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RESUMEN 

La epilepsia es un trastorno neurológico que se ha asociado con el aumento de la 
neurotransmisión glutamatérgica y una disminución de la GABAérgica. Sin embargo, en la 
mayoría de los modelos de epilepsia aún no se sabe cómo el equilibrio excitación e inhibición 
(E/I) está alterado, ni si afecta a la excitabilidad de las principales neuronas del circuito del 
hipocampo. Aquí, evaluamos el E/I en un modelo de epileptogénesis de kindling químico 
inducido por inyecciones de Pentilenotetrazol (PTZ). Usando enfoques electrofisiológicos, 
estudiamos la neurotransmisión glutamatérgica y GABAérgica simultáneamente en las 
neuronas piramidales CA1 del hipocampo de ratones inyectados con PTZ (ratones PTZ-Kindling). 
Registramos corrientes postsinápticas evocadas excitatorias e inhibitorias entre -35 a -40 mV 
(EPSCs/IPSCs) calculando una relación E/I de amplitud y área, relación de pulsos pareados (PPR) 
y frecuencia de las corrientes disinápticas y monosinápticas. Además, evaluamos la 
probabilidad de disparo de neuronas piramidales de CA1 cuando dos fibras independientes 
fueron estimuladas subumbralmente con retrasos entre vías de 0 ms hasta 14 ms. En los ratones 
PTZ-Kindling se observaron varios cambios que sugieren una mayor hiperexcitabilidad en la 
transmisión disináptica y, por lo tanto, en presencia de potenciales de acción. En primer lugar, 
se encontró que la relación entre la amplitud de la transmisión excitatoria y la inhibitoria fue 
dos veces mayor que en el grupo de control, lo que se debió únicamente a un aumento en la 
amplitud de la transmisión excitatoria. En segundo lugar, se observó una mayor probabilidad 
de liberación (PL) en las sinapsis glutamatérgicas, lo que se reflejó en una disminución de la PPR 
solo en las corrientes EPSC evocadas. Además, se evidenció un aumento en la frecuencia de las 
corrientes postsinápticas excitatorias espontáneas (sEPSCs). Por último, se encontró un 
aumento en el tiempo de subida de las IPSCs evocadas, lo que podría estar asociado a una 
menor conductancia del receptor de GABAA. En contraste, cuando se eliminó la presencia de 
potenciales de acción utilizando TTX y, por lo tanto, registrando la transmisión monosináptica 
del grupo PTZ-Kindling, se observó no solo un aumento en la PL de la transmisión excitatoria, 
sino también de la inhibitoria, como se reflejó en el incremento de la frecuencia de corrientes 
postsinápticas en miniatura (mEPSC y mIPSC). Esto sugiere un posible mecanismo de 
compensación mediado por la transmisión GABAérgica que es independiente de la actividad. 
Además, Se encontró que en las neuronas CA1 del grupo PTZ-Kindling, cuando se estimulaban 
dos vías independientes subumbralmente con un retraso de 6.5-7.5 ms entre ellas, la 
probabilidad de disparo aumentaba significativamente (70%) en comparación con el grupo 
control (50%), lo que sugiere un posible ensanchamiento de la ventana de integración temporal. 
Curiosamente, cuando los astrocitos de animales de control se activaron con el agonista del 
receptor activado por proteasa 1 (PAR1) TFLLR, la probabilidad de disparo fue similar a la 
registrada en el tejido epiléptico, utilizando el mismo protocolo de integración temporal. Estos 
resultados sugieren que en la epileptogénesis inducida por PTZ se produce una desregulación 
de la relación E/I que contribuye a una regulación positiva de la función de entrada/salida de 
las neuronas piramidales de CA1. 

 

Palabras clave: Epilepsia, Índice Excitación/Inhibición, PTZ, Probabilidad de disparo, Astrocito. 
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INTRODUCCIÓN 
 

La epilepsia, epidemiología y descripción. 
 

La epilepsia es un trastorno neurológico que afecta aproximadamente al 1% de la 

población mundial (Moghim & Corne, 2014) y el 30% de sus pacientes desarrollan 

farmacorresistencia (Engel, 2001; Schmidt & Löscher, 2005; OMS 2018). Es diagnosticada 

cuando una persona presenta al menos dos o más crisis no provocadas o reflejas con más 

de 24 horas de diferencia (Fisher et al., 2014; Falco-Walter et al., 2018). Esta enfermedad, 

se distingue por convulsiones recurrentes y muerte neuronal del hipocampo que es más 

grave en la región CA1 acompañada de una condición llamada gliosis reactiva (Sloviter, 

1994), que ha sugerido que los astrocitos participan en la generación y propagación de la 

actividad convulsiva (Binder & Steinhauser, 2006; Hammer et al., 2008; Seifert & 

Steinhauser, 2009). 

Así mismo, la epilepsia se ha descrito como un desequilibrio de la función excitadora 

e inhibidora asociado a alteraciones en el metabolismo y captación de neurotransmisores 

(Löscher & Potschka, 2005; Eid & et al., 2016; Akyuz et al.; 2021). Sin embargo, esta pérdida 

del normal ajuste entre la actividad sináptica glutamatérgica y la GABAérgica ha sido 

coligada a las alteraciones en la modulación de la transmisión sináptica y excitabilidad 

neuronal (Álvarez-Ferradas et al., 2015; Wellmann et al.; 2018; Mcdonald et al., 1991; Olsen 

et al. 1992; During et al.; 1995; Khazipov et al., 2015; Campbell & Hablitz, 2004; Demarque 

et al., 2004). Un creciente cuerpo de evidencias ha sugerido que esta modulación está 

relacionada a la interacción entre astrocitos y neuronas, la cual estaría alterada en varias 

enfermedades neurodegenerativas, incluida la epilepsia (Duffy & MacVicar, 1999; Nadkarni 

et al., 2005; Tian et al., 2005; Seifert et al., 2010; Boison et al., 2010; Seifert & Steinhäuser, 

2013; Hadera et al., 2015; Pekny et al., 2016; Patel et al., 2019; Sanz et al., 2020; Binder & 

Steinhäuser, 2021). 
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Epileptogénesis. 
 

La epileptogénesis es el proceso por el cual el tejido cerebral normal y mediante 

actividad eléctrica anormal se transforma en un tejido que genera crisis espontáneas 

recurrentes (SRS), lo que da como resultado el desarrollo de una condición epiléptica y/o la 

progresión de la epilepsia después de que se establece. Todo ello debido a mecanismos 

genéticos o adquiridos que conllevan a cambios en cascadas moleculares y celulares que 

eventualmente generarán estas crisis espontáneas (Pitkänen & Lukasiuk, 2009; Rattka et 

al., 2012), las que aumentan de manera progresiva y las cuales se buscan emular en los 

distintos modelos disponibles de epilepsia. 

Por tanto, los modelos animales de epilepsia son los más cercanos e ideales para 

homologar las características morfológicas en estructuras mesiales, y las crisis espontáneas 

recurrentes observadas en la epilepsia del lóbulo temporal (Curia et al., 2008), 

normalmente se basan en inyecciones de quimio-convulsivos, como el ácido kaínico y la 

pilocarpina, o la estimulación eléctrica repetitiva de estructuras, como el hipocampo o la 

amígdala, que pueden conducir a un estado epiléptico crónico con episodios convulsivos 

espontáneos robustos (Gorter et al., 2016; McNamara et al., 1985; Lévesque et al. 2013).  

Además, se han desarrollado numerosas variaciones de estos modelos, como el 

kainato intrahipocampal o intraamigdalino o el kainato sistémico de dosis bajas repetidas 

(Hellier et al. 1998) los cuales han permitido determinar los posibles cambios morfológicos 

y sinápticos ocurridos debido a un evento que gatillará un cuadro epiléptico y sus 

consecuentes crisis espontáneas, donde se acuña el término Kindling (encendido) para el 

proceso mediante el cual se emula la epileptogénesis obteniéndose un cerebro epiléptico. 
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Kindling inducido por Pentilenotetrazol (PTZ): un modelo de epileptogénesis. 

  

  El término kindling se refiere al fenómeno en el que la aplicación inicial de un 

estímulo eléctrico o químico subconvulsivante resulta en una intensificación progresiva de 

la actividad convulsiva, que culmina en crisis convulsivas generalizadas (McNamara et al., 

1980; Karler et al., 1989; Morales et al., 2014). Este proceso ha permitido demostrar que 

algunas zonas del cerebro son más susceptibles a la estimulación repetida. Por ejemplo, la 

amígdala se "kindlea" después de 15 días, mientras que para el hipocampo se requiere un 

protocolo de estimulación eléctrica de unos 53 días (Goddard et al., 1969). Estos hallazgos 

han permitido el desarrollo de protocolos que logran "kindlear" el hipocampo en solo tres 

días mediante la estimulación eléctrica de la amígdala basolateral (Morales et al., 2014). 

El kindling, además de ser inducido por una estimulación eléctrica de diferentes 

regiones cerebrales también puede ser desarrollado utilizando distintos agentes químicos 

como el Pentilenotetrazol: PTZ (Dhir, 2012), un fármaco que se sintetizó en 1924 por 

Hildebrant y que se utilizó en varios laboratorios para probar la actividad anticonvulsiva de 

diversos fármacos poco después del primer informe de su acción convulsiva (Löscher, 2017).  

