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RESUMEN 
 
 

OLVERA PÉREZ KAREN DE LOURDES. Inducción de crisis convulsivas en un modelo 

murino genéticamente condicionado, mediante el método kindling amigdalino eléctrico 

(bajo la dirección de: Dr. Juan Carlos Martínez Lazcano y     M. en C. Jaime Alonso 

Navarro Hernández). 

 

La epilepsia es un desorden neurológico crónico, caracterizado por presentar convulsiones 

recurrentes y espontáneas. Para estudiar los mecanismos y posibles tratamientos de la 

epilepsia se utilizan modelos animales, ya sea por estimulación química con agentes 

farmacológicos, o bien por estimulación eléctrica directa sobre una región específica o por 

electroshock, así como modelos genéticos epileptogénicos espontáneos y transgénicos, 

un ejemplo de estos es el ratón condicionado PV-Cre, el cual es una herramienta útil para 

la identificación de células positivas a la parvalbúmina. El objetivo de este trabajo fue 

obtener ratones PV-Cre con crisis convulsivas en estado 5 de la escala Racine, antes de 

los 65 días de edad, por medio del método kindling eléctrico amigdalino. Para este estudio 

se utilizaron 2 grupos de 4 ratones machos C57BL/6 y PV-Cre de 27 días de edad, cada 

uno. Para aplicar el método kindling, cada animal fue anestesiado con isofluorano y se le 

implantó quirúrgicamente, con la ayuda de un instrumento estereotáxico, un electrodo 

intracraneal en la región de la amígdala cerebral izquierda. El modelo fue ensayado 7 días 

posteriores a la cirugía, aplicando en los electrodos implantados un estímulo eléctrico de 

5V, 60Hz y 1 ms de duración cada 24 horas por medio de un estimulador GRASS 788. Las 

reacciones de cada animal estimulado fueron calificadas con base en la escala Racine, 

dando como resultado estados conductuales similares entre ambas cepas de ratones y 

completando el modelo antes de los 65 días de edad.  
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Glosario de términos 

Adeno-asociado: vector adenoviral de primera generación, que permite la introducción 

de material genético al interior de una célula diana con el objeto de producir en ella 

cambios funcionales, terapéuticos o de señalización (Narvaiza et al., 2003).    

Ataxia: falta de coordinación muscular; falta de precisión (Tortora et al., 2006). 

Crisis convulsivas clónicas: sacudida repetitiva que involucra el mismo grupo de 

músculos, es prolongada y dura de 2 a 3 ciclos por segundo (Fisher et al., 2017). 

Crisis convulsivas de ausencia: son un tipo de convulsión generalizada, caracterizada 

por episodios de alteración en el estado de la conciencia, que duran de unos segundos 

hasta medio minuto, se identifican por el inicio repentino de la interrupción de actividades 

en curso, en la cual el individuo no responde a los estímulos externos (Fisher et al., 2017).    

Crisis convulsivas focales: son aquellas que inician con la activación de una parte de un 

hemisferio cerebral (Fisher et al., 2017). 

Crisis convulsivas generalizadas: tienen un comienzo simétrico bilateral, es decir, 

involucran a ambos hemisferios cerebrales y normalmente van asociadas a pérdida de 

consciencia (Fisher et al., 2017). 

Crisis convulsivas tónicas: se refiere a un sostenido incremento en la contracción de un 

músculo que puede durar de segundos a minutos (Fisher et al., 2017). 

Crisis convulsivas tónico-clónicas: es una secuencia de movimientos que consiste en 

una fase tónica seguida de una fase clónica o viceversa (Fisher et al., 2017). 

Exón: región de un gen que codifica para segmentos de proteínas (Tortora et al., 2006). 

Gen reportero: Secuencia de ADN codificante que produce una proteína cuya principal 

característica es servir como etiqueta o señalización en bacterias, cultivos celulares, 

tejidos y en organismos completos animales o vegetales. (Alberts et al., 1994). 

Kindling eléctrico amigdalino: Modelo experimental que produce crisis convulsivas 

focales, secundariamente generalizadas, a partir de estimulaciones eléctricas 

subumbrales, las cuales debido a la periodicidad se propagan hasta obtener convulsiones 

tónico-clónico-generalizadas (Pitkanen et al., 2017). 

Knock in: son animales a los que por manipulación genética in ovo se les integra algún 

gen nuevo en su cromosoma (Hedrich et al., 2004). 
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Knock out: son animales a los que se les ha eliminado la función de un gen determinado 

(Hedrich et al., 2004). 

Parvalbúmina (PV): Proteína citosólica ligadora de calcio, hidrosoluble y termoestable 

(Vig et al., 2000) localizada principalmente en interneuronas, en células de canasta y de 

Purkinje del cerebro de los mamíferos, las cuales contienen ácido gama-aminobutírico 

(GABA) (Heizmann, 1998; Vig et al., 2000).  

Patch clamp (fijación de membranas): Técnica electrofisiológica empleada para estudiar 

corrientes iónicas individuales o múltiples en canales celulares (Radesca 2009). 

Ratón condicionado PV-Cre: Ratón transgénico knock-in que contiene la secuencia 

promotora del gen PV que dirige la expresión de la recombinasa Cre en células que 

expresan PV (PV+). Estos ratones son útiles para estudiar la diferenciación neuronal 

(Jackson, 2017). 

Receptores N-metil-D-aspartato (NMDA): son receptores celulares pertenecientes a un 

subgrupo denominado ionotrópicos, que son un tipo de receptores de glutamato presente 

en las sinapsis neuronales, los cuales participan en la regulación del potencial excitatorio 

postsináptico. La activación de estos receptores induce la apertura del canal iónico central 

que da origen a una despolarización rápida y su consiguiente excitación neuronal (Delgado 

et al., 2014). 

Sistema de recombinación Cre/LoxP: Tecnología de recombinasa específica de sitio 

usada para suprimir, insertar, translocar e invertir sitios en el ADN celular. La secuencia 

genética PLox/Cre/LoxP capacita la inducción condicional o la supresión de determinada 

expresión genética en un periodo restringido de la vida de un organismo (ratón) o de un 

tipo particular de célula o tejido. Esta secuencia puede ser seccionada y posteriormente 

completada. En ratones transgénicos, la expresión del gen Cre está dirigida por regiones 

reguladoras o promotores específicos que restringen la expresión a sitios de interés 

(Lomelí et al., 2007). Su presencia en ratones knock-in permite identificar células PV+.  
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INTRODUCCIÓN 

Epilepsia  

La epilepsia es una enfermedad tan antigua como la humanidad misma (Ramos et al., 

2012). El término que la define fue acuñado en el año de 1870 por Hughlins Jackson y 

proviene del griego “epilambaneim” que significa “tomar por sorpresa” (Martínez, 2009; 

AGE, 2017). El interés por ella, ya sea para revelar sus causas u obtener sus mecanismos 

de control data probablemente de épocas prehistóricas, hecho que se deduce por el 

hallazgo de diversos cráneos trepanados que cuentan con miles de años de antigüedad, 

y se han encontrado tanto en África como en Europa y América, lo que indica que el 

hombre ha tratado de intervenir en las funciones cerebrales desde hace mucho tiempo 

(Brailowsky, 1999). 

La espectacularidad de sus manifestaciones clínicas, que en algunos casos llegan a ser 

muy violentas, desencadenó la creencia de que se debía a causas sobrenaturales, por 

este motivo, fue considerada como castigo divino o posesión demoniaca durante varios 

siglos (Ramos et al., 2012). 

La referencia más antigua de la epilepsia está contenida en el código de Hammurabi 

(2,080 a.C.), que prohibía a las personas con esta enfermedad casarse, testificar ante una 

corte e incluso ser vendidos como esclavos (Espinoza, 2010). 

Sin embargo, los griegos fueron los primeros en describirla como una enfermedad física e 

Hipócrates, padre de la Medicina moderna (460 a. C.), explicaba que la epilepsia no tenía 

que ver con factores místicos ni divinos, si no que posee un origen natural y que su causa 

está localizada en el cerebro, además agregó que debía ser tratada con dietas y 

medicamentos específicos (AGE, 2017).  

A finales del siglo XIX se inició la era moderna de la neurología occidental, que fue 

marcada por la participación de diversos colaboradores, tales como: Jean – Marie Charcot 

en Francia, Theodor Meynert en Viena, Hungling Jackson y William Gowers en Londres, 

quienes dieron un impulso definitivo no solo al estudio científico de las epilepsias, sino 

también al de la fisiología cerebral (Espinoza, 2010). 

