamato requiere interacción con los 

receptores locales de NMDA para la acción del kindling (Croucher y Bradford, 
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1990). Así mismo, se ha observado que kindling eléctrico puede llegar a ser 

bloqueado con inyección de receptores antagonistas de AP7 y CPP aplicado 15 

minutos antes de la generación del estimulo eléctrico (Croucher et al., 1992; 

Sato et al., 1988). 

 

5 SISTEMA SEROTONÉRGICO   

 

El sistema serotonérgico actúa como neurotransmisor y neuromodulador 

involucrado en múltiples funciones tanto fisiológicas como patológicas en el 

SNC. Fuera del SNC la 5-HT está involucrada en la contracción del músculo liso, 

movilidad gastrointestinal, mecanismos secretores periféricos e interacciona con 

neuronas sensoriales. A nivel circulatorio está implicada en la agregación 

plaquetar y puede actuar como vasodilatador o vasoconstrictor según la zona de 

circulación o el estado de la misma (Fozard, 1989). En el SNC, la 5-HT esta 

involucrado en numerosas funciones fisiológicas como la regulación del dolor, 

regulación de la temperatura corporal, ingesta de comida y bebida, control del 

vómito, regulación neuroendocrina, actividad motora, control de la función 

cardiovascular, contracción muscular, regulación de la actividad sexual, ciclo 

sueño-vigilia y procesos de memoria y aprendizaje (Bradley et al., 1992). En 

cuanto a su participación en desórdenes psiquiátricos se ha relacionado con 

ansiedad y depresión (Coppen et al., 1963; Heisler et al., 1998; Parks et al., 

1998; Ramboz et al., 1998; Piñeyro y Blier, 1999), esquizofrenia, trastornos 

obsesivo-compulsivos, anorexia/bulimia (Woolley 1962; Coccaro et al., 1990) así 

como en el síndrome Down (Whitaker-Azmitia, 2001) y en la conducta agrasiva 

(Carrillo et al., 2009) igualmente, esta involucrado en la sintomatología de 

algunas enfermedades neurodegenerativas tales como el Parkinson (Chinaglia 

et al., 1993), Alzheimer (Toghi et al., 1992; Steckler T., Sargal, 1995; Buhot et 

al., 2000; Porter et al., 2000) o Huntington (Cross, 1990). También está 

implicada en algunos trastornos neurológicos como la migraña (Lance, 1993). 

Así como en la epilepsia (Lu y Gean 1998; Wada et al. 1999; Bobula, et al. 2001; 

Theodore 2003; Chugani 2004) tema el cual nos concierne en la presente tesis 

doctoral y el cual será explicado con mayor detalle a continuación.  
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5.1 Las neuronas serotonérgicas  

 

La 5-HT es sintetizada a partir del triptófano, que es convertido a 5 

hidroxitriptófono por la enzima triptófano hidroxilada, y este a su vez es 

convertido a 5-HT por la descarboxilasa de aminoácidos aromáticos. Una vez 

formada la 5-HT, es almacenada en vesículas hasta que llega el momento de 

ser liberada. Cuando se libera al espacio sináptico es recaptado por el 

transportador serotonérgico e inactivada por la Monoamino oxidasa (MAO) que 

la convierte en 5-acido-hidroxiindolacético. Por otro lado, la serotonina está 

presente en la mayoría de las especies animales y vegetales, localizándose en 

el caso de los mamíferos, en un 95 % en el sistema enterocromafín del tracto 

gastrointestinal, y el resto en las plaquetas y neuronas triptaminérgicas del 

sistema nervioso central y del Sistema Nervios Enterico (Gronstad et al., 1985; 

Gershon et al., 1965; Wade et al., 1994; Gershon, 2004).  

 

Específicamente en los mamíferos, muchas neuronas serotonérgicas residen 

dentro de las fronteras del núcleo del rafe (NR) como se ha mostrado con 

parámetros de citoarquitectura, así como se ha demostrado que según su 

tamaño y árbol dendrítico, las neuronas serotonérgicas son diversas (Baker et 

al., 1990, 1991). Estudios de trazado anterógrado muestran que las neuronas 5-

HT del Núcleo Dorsal del Rafe (NDR) y del núcleo Medial del Rafe (NMR) 

presentan terminaciones axónicas morfológicamente distintas en la corteza 

cerebral: los axones de las neuronas del NDR son finos (0.2-1.25 μm de 

diámetro), con varicosidades de pequeño diámetro (granulares o fusiformes), 

están ampliamente ramificados y presentan un elevado número de 

terminaciones (denominadas de tipo D); por el contrario, las fibras del NMR 

poseen axones de mayor diámetro (1.0-2.1 μm), contienen varicosidades 

esféricas voluminosas y presentan un menor número de terminales (tipo M) 

(Kosofsky y Molliver, 1987; Wilson y Molliver, 1991).  

 

La proyecciones de las neuronas serotonérgicas constituye uno de los sistemas 

anatómicos y funcionales más complejos y extensos del cerebro (Jacobs y 

Azmitia, 1992) y auque la proporción de neuronas 5-HT respecto al resto de 

neuronas del SNC es muy baja (1/200,000), su capacidad de inervación de 
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estructuras anteriores, como la corteza cerebral o el hipocampo, es muy alta, 

estimándose de 3 a 6 millones el número de varicosidades por mm3 (Audet et 

al., 1989; Oleskevich y Descarries, 1990). Igualmente, dentro del NDR el cual 

contiene cerca de 11000 neuronas de serotonina en ratas (Descarries et al., 

1982), las neuronas están relativamente empaquetadas mientras que el NMR 

está menos organizado. Se conoce que las neuronas del NDR tienen una 

disposición relativamente más condensada, mientras que en el NMR se 

encuentran más pobremente organizada (Adell et al., 2002). En cuanto a su 

estructura interna los tipos celulares del NDR presentan poca variación entre 

distintas especies, lo que sugiere una elevada conservación a lo largo de la 

evolución.  

 

5.2 Receptores de 5-HT  

 

Hasta la fecha, se han identificado hasta siete miembros dentro de la familia de 

los receptores de serotonina (5-HT1 al 5-HT-7) y diversos subtipos incluidos en 

algunos de estos miembros. Ello ha conducido a la descripción y consideración 

un total de hasta 14 subtipos distintos (Hoyer y Martin, 1997; Lanfumey 

y Hamon, 2000). Inicialmente, los receptores se caracterizaban empleando 

herramientas farmacológicas, pero más recientemente, técnicas moleculares en 

biología han permitido la clonación y la secuenciación de estos receptores 

codificados por genes diferentes (Barnes y Sharp., 1999).  El 5-HT pertenece a 

la superfamilia de receptores acoplados a proteína G (del 5-HT1 al 5-HT-7) 

menos el receptor 5-HT3 que actúa ligado a un canal iónico (Harrington et al., 

1988; Hensler, 2006).  Ahora bien, aunque se conoce la existencia de catorce 

subtipos diferentes de receptores de serotonina (Hoyer y Martin, 1997; Lanfumey 

y Hamon, 2000) solamente el papel de 5-HT1A,  5-HT2c y 5-HT7 han sido 

estudiadas en relación con el control de las crisis epilépticas (Peričić, et al. 

2005). Razón por la que se realizará una breve descripción de estos receptores 

y sus funciones en el SNC.  
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5.3 El receptor 5-HT1 

 

Desde la introducción de técnicas de fijación de radioligandos, seguido por la 

llegada de la clonación molecular, al menos 14 subtipos de receptores 5-HT se 

han identificado en el SNC de mamíferos. Por su parte, los receptores de 5-HT1 

comprende cinco subtipos: 5-HT1A, 5HT1B, 5HT1D, 5HT1E, 5HT1F. Estos 

receptores están acoplados a proteínas Gi/o que a su vez inhiben la enzima 

adenil ciclasa, disminuyendo así la producción de AMPc. Se sabe que el 

receptor de 5HT1 se encuentra en las regiones límbicas en especial en el 

hipocampo (Hoyer et al., 1997).  El receptor de 5HT1A fue el primer receptor que 

fue secuenciado o clonado en humanos (Fargin et al., 1988; Fujiwara et al., 

1990) y posteriormente en ratas (Albert et al., 1990). La disponibilidad de 

agonistas como el 8-OH-DPAT (Arvidsson et al., 1981; Gozlan et al., 1983) así 

como el antagonista WAY-100635 (Laporte et al., 1994; Gozlan et al., 1995), 

hacen del receptor de 5-HT1A uno de los mejores caracterizados en términos de 

rasgos estructurales, características, distribución en el cerebro y propiedades 

electrofisiológicas. 

 

Este receptor es muy conservado entre especies de mamíferos; en la rata tiene 

un 89% de homología con el receptor humano y un 85 % entre rata y ratón 

(Albert et al., 1990). El gen del receptor subtipo 5-HT1A se encuentra situado en 

la parte distal del cromosoma 13 del ratón y en el humano se encuentra sobre el 

cromosoma 5 (5q11.2-q13) y se compone de una proteína de 422 aminoácidos 

(Fargin et al., 1988; Lanfumey y Hamon, 2000) (Fig. 4). A nivel celular, estudios 

de hibridación in situ y inmunocitoquímicos demuestran la presencia de 

receptores 5-HT1A en las neuronas piramidales y granulares del hipocampo 

(Pompeiano et al., 1992). Igualmente, estudios con autorradiografía y 

posteriormente con hibridación in situ han reportado alta densidad de sitios de 

unión de 5-HT1A en áreas límbicas en especial en el hipocampo, septum lateral, 

zonas corticales (particularmente en corteza entorrinal y cingulada), también en 

el núcleo del rafe mensencefálico (tanto dorsal como media), en hipotálamo y en 

la medula espinal (Marcinkiewicz et al., 1984; Miquel et al., 1991; Pompeiano, 

1992; Plénevaux et al., 2000, Aznavour et al., 2006a,b). En contraste los niveles 

de unión del receptor de 5HT1A en los ganglios basales y cerebelo apenas son 
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perceptibles. (Hoyer et al., 1994; 1997; Barnes y Sharp., 1999; Lanfumey 

y Hamon, 2000). En cuanto a su localización el receptor 5-HT1A se encuentra 

presente en los cuerpos neuronales y posee dos localizaciones. Se expresa pre-

sinápticamente en las dendritas y soma de las neuronas serotonérgicas de los 

núcleos del rafe lo que le permite regular a nivel presináptico la liberación de 

serotonina cuando actúa como autoreceptor y post-sinápticamente ejerciendo 

una función primordialmente inhibidora en las células que inerva. El receptor 5-

HT1A post-sináptico se expresa con una alta densidad en la región CA1 del 

hipocampo, septum, amígdala, núcleo del rafe y la corteza entorrinal (Albert et 

al., 1990; Hoyer y Martin., 1997). Se ha encontrado que la activación de los 

receptores de 5HT1A causan híperpolarización neuronal, cuyo efecto esta 

mediado a través de las proteínas G acopladas a canales de K+  (Andrade y 

Nicoll, 1987).  

 

 
Figura 2. Organización molecular del receptor de 5-HT1A. Tomado de Albert et at., 1990. 
 

En cuanto a los receptores de 5HT1B, estudios de autorradiografía han indicado 

que posiblemente son primariamente expresados presinápticamente y parecen 

actuar como autoreceptores terminales (Roberts et al., 1997) y encontrarse en 

muy altos niveles en las células de purkinje del cerebelo, en la región CA1 del 

hipocampo, y en el caudado-putamen y posiblemente están envueltos en el 

control del movimiento (Voigt et al., 1991; Maroteaux et al., 1992). Por otro lado, 

altos niveles de ARNm para el receptor subtipo 5-HT1D fueron hallados en la 

capa piramidal del tubérculo olfativo. Así mismo, existe mucha confusión en 
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cuanto a la nomenclatura y farmacología del receptor subtipo 5-HT1D y el 5-HT1B 

debido a que los dos receptores están estrechamente relacionados, sin embargo 

sorpresivamente muestra dos desviaciones separadas en su forma y función. En 

humanos el 5-HT1D y el 5-HT1B difieren en un 23 % en su posición aminoácido 

transmembrana (Hartig, 1997). Así mismo el receptor 5-HT1D parece ejercer 

como autoreceptor del NR (Piñeyro et al., 1996). 

 

Por otro lado, en cuanto al receptor 5HT1E, fue originalmente llamado como S31 

y fue encontrado primariamente en la corteza y el estriatum pero es muy poco lo 

conocido sobre su rol fisiológico. Finalmente en relación al receptor subtipo 

5HT1F aunque se ha descrito la secuencia del ARNm y su localización y 

características farmacológicas, igual que el receptor subtipo 5HT1D, no se han 

encontrado con exactitud evidencias que indiquen la función que realiza (Hoyer y 

Martin, 1997). 

 

5.4 El receptor 5-HT2 

 

Hasta la fecha se han identificado 3 subtipos de receptores 5-HT2: 5-HT2A, 5-

HT2B y 5-HT2C. Está establecido que su activación produce un aumento en la 

hidrólisis de fosfoinosítidos y movilización de Ca2+ a través de la fosfolipasa C 

tras la activación inicial de una proteína Gq (De Chaffoy et al, 1985; Doyle et al., 

1986). Los receptores 5-HT2A se encuentran ampliamente distribuidos en la 

corteza, pero también se localizan, aunque en menor grado, en el claustro, 

algunas áreas del sistema límbico, principalmente en el núcleo olfativo, y en 

zonas de los ganglios básales (Pazos et al., 1985). El 5-HT2A se encuentra 

localizado en el cromosoma 13q14-q21 y tiene una secuencia relativamente alta 

de aminoácidos que se identifica con el receptor de 5-HT2C, aunque esta es 

menor en comparación con el del receptor de 5-HT2B de humanos. Estudios del 

receptor empleando autorradiografía con [3H]-spiperona, [3H]-ketanserina, 

[125I]-DOI y, más recientemente, [3H]-100907 MDL como radioligandos, han 

encontrado altos niveles para sitios de unión 5-HT2A en las regiones del 

prosencéfalo, pero sobre todo en áreas cortical  (neocorteza, la corteza 

entorrinal y piriforme, así como en el claustro), el núcleo caudado, el núcleo 

accumbens, tubérculo olfatorio y el hipocampo, de todas las especies estudiadas 
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(Pazos et al., 1985; López-Giménez et al., 1997). El interés actual por receptor 

de 5-HT2A se centra en la evidencia de que la estimulación del receptor 5-HT2A 

provoca la activación de una cascada bioquímica que conduce alteraciones en la 

expresión de una serie de genes que inclyue los que codifican al factor 

neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) (Vaidya et al., 1997). Además se ha 

visto la posibilidad de que cambios en estos sitios de conectividad sináptica en el 

cerebro puedan contribuir al efecto terapéutico de antidepresivos (Barnes y 

Sharp, 1999).  

 
Por otro lado, el receptor 5-HT2B media la contracción del estómago inducida por 

el 5-HT en la rata (Vane, 1959). Así mismo, el receptor 5-HT2B (481 

aminoácidos) es relativamente homólogo con el receptor humano 5-HT2A y 5-

HT2C. En el humano el gen del  receptor 5-HT2B se encuentra localizado en la 

posición del cromosoma 2q36.3–2q37.1 Experimentos recientes que investigan 

la acción de los receptores 5-HT2 con agonista BW 723C86 sugieren un papel 

para el receptor 5-HT2B en la ansiedad (Barnes y Sharp, 1999). Sin embargo, 

extrañamente el BW 723C86 tiene un efecto ansiolítico, cuando se inyecta 

directamente en la amígdala medial (Duxon et al., 1997). 

 

En cuanto al receptor 5-HT2C fue identificado como un lugar de unión del [3H]-5-

HT en el plexo coroideo de diversas especies que también podrían ser 

etiquetados por [3H]-mesulergine y [3H]-LSD, pero no por [3H]-ketanserina. Así 

mismo, originalmente este sitio de unión fue visto como un nuevo miembro de la 

familia del receptor 5-HT1, y se calificó como 5-HT1C por su alta afinidad por 

[3H]-5-HT (Pazos et al., 1984) pero, una vez que el receptor se clonó y se 

obtuvo más información sobre sus características se realizó un cambio a la 

familia del receptor 5-HT2 y su reclasificación como receptor 5-HT2C fue 

inevitable (Humphrey et al., 1993). Además de altos niveles detectados en el 

plexo coroideo, lugar de unión del 5-HT2C, este receptor esta ampliamente 

distribuido y presente en las áreas de la corteza (olfativas núcleo, piriforme, 

cíngulo y retrosplenial), sistema límbico (núcleo accumbens, hipocampo, 

amígdala) y los ganglios básales (núcleo caudado, sustancia negra). Aunque 

dos estudios han reportado el receptor 5-HT2C en el Núcleo Medial del Rafe 

(Hoffman and Mezey, 1989; Molineaux et al., 1989; Palacios et al., 1991; Radja., 
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1991) estos hallazgos no fueron  confirmados en un sucesivo estudio (Mengod 

et al., 1990). En cuanto a la búsqueda de antagonistas para este subtipo se ha 

demostrado que los antagonistas SB 242084 y RS-102 221 son al menos dos 

veces más selectivos para el 5-HT2C que para el 5-HT2B y el 5-HT2A (Bonhaus 

et al., 1997; Kennett et al., 1997). Finalmente, se ha sugerido que los receptores 

5-HT2C del plexo coroideo puede regular la formación de líquido cefalorraquídeo 

(LCR), como resultado de su capacidad para mediar en la formación de cGMP 

(Kaufman et al., 1995). 

 

5.5  El receptor 5-HT7 

 

El receptor 5-HT7 es el más nuevo de la familia de serotonina en ser identificado. 

Está acoplado positivamente a la adenilato ciclasa a través de proteínas Gs y 

tiene también baja homología con el resto de receptores 5-HT. Se han descrito 4 

isoformas (5-HT7(a), 5-HT7 (b), 5-HT7(c), 5- HT7 (d)  pero en rata y humanos sólo se 

han encontrado que se expresen tres de las variantes. Su ARNm se expresa en 

el cerebro de rata, en concreto en el tálamo, hipotálamo, corteza, hipocampo y 

amígdala. Igualmente, no está clara su función fisiológica pero se ha relacionado 

con el comportamiento afectivo ya que responden farmacológicamente a 

algunos antidepresivos y antipsicóticos (Roth et al., 1994; Sleight et al., 1995). 

 

En mamíferos se cree que el receptor 5-HT7 tiene entre 445-448 aminoácidos de 

longitud (Nelson et al., 1995; Jasper et al., 1997) y que el gen del receptor 5-HT7 

se encuentra en el cromosoma diez del humano (10q21-q24; Gelernter et al., 

1995). La expresión del receptor 5-HT7 es relativamente alta dentro de las 

regiones del tálamo, el hipotálamo, el hipocampo con niveles generalmente más 

bajos en áreas tales como la corteza cerebral y la amígdala (To et al., 1995; 

Gustafson et al., 1996; Stowe y Barnes, 1998; Hagan et al., 2000). Se ha 

relacionado con los ritmos circadianos, sin embargo, es un tema de discusión 

(Edgar et al., 1993). Hasta hace muy poco, se conocía que el receptor 5-HT 

mediaba la respuesta de los ritmos circadianos y se consideraba en general que 

el receptor 5-HT1A era el encargado de esta función, esto se basaba en gran 

medida en la capacidad de 8-OH-DPAT de imitar la respuesta de 5-HT (Cutrera 
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et al., 1996). Sin embargo, ahora se reconoce que el 8-OH-DPAT es también un 

agonista de los receptores 5-HT7 (Bourson et al., 1997; Barnes y Sharp 1999; 

Vanhoenacker et al., 2000; Chapin y Andrade 2001; Peričić et al., 2005; Lopez-

Meraz et al., 2005, 2007). Igualmente el 5-HT7 se ha venido relacionando con 

una lenta post-hiperpolarizacion en neuronas CA3 piramidales del hipocampo 

(Beck y Bacon 1998a,b). En la actualidad, estudios han puesto de relieve un 

paralelismo entre el receptor subtipo 5-HT1A  y 5-HT7 (Le Corre et al., 1997).  

