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RESUMEN 

La neuromodulación es una alternativa terapéutica para pacientes con Epilepsia 

Resistente a Fármacos (ERF). La Estimulación Focal Transcraneal (TFS) a 50 mA es una 

estrategia de neuromodulación no invasiva con efectos anticonvulsivantes, 

neuroprotectores y antiepileptogénicos en modelos experimentales. A través de varios 

experimentos, se exploraron los efectos de la TFS a diferentes intensidades en un modelo 

de crisis convulsivas generalizadas inducidas por ácido 3-mercaptopropiónico (MPA). 

Además, se exploró el efecto de la TFS en crisis convulsivas generalizadas y sobre la 

expresión de glicoproteína P (Pgp).  

Inicialmente, se evaluó el efecto de la TFS a 1 mA sola o en combinación con 

fenitoína. Debido a que la intensidad de 50 mA es mayor a la que utilizan otras estrategias 

de neuromodulación. Se registró la prevalencia y latencia a crisis menores y mayores. La 

administración de TFS a 1 mA no modificó las características de las crisis convulsivas 

generalizadas inducidas por MPA (p>0.05). Por otro lado, la combinación de TFS a 1 mA 

con fenitoína indujo una menor latencia a crisis menores (p<0.05) en comparación con el 

grupo que recibió fenitoína sola. Posteriormente, se decidió incrementar la intensidad de la 

TFS a 50 mA. Al igual que con 1 mA, la TFS a 50 mA no modificó las características de las 

crisis convulsivas inducidas por MPA (p>0.05).  

Como siguiente experimento, se decidió evaluar el efecto de la TFS a 50 mA sola y 

en combinación con fenitoína en un modelo de hiperexcitabilidad cerebral inducida por la 

inducción repetitiva de crisis convulsivas generalizadas. Debido a que estudios previos 

reportan que los efectos de neuromodulación dependen del estado de excitabilidad 

cerebral. Las terapias administradas independientemente no modificaron las características 

de las crisis convulsivas en estos animales (p>0.05). Sin embargo, la combinación de TFS 

con fenitoína indujo una menor prevalencia (50%, p<0.05 vs MPA y fenitoína) y un aumento 

en la latencia (p<0.05 vs MPA) de las crisis mayores.  

El efecto de TFS con fenitoína es similar al observado con la combinación de 

fármacos inhibidores de la Pgp con fármacos anticonvulsivos en este modelo. Además, la 

aplicación de estimulación por corriente alterna reduce la expresión y función de Pgp in 

vitro. Por lo anterior, se decidió evaluar el efecto de la TFS sobre la expresión de Pgp desde 

la primera crisis convulsiva. Por medio de Western Blot, se identificó una sobreexpresión 

de la Pgp a nivel cortical (68 ± 13.4%, p<0.05) e hipocampal (48.5 ± 14%, p<0.05) posterior 
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a una crisis convulsiva inducida por MPA. Por otro lado, la aplicación de TFS en animales 

intactos generó un aumento en la expresión cortical de Pgp (67 ± 31.1%, p<0.05). Sin 

embargo, la aplicación de TFS como pretratamiento previno la sobreexpresión de Pgp 

inducida por la crisis convulsiva. La TFS es una estrategia de neuromodulación con el 

potencial de modificar la expresión y función de la Pgp. Además, su combinación con 

fenitoína es capaz de reducir la severidad de las crisis convulsivas en un modelo de crisis 

convulsivas farmacorresistentes e hiperexcitabilidad cerebral. 
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ABSTRACT 

Neuromodulation is a therapeutic alternative for patients with drug-resistant epilepsy 

(DRE). Transcranial Focal Stimulation (TFS) at 50 mA is a non-invasive neuromodulation 

strategy with anticonvulsant, neuroprotective, and antiepileptogenic effects in experimental 

models. Through several experiments, the effects of TFS at different intensities were 

explored in a 3-mercaptopropionic acid (MPA)-induced generalized seizure model. Also, the 

effect of TFS on generalized seizures and P-glycoprotein (Pgp) expression was explored. 

Initially, the effect of TFS at 1 mA alone or in combination with phenytoin was 

evaluated. Because the intensity of 50 mA is higher than that using other neuromodulation 

strategies. Prevalence and latency to minor  and major seizures were recorded. 

Administration of TFS at 1 mA did not modify the characteristics of MPA-induced generalized 

seizures (p>0.05). On the other hand, the combination of TFS with phenytoin induced a 

shorter latency to minor seizures (p<0.05) compared to the group receiving phenytoin alone. 

Subsequently, it was decided to increase the TFS intensity to 50 mA. As with 1 mA, TFS at 

50 mA did not modify the characteristics of MPA-induced seizures (p>0.05).  

As a next experiment, it was decided to evaluate the effect of TFS at 50 mA alone 

and in combination with phenytoin in a model of brain hyperexcitability induced by the 

repetitive induction of generalized seizures. Because previous studies report that 

neuromodulation effects depend on the state of brain excitability. Therapies administered 

independently did not modify seizure characteristics in these animals (p>0.05). However, 

the combination of TFS with phenytoin induced a lower prevalence (50%, p<0.05 vs MPA 

and phenytoin) and increased latency (p<0.05 vs MPA) of major seizures.  

The effect of TFS with phenytoin is like that observed with the combination of Pgp 

inhibitor drugs with antiseizure drugs in this model. Also, the application of alternating 

current stimulation inhibits and reduces Pgp expression in vitro. Therefore, it was decided 

to evaluate the effect of TFS on Pgp expression from the first seizure. Western blotting 

identified an overexpression of Pgp at cortical (68 ± 13.4%, p>0.05) and hippocampal (48.5 

± 14%, p>0.04) levels after an MPA-induced seizure. On the other hand, TFS application in 

intact animals generated an increase in cortical Pgp expression (67 ± 31.1%, p<0.05). 

However, application of TFS as pretreatment prevented seizure induced Pgp 

overexpression. TFS is a neuromodulation strategy with the potential to modify Pgp 
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expression and function. Moreover, its combination with phenytoin can reduce seizure 

severity in a model of pharmacoresistant seizures and cerebral hyperexcitability. 
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1. Introducción 

1.1. Epilepsia 

La epilepsia es una enfermedad del cerebro que se caracteriza por una actividad 

neuronal excesiva y sincrónica que provoca signos o síntomas transitorios (Tabla 1, Fisher 

et al., 2005). En la práctica clínica, el diagnóstico de epilepsia se realiza ante la presencia 

de una crisis convulsiva más un alto riesgo de presentar una segunda, la presencia de dos 

crisis epilépticas separadas por 24 horas o por el diagnóstico de un síndrome epiléptico 

(Tabla 1, Fisher et al., 2014). Esta enfermedad tiene una prevalencia de 0.6% en el mundo, 

lo que la convierte en una de las enfermedades neurológicas más frecuentes (Fiest et al., 

2017). La prevalencia de epilepsia en México es mayor, de hasta 2.5% (Chong et al., 2013; 

San-Juan et al., 2015). 

Tabla 1. Definición conceptual y práctica de la epilepsia de acuerdo con la ILAE 

Definición 
conceptual 

La epilepsia es un trastorno cerebral que se caracteriza por una 
predisposición continuada a la aparición de crisis epilépticas 
y por las consecuencias neurobiológicas, cognitivas, 
psicológicas y sociales de esta enfermedad. La definición de 
epilepsia requiere la presencia de al menos una crisis 
epiléptica. 

Definición 
práctica 

La epilepsia es una enfermedad cerebral que se define por cualquiera de 
las siguientes circunstancias: 
1. Al menos dos crisis no provocadas (o reflejas) con >24 h de separación 
2. Una crisis no provocada (o refleja) y una probabilidad de presentar 
nuevas crisis durante los 10 años siguientes similar al riesgo 
general de recurrencia (al menos el 60 %) tras la aparición de dos crisis 
no provocadas 
3. Diagnóstico de un síndrome de epilepsia 

ILAE, International League Against Epilepsy  

 

La epilepsia provoca una pérdida de 13.5 millones de DALY (Disability-Adjusted Life-

Years) para los pacientes (Beghi et al., 2019). Está pérdida en la calidad de vida de los 

pacientes se asocia a un costo aproximado de 10 a 50 mil dólares para el sistema de salud 

de Estados Unidos de América (EUA) (Begley & Durgin, 2015). Se desconoce este costo 

en México. 
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1.2. Epilepsia Resistente a Fármacos 

Pese al tratamiento farmacológico de las crisis convulsivas, aproximadamente 30% de 

los pacientes presentan Epilepsia Resistente a Fármacos (ERF) (Kalilani et al., 2018). Esta 

se define como la falta de respuesta terapéutica a dos esquemas con fármacos 

anticonvulsivos (FAC) adecuadamente tolerados e indicados (Kwan et al., 2010). La 

presencia de farmacorresistencia incrementa el impacto en la calidad de vida de los 

pacientes con epilepsia en especial a los que presentan convulsiones tónico-clónicas 

(Sheikh et al., 2020). Además, los pacientes con ERF tienen más síntomas psiquiátricos y 

son más estigmatizados que los pacientes sin farmacorresistencia (Deleo et al., 2020; 

Janson & Bainbridge, 2021). Se ha calculado que la ERF tiene un costo de hasta 2600 

dólares por paciente para el sistema de salud mexicano (García-Contreras et al., 2006). 

No hay estudios que determinen la prevalencia de la ERF en México. Sin embargo, 

podría ser una gran cantidad si consideramos la tercera parte de los pacientes con epilepsia 

(Chong et al., 2013; San-Juan et al., 2015). No hay un mecanismo que explique esta 

resistencia farmacológica (Pérez-Pérez et al., 2019; Tang et al., 2017). Sin embargo, 

existen varias hipótesis que han sido estudiadas para tratar de explicar este fenómeno. 

1.3. Mecanismos de Resistencia en ERF 

El conocimiento de los mecanismos básicos que subyacen a la ERF es importante para 

el desarrollo de mejores y más seguras terapias (Löscher & Schmidt, 2011). Para la 

resistencia en epilepsia no se ha descrito un mecanismo lineal al que poder modular y 

revertir el fenotipo farmacorresistente (Tang et al., 2017). Incluso, es probable que la 

farmacorresistencia en epilepsia sea consecuencia de la alteración en múltiples factores 

biológicos que pueden ir desde la información genómica hasta la conectividad funcional del 

cerebro (Pérez-Pérez et al., 2019). Asimismo, se distinguen 4 diferentes tipos de 

farmacorresistencia clínicamente: 1) de novo, 2) retrasado, 3) fluctuante, y 4) inicialmente 

resistente y posteriormente sensible (Schmidt & Löscher, 2005). En los siguientes párrafos 

se explicarán brevemente 6 hipótesis que tratan de explicar la resistencia farmacológica en 

epilepsia. 

La Hipótesis de la Red Neural indica que la resistencia a FAC es consecuencia de la 

formación de conexiones neuronales aberrantes e hiperexcitables (Fang et al., 2011). En 

apoyo a esta hipótesis se ha descrito que el 65% de los pacientes con ERF están libres de 

crisis (40% bajo terapia farmacológica y 25% sin FAC) después de la resección quirúrgica 
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del foco epiléptico (Wiebe & Jette, 2012). Además, se han descrito múltiples cambios en la 

conformación neural de los cerebros de pacientes con epilepsia, entre estos destacan la 

formación aberrante de conexiones hipocampales, la activación de astrocitos y la 

reorganización sináptica (Fang et al., 2011). Sin embargo, la hipótesis no explica el 

porcentaje de pacientes que continúan con farmacorresistencia pese a la cirugía (35%), 

tampoco explica la presencia de cambios en la red neural en pacientes sin 

farmacorresistencia (Fang et al., 2011). 

La Hipótesis del Blanco Terapéutico propone que los blancos terapéuticos sufren 

modificaciones estructurales que los hacen menos afines a los FAC (Remy & Beck, 2006). 

Esta hipótesis se basa en que la carbamacepina no inhibe el canal de sodio en pacientes 

con ERF o en animales con epilepsia del lóbulo temporal (Remy et al., 2003). Este 

fenómeno también se observó en el tratamiento con la fenitoína (PHT) (Remy et al., 2003). 