En la actualidad, conocemos que la epilepsia es un desorden neurológico crónico, 

caracterizado por presentar convulsiones recurrentes y espontáneas, las cuales tienen 
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consecuencias neurobiológicas, cognitivas y psicológicas adversas (Blume et al., 2001; 

García et al., 2010). Las convulsiones son resultado de la excesiva descarga eléctrica en 

un grupo de células cerebrales (WHO, 2018). Una teoría sobre el origen de la epilepsia 

postula que su principal mecanismo consiste en el desequilibrio funcional entre la 

transmisión inhibitoria (GABAérgica) y la transmisión excitatoria (glutamatérgica); este 

desequilibrio inicia cierta actividad electroquímica anormal en algunas neuronas 

cerebrales, produciéndose un foco epiléptico (Hernán et al., 2007; Brailowky et al., 1989).  

La función de la corteza cerebral está determinada principalmente por el balance entre la 

actividad generada por neuronas excitatorias e inhibitorias (aproximadamente 70% de las 

neuronas corticales glutamatérgicas y aproximadamente 20–30% del total de neuronas 

neocorticales e interneuronas inhibitorias gamma-aminobutíricas: GABAérgicas). Las 

interneuronas GABAérgicas de todas las áreas neocorticales expresan tres clases de 

proteínas ligadoras de calcio: parvalbúmina (PV), calbindina (CB), y calretinina (CR). Las 

neuronas GABAérgicas del sistema inhibitorio cerebral se caracterizan por su alta tasa de 

producción de potenciales de acción rápidos (fast-spiking) y por la expresión de 

parvalbúmina (PV), la cual mantiene la estabilidad de la red neuronal inhibitoria y cuya 

alteración se propone como uno de los principales mecanismos que inducen estados 

epilépticos. Las células que expresan la parvalbúmina (PV+) son interneuronas 

inhibitorias, no piramidales de la corteza cerebral frontal. La deficiencia de PV deteriora 

las propiedades de la red neuronal, provocando aumento de la susceptibilidad a las 

convulsiones epilépticas debido a que la actividad de las interneuronas depende 

críticamente de la acción de la PV; sustancias como la 4-aminopiridina y pentilenetetrazol 

(PTZ) inducen convulsiones por reducir significativamente el contenido de PV en el núcleo 

mamilar medial del cerebro de la rata (Kawaguchi et al., 2002; Schwaller et al., 2004). 

 La epilepsia se presenta en todas las especies de mamíferos y probablemente es más 

frecuente en aquellas cuyo cerebro es filogenéticamente más complejo (Reynolds et al., 

2005). En humanos, la epilepsia se considera la enfermedad neurológica más frecuente 

en el mundo (Maldonado, 2008), está uniformemente distribuida, no tiene límites raciales 

o geográficos, ocurre en hombres y mujeres, a todas las edades, aunque especialmente 

en la infancia y la adolescencia, y crecientemente en la tercera edad (WHO, 2005). En 

https://es.wikipedia.org/wiki/Neurobiolog%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/Cognici%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Trastorno_psicol%C3%B3gico
https://es.wikipedia.org/wiki/Neurona
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relación con el sexo, también se observa que la prevalencia de la epilepsia generalmente 

es más alta en el hombre, y esto se ha atribuido en algunos estudios a que éste presenta 

un mayor riesgo de traumatismo en la cabeza. Sin embargo, esta apreciación no se ha 

corroborado del todo (Velasco et al., 2005). La prevalencia mundial es aproximadamente 

de 0.71% y en México oscila entre el 1% y 3% de la población (OMS, 2017).  

En la clínica médica veterinaria, esta enfermedad representa de 1% a 5% de los casos en 

perros y de entre 2% y 3% del total de pacientes gatos, según algunos informes de 

hospitales de referencia provenientes de Estados Unidos de América y España 

(Hernández, 2007; De Lahunta, 2009; De Risio et al., 2014). En México, no existe 

estadística alguna que sirva como punto de partida; sin embargo, en el Hospital Veterinario 

de Especialidades de la UNAM se estima que los pacientes caninos que han presentado 

cuando menos un evento convulsivo reciente, representa aproximadamente 28% como 

motivo de consulta principal por el Área de Neurología. Mientras que la epilepsia de tipo 

idiopática está estimada en un 60% de los casos recibidos (Flores et al., 2018).  

Por otro lado, es importante destacar que las epilepsias son un grupo muy extenso y 

heterogéneo de variantes o tipos, sin mencionar las más de 200 enfermedades genéticas 

en las que la epilepsia es una parte más o menos importante del fenotipo. A pesar de esto, 

en 1981 se aceptó la primera propuesta de clasificación de los tipos de crisis epilépticas 

elaborada por la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE), esta se caracterizó por estar 

basada en la semiología de las crisis y en las características del electroencefalograma 

(EEG) durante la crisis (EEG crítico) y durante el periodo entre crisis (EEG intercrítico), 

dicha clasificación se ha ido actualizando conforme a los nuevos avances científicos 

(Gorostidi, 2006).  

Además, existen una serie de fenómenos o etapas que se identifican en el paciente y que 

conviene definir: 

- Periodo prodrómico: fenómeno comportamental que precede al inicio de una crisis; 

puede durar de segundos a días. El animal puede esconderse, seguir al propietario, 

o parecer inquieto o asustado. 
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- Aura: sensación subjetiva que señala el inicio de la crisis; difícil de reconocer en 

medicina veterinaria a menos que el animal vomite, salive, u orine o defeque de 

forma inadecuada justo antes del inicio de la crisis. 

- Convulsión: se define como un cambio electrográfico o de comportamiento que 

resulta de una descarga súbita y excesiva de las neuronas y que suele durar 

minutos. 

- Periodo post-ictal: comportamiento atípico que prosigue inmediatamente tras la 

crisis; el animal puede estar inquieto, delirante, letárgico, confundido, ciego, 

sediento, hambriento, orinar o defecar de forma inadecuada; puede perdurar de 

minutos a días. 

Cabe mencionar, que esta enfermedad tiene muchas causas conocidas, como el daño 

cerebral en el nacimiento, los trastornos metabólicos (hipoglucemia, hipocalcemia, uremia, 

hipoxia), infecciones (encefalitis o meningitis), intoxicación por sustancias como: alcohol, 

tranquilizantes o alucinógenos; alteraciones vasculares (hemorragia, hipotensión), 

lesiones craneales, tumores y abscesos cerebrales; otras causas son los estados febriles 

graves, aunque la mayor parte de las crisis convulsivas no tienen una causa demostrable 

cuando esto sucede, se define a la enfermedad como idiopática y al paciente como 

epiléptico (Tortora et al., 2006; Tatum et al., 2009). 

Existen además, gran cantidad de factores externos e internos que pueden generar el 

desencadenamiento de convulsiones espontáneas. En pacientes humanos que 

experimentan privación del sueño, menstruación, estrés emocional, ruido excesivo, 

cambios repentinos del estilo de vida o eventos inusuales, se ha reconocido la 

presentación de crisis epilépticas, tal es el caso de los perros de raza Cobrador de 

Labrador. Otros estudios han demostrado que algunos estados emocionales donde se 

presentan conductas de ansiedad, hiperactividad o estrés, son capaces de provocar crisis 

convulsivas en 22% de los animales. 

Por otro lado, las convulsiones reflejas pueden darse debido a diversas sensaciones o 

percepciones en específico. Entre los ejemplos más destacados se encuentran, el 

parpadeo al mirar luz (generalmente la de un televisor o computadora) estímulos visuales, 

inmersión en agua caliente, actividades como leer o comer y algunos sonidos, esto último 
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es lo que más se ha conocido en perros; también se han registrado estímulos táctiles y 

propioceptivos que generan convulsiones (De Risio et al., 2014). 

La epilepsia idiopática se caracteriza por presentar episodios repetidos de convulsiones 

para los que no se conoce ningún hallazgo clínico o patológico que se considere como 

causa de las crisis convulsivas, por lo que representa un diagnóstico basado en la 

exclusión de todas las posibles causas conocidas de convulsiones (Gorostidi, 2006). 

Los perros con epilepsia idiopática tienen un umbral más bajo, como resultado de una 

alteración genética que puede ser heredada. Según análisis de pedigrí y diversos estudios 

de mejoramiento se ha determinado una epilepsia idiopática hereditaria en una gran 

cantidad de razas que incluyen las siguientes: Pastor Alemán, Retriever dorado, 

Keehound, Beagle, Dachshund, Pastor Belga tervuren, Labrador, Cocker, Setter irlandés, 

Schnawzer, Poodle, San Bernardo, Husky siberiano, Collie, Fox Terrier pelo de alambre y 

Bernés de la montaña (De Risio et al., 2014; Flores et al., 2018).  