 

Los dos receptores tienen similitudes farmacológicas incluida alta afinidad por el 

5-HT, 5-carboxamidotryptamine  (5-CT), y 8-OH-DPAT (Lovenberg et al. 1993; 

Peričić  et al., 2005; Lopez-Meraz et al., 2007 Peričić y Strac, 2007). Así como 

una distribución superpuesta en el cerebro, incluido el hipocampo y estructuras 

corticolímbicas (Lovenberg et al. 1993; Gustafson et al. 1996; Le Corre, 1997; 

Harte et al., 2005).   

 

5.6 Autoreceptores serotonérgicos 

 

Por otro lado, en el cerebro las neuronas serotonérgicas ascendentes son 

negativamente controladas por autoreceptores de 5-HT1A y 5-HT1D localizados 

en el soma y dendritas de neuronas en el NMR (Sotelo et at., 1990; Briley y 

Moret 1993). La Importancia de los autoreceptores somatodendriticos de 5-HT1A 

localizados en el NMR es el control de la neurotransmisión de 5-HT y ha sido 

confirmado con inyección local de 8-OH-DPAT un agonista de 5-HT1A el cual 

genera una reducción en los niveles extracelular de 5-HT en la formación 

hipocampal de la rata (Sharp et al., 1989; Hillegaart  et al., 1990). 

 

5.7   5-HT en el Núcleo del Rafe Dorsal (NRD) y Medial (NMR) 
 

La mayoría de las neuronas serotonérgicas están localizadas a lo largo de la 

línea media del tronco encefálico, en el NDR y NMR. Las neuronas 5-HT 

presentes en el mesencéfalo se conocen desde Santiago Ramón y Cajal 

(Ramón y Cajal, 1911) siendo además el primero en proveer un esquema de la 

estructura neuronal tanto del Núcleo del rafe dorsal (NDR) y medial (NMR). En 

1960 Brodal y sus colegas observaron, como resultado de estudios de 
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degeneración y tinción no especifico en gatos que el núcleo del rafe presentaba 

masivas conexiones con el prosencéfalo (Brodal et al., 1960a,b).   

 

5.8  Proyecciones serotonérgicas al Núcleo del Rafe Dorsal y Medial  
 

Se ha demostrado que un relativo pequeño número de cuerpos celulares 

neuronales localizados en el NDR y NMR dan origen a una densa red de 

varicosidades axonales las cuales impregnan por completo el prosencéfalo, 

incluyendo estructuras límbicas e hipocampo (Segal, 1975; Azmitia y Segal, 

1978; Moore et al., 1978; Parent et al., 1981; Imai et al., 1986; Molliver, 1987; 

Tork, 1990; Jacobs y Azmitia, 1992; Hornung, 2003) A continuación se indicarán 

las aferencias y eferencias que el NDR y NMR origina a todo el cerebro con 

central interés en las proyección que se dirigen desde el rafe al hipocampo.  

 

5.8.1 Aferencias del Núcleo del Rafe  

 

La actividad de las neuronas serotonérgicas está regulada por numerosas 

aferencias de distinta procedencia siendo de especial relevancia: la corteza 

prefrontal (CPF) y el locus coeruleus (LC). (Jacobs y Azmitia, 1992; Peyron et 

al., 1998; Adell et al., 2002).  

 

- Aferencias glutamatérgicas: Las neuronas piramidales de la CPF 

proyectan a los núcleos aminérgicos del tronco del encéfalo y densamente a las 

neuronas serotonérgicas tanto del NDR como del NMR (Aghajanian y Wang, 

1977; Sesack et al., 1989; Takagishi y Chiba, 1991; Lee et al., 2003; Vertes, 

2004). Sin embargo, el NDR también recibe aferencias de glutamato-aspartato 

de la habénula lateral (Stern et al., 1981; Kalén et al., 1989) que, de hecho, 

parecen ser las de mayor densidad de entre todas las aferencias que le llegan. 

Aunque la naturaleza de las aferencias de la habénula lateral es glutamatérgica 

(Kalén et al., 1985), se ha descrito que el carácter de dichas aferencias es 

inhibitorio, debido probablemente a la actuación del glutamato sobre neuronas 

GABAérgicas localizadas a nivel del NDR (Aghajanian y Wang, 1977; Stern et 

al., 1981; Kalén et al., 1989). 
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- Aferencias noradrenérgicas: Existe una fuerte interrelación anatómica y 

funcional entre los NR y el LC. Este último núcleo contiene la mayor parte de las 

neuronas noradrenérgicas (NA), que regulan tónicamente la actividad de las 

neuronas 5-HT a través de los receptores α1-adrenérgicos (Aghajanian y Wang, 

1977; Baraban y Aghajanian, 1981; Peyron et al., 1996). 

 

- Aferencias adrenérgicas: procedentes del núcleo hipogloso, perihipogloso 

y del núcleo del tracto solitario (Aghajanian y Wang, 1977; Sakai et al., 1977).  

 

- Aferencias dopaminérgicas: parece ejercer una importante influencia 

excitadora sobre el NDR (Ferré et al., 1994; Martín-Ruiz y Ugedo, 2001). Tanto 

la sustancia negra como el Área tegmental ventral (ATV) envían aferencias al 

NDR, así como grupos aislados de neuronas del núcleo dopaminérgico 

hipotalámico (Lee y Geyer, 1984; Peyron et al., 1995).  

 

- Aferencias GABAérgicas: proceden del hipotálamo lateral, dorsal, 

posterior y ventromedial (área preóptica), del núcleo paragigantocelular (bulbo 

raquídeo), del núcleo central de la amígdala (Peyron et al., 1998) y de la 

sustancia gris periacueductal (Jolas y Aghajanian, 1997). 

 

- Aferencias acetilcolinérgicas e histaminérgicas: las primeras procedentes 

del núcleo vestibular superior (Kalén et al., 1985) y las segundas del núcleo 

arcuato y del núcleo dorsomedial del hipotálamo. 

 

5.8.2 Eferencias del Núcleo del Rafe 

 

- Ascendentes: Los grupos serotonérgicos de la protuberancia y el tronco 

encefálico (B5-B9) (Fig. 2) comprenden los núcleos de los rafe pontigo, dorsal y 

mediano, y se proyectan prácticamente a todo el prosencéfalo (Fuxe, 1965; 

Olsten y Seiger, 1972 Clifford, 2000). Las vías desempeñan importantes 

funciones reguladoras en el control cardiovascular y termorregulador del 

hipotálamo, y regulan la capacidad de respuesta de las neuronas corticales 

(Clifford, 2000). Se ha descrito que las proyecciones ascendentes están 
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divididas, en dos haces situados en posición dorsal y ventral y que el haz 

ventral: dividido a su vez en dos haces o tractos: 

 

a) Tracto del rafe dorsal. Sus fibras inervan estructuras laterales del cerebro 

anterior: ganglios basales, núcleo accumbens y corteza piriforme. 

 

b) Tracto del rafe medial. Inervan estructuras mediales del cerebro anterior: 

septum, hipocampo y corteza cingulada (Azmitia y Henriksen, 1976; Azmitia y 

Segal, 1978; Jacobs y Azmitia, 1992). 

 

-  Descendientes: Las neuronas del rafe de los grupos celulares B1-B3 

situados a lo largo de la parte caudal del bulbo concretamente del núcleo del 

rafe oscuro, núcleo del rafe pálido y del núcleo del rafe magno (Fig.2) envían 

proyecciones descendentes a los sistemas motor y autónomo de la medula 

espinal. El núcleo magno del rafe (B4), situado a nivel de la parte rostral del 

bulbo, se proyecta al asta posterior de la medula, y se piensa que regula la 

percepción del dolor  (Jacobs y Azmitia, 1992; Clifford, 2000). 

 

 

 

Figura 3. Neuronas serotonérgicas a lo largo de la línea media del tronco encefálico. Las 
neuronas B4-9 que incluyen los núcleos de los rafes  pontigo, dorsal y mediano, y se proyectan a 
la parte superior del tronco encefálico, el hipotálamo, el tálamo y la corteza cerebral. CD= núcleo 
caudado; FH= formación del hipocampo; H= hipotálamo; T= tálamo. Tomado de Clifford, 2000. 
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5.9 5-HT en el hipocampo  

 

Estudios de distribución de receptor de 5-HT1A mediante autorradiografía en 

ratas, ha demostrado abundancia de receptores de 5-HT1A en varios 

componentes del sistémica límbico, tales como la corteza cingulada, corteza 

infralimbica e hipocampo, así como en Núcleo del Rafe (Marcinkiewicz et al., 

1984). Igualmente, estudios que han combinado hibridación in situ y 

autorradiografía han revelado presencia de 5-HT1A ARNm en estas mismas 

regiones anatómicas, tanto en las regiones de origen (NMR y NDR) como de 

proyección (hipocampo) (Miquel et al., 1991; Pompeiano et al., 1992).  

 

5.10 Proyecciones serotonérgicas al hipocampo 

 

5.10.1 Aferencias al hipocampo 

 

La formación hipocampal recibe dos principales clases de fibras aferentes: 

El primero se origina en la corteza y se conoce que transmite información rápida 

y precisa a través de la formación hipocampal. Sistema de fibras de esta clase 

incluye la vía Perforante; procedente desde la corteza entorrinal establece 

conexiones excitadoras con las células granulosas de la circunvolución dentada. 

Las células granulosas son el origen de los axones que forman la vía de las 

fibras musgosas. Vía de las fibras musgosas; la cual conecta las células 

granulares del giro dentado a las piramidales de la región CA3 del hipocampo y 

la vía Colateral de Schaffer; la cual proyecta las células piramidales de la región 

CA3 a las células piramidales región CA1 (Segal, 1982; Kandel, 2000) (Fig.3).  
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Figura  4. Las tres vías aferentes principales del hipocampo (las flechas denotan la dirección del 
flujo de impulsos). Tomado de Kandel, 2000. 
 
La segunda clase de aferencias se origina en el núcleo subcortical y tiene 

patrones completamente diferentes de innervación, funciones fisiológicas y 

modos de acción. Estos incluyen el Núcleo del Rafe (NR), en particular el Núcleo 

del Rafe Medio (NMR), el locus coeruleus y el núcleo septal medial, todos los 

cuales son moduladores de la actividad hipocampal en respuesta a entradas 

corticales primarias. Este sistema afecta la actividad primaria hipocampal por 

sus acciones sobre la interneuronas inhibitorias (Freund et al., 1990;  Halasy et 

al., 1992). Se ha reportado ampliamente que el Núcleo del Rafe Medio (NMR) 

inerva predominantemente la formación hipocampal dorsal y el núcleo septal 

medial, mientras que el Núcleo Dorsal del Rafe (NDR) inerva principalmente el 

hipocampo ventral (Azmitia y Segal, 1978; Molliver, 1987; Mokler et al., 1998, 

1999).   

 

5.10.2  Eferencias del hipocampo 

 

Las vías eferentes del hipocampo consisten en las proyecciones corticales y 

subcorticales de las células piramidales del hipocampo (Reznikov, 1991). El 

hipocampo da lugar a una extensa serie de conexiones intracorticales. El área 

CA1 envía proyecciones unilateralmente al subiculum y da lugar también a 

proyecciones más limitadas al presubículum, parasubiculuin, corteza entorrinal, 

corteza cingulada, y corteza prelimbica prefrontal. Las áreas CA2 y CA3 envían 

proyecciones al subiculum, parasubiculum y área perirrinal. La única proyección 

subcortical de las células piramidales de las áreas CA1-3 es al núcleo septal 

lateral. Las fibras eferentes hipocampales alcanzan el fórnix a través de la 

fimbria, que es un haz de fibras que constituye el borde ventrolateral del 

hipocampo durante alguna distancia. Cada componente de la formación 

hipocampal (hipocampo, giro dentado y subiculum) tiene distinto patrón de 

conexiones eferentes y una representación específica en el fórnix. 
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5.11  Participación de la serotonina en la epilepsia  

 

En la búsqueda de nuevas dianas terapéuticas para el control de la TLE se ha 

sugerido que el sistema serotonérgico podría tener efecto en el control de las 

crisis epilépticas (Theodore, 2003; Mainardi et al., 2008). Se ha visto por ejemplo 

que algunos fármacos antiepilépticos como la carbamazepina, el valproato o la 

zonisamida pueden modificar la actividad serotonérgica (Okada et al., 1999; 

Bagdy et al. 2007). Así mismo, se ha constatado un déficit serotonérgico en 

modelos animales de epilepsia así como en pacientes epilépticos (Jobe et al., 

1999).  

 

Varias investigaciones han estudiado con anterioridad los cambios en la síntesis 

serotonérgica mediante el empleo de agonistas y antagonistas (Rbah et al., 

2003; Tohyama et al., 2001, 2002, 2007), así como se ha demostrado que 

estimulación eléctrica tanto del NDR como del NMR modifica las 

concentraciones serotonérgicas (Mokler et al., 1998, 1999). Igualmente, estudios 

anteriores con estimulación eléctrica del NMR había sido explorado en el control 

de las crisis convulsivas empleado diferentes modelos experimentales de 

epilepsia, así como protocolos de estimulación con variados resultados  (Kovacs 

& Zoll, 1974; Perryman et al., 1980; Nishi et al. 1980). 

 

Por otro lado, se ha visto en el modelo de kindling con PTZ cambios en la 

actividad de las monomanías NA y 5-HT en estructuras límbicas asociadas con 

la reducción de las crisis (Szyndler et al., 2010).  Así como se ha venido 

observando que la depleción de 5-HT cerebral conlleva a un reducción del 

umbral para la generación de convulsiones evocadas por estímulos 

audiogénicos, químicos y eléctricos (Bagdy, et  al., 2007) y que por el contrario 

una acentuación serotonérgica aumenta el umbral de la aparición de la descarga 

epileptiforme y reduce su duración de las crisis en modelos animales (Wada et 

al., 1993). Similarmente, el aumento de 5-HTP eleva significativamente el umbral 

para ataques generados por electro convulsiones y PTZ en rata y ratón pero 

extrañamente no tiene efecto anticonvulsivo en crisis en gerbos y ratas con 

kindling de amígdala (Löscher et al, 1985). Por otro lado, se han descrito efectos 

anticonvulsivantes de fluoxetina (inhibidor de la re-captación de 5-HT) en ratas 
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genéticamente propensas a epilepsia y en crisis generadas por estimulación 

eléctrica del hipocampo (Wada et al., 1999; Merrill et al., 2007) así como se ha 

observado un efecto anticonvulsivo del 5-HT1A en crisis inducidas por picrotoxina 

(Lu y Gean 1998; Peričić et al 2005). 

 

En estudios (in vitro) algunos autores han observado que la serotonina 

hiperpolariza las neuronas piramidales CA1 (Andrade y Nicoll, 1987) pero otros 

autores han observado el efecto contrario en neuronas piramidales de CA1 

(Schmitz et al., 1995) y células granulares (Levkovitz y Segal, 1997) inhibiendo 

las interneuronas GABAérgicas a través del mismo receptor (Palchaudhuri y 

Flügger, 2005).  

 

De esta manera, en los últimos años se ha venido incrementado la evidencia 

que vincula la neurotransmisión serotonérgica con la modulación de una gran 

variedad de modelos experimentales de crisis epilépticas inducidos tanto in vivo 

como in vitro (Bobula, et al. 2001, Lu and Gean 1998, Theodore 2003, Wada, et 

al. 1999). Sin embargo, algunos investigadores han indicado que los receptores 

serotonérgicos modulan las crisis en función de la estructura inervada, así como 

del modelo epiléptico empleado (Lopez-Meraz, et al. 2005).  Pese a todo lo 

anterior, la participación de la serotonina en la epilepsia del lóbulo temporal es 

aún controvertida, debido a que se han descrito efectos tanto convulsivantes 

como anticonvulsivantes atribuidos a este neurotransmisor. Ahora bien, 

actualmente de los catorce subtipos diferentes de receptores de serotonina, 

solamente el papel de 5-HT1A,  5-HT2c y 5-HT7 ha sido estudiados en relación con 

el control de las crisis epilépticas (Peričić, et al. 2005; Peričić y Strac, 2007).  

 

5.12 Participación de receptores 5-HT1A, 5HT2C y 5HT7 en la epilepsia 

 

Se sabe que en el rafe la activación de los autoreceptores del 5-HT1A produce 

una inhibición de las neuronas serotonérgicas y reduce la liberación y 

neurotransmisión de 5-HT. En contraste, la activación del receptor 5-HT1A 

postsináptico en el hipocampo incrementa la neurotransmisión de 5-HT (Clarke, 

1996; Theodore 2003; Lanfumey y Hamon 2000). Este aumento y reducción en 

la trasmisión serotonérgica se ha venido relacionando en los últimos años con la 

 52



Mecanismo de control de las crisis temporales en  un modelo de kindling químico 

modulación de las crisis epilépticas. Esta modulación se ha relacionado con la 

activación de receptores postsinápticos del 5-HT1A, que abren canales de K+ 

(Andrade et al., 1986; Colino y Halliwell, 1987) acoplados a proteínas G, que 

inicia una híperpolarización de la membrana e inhibición del disparo celular y 

reduciendo la población de espigas epilépticas (Lu and Gean 1998, Salgado y 

Alkadhi 1995; 1997, Theodore, 2003). En otras palabras, la activación de 

receptores de 5-HT1A genera una híperpolarización de la membrana plasmática 

y disminuye la excitabilidad neuronal (Chaput y de Montigny, 1988; Sprouse y 

Aghajanian, 1988).  

 

En varios estudios se ha visto disminución del receptor 5-HT1A en la región CA1 

en el hipocampo tanto en el gerbo como en ratas propensas genéticamente a la 

epilepsia (GEPRs, del inglés genetically epilepsy prone rats) comparado con 

ratas control (Statnick, et al., 1996; Kim et al., 2007), así mismo, se ha hallado 

una reducción en la actividad epileptiforme mediante la activación del recetor 

5HT-1A en el hipocampo (Salgado-Commissariat y Alkanhi, 1997,). Ahora bien, 

estudios de pacientes con TLE con autorradiografía y PET han descrito una 

disminución del 5-HT1A en corteza temporal lateral ipsilateral al foco epiléptico 

(Rocha et al., 2007; Merlet et al., 2004). Por otro lado, las investigaciones sobre 

la participación del 5-HT1A en las epilepsias se ha realizado empleando 

agonistas no específicos como el 8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin (8-OH-

DPAT) con variados resultados. Empleando 8-OH-DPAT se ha demostrado la 

disminución de las crisis tónicas y el índice de mortalidad inducido por 

pentilentetrazol (PTZ), así como se ha visto un efecto inhibitorio en la 

propagación del estado epiléptico (SE), aumento de latencia y reducción en la 

frecuencia de sacudidas de perro (WDS del inglés Wet Dog Shakes), ataques 

generalizados y aumento del umbral en crisis inducidas por ácido kaínico  

(Gariboldi et al.,  1996; Lopez-Meraz, et al., 2005, 2007).  También se ha visto 

retraso en la progresión del kindling hipocampal, y aumento el umbral de 

postdescarga (AD, del inglés afterdischarge) en ratas (Wada, et al. 1997).  