El receptor a ácido gama-aminobutírico (GABA, por sus siglas en inglés) también presenta 

este tipo de modificaciones (Loup et al., 2000). Está hipótesis no explica la presencia de 

resistencia a fármacos con más de un mecanismo de acción o a múltiples fármacos con 

diferente mecanismo de acción en un mismo paciente (Bjørke et al., 2018; Chen et al., 2018; 

Stephen et al., 2012). 

Por otro lado, la Hipótesis de la Severidad Intrínseca atribuye la resistencia 

farmacológica en epilepsia a una manifestación de la severidad de la enfermedad 

(Rogawski, 2013). Esta hipótesis se basa en que el principal factor de riesgo conocido para 

ERF es una alta frecuencia y/o severidad de crisis convulsivas previo al consumo del primer 

FAC (Hitiris et al., 2007; Sillanpää & Schmidt, 2009). Al igual que en humanos, una alta 

frecuencia de crisis antes del primer tratamiento es un indicador asociado a resistencia a 

fármacos en animales (Löscher & Brandt, 2010a). En nuestro laboratorio se describió que 

los animales farmacorresistentes presentan una mayor liberación de glutamato y requieren 

menos estimulaciones para llegar al estado Kindling (ver sección 1.5.1) (Luna-Munguia et 

al., 2011). Esta hipótesis no explica los patrones de resistencia en los que los pacientes 

remiten espontáneamente o en los que fluctúan entre resistencia y control (Löscher et al., 

2020). 

La Hipótesis de la Variabilidad Génica sugiere que la farmacorresistencia se asocia 

a alteraciones en los genes que codifican para proteínas relacionadas con la fisiopatología 

de la epilepsia o el metabolismo de los FAC (Löscher & Schmidt, 2011). Existen 

polimorfismos que se asocian con una mayor necesidad de FAC para el adecuado control 
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de los pacientes con epilepsia (Tate et al., 2005; Van der Weide et al., 2001). También hay 

polimorfismos que se asocian a la farmacorresistencia en pacientes con ERF (Abe et al., 

2008; Kwan et al., 2008). Sin embargo, la mayoría de los estudios que investigan estas 

asociaciones genéticas en epilepsia tiene limitaciones metodológicas (Löscher et al., 2020). 

Además de esta hipótesis, la epigenómica estudia las moléculas capaces de modificar 

dinámicamente la expresión de los genes. Estas moléculas también se han visto asociadas 

a la farmacorresistencia en ERF (Brennan & Henshall, 2018; Liu et al., 2016). Por esta 

situación, se ha propuesto ampliar la hipótesis a una Hipótesis Genómica (Pérez-Pérez et 

al., 2019) que incluya tanto las alteraciones de la información genética como las 

modificaciones epigenéticas. 

La Hipótesis Farmacocinética dice que los pacientes con ERF presentan una mayor 

expresión de proteínas metabolizadoras y de eliminación de FAC en el hígado o riñón y 

como consecuencia una menor concentración plasmática de estos fármacos (F. Tang et al., 

2017). Esta hipótesis deriva de la observación de bajos niveles plasmáticos de FAC pese 

al ajuste en su dosificación y administración en pacientes con ERF (Czornyj et al., 2018; 

Lancelin et al., 2007; Lazarowski et al., 2004). Por otro lado, existe una mayor expresión de 

transportadores o enzimas metabolizadoras de FAC a nivel periférico (Yue et al., 2018) o 

en la barrera hematoencefálica en pacientes con ERF (Ghosh et al., 2011). Sin embargo, 

no todos los pacientes con ERF presentan alteración en los niveles plasmáticos de los FAC 

(Ishikawa et al., 2019; Sheinberg et al., 2015) y en modelos experimentales de 

farmacorresistencia no se ha observado este fenómeno (Brandt et al., 2006; Löscher & 

Brandt, 2010a). 

Por último, la Hipótesis del Transportador de Fármacos indica que una expresión 

incrementada de proteínas transportadoras de fármacos provoca una menor concentración 

cerebral de los FAC y, con esto, la incapacidad de controlar las crisis epilépticas (Brandt et 

al., 2006; Lazarowski et al., 2007).  Este grupo de proteínas está formado por la proteína 

asociada a resistencia a múltiples fármacos (Lazarowski et al., 1999; Sun et al., 2016), la 

proteína asociada a resistencia en cáncer de mama (Sisodiya & Thom, 2003) y la 

glicoproteína-P (Pgp, por sus siglas en inglés) (Hartz et al., 2017; Tishler et al., 1995). El 

presente trabajo utiliza fundamentalmente esta hipótesis particularmente la Pgp debido a 

que esta hipótesis es la más estudiada por el potencial de utilizar estas proteínas como 

blancos terapéuticos. 
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1.3.1. Glicoproteína P 

Este transportador es una glicoproteína de 170 kDa dependiente de adenosina trifosfato 

(Löscher & Potschka, 2005; Yakusheva & Titov, 2018). La Pgp se expresa normalmente en 

barreras de flujo como la barrera hematoencefálica, la barrera hematotesticular, la placenta, 

los riñones y los intestinos. En condiciones normales, las células del parénquima cerebral 

(neuronas, neuroglia y astrocitos) no expresan esta proteína (Uhlen et al., 2015) aunque se 

han detectado bajos niveles de expresión de su gen en el hipocampo (Kwan et al., 2003). 

La Pgp elimina residuos metabólicos tóxicos y xenobióticos del cuerpo y del cerebro. Sin 

embargo, su estructura molecular le permite movilizar también fármacos (Silva et al., 2015; 

Yakusheva & Titov, 2018). Entre los fármacos transportados por la Pgp se encuentran 

algunos FAC como la PHT, el fenobarbital, levetiracetam, lamotrigina, entre otros (Luna-

Tortós et al., 2008; Zhang et al., 2012). 

En pacientes con ERF, la Pgp se sobreexpresa en el endotelio vascular, astrocitos y 

neuronas (Marchi et al., 2004; Tishler et al., 1995). Esta alteración está presente 

independientemente de la etiología de la ERF incluyendo esclerosis hipocampal, tumores 

neuroepiteliales y displasia cortical (Sisodiya et al., 2002). Al igual que los pacientes, esta 

sobreexpresión aberrante está presente en tejido cerebral de animales con crisis 

convulsivas y epilepsia farmacorresistentes (Enrique et al., 2017; Guo & Jiang, 2010; Hartz 

et al., 2017; Potschka et al., 2004; Van Vliet et al., 2007; Volk & Löscher, 2005). Esta 

sobreexpresión de Pgp se asocia a una menor concentración parenquimatosa de algunos 

FAC tanto en pacientes (Rambeck et al., 2006) como en modelos experimentales de crisis 

convulsivas y epilepsia farmacorresistentes (Höcht et al., 2007, 2009; Ma et al., 2013; Van 

Vliet et al., 2007). Finalmente, la inhibición farmacológica de este transportador con 

nimodipino o tariquidar revierte el fenotipo farmacorresistente en animales (Höcht et al., 

2007, 2009; Ma et al., 2013; Schlichtiger et al., 2010). 

1.4. Tratamiento actual de la ERF 

Las alternativas terapéuticas para los pacientes con ERF son cuatro principales: FAC 

experimentales, cirugía de epilepsia, dieta cetogénica y neuromodulación (Dalic & Cook, 

2016). Algunas de estas alternativas no están disponibles para todos los pacientes por 

razones clínicas, sociales o económicas (Engel, 2018; San-Juan et al., 2015). 

La cirugía de epilepsia consiste en eliminar el foco de inicio o las redes de propagación 

que provocan las crisis epilépticas en los pacientes (Sheng et al., 2017). Esta alternativa 
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terapéutica se asocia a una mayor proporción de pacientes libres de crisis cuando se 

compara con el manejo médico optimizado (Liu et al., 2018). Sin embargo, no todos los 

pacientes con ERF son candidatos a este tipo de procedimiento (Engel & Wiebe, 2012) y 

existe la probabilidad de desarrollar efectos adversos consecuencia de la cirugía (Brotis et 

al., 2019). 

Por otro lado, la investigación en el reposicionamiento o el desarrollo de nuevos 

fármacos para la epilepsia ha llevado al descubrimiento de algunos que pueden ser útiles 

en la clínica (Löscher et al., 2020). Sin embargo, la adición de más fármacos a la terapia de 

los pacientes con ERF se acompaña de la aparición de más efectos adversos y posibles 

interacciones medicamentosas para los pacientes (Bjørke et al., 2018; De Oliveira Baldoni 

et al., 2018; Stephen et al., 2012). 

La adición de una dieta alta en grasas y baja en carbohidratos (cetogénica o sus 

variaciones) tiene efectos anticonvulsivantes en los pacientes con ERF (Neal et al., 2008; 

Ye et al., 2015). Sin embargo, la falta de apego es un importante problema en este tipo de 

terapia (Ye et al., 2015). Por otro lado, los estudios aleatorizados y controlados sobre esta 

intervención están categorizados como de baja calidad según la base de datos de Cochrane 

(Martin-Mcgill et al., 2018). Además, este tipo de dieta se asocia a efectos adversos 

gastrointestinales hasta en el 25% de los pacientes (Martin-Mcgill et al., 2018; Neal et al., 

2008). 

Por último, la neuromodulación se define como “la alteración de la actividad nerviosa 

mediante la administración selectiva de un estímulo, como la estimulación eléctrica o los 

agentes químicos, en lugares neurológicos específicos del cuerpo” (Thomson, 2013). Estás 

técnicas pueden ir desde técnicas no invasivas como estimulación magnética transcraneal 

(TMS) hasta técnicas quirúrgicas como la estimulación cerebral profunda (DBS, por sus 

siglas en inglés) (Fisher & Velasco, 2014; Thomson, 2013). La FDA (Food and Drug 

Administration), el equivalente a la COFEPRIS (Comisión Federal para la Protección contra 

Riesgos Sanitarios) en EUA, ha aprobado 3 diferentes sistemas de neuromodulación para 

su aplicación en pacientes con ERF (Izadi et al., 2018). Estas técnicas de neuromodulación 

son invasivas y requieren de una intervención quirúrgica pero también existen técnicas no 

invasivas que están bajo investigación (Kwon et al., 2018). 

Las técnicas invasivas de neuromodulación son la estimulación del nervio vago (VNS, 

por sus siglas en inglés), la Neuroestimulación Reactiva (RNS, por sus siglas en inglés) y 
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la DBS. Por otro lado, las técnicas no invasivas de neuromodulación son principalmente la 

Estimulación Eléctrica Transcraneal por Corriente Directa (tDCS, por sus siglas en inglés 

respectivamente) y la TMS. 

La DBS consiste en implantar un electrodo de estimulación directamente en la región 

causante de las crisis epilépticas o de su propagación y un marcapaso que se encarga de 

dar el impulso eléctrico para la estimulación. La efectividad de la DBS depende del tipo de 

epilepsia y el blanco utilizado. La aplicación de DBS en el núcleo anterior del tálamo y en el 

hipocampo ha demostrado una reducción del 50% en la frecuencia de crisis en más del 

70% de los pacientes (Li & Cook, 2018). Sin embargo, el único sitio aprobado por la FDA 

es el núcleo anterior del tálamo (Zangiabadi et al., 2019). En epilepsia del lóbulo temporal 

se ha descrito una reducción del 70% en la frecuencia de crisis hasta en el 59% de los 

pacientes (Chang & Xu, 2018). Los efectos adversos más comunes secundarios a DBS 

están relacionados con el dispositivo y su implantación (dolor en sitio quirúrgico, parestesias 

o sensación de choque eléctrico). Entre los efectos adversos más severos están la infección 

del sitio quirúrgico, depresión, suicidio y deterioro cognitivo (Salanova et al., 2015). 

La VNS, al igual que la DBS, consiste en la implantación de un marcapaso, pero el 

electrodo de estimulación es colocado alrededor del nervio vago (González et al., 2019). El 

49% de los pacientes presentan una reducción de más del 50% en la frecuencia de crisis 

convulsivas posterior a la implantación de la VNS, aunque esta efectividad depende del tipo 

de epilepsia y la edad de los pacientes (Englot et al., 2016; Pérez-Carbonell et al., 2020). 

Sin embargo, la VNS también presenta efectos adversos. Estos se categorizan como 

moderados incluyendo desde una ronquera transitoria hasta la infección del sitio quirúrgico 

(Ohemeng & Parham, 2020; Pakdaman et al., 2016). 