En el caso de los gatos, la predisposición de raza la tienen aquellos que son de pelo corto, 

como el Abisinio, Bengalí y Azul ruso. Al parecer en esta especie no existe ninguna 

predisposición relacionada con el sexo, al contrario de los perros, en los cuales las 

hembras tienen una mayor probabilidad de padecer convulsiones (De Risio et al., 2014).  

Es posible declarar, que para diagnosticar correctamente a un paciente con epilepsia se 

ha de tener en cuenta el tipo de crisis, la edad de aparición, la etiología, la severidad y 

recurrencia, el horario de aparición, los factores desencadenantes, los patrones de EEG 

(intercríticos y críticos, en vigilia y en sueño) y los resultados de neuroimagen (Imirizaldu, 

2003; Salas-Puig et al., 2007).  

El diagnóstico diferencial debe realizarse principalmente con otros trastornos neurológicos 

o episodios paroxísticos como son los espasmos del sollozo en niños, síncopes 

vasovagales, las crisis de migraña, la amnesia global transitoria, fenómenos psicógenos, 

la narcolepsia-cataplejía y el vértigo posicional paroxístico benigno, entre otros (Salas-

Puig et al., 2007). 

Para el manejo médico de estos pacientes, se cuenta con fármacos que ayudan a suprimir 

los estados convulsivos; el esquema farmacológico contra la epilepsia en humanos, 

involucra principalmente más de 20 fármacos como la fenitoína, la carbamazepina y el 
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valproato disódico (Tortora et al., 2006; Sosa, 2008), estos se denominan fármacos 

antiepilépticos (FAE), los cuales no presentan eficacia en el 30% al 40% de los casos de 

epilepsia en pacientes humanos (Brodie et al., 1997; Kwan et al., 2000) y de 25% a 30% 

de los pacientes en veterinaria (De Risio et al., 2014). 

Pero no solamente los fármacos resultan un tratamiento viable para los epilépticos, ya que 

existen alternativas terapéuticas que han demostrado ser de utilidad en diversos casos, 

tales como la estimulación vagal, la estimulación holocraneal, la dieta cetogénica, la 

cirugía, entre otros (Ekmekci et al., 2017; Frausche et al., 2017). 

Por otra parte, el pronóstico de cada paciente dependerá de los hallazgos y el criterio de 

los médicos especialistas, así como de las respuestas a los tratamientos por parte del 

paciente, ya sean fármacos o alternativas (De Risio et al., 2014). 

 

Modelos de epilepsia  

 

Antes de indagar en los modelos de estudio de este padecimiento, es importante definir el 

concepto de modelo animal; el cual se refiere a una especie animal que se estudia de 

forma exhaustiva en el laboratorio para comprender un fenómeno biológico concreto con 

el objetivo de que los hallazgos en esta especie sirvan para explicar cómo funciona este 

mismo proceso en otros seres vivos. 

Dentro de los modelos animales, el ratón (mus musculus) es el mamífero más conocido, 

caracterizado genéticamente y por lo tanto el mayormente utilizado. Para muchos 

investigadores constituye un modelo idóneo, debido a que se conoce perfectamente su 

genoma, por su tamaño, es fácilmente manejable, es de fácil y económico mantenimiento 

y además tiene un corto período gestacional, camadas grandes y alcanza la madurez 

sexual muy pronto, por lo cual se tienen en poco tiempo varias generaciones. Es una 

especie que cuenta con muchas cepas tanto consanguíneas como no consanguíneas de 

forma tal, que existen gran cantidad de modelos a partir de esta disponibilidad, además de 

contar con la ventaja de poder realizar manipulación genética, brindando alternativas para 

distintos estudios. La rata (rattus norvegicus), por su parte, es el segundo mamífero más 

utilizado para fines de investigación (Navarro et al., 2012). 
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Para estudiar los mecanismos y posibles tratamientos en la epilepsia, se utilizan modelos 

animales de estimulación química con agentes farmacológicos que producen 

sobreexcitación o bloqueo de la inhibición neuronal, o por estimulación eléctrica directa 

sobre una región específica o bien por electroshock, así como modelos genéticos 

epileptogénicos espontáneos y transgénicos (García et al., 2010). 

En la actualidad, el empleo de modelos experimentales animales permite estudiar mejor 

la epilepsia y diseñar esquemas más racionales de tratamiento del paciente con este 

padecimiento, para ofrecerle una mejor calidad de vida (Velasco et al., 2005). Además, se 

han utilizado numerosas especies a lo largo de los años, las más conocidas son: mosca 

de la fruta, gusano, pez cebra, rata, ratón, jerbo, cuyo, conejo, gato, perro y hasta primates 

no humanos (Cody et al., 2009). Sin embargo, depende en gran medida de las metas 

impuestas por los investigadores, para lograr estructurar un protocolo correctamente y de 

esta forma, poder elegir qué modelo, ya sea in vivo o in vitro, le conviene más para llegar 

a la resolución del problema en cuestión.  

A pesar de los numerosos avances en el campo de la epilepsia en los últimos años, todavía 

quedan grandes incógnitas por aclarar. Desde este punto de vista, los modelos 

experimentales en animales pueden representar una herramienta muy útil tanto para 

dilucidar los mecanismos fisiopatológicos de la epilepsia como para identificar 

tratamientos. Cabe destacar, que son necesarias nuevas investigaciones en epilepsia y la 

utilización de modelos experimentales válidos, no sólo por la alta prevalencia e incidencia 

de esta enfermedad, sino también por la carencia de tratamientos eficaces y por las 

devastadoras consecuencias que puede llegar a tener en el paciente (García et al., 2010). 

 

Modelos químicos 

  

Estos modelos de epilepsia se caracterizan por producir convulsiones continuas y 

recurrentes, generadas por la administración sistémica o local de agentes convulsivantes 

(Sampieri et al., 2011; Kandratavicius et al., 2014), destacándose el inducido por la 

administración de ácido kaínico, agonista de receptores glutamatérgicos ionotrópicos, así 

como el modelo de status epilepticus (SE) inducido por pilocarpina, agente 
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parasimpáticomimético, agonista no selectivo de receptores muscarínicos (Curia et al., 

2008; Rubio et al., 2010). 

Es importante considerar que, la susceptibilidad convulsiva aumentada de manera 

permanente inducida por la estimulación farmacológica repetida en ocasiones produce un 

efecto denominado kindling químico y puede lograrse mediante una variedad de agentes 

con diversos mecanismos de acción, como: carbacol, acetilcolina, bicuculina, lidocaína, 

cocaína y PTZ (Javela et al., 2011). 

Se tiene conocimiento de que, los modelos químicos poseen la ventaja de ser más fáciles 

de regular que otros, esto es respecto a la duración del estado antes de la convulsión, 

severidad de la crisis, duración de convulsión, tipo de ataque y duración del período de 

recuperación. Las desventajas son que, en muchos casos sus resultados son poco 

extrapolables con los pacientes humanos, además, de ser poco útiles para estudiar nuevas 

alternativas farmacológicas contra la epilepsia, puesto que, los químicos adicionados para 

obtener los modelos, tienden a provocar interferencia con los fármacos a probar. Además, 

los fármacos, toxinas o químicos aplicados, tienden a mostrar respuestas variadas entre 

cepas o especies (Seta et al., 1992). 

 

Modelos eléctricos 

 

Los modelos animales de convulsiones inducidas por estimulación eléctrica, tienen la 

ventaja de replicar características epileptogénicas similares a lo que ocurre en pacientes 

humanos (Kandratavicius et al., 2014), como el modelo de convulsiones producidas por la 

aplicación de corriente eléctrica elevada, que genera descargas de electroshock. En este 

modelo la estimulación eléctrica del cerebro se produce por electrodos colocados en la 

córnea o en las orejas, lo cual induce convulsiones motoras cuya magnitud depende de la 

intensidad de la estimulación (Rubio et al., 2010). Otros ejemplos de este tipo de modelos, 

son aquellos de estimulación eléctrica local y el de estimulación de 6 Hz (Alonso et al., 

2004; Pitkanen et al., 2017). 