 

En cuanto al WAY100635, un potente inhibidor del receptor subtipo 5-HT1A 

(Cliffe et al., 1993; Laporte et al., 1994; Gozlan et al., 1995) tanto 

presináptico (autoreceptores) como postsináptico (heteroreceptores) que 
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atraviesa fácil y rápidamente la barrera hematoencefálica, modifica los efectos 

anticonvulsivos alcanzados con agonistas 8-OH-DPAT (Gariboldi et al., 1996; 

Watanabe et al., 2000; Lopez-Meraz, et al., 2005; Peričić, et al., 2005).  

 

Por otro lado, los hallazgos en relación con el receptor 5-HT2C son controvertidos 

y son materia de investigación. Se ha sugerido que los ratones mutantes que 

carecen de este subtipo de receptor son muy susceptibles a sufrir crisis 

audiogénicas y son propensos a muerte espontánea mediante convulsiones 

(Brennan et al, 1997; Applegate y Tecott 1998). Experimentos han demostrado 

que el agonista de 5-HT2C, el m-CPP, causa una marcada disminución en el 

número de descargas en punta-onda (DSC) ya sea administrado por vía 

intraperitoneal o ventrículocerebral. El tratamiento previo con el antagonista de 

5-HT2C el SB-242084 elimina los efectos de m-CPP sobre DSC. Sin embargo, el 

SB-242084 por sí solo no consiguió causar ningún cambio significativo (Jakus et 

al, 2003). Los registros intracelular y extracelular muestran que la inhibición de 

descargas inducidas por 5-HT en el Núcleo Talámico Reticular (NTR) es 

mediada a través de receptores del 5-HT2 así como el receptor subtipo 5-TH2C 

(McCormick y Wang 1991). 

 

Por último, en cuanto al receptor subtipo 5-HT7, estudios con ratones knock out 

del receptor 5-HT7 indican que el umbral de las crisis tanto en modelos 

eléctricos como químicos de epilepsia se reducen significativamente. Así mismo, 

se ha visto que las crisis inducidas con PTZ son más potentes (Witkin et al., 

2007). En un estudio aparte se encontró que el efecto anticonvulsivo del 

agonista no específico 5-CT actúa a través de receptores 5-HT7, ya que al 

administrar SB-269970 previamente se bloquea el efecto del 5-CT en un modelo 

de epilepsia con picrotoxina (Peričić y Strac, 2007). Se ha informado igualmente 

que SB-258719, un antagonista selectivo del 5-HT7 significativamente disminuye 

el  número de paroxismos y la duración de las descargas de punta-onda 

registradas electrofisiológicamente en un modelo de rata WAG/Rij de epilepsia 

de ausencia (Graf et al., 2004). Los datos anteriores implican el tálamo en la 

generación de las descargas de punta-onda (Steriade et al., 1993; McCormick, 

2002). Así mismo, es conocido que los receptores de 5-HT7 son especialmente 

abundantes en este núcleo (Bonaventure et al., 2002; 2004). Igualmente, 
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antagonistas no selectivos de 5-HT7 han demostrado que protegen a ratones 

DBA 2J de intensas convulsiones inducidas por estimulación auditiva  (Bourson 

et al 1997). Estos datos sugieren que antagonistas de 5-HT7 pueden proteger 

contra las crisis audiogénicas y de un modelo de epilepsia de ausencia (Bourson 

et al 1997; Graf et al., 2004). Sin embargo, otros estudios empleando SB-258741 

un antagonista de 5-HT7 en modelos de crisis inducidas por electroshock y 

pentilentetrazol (PTZ) en ratones no demuestran ningún efecto benéfico de los 

antagonistas en crisis convulsivas en estos modelos de epilepsia (Christensen y 

Larsen, 1982; Nutt et al., 1986; Pouzet, 2002). Así mismo se ha encontrado que 

el antagonista SB-269970 carece de efecto en convulsiones inducidas por 

picrotoxina (Peričić y Strac, 2007). Se conoce actualmente que la similitudes 

farmacológicas entre los receptor 5-HT1A y 5-HT7, así, como su alta expresión en 

las estructuras corticolímbicas (Le Corre, 1997; Harte et al., 2005) Esta 

familiaridad hace difíciles de interpretar los datos debido al uso de ligandos que 

no discriminan receptores de 5-HT1A del receptor 5-HT7 (Bagdy et al., 2007) 

Esta dificultad hace que los estudios opten por utilizar ratones knock out 

carentes del receptor 5-HT7 (Witkin et al. 2007).  
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La hipótesis de partida de este trabajo es que el sistema serotonérgico está 

implicado en el mantenimiento de la actividad neuronal epileptiforme que se 

genera en el hipocampo. Varios estudios en modelos animales tanto in vitro 

como in vivo, así como estudios clínicos, han descrito un efecto anticonvulsivo 

de la serotonina. Sin embargo, se desconoce el mecanismo y los receptores de 

serotonina implicados en la modulación de las crisis epilépticas. Dado que el 

Núcleo Medial de Rafe (NMR) es un importante centro de proyecciones 

serotonérgicas a la formación hipocampal (Azmitia y Segal, 1978; Molliver, 1987; 

Mokler et al., 1998, 1999), es posible que su estimulación module las crisis 

epilépticas. De acuerdo con estas premisas, se estudiará el papel de la 

serotonina en la epileptogénesis.  

 

La estimulación del NMR se evalúo en un kindling con PTZ, si como en un 

modelo de SE en animales jóvenes. Por otro lado, se determinó mediante el 

Micro-PET, los cambios metabólicos que suceden en el cerebro durante la 

inactivación del sistema GABAérgico durante el desarrollo de un kindling químico 

con PTZ y finalmente, se determinó mediante autorradiografía in-vitro y en ex 

vivo la fijación de radioligándos específicos de serotonina 18-MPPF y 18FDG en 

las diferentes áreas que pueden estar envueltas en la modulación de las crisis 

con pentilentetrazol (PTZ).  De acuerdo a estas premisas, el proyecto que se 

propone nos permitiría dilucidar el papel de la serotonina en la epileptogénesis.  

 

1. OBJETIVOS GENERALES 

 

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es estudiar el papel de la vía 

serotonérgica rafe-hipocampal en la regulación de la actividad epileptiforme en 

un modelo de kindling químico y status epilepticus in vivo y determinar los 

receptores serotonérgicos involucrados en esta modulación. 

 

Caracterizar mediante la Tomografía por Emisión de Positrones (PET) los 

cambios metabólicos que suceden en el sistema nervioso central en un modelo 

de epilepsia in vivo por bloqueo de las interneuronas GABAérgicas mediante la 

administración de pentilentetrazol (PTZ).  
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Determinar los cambios moleculares que suceden en el cerebro de ratas que 

había sido expuestas a antagonistas del receptor GABAA pentilentetrazol (PTZ) 

mediante el empleo de ligando específicos de serotonina el 18F-MPPF in vivo y in 

vitro.  

 

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Estudiar y caracterizar electroencefalográficamente un modelo de epilepsia in 

vivo inducido por la administración de pentilentetrazol (PTZ), un antagonista del 

receptor GABAA. 

 

Estudiar el papel de las vías serotonérgicas rafe-hipocampales en la regulación 

de la actividad epileptiforme inducidas por PTZ mediante la estimulación del 

Núcleo Medial del Rafe. 

 

Investigar si es posible controlar el Status Epilepticus mediante la estimulación 

del NMR. 

 

Determinar la participación de los receptores de serotonina tipo 5-HT1A, 5-HT2C y 

5-HT7 en las crisis convulsivas inducidas por PTZ. 

 

Caracterizar mediante Tomografía por Emisión de Positrones (PET) los cambios 

metabólicos que suceden en el sistema nervioso central en un modelo de 

epilepsia in vivo inducido por PTZ.  

 

Determinar las estructuras de mayor captación de glucosa con 18F-FDG y fijación 

a ligandos específicos de serotonina con 18F-MPPF mediante el empleo de la 

autorradiografía in vitro y ex vivo. 
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1.1 Sujetos y grupos experimentales 

 

Se emplearon ratas macho (Sprague-Dawley) con un peso de 300 ± 30 g 

(Harlan Interfauna, España) mantenidas en parejas a una temperatura constante 

(22º) y en una sala con ciclo de 12 horas de luz, con libre acceso a comida y 

agua. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices de la 

Unión Europea (86/609/EEC) para el uso de animales de experimentación, 

procurando minimizar el sufrimiento y el número de animales utilizados.  

 

En los estudios sistémicos se emplearon 68 animales los cuales fueron divididos 

en ocho grupos experimentales de la siguiente manera, (a) grupo de control 

experimental en los que se administró PTZ (n=8); (b) animales tratados con PTZ 

y estimulados en el NMR una vez los espasmos se iniciaban (estado 2) (n=12); 

(c) animales tratados con WAY100635 (1 mg/kg, s.c., 40 min.) antes de la 

inyección de PTZ y estimulados una vez que los espasmos se iniciaban (estado 

2) (n=8); (d) animales tratados con WAY100635 (1 mg/kg, s.c., 40 min.) antes de 

inyección de PTZ (n=8); (e) animales tratados con SB-269970 (10 mg/kg, i.p, 40 

min.) antes de la inyección de PTZ y estimulados una vez iniciados los 

espasmos (estado 2) (n=8); (f) animales tratados con antagonista SB-269970 

(10 mg/kg, i.p, 40 min.) antes de la inyección de PTZ (n=8); (g) animales 

tratados con SB-242084 (0.2 mg/kg, i.p, 30 min) antes de la inyección de PTZ y 

estimulados una vez que los espasmos se iniciaban (estado 2) (n=8); (h) 

animales tratados con antagonista SB-242084 0.2 mg/kg, i.p, 30 min antes de la 

inyección de PTZ (n=6). 

 

Por otro lado, en los estudios de microperfunsión intracerebral no se estimuló el 

NMR y se emplearon 12 animales, los cuales fueron divididos en cuatro grupos 

experimentales: (a) grupo control experimental con FCE (n=4); (b) animales 

tratados con FCE +WAY100635+PTZ (100 µM), (n=4) (c) animales tratados con 

FCE +SB-269970+PTZ (1 mM), (n=4). 

 

Tras los experimentos los animales fueron anestesiados profundamente con 

isofluorano y decapitados con una guillotina. El cerebro se extrajo rápidamente y 

luego congelado mediante inmersión en isopentano en hielo seco para la 
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verificación posterior, mediante cortes histológicos, de la posición de los 

electrodos y cánulas de microperfusión. 

 

1.2 Fármacos  

 

Los fármacos empleados en los estudios sistémicos y con microperfunsión se 

detallan en la tabla 3. Para el caso de la microperfunsión intracerebral in vivo se 

preparó diariamente fluido cerebroespinal artificial (FCE) con la siguiente 

composición: NaCl  147 mM, KCl 3 mM, CaCl2 1.2 mM, MgCl2 1 mM, Hepes 10 

mM. Todos los fármacos fueron adquiridos a Sigma-Aldrich, (Sigma-

Aldrich Química,S.A. Barcelona, España), excepto isofluorano (Esteve, 

Barcelona, España). La dosis y tiempo de administración de WAY100635, 

SB242084 y SB269970 se determinó en base a estudios previos que indican que 

estas drogas son antagonista de 5-HT1A, (Forster et al., 1995; Romero, et al., 

1996; Artigas y  Romero., 1996; Watanabe et al., 2000) 5-HT2C (Jakus et al, 

2003) and 5-HT7 (Monti y Jantos 2006; Peričić y Švob 2007) respectivamente. 

Para su administración intraperitoneal, los fármacos fueron disueltas en salino 

estéril (NaCl 0.9%) y preparados inmediatamente antes de ser utilizados. 

 

 
Tabla 3. Fármacos empleados en los experimentos. 
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1.3 Kindling químico y su valoración comportamental 

a generación de crisis epilépticas en los estudios sistémicos y con 

0. Inmovilidad. 
 la cabeza y estereotipos faciales. 

 
s (postura de 

 

.4 Implantación de electrodos en los estudios sistémicos  

odos los experimentos se realizaron en el laboratorio de electrofisiología animal 

 

L

microperfusión se realizó mediante un kindling químico con pentilentetrazol  

(PTZ), un antagonista de receptores GABAA, (Caín, 1981; Ono et al., 1990; 

Erdogan et al., 2004; Pineau et al., 1999). El kindling químico se llevó a cabo 

suministrando dosis subconvulsivas de PTZ bajo el siguiente protocolo; una 

dosis de 40 mg/kg i.p., seguido 10 minutos luego de una nueva dosis de 20 

mg/kg y diez minutos después una dosis 10 mg/kg (i.p). Disuelto en NaCl 0.9 % 

hasta que el animal alcanzaba el nivel 4-5 de la escala del comportamiento, 

diseñada para valorar crisis inducidas experimentalmente por PTZ. (Revisar y 

ponerlo mas claro). En caso de no observarse crisis, se aplicaba una dosis  

suplementaria de PTZ (10 mg/kg) hasta alcanzar un máximo acumulado de PTZ 

de 90 mg/kg. La evaluación comportamental se realizó teniendo en cuenta la 

escala comportamental empleada por Lamberty (Lamberty y Klitgaard, 2000). El 

empleo de esta escala obedece a que evalúa correctamente todos los 

fenómenos comportamentales que suceden durante las crisis inducidas por un 

kindling con PTZ (Lamberty y Klitgaard 2000; Velíšková 2006) y que otras 

escalas, como la de Racine, no contempla (McIntyre et al., 2002; Luttjohann et 

al., 2009), entre los cuales se encuentra la posición de canguro (Ono, 1990). Los 

parámetros comportamentales valorados fueron:  

 

1. Asentimiento con
2. Ondas convulsivas a través del cuerpo (espasmos). 
3. Sacudidas mioclónicas en las extremidades anteriore

canguro). 
4. Convulsiones clónicas en todas las extremidades, caída sobre el 

costado. 
5. Convulsiones tónico-clónicas en todas las extremidades, caída 

sobre la espalda.      

 
1

 
T

de la unidad de cartografía cerebral del Instituto Pluridisciplinar (figura 5A). En 

los estudios sistémicos los animales fueron anestesiados Fluido Cerebro Espinal 
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(FCE) con isofluorano (5 % para la inducción y 2 % para el mantenimiento) y 

colocados en un dispositivo esterotáxico (Stereotaxic Stoelting, Psymtec, Madrid 

- España). Las constantes vitales (electrocardiograma, ECG, temperatura, 

frecuencia cardiaca y respiración) del animal fueron monitorizadas 

permanentemente con un sistema de Monitorización de pequeños animales 

(MR-Compatible, Model 1025, Psymtec, Madrid – España; figura 5B).  

 

 
Figura 5. Secuencia fotográfica de la implantación de electrodos en el NMR. A. Set-Up de 

uego de tener el animal anestesiado y sujeto al equipo esterotáxico se procedió 

electrofisiología de la Unidad de Cartografía. B Animal bajo anestesia inhalatoria isoflorano y 
monitorizado.   
 

L

a exponer el cráneo del animal y localizar el bregma (figura 6A), a continuación 

se fijaron dos tornillos (0-80 Screw-Holding PlasticOne) al hueso frontal y parietal 

del cráneo como soporte de los electrodos (figura 6B).   
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Figura 6. Secuencia fotográfica de la implantación de electrodos en el NMR. A. Ubicación del 
Bregma y coordenadas esterotáxicas. B. Fijación de tornillos al cráneo.   
 

Teniendo el Bregma como referencia se implantaron electrodos de estimulación 

y registro de acero inoxidable, de acuerdo con las coordenadas del atlas 

esterotáxico (Paxinos y Watson, 1986). Para el registro se implantó un electrodo 

monopolar (MS333/1-A - Plastic One, Bilaney Consultants; Dusseldorf, 

Alemania) en la región de CA1 del hipocampo (AP:-3,6; ML:+2,0; DV:-2,6), un 

electrodo de tierra en la corteza prefrontal y un electrodo de referencia en el  

parietal (figura 7A). Para la estimulación se implantó un electrodo bipolar 

(MS333/1-B - Plastic One) en Núcleo Medial del Rafe (NMR) (AP -7.80, L +3.1, 

DV -9.2) en un ángulo de 20º para evitar bloquear el acueducto cerebral y 

prevenir el daño de la arteria cerebral media (Mokler et al., 1998, 1999) (figura 

7B).  

 

 
Figura 7. Secuencia fotográfica de la implantación de electrodos en el NMR. A. Implantación del 
electrodo monopolar de registro en CA1 hipocampal. B. Implantación del electrodo de registro en 
NMR en ángulo de 20º.  
 
Finalmente, los electrodos se fijaron con cemento dental al cráneo (figura 8A). 

Los experimentos se realizaron tras 8 días de recuperación de los animales, 

tiempo durante el cual se efectuaron los cuidados postoperatorios y 

mantenimiento del animal, Todos los experimentos se realizaron con el animal 

despierto, libre y conciente en una caja de metacrilato diseñada en la Unidad de 

Cartografía Cerebral. Para evaluar el comportamiento del animal se realizó el 

registro por video cámara de su actividad durante los experimentos (figura 8B).  
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Figura 8. Secuencia fotográfica de la implantación de electrodos en el NMR A. Electrodos 
implantados y fijados con cemento dental. B. Set-Up de registro in vivo 8 días luego de la cirugía.  
 

1.4.1 Adquisición de datos y estimulación del Núcleo Medial del Rafe 

(NMR) en estudios sistémicos 

 

Los electrodos de estimulación y registro se conectaron mediante un cable a un 

conmutador (SL2C/SB - conmutador de dos canales; Plastic One) que permitió 

el libre movimiento  de los animales. La respuesta del campo extracelular de 

CA1 fue amplificada (P55 AC, Grass Instruments; West Warwick, EEUU) y 

almacenada en un PC a través de un sistema de adquisición de datos (e-corder 

E-410, eDAQ; Denistone East, Australia). Para el almacenamiento y posterior 

análisis de los datos fue utilizado el software Chart (eDAQ). La ventana de 

tiempo para la adquisición de los datos fue de una hora (60 minutos) a partir de 

la  primera inyección de PTZ (40 mg/kg). Sin embargo cuando un animal 

requería mayor dosis de PTZ se extendía el registro durante quince minutos (15 

minutos). 

 

La estimulación del NMR consistió en un tren de estímulo (20Hz, 1s) monofásico 

(duración de 0.1 ms) con una amplitud de 150 μA, el cual fue aplicado a través 

de una unidad de aislamiento de corriente constante (PSIU6; Grass Instrument) 

y controlada por un estimulador (S88; Grass Instrument). Este nivel de 

estimulación se ha encontrado no adversivo a animales en estado consciente 

(Mokler et al., 1999). El estímulo del NMR se realizaba solo cuando una onda 

convulsiva (espasmos, estadío 2) se presentaba y se aplicaba durante un 
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segundo (1s), con períodos de descanso de un segundo (1s) hasta la 

desaparición de la actividad convulsiva.  

 

1.5 Implantación de electrodo/guía intracerebral in vivo para estudios con 

microperfunsión 

 

Para la microperfunsión se implantó intracerebralmente un electrodo/guía 

monopolar de registro (C311GMS333-1-A Plastic One,) en la región de CA1 del 

hipocampo (AP:-3,6; ML:+2,0; DV:-2,6; figura 9A) con un electrodo de tierra en la 

corteza prefrontal (figura 10AB), lo que permitía perfundir y registrar 

simultáneamente en el mismo lugar. La perfusión intracerebral se realizó a 

través de una sonda de microdiálisis (MD-2200, 2 mm, Bioanalytical) con 2 mm 

de membrana (figura 9B).   