El PTZ es un antagonista no competitivo del receptor del ácido gamma aminobutírico 

(GABA)-A (Hansen, 2004) el cual suprime la función de las sinapsis inhibitorias, produciendo 

una mayor actividad neuronal y convulsiones generalizadas en los animales (Tourov et al., 

1996). La mayoría de las evidencias indican que el PTZ interacciona con el sitio de unión a 

PTX (en un sitio de regulación alostérica) en el receptor GABAA, bloqueando el canal de Cl- 

(Eloqayli et al., 2004; Löscher, 2009; Carmody & Brennan, 2010; Bazyan et al., 2001), 

provocando una hiperexcitabilidad comparable con la estimulación eléctrica repetitiva, 

donde el número y duración de un burst de espigas poblacionales progresa con la 

presentación repetitiva del estímulo (Bonansco & Fuenzalida, 2016). 

 Cabe destacar que el PTZ induce 4 fenómenos conductuales: freezing, espasmos 

mioclónicos, crisis clónicas y crisis tónico-clónicas (Velisek, 2006), siendo utilizado para 

reproducir crisis generalizadas tónico-clónica características de la epilepsia del lóbulo 

temporal (Goudarzi et al., 2015; Liu et al., 2015; Bascuñana et al., 2016; Rattka et al., 2012). 
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Además, El PTZ-Kindling presentan 4 patrones de EEG asociados a estos comportamientos: 

Espigas aisladas, usualmente asociadas con sacudidas mioclónicas; “Spindles” o “husos” de 

actividad de ondas y espigas, asociadas a comportamiento de freezing; Actividad 

decreciente de ondas y espigas, asociada a crisis clónicas y una o varias poliespigas y 

finalmente ondas lentas, asociadas con el inicio de las crisis tónico-clónica (Velisek , 2006). 

Por otro lado, es importante considerar que en los distintos tipos de Kindling la 

cantidad de estímulos o dosis y la variabilidad de tiempo en la aparición de las crisis 

espontáneas es importante, ya que luego de instaurarse el foco epiléptico, se da paso a un 

período de latencia, que puede variar entre 24- 48 hrs, semanas e incluso meses (Morimoto 

et al., 2004; Gröticke et al., 2007; Curia et al., 2008; Chen et al.,2013), hasta finalmente la 

aparición de crisis espontáneas. Con el uso de PTZ se observa una progresión en el 

comportamiento epiléptico que está relacionado con problemas de memoria (Getova & 

Dimitrova 2000; Gupta et al., 2003; Pourmotabbed et al. 2011) mas no se describen crisis 

espontáneas recurrentes, siendo de mayor y de vital importancia observar una progresión 

en la respuesta epiléptica durante la administración de cada dosis.  

En la mayoría de los estudios donde es utilizado el PTZ, este se usa en dosis 

subconvulsiva (25–40 mg/kg) por vía intraperitoneal o subcutánea con un esquema de 

administración Inter diario por períodos que varían de las 2 a las 8 semanas que permite 

“Kindlear” al 80% de los ratones y evaluar el efecto del fármaco en distintos escenarios de 

epileptogésis o epilepsia crónica (Bascuñana et al., 2016; Dhir, 2012; Ekonomou et al., 2001; 

Grecksch et al., 1997; Koshal & Kumar, 2016; Vasil'ev et al., 2013; Lüttjohann et al., 2009). 

Por tanto, la administración reiterada del PTZ  brinda una contribución significativa 

en la comprensión de las consecuencias de las convulsiones, tanto en la epileptogénesis 

asociada a periodos cortos de la aplicación del fármaco, como de la epilepsia crónica en los 

periodos de aplicación más largos, en ambas las alteraciones neuroquímicas y moleculares 

inducidas por circuitos neuronales remodelados resultantes de convulsiones repetidas, son 

objetivos terapéuticos potenciales para prevenir o retardar la epilepsia (Singh et al. 2021). 
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Desregulación del Balance Excitación/Inhibición en la epilepsia. 
 

Las evidencias indican que el balance excitación-inhibición del tejido epiléptico es 

claramente distinto promoviendo la hiperexcitabilidad del circuito. Se han demostrado que 

deleciones génicas, animales resultan más propensos a desarrollar epilepsia dado el cambio 

de un solo componente del balance excitación-inhibición, donde aumenta el componente 

excitador o disminuye el inhibidor (Terauchi et al., 2010; Wang y et al., 2021). Otros han 

evidenciado un aumento significativo de marcadores postsinápticos excitadores y una 

disminución generalizada de los receptores GABAA en la etapa de convulsiones recurrentes 

de la epilepsia (Needs et al., 2019). Se ha descrito también, un desequilibrio mediado por la 

excitación seguido de convulsiones espontáneas en ratas inyectadas intra-

hipocampalmente con la neurotoxina TeNT (Ferecskó et al., 2015). Por tanto, podemos 

concluir que el balance excitación/inhibición en epilepsia estaría dominado por el 

componente excitador. 

No obstante, solo algunos autores han logrado medir específicamente las 

conductancias excitadoras (gE) o inhibidoras (gI) describiendo sus dinámicas antes, durante 

y después de la actividad epileptiforme, como la relación gE/gI en neuronas piramidales CA1 

e interneuronas oriens- lacunosum moleculare (Žiburkus et al., 2013; Žiburkus et al., 2006). 

Se demostró que, en la etapa inicial de la actividad epileptiforme, la relación 

excitación/inhibición estaba dominada por el componente inhibidor en las neuronas 

piramidales y más equilibrada en interneuronas. Interesantemente, esta relación fue 

dominada por el componente excitador alcanzando su punto máximo en ambos tipos 

celulares y casi al mismo tiempo durante la actividad epileptiforme, mientras que a su 

finalización, las neuronas piramidales estuvieron nuevamente dominadas por la inhibición 

y las interneuronas experimentaron un alza sináptica excitadora persistente; demostrando 

que un aumento de la excitabilidad de las interneuronas puede desempeñar un papel tanto 

en el inicio como al final de la convulsión. 

Por otra parte, la epileptogénesis estaría asociada a cambios en la expresión de 

varias subunidades del receptor GABAA en modelos animales y en humanos (Pavlov & 
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Walker, 2013). Los hallazgos del grupo de Corda (1990) indican una reducción marcada en 

la entrada de Cl- dependiente de receptores GABAA en la corteza cerebral de ratas 

kindleadas con PTZ. Esto indicaría que la sensibilidad a las crisis inducidas por PTZ aumenta 

después de la administración repetida de este agente. También se ha demostrado cambios 

en los niveles de ARNm del receptor GABAA ya sea con una dosis o dosis repetitivas de PTZ 

(Hansen et al, 2004), en conjunto con cambios en el sitio de unión y niveles de ARNm de 

receptores ionotrópicos y metabotrópicos de glutamato (Ekonomou et al, 2001). 

Cabe destacar, que según resultados obtenidos en nuestro laboratorio - El modelo 

PTZ-kindling genera un aumento en la probabilidad de liberación en terminales 

glutamatérgicos de las sinapsis de CA3-CA1, y con ello eventualmente un aumento en el 

tono glutamatérgico en el hipocampo. Además, de generar astrogliosis y aumento de sus 

ondas lentas de calcio en el hipocampo epiléptico, asociado a la sobreexpresión de 

receptores mGluR5 y P2Y1. Donde estos cambios morfológicos podrían contribuir al alza en 

la gliotransmisión, manteniendo un tono glutamatérgico elevado. 

En otro orden de ideas y destacando que el balance E/I es importante para regular 

el nivel general de actividad en las neuronas postsinápticas (Carvalho & Buonomano, 2009), 

controlando la integración de múltiples entradas y la sincronización de potenciales de 

acción (Wehr & Zador, 2003; Pouille et al., 2009; Isaacson & Scanziani, 2011).  Es importante 

mencionar que las neuronas piramidales de CA1, se caracterizan por estar reguladas por un 

tipo de retroalimentación inhibitoria disináptica. La excitación proveniente de CA3 es capaz 

de activar tanto a neuronas piramidales, como a las interneuronas PV y CCK positivas que 

regulan perisomáticamente a CA1 (Tamás et al., ,2004), lo que finalmente resulta en una 

ventana de integración muy breve de alrededor de dos milisegundos que responde al breve 

retraso con el que la inhibición de la retroalimentación inhibitoria disináptica (CA3-

Interneurona-CA1) sigue a la excitación monosináptica (CA3- CA1) (Pouille & Scanziani, 

2001) y que a la fecha en tejido epiléptico se desconoce si esta ventana presenta algún 

cambio y muchos menos el papel astrocítico en ello. 
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Modulación de la transmisión sináptica y actividad eléctrica mediada por el 

Astrocito. 

 

Los astrocitos forman parte de las células gliales en el sistema nervioso central, 

interactúan perisinápticamente con las neuronas cumpliendo diferentes funciones 

metabólicas, de sostén, neuroprotección (Vasile y et al., 2017), homeostasis (Mederos y et 

al., 2018) y actividad neuronal oscilatoria (Mederos et al., 2021). Además, participan más 

allá de la recaptura del neurotransmisor del espacio sináptico, influyendo en la 

sinaptogénesis, en la regulación de la transmisión sináptica (Mederos et al., 2018; Ota et 

al., 2021), en la modulación de la plasticidad (Bonansco et al., 2011; Perea & Araque, 2005, 

Perea & Araque, 2007) y la excitabilidad neuronal (Datta et al., 2020 ; Zhang  et al., 2017; 

Pirttimaki & Parri, 2013). Por tanto, sabiendo que los astrocitos cuentan con una 

excitabilidad de base química vinculada bidireccionalmente a la actividad neuronal 

(Haydon, 2001), convierte a este tipo celular en un objetivo importante que tomar en 

cuenta dentro de la epilepsia. 