En el modelo kindling (“encendido”) eléctrico, la estimulación se aplica por electrodos 

implantados en regiones como amígdala cerebral, corteza e hipocampo. El modelo fue 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Curia%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18550176
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propuesto y desarrollado por Graham Goddard en 1969, quien al estudiar el efecto de la 

estimulación eléctrica repetitiva sobre el aprendizaje, observó que se generaba 

progresivamente una crisis que eventualmente desembocaba en convulsiones 

generalizadas (Delgado et al., 2014; Hendelman, 2016; Sampieri et al., 2011). Es 

importante considerar, que kindling ha sido ampliamente estudiado, como el modelo 

mayormente utilizado para el estudio de epilepsia del lóbulo temporal, (Pitkanen et al., 

2017) además de resultar ser particularmente el más eficaz para inducir 

farmacorresistencia (FR) a fármacos antiepilépticos (FAE) y útil para comparar 

epileptogenicidad entre especies. El kindling actúa por estimulación repetida eléctrica 

subumbral, pero suficiente para producir una posdescarga (PD: picos epilépticos con 

descargas repetitivas sincronizadas de la red neuronal), la cual no es, al inicio, lo 

suficientemente fuerte para provocar una convulsión; comienza en circuitos neurales 

limitados; produce convulsiones de duración creciente y cambios en el desempeño 

cerebral y se caracteriza por presentar crisis focales, secundariamente generalizadas a 

partir de un estímulo eléctrico subumbral en estructuras del sistema límbico (en especial 

amígdala, corteza o  hipocampo), Aunque los umbrales para el kindling no han sido bien 

determinados, con la estimulación repetida a la misma intensidad, la repuesta crece y 

puede desarrollar una convulsión generalizada y convulsiones bilaterales con pérdida de 

la postura. La región del sistema límbico cerebral más susceptible a desarrollar kindling es 

la amígdala; este kindling amigdalino se utiliza en diversas especies de mamíferos. La 

interpretación de la eficacia de este método para inducir estados epilépticos, bajo la 

suposición de que tal respuesta difiere entre especies debido a la escala filogenética y al 

peso del cerebro es una ”causa” ambigua y controvertida, ya que se ha realizado 

exitosamente en reptiles, anfibios, lagomorfos, roedores, felinos, caninos y primates, 

aunque existe tendencia a “desplegar” convulsiones más severas y complejas conforme 

el cerebro es más complejo (Buckmaster, 2017).  

Durante el kindling, se pueden observar diferentes estados convulsivos. La graduación de 

la manifestación de epilepsia propuesta por Racine se basa en la estimulación eléctrica de 

la amígdala e incluye cinco estados o niveles. Los estados 1 y 2, están asociados 

primariamente con manifestaciones faciales y orales que incluyen cierre ocular ipsilateral 
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y parpadeo seguido de balanceo de la cabeza y escurrimiento salival. Eventualmente, en 

el estado 3, aparece clono de miembros anteriores. En el estado 4, se generalizan las 

convulsiones con clono más fuerte y enderezamiento corporal. Después, en el estado 5 

(K-5), se observa una conducta de enderezamiento dramático y caída del animal, lo que 

se considera como crisis tónico clónica secundariamente generalizada (CTCG). En la 

mayoría de los estudios de kindling, se continúa estimulando al animal hasta el desarrollo 

de convulsiones en el K-5. En un examen cuidadoso, se observa que las convulsiones 

inducidas de la amígdala por el K-5, no son sólo clónicas, sino tónico-clónicas e involucran 

a los cuatro miembros. Así, se considera que un animal está plenamente en kindling si 

alcanza el desarrollo del K-5, efecto que puede perdurar por toda la vida del animal (Kumar 

et al., 2016; Bertram, 2007). Una vez que un animal alcanza la primera convulsión K-5, la 

mayoría de las estimulaciones siguientes continúan evocando convulsiones de este tipo, 

siendo poco común el retroceso a estados anteriores (Chan et al., 2016). 

Desde la primera convulsión inducida por kindling se puede observar en ratas adultas, un 

aumento en los niveles de NMDA, así como pérdida neuronal progresiva debido a 

apoptosis. Por otro lado, se presenta proliferación celular, es decir, neurogénesis y gliosis. 

El área focal afectada, reorganiza sus proyecciones generando una reestructuración del 

cerebro y conforme las crisis inducidas van aumentando, se va haciendo evidente el daño 

tanto en el área primaria, como en regiones secundarias, tal es el caso del daño inducido 

en hipocampo, acompañado de pérdida de memoria. Cuando se llega a un número de 

entre 90 y 100 crisis inducidas en K-5, se hace notoria la pérdida de interneuronas y la 

aparición de crisis convulsivas espontáneas. Con el fin de resumir y entender mejor, en el 

Esquema 1, se señalan los cambios producidos a consecuencia del modelo kindling, 

además, se muestra la secuencia de alteraciones estructurales y funcionales inducidas 

por convulsiones repetidas en ratas adultas, comenzando con la crisis inicial, y 

progresando a la etapa de convulsiones espontáneas, observadas después de 90-100 

convulsiones provocadas, que representan epilepsia completamente desarrollada 

(Pitkanen et al., 2017; Sayin et al., 2003), 

A pesar de que, la inducción del modelo kindling, es practicada generalmente en animales 

adultos, las diferencias dependientes de la edad en la inducción, reflejan variantes de 
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complejos metabólicos y de desarrollo en circuitos neuronales (Grecksch et al., 1997). 

Experimentos realizados en ratas de 26 meses de edad, demostraron retrasos 

significativos en la progresión de los estados convulsivos (más del 50% de aumento en el 

número de estimulaciones para alcanzar K-5), en comparación con las ratas de 3 meses 

de edad (de Toledo - Morrell et al., 1984). 

Como un enfoque alternativo para entender cambios moleculares e influencias genéticas 

en kindling, se han desarrollado, cepas de ratas, denominadas “rápidas” o “lentas”, 

dependiendo su susceptibilidad a reproducir el modelo. Estos animales, han 

proporcionado evidencia de que los antecedentes genéticos ejercen una profunda 

influencia en la susceptibilidad, o resistencia, a kindling. Este enfoque ha involucrado la 

cría de ratas seleccionadas, poniendo como base, la velocidad del avance de los estados 

del kindling, a través de la estimulación de la amígdala en ratas Long-Evans con Wistar 

como cepa de fondo, o mediante estimulación de la trayectoria perforante en ratas 

Sprague-Dawley. En estos estudios, el fenotipo de "rápido" o "lento" se observó en 

descendientes de animales que nunca habían recibido estimulación, sugiriendo que en el 

trasfondo genético y en los mecanismos epigenéticos subyacen la susceptibilidad o 

resistencia a la plasticidad inducida por convulsiones evocadas por kindling. (Langberg et 

al., 2016; Pitkanen et al., 2017). 

El curso de tiempo prolongado para la inducción de crisis espontáneas por medio del 

kindling, además de la controversia que existe sobre su relevancia para el estudio de la 

epilepsia humana, en ocasiones, se han considerado como desventajas de este modelo, 

en comparación con los modelos experimentales crónicos que tienden a evolucionar más 

rápidamente a convulsiones espontáneas. Otros aspectos negativos son, los 

procedimientos de estimulación laboriosos, la elaboración o adquisición de electrodos, los 

costos y el prolongado tiempo invertido. Además, el curso de inducción elevado, contribuye 

al uso infrecuente de kindling en la etapa avanzada de convulsiones espontáneas. Las 

dificultades en el mantenimiento de electrodos implantados en etapas de desarrollo de 

animales debido a la fragilidad del cráneo y el crecimiento es una de las principales 

razones por las cuales el kindling generalmente, se realiza más frecuentemente en ratas 

adultas, en lugar de ratas en desarrollo o ratones. La dificultad que presenta el realizar la 
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técnica en ratones es una desventaja potencial, dadas las oportunidades para el estudio 

de la epileptogénesis en cepas de ratones transgénicos. A pesar de estas desventajas, el 

kindling cuenta con aspectos importantes a su favor, debido a que a diferencia de otros 

modelos, la inducción de epilepsia por medio del método kindling, puede ser realizada de 

manera controlada, confiable y con menor mortalidad de animales. Esto permite, utilizar al 

kindling, como un modelo experimental, donde conocer el número de estimulaciones por 

las cuales, un determinado grupo de animales llega a K-5, puede ser una variable 

importante; además, permite el estudio de cambios moleculares y celulares durante su 

proceso, así como, la evaluación de las consecuencias de las convulsiones dentro de 

neuronas, circuitos neuronales y funciones de orden mayor. Además, ofrece una excelente 

opción para estudios de nuevas alternativas farmacológicas, empleadas con el fin de 

modificar la enfermedad, disminuyendo sus aspectos negativos (Pitkanen et al., 2017). 