 
Figura 9 Secuencia fotográfica de la implantación de electrodos/guía en CA1 del hipocampo 
para la microperfusión. A. Ubicación del bregma y coordenadas esterotaxicas para implantación 
de electrodo/guía  B. Esquema de una sonda de diálisis con su membrana de (2 mm). 
 

Tras ocho días de recuperación, tiempo durante el cual se realizaron los 

cuidados postoperatorios y mantenimiento del animal, así como se aplicación de 

fármacos antiinflamatorio Baytril (5 mg/kg) y rimadyl antiinfeccioso (Baytril 2,5 

%). Se realizó el protocolo experimental, tiempo durante el cual el electrodo/guía 

fue protegido con un capuchón (303DC - Plastic One) para evitar obstrucciones 

o infecciones  
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Figura 10. Secuencia fotográfica de la implantación de electrodos/guía en CA1 del hipocampo 
para la microperfusión. A. Implantación de electrodos/guía monopolar B. Implantación de 
electrodos/guía monopolar. 
 

1.5.1 Adquisición de datos mediante microperfusión intracerebral 

 

 Todos los experimentos fueron realizados en animales despiertos a los ocho 

días de la cirugía. Posteriormente, tras la recuperación, los animales eran 

nuevamente anestesiados con isoflorano (5 % para la inducción y 2 % para el 

mantenimiento) para ser colocados y fijados nuevamente en un dispositivo 

esterotáxico a fin de introducir en el electrodo/guía la sonda de diálisis (MD-

2200, 2 mm. bioanalytical) la cual permitiría perfundir mientras se obtenía la 

respuesta del campo extracelular desde CA1 hipocampal. Luego la sonda de 

diálisis se fijaba mediante cemento dental y se despertaba al animal para la 

realización del experimento. Con el animal despierto se perfundía FCE durante 

sesenta minutos mediante una bomba de perfusión (Plus Syringe Pumps Pump 

11 - Harvard Apparatus) a un flujo de 10 μl/min y posteriormente se procedía a 

hacer el protocolo de kindling con PTZ.  

 

1.6 Análisis estadístico  

 

Los parámetros elegidos para hacer la evaluación cuantitativa del EEG de las 

crisis fueron: umbral, se refiere a la suma acumulada de PTZ antes de generar la 

primera crisis convulsiva (estadio 4-5); latencia de Inicio de crisis convulsiva, el 

cual es el tiempo trascurrido desde el primera inyección de PTZ hasta la 

ocurrencia de espigas sincronizadas de alto voltaje y alta frecuencia asociadas 
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con crisis clónicas o tónicos-clónicos (estadio 4-5); número de crisis, número de 

episodios ictales que ocurren en el animal durante sesenta minutos tras el 

establecimiento del kindling con PTZ (estadio 4-5); y duración media de las 

crisis, tiempo medio de la duración de los episodios ictales (estadio 4-5).  

 

Por otro lado, para el análisis de los datos en los experimentos sistémicos como 

con microperfusión, el rango de frecuencia de la banda gamma  (> 30 Hz) fue 

seleccionado para actividad relacionada con convulsiones registradas por el 

EEG. Esta estrategia reduce fuentes de ruido por movimiento u otros artefactos, 

así como permite una rápida, objetiva y cuantitativa valoración de prolongada 

actividad eléctrica (Lehmkuhle et al., 2009). Para hacer los análisis estadísticos 

se empleó el software SPSS 15.0. Empleando una (ANOVA) seguido de una 

prueba post-hoc Dunnett. Los resultados fueron expresados como el valor medio 

± SEM. Indicamos significancia si  p ≤ 0.05. 
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2.  ESTUDIO DE MODULACIÓN DE LAS CRISIS EPILÉPTICAS 
MEDIANTE LA ESTIMULACIÓN DEL NÚCLEO MEDIAL DEL RAFE (NMR) EN 

UN MODELO DE STATUS EPILEPTICUS EN RATAS 
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2.1 Sujetos y grupos experimentales 

 

Para estos estudios se emplearon 9 ratas macho inmaduras (Sprague-Dawley) 

con un peso de 170 ± 30 g (Harlan Interfauna Iberica, España) mantenidas en 

iguales condiciones a las ya detalladas. Los animales fueron divididos en dos 

grupos experimentales de la siguiente manera; (a) grupo de control experimental 

en el que se indujo SE pero no se estimuló el NMR (n=4); (b) animales en los 

que se indujo SE y fueron estimulados una vez que se iniciaban los espasmos 

(estado 2) (n=5). 

 

2.2 Modelo de Status Epilepticus (SE)  mediante pentilentetrazol (PTZ) y 

valoración comportamental 

  

El Status Epilepticus (SE) con pentilentetrazol (PTZ) ha sido empleado con 

anterioridad en animales jóvenes (El Hamdi et al., 1992; Pereira de Vasconcelos, 

1995; Nehlig y Pereira de Vasconcelos, 1996; Erdoğan et al., 2004, 2005; Nehlig 

et al., 2006) y  el protocolo consiste en aplicar una dosis inicial de 40 mg/kg, 

seguido de una segunda dosis de 20 mg/kg a los diez minutos y finalmente una 

nueva dosis de 10 mg/kg (i.p) diez minutos después. La máxima dosis 

acumulada de PTZ que se suministró a los animales fue, en todos los casos, de 

120 mg/kg. Para determinar si se trataba de un SE se tenía en cuenta el tiempo 

(≥ 5 minutos) durante el cual la rata permanecía en crisis (Lowenstein et al., 

1999; Martín et al., 2005). El SE es reconocido por ser una emergencia médica y 

esta asociado con morbididad y mortalidad (DeLorenzo 1990a,b). Esta condición 

de mortalidad fue igualmente evaluada en el estudio. 

  

La evaluación comportamental del SE se realizó teniendo en cuenta la escala 

comportamental empleada por Lamberty (Lamberty y Klitgaard, 2000) a la que 

se añadió una puntuación adicional que indicaba que el animal había establecido 

un SE. De esta manera, se consideraba un SE cuando el trazo EEG mostraba 

un crisis de mas ≥ 5 minutos de duración y cuando el animal alcanzaba un crisis 

convulsiva comportamental de seis en la escala.  
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2.3 Implantación de electrodos y estimulación del Núcleo Medial del Rafe 

(NMR) en animales jóvenes 

 
Con el Bregma como referencia para hipocampo y Lambda para NMR se 

implantó dos electrodos de acero inoxidable; un electrodo monopolar de registro 

(MS333/1-A - Plastic One, Bilaney Consultants; Dusseldorf, Alemania) en la 

región CA1 hipocampal (AP:-3,1; ML:+2,1; DV:-2,0) con un electrodo de tierra en 

la corteza prefrontal y un electrodo de referencia en el  parietal. Y otro electrodo 

bipolar para estimulación (MS333/1-B - Plastic One, Bilaney Consultants; 

Dusseldorf, Alemania) en el Núcleo Medial del Rafe (NMR) (AP +1.2, L +1.4, DV -

5.0) en un ángulo de 20º para evitar bloquear el acueducto  cerebral y prevenir 

daño del vaso cerebral medio (Mokler et al., 1998, 1999).  

 

Todos los experimentos fueron realizados en animales libres y consientes tras 

ocho días de recuperación. Los electrodos de estimulación y registro eran 

conectados mediante un cable conector (SL2C/SB - conmutador de dos canales; 

Plastic One, Bilaney Consultants; Dusseldorf, Alemania) que permitió libre 

movilidad de los animales. La respuesta del campo extracelular desde CA1 fue 

amplificada (P55 AC, Grass Instruments; West Warwick, EEUU) y registrada en 

un PC a través del sistema de adquisición (e-corder E-410, eDAQ; Denistone 

East, Australia). Para el almacenamiento y posterior análisis de los datos fue 

utilizado el software Chart (eDAQ). Así mismo, la ventana de tiempo para la 

adquisición de los datos fue de dos horas (120 minutos) e inicia desde la  

primera inyección de PTZ (40 mg/kg). El estímulo eléctrico en el NMR consistió 

en un tren de estimulo (20Hz, 1s) de pulso monofásico (duración de 0.1 ms) con 

una amplitud de 150 μA, el cual fue aplicado a través de una unidad de 

aislamiento de corriente constante (PSIU6; Grass Instrument) y controlada por 

un estimulador (S88; Grass Instrument). Este nivel de estimulación se ha 

demostrado que no es aversivo a animales es estado conscientes (Mokler et al., 

1999). La estimulación en el NMR era dada solo cuando se presentaba una 

onda convulsiva (espasmos) y era generado de la siguiente manera: un estimulo 

(1), durante un segundo (1s) se paraba un segundo (1s) y luego se generaba 

otro estimulo similar al anterior (1s), así hasta que la actividad convulsiva 

desaparecía.  
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2.4  Análisis estadístico  

 

Los análisis estadísticos fueron los mismos a los realizados en el primer estudio 

de kindling con PTZ, de esta manera lo primero que se realizo fue caracterizar el 

trazo electroencefalográfico (EEG) del SE inducidos por el PTZ y Posteriormente 

hacer un análisis cuantitativo de los parámetros EEG más importante que están 

presentes durante la modulación de las crisis epilépticas por estimulación 

eléctrica del núcleo medial del rafe (NMR). Los parámetros elegidos para hacer 

la evaluación cuantitativa del EEG de las crisis fueron: Umbral, se refiere a la 

suma acumulada de PTZ antes de generar la primera crisis convulsiva (estadio 

4-5); Latencia de Inicio de crisis convulsiva, el cual es el tiempo trascurrido 

desde el primera inyección de PTZ hasta la ocurrencia de espigas sincronizadas 

de alto voltaje y alta frecuencia asociadas con crisis clónicas o tónicos-clónicos 

(estadio 4-5); Número de crisis, número de episodios ictales que ocurren en el 

animal durante sesenta minutos tras el establecimiento del kindling con PTZ 

(estadio 4-5); y Duración media de las crisis, tiempo medio de la duración de los 

episodios ictales (estadio 4-5). Además se tubo en cuanta la mortalidad 

generada por e SE.  

 

Así mismo para el análisis de los datos en los experimentos se tubo en cuenta a 

la hora de considerar un SE el tiempo (≥ 5 minutos) durante el cual la rata 

permaneció en crisis. Además un rango de frecuencia cercano a la banda 

gamma  (30 Hz) fue seleccionado para actividad relacionada con convulsiones 

registradas por el EEG. Esta estrategia reduce fuentes de ruido por movimiento 

u otros artefactos, así como permite una rápida, objetiva y cuantitativa valoración 

de prolongada actividad eléctrica (Lehmkuhle et al., 2009). Para hacer los 

análisis estadísticos se empleo el software SPSS 15.0. Empleando una 

(ANOVA) seguido de una prueba post-hoc Dunnett. Los resultados son 

expresados en medias±SEM. Indicamos significancia si  p ≤ 0.05. Para el 

análisis estadístico se llevó a cabo con el software SPSS 15.0, empleando una t 

student para muestras independientes. Los resultados son expresados en 

medias±SEM. Se consideran que existe significancia si  p ≤ 0.05. 
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3 ESTUDIO MEDIANTE TOMOGRAFÍA POR EMISIÓN DE POSITRONES 
(PET) DE LOS CAMBIOS METABÓLICOS QUE SUCEDEN EN EL 

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL EN UN MODELO DE EPILEPSIA IN 
VIVO POR LA ADMINISTRACIÓN SISTÉMICA DE 

PENTILENTETRAZOL (PTZ) 
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3.1. Sujetos y grupos experimentales 

 

Para todos los experimentos se emplearon ratas macho (Sprague-Dawley) con 

un peso de 300±30 g mantenidas en las condiciones ya detalladas. Para los 

estudios estáticos se emplearon 10 ratas, mientras que en los estudios 

dinámicos se utilizaron 3 animales. La actividad EEG fue registrada a través de 

electrodos implantados con ocho días de anterioridad. En los estudios dinámicos 

y estáticos los animales se dejaron en ayunas durante seis horas para evitar así 

la interferencia de la glucosa plasmática con el radiotrazador 18F-FDG. Para 

asegurar la inmovilización durante los registros con el Micro-PET, las ratas 

fueron anestesiadas inhalatoriamente mediante isofluoranoa una concentración 

de 2% en 100% de oxígeno. Cada animal fue utilizados como su propio control, 

para ello se les realizó un estudio basal antes de la realización del escáner con 

PTZ.  

 

3.2 Equipo de Micro-PET 

 

El equipo utilizado en los experimentos fue un tomógrafo Albira PET de 

OncoVision (Valencia) de la unidad de Cartografía Cerebral del Instituto 

Pluridisciplinar. El Micro-PET cuenta con una resolución de 1.5 mm y un campo 

axial de 4 cm y transaxial de 8 cm. Todas las imágenes se reconstruyeron 

mediante el algoritmo OSEM cross (3 iteraciones) y se les aplicaron las 

correcciones de tiempo muerto, “decay” y “random” En los estudios estáticos se 

adquirieron 6 frames de 10 minutos cada uno y en los estudios dinámicos se 

realizaron adquisiciones de 27 frames de diferente duración (4x15”; 4x30”; 

4x60”; 4x120”; 5x180”; 4x300”; 2x600). 
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Figura 11. Tomógrafo Albira PET de Onco Vision – Unidad de Cartografía Cerebral del Instituto 
Pluridisciplinar – UCM.  
 

3.3 Modelo de kindling químico y valoración comportamental  

  

Para la generación de crisis epilépticas en los estudios estáticos se utilizó el 

mismo protocolo de administración para el kindling quimico con PTZ ya 

descripto, mientras que en los estudios dinámicos se administró únicamente una 

dosis convulsiva de PTZ (70mg/kg). En ambos casos se realizó una valoración 

comportamental teniendo en cuenta la escala de Lamberty (Lamberty y 

Klitgaard, 2000).  

 

3.4 Estudios de adquisición estática de PET 

 

El estudio basal y el kindling con PTZ fueron realizados con dos días de 

separación entre ellos. Primero se les inyectó el radiotrazador 18F-FDG (500µCi) 

intraperitonealmente (i.p) para evitar que la anestesia interfiriera en la actividad 

del PTZ. Cinco minutos después de la aplicación del radiotrazador, se comenzó 

el protocolo de kindling químico con PTZ descrito anteriormente.  
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Treinta minutos después de iniciada la crisis convulsiva se anestesió al animal 

con Isoflorano (5 % para la inducción y 2 % para el mantenimiento) y se 

comenzó el estudio PET consistente en 6 frames de 10 minutos cada uno.  

 
Figura 12. Representación cronológica del estudio estático. Se administra FDG antes de 
comenzar el protocolo de PTZ. Treinta minutos después de que se produzca una crisis de nivel 4 
ó 5 comienza la adquisición PET. 
 

Par los estudios basales cada animal fue utilizado como su propio control, de 

esta manera en los controles se empleo el mismo protocolo descrito 

anteriormente inyectando en cada ocasión NaCl 0.9 %, en vez del 

pentilentetrazol (PTZ). 

 

3.5 Analisis de datos obtenidos con el Micro-PET 

 

Para el análisis de las regiones de interés del cerebro del animal en cada 

condición experimental, se utilizó el programa informático especializado PMOD 

(versión 2.9). Los pasos realizados para el análisis de las imágenes se resumen 

a continuación. Para cada rata, la imagen PET obtenida se normalizó por la 

actividad de 18F-FDG inyectada al animal corregida al inicio del estudio PET. La 

imagen obtenida se fusionó con una imagen de  resonancia magnética (MRI) del 

mismo animal obtenida antes de la realización del experimento. Cada imagen de 

MRI a su vez se corregistró al template de resonancia magnética de Petra 

(Schweinhardt et al., 2003), aplicando los parámetros del corregistro a las 

imágenes PET correspondientes de cada animal. Sobre la imagen de MRI se 

utilizaron los volúmenes de interés (VOIs) de las distintas áreas cerebrales 

establecidas por Schiffer (Frumberg et al., 2007). Posteriormente los VOIs se 

trasladaron a la imagen estática de PET (un promedio de los 6 frames), 

permitiendo obtener así la actividad para cada región normalizada a la dosis 

inyectada. Los resultados obtenidos para cada estructura se expresan en 

función de la actividad captada por  la misma (mCi). 
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3.6 Estudios de adquisición dinámica de PET 

 

3.6.1 Implantación de electrodos 

 
Luego de antestesiar el animal con isofluorano y una vez fijado en el marco 

estereotáxico, se le implantó un electrodo monopolar (MS333/1-A, Plastic One) 

en la corteza motora (AP:+2,4; ML:-2,8; DV:-1,2), un electrodo de tierra en la 

corteza prefrontal y un electrodo de referencia en el  parietal. Se utilizaron 2 

tornillos (0-80 Screw-Holding, PlasticOne) para fijar los electrodos al cráneo con 

cemento dental. Posteriormente se dejó 8 días para la recuperación de los 

animales tras la operación antes de comenzar los experimentos, tiempo durante 

el cual se realizaron los cuidados postoperatorios de cuidado y mantenimiento 

del animal, así como se aplicación de fármacos antiinflamatorio Baytril (5 mg/kg) 

y rimadyl antiinfeccioso (Baytril 2,5 %).  

 

3.6.2 Método de adquisición dinámica de PET 

 

Los estudios de adquisición dinámica se realizan con la rata anestesiada. El PTZ 

y el 18F-FDG fueron administrados prácticamente de forma simultánea y 

coincidiendo con el inicio del escáner. El PTZ, en esta ocasión se administró 

únicamente una dosis convulsiva de 70 mg/kg. El radiotrazador, en estos 

estudios, se administró por vía intravenosa con una dosis de 18F-FDG de 

400µCi. Las adquisiciones fueron de 27 frames de diferente duración (4x15”; 

4x30”; 4x60”; 4x120”; 5x180”; 4x300”; 2x600). 

 

Partiendo del hecho que tanto la medida del metabolismo cerebral de la glucosa 

a partir de la PET como la actividad eléctrica cerebral medida mediante EEG 

reflejan directa o indirectamente los mismos mecanismos de actividad neuronal 

(Ebersole et al., 2002; Aubert et al., 2004; Shulman et al., 2004; Furió 2010), 

durante la adquisición PET se registró la actividad eléctrica en la corteza motora.  
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3.7 Análisis estadísticos de resultados estáticos y dinámicos 

 

En los estudios estáticos se realizó un test ANOVA a la actividad media de cada 

VOI en ambos grupos: control y PTZ. Para este análisis se calculó la actividad 

media de las estructuras cerebrales de cada animal y, con éstas, se obtuvo una 

actividad media por estructura de cada grupo. El test estadístico se aplicó a 

estas medias con sus respectivas desviaciones. En los estudios dinámicos se 

analizaron las constantes cinéticas de la incorporación de 18F-FDG en cada uno 

de los grupos. Al igual que en los estudios estáticos se halló un promedio de la 

constante cinética para cada uno de los grupos. El test estadístico al que fueron 

sometidos estos datos fue el modelo lineal general. 
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4  ESTUDIO DE FIJACIÓN DE RADIOLIGANDOS MEDIANTE 
AUTORRADIOGRAFÍA EN ANIMALES TRATADOS CON 

PENTILENTETRAZOL (PTZ)  
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4.1 Sujetos y grupos experimentales 

 

Para la autorradiografía con 18MPPF se emplearon cortes histológicos de 

cerebro de ratas maduras que habían sido implantadas y sometidas a kindling 

químico del estudio 1. Luego de los experimentos, los animales fueron 

profundamente anestesiados con isoflorano, decapitados y el cerebro extraído 

rápidamente para luego ser congelado mediante inmersión en isopentano y 

conservado a -80ºC. Posteriormente, las rodajas de hipocampo y NMR de los 

cerebros fueron cortados en un criostato (Leica CM1850, Germany) en rodajas 

de 20 µm de grosor y puestos sobre unos portaobjetos de vidrio (Menzel-Gläser, 

Braunschweig, Germany) previamente gelatinizados y almacenados nuevamente 

en un frigorífico a -80ºC para posterior autorradiografía. Los cortes fueron 

divididos en cuatro grupos experimentales de la siguiente manera: a) rodajas de 

animales tratados con PTZ y estimulados en el NMR, b) rodajas de animales 

tratados con PTZ sin estimular el NMR, c) rodajas de animales sin PTZ y 

estimulados en el NMR, d) animales sin PTZ y sin estimulación en el NMR. 