Así mismo, los astrocitos son componentes reguladores bajo el concepto de 

“sinapsis tripartita” (Perea et al., 2009), puesto que están íntimamente asociados con las 

sinapsis envolviendo muchas terminales pre y post-sinápticas (Ventura & Harris 1999; 

Volterra & Meldolesi 2005; Halassa et al., 2007; Bushong et al., 2005;). Los procesos 

perisinápticos de los astrocitos expresan receptores activos acoplados a proteína G que son 

capaces de detectar neurotransmisores liberados durante la actividad sináptica, de 

aumentar los niveles citosólicos de calcio y de estimular la liberación de gliotransmisores 

que a su vez pueden interactuar con los elementos pre y post-sinápticos, siendo capaces de 

comunicarse bidireccionalmente con las neuronas (Santello et al., 2012), regulando su 

excitabilidad (Sasaki et al., 2011 ) y transmisión sináptica (Araque et al., 2001 ; Bezzi et al., 

2001a ; Perea et al., 2009 ). 

Además, es importante mencionar que la concentración de glutamato extracelular 

en epilepsia se encuentra aumentada ( Glass & Dragunow, 1995 ). El glutamato fue el primer 

gliotransmisor estudiado, siendo asociado a la modulación de la transmisión sináptica 
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excitadora en sinapsis excitatorias, y fue en la cual fue definido el concepto de “sinapsis 

tripartita”. Los astrocitos del estrato radiatum CA1 son capaces de sensar la actividad de las 

colaterales de Schaffer y responder a ellas con elevaciones de Ca2+ y liberación de 

glutamato. El glutamato astrocítico actúa sobre receptores NMDA extra-sinápticos de 

neuronas piramidales de CA1 (postsinápsis). La activación de esos receptores da como 

resultado una entrada de corrientes grandes y lentas (SIC) en las células piramidales capaces 

de despolarizar significativamente las células e incluso a provocar su disparo (Angulo et al., 

2004; Fellin et al., 2004; Perea y Araque 2005; Navarrete & Araque 2008). 

De la misma forma, el glutamato liberado por astrocitos también puede activar 

receptores localizados a nivel presináptico (CA3). Mediante la activación de receptores de 

glutamato metabotrópicos del grupo I (mGluRs) (Perea & Araque 2007; Navarrete & Araque 

2010), los astrocitos mejoran la frecuencia de las corrientes sinápticas excitatorias 

espontáneas y evocadas. 

Finalmente, la comunicación neurona-astrocito no solo está mediada por glutamato, 

sino también por neurotransmisores como GABA, ATP-adenosina y endocannabinoides, que 

también son capaces de generar en los astrocitos un aumento de la señalización por Ca2+ 

y una posterior liberación de gliotransmisores que permiten la comunicación astrocito-

neurona. Entre estos gliotransmisores destacan: el glutamato, ATP, GABA, D-serina, l-

Lactato y la adenosina, (Bang et al., 2016). Siendo esta última molécula, un importante 

supresor de convulsiones endógeno, que actúa a través de la inhibición presináptica (CA3) 

y la estabilización del potencial de membrana postsináptico (CA1) de neuronas 

glutamatérgicas (During & Spencer, 1992; Lado et al., 2008). 

 

Modulación de la transmisión glutamatérgica mediada por astrocitos en epilepsia. 

 

 

En la epilepsia, se han descrito niveles elevados de glutamato extracelular en focos 

epileptogénicos (Glass & Dragunow, 1995), lo cual ha sido asociado a astrocitos reactivos 
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que cambian sus patrones de expresión génica y morfológica (Wetherington et al., 2008), 

involucrándose directamente en la patogenia de esta enfermedad. 

En este orden de ideas, se ha descrito que la eliminación del transportador astroglial 

de glutamato GLT-1, resulta en el desarrollo de convulsiones espontáneas semejantes a 

pacientes con epilepsia del lóbulo temporal; mientras que su inhibición farmacológica 

reduce el umbral de la actividad epileptiforme (Campbell & Hablitz, 2004; Demarque et al., 

2004). Sin embargo, la evidencia de si este transportador está o no disminuido en tejido 

epiléptico, sigue siendo contradictoria. No obstante, se ha llegado a la conclusión de que en 

la epilepsia hay una regulación a la baja de la glutamina sintetasa, una enzima que cataliza 

la formación de glutamina a partir de glutamato, lo cual produce un enlentecimiento del 

ciclo glutamato-glutamina, que desencadena la acumulación del glutamato en los astrocitos 

y el espacio extracelular (Eid y et al., 2004). 

Por otro lado, todo parece apuntar a un alza del tono glutamatérgico en hipocampo 

epiléptico debido a una hiperreactividad astrocítica, la cual es impulsada por la activación 

del receptor astrocítico purinérgico P2Y1 y, caracterizada por corrientes transitorias 

somáticas de mayor duración (insensibles a tetrodotoxina y sensibles a antagonistas 

purinérgicos). Esto, desencadena un patrón anormal de elevaciones espontáneas de Ca2+ 

en el astrocito y mejora la gliotransmisión de glutamato, que al interactuar con el receptor 

mGluR5 presináptico aumenta la liberación de glutamato neuronal (Álvarez-Ferradas et al., 

2015; Wellmann et al.,2018). Además, el bloqueo de la señalización purinérgica entre 

astrocitos restaura la actividad sináptica normal durante la epileptogénesis (Nikolic et al.; 

2018). 

Por tanto, en la epilepsia no solo aumenta la transmisión sináptica excitadora por 

enlentecimiento del ciclo glutamato-glutamina; sino también, (1) por una mayor liberación 

de glutamato desde los terminales nerviosos glutamatérgicos (Álvarez-Ferradas et al. , 

2015), vía activación de mGluR1-5 inducido por el astrocito hiperreactivo y (2) por una 

mayor liberación de glutamato desde el astrocito por interseñalización astrocítica 

purinérgica, que sugiere que este tipo de señalización mediada por ATP-adenosina está 
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específicamente asociada con la fisiopatología de la epilepsia y la generación de 

convulsiones (Ding et al., 2007; Bonansco et al. , 2011 ; Santiago et al., 2011 ; Pascual et al. 

, 2012 ; Alves et al., 2017). 

 

Modulación de la transmisión GABAérgica mediada por astrocitos en epilepsia 
 

Es importante mencionar que no solo la transmisión excitadora juega un papel 

importante en la epilepsia. En humanos se ha descrito una disminución de las 

concentraciones de GABA, de las densidades de los receptores de GABAA y del número de 

interneuronas, lo que en conjunto podría explicar la incapacidad descrita del tono 

inhibitorio en suprimir la actividad convulsiva (Mcdonald et al., 1991; Olsen et al., 1992; 

During et al.; 1995). Sin embargo, han sido pocos los estudios sobre la regulación astroglial 

de la transmisión inhibitoria en epilepsia a pesar de que estos se comunican 

bidireccionalmente con las interneuronas. 

Respecto a la comunicación astrocito-interneurona en condiciones fisiológicas, se ha 

descrito que el glutamato liberado por los astrocitos activa receptores de kainato y mGluR 

2-3 presinápticos en las terminales inhibitorias, inhibiendo la liberación de GABA en el 

hipocampo (Liu et al.., 2004a; Liu et al., 2004b). Sin embargo, también se ha descrito un 

aumento de la transmisión inhibidora en las células piramidales CA1 mediada por glutamato 

astrocítico y la activación de los receptores ionotrópicos de glutamato AMPA/NMDA (Kang 

et al., 1998) indicándonos que el glutamato que se libera desde los astrocitos puede 

aumentar o disminuir la transmisión sináptica en las neuronas del hipocampo al actuar 

sobre diferentes clases de receptores. 

En cuanto a la comunicación interneurona-astrocito en condiciones fisiológicas, es 

importante mencionar que los astrocitos expresan distintos receptores y transportadores 

de GABA (Boisvert et al., 2018; Doengi et al., 2009; Ribak et al., 1996). Los receptores GABAA 

causan una despolarización de la membrana en el astrocito (Letellier et al., 2016; Meier et 

al., 2008 ; Tippens et al.,  2008 ) capaz de activar la entrada de calcio dependiente de canales 
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de Ca2+ sensibles a voltaje (Egawa et al., 2013 ; Meier et al., 2008). Una intensa actividad 

GABAérgica induce la salida de Cl- desde los astrocitos mediante este canal, regulando la 

fuerza impulsora de la transmisión neuronal GABAérgica mediante la modulación de las 

concentraciones extracelulares de Cl- (Egawa et al., 2013 ).  

Además, los astrocitos también expresan receptores GABAB capaces de activar la 

señalización de calcio, en este caso involucrando proteínas Gi/o y liberación de Ca2+ desde 

las reservas intracelulares (Mariotti, et al., 2018; Perea et al., 2016). La activación de 

receptores GABAB en los astrocitos del hipocampo desencadena la liberación de ATP-

adenosina que causa una reducción en la liberación de glutamato en las sinapsis más 

distales, a través de la activación de receptores presinápticos de adenosina A1R en las 

terminales glutamatérgicas (CA3), lo que resulta en una depresión a corto o largo plazo de 

los circuitos del hipocampo (Andersson et al., 2007; Chen et al., 2013; Serrano et al., 2006). 

De hecho, los períodos sostenidos de actividad GABAérgica durante 90 segundos y 

por encima de los 10 Hz inducen la modulación sináptica mediada por el glutamato 

astrocítico, mientras que tiempos más cortos (30 s) pero a tasas de activación de 

interneuronas más altas (más de 20 Hz) evocan tanto la potenciación glutamatérgica 

mediada por astrocitos, como la depresión sináptica mediada por adenosina astrocítica 

(Covelo & Araque, 2018). Estos datos indican que los astrocitos pueden decodificar la 

frecuencia y duración de la actividad de las interneuronas y comunicarse al liberar 

diferentes gliotransmisores, evocando una modulación sináptica bifásica de las sinapsis 

CA3-CA1 (Covelo & Araque, 2018). 