 

Modelos de crisis espontáneas generados por selección genética 

El término selección genética, hace referencia al cruzamiento selectivo de individuos con 

el fin de transferir los caracteres deseados en la descendencia, dicho método ha sido 

ampliamente utilizado por el hombre a lo largo de la historia, para satisfacer necesidades 

de diversos aspectos (Felmer. 2004). Se debe tomar en cuenta, que este tipo de modelo 

se obtiene primero identificando el locus donde está la anomalía, posteriormente, se 

exploran los genes contiguos y se identifica el gen en que está la mutación y la mutación 

misma (García et al., 2010). 

En este rubro, destacan los modelos audiogénicos, producidos en organismos 

genéticamente propensos a presentar crisis epilépticas por estimulación acústica. 

En el caso de las ratas, un claro ejemplo, es la cepa Sprague Dawley, en la cual, se 

demostró que por lo menos en un 4% de la población, existe actividad convulsiva luego de 

un estímulo de sonido, por lo que se fueron buscando los miembros que reaccionaban a 

dichos estímulos para generar descendencia con esta característica, y poco a poco, se 

formó una nueva cepa de ratas genéticamente predispuestas a padecer convulsiones, que 

son conocidas como GEPR y sus respectivas subcepas. Estos animales en particular 

muestran un importante defecto genético, que provoca deficiencia en el neurotransmisor 
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GABA, lo cual produce el evidente estado propenso a las convulsiones que padecen 

(Schwartzkroin et al., 2006). 

Características muy semejantes a las identificadas en las crisis de ausencias en humanos, 

fueron halladas en una colonia de ratas Wistar criadas en Francia, las cuales fueron 

evaluadas, encontrando que aproximadamente el 38% de dicha población, presentaba 

descargas en forma de picos y ondas espontáneas en el registro electroencefalográfico, 

con estos hallazgos se realizaron los cruzamientos pertinentes para obtener sujetos que 

compartieran dichas características, con lo cual se logró formar la cepa llamada GAER y 

sus derivadas (Schwartzkroin et al., 2006).  

Se han descrito cepas homocigotas, para estudios de diferentes tipos de crisis epilépticas, 

como la rata tremor (TRM), en la cual se estudia degeneración espongiforme, temblores, 

esterilidad y crisis de ausencia. La rata espontáneamente epiléptica (SER), presenta crisis 

de ausencia, crisis tónicas y tónico-clónicas; la rata epiléptica de Wakayama (WER), donde 

se observan crisis de ausencia y tónico-clónicas; y las ratas groggy (GRY), que presentan 

crisis de ausencia y ataxia (Tokuda et al., 2007). Del mismo modo, en una subcepa de 

ratas Wistar, llamadas WAG / Rij que había sido endogámica durante más de 100 

generaciones, se ha utilizado como uno de los mejores modelos para el estudio de crisis 

de ausencia, debido a sus características electroencefalográficas (Pitkanen et al., 2017). 

Por otra parte, diversas cepas de ratones están predispuestas a padecer convulsiones; 

dicho fenómeno, se manifiesta como convulsiones espontáneas o inducidas por el medio 

ambiente; estas son inducidas por la entrada sensorial, tal como estimulación auditiva, 

estimulación vestibular o manejo. El ejemplo más destacado de un modelo de ratón que 

experimenta ataques audiogénicos, es el ratón DBA / 2, otro ejemplo, es el ratón conocido 

como el, en el cual, las convulsiones inducidas por estimulación vestibular se hacen 

evidentes, y la cepa de ratón denominado quaking reacciona a la manipulación, mostrando 

crisis convulsivas (Schwartzkroin et al., 2006). Otros ejemplos son el ratón stargazer, que 

posee una alteración en el gen CACNG2, y es utilizado como modelo de ausencias, el 

ratón lethargic, con mutación en el gen CACNB1, se manifiesta con reacciones de parada, 

el ratón tottering con una mutación en el gen CACNA1A produce crisis de ausencias y 
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convulsiones, el ratón GABRG2, es un modelo de crisis típicas de ausencia, entre otros 

(García et al., 2009). 

 

 

 

Modelos transgénicos  

En general, la transgénesis consiste en la introducción de un cambio genético en la línea 

germinal, heredable por todas las células de un organismo, con la finalidad de hacerlo más 

eficiente y competitivo (Felmer. 2004; Nowakowsky et al., 2010).  

Desde hace varias décadas, los animales transgénicos representan una de las 

herramientas más potentes y emocionantes de la investigación científica, hecho que se 

atribuye, a su función como modelos únicos, adaptados a la medida, para abordar 

preguntas biológicas específicas (Pinkert et al., 1994).  

La secuenciación del genoma del ratón permitió producir ratones genéticamente 

modificados (RGM), capaces de sobreexpresar genes (knock-in) o de suprimir su 

expresión (knock-out), como la de aquellos capaces de expresar una proteína humana o 

de otra especie (humanizados o recombinantes) y ratones con expresión condicionada 

(tet-Off, tet-ON, recombinasa Cre) (Jackson, 2017).  

Para el estudio de la epilepsia, en este rubro se circunscriben mutaciones inducidas, cuyos 

blancos moleculares son canales iónicos de sodio (Na+), calcio (Ca++), potasio (K+) y 

receptores GABAA/GABAB (Pitkanen, 2006). Estos modelos permiten investigar 

mecanismos cerebrales fundamentales de la epilepsia: implicar o excluir moléculas, 

sinapsis o ejes neuronales específicos involucrados en la epileptogénesis, además de ser 

útiles para estudiar la eficacia de diversos anticonvulsivantes específicos (Pitkanen, 2006; 

Zavala et al., 2011).  

En el caso de la epilepsia, los estudios realizados para conocer cuáles eran los genes 

involucrados en la producción de esta enfermedad, se iniciaron alrededor de 1960. Sin 

embargo, a mediados de la década de 1990, la tecnología de la ingeniería genética, añadió 

una dimensión completamente nueva al descubrimiento de genes responsables de la 

epilepsia y la construcción de modelos. Esta estrategia heteróloga de "genética inversa", 
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se construyó en torno a la premisa de que si un gen preseleccionado fuera inactivado en 

ratones dando como resultado un fenotipo de epilepsia, ese gen serviría como un 

excelente candidato para estudiar la enfermedad en humanos. La primera deleción de un 

gen seleccionado productor de epilepsia, fue realizada en el protooncogén BMI-1, el cual, 

describió convulsiones incidentales en el ratón, con estos avances, fue que poco a poco 

se fueron generando más animales útiles que mostraran diferentes tipos de crisis 

convulsivas (Pitkanen et al., 2017). 

Para el estudio de crisis generalizadas, por ejemplo, se utilizan ratones knock-out, en los 

que se elimina un gen conocido por su intervención en la excitabilidad neuronal. Algunos 

de estos modelos son: ratones knock-out para el gen KCAN1 (codifica para un canal de 

potasio (K+) y su ausencia impide la repolarización; produce crisis espontáneas e 

hiperexcitabilidad en el hipocampo), ratones con mutación en el gen GABRB3 (afecta a 

subunidades del receptor GABAA) o el modelo de ratón knock-out para el gen KCNQ2, que 

intenta reproducir la epilepsia benigna neonatal tipo 1 (García et al., 2009). 

Muchos de esos genes involucrados, fueron encontrados por mutaciones accidentales, sin 

embargo, el descubrimiento de fenotipos mutantes epilépticos, en ocasiones, depende de 

tasas de mutación espontánea relativamente infrecuentes, por esta razón, se han 

empleado estrategias auxiliares para acelerar el ritmo, que son otras formas de generar 

RGM. Las mutaciones puntuales inducidas (pero no focalizadas) se han obtenido mediante 

la mutagénesis de etilnitrosourea (ENU) en ratones, seguidas de un examen fenotípico de 

las variantes de excitabilidad. La aceleración de la tasa de mutación mediante la 

introducción de cambios aleatorios de pares de bases únicas es una estrategia valiosa 

para generar nuevos fenotipos. Sin embargo, el fenotipo de la epilepsia o el umbral 

convulsivo alterado aún debe determinarse en los nuevos RGM (Pitkanen et al., 2017). 

Una alternativa eficiente para estudiar la epilepsia mediante RGM, es utilizando animales 

que muestran enfermedades donde se presentan crisis convulsivas, en otras palabras, 

existen RGM útiles como modelos de epilepsia, que no fueron creados específicamente 

con esa finalidad; por ejemplo, los ratones R6/1 y R6/2 que sirven para estudiar la 

enfermedad de Huntington, los cuales, tienden a presentar crisis tónico-clónicas, parciales 

y generalizadas (Zucatto et al., 2010). Otros ejemplos, son los RGM para investigación de 
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espasmos infantiles, como el ratón ARX y sus subcepas, también, el ratón knock out APC, 

que carece de la proteína de poliposis coli adenomatosa, los cuales, tienden a presentar 

crisis convulsivas  Por su parte, el RGM Ts65Dn, que se utiliza para investigación del 

síndrome de Down, además de haber demostrado presentar espasmos infantiles (que es 

un signo característico en los pacientes humanos que padecen este síndrome), muestra 

convulsiones, cuando es administrado con gamma butirolactona (Pitkanen et al., 2017). 