Finalmente, la RNS es el único sistema de neuromodulación de asa cerrada, esto quiere 

decir que el sistema estimula cuando detecta actividad ictal electroencefalográfica. Este 

método de neuroestimulación consiste en la implantación de una red de electrodos de 

registro más uno o dos electrodos profundos de estimulación (Boon et al., 2018). La RNS 

indujo una reducción del 50% de las crisis convulsivas en el 64.6% en pacientes con 

epilepsia del lóbulo temporal, mientras que la tasa fue 55% en pacientes con crisis 

convulsivas originarias de corteza no temporal (Geller et al., 2017; Jobst et al., 2017; 

Skarpaas et al., 2019). Al igual que el resto de los métodos de neuroestimulación invasiva, 

la RNS se asocia a efectos adversos como la infección del sitio quirúrgico, depresión, 

hemorragia intracraneal y deterioro en la memoria (Geller et al., 2017). Pese a la efectividad 
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de las técnicas de neuromodulación invasiva, son necesarias tecnologías que reduzcan los 

efectos adversos o la necesidad de una intervención quirúrgica.  

La tDCS consisten en la aplicación de corriente eléctrica (1-2 mA) a través de dos 

electrodos colocados en su cuero cabelludo (San-Juan et al., 2015). Existe una amplia 

variedad de estudios clínicos que muestran efectos benéficos de este tipo de 

neuroestimulación para el control de crisis epilépticas en pacientes con ERF (Kwon et al., 

2018). Sin embargo, estos estudios no son suficientes para recomendarla en la clínica 

(Lefaucheur et al., 2017). Los principales efectos adversos reportados son comezón en el 

sitio de aplicación e irritación dérmica reversible (Gschwind & Seeck, 2016). 

Por otro lado, la TMS utiliza un generador magnético que es localizado sobre la cabeza 

del paciente en la región a estimular (Kimiskidis, 2010). Existen varios estudios clínicos que 

muestran una reducción en la frecuencia de las crisis epilépticas en pacientes con ERF 

(Cooper et al., 2018). En un metaanálisis de Cochrane se describió una reducción en la 

frecuencia de las crisis convulsivas, pero la evidencia fue categorizada como baja (Chen et 

al., 2016). Por otro lado, un metaanálisis sobre la TMS aplicada repetitivamente demostró 

un efecto significativo de la intervención en comparación con el grupo control (Mishra et al., 

2020). Por esto, no es posible determinar su utilidad clínica al momento y se continúa 

estudiando. Los principales efectos adversos declarados para este tipo de 

neuroestimulación son tinitus, dolor de cabeza y mareos (Chen et al., 2016; Cooper et al., 

2018; Mishra et al., 2020). 

Pese a toda la información recabada de las técnicas de neuromodulación invasivas y 

no invasivas, los mejores blancos de estimulación para controlar las crisis epilépticas son 

desconocidos (Theodore & Fisher, 2004). Como se ha visto con la DBS, no todas las 

regiones cerebrales son blancos adecuados para el control de las crisis epilépticas 

(Zangiabadi et al., 2019). La tDCS y la TMS generan un campo eléctrico con baja resolución 

espacial que afecta amplias regiones cerebrales incluyendo varios blancos (Iwahashi et al., 

2017; Vöröslakos et al., 2018). Esto puede estar asociado con la falta de efectos benéficos 

para los pacientes con ERF observados en ciertos estudios (Chen et al., 2016; Lefaucheur 

et al., 2017). Durante la presente tesis se utilizó la Estimulación Focal Transcraneal (TFS, 

por sus siglas en inglés) una tecnología diferente a las comentadas previamente (Bikson et 

al., 2019). 
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1.5. Estimulación Focal Transcraneal 

La TFS es una técnica de neuromodulación no invasiva (Besio et al., 2007; Makeyev et 

al., 2012) que consiste en la aplicación de corriente eléctrica a través de Electrodos 

Tripolares de Anillos Concéntricos (TCRE, por sus siglas en inglés) sobre el cuero cabelludo 

(Besio et al., 2010). Este tipo de neuromodulación tiene la ventaja de focalizar el campo 

eléctrico debajo del mismo electrodo y con esto una mejor resolución espacial y focalización 

de la estimulación (Datta et al., 2008; Wiley & Webster, 1982). 

La TFS genera cambios en el campo eléctrico cortical e hipocampal dependiendo del 

montaje del electrodo (Besio et al., 2011; Makeyev et al., 2012). La alteración del campo 

eléctrico hipocampal puede tener efectos deletéreos sobre la memoria (Ólafsdóttir et al., 

2018). Sin embargo, la aplicación aguda y crónica de TFS no genera este tipo de 

alteraciones (Luby et al., 2014; Rogel-Salazar et al., 2013) ni muerte neuronal hipocampal 

(Besio et al., 2013; Mucio-Ramírez & Makeyev, 2017). 

Los principales efectos adversos de la neuromodulación eléctrica no invasiva son la 

irritación dérmica y comezón (Gschwind & Seeck, 2016). Esto es consecuencia a un 

calentamiento del electrodo que es proporcional a la intensidad de la estimulación (Datta et 

al., 2008; Khadka et al., 2018). La aplicación de TFS no genera alteraciones histológicas o 

quemaduras en la piel de la rata en donde se aplica (Besio et al., 2010). Estudios 

preliminares indican que en el humano tampoco genera sensación de quemadura o choque 

eléctrico (Pérez-Pérez et al., 2019). Al presente, el único efecto adverso inducido por la TFS 

es una reducción en la actividad locomotora en los primeros minutos después de su 

aplicación en las ratas (Luby et al., 2014; Rogel-Salazar et al., 2013). 

La TFS tiene efectos anticonvulsivantes, antiepileptogénicos y neuroprotectores a nivel 

experimental. A continuación, se detallará la investigación que se ha realizado al respecto. 

1.5.1. Efecto anticonvulsivo, antiepileptogénico y neuroprotector de la 

TFS 

La TFS ha demostrado reducir la intensidad y severidad de las crisis convulsivas 

inducidas por diferentes métodos experimentales. La aplicación intracisternal de penicilina 

G genera crisis mioclónicas repetitivas en ratas (Besio et al., 2010; Patwardhan, 2005). Este 

efecto está asociado a un antagonismo al sitio de unión a benzodiacepinas del receptor A 

a GABA (Chen et al., 1986). La TFS (50 mA durante 2 minutos) redujo en 50% la frecuencia 
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de las mioclonías inducidas por penicilina. Además, la administración repetitiva de TFS 

eliminó completamente este tipo de crisis convulsivas en los animales (Besio et al., 2010). 

El pentilenetetrazol es un antagonista del receptor a GABA y produce crisis convulsivas 

progresivamente más severas desde convulsiones mioclónicas hasta tónico-clónicas 

generalizadas (Velíšková et al., 2017). Al aplicar TFS (50 mA durante 2 minutos) 

inmediatamente después de la primera crisis mioclónica, se observó una reducción en la 

duración y presencia de este mismo tipo de crisis convulsivas en comparación con los 

animales no estimulados (Besio et al., 2013; Besio et al., 2010; Makeyev et al., 2013). Este 

efecto se ha asociado a una reducción en la sincronización cerebral de alta frecuencia 

causada por el pentilenetetrazol (Besio et al., 2011). También se observó que la TFS 

revierte el incremento en el poder espectral de frecuencias altas causado por la 

administración de pentilenetetrazol (Besio et al., 2013; Makeyev et al., 2011). 

La pilocarpina es un proconvulsivante capaz de inducir estado epiléptico de crisis 

clónicas en roedores (Ahmed Juvale & Che Has, 2020). La aplicación de TFS (50-60 mA 

por 1 minuto) 5 minutos después del establecimiento del estado epiléptico es capaz de 

disminuir la actividad epileptiforme en el electroencefalograma, la severidad de las crisis 

convulsivas hasta desaparecerlas y aumentar la sobrevida de las ratas (Besio et al., 2007). 

Estos efectos de la TFS se aprecian hasta 2 horas después del término de su aplicación 

(Besio et al., 2010). Por otro lado, cuando la TFS (50 mA durante 2 minutos) se aplica antes 

de que se inicie el estado epiléptico inducido por pilocarpina no previene su aparición ni 

reduce su severidad a menos que se combine con diazepam (Besio et al., 2013). 

La TFS previene la muerte neuronal hipocampal consecuencia del estado epiléptico de 

crisis clónicas inducido por pilocarpina. Este efecto es mayor cuando se combina con 

diazepam (Besio et al., 2013). Además, la aplicación de TFS (300 Hz, 100 µA, 2 h y sobre 

el cráneo) evita la sobreliberación de GABA y glutamato que se induce en este mismo 

modelo (Santana-Gómez et al., 2015). 

El Kindling es un fenómeno en el que la administración repetitiva de estímulos eléctricos 

o químicos inicialmente subumbrales causa cambios progresivos hasta que el animal 

presenta crisis epilépticas (Goddard, 1983). Este modelo simula la epilepsia del lóbulo 

temporal y presenta varios tipos de crisis convulsivas desde mioclonías hasta crisis focales 

con generalización tónico-clónica. Cuando el animal presenta la máxima intensidad de las 

crisis ante el estímulo subumbral se le conoce como estado Kindling (Sutula & Kotloski, 
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2017). Este modelo simula el proceso de epileptogenesis por lo que el evitar su desarrollo 

se considera un efecto antiepileptogénico (Löscher & Brandt, 2010b). La administración de 

TFS (300 Hz, 2 minutos y sobre el cráneo) inmediatamente después de cada estímulo 

Kindling en amígdala cerebral retrasa el proceso de epileptogénesis en gatos. Por otra 

parte, la TFS induce efectos duraderos. Una vez concluida la TFS, los animales presentaron 

un retraso de hasta 20 días más en el desarrollo de la epileptogénesis (Valdés-Cruz et al., 

2019). Por el contrario, la TFS aplicada 40 minutos antes de cada estimulo tipo Kindling no 

induce efectos antiepileptogénicos. 

Las evidencias anteriores indican que la TFS: a) reduce la frecuencia y duración de 

crisis convulsivas mioclónicas inducidas por pentilenetetrazol, b) previene la progresión a 

crisis convulsivas clónico-tónicas en el modelo de pentilenetetrazol y de crisis clónicas 

inducidas por pilocarpina y c) retrasa el proceso de epileptogénesis en el modelo de Kindling 

amigdalino incluso días después de que se dejó de aplicar. Además, la adición de diazepam 

aumenta los efectos de la TFS en el modelo de estado epiléptico inducido por pilocarpina. 

Durante la presente tesis decidimos se decidió evaluar a través de diferentes experimentos 

el efecto de diferentes intensidades de la TFS a diferentes intensidades en un modelo de 

crisis convulsivas agudas generalizadas. Además, también se exploró el efecto de la TFS 

sola y en combinación con FAC en un modelo de hiperexcitabilidad cerebral. Finalmente, 

se describe exploramos el efecto de la TFS sobre la expresión de Pgp en animales intactos 

y con crisis convulsivas.  
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2. Metodología General 

2.1. Animales, ética y habituación 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de entre 250 y 300 gramos al 

inicio de los experimentos. Los animales fueron alojados en el bioterio del Centro de 

Investigación y Estudios Avanzados (CINVESTAV) Sede Sur bajo condiciones controladas: 

ciclo luz-oscuridad de 12:12 horas, temperatura de 24 ± 2°C y una humedad relativa de 60 

a 80%. El manejo de los animales se realizó de acuerdo con las reglamentaciones 

instauradas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 y la Guía para el Cuidado 

y Uso de Animales de Laboratorio de los Institutos de Salud de EUA.  

Todos los animales se sometieron a un proceso de habituación a la manipulación 

humana con la finalidad de reducir su estrés (Costa et al., 2012; Sandra et al., 1990). Esta 

habituación consistió en la administración de solución salina (SS, NaCl 0.9% p/v, 1 ml/kg, 

intraperitoneal [i.p.]) y la colocación de un TCRE en la piel de la cabeza del animal por 5 

minutos, ambos procedimientos se realizaron cada 24 horas por 7 días. 