 

4.1.1 Fijación de radioligandos mediante autorradiografía con 18MPPF 

 

Para la autorradiografía con 18MPPF se siguió el protocolo descrito por Riad 

(Riad et al., 2004), con ligeras modificaciones. Básicamente, el procedimiento a 

seguir fue el siguiente: las rodajas de los diferentes grupos experimentales 

fueron descongeladas con aire frío para evitar el daño y los cortes de 20 µm  se 

introdujeron en un estuche “coplin jar” para dejar preincubar con Tris-HCL (50 

Mm a 7.5 PH) durante 5 minutos. El objetivo de la preincubación es eliminar los 

ligandos endógenos (neurotransmisores) del tejido, así como los fármacos 

residuales que pueden haber quedado unidos al transportador de 5-HT1A como 

consecuencia de  los experimentos realizados con anterioridad. Algunos de 

estos productos podría competir con el ligando radioactivo en la fijación en su 

lugar de unión, dando como resultado interferencias en el marcaje.  

Posteriormente, se realiza la incubación y para ello se llena el “coplin jar” con 

Tris-HCL+MPPF (227 µCi en 250 ml de Tris-HCL) y se deja reposar durante 20 

minutos, a continuación se lava con agua fría y se expone durante 60 minutos en 

una película autorradiográfica (Kodak BIOMAX X-AR) para posteriormente hacer 
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el revelado manual. El procedimiento de revelado manual fue el siguiente: en la 

habitación oscura se sumergió la película en líquido revelador (5 minutos); a 

continuación, se lavó en agua corriente (1 minuto) y, para finalizar, se sumergió 

en líquido fijador (5 minutos). Finalmente, se dejó secar con aire caliente.  

 

4.2 Estudio autorradiográfíco con 18MPPF  y 18F-FDG en una rata ex vivo 

 

Se realizó un único estudio autorradiografico en una rata ex vivo, a la cual no se 

le implantaron electrodos pero se le inyectó intrahipocampalmente PTZ con el 

objetivo de hacer autorradiografía con 18FDG y posteriormente con 18MPPF. El 

protocolo experimental para esta rata fue el siguiente: se dejó la rata en ayunas 

(12 horas) antes del experimento y posteriormente fue anestesiada en una 

cámara de anestesia con Isoflorano (5 % para la inducción y 2 % para el 

mantenimiento). Luego de ser fijado en el marco estereotáxico se aplicó en el 

hipocampo (AP:-3,6; ML:+2,0; DV:-2,6) mediante una aguja Hamilton (Hamilton-

Stoelting, Inc), durante 5 minutos, una dosis única de PTZ (1 mg/5 µl) la cual fue 

disuelta en fluido cerebroespinal artificial (NaCl  147 mM, KCl 3 mM,  CaCl2 

1.2 mM, MgCl2 1 mM, Hepes 10 mM). Al mismo tiempo que se inyectaba 

intrahipocalmente el PTZ, se administró por vía intravenosa (i.v) 18F-FDG (55 

MBq en aprox. 0.2 ml de solución salina) y con el animal despierto se dejó 

incorporar el 18F-FDG durante treinta minutos antes de hacer sacrificar el animal 

y hacer el protocolo de autorradiografía. 

 

4.2.1 Fijación de radioligandos mediante autorradiografía con 18MPPF Y 
18F-FDG 

 

Primero se realizó la autorradiografía ex-vivo con 18F-FDG y posteriormente con 
18MPPF. De esta manera treinta minutos después de la administración de la 18F-

FDG el animal fue sacrificado y el  cerebro congelado en isopentano. El cerebro 

fue cortado usando un criostato (Leica CM1850) en secciones de 40 µm de 

grosor y los cortes fueron puestos en portaobjetos de vidrio y descongelados con 

aire frío para evitar el daño. A continuación, las rodajas fueron expuestas sobre 

una película autorradiográfica (Agfa Curix RP2 Plus) una durante hora. Tras ese 

tiempo, las películas se revelaron manualmente y fueron secadas empleando 
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aire caliente. Posteriormente, a esos mismos cortes se les realizó el mismo 

protocolo de autorradiografía empleado con anterioridad con Tris-HCL+ 18MPPF 

varios días después, tiempo durante el cual se dejo decaer toda la actividad de 

la 18F-FDG.  

 

4.3 Captura de imágenes y análisis de datos 

 

Las imágenes fueron capturadas digitalmente a 1300 x 1030 pixeles de 

resolución (Leica DC300F) y procesadas con el  software ImageJ v 1.37 (Wayne 

Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). En la 

autorradiografía con 18MPPF  se realizó análisis estadístico con el software 

SPSS 15.0 empleando una ANOVA con una post hoc de Tukey. En el caso de la 

autorradiografía ex –vivo, dado que se tenía solo un sujeto experimental se 

empleó un análisis teniendo en cuenta el porcentaje.  

 

4.3.1 Tinción de Nissl 

 

Para la comprobación histológica en los diferentes grupos experimentales de la 

posición de los electrodos y cánulas, se empleó la tinción de Nissl. El objetivo de 

esta técnica fue aumentar el contraste relativo de determinadas estructuras 

(hipocampo y NMR). Se empleó el azul de toluidina que debido a su carácter 

básico posee una elevada afinidad por lo ácidos nucleicos de las neuronas. 

Dado que el soma de las neuronas posee grandes concentraciones de ácidos 

nucleicos en el núcleo, el nucleolo y ribosomas (en particular los adheridos al 

retículo endoplamatico rugoso o sustancia de Nissl), la técnica produce una 

tinción clara y definida de los somas neuronales mostrando una panorámica 

general de la distribución y organización cito arquitectónica bastante clara de la 

neurona  (Rodríguez et al., 2006). 
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1.1 Análisis electroencefalográfico del kindling con pentilentetrazol   

 

Para el análisis de la actividad electroencefalográfica que sucede al suministrar 

PTZ  en animales in vivo se empleo una ventana de tiempo de una hora (60 

minutos) el cual iniciaba desde la primera inyección de PTZ (40 mg/kg). Durante 

este tiempo de adquisición el fenómeno grafológico del electroencefalograma 

presentan cambios en el trazo los cuales están relacionados con los cambios 

comportamentales que presentan los animales durante las crisis, estos incluyen: 

congelamiento, tirones mioclónicos (posición de canguro), ataques clónicos y 

ataques tónico-clónicos (Velíšek, 2006). Con anterioridad el análisis de trazo 

electroencefalográfico y su relación con la actividad comportamental durante el 

kindling químico con PTZ se había realizado empleando otro protocolos (Ono et 

al., 1990), asi como en otros modelos en aminales y en humanos (Rojo et al., 

2001; Menendez de la Prida et al., 2002;2003), sin embargo para la presente 

tesis hacer un análisis del fenómeno EEG en animales y su relación con el 

comportamiento durante las crisis es importante, dado que el inicio de la 

estimulación del Núcleo Medial de Rafe (NMR) era generada cuando una onda 

convulsiva (espasmos) (estadio 2) sucedía en el animal el cual se correlacionaba 

con ondas rítmicas agudas de entre 5-7 Hz.  

 

1.1.1 Cambios comportamentales y correlación electroencefalográfica  

 

Durante el estadio 0 los animales tratados con PTZ no mostraban cambios 

comportamentales, mientras que en el estadio 1, los animales presentaban un 

movimiento de cabeza rítmico de entre 3-4 segundos que no involucraba las 

extremidades. En el estadío 0 y 1 el EEG presentaba una actividadad normal 

con ocasionales ondas rítmicas agudas de 4 a 5 Hz (Fig. 13) que se 

correlacionaban con las contracciones de la cabeza en el estadío 1.   
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Figura 13. Registro electroencefalográfico durante los estadíos 0 y 1 respectivamente con 
ocasionales ondas rítmicas agudas de entre 4-5 Hz. Este tipo de patrón del potencial de campo 
esta altamente correlacionado con el comportamiento durante las crisis. Registro monopolar en 
CA1 hipocampal.  
 

Por otro lado, durante el estadío 2 los animales presentaban momentáneamente 

contracciones musculares en todas las extremidades del cuerpo y que 

comportamentalmente se manifestaban como pequeños saltos hacia atrás. 

Estos saltos ocurrían de manera continua y duraban entre 1-35 segundos 

segundos. Los cambios observados en el estadío 2 son fáciles de reconocer así 

como de puntuar y es una de las características más frecuentes que suceden 

durante las crisis inducidas por el PTZ. Por lo tanto, fue utilizado en nuestro 

modelo para iniciar la estimulación en el NMR. Igualmente, este tipo espasmos 

en algunas oportunidades también se presentaba acompañado con o sin 

movimientos estereotipados de la cabeza. El EEG característico en este estadío 

era de múltiples espigas  de entre 5-7 Hz (Fig. 14), igualmente se podían 

observaba espigas solitarias visibles en el trazo del EEG.  

 
Figura 14. Registro electroencefalográfico durante el estadíos 2 (ondas convulsivas o espasmos) 
con ondas rítmicas agudas de entre 5-7 Hz. Este tipo de patrón del potencial de campo esta 
altamente correlacionado con el comportamiento durante las crisis. Registro monopolar en CA1 
hipocampal.  
 
El estadío 3 se caracteriza por ser el inicio de una crisis convulsiva en el animal, 

este tipo de crisis usualmente progresa a convulsiones clónicas de las 

extremidades superiores, caída y finalmente a una crisis tónico-clónica en todas 

las extremidades (Ono et al., 1990). Durante este estadío una de las 

características mas visibles es la denominada posición de canguro, la cual 

consiste en una postura erguida seguida de continuos movimientos de los 

miembros superiores que conlleva a una posterior perdida del equilibrio y 

espasmos intermitentes. Diferente al estadío 2 el cual presentaba anormalidades 

con espigas solitarias, el estadío 3 se caracteriza por tener espigas continuas y 

ondas complejas de gran amplitud cuya frecuencia fluctúa entre los 10 y 12 Hz 

(Fig. 15).   
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Figura 15. Registro electroencefalográfico durante el estadíos 3 (Sacudidas mioclónicas en las 
extremidades anteriores (postura de canguro) con espigas continuas y ondas complejas que 
fluctúan entre los 10-12 Hz. Este tipo de patrón del potencial de campo esta altamente 
correlacionado con el comportamiento durante las crisis. Registro monopolar en CA1 
hipocampal.  
 
Por su parte el estadío 4-5 se caracteriza porque el animal ha progresado a 

convulsiones clónicas en todas las extremidades, caída sobre el costado para el 

caso del estadío 4 y convulsiones tónico-clónicas en todas las extremidades, 

caída sobre la espalda en el caso del estadío 5. Los animales usualmente 

alcanzaban este estadío luego de tener una dosis acumulada de 70 mg/kg de 

PTZ. Por su parte, el EEG refleja anormalidades en el trazo con ondas 

complejas y espigas continuas que fluctúan entre los 20-30 Hz (Fig. 16).  Para 

los análisis y por razones prácticas se utilizó el rango de frecuencia de la banda 

gamma (30 Hz) para relacionarlo con los estadíos 4-5 para hacer los respectivos 

análisis estadísticos. Esta estrategia reduce fuentes de ruido por movimiento u 

otros artefactos y permite una rápida, objetiva y cuantitativa valoración de la 

prolongada actividad eléctrica (Lehmkuhle et al., 2009). 
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Figura 16. Registro electroencefalográfico durante los estadíos 4 y 5 con espigas continuas y 
ondas complejas que fluctúan entre los 20-30 Hz. Este tipo de patrón del potencial de campo 
esta altamente correlacionado con el comportamiento durante las crisis. Registro monopolar en 
CA1 hipocampal.  
 
Por último, al finalizar las crisis el EEG muestra una severa depresión post ictal 

(Fig. 17) la cual esta relacionada con total inactividad en el comportamiento del 

animal.  

 
Figura 17. Registro electroencefalográfico durante la depresión post ictal luego de una crisis. 
Este tipo de patrón del potencial de campo esta altamente correlacionado con el comportamiento 
durante las crisis. Registro monopolar en CA1 hipocampal.  
 

1.2  La estimulación del Núcleo Medial de Rafe reduce la actividad 

convulsiva inducida por pentilentetrazol 

 

Los animales del grupo control (n = 8) en los que el PTZ fue administrado sin 

estimular el NMR, presentaron actividad epileptiforme en el 100% de los casos. 

Además, se observó que un alto porcentaje de los animales controles (75 %) 

alcanzaban una crisis convulsiva (estadío 4-5) con una dosis acumulada de 70 

mg/kg de PTZ (tabla 4). Por otro lado, en el grupo de animales en los que se 

estimuló el NMR al inicio del estadío 2 (n = 12), tan solo el 33.3% desarrollaron 

crisis convulsivas (estadio 4-5) y en solo el 25 % se establecieron crisis 

convulsivas (estadio 4-5) con una dosis acumulada de PTZ  de 80 mg/kg. Estos 

dato nos indican que la estimulación del NMR reduce en un alto porcentaje 

(66.7%) el desarrollo de las crisis convulsivas (estadio 4-5) inducidas con PTZ 

(tabla 4). 
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Tabla 4. Porcentaje de animales, en diferentes condiciones experimentales, que alcanzan 
convulsiones tónico-clónicas (Estadios 4 y 5) tras la administración de dosis acumulada de PTZ 
(40- 80 mg / kg). 
 

Por otro lado, los registros electroencefalográficos en la fase tónico-clónico se 

caracterizaron por complejos punta-onda de alta frecuencia en la fase ictal y que 

posteriormente generaron una evidente depresión potsictal (Fig. 18A). Por su 

parte, la estimulación del NMR, solo cuando las ondas convulsivas (espasmos) 

se presentaban (estadio 2), redujo sustancialmente la actividad convulsiva 

generada por el PTZ cuando se compararon con el grupo control (Fig. 18B). La 

media de estímulos requeridos para controlar la crisis inducidas con PTZ en el 

grupo de NMR-ST fue de 16.4 ± 1.6 (Fig. 21; Tabla 5; n = 12). En estas 

condiciones se observó que, en los animales en los que se estimuló el NMR, 

había un aumento significativo de la dosis acumulada de PTZ antes de alcanzar 

el umbral de generación de las crisis convulsiva (Fig. 19A; n = 12; p < 0.05), así 

como un incremento en el tiempo al inicio de las crisis (Fig. 19B; n = 12; p < 

0.001). Por otra parte, se vio una significativa reducción en el número (Fig. 20A; 

n = 12; p < 0.001) y duración de las crisis (Fig. 20B; n = 12; p < 0.001) 

comparado con el grupo control. Estos datos, analizados en su conjunto, nos 

indican que la estimulación del NMR controla efectivamente las crisis inducidas 

por PTZ.  
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1.3  El efecto antiepiléptico de la estimulación del Núcleo Medial del Rafe 

(NMR) es mediado por receptores serotonérgico 5-HT1A, 5-HT2C y 

5HT7  

 

Tras determinar que la estimulación del NMR modulaba las crisis convulsivas en 

el modelo de kindling químico con PTZ, se procedió a investigar el efecto de 

diferentes antagonistas serotonérgicos a fin de evaluar el rol de los receptores 5-

HT1A, 5-HT2C y 5-HT7 en el efecto antiepiléptico de la estimulación del NMR.  

 

El tratamiento con el antagonista de 5-HT1A WAY100635 (1 mg/kg, s.c) previo a 

la estimulación del NMR, redujo el umbral (Fig. 19A; n = 8; p < 0.01) y latencia al 

inicio de las crisis (Fig. 19B; n = 8; p < 0.001), contrarrestando la reducción del 

número de crisis (Fig. 20A; n = 8) y la duración de las crisis (Fig. 20B; n = 8) 

inducidos por la estimulación del NMR. La media de estímulos aplicados en cada 

crisis en este grupo experimental fue de 57.9 ± 2 (Fig. 21; n = 8; p < 0.001). 

Todos los animales en este grupo experimental (100 %) desarrollaron crisis 

tónico-clónicas (estadio 4-5) con una dosis acumulada de 60 mg/kg de PTZ 

(Tabla 4). Por otro lado, durante el tratamiento con WAY100635 (1 mg/kg, s.c) 

sin estimulación del NMR, se encontró que se redujo significativamente el 

umbral (Fig. 19A; n = 8; p < 0.01) y la latencia del inicio de las crisis (Fig. 19B; n 

= 8; p < 0.001), incrementándose el número de crisis (Fig. 20A; n = 12; p < 

0.001) inducidas por PTZ. Además, el WAY100635 facilitó las crisis a bajas 

dosis de PTZ dado que, en este grupo, el 50% de los animales experimentaron 

crisis tónico-clónicas (estadio 4-5) con una dosis acumulada de 40 mg/kg de 

PTZ (Tabla 4). El pretratamiento con SB269970 (10 mg/kg, i.p), un antagonista 

de 5-HT7, también contrarrestó el umbral (Fig. 19A; n = 8; p < 0.01) y latencia al 

inicio de las crisis (Fig. 19B; n = 8; p < 0.001), contrarrestando la reducción en el 

número de crisis (Fig. 20A; n = 8) y la duración de las crisis (Fig. 20B; n = 8) 

inducidos por la estimulación del NMR. En este caso, el número de estímulos 

medios durante cada crisis fue de  68.1 ± 3.9 (Fig. 21; n = 8; p < 0.001). Todos 

los animales en este grupo experimental (100 %) desarrollaron crisis tónico-

clónicas (estadio 4-5) a una dosis acumulada de 60 mg/kg de PTZ comparado 

con el grupo control (Tabla 4). De forma similar al WAY100635, el pretratamiento 

con el antagonista de 5-HT7 en ausencia de estimulación del NMR, redujo el 
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umbral (Fig.19A; n = 8; p < 0.01) así como la latencia del inicio de las crisis 

convulsivas (Fig. 19B; n = 8; p < 0.001), aumentando significativamente el 

número de crisis (Fig. 20A; n = 12; p < 0.001). La totalidad de animales de este 

grupo experimental (100%) desarrollaron crisis tónico-clónicas (estadio 4-5) con 

dosis acumuladas de 60 mg/kg de PTZ.  

 

Finalmente, la estimulación del NMR fue efectiva para reducir el número de crisis 

(Fig. 20A; n = 8; p < 0.01) y duración de las crisis (Fig. 20B; n = 8; p < 0.001) 

luego de pretratamiento con SB202484 (0.2 mg/kg, i.p), un antagonista de 5-

HT2c. Además, se encontró diferencias significativas en el número de crisis (Fig. 

20A; n = 8; p < 0.001) o duración de las crisis (Fig. 20B; n = 8; p < 0.05) cuando 

estos animales eran comparados con ratas sin tratamiento de SB242084 (Fig. 