El problema con los modelos transgénicos es que, por un lado, los resultados obtenidos 

en el laboratorio pueden dar lugar a fenotipos que presentan ciertas diferencias con la 

epilepsia en los humanos, lo que indica que la intervención de otros genes (el fondo 

genético) interviene en el fenotipo final, y por otro, que mutaciones diferentes den lugar al 

mismo fenotipo epiléptico (García et al., 2010). Otra cuestión que es importante señalar 

en relación a los RGM, es que en ocasiones, a pesar de que una alteración en algún gen 

no demuestre manifestaciones de epilepsia en los animales, eso no descarta la relación 

que puede existir entre el gen y la enfermedad. Del mismo modo, si la manifestación de 

epilepsia nos puede indicar lo que sucede en el RGM, eso no asegura que el mecanismo 

de acción sea exactamente igual en humanos (Pitkanen et al., 2017). Estos aspectos, son 

los que se deben considerar antes de realizar un RGM o bien, antes de seleccionarlo para 

su inclusión en algún protocolo, dependiendo de los objetivos planteados por el 

investigador.  

 

Modelo condicionado PV-Cre (B6.129P2-Pvalbtm1(cre)Arbr/J) 

La PV pertenece a una extensa familia de proteínas denominada “EF-hand”, las cuales 

funcionan como búfferes fisiológicos (Lewey-Bentley et al., 2000; Arteaga et al., 2004), ha 

sido aislada de diferentes tejidos incluyendo el SNC, testículo, riñón y varias glándulas 

endocrinas (Permyakov 2007). En mamíferos está presente en diversas subpoblaciones 

celulares del SNC (Chard et al., 1993), incluyendo interneuronas en el cerebro (Celio, 

1986) y neuronas sensoriales aferentes propioceptivas en los ganglios de la raíz dorsal 

(Jackson 2017), pero principalmente se encuentra en células de canasta y de Purkinje, las 

cuales contienen el neurotransmisor inhibidor GABA (Vig et al., 1998). Las células que 

expresan PV han sido clasificadas como de punteo rápido, basándose en su capacidad de 
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disparo (Kawaguchi et al., 2002; Nakazawa et al., 2011), debido a que muestran disparos 

repetitivos por activación sináptica, poseen arborizaciones axonales que son más densas 

cerca de su soma y están orientadas horizontalmente, por lo cual presentan mayor 

inervación en esta dirección (Kawaguchi et al., 1993).  

La PV ha sido utilizada como marcador de tipo celular (Chard et al., 1993), es considerada 

como reflejo del disparo de las neuronas y se ha propuesto que su concentración 

corresponde al nivel de actividad de las mismas (Baurle et al., 1997; Baurle et al., 1998), 

debido a su influencia en las propiedades eléctricas y enzimáticas para modular la 

actividad y excitabilidad neuronal (Celio, 1986); además, se ha comprobado que tiene la 

capacidad de aumentar como respuesta ante la pérdida de células de Purkinje (Dove et 

al., 2000), en las cuales puede actuar como buffer de Ca2+ intracelular (Baurle at al., 1998; 

Dove et al., 2000), de igual manera, su aumento puede ser una respuesta de rescate 

cuando se presenta algún traumatismo en el núcleo coclear. La disfunción de las células 

PV+, también ha sido implicada en alteraciones cognitivas y síntomas psiquiátricos (Cates 

et al., 1999), incluyendo el autismo y la esquizofrenia (Verret et al., 2012), en este caso, 

se ha encontrado disminución de su expresión en las interneuronas GABAérgicas 

(Hashimoto et al., 2003; Verret el al., 2012). También, se encuentra involucrada en déficits 

cognitivos relacionados con la edad y algunas formas de cáncer (Cates et al., 1999), 

además de ser reconocida como molécula productora de alergia al pescado (Swoboden 

et al 2002). 

Los ratones knock-in PV-Cre son aptos para estudiar la diferenciación neuronal, ya que 

son capaces de expresar la recombinasa Cre, gracias a que poseen neuronas e 

interneuronas que contienen parvalbúmina (PV) (células PV+), la cual puede ser utilizada 

de forma diferencial como marcador de células positivas a ella (Hippenmeyer et al., 2005; 

Jackson, 2017). Algunas interneuronas PV+ presentan actividad inhibitoria, por lo que, la 

expresión selectiva de PV, permite identificar estos grupos celulares para realizar registros 

in vivo de su actividad electrográfica por medio de la técnica patch clamp (Hippenmeyer et 

al., 2005). 

El sistema Cre/loxP fue descrito por primera vez en 1978 por Stenberg y colaboradores 

(Hartung et al., 1998), es utilizado con el objetivo de lograr mutaciones condicionales y/o 
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específicas de ciertos tejidos o bien, restringidas temporalmente. (Lomelí et al., 2007). La 

recombinasa Cre del bacteriófago P1 tiene 38 kDa y pertenece a la familia de 

recombinasas de reconocimiento específico del sitio de acción, esta se encarga de 

catalizar la recombinación entre dos sitios de reconocimiento loxP, de esta manera, 

permite suprimir, insertar, translocar e invertir sitios en el ADN celular (Nowakowsky et al., 

2010).  

El alelo knock in PV-Cre tiene los elementos promotores y potenciadores de la PV 

endógena que dirigen la expresión de la recombinasa Cre a células que expresan PV. La 

expresión endógena de PV permanece intacta en los animales durante toda su vida, y el 

marcador se expresa, hasta que se completa la secuencia genética; esta acción puede 

llevarse a cabo, ya sea, por cruzamiento o por adición de un adenoasociado. Cuando se 

cruzan los animales PV-Cre, con una cepa que contiene la secuencia flanqueada del sitio 

loxP de interés, la recombinación mediada por Cre da lugar a la deleción específica del 

tejido blanco. La secuencia se completa y la recombinación se produce en más del 90% 

de las células que expresan PV, como las interneuronas en el cerebro y las neuronas 

sensoriales aferentes propioceptivas en los ganglios de la raíz dorsal. En otras palabras, 

al cruzar los animales, se está dando pauta a que la PV se marque en todas las células 

PV+ dentro del organismo del ratón. Por otra parte, al agregar el adenoasociado, este se 

inserta únicamente en una región específica, dando lugar a la expresión de células PV+ 

en uno o varios sitios únicos que se deseen estudiar (Hofker et al., 2003; Jackson, 2017) 

Para dar origen a los ratones PV-Cre se insertó un casette de direccionamiento (IRES-

Cre-pA) que contenía la secuencia de codificación Cre, el sitio de entrada de ribosoma 

interno (IRES) y la secuencia del sitio de poliadenilación en la UTR 3' del exón 5. El 

promotor de la PV endógeno impulsó la expresión de la recombinasa Cre. El casette 

construido fue electroporado en células embrionarias (ES) en el estadio 14 del desarrollo 

(E14), dichas células, provenían de ratones 129P2 / OlaHsd, estas fueron inyectadas en 

blastocistos receptores. De estas acciones, se obtuvieron animales quiméricos, que 

posteriormente, se cruzaron con ratones C57BL/6, dando como resultado, animales 

heterocigotos, que finalmente, se entrecruzaron para producir homocigotos (Hippenmeyer 

et al., 2005; Jackson, 2017) (Esquema 2). Al mantener una colonia, estos ratones deben 
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ser criados como homocigotos, debido a que la PV se expresa en los espermatozoides, 

por lo cual la utilización de ratones PV-Cre machos heterocigotos puede resultar en 

recombinación de la línea germinal no deseada y recombinación global (Jackson, 2017). 

Antes de incluir este tipo de ratón en los protocolos, es necesario establecer el posible 

efecto de insertar el transgén en el comportamiento de modelos como el kindling, ya que 

pueden ocurrir modificaciones genéticas que aceleren o retarden los parámetros del 

modelo: cambios conductuales o el tiempo de duración de las crisis (Kojima et al., 2008; 

Chan et al., 2015; Liu et al., 2017). Estos animales condicionados ayudan a comprender 

patologías neurológicas como epilepsia, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Pick, 

síndrome de Down, meningiomas y neurofibromatosis, en los que está involucrada la 

alteración de la PV (Heizmann, 1998; Vig et al., 2000; Cates et al., 2002; Nakazawa et al., 

2011), así como entender el fenómeno de FR, para el diseño de nuevos FAE.  