Además, la activación del transportador de GABA GAT-3 mejora la interseñalización 

mediada por calcio de los astrocitos (Matos et al., 2018  ; Boddum et al., 2016 ) haciendo 

que estos liberen  ATP  (Andersson  y  et al., 2007 ;  Matos  et al., 2018 ; Serrano et al., 2006), 

Este ATP al convertirse en adenosina activa receptores A1R de las células piramidales CA1 

ajustando al alza la inhibición mediada por interneuronas somatostatina positivas (I-SOM) 

(Matos et al., 2018); y regulando negativamente la transmisión excitadora CA3-CA1 
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mediante la inhibición de la liberación de glutamato a través de los receptores presinápticos 

(CA3) de adenosina (Boddum et al., 2016). 

Sin embargo, y aunque la regulación astroglial de la transmisión inhibitoria en 

epilepsia se conoce muy poco, recientemente se ha descrito en ratones tipo epilépticos una 

fuerte y progresiva acumulación astrocítica de GABA por síntesis endógena; que al ser 

liberado al espacio extracelular activa las corrientes tónicas mediadas por receptores GABAA 

en CA1 (un tipo de inhibición mediada por la activación persistente de receptores GABAA) 

reduciendo la excitabilidad de neuronas piramidales (Müller et al., 2020) y previniendo el 

desarrollo de una red propensa a convulsiones (Pandit et al.,2020). 

Finalmente y dado que en epilepsia, se ha descrito una señalización deficiente de los 

receptores de adenosina: A1R (Rebola et al.; 2011) y una sobreexpresión de la enzima 

astrocítica: Adenosina quinasa (Boison; 2013 ; Studer et al., 2006) responsable de agregar 

un grupo fosfato a la adenosina formando AMP. Se sugiere, que la interrupción astrocítica 

de la señalización mediada por A1R está vinculada dinámicamente a la fisiopatología de esta 

enfermedad y al eje interneurona-astrocito como una variable importante para tener en 

cuenta en esta comunicación. 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 
 

Finalmente, y aunque han sido variados los enfoques para estudiar el balance entre 

la excitación y la inhibición en hipocampo epiléptico, a la fecha este no ha sido evaluado en 

el modelo de PTZ, esto y en conjunto a los posibles cambios en la probabilidad de 

integración temporal asociada a la epileptogénesis o a la sobre-activación astrocítica es lo 

que nos lleva a la siguiente pregunta: 

 ¿Cómo cambia la relación excitación-inhibición y la ventana de integración 

sináptica del circuito hipocampal CA3-CA1 en un modelo murino de Kindling inducido por 

PTZ? 
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HIPÓTESIS 
 

La epileptogénesis inducida por PTZ en ratón provoca el aumento del balance E/I y de la 

probabilidad de disparo en la integración temporal de la sinapsis CA3-CA1. 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

● Evaluar la regulación e integración sináptica del balance E/I en sinapsis CA3-CA1 de 

ratones kindleados con PTZ. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

● Evaluar el índice excitación/inhibición en neuronas piramidales de CA1 de ratones 

kindleados con PTZ.  

● Evaluar la integración sináptica temporal en neuronas piramidales de CA1 de 

ratones kindleados con PTZ. 

● Evaluar el papel de la señalización astroglial sobre la integración temporal en 

neuronas piramidales de CA1 de ratones controles. 

 

OBJETIVOS PROCEDIMENTALES 
 

● Determinar la duración del protocolo de epileptogénesis inducida por PTZ en ratón., 

estableciendo dosis, criterios de observación y clasificación del comportamiento 

epiléptico.  

● Obtener registros intracelulares reproducibles y estables de corrientes 

postsinápticas excitatorias e inhibitorias: espontáneas, en miniatura, evocadas por 

pulsos pareados. corrientes evocadas compuestas (excitación e inhibición) producto 

de la estimulación de aferentes excitatorios monosinápticas (CA3-CA1) y las vías 

inhibidoras disinápticas (CA3-interneurona-CA1). 

● Obtener registros intracelulares reproducibles y estables de potenciales 

postsinápticas excitatorias de dos vías independientes, potenciales de acción 

evocados por estimulación subumbral de dos vías independientes, potenciales de 

acción evocados por rampa de despolarización y pasos de corrientes 

despolarizantes. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Animales. 
 

Todos los procedimientos fueron sometidos a la aprobación del comité de bioética 

de la Universidad de Valparaíso para experimentación con animales. Aprobado según 

consta en el ACTA CBC 342022. Se usaron 44 ratones macho y hembra de la cepa C57BL/6 

de 30 días: 22 ratones para el grupo control y 22 ratones para el grupo PTZ. Todos los 

animales se alojaron en un vivero con un horario de luz/oscuridad de 12:12 horas. a una 

temperatura constante de 21°C ± 2°C con una humedad relativa de 55 ± 5% con acceso ad 

libitum a agua y alimentos durante todo el estudio. 

 

Grupos experimentales y protocolo de administración de PTZ. 
 

 Los ratones fueron divididos en dos grupos experimentales, Grupo Control y Grupo 

PTZ-kindling: sometidos a inyecciones periódicas de Pentilenotetrazol (PTZ), un antagonista 

de receptores GABAA usado para conseguir el modelo de epilepsia descrito por Dhir en 

2012, y replicado en nuestro laboratorio por Diaz, 2019. El protocolo para el grupo PTZ 

consta de máximo 25 días de duración y 12 inyecciones (Fig. 1). 

 

 

 

Ilustración 1Figura 1. Modelo de Epileptogénesis inducido por PTZ 

Figura 1. Modelo de Epileptogénesis inducido por PTZ. Esquema temporal del protocolo utilizado. El 

protocolo duró 25 días, contemplando hasta 12 dosis de 35 mg/kg i.p.; Las dosis fueron administradas en días 

intercalados (en verde y señalados con flecha). 
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Para llevar a cabo el protocolo y supervisar el procedimiento, los ratones fueron 

alojados en una sala especialmente diseñada, donde se controló su peso para calcular el 

volumen necesario de la solución de PTZ a inyectar. Se preparó diariamente una solución 

de PTZ (0,01 g de PTZ en 1 ml de solución salina al 0,9%) para mantener la estabilidad del 

fármaco y se inyectó a todos los ratones bajo las mismas condiciones. Los animales 

recibieron inyecciones intraperitoneales de una dosis subconvulsiva de PTZ (35 mg/kg) cada 

dos días durante un período de 15 a 23 días. 

Después de cada inyección, se observó el comportamiento de cada animal durante 

una hora para verificar los estadíos de las crisis epilépticas, según la escala conductual de 

Racine (Racine, 1972): estadío 0: no hay respuesta; estadío 1: inmovilidad y/o espasmos 

faciales y en las orejas; estadío 2: ondas convulsivas por todo el cuerpo; estadío 3: sacudidas 

mioclónicas, cola levantada, rearing; estadío 4: crisis tónico-clónicas, en posición lateral; 

estadío 5: crisis tónico-clónicas generalizadas, vuelco hacia el lomo, pérdida de control 

postural, saltos (Becker et al., 1992; Becker et al., 1997; Rüthrich et al., 2001; Bascuñana et 

al., 2016; Goudarzi et al., 2015; Shimada & Yamagata, 2018). 

Además, durante la caracterización conductual, se midió la duración de los estadíos 

Racine 4 o 5. Finalmente, cuando los ratones presentaron crisis entre los estadíos 4 o 5 

durante un mínimo de dos inyecciones consecutivas, se consideró que habían sido 

"kindleados". Los ratones fueron sacrificados al día siguiente bajo anestesia para obtener 

secciones de hipocampo. 

 

Farmacología 
 

A continuación, se muestra una tabla resumen de las drogas y concentraciones 

usadas en el baño durante los registros electrofisiológicos de esta investigación, destacando 

su efecto farmacológico sobre la transmisión sináptica y las razones de sus usos en los 

distintos experimentos descritos más abajo. 
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Tabla 1. Fármacos utilizados en baño durante los registros electrofisiológicos. 

Fármaco Efecto en sinapsis 
 

Uso en experimentos 

 
APV: ácido 2-Amino-
5-fosfonovaleriánico 
 
Concentración   en 
baño = 50 μM 
 
 

 
Antagonista del receptor 
ionotrópico N-metil-D-
aspartato, NDMA: bloquea las 
corrientes excitatorias 
mediadas por la entrada Na+ y 
Ca2+ (Morris 1989). 
 

 
Prevenir la potenciación a largo 
plazo en los experimentos de 
integración sináptica temporal, 
disección por voltaje y balance 
E/I (Pouille & Scanziani, 2001; 
Bartley & Dobrunz, 2015).  

 
CGP-62349 
 
Concentración   en 
baño = 1 μM 
 

 
Antagonista del receptor 
metabotrópico GABAB 
(Kaupmann et al., 1997, Wood 
et al., 2000) 
 

 
Prevenir la reducción 
dependiente de la actividad en la 
liberación de glutamato de los 
receptores localizados 
presinápticamente en las 
sinapsis colaterales de Schaffer 
(Pouille & Scanziani.,2001; 
Speed & Dobrunz, 2008). 
 

 
CNQX:         6-Cyano-
7 nitroquinoxaline- 
2,3-dione 
 
Concentración   en 
baño = 10 μM 
 

 
Antagonista competitivo de los 
receptores ionotrópicos AMPA 
y Kainato: bloquea las 
corrientes excitatorias 
mediadas por la entrada Na+ y 
Ca2+ (Traynelis et al., 2010). 
 