2.2. Evaluación conductual 

Se evaluaron los cambios conductuales de acuerdo con la escala modificada de 

Veliskova (Velísková et al., 1990): fase 0, sin cambios conductuales; fase 1, mioclonías 

aisladas; fase 2, Clonus atípico (asimétrico o unilateral); fase 3, clonus típico; fase 4, 

conducta de escape; y fase 5, crisis clónico-tónicas (Tabla 2). Se registró la presencia y la 

latencia a cada una de las fases, así como la fase máxima alcanzada después de cada 

administración. La severidad de las crisis se dividió en crisis menores (fases 1 a 3) y que 

se asocian a la activación del cerebro anterior, y crisis mayores (fases 4 y 5) que se 

asocian a la propagación de la actividad eléctrica cerebral al tallo cerebral (Velíšková & 

Velíšek, 2017). 

Tabla 2. Intensidad y severidad de las crisis convulsivas inducidas por ácido 3-

mercaptopropiónico 

Valor de intensidad 

(Fases) 
Severidad Característica conductual 

0 - Sin cambios conductuales 

1 Crisis 

menores 

Mioclonías aisladas 

2 Clonus atípico (asimétrico o unilateral) 
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3 Clonus típico 

4 Crisis 

mayores 

Conducta de escape 

5 Crisis clónico-tónicas 

Modificado de Velísková et al. 1990.  

2.3. Estimulación Focal Transcraneal 

La TFS consistió en la aplicación de pulsos cuadrados bifásicos de carga y duración 

balanceada. La duración de cada pulso cuadrado fue de 200 µs con un retraso entre el 

pulso positivo y negativo de 100 µs. La frecuencia de la estimulación fue de 300 Hz (Fig. 

1A). Los pulsos de estimulación se dieron a través del anillo externo y el disco de los 

TCRE, que son de cobre chapado en oro (Fig. 1B). Se utilizaron dos estimuladores Grass 

S48, uno generó el pulso positivo y el otro el negativo. Se rasuró la cabeza de la rata y se 

preparó la piel por 5 minutos con la aplicación de gel abrasivo NuPrep® previo a los 

experimentos. El TCRE se colocó sobre la piel de la cabeza de la rata, en la línea media 

entre el borde posterior de sus ojos y el borde anterior de sus orejas (Fig. 1C). Se utilizó 

pasta Ten20® como interfase entre el TCRE y la piel de la rata. 

 

Figura 1. Características de estimulación de la Estimulación Focal Transcraneal. Se muestra un diagrama con 

la dosis de estimulación utilizada (A), un dibujo representativo de la conformación del TCRE (B) y un esquema 

con la posición aproximada del electrodo en la cabeza de la rata (C). 
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3. Experimento 1. Efecto de la TFS (1 mA) sobre una 

crisis convulsiva aguda generalizada 

Las evidencias sobre el efecto anticonvulsivante de la TFS fueron descritas usando 

una intensidad de corriente de 50 mA. La tDCS utiliza una intensidad que varía desde 1 

hasta 2 mA (Kwon et al., 2018). Se desconoce si la TFS es capaz de producir efectos 

anticonvulsivantes a esta intensidad por lo que se diseñó el siguiente experimento. 

La hipótesis del presente experimento fue que la TFS aplicada a una intensidad de 

corriente de 1 mA previene la expresión y reduce la severidad de una crisis convulsiva 

aguda generalizada. 

El objetivo del presente experimento fue evaluar el efecto de la TFS aplicada a una 

intensidad de corriente de 1 mA en la expresión de una crisis convulsiva aguda generalizada 

inducida por ácido 3-mercaptopropiónico (MPA). 

El MPA induce crisis convulsivas clónico-tónicas primariamente generalizadas de origen 

en cerebro anterior (Löscher, 1979; Velíšková et al., 2017). A diferencia de otros 

proconvulsivantes como el pentilenetetrazol, la picrotoxina o la estricnina, el MPA induce 

crisis convulsivas de una rápida progresión a crisis clónico-tónicas y de mayor severidad 

(Löscher, 1980; Löscher, 1979). El efecto proconvulsivante del MPA se debe a la inhibición 

de la enzima Glutamato Descarboxilasa y de los transportadores de GABA en las neuronas 

(Horton & Meldrum, 1973; Löscher, 1979). Lo anterior resulta en una disminución en los 

niveles tisulares de GABA en diferentes áreas cerebrales como corteza cerebral, cuerpo 

estriado, cerebelo, puente cerebral e hipocampo (Karlsson et al., 1974). 

3.1. Metodología Experimental 

3.1.1. Grupos experimentales 

Veinticuatro horas después del último día de habituación los animales fueron 

aleatoriamente asignados a uno de los siguientes grupos experimentales (Fig. 2): 

• TFS1mA-MPA (n=10). Las ratas recibieron TFS a 1 mA por 2 minutos. Cinco 

minutos después de finalizada la TFS, se administró MPA (37.5 mg/kg, i.p.) y se 

evaluaron los cambios conductuales durante 30 minutos de acuerdo con lo 

mencionado anteriormente (ver sección 2.2).  
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• MPA (n=10). Estos animales fueron manipulados y evaluados igual que el grupo 

anterior excepto que no recibieron TFS. 

3.1.2. Análisis estadístico 

Las variables categóricas están indicadas como porcentaje y las variables de intervalo 

están indicadas como media ± error estándar de la media. Para determinar normalidad en 

los datos se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk. Se usó la prueba exacta de Fisher de una 

cola o U de Mann-Whitney según fueran necesarias. Se consideró una diferencia 

estadísticamente significativa si el valor de p era igual o menor a 0.05. Todos los análisis 

se realizaron en el software GraphPad versión 6 (La Jolla, California, USA). 

3.2. Resultados 

Todos los animales del grupo MPA (100%) presentaron crisis convulsivas menores y 

mayores a los 416 ± 49 y 504 ± 89 segundos, respectivamente. La máxima intensidad 

convulsiva alcanzada por los animales en este grupo fue de fase 5 ± 0. Por otro lado, los 

animales en el grupo TFS1mA-MPA presentaron valores de prevalencia, latencia e 

intensidad máxima similares a los observados en el grupo MPA (p > 0.05, Tabla 3). 

Tabla 3. Severidad e intensidad de las crisis convulsivas inducidas por Ácido 3-

mercaptopropiónico y la TFS a 1 mA 

 Crisis menores Crisis mayores Fase de 

Máxima 

intensidad 

convulsiva 

Grupo 

experimental 

Prevalencia Latencia Prevalencia Latencia 

MPA 100 416 ± 49 100 504 ± 89 5 ± 0 

TFS1mA-MPA 80 450 ± 65 80 457 ± 66 4 ± 0.5 

Los valores de la prevalencia se representan como porcentaje. Los valores de la latencia y 

fase máxima se presentan como promedio ± Error estándar; MPA, Ácido 3-

mercaptopropiónico; TFS, Estimulación Focal Transcraneal. Los datos de prevalencia 

fueron analizados por la prueba exacta de Fisher. Los datos de latencia y de fase de 

intensidad máxima se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney. 

3.3. Discusión 

Los animales en grupo MPA presentaron crisis clónico-tónicas en aproximadamente 6-

7 minutos como ha sido descrito previamente por otros autores (Löscher, 1980; Löscher, 
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1979). La prevalencia, latencia y fase de intensidad máxima de las crisis convulsivas 

inducidas por la administración de MPA no se modificaron cuando los animales recibieron 

previamente la TFS a 1 mA. Con estos resultados se concluyó que la TFS a 1 mA no 

previene los cambios conductuales inducidos por el MPA. 

La ausencia de efectos por la TFS aplicada antes del MPA es similar a los observados 

en estudios anteriores. Por un lado, la aplicación de TFS 40 minutos antes del estímulo tipo 

Kindling en amígdala no tiene efectos antiepileptogénicos (Valdés-Cruz et al., 2019). Por el 

otro, la aplicación de TFS previo a la administración de pilocarpina no evitó la progresión al 

estado epiléptico de crisis clónicas inducido por este convulsivante (Besio et al., 2013). La 

ausencia de efectos anticonvulsivantes por la TFS observada en el experimento 1 es similar 

a lo reportado en estudios previos en donde se utilizaron modelos experimentales diferentes 

y a una diferente intensidad de estimulación. 

Es importante mencionar que las técnicas de neuroestimulación utilizadas en la clínica 

con eficacia (ver sección 1.4) se combinan con FAC (Fisher & Velasco, 2014). Incluso, se 

sugiere que los efectos anticonvulsivantes de la VNS se facilitan con la combinación con 

FAC en los pacientes (Arcand et al., 2017). Esta noción se apoya por evidencias en modelos 

animales. En el modelo de estado epiléptico de crisis clónicas inducido por pilocarpina la 

combinación de diazepam y TFS indujo un efecto anticonvulsivante, efecto que no se 

observó cuando las terapias se aplicaron de manera independiente (Besio et al., 2013). Es 

posible que la combinación de TFS aplicada a 1 mA con FAC induzca efectos 

anticonvulsivantes. Por lo anterior, se diseñó el siguiente experimento. 
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4. Experimento 2. Efecto de la TFS a 1 mA en combinación con 

FAC en la expresión de una crisis convulsiva aguda 

generalizada. 

La hipótesis del presente experimento fue que la combinación de TFS a 1 mA con un 

FAC reduce la intensidad y severidad de una crisis convulsiva aguda generalizada.  

El objetivo del presente experimento fue evaluar el efecto de la combinación de TFS a 

1 mA con PHT sobre la intensidad y severidad de una crisis convulsiva aguda generalizada 

inducida por MPA. 

Las crisis convulsivas inducidas por MPA son sensibles a múltiples FAC entre ellos la 

PHT (Löscher, 1979). La PHT es clínicamente efectiva para el control de crisis convulsivas 

focales y generalizadas tónico-clónicas (Abou-Khalil, 2019). Sin embargo, su uso clínico ha 

declinado por la introducción de nuevos FAC con mejores perfiles farmacocinéticos y 

farmacodinámicos (Abou-Khalil, 2019). Su principal mecanismo de acción es la 

estabilización del estado inactivo de los canales de sodio, aunque también es capaz de 

inhibir la conductancia al calcio y potencia la respuesta neuronal a GABA (Keppel Hesselink, 

2017). 

4.1. Metodología experimental 

4.1.1. Grupos experimentales 

Se realizaron los siguientes grupos experimentales:  

• PHT-TFS1mA (n=10). Veinticuatro horas después del último día de habituación los 

animales recibieron PHT (75 mg/kg, i.p.). Cincuenta y tres minutos después se 

aplicó TFS a 1 mA por 2 minutos. Cinco minutos después del final de la TFS, se 

administró MPA (37.5 mg/kg, i.p.) y se registraron los cambios conductuales de 

acuerdo con lo descrito anteriormente (ver sección 2.2) (Fig. 2).  

• PHT (n=10). Estos animales fueron manipulados igual que el grupo anterior excepto 

que no recibieron TFS.  

Los resultados obtenidos de estos grupos se compararon con los de los grupos 

experimentales del experimento 1 (ver sección 3.1.1). 
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Figura 2. Diagrama del protocolo experimental (A), parámetros de la Estimulación Focal Transcraneal (TFS, B) 

y línea temporal de las intervenciones experimentales (C) utilizados en los experimentos 1 y 2. MPA, Ácido 3-

mercaptopropiónico; PHT, Fenitoína. 

4.1.2. Análisis estadístico 

Las variables categóricas están indicadas como porcentaje y las variables de intervalo 

están indicadas como media ± error estándar de la media. Para determinar normalidad en 

los datos se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk. Se usó la prueba exacta de Fisher de una 

cola o Kruskal-Wallis según fueran necesarias. Como prueba post hoc se utilizó la prueba 

de Connover. Se consideró una diferencia estadísticamente significativa si el valor de p era 

igual o menor a 0.05. Todos los análisis se realizaron en el software GraphPad versión 6 

(La Jolla, California, USA). 

4.2. Resultados 

Los animales en el grupo PHT presentaron una disminución en la prevalencia de crisis 

menores (50%, p = 0.02) y mayores (30%, p = 0.001), en comparación con el grupo MPA. 