Independientemente, de la clasificación de modelos de epilepsia, anteriormente 

mencionada, existen otras formas de generación de modelos útiles, por ejemplo, los 

modelos de hipertermia, o los modelos generados mediante desórdenes metabólicos, 

tales como la hiperglucemia e hipoglucemia (Pitkanen et al., 2017). 
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JUSTIFICACIÓN 

 

La búsqueda de estrategias farmacológicas terapéuticas para la epilepsia presenta varios 

desafíos, uno de los más importantes consiste en resolver el fenómeno de 

farmacorresistencia (FR). La FR es la condición en la cual no se logra el manejo 

satisfactorio de las convulsiones epilépticas por la medicación anticonvulsiva con un 

primero o un segundo fármaco en un régimen de dosificación terapéutica diaria. La FR 

constituye un problema crucial para el manejo clínico eficaz de pacientes con epilepsia, ya 

que más del 40% de ellos confirman mostrar FR en el curso de su condición de por vida 

(Kumar et al., 2016). La epilepsia fármacorresistente o refractaria (EFR) se atribuye a 

múltiples causas: anormalidades en la maduración cerebral, daño cerebral severo con 

cambios irreversibles de la organización de la neuroglia y la función inhibitoria neuronal, 

alteraciones del abastecimiento de oxígeno neuronal inducidas por convulsiones y 

cambios adquiridos o heredados que determinan la sobreexpresión de proteínas 

asociadas a la resistencia a multifármacos (MRF) o de proteínas de la barrera 

hematoencefálica (BHE) transportadoras de multifármacos (glucoproteínas-P, P-gp) las 

cuales favorecen o incrementan el eflujo de fármacos antiepilépticos (FAE) o limitan su 

penetración al cerebro, y de manera sobresaliente, al fenómeno kindling. El propósito final 

en este campo es obtener fármacos eficaces como alternativa al fenómeno de FR. Para 

ello, es indispensable disponer, oportunamente, de células vivas PV+ que posean 

proteínas transportadoras de FAE, procedentes de ratones epilépticos, menores de 65 

días de edad, libres de la influencia de condiciones o agentes químicos que puedan 

interferir con el mecanismo transportador de los FAE. Esto no se ha logrado con los 

modelos experimentales utilizados hasta ahora, debido principalmente, a que estos no 

permiten diferenciar correcta y oportunamente las células necesarias. En cambio, a 

diferencia del modelo convencional C67BL/6, utilizado hasta la fecha, el modelo PV-Cre 

propuesto en el presente estudio resulta óptimo para este fin, pues el condicionamiento 

genético del modelo, con la posterior inserción de un adenoasociado, permite diferenciar 

correctamente las neuronas PV+ y, por otra parte, el kindling eléctrico (nivel o estado 5: K-

5) induce la epilepsia de forma eficaz, oportuna, no química; así, ambas condiciones 
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favorecen la obtención del material biológico apropiado, necesario para estudiar la eficacia 

de nuevos FAE y su efecto sobre la FR. 

 

HIPÓTESIS 

 

La cepa de ratón condicionado PV-Cre alcanzará el estado 5 (K5) de la escala Racine, 

inducido por el método kindling eléctrico amigdalino, antes de los 65 días de edad, con 

menor número de estímulos que la cepa de fondo C57BL/6. 

 

OBJETIVO 

 

Obtener ratones con crisis convulsivas en estado 5 (K5) de la escala Racine, antes de los 

65 días de edad, por medio del método kindling eléctrico amigdalino.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El presente estudio consistió en un diseño cuasi-experimental (Complete Dissertations, 

2018; Navarro et al 2012) de una sola medición cuyo protocolo, aprobado por el Comité 

Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) del INNN, 

incluye los procedimientos que se realizaron en la etapa inicial del proyecto: “Efecto en las 

corrientes activadas por receptores de tipo NMDA en células endoteliales posterior a la 

inhibición de transportadores ABC” con No. Reg. 18/16. El estudio fue realizado en y 

financiado por el Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía “Manuel Velasco Suarez” 

(INNN), con el apoyo de Médicos Veterinarios y Técnicos de los Departamentos de Bioterio 

y de Neurofisiología del mismo INNN. Los animales destinados al estudio, previamente 

genotipificados por PCR, procedentes de una colonia producida en sistema monogámico 

con apareamientos exogámicos, fueron donados por el Instituto de Fisiología Celular (IFC) 

de la UNAM y estuvieron mantenidos y manejados en apego a las condiciones 

establecidas por la NOM-062-ZOO-1999. Los animales fueron alojados en cajas 
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esterilizadas de polisulfonato, alimentados con Lab Diet Specially Formulated 

Autoclavable Laboratory Animal Diet® y se les proporcionó agua ad libitum, purificada por 

ozonificación en bebederos estériles de polisulfonato con tapones de neopreno y pipetas 

de acero inoxidable. El ambiente al interior del Bioterio es controlado mediante inyección 

automatizada de aire con presión positiva para asegurar de 15 a 18 cambios de aire totales 

por hora, con temperatura en un rango constante de 22 ± 2 °C durante todo el año y 40 a 

60% de humedad relativa. El sistema de iluminación es controlado por interruptores 

automáticos con ciclo luz/oscuridad de 12:12 horas. Para este estudio se utilizaron dos 

grupos de ratones macho de 27 días de edad: C57BL/6 (de 14-16 g de peso corporal) y 

PV-Cre (de 19-21 g de peso corporal), clínicamente sanos a partir de 7 días posteriores a 

la cirugía de implantación de electrodos y antes del proceso de estimulación, a los cuales 

se aplicó el método kindling hasta que alcanzaron el estado 5 de la escala Racine en tres 

episodios sucesivos (etapa 5: K-5). El número necesario de animales, se determinó 

estableciendo la diferencia mínima de  = 3 estímulos (± 1 desviación estándar) entre los 

promedios de los dos grupos, con nivel de significación:  = 0.05 y poder: 1 –  = 0.9 para 

el contraste estadístico, resultando ser de 4 individuos por grupo (JMP® 13.2.0. 2016. 

SAS. Institute Inc).  

Criterios de eliminación de la muestra: los animales que durante el proceso de 

estimulación para la inducción de crisis convulsivas por el modelo K-5 manifestaron una o 

más de las siguientes condiciones, fueron eliminados de la muestra: i) auto-

desprendimiento de los electrodos, ii) enfermar sin posibilidad de recuperación en el corto 

plazo, iii) muerte.    

Preparación, aplicación y evaluación del Modelo kindling. 

Para aplicar el método kindling, previamente a la cirugía, cada animal fue anestesiado con 

isofluorano al 3% para la inducción (Figura 1) y al 2% para el mantenimiento del plano 

anestésico. Una vez anestesiado el sujeto, se procedió a implantar quirúrgicamente y con 

la ayuda de un instrumento estereotáxico un electrodo intracraneal en la región de la 

amígdala cerebral izquierda (Figura 2 y Figura 3) (coordenadas: - 2.86 mm antero-

posterior, + 2.8 mm mediolateral desde bregma y + 1.0 mm ventrodorsal desde 

duramadre). Además, se colocó el electrodo de tierra isoeléctrica que fue puesto del lado 
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contrario al electrodo activo; los electrodos fueron fijados al cráneo de los animales, 

utilizando acrílico dental (Figura 4). Los electrodos se elaboraron de cable aislado bipolar 

de acero inoxidable de 0.005 pulgadas de diámetro, recubierto con teflón a excepción de 

las puntas, cortado y soldado a un pin en cada extremo y trenzado con las puntas 

separadas para construir el extremo que va dirigido a la amígdala y el extremo de la tierra 

isoeléctrica, donde finalmente se colocó un tornillo y se fijó al cráneo; para evitar el 

desprendimiento de electrodos, se colocó un tornillo de fijación, el cual únicamente actúa 

logrando un acoplamiento adecuado en el cráneo y no tiene ninguna relación con el 

electrodo activo, ni con la tierra isoeléctrica. Una vez terminada la cirugía, en el período 

posoperatorio se administró a cada sujeto: antimicrobiano (amoxicilina + ácido clavulánico: 

15 mg•kg-1 PO) y analgésico (meloxicam: 5 mg•kg-1 IP) como dosis única. Siete días 

posteriores a la cirugía, el modelo fue ensayado aplicando en los electrodos implantados 

un estímulo eléctrico de 5V, 60Hz y 1 ms de duración cada 24 horas por medio de un 

estimulador GRASS 788, a partir de lo cual se observaron y registraron las reacciones y 

las conductas de cada sujeto hasta alcanzar el nivel (estado) máximo de la escala 

propuesta (K5) en tres ocasiones sucesivas, con las cuales fue evaluado el modelo. 