 
Como control de registro de la 
actividad excitatoria a -65 mV 
en los experimentos de 
disección por voltaje y en 
presencia de APV (Pouille & 
Scanziani, 2001). 

 
PTX: Picrotoxina 
 
Concentración   en 
baño = 10 μM 
 

 
Antagonista no competitivo del 
receptor ionotrópicos de 
GABAA: bloquea las corrientes 
inhibidoras mediadas por la 
entrada de Cl- (Olsen, 2006). 
 
 

 

 
Como control de registro de la 
actividad inhibitoria a -0 mV en 
los experimentos de balance E/I  
y disección por voltaje, en 
presencia de APV (Pouille & 
Scanziani, 2001). 

 
TFLLR-NH2:  
L-threonyl-L-
phenylalanyl-L-

 
Agonista selectivo del receptor 
activado por proteasa 1: PAR1, 
que aumenta los niveles 
intracelulares de calcio 

 
Activación selectiva de astrocitos 
(Gómez-Gonzalo et al., 2010) en 
animales controles en los 
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leucyl-L-leucyl-L-
argininamide-NH2 
 
Concentración   en 
baño = 10 μM 
 

específicamente de los 
astrocitos promoviendo la 
glioliberación de glutamato (Oh 
et al., 2012; Han et al., 2013). 
 

experimentos de integración 
sináptica temporal. 

 
TTX: Tetrodotoxina 
 
Concentración   en 
baño = 0.1 μM 
 

 
Suprime la propagación de los 
potenciales de acción mediante 
el bloqueo de canales de Na+ 
voltajes dependientes 
(Narahashi et al., 1964) 
 

 
caracterizar la transmisión 
monosináptica excitatoria e 
inhibitoria en los experimentos 
de disección por voltaje (Ahmed 
et al., 2021) 

 

Obtención de rebanadas de hipocampo. 
 

Se obtuvieron cortes de hipocampo de ratones de control y kindleados como se 

describe anteriormente (Bonansco et al., 2002).  Brevemente, los ratones fueron 

anestesiados y decapitados, el cerebro se extrajo rápidamente y se colocó en líquido 

cefalorraquídeo artificial (ACSF) enfriado con hielo (<4°C) y estabilizado mediante burbujeo 

de gas carbógeno (95% O2 – 5% CO2) que contenía (en mM): 124.0 NaCl, 2.7 KCl, 1.25 

KH2PO4, 2.0 Mg2SO4, 26.0 NaHCO3, 2.5 CaCl y 10.0 glucosa (pH = 7,4). Se obtuvieron cortes 

coronales de cerebro (300 μm) utilizando un micrótomo Vibroslice (VSL, WPI, EE. UU.).  

Luego se incubaron en la solución normal de ACSF durante 1 hora a temperatura ambiental, 

A continuación, las rebanadas se transfirieron a una cámara de registro de inmersión y se 

superfundieron con ACSF burbujeado con gas carbógeno (2 ml / min). Los experimentos 

fueron realizados entre el 11 de junio y el 30 de octubre en el barrio de playa ancha de la 

ciudad de Valparaíso, entre las 11:00 y 19:00 hrs  y a una temperatura ambiental promedio 

de 14-15 °C, según datos históricos arrojados por la búsqueda realizada por el modelo de 

lenguaje artificial: ChatGPT desarrollada por OpenAI,  donde se consultó y filtró los datos 

meteorológicos diarios de la Dirección Meteorológica de Chile, disponibles en: 

https://climatologia.meteochile.gob.cl/application/publicaciones/reporteClimatologico 

https://climatologia.meteochile.gob.cl/application/publicaciones/reporteClimatologico
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Registro, estimulación y análisis. 

Disección por voltaje: 

Los registros de célula única se realizaron en la configuración de célula completa con pipetas 

(5-7 MΩ) llenas de solución intracelular de CsOH que contenía (en mM): 131.0 ácido 

glucónico, 111 CsOH, 10.0 EGTA, 10.0 EGTA, 1.8 glucosa, 1,0 CaCl2, 8 NaCL, 5.0ATP-Mg2 y 

0.4 GTP-Na+, conectadas a un amplificador de PC ONE (Molecular Devices), filtrado a 3,0 

kHz, muestreado a 4.0 kHz usando un convertidor análogo digital (Axon-Digidata 1550-

Molecular Devices) y almacenado con el software Camplex (Molecular Devices). Todos los 

experimentos de esta sección se realizaron en presencia del antagonista del receptor 

NDMA, ácido 2-Amino-5-fosfonovaleriánico: APV (50µM), para prevenir la potenciación a 

largo plazo (Bartley & Dobrunz, 2015). 

Todas las respuestas evocadas se obtuvieron haciendo uso de una unidad de 

estimulación (World Precisión Instruments, modelo: A365, USA) conectada a un electrodo 

septado y colocado en el estrato radiatum estimulando las colaterales de Schaffer (Fig. 3). 

Los experimentos/registros comenzaron después de un período de estabilización de 10 

minutos después de la entrada del electrodo de parche en el medio intracelular. Las 

grabaciones de la pinza de voltaje fueron rechazadas cuando la resistencia de acceso 

aumentó un 20% durante el experimento. Todas las drogas utilizadas en este estudio fueron 

colocadas directamente en el sistema de perfusión de 25 mL de ACSF y se esperó 10 minutos 

para registrar los efectos. 

Todos los registros se analizaron en el software Clamp-fit de Molecular Devices 

(USA) lo que permitió la detección visual de eventos. Solo los eventos con amplitudes 

superiores a 5,0 pA, un decaimiento exponencial y una fase ascendente monótona se 

consideraron corrientes espontáneas o en miniatura según sea el caso. 
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1. Registro de corrientes espontáneas. 

Debido a que en la epilepsia se ha descrito un desbalance entre la excitación 

y la inhibición (Terauchi et al., 2010; Yun et al., 2019; Wang et al. , 2021) y con la 

finalidad de caracterizarle, evaluamos la transmisión sináptica espontánea, para ello 

se obtuvieron registros en fijación de voltaje de neuronas piramidales de CA1 

parchadas ciegamente a dos potenciales de membrana (PM) distintos, primero 

fijando el potencial de membrana a 0 mV, correspondiente equilibrio de la 

transmisión glutamatérgica (ER-IAMPA), donde se registraron y midieron las 

amplitudes y frecuencias de las corrientes postsináptica inhibitorias espontáneas 

(sIPSCs), luego se fijó el potencial de membrana a -65 mV, correspondiente potencial 

de equilibrio de la transmisión glutamatérgica (ER-IGABAA), donde se registraron y 

midieron las amplitudes y frecuencias de las corrientes postsináptica excitadoras 

espontáneas (sEPSCs). 

2. Registro de corrientes evocadas. 

Además, para evaluar el balance entre la excitación y la inhibición en la 

transmisión sináptica evocada, se registraron las corrientes postsinápticas 

resultantes de la estimulación de las colaterales de Schaffer mediante un pulso 

simple de corriente a un potencial de membrana intermedio entre los potenciales 

de equilibrio de GABA y AMPA, que osciló entre -35 y -40 mV debido a que se eligió 

el potencial de membrana donde las amplitudes de las respuesta excitatorias o 

inhibitorias fueran intermedias entre sí (ver controles más abajo). En este potencial, 

se pudo registrar tanto el componente excitador monosináptico como el inhibidor 

disináptico (Pouille & Scanziani, 2001), y se midieron las amplitudes y áreas de cada 

componente. La relación E/I se calculó como la división algebraica entre las 

amplitudes o áreas excitadoras e inhibidoras, según el método descrito por Nanou 

et al. (2018). 

Posteriormente, y con la finalidad de estimar cambios en la probabilidad de 

liberación de la sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas en grupo PTZ-Kindling,  se 
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obtuvieron registros de las corrientes postsinápticas producto de la estimulación de 

las colaterales de Schaffer mediante un protocolo de pulsos pareados, calculando la 

relación por pulsos pareados (PPR) como la diferencia en las amplitudes de los picos, 

entre la segunda y la primera respuesta dividida por la primera (Creager et al., 1980),  

en aquellos intervalos de tiempo donde dicha diferencia es máxima, la cual varía por 

estructural cerebral y tipo celular, por ejemplo para neuronas piramidales de CA1 

en hipocampo y para la transmisión excitatoria este intervalo inter estímulo es de 

entre los 80  y 100 ms (Gruart et al; 2012). 

Por tanto, a un potencial de membrana de 0 mV se registraron las IPSCs 

evocadas por pulsos pareados separados por 140 ms, uno de los intervalos donde la 

relación entre la segunda y primera respuesta es máxima en la transmisión 

inhibitoria de CA1 (Lee et al., 2021), y bajo la misma premisa pero para la 

transmisión excitatoria a -65mV, se evocaron las EPSCs por pulsos pareados 

separados por intervalos de 80 ms (Gruart et al; 2012), calculando así la PPR para 

cada célula y potencial. 

En este mismo orden de ideas, y con el propósito de caracterizar los efectos 

postsinápticos del proceso de Kindling con PTZ, se calcularon los tiempos de subida 

y caída de las corrientes evocadas por el primer pulso de estimulación, cálculo que 

permite detectar posibles cambios en la conductancia de un canal producto de 

expresión diferencial de subunidades (Rajasekaran et al. 2007). Esta medición se 

hizo tanto para las corrientes inhibitorias evocadas obtenidas a 0 mV, como para las 

corrientes excitadoras evocadas obtenidas a -65 mV. 