20). En este grupo experimental, el 87.5 % de los animales con SB242484 

presentaron crisis tónico-clónicas (estadio 4-5) a 70 mg/kg (tabla 4). La media de 

estímulos durante cada crisis fue de  32.6 ± 2.7 (tabla 5; n = 8; p < 0.001). Por 

otra parte, la administración sistémica de SB242084 sin estimulación del NMR  

no cambia el número o duración de las crisis pero reducen el umbral e inicio de 

las crisis con PTZ (Fig. 19AB; n = 8; p < 0.001). Estos datos, analizados en 

conjunto, nos sugieren que el efecto antiepiléptico que se genera por la 

estimulación del NMR en el modelo de kindling químico con PTZ es mediado por 

lo receptores serotonérgicos  5-HT1A, 5-HT2c y 5-HT7. 
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Figura 18. La estimulación del Núcleo Medial del Rafe (NMR) suprime las crisis tónico-clónicas 
inducidos con pentilentetrazol (PTZ) en el hipocampo. (A) Registro representativo de la actividad 
basal de la región CA1 del hipocampo derecho y evolución de las descargas convulsivas tras la 
administración de PTZ (dosis acumulada de 70 mg/kg) en un animal control. (B) La estimulación 
del NMR suprime las crisis inducidas por PTZ; nótese la ausencia de crisis tónico-clónicas. El 
estimulo era aplicado solo cuando se presentaban ondas convulsivas (espasmos). PD: 
Depresión post-ictal. 
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Figura 19. Gráfica de los diferentes grupos experimentales con antagonistas serotonérgico. (A)  
Suma acumulada de PTZ antes de generar la primera crisis convulsiva (umbral) en los estadios 
4-5. (B) Latencia del inicio de crisis convulsiva (estadio 4-5). Significancia estadística con 
respecto al control p <0.05 (*), p < 0. 01(**),  p < 0.001 (***). Datos presentados como valores 
medios ± S.E.M.  
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Figura 20. Gráfica de los diferentes grupos experimentales con antagonistas serotonérgico (A) 
Valores medios del número de crisis (B) Valores medios de duración de crisis de los diferentes 
grupos experimentales con antagonistas serotonérgicos. Significancia estadística con respecto al 
control p <0.05 (#), p < 0. 01(**),  p < 0.001 (***, ###). Datos presentados como valores medios ± 
S.E.M.  
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Tabla 5. Número de estímulos y eventos durante las crisis inducidas con PTZ. Los resultados 
presentan significancia respecto al grupo control. Datos presentados como medias ± S.E.M. p < 
0.001 (***). 

 

 

Figura 21. Número medio de estímulos en cada grupo experimentales. (A) Número de estímulos 
para controlar una crisis inducida con PTZ. Significancia estadística con respecto al control. 
Datos presentados como valores medios ± S.E.M.  p < 0.001 (***). 
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1.4 Efecto de los antagonistas serotonérgicos administrados mediante 
miroperfusión en crisis convulsivas inducidas con PTZ  
 
Dado que nuestros datos indican que los antagonistas de los receptores 5-HT1A 

y 5-HT7 aplicados sistémicamente modifican los efectos de la estimulación del 

NMR en el modelo de epilepsia inducida por PTZ, nos propusimos estudiar sus 

efectos localmente en el hipocampo mediante microperfusión. Los resultados 

indican que el WAY100635 (100 µM), antagonista del receptor 5-HT1A, 

perfundido localmente en la región de CA1 del hipocampo, reduce 

significativamente tanto el umbral (Fig. 22A; n = 4; p < 0.05) como la latencia al 

inicio de las crisis convulsivas (Fig. 22B; n = 4; p < 0.001), aumentando, por otro 

lado, el número de crisis (Fig. 22C; n = 4; p < 0.05) y la duración de las mismas 

(Fig. 22D; n = 4; p < 0.001) comparado con el grupo control. Además, el 100 % 

de los animales tenían una crisis convulsiva (estadio 4-5) y requerían una dosis 

mas baja de PTZ (entre 40-60 mg/kg) para lograrlo. Por otro lado y en 

concordancia con este antagonista, la perfusión local de SB269970 (1 mM), un 

antagonista del receptor 5-HT7, redujo significativamente el umbral (Fig. 22A; n = 

4; p < 0.05) y la latencia del inicio de las crisis convulsivas (Fig. 22B; n = 4; p < 

0.01), incrementando  la duración de las crisis (Fig. 22C; n = 4; p < 0.001) 

comparado con el grupo control. En el caso de este antagonista, el 100 % de los 

animales establecían una crisis convulsiva (estadio 4-5) y requerían una dosis 

mas baja de PTZ (entre 40-60 mg/kg) para alcanzarla. Estos resultados nos 

indican que la acción de los antagonistas 5-HT1A y 5-HT7 sobre la estimulación 

del NMR en el modelo de epilepsia inducido por PTZ se  realiza a nivel de las 

conecciones rafe-hipocampales.  

 
 
Tabla 6. Porcentaje de animales, en diferentes condiciones experimentales, que alcanzan 
convulsiones tónico-clónicas (Estadios 4 y 5) según la dosis acumulada de PTZ (40- 80 mg / kg). 
En estos experimentos se perfundieron los antagonistas serotonérgicos en la región de CA1 del 
hipocampo a través de una microcánula de diálisis.  
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Figura 22. Gráfica de los diferentes grupos experimentales con antagonistas serotonérgicos 
administrados mediante microperfusión. (A) Suma acumulada de PTZ antes de generar la 
primera crisis convulsiva (Umbral) en los estadios 4-5. (B) Latencia de Inicio de crisis convulsiva 
(estadio 4-5). (C) Número de crisis y (D) Duración de crisis de los diferentes grupos 
experimentales con antagonistas serotonérgicos. p <0.05 (*), p < 0. 01(**),  p < 0.001 (***). 
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2. ESTUDIO DE MODULACIÓN DE LAS CRISIS EPILÉPTICAS 
MEDIANTE LA ESTIMULACIÓN DEL NÚCLEO MEDIAL DEL RAFE 

(NMR) EN UN MODELO DE STATUS EPILEPTICUS (SE) EN RATAS 
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2.1 Análisis electroencefalográfico del SE inducido con pentilentetrazol  
 
 

Para el análisis de la actividad del EEG tras la administración de PTZ y hasta 

alcanzar el SE, se empleo una ventana de tiempo de dos horas (120 minutos), la 

que se iniciaba desde la primera inyección de PTZ (40 mg/kg). Durante este 

tiempo de adquisición, el fenómeno grafológico del EEG presenta cambios en el 

trazo similares a los registrados en animales adultos tratados con PTZ, los 

cuales fueron descritos con anterioridad. Esta característica es importante pues 

se partió del mismo principio visto en el kindling químico para iniciar la 

estimulación del Núcleo Medial de Rafe (NMR), es decir, cuando se generaba 

una onda convulsiva (estadio 2) correlacionada con ondas rítmicas agudas de 

entre 5-7 Hz. 

 

En estos casos la evaluación comportamental se realizó teniendo en cuenta la 

escala comportamental empleada por Lamberty (Lamberty y Klitgaard, 2000), 

añadiendo un estadío más, el estadío seis, el cual indicaba el Status epilepticus 

(SE). Para la determinación del SE se tuvo en cuenta el tiempo (> 5 minutos) 

durante el cual la rata permaneció en crisis (Lowenstein et al., 1999; Martín et 

al., 2005). Comportamentalmente, durante el SE, el animal sufre crisis tónico-

clónicas con pequeños intervalos de inmovilidad en los que no recupera la 

postura. Es una crisis severa que involucra todas las extremidades y con una 

alta tasa de mortalidad en los animales. Los animales control usualmente 

alcanzaba el SE luego de tener una dosis acumulada de 100 mg/kg de PTZ. Por 

su parte, el EEG refleja anormalidades en el trazo con ondas complejas y 

espigas continuas de >30 Hz (Fig. 23).  
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Figura 23. Registro electroencefalográfico durante el SE con espigas continuas y ondas 
complejas que fluctúan entre los 20-30 Hz. Registro monopolar representativo de la actividad en 
región CA1 del hipocampo derecho con una dosis acumulada de 100 mg/kg de PTZ en un animal 
control y posterior depresión post-ictal (PD). 
 
 
2.2 La estimulación del Núcleo Medial de Rafe elimina el establecimiento 

del SE inducido por  pentilentetrazol  
 
 
Distintos datos experimentales indican que que el PTZ es dependiente de las 

dosis, así como de la edad de los sujetos de experimentación. De de esta 

manera, en animales inmaduros el kindling con PTZ induce SE (Pereira de 

Vasconcelos et al, 1995; Nehlig y Pereira de Vasconcelos, 1996; Pineau  et al, 

1999; Erdogan et al., 2004). Los resultados que se muestran en la grafica (figura 

19) señalan el efecto del PTZ acumulado en animales jóvenes antes del 

establecimiento del SE. La estimulación del NMR en animales jóvenes fue 

efectiva aumentando significativamente el umbral (Fig. 24A; n = 4; p < 0.05) y la 

latencia del inicio de las crisis convulsivas (Fig. 24B; n = 4; p < 0.05), 

disminuyendo, por otra parte, el número de crisis (Fig. 24C; n = 4; p < 0.05) y la 

duración de las crisis (Fig. 24C; n = 4; p < 0.05) comparado con el grupo control. 
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Por otro lado, en el grupo control el 100 % de los animales establecieron un SE 

al llegar a una dosis acumulada de 100 mg/kg de PTZ, mientras que en el caso 

de animales estimulados en el NMR recibieron una dosis acumulada máxima de 

120 mg/kg de PTZ sin establecer en ningún caso un SE (tabla 7). Otro 

importante dato radica en la mortalidad que se genera al inducir SE con 

diferentes modelos, en nuestro caso no es diferente, el SE inducido con PTZ 

generó una tasa de mortalidad en el 100% de los animales control frente a una 

mortalidad del 0 % en los animales estimulados en el NMR.  

 
Tabla 7. Porcentaje de animales, en diferentes condiciones experimentales, que alcanzan un SE 
luego de la administración de dosis crecientes de PTZ (90-120 mg / kg). Experimentos realizados 
en animales inmaduros en los que se estimuló el NMR y grupo control. 
 

De esta manera, los resultados confirman que sumado al hecho de que la 

estimulación del NMR no sólo reduce las crisis convulsivas en animales 

maduros, sino que evita en un 100 % de los casos el establecimiento de un SE y 

la muerte del animal pudiendo conluir que la estimulación del NMR es eficaz en 

controlar un SE en nuestro modelo experimental.   
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Figura 24. Gráfica de los grupos control y con estimulación del NMR en ratas jovenes en los que 
se estableción un SE. (A) Dosis acumulada de PTZ antes de generar la primera crisis convulsiva 
en los estadios 4-5. (B) Latencia de Inicio de crisis convulsiva (estadio 4-5). (C) Número de crisis 
(D) Duración de la crisis en los diferentes grupos experimentales. Datos presentados como 
valores medios ± S.E.M. p <0.05 (*). 
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3. ESTUDIO MEDIANTE TOMOGRAFÍA POR EMISIÓN DE POSITRONES 
(PET) DE LOS CAMBIOS METABÓLICOS QUE SUCEDEN EN EL SISTEMA 

NERVIOSO CENTRAL EN UN MODELO DE EPILEPSIA IN VIVO POR LA 
ADMINISTRACIÓN SISTÉMICA DE PENTILENTETRAZOL (PTZ) 
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3.1  Estudios de adquisición estáticos de PET durante la actividad 

metabólica intercrítica 

 

En los estudios estáticos, en los que se realizó el protocolo de inyecciones 

consecutivas de dosis subconvulsivas de PTZ, pudimos observar una 

disminución generalizada de la captación de la 18F-FDG en el cerebro (Fig. 25).  

 

 
Figura 25. Imágenes por PET de un mismo individuo en situación basal (arriba) y tras la 
administración de pentilentetrazol (abajo) correlacionadas con la Resonancia Magnética (RM) del 
mismo animal. Podemos observar como en situaciones basales hay una mayor captación de 
FDG que luego del tratamiento con PTZ. Esta disminución del metabolismo se observa de forma 
generalizada en todas las estructuras del cerebro de la rata. 
 

 

Como se puede apreciar en la gráfica de la figura 26, esta disminución se 

produce en todas las regiones estudiadas y su magnitud oscila entre un 20 y un 

30 %. Sin embargo, el descenso del metabolismo fue mas significativo en 

aquellas estructuras cerebrales (tálamo, hipocampo y estriado) relacionadas con 

la epilepsia (Fig. 27; n = 10; p < 0.01).  
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Como hemos demostrado, tras la crisis tónico-clónica ocurre una fase 

denominada depresión post-ictal en la que el animal no da indicios de 

movimiento espontáneo y el EEG muestra un registro plano (Fig. 28). Este tipo 

de trazo puede extenderse por varios minutos antes de la recuperación del 

trazado EEG basal, coincidiendo con el momento en el que se realizó el PET y la 

reducción de la actividad metabólica observada.  

 

De esta manera, los resultados indican que hay una disminución del 

metabolismo generalizada en todas las estructuras cerebrales tras la crisis 

epiléptica inducida por PTZ.  
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Figura 26. Representación en un gráfico de barras del promedio de captación de FDG en mCi/cc 
de las diferentes estructuras analizadas del cerebro en cada grupo experimental. En azul, el 
grupo basal, tratado únicamente con salino. En naranja, el tratado con pentilentetrazol (PTZ). Las 
barras de error se corresponden con el error estándar para cada estructura. Se aprecia 
claramente la mayor captación de FDG en todas las estructuras en los individuos del grupo basal 
respecto a la del grupo PTZ. 
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Figura 27. Representación en un gráfico de barras que muestra la disminución de glucosa 
cerebral en las estructuras cerebrales relacionadas con las crisis inducidas con PTZ. Datos 
presentados como los valores medios ± S.E.M. p <0.05 (*), p < 0. 01(**). 

 

 

 

Figura 28. Registro electroencefalográfico en región CA1 de hipocampo tras una crisis inducida 
con 70 mg/kg de PTZ. En él podemos observar  el aumento de descargas durante el periodo ictal 
(2 minutos) y la posterior reducción de actividad tras el periodo crítico (depresión post ictal) el 
cual puede llegar a durar varios minutos. 
 

3.2  Estudios de adquisición dinámicos de PET durante la actividad 

metabólica en el periodo crítico 

 

Para analizar los datos obtenidos de los estudios dinámicos, en los que 

únicamente se aplicó una dosis convulsiva de PTZ, obtuvimos las constantes 
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cinéticas de cada estudio para posteriormente obtener un promedio de cada 

grupo, con y sin PTZ. Para este estudio, comparamos la constante Ki; que es 

una constante que representa el flujo total de la FDG hacia el interior de la célula  

(Castell y Cook, 2008) (Ver 2.2.2, esquema 1), la que se obtiene de la curva de 

incorporación de 18F-FDG. 

 

En contraste con los resultados obtenidos de los estudios estáticos, en el grupo 

al que se le administró PTZ (70 mg/kg) en una sola dosis, se observó un 

aumento de la velocidad de captación de glucosa. Como se puede ver en la 

gráfica (Fig. 29) la incorporación de FDG es mucho más rápida cuando se le 

provoca la crisis con PTZ que en las condiciones basales. La variación de Ki fue 

de un aumento de un 70% respecto a los valores basales en la actividad total del 

cerebro (Fig. 30). Sin embargo, en estos experimentos se observó una 

variabilidad mayor entre diferentes estructuras que en los estudios estáticos. 
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Figura 29. Gráfica de incorporación de FDG en un mismo animal. En azul el estudio control con 
salino, en naranja el estudio posterior a la aplicación de PTZ. Se observa claramente como en el 
estudio con PTZ alcanza el máximo en un tiempo menor (210 s) que el basal (270 s).  
 

Posteriormente, analizamos estos estudios como estáticos, haciendo un 

promedio de todos los frames adquiridos. En este segundo análisis se obtuvo 

también un aumento de la captación de 18F-FDG en el grupo tratado con PTZ. 

Sin embargo, al realizar el promedio, la diferencia entre ambos grupos se redujo 

sensiblemente comparada con el análisis dinámico, de tal modo que se perdió la 

significación estadística entre ambos grupos (Fig. 31).  
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Figura 30. Representación en un gráfico de barras del promedio de la constante Ki en unidades 
1/min de las diferentes estructuras analizadas del cerebro en cada grupo experimental. En azul 
el grupo basal, tratado únicamente con salino y en rojo el grupo PTZ tratado con pentilentetrazol. 
Las barras de error se corresponden con el error estándar para cada estructura. Se aprecia 
claramente la mayor velocidad de captación de FDG en todas las estructuras en los individuos 
del grupo tratado con PTZ respecto a sus condiciones basales. 
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Figura 31.  Gráfica de barras de la constante Ki media por grupo experimental de las estructuras 
con mayor diferencia entre los dos tratamientos. En este caso, se aprecia una mayor velocidad 
de captación de FDG en el grupo tratado con PTZ. De igual forma que en el estudio estático, las 
estructuras en las que mayores diferencias se observan son el estriado, el hipocampo y el 
tálamo. 
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4. ESTUDIO DE FIJACIÓN DE RADIOLIGANDOS MEDIANTE 
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4.1 Fijación de radioligandos mediante autorradiografía con 18MPPF   
 

La autorradiografía es una técnica de fijación con radioligandos que permite la 

visualización de receptores celulares en secciones de tejido. Esta técnica, 

permite determinar la distribución de los receptores endógenos mediante la 

fijación de ligandos radiactivos y cuantificar su presencia en distintas estructuras 

cerebrales. Por consiguiente, teniendo en cuenta esta condición, los cerebros de 

los animales control, tratado con PTZ con y sin estimulación, así como animales 

sin PTZ pero estimulados, fueron incubados con un radiotrazador específico del 

5-HT1A, el 
18F MPPF (Aznavour y Zimmer,  2007) a fin de determinar si el PTZ y 

la estimulación de NMR modificaban la densidad de receptores en los diferentes 

grupos experimentales.  

 

Cabría esperar una disminución en la densidad de receptores en los que se fija 

el 18F-MPPF en el grupo en los que se estimuló el NMR si se compara con el 

control, teniendo en cuenta que la liberación de serotonina por la estimulación 

del NMR no se podría fijar al receptor al estar éste ocupado. Así mismo, se 

esperaría que esta reducción tuviera su máxima expresión en regiones donde el 

receptor 5-HT1A se expresa en una alta densidad, como CA1 del hipocampo 

(Fig. 32AB), septum, amígdala, núcleo del rafe y la corteza entorrinal, núcleo 

medial y dorsal del rafe (Fig. 32CD) (Marcinkiewicz et al., 1984; Albert et al., 

1990; Miquel et al., 1991; Pompeiano., 1992; Hoyer et al., 1997; Plénevaux et 

al., 2000, Aznavour et al., 2006a,b). Sin embargo, la autorradiografía realizada en 

los grupos experimentales con [18F]-MPPF no evidenció ninguna diferencia 

significativa entre los diferentes grupos experimentales. 

   

Estos resultados indican que en los grupos experimentales en los cuales se 

incubo un radiotrazador específico del 5-HT1A, el 18F MPPF, no se observo 

fijación del radioligando 18F-MPPF, posiblemente debido al modelo agudo a cual 

los animales fueron sometidos con PTZ, así como posiblemente a la baja 

intensidad del estimulo al cual fue sometido el animal, lo que no permitió al 18F- 

MPPF fijarse al receptor de serotonina. Así mismo, cabe rechazar la idea de que 

la no fijación se deba posiblemente a muerte neuronal, teniendo en cuenta que 

el modelo de kindling químico con PTZ no la genera  (Pineau et al., 1998), en un 
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estudio con acido kaínico se observó una reducción de la fijación del 18F MPPF 

como consecuencia de la muerte neuronal inducida por el SE (Van Bogaert et 

al., 2001). Cabria suponer que si el modelo de PTZ hubiera sido crónico, así 

como si el estimulo fuese mas fuerte y de mayor duración como en anteriores 

estudios de estimulación del NMR (Kovacs & Zoll, 1974; Perryman et al., 1980; 

Nishi et al. 1980), posiblemente se podrían haber fijado estructuras que están 

implicadas crisis inducidas por PTZ.  