También presentaron una mayor latencia a ambos tipos de crisis convulsivas (menores 

1272 ± 126 s, p = 0.001 y mayores 1353 ± 124 s, p = 0.02) en comparación con el grupo 

MPA (Fig. 3). Finalmente, la intensidad máxima se ubicó en una fase menor (3.1 ± 0.4, p = 

0.004 vs MPA) (Fig. 4). 
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Figura 3. Prevalencia (paneles superiores) y latencia (paneles inferiores) a crisis convulsivas menores y 

mayores en los diferentes grupos experimentales. El Ácido 3-mercaptopropiónico (MPA) fue administrado en 

animales sin pretratamiento; en animales que recibieron Estimulación Focal Transcraneal (TFS); en animales 

que recibieron Fenitoína (PHT); y en animales que recibieron PHT más TFS. Los valores de prevalencia fueron 

evaluados con la prueba exacta de Fisher de una cola. Los valores de latencia están presentados como la media 

± error estándar de la media y cada punto representa un valor independiente. Estos datos fueron analizados por 

Kruskal—Wallis seguido de la prueba de Connover. *p < 0.05; **p < 0.01. 

Por otro lado, los animales en el grupo PHT-TFS1mA no presentaron cambios en la 

prevalencia a crisis menores (50%, p > 0.05) o mayores (30%, p > 0.05) en comparación al 

grupo PHT. Por otro lado, los animales del grupo PHT-TFS1mA presentaron una 

disminución en la latencia a crisis menores (557 ± 77 s, p = 0.03) y no presentaron cambios 

en la latencia a crisis mayores (964 ± 181 s, p > 0.05) en comparación al grupo PHT (Fig. 

3). Los animales en grupo PHT-TFS1mA presentaron una intensidad máxima de fase 2.7 ± 

0.5 la cual fue similar al grupo PHT (p > 0.05) (Fig. 4). 



20 
 

 

Figura 4. Máxima Intensidad Convulsiva media en los diferentes grupos experimentales. El Ácido 3-

mercaptopropiónico (MPA) fue administrado en animales sin pretratamiento; en animales que recibieron 

Estimulación Focal Transcraneal (TFS); en animales que recibieron Fenitoína (PHT); y en animales que 

recibieron PHT más TFS. Los valores de latencia están presentados como la media ± error estándar de la media 

y cada punto representa un valor independiente. Estos datos fueron analizados por Kruskal—Wallis seguido de 

la prueba de Connover. **p < 0.01. 

4.3. Discusión 

En el experimento anterior se observó que la PHT reduce la severidad e intensidad de 

las crisis clónico-tónicas inducidas por MPA. Este efecto es similar a lo descrito por otros 

autores (Löscher, 1979). Por otro lado, la combinación de PHT y TFS a 1 mA no aumentó 

el efecto anticonvulsivante de dicho fármaco. Incluso, la combinación de TFS a 1 mA con 

PHT revirtió el aumento de la latencia a crisis menores que se observó en el grupo PHT. 

Los resultados obtenidos indican que La combinación de TFS y PHT revierte algunos 

efectos benéficos del fármaco y no mejora su efecto anticonvulsivante. 

Se sabe que la interacción de la neuroestimulación con FAC puede ser benéfica o 

nociva dependiendo del mecanismo de acción de los fármacos (Rocha, 2013). La 

estimulación de alta frecuencia intracerebral previene la progresión a crisis clónicas y 

clónico-tónicas en el modelo de estado epiléptico inducido por pilocarpina. Sin embargo, al 

combinar esta neuroestimulación con PHT los efectos anticonvulsivantes de la 

neuroestimulación se revierten. Por otro lado, cuando esta neuroestimulación se combina 
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con fármacos que favorecen la neurotransmisión por GABA (fenobarbital o diazepam) o con 

gabapentina (inhibidor de los canales de calcio y de los receptores a glutamato) disminuye 

la prevalencia de crisis clónicas y tónico-clónicas en comparación con las terapias solas 

(Cuellar-Herrera et al., 2010). 

Se sugiere que estrategias de neuromodulación como la de alta frecuencia, inducen 

sus efectos inhibitorios por aumento en la neurotransmisión por GABA la cual a su vez 

depende del influjo de sodio (Mantovani et al., 2006). Esto ha sido demostrado en estudios 

in vitro en los cuales el bloqueo de los canales de sodio inhibe la actividad eléctrica inducida 

por la estimulación de alta frecuencia, mientras que la activación de dichos canales 

aumenta el flujo GABA inducido por este mismo tipo de estimulación (Li et al 2004; Garcia 

et al 2003). La combinación la estimulación alta frecuencia con diazepam genera un mayor 

efecto anticonvulsivo en comparación a ambas terapias aplicadas de manera independiente 

(Cuellar-Herrera et al 2010). En relación con la TFS, cuando se aplica a 50 mA en 

combinación con diazepam, también disminuye la prevalencia de crisis clónicas y tónicas-

clónicas en el estado epiléptico de crisis clónicas inducido por pilocarpina (Walter Besio et 

al., 2013). Además, estudios previos han demostrado que la TFS induce un aumento en la 

liberación de GABA (Santana-Gómez et al., 2015). En el presente experimento, no se 

observó un aumento en los efectos anticonvulsivos de la TFS a 1 mA y PHT cuando se 

combinaron. La ausencia de potenciación anticonvulsiva entre la TFS a 1 mA y la PHT 

puede ser consecuencia de la saturación del mismo mecanismo de acción. Es posible que 

la PHT, al bloquear los canales de sodio, bloquea la liberación de GABA inducida por la 

TFS. Son necesario estudios adicionales en los que se evalúe la combinación de TFS a 1 

mA con fármacos que favorezcan la neurotransmisión por GABA. 

La TFS a 1 mA sola o en combinación con PHT fue incapaz de modificar las 

características de las crisis convulsivas inducidas por MPA. Se ha descrito que el MPA 

induce cambios en la expresión de glutamato descarboxilasa y en los niveles de GABA en 

diferentes estructuras cerebrales como la corteza cerebral, el cuerpo estriado, el cerebelo, 

el puente cerebral y el hipocampo (Karlsson et al., 1974). De estas estructuras, el tallo 

cerebral y el tálamo participan en la generación de las crisis convulsivas generalizadas 

tónico-clónicas, similares a las inducidas por MPA (Browning & Nelson, 1986; Dabrowska 

et al., 2019; Velíšková & Velíšek, 2017). Es posible que el campo eléctrico generado por la 

TFS a 1 mA no tenga efectos en estas estructuras cerebrales relacionadas con las crisis 

convulsivas clónico-tónicas inducidas por MPA por su distancia al electrodo de 
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estimulación. Se sabe que como consecuencia de la aplicación de la neuroestimulación se 

genera un campo eléctrico que depende de la intensidad de corriente (Datta et al., 2008). 

Sobre esto, un modelo computacional desarrollado por el Dr. Walter Besio de la Universidad 

de Rhode Island estima que la TFS a 50 mA genera un campo eléctrico cuya intensidad 

teóricamente es capaz de abarcar la mitad de la cavidad craneal de la rata (datos no 

publicados, Fig. 5). Además, la aplicación de TFS a 103 µA directamente sobre el cráneo 

de la rata genera un cambio de potencial a nivel hipocampal (Besio et al., 2011). Se 

esperaría que el alcance del campo eléctrico inducido por la TFS a 1 mA aplicada sobre la 

piel de la rata sea menor. Además, estudios previos indican que la TFS a 50 mA es capaz 

de prevenir la progresión a crisis tónico-clónicas inducidas por pentilenetetrazol (Besio et 

al., 2010). Por lo anterior se diseñó el siguiente experimento para investigar si la TFS a 50 

mA, al generar un campo eléctrico más profundo, era capaz de prevenir o reducir la 

intensidad de las crisis convulsivas inducidas por MPA. 

 

Figura 5. Modelo computacional de cuatro esferas del campo eléctrico inducido por la Estimulación Focal 

Transcraneal a 50 mA. El modelo se basa en cuatro esferas que representan la piel, el cráneo, el líquido 

cefaloraquídeo y cerebro. Los parámetros de resistencia se estimaron a partir de una rata de 200 a 250 gramos. 

La gama de colores representa la intensidad del campo eléctrico (V/m) y todo lo blanco representa una 

intensidad mayor a 4 V/m. El modelo computacional fue realizado en Comsol por el Dr. Walter Besio en la 

Universidad de Rhode Island.  
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5. Experimento 3. Efecto de la TFS a 50 mA sobre una 

crisis convulsiva aguda generalizada. 

La hipótesis del presente experimento fue que la TFS a 50 mA reduce la intensidad y 

severidad de una crisis convulsiva aguda generalizada.  

El objetivo fue evaluar el efecto de la TFS a 50 mA en la expresión de una crisis 

convulsiva aguda generalizada inducida por MPA.  

5.1. Metodología experimental 

5.1.1. Grupos experimentales 

Los grupos experimentales para este experimento fueron iguales que los descritos 

para el experimento 1 (ver sección 3.1.1). Excepto que la TFS fue aplicada con una 

intensidad de 50 mA por 5 minutos y la muestra consistió en 6 animales por grupo. 

5.1.2. Análisis estadístico 

Las variables categóricas están indicadas como porcentaje y las variables de intervalo 

están indicadas como media ± error estándar de la media. Para determinar normalidad en 

los datos se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk. Se usó la prueba exacta de Fisher de una 

cola, prueba T de Student o U de Mann-Whitney según fueran necesarias. Se consideró 

una diferencia estadísticamente significativa si el valor de p era igual o menor a 0.05. Todos 

los análisis se realizaron en el software GraphPad versión 6 (La Jolla, California, USA). 

5.2. Resultados 

Todos los animales en el grupo MPA (100%) presentaron crisis menores y mayores a 

los 306 ± 35 y 309 ± 35 s, respectivamente. Como fase máxima, todos los animales de este 

grupo presentaron crisis convulsivas fase 5. Por otro lado, del grupo TFS50mA-MPA el 83% 

de los animales presentaron crisis convulsivas menores y mayores. La latencia a crisis 

menores fue de 350 ± 34 y a crisis mayores de 404 ± 67 en este grupo. Los animales en el 

grupo TFS50mA-MPA presentaron crisis convulsivas con una fase de intensidad máxima 

de 4.3 ± 0.7. Ninguno de estos valores fue estadísticamente diferente a los observados en 

el grupo MPA (Tabla 4). 

Tabla 4. Severidad e intensidad de las crisis convulsivas inducidas por Ácido 3-

mercaptopropiónico y la TFS a 50 mA 
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 Crisis menores Crisis mayores Fase de 

Máxima 

intensidad 

convulsiva 

Grupo 

experimental 

Prevalencia Latencia Prevalencia Latencia 

MPA 100 306 ± 35 100 309 ± 35 5 ± 0 

TFS50mA-MPA 83 350 ± 34 83 404 ± 67 4.3 ± 0.7 

Los valores de la prevalencia se representan como porcentaje. Los valores de la latencia y 

fase máxima se presentan como promedio ± Error estándar; MPA, Ácido 3-

mercaptopropiónico; TFS, Estimulación Focal Transcraneal. Los datos de prevalencia 

fueron analizados por la prueba exacta de Fisher. Los datos de latencia fueron analizados 

con la prueba T de student. Los datos de fase de intensidad máxima se analizaron con la 

prueba U de Mann-Whitney. 

5.3. Discusión 

La aplicación de TFS a 50 mA no modificó la severidad ni intensidad de las crisis 

convulsivas inducidas por el MPA. Es probable que el campo eléctrico inducido por la TFS 

a 50 mA (Fig. 5) tampoco alcance a proteger todas las estructuras afectadas por el MPA 

(Karlsson et al., 1974). Particularmente, las estructuras relacionadas con la manifestación 

de crisis convulsivas generalizadas tónico-clónicas, como el tallo cerebral y el tálamo 

(Browning & Nelson, 1986; Dabrowska et al., 2019; Eells et al., 2004). Es necesario verificar 

experimentalmente el alcance del campo eléctrico inducido por la TFS a diferentes 

intensidades.  