3. Registro de corrientes espontáneas en miniatura. 

Se caracterizó la transmisión sináptica espontánea independiente de 

potenciales de acción, en presencia TTX y APV se registraron y midieron las 

corrientes postsinápticas inhibitorias en miniatura (mIPSCs), y las corrientes 

postsinápticas excitatorias en miniatura (mEPSCs) en neuronas piramidales de CA1, 

parchadas a potenciales de membrana de 0mV y -65mV respectivamente. El TTX se 
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utilizó para imposibilitar la entrada excitatoria proveniente de las colaterales de 

Schaffer sobre las interneuronas PV y CCK, interrumpiendo el circuito sináptico CA3-

Interneurona-CA1 (Ahmed et al., 2021) y de esta forma, también caracterizar la 

transmisión sináptica espontánea monosináptica tanto para el componente 

excitador como para el inhibidor. 

4. Controles. 

Se registraron las sEPSCs a -65 mV en presencia de APV, y se evaluó el efecto 

del antagonista del receptor AMPA, Cianquixalina: CNQX (10 µM), así como las 

sIPSCs a 0 mV en presencia de APV y el efecto del antagonista del receptor GABAA, 

Picrotoxina: PTX (10 µM). Además, se llevó a cabo un protocolo para demostrar el 

potencial de equilibrio de la transmisión excitatoria (ER-IAMPA = 0 mV) e inhibitoria 

(ER-IGABAA = -65 mV) en nuestra solución antes de cada experimento de esta 

sección. Para ello, se fijó el voltaje de membrana desde -80 mV hasta +20 mV en 

pasos de 10 mV, y se estimularon las Colaterales de Schaffer. Esto permitió observar 

cuando las amplitudes de las respuestas evocadas compuestas E/I eran intermedias 

entre sí (Fig. 2). Por ejemplo, el registró de una célula a -35 mV, responde al hecho 

de que a -30 mv esta célula presentó una amplitud máxima del componente 

inhibidor con respecto al excitador, mientras que a -40 mV la amplitud de la 

excitación era máxima con respecto a la inhibición.  

Finalmente, se registró la respuesta compuesta en una célula epiléptica a un 

potencial de membrana de aproximadamente -35/-40 mV, con y sin PTX para 

eliminar el componente inhibitorio y evaluar solo el componente excitatorio de la 

respuesta compuesta E/I (Fig. 6B). 
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MJU7 

 

 

Ilustración 2 Figura 2. Controles de la disección por voltaje. 

 

 

 

Figura 2. Controles de la disección por voltaje. (A) Potencial de equilibrio para R-IGABAA (-65 mV) y R-IAMPA 

(0 mV). (B)  Arriba, sIPSCs a 0 mV con y sin PTX; Abajo, sEPSCs a -65 mV con y sin CNQX. E = Potencial de 

equilibrio. 

 ustración  3Figura 3. 

Figura 3. Configuración de registro y estimulación en la disección por voltaje. Fibra de las colaterales de 

Schaffer estimulada para el balance E/I de una neurona piramidal CA1. S: Electro de estimulación, S.C.: 

Colaterales de Schaffer, CA1: Cornu Ammonis 1, PV Basket Cells: interneuronas en canasta parvoalbumina 

positivas, CCK Cells: interneuronas colecistoquinina positivas, Pyramidal Cells: Células piramidales de CA1, 

S.O.: Stratum Oriens, S.P.: Stratum Pyramidale, S.R.: Stratum Radiatum, S.L.: Stratum Lacunosum-moleculare. 
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Integración temporal de células piramidales de CA1. 

 

El registro en configuración de célula entera y fijación de corriente se realizaron en 

CA1 con pipetas de parche (4-7 MΩ) llenas de una solución interna de metil-sulfato de 

potasio que contenía (en mM): 135.0 KMeSO4, 10.0 KCL,10.0 HEPES-K+, 5.0 NaCl, 5.0 ATP-

Mg2+ y 0.4 GTP-Na+. El protocolo se llevó a cabo con dos unidades de estimulación (World 

Precisión Instruments, modelo: A365, USA) conectadas a dos electrodos de estimulación 

septados independientes. Todos los registros se analizaron en el software Clamp-fit de 

Molecular Devices (USA) lo que permitió la detección visual de eventos.  

Los experimentos/registros comenzaron después de un período de estabilización de 

10 minutos después de la entrada del electrodo de parche en el medio intracelular. Las 

grabaciones de la pinza de corriente fueron rechazadas cuando la resistencia de acceso 

aumentó un 20% durante el experimento. Todas las drogas utilizadas en este estudio fueron 

colocadas directamente en el sistema de perfusión de 25 mL de ACSF y se esperó 10 minutos 

para registrar los efectos. 

 Todos los experimentos de esta sección debido a la gran cantidad de estímulos 

proporcionados por el protocolo descrito más adelante se realizaron en presencia del 

antagonista del receptor GABAB: CGP-62349 (1 µM), para prevenir la reducción dependiente 

de la actividad en la liberación de glutamato de los receptores localizados 

presinápticamente en las sinapsis colaterales de Schaffer (Pouille & Scanziani, 2001; Speed 

& Dobrunz, 2008). y el antagonista del receptor de NMDA: APV (50 µM) para bloquear las 

corrientes mediadas por el receptor NMDA y prevenir la potenciación a largo plazo (Pouille 

& Scanziani, 2001; Bartley & Dobrunz, 2015). 
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1. Protocolo de integración temporal. 

 

El balance excitación/inhibición es fundamental para regular la actividad 

neuronal y sincronizar los potenciales de acción en las neuronas postsinápticas 

(Carvalho y Buonomano, 2009; Wehr & Zador, 2003; Pouille et al., 2009; Isaacson & 

Scanziani, 2011). En el hipocampo, la excitación proveniente de CA3 puede activar 

tanto a las neuronas piramidales como a las interneuronas PV y CCK positivas que 

regulan la actividad perisomática en CA1 (Tamás et al., 2004). En animales controles, 

esto resulta en una ventana de integración muy breve de aproximadamente 2 

milisegundos (Pouille y Scanziani, 2001). Dado que la desregulación del balance E/I 

se ha asociado con la epileptogénesis en el hipocampo, decidimos evaluar la 

probabilidad de disparo de las neuronas piramidales de CA1 mediante un protocolo 

de integración temporal en animales controles y animales con PTZ-Kindling, donde 

se espera una desregulación del balance E/I. 

Dicho protocolo de integración temporal, comprendió la estimulación 

subumbral de dos vías independientes  (SC1 y SC2, ver figura 4),  con un retraso en 

la estimulación de la segunda vía con respecto a la primera (y viceversa) de 0 ms a 

14 ms en intervalos de 0.5 ms; se ajustaron las intensidades de estimulación a modo 

que a 0 ms de retraso se evocaran en al menos un 90% de los intentos un potencial 

de acción; para ello, se colocaron dos electrodos en el estrato radiatum estimulando 

las colaterales de Schaffer y separados unos 300 a 600 μm de la célula  registrada 

como se muestra en la figura 4., y tal como se describe en Pouille & Scanziani, 2001., 

Finalmente se calculó la probabilidad disparo como el número de veces en el cual se 

evocaba un potencial de acción cuando el protocolo se repetía 10 veces para cada 

intervalo de retraso. 
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Figura 4. Configuración de registro y estimulación de dos vías independientes. Fibras de las colaterales de 

Schaffer estimuladas para registrar la integración temporal de una neurona piramidal CA1. SC1: Electrodo de 

estimulación 1, SC2: Electrodo de estimulación, S.C.: Colaterales de Schaffer, CA1: Cornu Ammonis 1, PV 

Basket Cells: interneuronas en canasta parvoalbumina positivas, CCK Cells: interneuronas colecistoquinina 

positivas, Pyramidal Cells: Células piramidales de CA1, S.O.: Stratum Oriens, S.P.: Stratum Pyramidale, S.R.: 

Stratum Radiatum, S.L.: Stratum Lacunosum-moleculare. 

2. Sobre-activación astrocítica e Integración temporal. 

Debido a que en los focos epileptogénicos se han descrito niveles elevados 

de glutamato extracelular, lo que se asocia con una hiperreactividad astrocítica que 

desencadena un patrón anormal de elevaciones espontáneas de Ca2+ en estas 

células, se ha propuesto que la gliotransmisión de glutamato y la liberación de 

glutamato neuronal mediante activación del receptor mGluR-5 presináptico podrían 

estar involucrados en la patogénesis de la epilepsia (Álvarez-Ferradas et al., 2015; 

Wellmann et al., 2018). Con el objetivo de evaluar el papel de la gliotransmisión en 

la ventana de integración temporal en animales controles, se decidió sobre-activar 

astrocitos y esperar conseguir una probabilidad de disparo comparable a los niveles 
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obtenidos en el grupo PTZ-Kindling, utilizando el mismo protocolo de integración 

temporal descrito anteriormente. 

Por consiguiente, la sobre-activación de los astrocitos se logró colocando 

directamente sobre la de la cámara de registro (midiendo previamente su volumen 

aprox. = 1 mL), el agonista del receptor activado por proteasa 1 (PAR1):  TFLLR-NH2 

(10µM) un péptido que aumenta específicamente los niveles intracelulares de calcio 

de los astrocitos (Wang et al., 2002, b; Lee et al., 2007; Shigetomi et al., 2008; 

Vandell et al., 2008; Hermann et al., 2009; Han et al., 2011; Oh et al., 2012) y 

promueve la glioliberación de glutamato (Oh et al., 2012; Han et al., 2013). La sobre 

activación de astrocitos se realizó solo en ratones controles y únicamente en 

intervalos de retrasos donde se observó previamente un 50% de probabilidad de 

disparo promedio (6.5 a 7.5 ms, ver fig. 8). 