 

4.2  Fijación de radioligandos mediante autorradiografía con 
18MPPF y 18F-FDG 

 

La autorradiografía ex vivo con 18F-FDG en una rata a la que se aplicó PTZ (1 

mg/5 µl) intrahipocampalmente en CA1 pero no fue estimulada en el NMR, 

evidenció un aumento en la incorporación del 18F-FDG en un 10 % en el 

hipocampo y un aumento de incorporación del 25 % en la región de CA1 

comparados con el hemisferio contralateral (Fig. 33A). Así mismo, en cortes del 

mismo animal (hipocampo y NMR) a los cuales se le realizó posteriormente 

autorradiografía con [18F] MPPF se observó una disminución en la densidad de 

receptores de 5-HT1A en los cuales se fijo el [18F] MPPF (Fig. 33B). 

 

El tratamiento de PTZ suministrado localmente en hipocampo en animales ex 

vivo y posterior autorradiografía señalan un notable aumento de la captación de 

18F-FDG y aún más interesante, se observa una notable disminución de fijación 

de 18F-MPPF en área de alta densidad de este receptor de serotonina 

(Marcinkiewicz et al., 1984; Albert et al., 1990; Miquel et al., 1991; Pompeiano., 

1992; Hoyer et al., 1997; Plénevaux et al., 2000, Aznavour et al., 2006a,b) el 

cual además se correlaciona con el lugar de aumento de captación de 18F-FDG.  

Consolidaría nuestros datos al indicar que el receptor de 5-HT1A está implicado 

en la modulación de las crisis convulsivas, al confirmar experimentalmente la 

participación de la serotonina en la modulación de las crisis experimentales, 

posiblemente como una forma de modular las crisis se ha liberado serotonina a 

fin de contrarrestar las crisis inducidas por el PTZ.  
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A           B  

       

C            D 

        
 
 
Figura 32. Estructuras anatomicas de registro y estimulación del NMR. (A) Vista panorámica de 
los hipocampos dorsales (B) Vista ampliada de CA1 de hipocampo izquierdo en donde se 
ubicaban los electrodos de registro. C. Implantación de electrodo de registro. A-B-C Realizados 
con tinción de Nissl. D. Imagen TAC corregistada a la resonancia del mismo animal permite 
observar la ubicación del electrodo de estimulación en ángulo de 20º en el NMR (imagen 
obtenida por el Tomógrafo Albira PET de Onco Vision). 
 
 

 

 

 

 

 



Mecanismo de control de las crisis temporales en  un modelo de kindling químico 

       

 

Figura 33. Imagen autorradiografíca de una rata ex vivo en una escala de frío. (A) Imagen por 
autorradiografía realizada con el radiotrazador 18F-FDG. (B) Imagen por autorradiografía 
realizada con radiotrazador [18F] MPPF (nótese el aumento de actividad metabólica en 
hipocampo dorsal con el 18F-FDG (A) y la correspondencia anatómica, con la disminución de 
fijación de  [18F] MPPF en las zonas de alta densidad de receptores de 5-HT1A . 
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El modelo de kindling químico inducido por pentilentetrazol (PTZ)  

 

El modelo de epilepsia inducido químicamente mediante el kindling con PTZ es 

uno de los modelos de epilepsia más aceptados y reproducidos en diferentes 

laboratorios y especies. El PTZ es un potente antagonista GABAA (Park et al., 

2006) reconocido clásicamente como un modelo de epilepsia generalizada (Ono. 

et al., 1990) con una alta preferencia por crisis que involucran estructuras 

temporales (Erdtmann-Vourliotis et al., 1998; Szyndler et al., 2010). Además se 

sabe que el PTZ atraviesa la barrera hemantoenfálica con facilidad (Padou et al., 

1995), no genera muerte neuronal (Pineau et al., 1999), tiene una dosis-

respuesta fácilmente identificable (Gilber y Goodman, 2006) y una respuesta 

comportamental y electroencefalográfica característica (Ono et al., 1990), así 

como una baja mortalidad (Zhao, 2006). Por otro lado, hasta la fecha los 

mecanismos por los cuales se establecen las crisis inducidas por PTZ, aun están 

por ser determinados (Engel y Philip, 2006). Es conocido que los fármacos 

antiepilépticos tienen dos patrones de acción, por un lado el incremento de la 

inhibición a través de GABA o glicina y por otro la reducción de la excitación 

debido al glutamato. De esta manera es conocido que anticonvulsivantes como 

las benzodiazepinas, barbitúricos, vigabatrina, tiagabina, o progabide actúan a 

través de vías GABAérgicas (Pranzatelli y Nadi, 1995).  

 

Conociendo las ventajas que el modelo de PTZ nos ofrece, establecimos que el 

modelo de kindling con PTZ sería el mejor modelo para estudiar el papel de las 

vías serotoninérgicas en la epilepsia, básicamente por las siguientes razones: 1, 

es un modelo que presenta un comportamiento de crisis muy característico que 

permite una fácil observación y evaluación; 2, es un modelo de crisis hipocampal 

muy estudiado y estandarizado; 3, presenta similitudes con la epilepsia del 

lóbulo temporal en humanos, lo que desde el punto de vista experimental es de 

gran relevancia y 4, tiene una baja mortalidad asociada a las crisis (Zhao, 2006).  

 

El concepto de kindling fue dado a conocer por Goddard, quien popularizó el 

termino en 1967 con los primeros estudios con el kindling eléctrico (Goddard, 

1967). Si bien cuando usualmente se hace referencia al kindling suele ser al 

kindling eléctrico, el termino kindling implica un incremento progresivo de la 
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respuesta comportamental y EEG ante un estimulo, ya sea químico o eléctrico 

(Morimoto, 2004). Son varios los protocolos de kindling con PTZ que se han 

empleado con anterioridad, sin embargo, el protocolo mas usual es el empleado 

en la presente tesis, en el que dosis subumbrales de PTZ se suministra en 

varias dosis en un solo día. Otros protocolos, por su parte, conllevan inyecciones 

subumbrales o umbrales de PTZ por días incluso semanas hasta alcanzar el 

estadio cinco y una respuesta EEG de crisis tónico-clónica (Ono. et al., 1990). 

Así mismo, durante el establecimiento de las crisis el EEG presenta cambios en 

el trazo relacionados con cambios comportamentales, estos incluyen: 

inmovilidad, tirones mioclónicos (posición de canguro), crisis clónicas y tónico-

clónicas (Velíšek, 2006). Ahora bien, aunque para los análisis solo se tuvo en 

cuenta los estadíos comportamentales 4-5, así como aquellos grafoelementos 

que estuvieran en el rango de frecuencia de la banda gamma  (30 Hz) para 

reducir fuentes de ruido por movimiento u otros artefactos y mejorar su relación 

señal-ruido, realizamos un análisis correlacionando EEG y comportamiento. 

 

Durante los estadios 0 y 1 respectivamente, el EEG presentó una linea base 

normal con ocasionales ondas rítmicas agudas de entre 4-5 Hz que sucedían 

usualmente cuando aparecían contracciones de la cabeza en el estadío 1. Por 

su parte, durante el estadio 2 el animal presenta ondas convulsivas a través del 

cuerpo (espasmos), que se observan como contracciones musculares 

transitorias en todas las extremidades del cuerpo y que comportamentalmente 

aparecían como pequeños saltos hacia atrás. Este tipo de crisis es fácil de 

reconocer y puntuar, siendo una de las características más frecuentes durante 

las crisis inducidas por el PTZ y ausentes en otros modelos (Luttjohann et al., 

2009). Además, el estadio dos era importante para nuestro trabajo experimental 

al ser el indicador del inicio de la estimulación del NMR. Este tipo de espasmos 

en algunas oportunidades también se presentaba acompañado con o sin 

movimientos estereotipados de la cabeza. Por su parte, el EEG característico de 

este tipo de estadío era múltiples espigas de entre 5-7 Hz, aunque también 

podían observarse espigas solitarias visibles en el trazo.  

 

En la actualidad, muchos investigadores continúan empleando la escala de 

Racine como herramienta para la valoración de cualquier modelo de epilepsia 
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animal, entre ellos el de PTZ. Sin embargo, la escala de Racine no contempla 

algunos estadios que el modelo de kindling con PTZ tiene. Por ejemplo, se ha 

visto que el modelo de kindling eléctrico del hipocampo desarrolla el estadio 

cinco (crisis tónico-clónicas generalizadas) sin la presencia de los estadios uno y 

dos de las crisis inducidas por PTZ (espasmos). Estos estadios durante el 

kindling eléctrico son remplazados por la expresión de “wet-dog shakes” que se 

traduce como sacudidas de perro (McIntyre et al., 2002; Luttjohann et al., 2009). 

Por otro lado, se conoce que el kindling de la corteza  corteza perirrinal expresa 

rápidamente los estadios 3-5 de la escala de Racine, mientras que los estadíos 

uno y dos (movimientos faciales y cabeceado respectivamente) se presentan 

posteriormente (McIntyre et al., 2002), Así mismo, nuestros resultados son 

similares a los obtenidos otros autores quienes estudiaron la correlación entre el 

trazo del EEG y el comportamiento observado durante el desarrollo de las crisis 

inducidas con PTZ (Ono et al., 1990; Bachiega et al., 2008;  Luttjohann et al., 

2009).  

 

Durante el estadio 3 el animal presenta sacudidas mioclónicas en las 

extremidades anteriores y postura de canguro y su EEG muestra espigas 

continuas y ondas complejas de gran amplitud que fluctúan entre los 10-12 Hz. 

La postura de canguro es definida como una postura en la que el animal se pone 

de pie con el apoyo de las extremidades posteriores y la cola. Esta postura está 

acompañada, usualmente, de convulsiones clónicas de las extremidades 

anteriores y la boca y, en algunas ocasiones, conlleva a la pérdida del equilibrio 

y caída del animal para posteriormente desarrollar una crisis tónico-clónica (Ono 

et al., 1990). El tiempo que transcurre entre el estadio tres y los estadios cuatro y 

cinco para el establecimiento de las crisis es variable e impredecible. En cuanto 

a la posición de canguro es un estadio que solo se ha reportado durante las 

crisis inducidas con PTZ y no durante crisis inducidas por kindling eléctrico 

(Luttjohann et al., 2009; Ono et al., 1990).  

 

Por su parte el estadío 4-5 se caracteriza porque el animal ha progresado a 

convulsiones clónicas en todas las extremidades y el EEG refleja anormalidades 

en el trazo con ondas complejas y espigas continuas que fluctúan entre los 20-

30 Hz. Durante este estadio, que es la mayor expresión de las crisis convulsivas 
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inducidas con PTZ en animales maduros, esta comprometido en tronco 

encefálico (Velíšková, 2006). Este estadio convulsivo se presenta igualmente en 

otros modelos entre los cuales esta el kindling eléctrico. Por otro lado, igual que 

en los estadio uno y dos, nuestros resultados tanto electroencefalográficos como 

comportamentales en el estadio cuatro y cinco, están en acuerdo a las 

observaciones realizadas por otros autores durante las crisis inducidas con PTZ 

(Schickerová et al., 1984; Ono. et al., 1990; Luttjohann et al., 2009).  

 

Al finalizar el estadío 4-5 de convulsiones tónico-clónicas, pudimos observar que 

el animal presenta un estado denominado depresión post-ictal en el que el sujeto 

no presenta ningún movimiento espontáneo y el EEG muestra un trazado de 

muy baja amplitud, algo otros autores habían descrito con anterioridad 

(Schickerová et al., 1984; Luttjohann, et al. 2009).  

 

Por último, durante el SE generado por el PTZ en animales jóvenes, el EEG 

presenta continua espigas y ondas complejas que fluctúan entre los 20-30 Hz y 

con una duración mayor 5 minutos, lo que define el SE (Hellier et al., 1998; Glien 

et al., 2001; Martín et al., 2005), y en donde sucede la muerte del animal (Martín 

et al., 2005) si no se emplean fármacos adecuados (Mazarati et al., 1988; 

Treiman,  1989). En nuestro caso esta situación no fue diferente y los animales 

que alcanzaron el SE murieron durante las crisis.   

 

La estimulación eléctrica del Núcleo Medial del Rafe modula crisis 

generadas con PTZ 

 

En la actualidad se sabe que el 25 % de los pacientes epilépticos no responden 

a los fármacos anticonvulsivante (Durand, 2009) y que la estimulación eléctrica 

podría ser una nueva y prometedora alternativa para el tratamiento de las 

epilepsias intratables (Boon et al., 2009). La estimulación eléctrica cerebral ha 

sido empleada anteriormente como alternativa terapéutica en la epilepsia, así 

como en distintas situaciones patológicas entre las que se encuentra la 

enfermedad de Parkinson, el dolor y desórdenes obsesivos-compulsivos 

(Ngyuen et al., 2000; Nuttin  et al., 1999; Pollak et al., 2002). En la epilepsia se 

han realizado experimentos empleando  dos tipos de estímulos. Por un lado, 
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estímulos eléctricos de baja frecuencia (LFS del inglés Low frequency electrical 

stimulation) in vivo e in vitro en donde se reduce tanto la excitabilidad neuronal 

como la actividad convulsiva y, por otro lado, estímulos de alta frecuencia 

conocidas como estimulación cerebral profunda (DBS, del ingles, Deep Brain 

Stimulation) a fin de modular crisis convulsivas (Durand, 2009).  

 

En el caso de la DBS se han estimulado estructuras que se consideran juegan 

un rol importante en el disparo de la red epileptogénica, como es el caso del 

núcleo anterior del tálamo, el tálamo, el núcleo caudado, el cerebelo, el 

hipocampo y la amígdala basolateral (Cooper y Upton., 1978; Iadarola y Gale, 

1982; Fisher et al., 1992; Chkhenkeli y Chkhenkeli 1997; Velasco et al., 2000; 

Chabardes et al., 2002; Hodaie et al., 2002; Goodman., 2005; Lee et al., 2006; 

Lim et al., 2007; Osorio et al., 2007; Fisher et al., 2010), así como la estimulación 

de nervios periféricos como es el caso del nervio vago (Ben-menachenm et al., 

1994; Ramsay et al., 1994; DeGiorgio et al., 2000; De-Herdt et al., 2007). 

Actualmente, la estimulación del nervio vago es, sin duda, la más utilizada. Un 

ejemplo de ello son los cerca de 10.000 pacientes al año con implantes para el 

tratamiento de la epilepsia (Durand, 2009). Los estudios indican una efectividad 

en el control de las crisis que se encuentra entre el 24 y el 50 % en la reducción 

de las mismas (Holder et al., 1992; Uthman et al., 1993; Ben-Menachem et al., 

1994; Ramsay et al., 1994; Handforth et al., 1998; The Vagus Nerve Stimulation 

Study Group, 1995; Lee et al., 2006; Lim et al., 2007; Osorio et al., 2007). Sin 

embargo, pese a todo lo anterior, el mecanismo exacto de cómo actúa la 

estimulación sobre la modulación de las crisis convulsivas, así como los 

parámetros de estimulación y estructuras diana para estimular continúan aún sin 

ser establecidos. Se ha postulado que campos eléctricos y estimulación eléctrica 

aplicada directamente sobre el cerebro pueden generar híperpolarización en la 

membrana incrementando el umbral de la descarga neuronal, sin embargo esto 

aún no se ha esclarecido totalmente (Durand, 2009). Esta opción terapéutica no 

está excenta de efectos secundarios producto de la estimulación eléctrica. En el 

caso del nervio vago se encuentran, ronquera, tos, dolor cervical, disfonía y 

alteración del tono de voz que suelen mantenerse en los periodos de 

estimulación (García-March et al., 2008). En el caso de la estimulación de los 
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núcleos subtalámicos se observa reducción de la memoria o trastornos 

psiquiátricos en el 18.8 % de los pacientes implantados (Hariz et al., 2008).  

 

La evidencia experimental en modelos animales de epilepsia han señalado que 

la serotonina y específicamente los receptores subtipo 5-HT1A, (Gariboldi et al., 

1996; Lopez-Meraz et al., 2005), 5HT7 (Peričić y Švob Štrac, 2007) y 5HT2c 

(Tecott et al., 1995; Upton et al., 1998) juegan un papel importante en la 

modulación de las crisis convulsivas (Gariboldi et al., 1996; Bagdy et al., 2007). 

Igualmente, con anterioridad se conocía que la estimulación del NMR generaba 

un incremento en la liberación del 5-HT en varias partes del cerebro (Eccleston 

et al., 1970; Sheard y Zolovick, 1971; Shields y Eccleston, 1972). Teniendo en 

cuenta que experimentalmente se ha demostrado que la estimulación eléctrica y 

que diferentes receptores de serotonina modulan las crisis convulsivas en 

diferentes modelos experimentales, se hipotetizó que la estimulación eléctrica en 

el Núcleo Medial del Rafe (NMR), un importante centro de liberación de 

serotonina con proyecciones al prosencéfalo, incluido la formación hipocampal 

(Conrad et al., 1974; Mokler et al., 1998), podría controlar las crisis convulsivas 

hipocampales inducidas por PTZ. 

 

Estudios previos de estimulación eléctrica del NMR habían explorado el control 

de las crisis convulsivas empleado diferentes modelos experimentales de 

epilepsia así como diferentes protocolos de estimulación, con variados 

resultados (Kovacs y Zoll, 1974; Perryman et al., 1980; Nishi et al. 1980).  En el 

estudio realizado por Kovacs y Zoll en ratas, antes de la inyección i.p. de PTZ se 

estimulaba eléctricamente el NMR una hora con  pulsos de 1 ms de duración, 8-

10 Hz, a una intensidad de 0.2-0.24 mA. El estímulo se mantenía durante cuatro 

minutos tras la inyección del proconvulsivante (tabla 8). Este protocolo fue 

efectivo en reducir la severidad de las crisis inducidas por PTZ (Kovacs & Zoll, 

1974). Por su parte, en un estudio encabezado por Nishi, se demostró que 

estimulación del NMR (pulsos de 0.2 msec, 10 Hz, con una intensidad de 2.0 a 

4.0 V) en conejos era  capaz de inhibir las crisis inducidas por la inyección de 

carbacol en el hipocampo dorsal. En este caso, la estimulación se aplicó durante 

una hora antes de la inyeccción intrahipocámpica y se mantuvo durante cinco 

minutos tras la aplicación de la misma (tabla 8; Nishi et al., 1980). Sin embargo, 
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en ambos estudios el protocolo de estimulación fue efectivo solo para bloquear 

la generación de las crisis experimentales pero no cuando las crisis ya estaban 

establecidas, un hecho observado en otros estudios experimentales (Woodbury 

and Woodbury, 1990). Por último, Perryman y colaboradores observaron que 

estimulación eléctrica del NMR durante 24 horas a 0.1 ms, 10 Hz, 1 mA, durante 

diez minutos alternados con periodos de diez minutos sin estimulacion, en dos 

monos con crisis psicomotoras crónicas inducidas por hidróxido de aluminio 

(tabla 8), reducía el promedio de crisis diarias en uno de los dos animales pero 

con una significativa muerte neuronal en ambos (Perryman et al., 1980). 