Evidencias previas indican que la TFS a 50 mA aplicada como pretratamiento no 

previene la aparición ni reduce la severidad del estado epiléptico de crisis clónicas inducido 

por pilocarpina (Besio et al., 2013). Asimismo, la aplicación de TFS 40 minutos antes de un 

estímulo tipo Kindling no tiene efectos antiepileptogénicos (Valdés-Cruz et al., 2019). De 

igual manera, en el presente estudio encontramos que la aplicación de TFS a 50 mA 

aplicada antes de la inducción de la administración del MPA no induce efectos 

anticonvulsivantes. Este grupo de evidencias indican que la TFS aplicada sola como 

pretratamiento no induce efectos anticonvulsivantes. Sin embargo, es importante hacer 

notar que la aplicación de TFS a 50 mA con diazepam antes del estado epiléptico inducido 

por pilocarpina reduce la prevalencia de crisis clónicas y tónico-clónicas (Besio et al., 2013). 

Esta evidencia sugiere que la combinación de TFS a 50 mA con FAC induce efectos 

anticonvulsivantes. 
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Por otra parte, se ha descrito que los efectos de la neuromodulación dependen del 

estado funcional cerebral al momento de la estimulación (Huerta & Lisman, 1995; Huerta & 

Lisman, 1993; Zrenner et al., 2018). Al respecto, se sabe que la hiperexcitabilidad e 

hipersincronización cerebral inducida por el pentilenetetrazol se revierte por la aplicación 

de TFS (Besio et al., 2011; Besio et al., 2013; Makeyev et al., 2011). El siguiente 

experimento se diseñó con el propósito de investigar si la TFS a 50 mA, sola o asociada a 

FAC, induce efectos anticonvulsivantes en animales con hiperexcitabilidad cerebral. 
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6. Experimento 4. Efecto de la TFS a 50 mA sola y en 

combinación con FAC sobre crisis convulsivas en 

animales con hiperexcitabilidad cerebral. 

La hipótesis del presente experimento fue que la TFS a 50 mA sola o en combinación 

con FAC reduce la intensidad y severidad de las crisis convulsivas en animales con 

hiperexcitabilidad cerebral. 

El objetivo del presente experimento fue evaluar el efecto de la TFS a 50 mA sola o en 

combinación con PHT sobre la intensidad y severidad de una crisis convulsiva inducida en 

animales con hiperexcitabilidad cerebral inducida por crisis convulsivas repetitivas. 

La inducción de crisis convulsivas de manera repetitiva induce un estado progresivo de 

hiperexcitabilidad independientemente del convulsivante utilizado (Auzmendi et al., 2013; 

Borbély et al., 2015; Giordano et al., 2015). 

6.1. Metodología experimental 

6.1.1. Inducción de crisis convulsivas repetitivas  

Para la inducción de crisis convulsivas farmacorresistentes se utilizó un modelo que 

consiste en la administración repetitiva de MPA (Rosillo-de la Torre et al., 2015). El MPA es 

un inhibidor de la decarboxilasa de ácido glutámico (Karlsson et al., 1974) cuya 

administración resulta en la inducción de crisis convulsivas generalizadas clónico-tónicas 

(Löscher, 1980; Löscher, 1979). 

El modelo consistió en lo siguiente: veinticuatro horas después del último día de 

habituación (ver sección 2.1), los animales se sometieron a la administración de MPA cada 

12 horas por 10 administraciones (Rosillo-de la Torre et al., 2015) (Fig. 6). Durante 30 

minutos después de cada administración se evaluaron los cambios conductuales de 

acuerdo con la mencionado anteriormente (ver sección 2.2). Con la finalidad de reducir la 

mortalidad del modelo, se optó por un incremento paulatino de las dosis de MPA (Enrique 

et al., 2017). El día 1, el MPA se administró a una dosis de 30 mg/kg (i.p.) y si esta dosis no 

era suficiente para inducir crisis mayores o iguales a fase 3, la dosis subsecuente se 

incrementó en 2.5 mg/kg. En caso contrario, la dosis se mantuvo igual. Este procedimiento 

se repitió hasta una dosis máxima de 37.5 mg/kg. Posteriormente, los animales se 

sometieron a un ensayo cruzado (ver sección 6.1.2). 
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Figura 6. Diagrama del esquema experimental utilizado para evaluar los diferentes tratamientos en los animales 

con crisis convulsivas repetitivas. A, Línea de tiempo sobre el esquema experimental completo. Inicialmente, 

los animales fueron sometidos a 7 días de habituación. Posteriormente, las ratas recibieron ácido 3-

mercaptopropiónico (MPA) cada 12 horas por 5 días (días 8 al 12). Al día 13, los animales fueron distribuidos 

al ensayo cruzado. B, Esquema del ensayo cruzado para cada rata con crisis convulsivas repetitivas. Cada par 

de animales fue seleccionado aleatoriamente para seguir un esquema de tratamiento. Veinticuatro horas 

después de cada intervención terapéutica, los animales recibieron MPA para mantener las crisis convulsivas 

repetitivas. C, Línea de tiempo de los procedimientos para cada tratamiento aplicado durante el ensayo cruzado. 

Inicialmente, aplicamos fenitoína (PHT, 75 mg/kg, i.p.) o solución salina (SS, 1 ml/kg, i.p.). Después, utilizamos 

un electrodo tripolar de anillos concéntricos (TCRE) para aplicar estimulación focal transcraneal (TFS) o sólo 

manipulación durante 5 minutos. Se administró MPA (37.5 mg/kg, i.p.) 5 minutos después de finalizar la TFS o 

manipulación. La actividad convulsiva se evaluó durante 30 minutos después de la inyección de MPA. 

6.1.2. Ensayo cruzado 

El ensayo cruzado comenzó 24 horas después de la última administración de MPA y 

consistió en un total de 7 días de experimentación (Fig. 6). Durante los días 1, 3, 5 y 7 los 

animales recibieron un tratamiento experimental (ver abajo). Durante los días 2, 4 y 6 

recibieron MPA (37.5 mg/kg i.p.) para mantener la hiperexcitabilidad cerebral y los efectos 

de las crisis convulsivas repetitivas. El ensayo cruzado nos permitió una reducción en el 

número de animales utilizados debido a que los resultados obtenidos permitieron evaluar la 

respuesta de un mismo animal a los 4 diferentes tratamientos (Grabenstatter & Dudek, 

2019). Los diferentes tratamientos utilizados durante el ensayo cruzado fueron los 

siguientes: 
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• PHT-TFS50mA-MPA: Se aplicó TFS a 50 mA por 5 minutos en el cuero cabelludo 

de ratas pretratadas con PHT (75 mg/kg, i.p., 50 minutos antes de la TFS). Cinco 

minutos después del final de la TFS se administró MPA (37.5 mg/kg, i.p.). Se registró 

la fase máxima alcanzada y la presencia y latencia de crisis convulsivas menores y 

mayores durante 30 minutos de acuerdo con lo descrito antes (ver sección 2.2). 

• PHT-MPA: Este tratamiento fue igual que el anterior excepto que no se aplicó TFS. 

• TFS50mA-MPA: Este tratamiento fue igual que el PHT-TFS50mA-MPA excepto que 

recibieron SS (1 ml/kg, i.p., pH 11.4) en lugar de PHT.  

• MPA: Este tratamiento fue igual que el anterior excepto que no se aplicó TFS. 

6.1.3. Análisis estadístico y tamaño de la muestra 

Debido a que no hay información previa sobre los efectos que esperamos, no es posible 

realizar un cálculo de la muestra por lo que se utilizó el recomendado para esta situación 

(Allgoewer & Mayer, 2017). Se consideró un mínimo de 8 sujetos por tratamiento para un 

análisis de variables categóricas. 

Las variables categóricas están indicadas como porcentaje y las variables de intervalo 

están indicadas como media ± error estándar de la media. Para determinar normalidad en 

los datos se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk. Se usó la prueba exacta de Fisher de una 

cola, ANOVA o Kruskal Wallis según fueran necesarias. Se utilizaron evaluaciones 

pareadas de prueba T como prueba post hoc o la prueba de Connover según fueran 

necesarias. Se consideró una diferencia estadísticamente significativa si el valor de p era 

igual o menor a 0.05. Todos los análisis se realizaron en el software GraphPad versión 6 

(La Jolla, California, USA). 

6.2. Resultados 

El tratamiento MPA produjo crisis convulsivas menores y mayores (100%) con una 

latencia de 474.5 ± 84 s y 481.6 ± 83.2 s, respectivamente (Fig. 7). Además, la máxima 

intensidad de las crisis convulsivas en los animales bajo este tratamiento fue de fase 4.3 ± 

0.2 (Fig. 8). El tratamiento TFS50mA-MPA indujo cambios similares a los inducidos por el 

tratamiento MPA. El 100% de los animales presentaron crisis convulsivas menores a los 

474 ± 29.3 s (p>0.05 vs MPA), el 85.5% presentaron crisis convulsivas mayores a los 451.1 

± 19.9 s (p>0.05 vs MPA) y la fase máxima alcanzada fue de 4 ± 0.2 (p>0.05 vs MPA).  
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Figura 7. Prevalencia (paneles superiores) y latencia (paneles inferiores) de las crisis convulsivas menores y 

mayores en ratas con crisis convulsivas repetitivas bajo los distintos tratamientos: Ácido 3-mercaptopropiónico 

(MPA) solo, Estimulación Focal Transcraneal más MPA (TFS-MPA), Fenitoína más MPA (PHT-MPA) y PHT 

más TFS más MPA (PHT-TFS-MPA). Los valores de prevalencia fueron evaluados con la prueba exacta de 

Fisher de una cola. Los valores de latencia están presentados como la media ± error estándar de la media y 

cada punto representa un valor independiente. Estos datos fueron analizados por ANOVA de una vía seguido 

evaluaciones pareadas por la prueba T. *p < 0.05; **p < 0.01. 

El tratamiento PHT-MPA indujo crisis convulsivas menores (100%) con una latencia de 

456.6 ± 55.7 s (p>0.05 vs MPA). La prevalencia de crisis convulsivas mayores bajo este 

tratamiento fue de 100% (p>0.05) con una mayor latencia (756 ± 64 s, p = 0.04) en 

comparación al tratamiento MPA (Fig. 7). La máxima intensidad de las crisis convulsivas 

alcanzada bajo este tratamiento fue de fase 4.4 ± 0.2 (p > 0.05) similar al tratamiento MPA 

(Fig. 8). Finalmente, el tratamiento PHT-TFS50mA-MPA provocó los siguientes efectos: el 

100% (p>0.05 vs PHT-MPA) de los animales presentaron crisis convulsivas menores a los 

541.7 ± 57.7 s (p>0.05 vs PHT-MPA); y el 50% de los animales presentaron crisis 

convulsivas mayores (p=0.03 vs PHT-MPA) a los 840 ± 97 s (p>0.05 vs PHT-MPA). La 

máxima intensidad de las crisis convulsivas en los animales bajo este tratamiento fue de 

fase 3.2 ± 0.4 (p=0.02 vs PHT-MPA) (Fig. 7 y 8). 
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Figura 8. Representación de la máxima intensidad convulsiva alcanza por las ratas con crisis convulsivas 

farmacorresistentes bajo los diferentes tratamientos evaluados (ver legenda de la figura 5). Los valores están 

presentados como media ± error estándar de la media y cada punto representa un valor independiente. Estos 

datos fueron analizados por la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Connover. *p<0.05. 

Los resultados anteriores nos permiten concluir que: I) la inducción de crisis repetidas 

induce resistencia a la PHT; II) la TFS sola a 50 mA no reduce la intensidad ni severidad de 

las crisis convulsivas inducidas en un cerebro con hiperexcitabilidad; y III) la combinación 

de TFS a 50 mA con PHT tiene efectos anticonvulsivos en animales que son resistentes a 

este fármaco. 

6.3. Discusión 

En el experimento anterior se observó que la TFS a 50 mA como pretratamiento no 

modifica la intensidad o severidad de las crisis convulsivas en un animal con 

hiperexcitabilidad cerebral. En la práctica clínica las terapías de neuromodulación, como la 

VNS, se aplican concomitantemente a FAC (Kwon et al., 2018) y se sugiere que esta 

combinación es importante para mantener la efectividad anticonvulsiva (Arcand et al., 2017; 

Révész et al., 2018). Al igual que con la VNS, la combinación de DBS con FAC ha 

demostrado ser efectiva en el control de crisis epilépticas clónico-tónicas generalizadas 

(Velasco et al., 2000; Velasco et al., 2005). Sin embargo, la combinación de fármacos con 
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neuroestimulación puede derivar en desenlaces distintos independientemente de que los 

pacientes tengan el mismo diagnóstico (Sa et al., 2019). Al igual que otras técnicas de 

neuromodulación, la TFS probablemente necesita combinarse con FAC para tener efectos 

anticonvulsivos. 