3. Controles. 

Antes de iniciar el protocolo de integración temporal, se llevó a cabo una 

prueba de independencia de las vías. Para ello, se estimularon ambas vías con una 

separación de 80 ms, en las configuraciones SC1-SC2 (primero se estimulaba con el 

electrodo 1 o vía 1, y 80 ms después se estimulaba la vía 2) o configuración SC2-SC1. 

Si las vías eran independientes, no se observaría una facilitación por pulsos pareados 

a 80 ms, por lo contrario, si los dos electrodos estuvieran en la misma vía, esto 

provocaría una facilitación por pulsos pareados debido a la plasticidad a corto plazo 

(PPR config. SC1-SC2, WT = 0.87 ± 0.08, n=8 vs PTZ = 0.84 ± 0.11, n=8; p=0.9983; PPR 

config. SC2-SC1: WT = 1.05 ± 0.18, n=8; vs PTZ = 1.09 ± 0.14, n=8; p=0.6405, ver 

figura 8). 

Finalmente, para determinar si los cambios observados en este estudio 

fueron atribuibles a alteraciones en las propiedades intrínsecas de las neuronas 

piramidales de CA1, se evaluaron diversas características electrofisiológicas de estas 

células, incluyendo el potencial umbral, la frecuencia de disparo, la resistencia de 

entrada, el potencial de membrana en reposo, la capacitancia y la constante de 
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tiempo Tau. Los resultados de la tabla 2 indicaron que no hubo diferencias 

significativas entre el grupo control y el grupo PTZ-Kindling en ninguna de estas 

medidas, lo que sugiere que los cambios observados en la integración temporal no 

se debieron a alteraciones en las propiedades intrínsecas de las neuronas. 

 

Tabla 2. Efecto del PTZ-kindling en las propiedades intrínsecas de neuronas piramidales 
de CA1. piramidales de CA1. 

Propiedad intrínseca WT PTZ Significancia (p) 

Potencial umbral (mV)  -42.30±1.46 -43.00±1.34 0.8493ɸ 

Frecuencia de disparo (Hz)  2.13±0.23 2.50±0.31 0.5281ɸ 

Resistencia de entrada (MΩ) 148.17±9.21 141.32±5.73 0.5274 

Potencial de membrana en reposo (mV) -61.54±0.40 -61.89±0.59 0.9999 ɸ 

Capacitancia (pF) 248.50±11.98 294.52±23.89 0.1147 

Tau (ms) 36.39±2.10 42.03±4.08 0.2510 

Los datos se obtuvieron de un total de 9 células piramidales controles y 10 PTZ. Estadística: Test de Shapiro 
Wilk y Kolmogorov-Smirnov para distribuciones, prueba t de Student para comparaciones simples para 
distribuciones normales y prueba no paramétrica de Mann-Whitney de comparación de rangos para 
distribuciones no normalesɸ. 

 

 

Análisis estadísticos.  
 

Se realizó un análisis de distribución con las pruebas de Shapiro-Wilk o Kolmogorov-

Smirnov. Los datos con distribución normal se compararon con la prueba t de Student o 

ANOVA de una vía, mientras que los datos no normales se compararon con la prueba no 

paramétrica de Mann-Whitney. Los datos se presentan como media ± SEM y las diferencias 

con p <0,05 se consideraron estadísticamente significativas. 
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RESULTADOS 
 

Fenotipificación del comportamiento epileptogénico en PTZ-kindling. 
 

Cada día y posteriormente a la inyección de PTZ, los animales fueron observados 

para analizar su comportamiento durante una hora, analizándose dos componentes 

fenotípicos: el promedio de los estadíos alcanzados en cada día de inyección y el promedio 

de la duración del estadío 5 (Fig. 5).  Destacamos que a medida que el protocolo avanza, 

tanto la severidad de los estadios (Fig. 5A) como la duración de crisis de estadio 5 promedio 

aumenta (Fig 2B Día 1: 2,31±2,32 seg. n=1 vs día 7: 33,31±4,36 seg. n=21). 22 animales 

fueron utilizados en el grupo PTZ-kindling donde un 96% sobrevivió al protocolo (n=21) y un 

4% murió en uno de los días de inyección (n=1).  

 

 

Ilustración 5 Figura 5. Fenotipo de comportamiento epileptogénico inducido por PTZ. 

Figura 5. Fenotipo de comportamiento epileptogénico inducido por PTZ. (A) Promedio de los estadios 

alcanzados en cada dosis administrada. (B) Duración media de las crisis estadío 5. En las dos figuras se muestra 

un ajuste de regresión lineal (línea roja) con un valor r de Pearson de 0,98 (Sub-fig. A); 0,86 (Sub-fig. B).  
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Efecto del PTZ-kindling en el balance Excitación/Inhibición evocado en neuronas 

piramidales de CA1. 
 

La hiperexcitabilidad neuronal descrita en la red epiléptica se ha asociado con un 

aumento de la neurotransmisión glutamatérgica concomitante a una disminución de la 

neurotransmisión GABAérgica (Stief et al., 2007; Kondziella et al., 2003; El-Hassar et al., 

2007). Sin embargo, no se sabe bien si se produce un desequilibrio sináptico 

excitatorio/inhibitorio (E/I) en el modelo de PTZ-kindling.  

Se evaluó la transmisión glutamatérgica y GABAérgica registrando las EPSCs y el 

IPSCs evocados por la estimulación eléctrica de las colaterales de Schäffer mediante un 

protocolo de pulsos pareados en una misma neurona piramidal de CA1. Tanto en el grupo 

PTZ-kindling como en el control, en promedio las IPSCs (registrando al potencial de 

membrana de 0 mV) mostraron una respuesta no facilitadora de PPR al protocolo de pulso 

pareados, sin diferencias significativas entre los grupos (Figura 6A, arriba; PTZ; 0.66 ± 0.04, 

n = 17, vs control; 0.74 ± 0.07, n=13; P=0.3245). Sin embargo, al analizar el tiempo de subida 

del primer IPSC encontramos un aumento significativo en el grupo PTZ (Figura 6A, arriba; 

PTZ; 16.81 ± 1.58 ms, n = 17, vs control; 10.53 ± 2.23 ms, n=8; P=0.0323) sin cambios 

significativos en el tiempo de decaimiento (Figura 6A, arriba; PTZ; 98.35 ± 15.54 ms, n = 7, 

vs control; 83.60 ± 2.43 ms, n=5; P=0.2896). En cuanto los EPSCs (registrado en a un 

potencial de membrana de -65 mV) mostró una menor PPR en PTZ que el control (Figura 

6A, abajo; PTZ; 1.02 ± 0.06 , n=17, vs control; 1.52 ± 0.12, n=13;P=0.0007), sin cambios 

significativos en el  tiempo de subida (Figura 6A, abajo; PTZ; 6.97 ± 0.54 ms , n=16, vs 

control; 6.09 ± 0.39 ms, n=10;P=0.2375) o en el de decaimiento (Figura 6A, abajo; PTZ; 41.24 

± 2.47 ms, n=16, vs control; 44.40 ± 2.56 ms, n=10;P=0.4053) del primer EPSC.  

Estos hallazgos sugieren que en el grupo PTZ la probabilidad de liberación (Pr) de las 

sinapsis glutamatérgicas es mayor que el control, mientras que para la sinapsis GABAérgicas 

es similar al control, mostrándonos un cambio presináptico. Sin embargo, debido al 

aumento del tiempo de subida de las IPSCs evocadas descritas en el grupo PTZ 
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probablemente los receptores de GABAA posean una menor conductancia, indicándonos un 

cambio de la transmisión inhibitoria asociada a la postsinápsis en el modelo de PTZ-kindling. 

En segundo lugar, comparamos las corrientes en las neuronas piramidales de CA1 

evocadas por la estimulación de aferentes excitatorios monosinápticas (CA3-CA1) y las vías 

inhibidoras disinápticas (CA3-interneurona-CA1) a un potencial de membrana de entre -

35mV a -40 mV calculando la relación E/I. Encontramos que tanto la amplitud como el área 

de la relación E/I fueron mayores en el grupo PTZ en contraste con el grupo control (Figura 

6B; Amplitud; PTZ; 1.98 ± 0.30, n=12, vs control; 0.82 ± 0.10, n=9; P=0.0039; Área, PTZ, 

0.3045 ± 0.0780, n=12, vs control, 0.1055 ± 0.0256, n=9, P =0,0334). Además, y como control 

en una célula epiléptica y a aprox. -35/-40 mV se registró la respuesta compuesta con o sin 

presencia de PTX, eliminando el componente inhibidor y solo dejando excitador de la 

respuesta compuesta E/I. 

Juntos, estos hallazgos sugieren fuertemente que en ratones PTZ, la transmisión 

glutamatérgica se encuentra al alza, interrumpiendo el índice E/I hacia la excitación por 

encima de la inhibición en las vías sinápticas que controlan la función de entrada/salida de 

neuronas piramidales CA1. 
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Ilustración 6 Figura 6. Efecto del PTZ-kindling en el Balance Excitación/Inhibición evocado. 

Figura 6. Efecto del PTZ-kindling en la relación Excitación/Inhibición de la transmisión sináptica evocada.   

(A) Izquierda: Trazos representativos de IPSCs (arriba) y EPSCs (abajo) evocadas por protocolo de pulsos 

pareados. Derecha: Relación de pulsos pareados, Tiempo de subida y decaimiento del primer pulso de la 

trasmisión inhibitoria (arriba) y excitatoria (abajo) evocada. (B) Izquierda: Trazos representativos de las 

corrientes postsinápticas compuesta por excitación e inhibición en presencia de APV a -35 mV con y sin 

presencia de PTX. Derecha: Índice Excitación/Inhibición como la división algebraica de la amplitud o área de 

las corrientes Excitadoras/Inhibidoras. Estadística: Test de Shapiro Wilk y Kolmogorov-Smirnov para 

distribuciones, prueba t de Student para comparaciones simples (* p<0,05). 
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Efecto del PTZ-Kindling en la transmisión espontánea de neuronas piramidales de 

CA1. 
 