Actualmente, existe suficiente evidencia experimental que demuestra que la 

estimulación continua (por ejemplo, una hora) genera daño neuronal, mientras 

que la estimulación intermitente no produce estos efectos (Agnew et al., 1989; 

Agnew and McCreery, 1990; Ramsay et al., 1994). Se conoce, igualmente, que 

la estimulación sostenida del NMR durante 20 minutos a 20 Hz en ratas 

concientes reduce en un gran porcentaje la liberación de serotonina (Mokler et 

al., 1998), lo que nos indica que, en una estimulación prolongada, la integridad 

funcional del sistema serotonérgico (síntesis, liberación y recaptación de 

serotonina) puede estar comprometida. Estos hallazgos experimentales ponen 

en evidencia la importancia que tienen los parámetros de estimulación, así como 

las estructuras dianas, en el control de las crisis epilépticas en los distintos 

modelos experimentales.  

 
Tabla 8. Protocolos de estimulación del NMR empleados en investigaciones anteriores. 

 

En nuestros experimentos se demostró que la estimulación del NMR (1 tren de 

20Hz, 150 μA durante 1s alternando con períodos de 1s sin estímulo) cada vez 

que sucedían los espasmos (estadio 2) reducían la incidencia de crisis tónico-
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clónicas hasta en un 66,7 % en un modelo de epilepsia temporal inducida con 

PTZ (Javela et al., 2009). Lo que indica que este protocolo de estimulación del 

NMR es más efectivo en el control de las crisis que los estudios crónicos con 

DBS, los que han logrado una reducción del 50 % de las crisis convulsivas 

(Uthman et al., 1993). Además, este protocolo de estimulación disminuye la 

posibilidad de daño neuronal y fallo del sistema serotonérgico. Así mismo, 

nuestros resultados experimentales indican que la estimulación del NMR genera 

un significativo aumento de la dosis y el tiempo requerido por el proconvulsivante 

para el establecimiento de las crisis, así como una reducción en el número y la 

duración de las mismas. De esta manera, se demuestra con este estudio que la 

estimulación del NMR es efectiva para reducir la incidencia de las crisis tónico-

clónicas inducidas con PTZ y que las vías rafe-hipocampo son importantes en el 

control de las crisis temporales.  

 

Como se ha señalado anteriormente, la estimulación cerebral puede 

considerarse como una nueva y prometedora alternativa para el tratamiento de 

las epilepsias intratables. Sin embargo, el mecanismo exacto de cómo actúa la 

estimulación sobre la modulación de las crisis convulsivas, así como los 

parámetros de estimulación y estructuras diana, continúan aun sin ser 

establecidos. Por lo tanto, la estimulación del NMR podría convertirse en una 

nueva terapia no farmacológica para el tratamiento de las epilepsias. Un 

equipamiento en tiempo real para la detección automática de la actividad 

convulsiva ha sido descrito previamente (Fanselow et al., 2000); en el futuro un 

equipo similar podría ser implementado en humanos. Además, estudios en otros 

animales y con otros modelos de crisis convulsivas serán necesarios para 

determinar si es apropiado extrapolar los hallazgos presentados en esta tesis en 

pacientes humanos y determinar cuáles son los mejores métodos para hacerlo.  
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La estimulación eléctrica del Núcleo Medial del Rafe modula el SE inducido 

con PTZ 

 

Anteriores estudios habían demostrado que el proconvulsivante PTZ es 

dependiente de las dosis así como de la edad de los sujetos de 

experimentación, por lo cual animales inmaduros pueden alcanzar un SE 

después de una elevada dosis acumulada de PTZ (Pereira de Vasconcelos, 

1995; Nehlig y Pereira de Vasconcelos, 1996; Pineau  et al, 1999; Erdogan et al., 

2004). Dado que la estimulación del NMR es capaz de regular las crisis 

temporales en un modelo de kindling químico con PTZ, se investigó si el mismo 

protocolo de estimulación era capaz de modular un SE inducido con PTZ en 

animales inmaduros. Nuestros resultados nos indican que la estimulación del 

NMR impidió el establecimiento del SE inducido PTZ en el 100% de los animales 

tratados. Así mismo, la estimulación del NMR tuvo el mismo efecto 

anticonvulsivo observado en el modelo de kindling con PTZ; es decir, un  

significativo aumento de la dosis y el tiempo requerido por el proconvulsivante 

para el establecimiento de las crisis, así como la reducción en el número y la 

duración de las mismas. Por consiguiente, se puede concluir que el protocolo de 

estimulación eléctrica empleada para el NMR es efectivo tanto en el caso del 

kindling químico, como en un modelo de SE. 

 

Participación de los receptores de serotonina tipo 5-HT en la modulación 

de las crisis convulsivas inducidas con PTZ 

 

Tras determinar que la estimulación del NMR era efectiva en controlar las crisis 

inducidas por un kindling químico así como el SE inducido por PTZ, se estudió si 

esta regulación era consecuencia de la liberación de serotonina tras la 

estimulación. Como se indicó anteriormente, en años recientes se ha 

incrementado la evidencia de que la neurotransmisión serotonérgica interviene 

en una amplia variedad de crisis inducidas experimentalmente, así mismo, 

receptores de 5-HT son expresados en casi todas las redes que involucran las 

epilepsias. Hasta la fecha, se ha podido determinar que los receptores 

serotonérgicos subtipo 5-HT1A, (Gariboldi et al., 1996; Lopez-Meraz et al., 2005), 

5HT7 (Peričić & Švob Štrac, 2007) y 5HT2c (Tecott et al., 1995; Upton et al., 1998) 
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juegan un papel importante en la modulación de las crisis convulsivas en 

modelos animales experimentales (Gariboldi et al., 1996; Bagdy et al., 2007). En 

el presente trabajo se ha demostrado que los receptores serotonérgicos 5-HT1A, 

5HT2c y 5HT7 participan en el control de las crisis temporales inducidas por PTZ 

ya que la estimulación del NMR en presencia de antagonistas específicos 

contrarrestó el efecto antiepiléptico de la estimulación. Además, la 

administración de los antagonistas del los receptores tipo 5HT1A y 5HT7, en 

ausencia de estimulación del NMR, reduce significativamente el número de crisis 

(inyectados sistémicamente) y la duración de las mismas (aplicados mediante 

micropefusión). El efecto de los antagonistas puede explicarse porque bloquean 

la acción de la serotonina endógena liberada como consecuencia de las 

convulsiones inducidas por PTZ.  

 

Por otro lado, la evidencia neuroanatómica ha demostrado una densa 

innervación de fibras de 5-HT en el hipocampo, principalmente originadas en el 

NMR. Estas fibras proyectan en su mayoría al stratum radiatum del hipocampo y 

débilmente al striatum oriens y al giro dentado (Azmitia y Segal, 1978; 

Oleskevich y Descarries, 1990). Así mismo, los receptores de 5-HT1A están 

presentes tanto en neuronas corticales como en neuronas granulares y 

piramidales del hipocampo (Francis et al., 1992). Estos receptores se 

encuentran principalmente localizados en las proyecciones dendríticas de las 

neuronas piramidales y granulares (Pompeiano et al., 1992). Por su parte, el 

receptor del 5-HT2C, esta ampliamente distribuido y presente en las áreas del 

sistema límbico (núcleo accumbens, hipocampo, amígdala) (Palacios et al., 

1991; Radja., 1991), Por otro lado, la expresión de los receptores de 5-HT7 es 

relativamente alta en tálamo, hipotálamo e hipocampo, con niveles generalmente 

más bajos en áreas tales como la corteza cerebral y la amígdala (To et al., 1995; 

Gustafson et al., 1996; Stowe y Barnes, 1998). La ubicación neuroanatómica del 

receptores de 5-HT1A, 5-HT2C y 5-HT7 se correlaciona con nuestros estudios de 

PET, en donde estructuras mayoritariamente ricas en estos receptores como el 

tálamo, hipocampo y estriado, están involucradas en las crisis inducidas con el 

PTZ. Además, estas mismas estructuras están involucradas en los mecanismos 

neuronales del inicio y propagación de la crisis epilépticas (Iadarola y Gale., 
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1982; Fisher et al., 1992; Chkhenkeli y Chkhenkeli 1997; Velasco et al., 2000; 

Chabardes et al., 2002; Hodaie et al., 2002; Goodman., 2005). 

 

Existe evidencia electrofisiológica de que la serotonina puede hiperpolarizar 

neuronas piramidales en CA1 y CA3 y células granulares (Ropert, 1988; Baskys 

et al., 1989; Beck y Choi, 1991; Beck et al., 1992; Ghadimi y Jarolimek, 1994), 

mediante el incremento de la conductancia de K+ calcio dependiente (Beck y 

Choi, 1991; Beck et al., 1992). Además, estudios experimentales indican que los 

antagonistas de los receptores 5-HT1A, y 5-HT7 inhiben la posthiperpolarización 

lenta en neuronas piramidales CA1 y CA3 hipocampales (Beck et al., 1992; Beck 

y Bacon 1998a,b McCormick y Wang, 1991), jugando un importante rol en la 

regulación de la excitabilidad. Se ha reconocido que una regulación anormal de 

la posthiperpolarización puede contribuir a la epileptogenésis (Matsumoto y 

Ajmone-Marsan, 1964; Alger y Nicoll, 1980; Traub et al., 1993; Martín et al., 

2001), dado que la posthiperpolarización es un factor crítico que limita la 

duración y propagación de las crisis. Por otro lado, existe un paralelismo entre el 

receptor tipo 5-HT1A  y 5-HT7 (Le Corre, 1997), dado que ambos tienen 

similitudes farmacológicas incluida una alta afinidad por los agonistas de 

serotonina, 5-carboxamidotryptamine (5-CT) y 8-OH-DPAT (Lovenberg et 

al. 1993; Peričić  et al., 2005; Lopez-Meraz et al., 2007 Peričić y Strac, 2007). 

Por lo tanto, parece probable que la acción anticonvulsiva de la estimulación del 

NMR pueda ser mediada por la inhibición directa de la excitabilidad neuronal 

debido al efecto de liberación de serotonina en la conductancia iónica de la 

membrana, al menos en lo que se refiere a los receptores de serotonina tipo 5-

HT1A  y 5-HT7.  

 

Actividad metabólica del cerebro durante las crisis inducidas por kindling 

con PTZ   

 

Nuestro siguiente objetivo fue determinar los cambios metabólicos que ocurren 

durante las crisis epilépticas mediante el empleo del Micro-PET. Esta 

caracterización es novedosa dado que, hasta la fecha, no se había empleado el 

modelo de kindling químico con PTZ para determinar las estructuras de mayor 

captación de glucosa durante las crisis epilépticas. Los estudios estáticos con el 

 128



Mecanismo de control de las crisis temporales en  un modelo de kindling químico 

Micro-PET indican un hipometabolismo en todas las estructuras cerebrales 

estudiadas (Bascuñana et al., 2009). Estos resultados coinciden con los 

obtenidos en trabajos anteriores realizados con otros modelos animales de 

epilepsia y PET (Goffin et al., 2009; Guo et al., 2009) en los que se observa un 

hipometabolismo en ciertas estructuras cerebrales tanto en fases tempranas 

como en fases crónicas. En nuestro estudio las estructuras mas afectadas por el 

hipometabolismo fueron hipocampo, tálamo y estriado. Estos resultados, junto 

con los obtenidos por otros grupos con otros modelos, indican que estas 

estructuras están involucradas en los mecanismos neuronales del inicio y 

propagación de la crisis epilépticas (Iadarola y Gale., 1982; Fisher et al., 1992; 

Chkhenkeli y Chkhenkeli 1997; Velasco et al., 2000; Chabardes et al., 2002; 

Hodaie et al., 2002; Goodman., 2005), Sin embargo, en los estudios dinámicos 

se obtuvieron resultados diferentes a los estudios estáticos, observándose un 

aumento de la velocidad de captación de FDG y un hipermetabolismo, con una 

captación similar en tálamo, hipocampo y estriado, en los animales tratados con 

PTZ con respecto a los controles. Estos datos coinciden con los publicados para 

el modelo de PTZ en fMRI por diferentes autores (Brevard et al., 2006; Keogh et 

al., 2005). Es importante destacar que la primera estructura afectada por este 

fármaco es el tálamo, para después modificar la actividad de otras estructuras 

como hipocampo y áreas corticales. Esa observación se correlaciona con los 

estudios que demuestran que las neuronas talámicas, así como de la corteza 

retrospleinal y el giro dentado, pueden contribuir a controlar el inicio de la crisis 

tónico-clónicas generalizadas (Brevard et al., 2006). La explicación de las 

diferencias observadas entre los estudios estáticos y dinámicos radica en que 

los protocolos de adquisición son diferentes. En los estudios dinámicos se 

adquieren los datos durante la fase crítica o ictal, mientras que en los estudios 

estáticos se adquieren 30 minutos después iniciada crisis convulsiva. Teniendo 

en cuenta la resolución del PET, el protocolo de adquisición dinámico permite 

detectar los cambios que ocurren en la fase ictal o crítica mientras que el 

protocolo de adquisición estático informa de la fase de recuperación luego de la 

depresión postictal.  
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Redistribución de los receptores de serotonina por estimulación del NMR   

 

Como último objetivo del presente trabajo de tesis doctoral, se buscó determinar, 

mediante autorradiografía, la redistribución y densidad de receptores de 

serotonina como consecuencia de la estimulación del NMR. Para este objetivo 

se empleó un radiotrazador específico de 5-HT1A, el 18F-MPPF (Aznavour y 

Zimmer 2007). Cabría esperar que la estimulación del NMR redujera la densidad 

del ligando fijado al receptor de 5-HT1A, ya que la liberación de serotonina al 

estimular el NMR no permitiría la fijación de nuevos ligandos al estar el receptor 

ocupado. Así mismo, se esperaría que esta reducción tuviera su máxima 

expresión en regiones donde el receptor 5-HT1A se expresa en una alta 

densidad, como CA1 del hipocampo, septum, amígdala, corteza entorrinal y 

núcleos medial y dorsal del rafe. Sin embargo, nuestros resultados con 

autorradiografía con [18F]-MPPF no evidenciaron ninguna diferencia significativa 

entre los grupos experimentales. En un estudio llevado a cabo en pacientes 

epilépticos empleando el trazador [18F] MPPF, se observó una disminución de la 

fijación del ligando en la zona ictal epileptógena (Merlet et al., 2004). Esto puede 

deberse a la acción de la glicoproteína P, ya que es conocida por regular 

fuertemente la penetración de [18F] MPPF en el cerebro (Passchier et al., 2000; 

Elsinga et al., 2004, 2005) y se ha reportado su incremento en el foco epiléptico 

(Kwan y Brodie, 2005). Por otro lado, en experimentos en ratas anestesiadas, la 

unión de [18F]-MPPF se determinó mediante diálisis mientras se estimulaba el 

NMR a 20 HZ durante 30 minutos, encontrándose un significativo incremento de 

niveles extracelulares de 5-HT en el hipocampo asociado con una significativa 

reducción (27-76 %) de la unión especifica del [18F]-MPPF en esta región (Rbah 

et al., 2003). En nuestros resultados no se encontraron cambios al estimular el 

NMR. Una posible causa es que nuestro protocolo de epilepsia con PTZ es 

agudo lo que no provocaría un cambio en la población de receptores, al no ser 

una crisis convulsiva crónica. Así mismo, otra posible causa se deba a que en 

nuestro caso se extrajo el cerebro aproximadamente 30 minutos después de la 

última estimulación, por lo que la serotonina liberada por las aferencias del rafe 

pudo haber sido recaptada por las neuronas, impidiendo la fijación del 18F-

MPPF a sus receptores.  
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Por otro lado, en nuestro experimento empleando ratas ex vivo no estimuladas,  

la autorradiografía con 18F-FDG evidenció un aumento de la actividad metabólica 

en la zona en donde se había inyectado el PTZ (CA1 del hipocampo del 

hemisferio izquierdo, una zona rica en receptores de 5-HT1A).  Posteriormente, 

los mismos cortes autoradiográficos con [18F] MPPF mostraron una disminución 

en la densidad de receptores acoplados al ligando de 5-HT1A en las mismas 

estructuras donde el 18F-FDG había mostrado hipermetabolismo. En este último 

experimento, el protocolo de generación de crisis convulsivas con PTZ fue 

inducido mediante microinyección directa en hipocampo en el hemisferio 

izquierdo. De esta manera el PTZ fue suministrado de manera aguda (realizado 

en un solo momento empleando una única dosis) y locamente en hipocampo 

generando un aumento en la captación de 18F-FDG. Este hipermetabolismo se 

había visto en nuestros experimentos dinámicos con 18F-FDG con Micro-PET y 

está asociado al estado ictal en la crisis, algo que queda en evidencia en 

nuestros experimentos con autorradiografía. Además, este estudio nos confirma 

la participación de la serotonina y específicamente del receptor 5-HT1A en las 

crisis inducidas con PTZ, al observar una disminución de receptores 5-HT1A  

marcados con el ligando de [18F] MPPF en las mismas estructuras donde se 

evidencia un hipermetabolismo con el 18F-FDG.  

 

Como se hipotetizó anteriormente, las crisis inducidas por PTZ liberan 

serotonina y esta liberación provoca una reducción en la densidad de [18F] MPPF 

fijado al receptor de 5-HT1A. Como se había demostrado en un estudio anterior 

ex vivo, el [18F] MPPF tienen una alta afinidad por el hipocampo (Plenevaux et 

al., 2000), lo cual queda reflejado en nuestro estudio, ya que en el hemisferio 

contralateral al PTZ se observa una alta densidad de receptores acoplados al 

ligando de [18F] MPPF. Analizados en su conjunto, nuestros resultados 

confirman que el receptor de 5-HT1A está implicado en la modulación de las 

crisis convulsivas inducidas por PTZ.  
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La estimulación eléctrica del NMR sincronizada con el inicio de las crisis es 

efectiva en el control de la actividad epileptiforme en un modelo de kindling con 

PTZ. 

 

Un protocolo de estimulación sincronizado con el inicio de la crisis y aplicado en 

forma intermitente hasta la desaparición de ésta, es más efectivo para el control 

de las convulsiones que aquellos protocolos en los que se estimula 

prolongadamente y en forma continuada. 

  

La estimulación eléctrica del NMR sincronizada con el inicio de las crisis es 

capaz de abolir el SE inducido por PTZ en animales jóvenes.  

 

Los estudios indican que la estimulación de las vías serotonérgicas pueden ser 

una alternativa terapéutica válida para el control de las crisis epilépticas en 

aquellos pacientes refractarios al tratamiento farmacológico. 

 

Los antagonistas serotonergicos de los subtipos 5-HT1A, 5-HT2c y 5-HT7 son 

proconvulsivantes en el modelo de kindling químico por PTZ y están 

involucrados en el control de las crisis epilépticas por estimulación del NMR.  

 

Las crisis convulsivas inducida por el PTZ provoca un aumento del metabolismo 

cerebral, principalmente en tálamo, hipocampo y estriado.  

 

El descenso de la actividad neuronal durante la depresión post-ictal se 

correlaciona con un hipometabolismo generalizado en todas las estructuras 

cerebrales estudiadas. Este descenso de la captación de 18F-FDG es más 

notable en las estructuras en las que el aumento de actividad en la fase ictal es 

mayor: tálamo, hipocampo y estriado.  

 

Existe un aumento de la actividad metabólica con 18F-FDG y una reducción en 

la densidad de [18F] MPPF fijado al receptor de 5-HT1A lo que confirma su 

implicación en la modulación de las crisis convulsivas inducidas por PTZ.  
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La vía rafe-hipocampal es fundamental en la fisiopatología de la epilepsia del 

lóbulo temporal. 
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