 

Evaluación del modelo  

Las reacciones y conductas de cada animal estimulado fueron calificadas con base en la 

escala Racine (Racine et al, 1972) mismas que posteriormente se analizaron 

estadísticamente y se muestran en el Cuadro 1.  

 

Punto final del ensayo: 

 

El punto final del estudio se alcanzó cuando cada individuo manifestó el estado 5 de la 

escala Racine (K-5) o bien, cuando al aplicar hasta 10 estímulos el individuo no hubiera 

manifestado respuesta alguna a la estimulación. Una vez logrado este propósito, los 

animales fueron destinados a la siguiente etapa de la misma línea de investigación para 

estudios electrográficos de patch clamp. 
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RESULTADOS 

 

El Cuadro 2 muestra el número de estímulos necesarios con los que cada sujeto en cada 

grupo alcanzó cada estado o nivel (K) de la escala Racine por la estimulación cerebral por 

el método kindling amigdalino eléctrico.  

 

El Cuadro 3 describe el comportamiento del promedio y el intervalo del 95% de confianza, 

del número de estímulos necesarios para alcanzar cada estado (K) de la escala Racine en 

las dos cepas de ratones, por el método kindling amigdalino eléctrico.  

 

El Cuadro 4 muestra el análisis de las diferencias entre los promedios del número de 

estímulos necesarios para inducir cada estado (K) de la escala Racine de dos cepas de 

ratones, por medio de la estimulación cerebral con el método kindling amigdalino eléctrico.  

 

Para el análisis estadístico de los resultados, se comprobó la normalidad distribucional del 

número de estímulos necesarios para alcanzar cada estado (K) y se realizó el 

correspondiente contraste t de student para muestras independientes de la diferencia entre 

los promedios de las dos cepas, con nivel de significación estadística de  = 0.05. Con 

base en los resultados obtenidos, se puede afirmar que no se encontró evidencia suficiente 

(significativa) de que los ratones de la cepa condicionada PV-Cre requieran, en promedio, 

menor número de estímulos para inducir cada estado de la escala Racine (K2, K3, K4 o 

K5) por el método kindling eléctrico amigdalino (P > 0.05) (Figura 5). 
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DISCUSIÓN 

 

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio y contrariamente a lo 

postulado en la hipótesis, se puede afirmar que los ratones de la cepa condicionada PV-

Cre y la C57BL/6, menores de 65 días de edad, manifiestan comportamiento equivalente 

en respuesta a la estimulación eléctrica kindling para alcanzar cada estado K de la escala 

Racine; es decir, que la diferencia media del número de estímulos necesarios para inducir 

cada estado conductual epiléptico por la estimulación kindling eléctrica, no es significativa 

entre las cepas de ratón, con esto se puede afirmar que responden de manera similar a la 

estimulación eléctrica. Sin embargo, un aspecto relevante del estudio fue que la cepa 

condicionada PV-Cre, alcanzó el estado K-5 antes de los 65 días de edad, lo cual significa, 

que es una fuente única de material biológico, ya que posee características que son de 

gran utilidad para estudiar el fenómeno de FR en la etapa siguiente de la línea de 

investigación, de la cual fue parte el presente estudio. 

 

CONCLUSIONES 

 

1. El modelo murino es útil y apropiado para estudiar la inducción de epilepsia por 

medio del método kindling amigdalino. 

2. La cepa de ratones genéticamente condicionada PV-Cre, reacciona de forma 

equivalente a la cepa no condicionada C57BL/6, sin manifestar diferencia 

significativa en su comportamiento por la estimulación kindling eléctrico amigdalino 

para inducir estados epilépticos. 

3. A diferencia de la cepa C57BL/6, la cepa genéticamente condicionada PV-Cre, 

después de la estimulación con el método kindling amigdalino, aporta material 

biológico útil para estudios sucesivos de farmacorresistencia, debido a que permite 

la clara identificación de células PV + durante la realización de la técnica de patch 

clamp.  
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    FIGURAS 

 

     ESQUEMA 1 

 

 

 

Cambios producidos a consecuencia del modelo kindling, además, se muestra la 

secuencia de alteraciones estructurales y funcionales inducidas por convulsiones 

repetidas en ratas adultas, comenzando con la crisis inicial, y progresando a la etapa de 

convulsiones espontáneas, observadas después de 90-100 convulsiones provocadas 

(Modificado de Pitkanen et al., 2017). 
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ESQUEMA 2 

 

Origen de los ratones PV-Cre (B6.129P2-Pvalbtm1(cre)Arbr/J) 

     

 

Para dar origen a los ratones PV-Cre se insertó un casette de direccionamiento (IRES-

Cre-pA), el cual fue electroporado en células embrionarias (ES) en el estadio 14 del 

desarrollo (E14), dichas células, provenían de ratones 129P2 / OlaHsd, estas fueron 

inyectadas en blastocistos receptores. De estas acciones, se obtuvieron animales 

quiméricos, que posteriormente, se cruzaron con ratones C57BL/6, dando como resultado, 

animales heterocigotos, que finalmente, se entrecruzaron para producir homocigotos 

(Hippenmeyer et al., 2005; Jackson, 2017; Modificado de Nowakowsky 2010). 
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FIGURA 1 

 

 

Muestra la inducción de anestesia con isofluorano. 
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FIGURA 2 

 

 

Muestra la colocación del aparato estereotáxico. 
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FIGURA 3 

 

 

 

Muestra la implantación del electrodo intracraneal con ayuda del aparato estereotáxico. 
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FIGURA 4 

 

 

 

Muestra la fijación del electrodo al cráneo, utilizando acrílico dental.  
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FIGURA 5 

 

 

 

Representación gráfica del comportamiento medio del número de estímulos necesarios 

para inducir distintos estados de la escala Racine por el método kindling eléctrico 

amigdalino en dos cepas de ratones. 
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CUADROS 

 

CUADRO 1 

 

Estado (K) 
(Escala Racine) 

Características 

K0 
Sin respuesta convulsiva. 

K1 Movimientos masticatorios y de vibrizas, guiño de uno o ambos 
ojos. 

K2 
Movimientos de cabeceo. 

K3 
Mioclonia de miembros torácicos. 

K4 
Mioclonia de los miembros pélvicos, sin pérdida de equilibrio. 

K5 
Presencia de convulsiones tónico-clónicas generalizadas que 
involucran las cuatro extremidades con levantamiento dramático y 
caída. 

 

Descripción conductual de la evolución del modelo kindling, de acuerdo con la escala de 

evaluación propuesta por Racine.  

 
 
 
 

CUADRO 2 
 

   Estado (nivel) de la escala Racine (método Kindling eléctrico) 

Grupo Ratón K - 2 K - 3 K - 4 K - 5 

C57BL/6 

1 5 9 12 17 

2 8 12 16 18 

3 7 11 14 16 

4 5 10 13 17 

PV - Cre 

1 5 11 14 17 

2 6 10 15 18 

3 5 8 13 17 

4 4 9 12 16 

 

Los valores del cuadro se refieren al número de estímulos necesarios para inducir cada 

estado (K) de la escala Racine por el método kindling eléctrico amigdalino en ratones. 
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CUADRO 3 
 

Grupo 
Estado 

(Racine) 
n 

Promedio ± 
Desviación Estándar 

Error estándar  
de la media 

IC 95% 

C57BL/6 

K2 

4 

6.25 ± 1.5 0.75 (3.86, 8.63) 

K3 10.5 ± 1.29  0.65 (8.45, 12.6) 

K4 13.75 ± 1.71 0.85 (11.03,16.47) 

 K5 17 ± 0.82 0.41 (15.7, 18.3) 

PV - Cre 

K2 

4 

5 ± 0.82 0.41 (3.7, 6.3) 

K3 9.5 ± 1.29 0.65 (7.45, 11.6) 

K4 13.5 ± 1.29 0.65 (11.45, 15.55) 

 K5 17 ± 0.82 0.41 (15.7, 18.3) 

n: Tamaño del grupo.  
IC 95%: Intervalo del 95% de confianza para el promedio. 
 

Resumen estadístico del número de estímulos necesarios para alcanzar cada estado de 

la escala Racine por el método kindling eléctrico amigdalino en dos cepas de ratones. 

 
 
 
 

 CUADRO 4  
 

 
 
Diferencias de promedios de estímulos necesarios para inducir cada estado de la escala 

Racine (K) por el método kindling eléctrico amigdalino entre dos cepas de ratones.  
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