Por otro lado, la administración de PHT (tratamiento PHT-MPA) tampoco modificó la 

intensidad ni la severidad de las crisis convulsivas repetitivas clónico-tónicas inducidas por 

MPA. Este efecto se explica debido a que la inducción de crisis convulsivas generalizadas 

(clónicas o clónico-tónicas) inducidas por MPA induce un fenotipo de farmacorresistencia. 

Este fenotipo genera poca o nula respuesta anticonvulsiva a FAC como la PHT (Enrique et 

al., 2017; Rosillo-de la Torre et al., 2015). Esta farmacorresistencia se asocia a la 

sobreexpresión de Pgp a nivel cerebral (Enrique et al., 2017; Lazarowski et al., 2004; 

Rosillo-de la Torre et al., 2015) y a los bajos niveles cerebrales de PHT (Höcht et al., 2007). 

El presente resultado comprueba que la inducción repetitiva de crisis generalizadas induce 

crisis convulsivas resistentes a PHT.  

El MPA es un procovulsivante que induce crisis convulsivas progresivamente más 

severas en las ratas. Las manifestaciones que se observan en este modelo van desde 

mioclonías hasta crisis clónico-tónicas (Löscher, 1980; Löscher, 1979). Se ha descrito que 

las crisis menores en este modelo (ver sección 2.2) son consecuencia de la activación de 

estructuras del cerebro anterior (Velíšková & Velíšek, 2017) y las crisis convulsivas mayores 

están relacionadas con estructuras centrales como el tálamo y el tallo cerebral (Browning & 

Nelson, 1986; Chen et al., 2019; Yang et al., 2017). En el presente experimento se encontró 

que la combinación de TFS a 50 mA con PHT redujo la prevalencia y prolongó la latencia 

de las crisis mayores sin modificar la expresión de las crisis menores. Como fue 

mencionado previamente, el campo eléctrico que induce la TFS a 50 mA se reduce 

conforme aumenta la distancia al TCRE (ver sección 4.3) (Besio et al., 2006, 2011; Valdés-

Cruz et al., 2019). Es probable que los efectos de la combinación de TFS a 50 mA con PHT 

sobre las crisis mayores sean consecuencia de que no se propagué la crisis convulsiva al 

tálamo o tallo cerebral. Sin embargo, los efectos de la combinación de TFS a 50 mA con 

PHT o de las terapias solas no son suficientes para prevenir la activación de los circuitos 

responsables de las crisis menores.  

Por otro lado, en el experimento 2 (ver sección 4.2) la combinación de TFS a 1 mA con 

PHT no aumentó los efectos de las terapias administradas independientemente. Sin 

embargo, en el experimento anterior se observó un aumento en el efecto anticonvulsivante 
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con esta misma combinación. La inducción repetitiva de crisis convulsivas generalizadas 

induce un aumento en la excitabilidad cerebral (Auzmendi et al., 2013; Borbély et al., 2015; 

Giordano et al., 2015). Es probable que los efectos de la TFS en combinación con PHT 

sean mejores en animales con hiperexcitabilidad cerebral que en animales intactos. 

Estudios previos reportan que el efecto de la neuroestimulación depende del estado de 

excitabilidad cerebral (Huerta & Lisman, 1995; Huerta & Lisman, 1993; Zrenner et al., 2018). 

Por otro lado, la inducción repetitiva de crisis convulsivas generalizadas induce un fenotipo 

de farmacorresistencia por la sobreexpresión de Pgp (Enrique et al., 2017; Höcht et al., 

2007, 2009; Rosillo-de la Torre et al., 2015). Es probable que la TFS tenga un efecto de 

inhibición sobre esta proteína y revierta el fenotipo de farmacorresistencia. Estudios in vitro 

han demostrado que, bajo ciertas condiciones, la estimulación eléctrica puede inhibir la 

expresión y función de la Pgp (Janigro et al., 2006). Son necesarios más estudios para 

explicar los diferentes efectos de la combinación de TFS más PHT en las crisis convulsivas 

generalizadas en animales sanos en comparación con los animales con hiperexcitabilidad 

cerebral y farmacorresistencia. 

Uno de los principales factores clínicos que se asocian a ERF, es la severidad y 

frecuencia de las crisis epilépticas antes de la farmacoterapia (Rogawski, 2013; Rogawski 

& Johnson, 2008). En nuestros resultados observamos que la combinación de PHT con 

TFS a 50 mA redujo la prevalencia de las crisis convulsivas mayores (conducta de escape 

y crisis clónico-tónicas). De la misma manera, la administración concomitante de DBS o 

VNS con FAC reduce la frecuencia y severidad de las crisis convulsivas en la clínica (Arcand 

et al., 2017; Révész et al., 2018; Velasco et al., 2000; Velasco et al., 2005). La 

administración de TFS a 50 mA en combinación con PHT puede representar una estrategia 

útil para prevenir el fenotipo farmacorresistente al reducir la prevalencia de crisis 

convulsivas severas.  

Un aspecto para comentar del presente estudio es el ensayo cruzado. En los ensayos 

clínicos de este tipo se recomienda un tiempo de lavado del fármaco superior a 5 vidas 

medias (Evans, 2010). Según este concepto, la eliminación de una dosis de 100 mg/kg (i.p.) 

de PHT requiere de 13 horas ya que su vida media es de 2.6 horas en ratas (Lolin et al., 

1994). En el presente estudio se utilizaron 75 mg/kg de PHT (i.p.) y hubo una separación 

de 48 horas entre administraciones por lo que el tiempo de lavado fue suficiente. Sin 

embargo, también ha sido descrito que la PHT se acumula durante su administración 

repetida desde 3 administraciones (Lolin et al., 1994). Al final del experimento cada uno de 
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los animales recibió 2 días PHT, desconocemos si este número de administraciones fueron 

suficientes para modificar la farmacocinética de la PHT y por eso esto es considerado como 

una limitación del estudio. 

La farmacorresistencia que resulta de las crisis repetitivas inducidas por MPA (Enrique 

et al., 2017; Rosillo-de la Torre et al., 2015) se asocia a la sobreexpresión cerebral de Pgp 

(Lazarowski et al., 2004; Rosillo-de la Torre et al., 2015) y a una menor concentración 

cerebral de FAC (Höcht et al., 2007, 2009). Se sabe que la administración de fármacos 

inhibidores de la Pgp revierte la farmacorresistencia a PHT (Enrique et al., 2017; Höcht et 

al., 2007). En el presente experimento se observó que la administración de PHT más TFS 

(tratamiento PHT-TFS-MPA) revirtió la resistencia a PHT en el modelo de crisis repetitivas 

inducidas por MPA. Por otro lado, se describe que la aplicación de corriente alterna reduce 

la expresión y función de la Pgp en líneas celulares de cáncer (Janigro et al., 2006). Por lo 

anterior es posible que la TFS a 50 mA sea capaz de inhibir la expresión y función de la 

Pgp. El siguiente experimento se diseñó para investigar el efecto de la TFS en la expresión 

de Pgp secundaria a actividad convulsiva.  
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7. Experimento 5. Efecto de la TFS a 50 mA sobre la 

expresión de la Pgp inducida por una crisis 

convulsiva aguda generalizada 

La inducción de crisis convulsivas repetitivas induce un aumento de progresivo de la 

expresión de Pgp, de la excitabilidad neuronal y de la farmacorresistencia (Auzmendi et al., 

2013; Enrique et al., 2017; Lazarowski et al., 2004). La aplicación de estimulación eléctrica 

es capaz de reducir la expresión y función de la Pgp in vitro (Janigro et al., 2006). Por lo 

anterior, es posible que la TFS evite la sobreexpresión de la Pgp secundaria a la actividad 

convulsiva in vivo desde la primera crisis convulsiva. 

Por otro lado, la sobreexpresión de Pgp en el cerebro de un sujeto con ERF resulta de 

múltiples factores. Entre estos factores destacan la sobreliberación de glutamato (Bankstahl 

et al., 2008; Bauer et al., 2008; Hartz et al., 2017), condiciones similares a hipoxia (Merelli 

et al., 2019), el estrés oxidativo (Bauer et al., 2008; van Vliet et al., 2010) y la 

neuroinflamación (Enrique et al., 2019). Los datos descritos anteriormente derivan de 

investigaciones realizadas en modelos experimentales de estado epiléptico y epilepsia. Sin 

embargo, en modelos experimentales de una sola crisis convulsiva también se ha descrito 

una sobreliberación de glutamato (Rocha et al., 1996), hipoxia (Farrell et al., 2016) y un 

aumento en el estrés oxidativo (Attia et al., 2019; Rauca et al., 1999) y de la 

neuroinflamación (Ristori et al., 2008). Por lo anterior, es posible que una sola crisis 

convulsiva favorezca la sobreexpresión de Pgp. 

Las hipótesis del presente experimento fueron que una crisis convulsiva es capaz de 

inducir la sobreexpresión de la Pgp y que la TFS a 50 mA es capaz de prevenir este efecto. 

Los objetivos fueron:  

• Evaluar la expresión hipocampal y cortical de la Pgp posterior a una crisis convulsiva 

inducida por MPA. 

• Analizar el efecto de la administración de TFS a 50 mA sobre la expresión 

hipocampal y cortical de Pgp posterior a una crisis convulsiva inducida por MPA. 



35 
 

7.1. Metodología experimental 

7.1.1. Grupos experimentales 

Veinticuatro horas después del final de la habituación los animales fueron 

aleatoriamente asignados a uno de los siguientes 4 grupos experimentales (Fig. 9):  

• TFS50mA-MPA (n=6): Este es el mismo grupo que fue descrito en el experimento 3 

(ver sección 5.1.1). Estos animales fueron sacrificados 4 horas después de la 

administración de MPA. Se disecaron la corteza cerebral e hipocampo para 

inmediatamente congelarlos y almacenarlos a -70 °C hasta su uso para determinar 

la expresión de Pgp por Western Blot (ver sección 7.1.2). 

• MPA (n=6): Este grupo fue utilizado para determinar el efecto de la crisis convulsiva 

inducida por MPA sobre la expresión de Pgp. La manipulación de estos animales 

fue igual a la del grupo anterior, excepto que no recibieron TFS.  

• TFS50mA (n=6): Este grupo fue designado para investigar los efectos de la TFS 

sobre el cerebro de animales intactos. Estos animales fueron manipulados como el 

grupo TFS50mA-MPA, excepto que en lugar de recibir MPA recibieron SS. 

• SS (n=6): Los animales en este grupo fueron manipulados como el grupo anterior, 

excepto que no recibieron TFS. Los resultados de este grupo se consideraron la 

condición control para este experimento. 
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Figura 9. Diagrama del protocolo experimental utilizado para evaluar la expresión de la glicoproteína P (Pgp) 

después de una crisis convulsiva aguda inducida por ácido 3-mercaptopropiónico (MPA) y los efectos de la 

estimulación focal transcraneal (TFS). A, Los animales fueron sometidos a 7 días de habituación. Entonces, se 

distribuyeron aleatoriamente a los diferentes grupos experimentales. B, Diagrama de los parámetros de la TFS. 

C, Línea de tiempo del procedimiento experimental. Se obtuvieron el hipocampo y la corteza cerebral de las 

ratas al final del experimento y se usaron para determinar la expresión de la Pgp por Western Blot. g, gramos; 

SS, Solución salina; mA, miliamperes; µs, microsegundos; Hz, Hertz; TCRE, Electrodo tripolar de anillos 

concéntricos. 

7.1.2. Western Blot 

Las muestras de tejido cerebral se homogeneizaron en amortiguador de Ensayo de 

Radio Inmunoprecipitación (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM Ácido Etileno-Diamino-

Tetracético y 0.1% Tritón X-100; pH 7.5) con un cóctel de inhibidores de la proteasa (Roche 

Diagnostics GmbH, Alemania) en un baño frío (4 °C). Luego los homogeneizados se 

centrifugaron a 14000 g durante 30 minutos a 4 °C y el sobrenadante (extracto de proteína 

total) se recogió inmediatamente y se congeló en alícuotas a -70 °C. La concentración total 

de proteínas se determinó en los extractos según el método Bradford (Laboratorios Bio-

Rad, EUA) utilizando albúmina de suero bovino (Laboratorios Bio-Rad, EUA) como 

estándar. 

Posteriormente, las muestras (50 µg de extracto de proteína total) se hirvieron (95 °C) 

durante 5 minutos en amortiguador Laemmli (500 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% dodecil sulfato 
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de sodio (SDS, por sus siglas en inglés), 10% glicerol, 10% β-mercaptoetanol y 0.1% azul 

de bromofenol) para su desnaturalización. La electroforesis se llevó a cabo en amortiguador 

de corrida Tris/glicina/SDS (25 mM Tris, 192 mM glicina y 0.1% SDS; pH 8.3; Laboratorios 

Bio-Rad, EUA) a 85 V durante 30 min y 100 V durante 2 h utilizando un gel de SDS-

poliacrilamida (7.5%). Las proteínas separadas se transfirieron a una membrana de 

difluoruro de polivinilideno (Immun-Blot, Laboratorios Bio-Rad, EUA) en un sistema húmedo 

a 0.6 A (corriente constante) durante 30 minutos utilizando amortiguador de transferencia 

(25 mM Trizma-base, 250 mM glicina y 20% metanol; pH 8.3). Las membranas con 

proteínas se incubaron en una solución bloqueadora (5% Blot-QuickBlocker, EMD Millipore, 

EUA) diluida en SS amortiguada con Tris-Tween (TBS-T, por sus siglas en inglés) (20 mM 

Tris, 500 mM NaCl, 0.1% Tween 20; pH 7.5) durante 1 h a 4 °C. Las membranas bloqueadas 

fueron lavadas en TBS-T durante 5 min y este proceso se repitió 3 veces. A continuación, 

las membranas se incubaron durante toda la noche con una suave agitación a 4 °C, con los 

siguientes anticuerpos: anti-Pgp monoclonal de conejo (1:1000; Cat. ab170904, Abcam, 

EUA) y anti-actina monoclonal de conejo (1:1000; Cat. ab179467; Abcam, EUA). Luego, las 

membranas se lavaron 3 veces en TBS-T durante 5 minutos cada una para después 

incubarlas durante 2 h a 4 °C con su correspondiente anticuerpo secundario (cabra anti-

conejo IgG unido a peroxidasa de rábano 1:5000 y 1:10000 para Pgp y actina, 

respectivamente). Todos los anticuerpos primarios y secundarios fueron diluidos en 

amortiguador TBS (20 mM Tris, 500 mM NaCl; pH 7.5).  Finalmente, las membranas se 

incubaron en una solución de peróxido/luminol (sustrato ECL de Clarity Western, 

Laboratorios Bio-Rad, EUA) a temperatura ambiente durante 5 minutos. Los datos 

quimioluminiscentes se normalizaron utilizando la actina como proteína constitutiva, lo que 

dio como resultado una relación de expresión relativa. Esta expresión se normalizó con 

respecto a los valores obtenidos en el grupo SS (ver sección 6.1.2). Cada muestra se evaluó 

por duplicado. 

7.1.3. Análisis estadístico 

Se consideró un número mínimo de 6 sujetos por tratamiento. Este de acuerdo con las 

recomendaciones para estudios en donde no hay información previa para el cálculo del 

tamaño de la muestra (Allgoewer & Mayer, 2017).  

Las variables categóricas están indicadas como porcentaje mientras que las variables 

de intervalo están indicadas como media ± error estándar de la media. Para determinar 

normalidad en los datos se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk. Se usó la prueba de ANOVA 
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seguida de evaluaciones pareadas de prueba T como prueba post hoc. Se consideró una 

diferencia estadísticamente significativa si el valor de p era igual o menor a 0.05. Todos los 

análisis se realizaron en el software GraphPad versión 6 (La Jolla, California, USA). 

7.2. Resultados  

Los animales en el grupo experimental SS no mostraron cambios conductuales como 

consecuencia de su manipulación durante el tiempo del estudio. Su expresión hipocampal 

y cortical de Pgp fue considera la condición control para futuras comparaciones (100%). Al 

igual que en el grupo SS, los animales en el grupo TFS50mA no tuvieron alteraciones 

conductuales durante su manipulación. Sin embargo, se observó un aumento en la 

expresión cortical de la Pgp (67 ± 31.1%, p=0.03 vs SS) sin cambios en la expresión 

hipocampal de la Pgp (8.9 ± 15.9%, p>0.05 vs SS). 

En el grupo MPA, se observó un incremento en la expresión cortical (68 ± 13.4%, 

p=0.03) e hipocampal (48.5 ± 14%, p=0.04) de la Pgp en comparación al grupo SS. 

Finalmente, la expresión cortical e hipocampal de la Pgp en grupo TFS50mA-MPA fue 

similar a la observada en el grupo SS y significativamente menor a la observada en el grupo 

MPA (corteza cerebral 0 ± 6%, p = 0.03; hipocampo -11 ± 12%, p = 0.02) (Fig. 10). 

 

Figura 10. Representación de la expresión de la glicoproteína-P (Pgp) en la corteza cerebral y el hipocampo de 

los animales bajos las diferentes condiciones experimentales: vehículo (SS) o Estimulación Focal Transcraneal 

(TFS) o después de una crisis convulsiva inducida por Ácido 3-mercaptopropiónico (MPA) solo o asociado con 
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TFS (TFS-MPA). Las gráficas representan el cambio de la expresión Pgp/actina considerando los valores del 

grupo SS como la condición control (100%). Los valores se presentan como media ± error estándar de la media 

y cada punto representa un valor independiente. Los valores fueron analizados con ANOVA de una vía seguido 

de pruebas t pareadas. Los paneles inferiores muestran bandas representativas de la expresión de Pgp bajo 

las diferentes condiciones experimentales. * p<0.05. 

7.3. Discusión 

La sobreexpresión de Pgp se asocia a la farmacorresistencia en múltiples patologías 

entre ellas la epilepsia (Lazarowski et al., 2007). Esta sobreexpresión es consecuencia de 

múltiples alteraciones tales como la excesiva liberación de glutamato (Bankstahl et al., 

2008; Bauer et al., 2008; Hartz et al., 2017), condiciones que simulan hipoxia (Merelli et al., 

2019), estrés oxidativo (Bauer et al., 2008; van Vliet et al., 2010) y neuroinflamación 

(Enrique et al., 2019). La inducción repetitiva de crisis convulsivas clónico-tónicas inducidas 

por MPA induce la sobreexpresión cerebral de Pgp (Enrique et al., 2017; Lazarowski, 

Ramos, et al., 2004; Rosillo-de la Torre et al., 2015). En el presente estudio demostramos 

por primera vez que esta sobreexpresión está presente desde la primera crisis convulsiva 

inducida por MPA. Este efecto puede deberse a que posterior a una crisis convulsiva aguda 

existe una excesiva liberación de glutamato (Rocha et al., 1996), hipoxia (Farrell et al., 

2016), la activación de la vía de la ciclooxigenasa 2/Prostaglandina E2 (Ristori et al., 2008) 

y un alto estrés oxidativo (Attia et al., 2019; Rauca et al., 1999). Todos estos fenómenos 

pueden contribuir a la sobreexpresión de Pgp encontrada posterior a una crisis convulsiva 

inducida por MPA.  

Por otro lado, la aplicación de TFS a 50 mA generó un aumento en la expresión cortical 

de Pgp en animales en el grupo SS. Esto puede ser consecuencia de un aumento en la 

excitabilidad cortical inducida por la TFS 50 mA en animales intactos. Este efecto ha sido 

descrito en otros métodos de estimulación no invasiva como la TMS (Cui et al., 2017; Tang 

et al., 2019). Estudios previos comprueban que la TFS no induce daño cerebral (Mucio-

Ramírez & Makeyev, 2017) o cambios en la memoria a corto o largo plazo (Luby et al., 

2014; Rogel-Salazar et al., 2013). Sin embargo, es necesario continuar investigando las 

consecuencias de la TFS en sujetos sanos.  

Pese a la observación anterior, la TFS a 50 mA aplicada antes del MPA previene la 

sobreexpresión cortical e hipocampal de Pgp inducida por la crisis convulsiva. La aplicación 

de TFS durante el estado epiléptico reduce la liberación de glutamato (Santana-Gómez et 

al., 2015). Como fue comentado previamente, esta excesiva liberación de glutamato es un 



40 
 

factor esencial en la sobreexpresión de Pgp (Bankstahl et al., 2008; Bauer et al., 2008; Hartz 

et al., 2017). Es probable que la TFS prevenga la sobreexpresión de Pgp al reducir la 

excesiva liberación de glutamato durante la crisis convulsiva. Además de la liberación de 

glutamato, la sobreexpresión de Pgp puede ser consecuencia de la liberación de 

mediadores inflamatorios (Enrique et al., 2019; Ristori et al., 2008). Respecto de esto, la 

tDCS es capaz de disminuir la liberación de interleucina 1β en el modelo de Kindling químico 

inducido por pentilenetetrazol (Regner et al., 2020). Es probable que la TFS prevenga la 

sobreexpresión de Pgp inducida por una crisis convulsiva aguda inducida por MPA a través 

de la reducción en la liberación de mediadores inflamatorios. 

  



41 
 

8. Perspectivas y limitaciones 

8.1. Perspectivas 

Al momento, no se han descrito efectos adversos para la TFS. Sin embargo, su aplicación 

en animales intactos generó un incremento en la expresión cortical de la Pgp. Es importante 

estudiar la repercusión biológica de este efecto y como es su dinámica con la aplicación 

crónica de la TFS.  

La aplicación de TFS inmediatamente después del estímulo convulsivo tiene mejores 

efectos en comparación a cuando se aplica como pretratamiento. Es interesante estudiar la 

efectividad de la TFS a diferentes intensidades como una terapia de asa cerrada. Esto se 

puede evaluar en modelos experimentales de epilepsia en donde los animales presentan 

crisis recurrentes espontáneas. 

La evaluación de la TFS en modelos de epilepsia nos permitiría también evaluar su efecto 

como una terapia modificadora de la enfermedad o antiepileptogénico. 

Los experimentos presentados en la presente tesis apuntan a que la TFS ejerce un efecto 

inhibidor de la Pgp. Es relevante cuantificar este efecto in vivo y estudiar el mecanismo por 

el cual logra esta inhibición.  

Al momento sólo se conocen ciertos efectos de la neuromodulación en la liberación de 

algunos neurotransmisores. Sin embargo, estudios preliminares en nuestro laboratorio 

apuntan a que la TFS genera más cambios en la expresión de genes relacionados con la 

neuroinflamación, estrés oxidativo, neuroplasticidad y remodelación de la matriz 

extracelular.  

La presente tesis se centró en evaluar la combinación de TFS con PHT. Sin embargo, es 

relevante estudiar como son los efectos de la combinación de TFS con otro tipo de FAC. 

En especial FAC con un mecanismo de acción diferente a la inhibición de los canales de 

sodio. 

La epilepsia es un trastorno cerebral que comparte consecuencias patológicas con otras 

enfermedades neurodegenerativas. Incluso, algunas terapias de neuromodulación se usan 

en otros trastornos del sistema nervioso central. Sería interesante evaluar el alcance 

terapéutico de la TFS a otros trastornos neurológicos o psiquiátricos, como la enfermedad 

de Parkinson o la depresión.  
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8.2. Limitaciones 

Una limitación del presente estudio sobre la aplicabilidad de los resultados a la práctica 

clínica es que los modelos que se utilizaron no representan la enfermedad humana. La 

carencia de crisis convulsivas espontáneas y repetitivas alejan la representación de la 

inducción de crisis agudas o repetitivas con la enfermedad humana.  

La ausencia de una evaluación electroencefalográfica de la crisis convulsiva y su 

terminación constituye una limitación del presente estudio.  

La otra limitación del estudio recae en que no fue posible la evaluación tisular del 

contenido de PHT. Por lo anterior, no podemos conocer si el aumento del efecto 

anticonvulsivante de la TFS en combinación con PHT fue consecuencia de la inhibición de 

la Pgp o algún otro efecto. 
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