 Para evaluar cómo cambian los componentes excitadores e inhibidores de la sinapsis 

de neuronas piramidales de CA1 en el modelo de PTZ-kindling, se caracterizó la transmisión 

espontánea. Primero, evaluando la vía GABAérgica y glutamatérgica a la neurona piramidal 

CA1, registrando las corrientes postsinápticas inhibitorias y excitatorias espontáneas (sIPSC 

y sEPSC, respectivamente). Tanto los ratones de control como los PTZ mostraron valores 

similares de frecuencias sIPSC (Figura 7A, izquierda; control; 3.66 ± 0.51, n = 7 frente a PTZ; 

4.12 ± 0.30, n = 8; p=0.0811). Sin embargo, el grupo PTZ mostró valores de frecuencia de 

sEPSC más altos que el grupo control (Figura 7A, derecha; control; 0.27 ± 0.04, n=8 frente a 

PTZ; 1.29 ± 0.21, n=10; p=0.0394). Las amplitudes sIPSC y sEPSC mostraron valores medios 

similares entre los grupos (sIPSC; PTZ; 10.23 ± 1.15, n=8, vs control; 9.79 ± 0.71, n=7; 

P=0.7618. sEPSC; PTZ; 7.62 ± 0.51, n=10, vs control; 8.11 ± 0.44, n=8; p=0.4845, datos no 

mostrados). 

Luego, evaluamos la vía monosináptica directa GABAérgica (interneurona-CA1) y 

glutamatérgica (CA3-CA1) a la neurona piramidal CA1, registrando en presencia de TTX (0.1 

μM) las corrientes postsinápticas excitatorias e inhibitorias en miniatura (mIPSCs y mEPSCs, 

respectivamente). En ratones PTZ, la frecuencia de mIPSCs fue mayor que la del control 

(Figura 7B, izquierda; PTZ; 1.77 ± 0.20, n=8, control; 0.88 ± 0.25, n=7; p=0.0500), así como 

la frecuencia de mEPSCs, que mostró valores más altos en comparación con el grupo control 

(Figura 7B, derecha; PTZ; 0.41 ± 0.05, n=10, control; 0.27 ± 0.04, n=8; p=0.0500). Las 

amplitudes de mIPSCs y mEPSCs mostraron valores medios similares entre los grupos 

(mIPSCs; PTZ; 10.23 ± 1.15, n=8, vs control; 9.79 ± 0.71, n=7; p=0.7618. mEPSCs; PTZ; 7.62 

± 0.51, n=10, vs control; 8.11 ± 0.44, n=8; p=0.4845. datos no mostrados). 

Juntos, estos hallazgos sugieren fuertemente que en los ratones PTZ-kindling, la 

probabilidad de liberación de glutamato es mayor en comparación con el grupo control 

tanto en la transmisión espontánea disináptica como en la monosináptica. Sin embargo, la 

transmisión GABAérgica se encuentra únicamente aumentada en su vía monosináptica 
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directa, lo cual podría sugerir un posible mecanismo de compensación mediado por la 

transmisión inhibitoria en la epilepsia.   

Ilustración 7 
Figura 7. Efecto del PTZ-
kindling en la 

transmisión 
disináptica y 

monosináptica 
espontanea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efecto del PTZ-kindling en la transmisión disináptica y monosináptica espontanea. (A) Izquierda: 

trazos representativos de las sIPSCs (arriba), respectivo gráfico de probabilidad acumulada de intervalos Inter-

Evento y gráfico de barras para la frecuencia media (abajo). Derecha: trazos representativos de las sEPSCs 

(arriba), respectivo gráfico de probabilidad acumulada de intervalos Inter-Evento y gráfico de barras para la 

frecuencia media (abajo). (B) Izquierda: trazos representativos de las mIPSCs (arriba), respectivo gráfico de 

probabilidad acumulada de intervalos Inter-Evento y gráfico de barras para la frecuencia media (abajo). 

Derecha: trazos representativos de las mEPSCs (arriba), respectivo gráfico de probabilidad acumulada de 

intervalos Inter-Evento y gráfico de barras para la frecuencia media (abajo). Estadística: Test de Shapiro Wilk 

y Kolmogorov-Smirnov para distribuciones, prueba t de Student para comparaciones simples para 

distribuciones normales (Frecuencia de sIPSCs, mIPSCs y mEPSCs) y prueba no paramétrica de Mann-Whitney 

de comparación de rangos para distribuciones no normales (Frecuencia de sEPSCs) (* p<0,05). 
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Efecto del PTZ-kindling y sobre-activación astrocítica en la probabilidad de disparo 

de neuronas de CA1. 
 

Debido a que la transmisión glutamatérgica se encuentra al alza en el modelo de   

PTZ-kindling interrumpiendo la relación E/I hacia la excitación por encima de la inhibición 

en las vías sinápticas que controlan la función de entrada/salida de Neuronas piramidales 

de CA1, y destacando que el balance E/I es importante para regular el nivel general de 

actividad en las neuronas postsinápticas (Carvalho & Buonomano, 2009), controlando la 

integración de múltiples entradas y la sincronización de potenciales de acción (Wehr & 

Zador, 2003 ; Pouille et al. , 2009 ; Isaacson & Scanziani, 2011 ), se evaluó la probabilidad 

disparo de neuronas piramidales de CA1, cuando dos vías independientes fueron 

estimuladas  subumbralmente, con retrasos del segundo pulso con respecto al primero de 

0 ms hasta 14 ms (Figura 8A y 8B, arriba). 

La independencia de las vías se probó estimulando dos vías con un retraso de 80 ms 

en la configuración SC1-SC2 (primero se estimulaba con electrodo SC1 y, 80 ms después el 

SC2) o configuración SC2-SC1 (figura 8A, arriba). Si las vías son independientes, entonces no 

debería verse una facilitación por pulsos pareados a 80 ms; si los dos electrodos estuvieran 

en la misma vía, esto provocaría una facilitación por pulsos pareados debido a la plasticidad 

a corto plazo, supuesto que al no cumplirse al comparar las PPR de cada configuración entre 

grupos (Figura 8A, abajo; PPR config. SC1-SC2, WT = 0.87 ± 0.08, n=8 vs PTZ = 0.84 ± 0.11, 

n=8; p=0.9983; PPR config. SC2-SC1: WT = 1.05 ± 0.18, n=8; vs PTZ = 1.09 ± 0.14, n=8; 

p=0.6405) o entre configuraciones (Figura 8A, abajo; WT SC1-SC2 vs SC2-SC1, p = 0.7635; 

PTZ SC1-SC2 vs SC2-SC1, p=0.5374) nos asegura la independencia de vías. Posteriormente 

se ajustaron las intensidades subumbrales de estimulación hasta evocar en al menos en un 

90% de los intentos un potencial de acción en neuronas piramidales cuando los dos 

electrodos estimulan simultáneamente (figura 8B. arriba-izquierda, 0 ms de retraso). 

Una vez configurado el sistema, se retrasó el segundo pulso con respecto al primero 

en ambas configuraciones en pasos de 0.5 ms desde los 0 ms hasta los 14 ms; registrando 

durante 10 barridos/por retraso la probabilidad de disparo producto de la suma de los 
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estímulos separados temporalmente, encontrándose que 0 ms las probabilidades de 

disparo de ambos grupos eran prácticamente del 100% (Figura 8B, abajo, 0 ms delay; PTZ; 

99.05 ± 0.66 % , n=10, vs control; 95.71 ± 1.73 %, n=7;P=0.0718) mientras que a retrasos de 

entre 6.5 a 7.5 ms los animales controles presentaban una probabilidad cercana del 50%  y 

los animales PTZ una probabilidad de disparo significativamente mayor (Figura 8B, abajo, 

6.5-75 ms delay; PTZ; 75.15 ± 3.58 %, n=10, vs control; 49.04 ± 6.84 %, n=7; p=0.0030). 

Estos hallazgos sugieren que la hiperexcitabilidad descrita en la epilepsia podría 

aumentar la ventana de tiempo durante la cual las células piramidales de CA1 son capaces 

de integrar múltiples entradas, permitiendo que dos estímulos subumbrales y menos 

coincidentes desencadenan un potencial de acción, probablemente aumentando la 

excitabilidad de salida del circuito hipocampal. 

Además, debido a que se ha descrito niveles elevados de glutamato extracelular en 

focos epileptogénicos (Glass & Dragunow, 1995), asociados a una hiperreactividad 

astrocítica que desencadena un patrón anormal de elevaciones espontáneas de Ca2+ en 

estas células, mejorando la gliotransmisión de glutamato y la liberación de glutamato 

neuronal mediante activación del receptor mGluR-5 presináptico (Álvarez-Ferradas et al., 

2015; Wellmann et al.,2018), decidimos evaluar el papel de la gliotransmisión en la ventana 

de integración temporal de animales controles. 

ncontramos que la sobre-activación astrocítica con el agonista del receptor activado 

por proteasa 1 (PAR1):  TFLLR-NH2 (10µM) que promueve la glioliberación de glutamato 

(Oh et al. 2012; Woo et al. 2012; Han et al. 2013), aumenta la probabilidad de disparo de 

neuronas de CA1 en animales controles de manera significativa y a niveles comparables con 

lo registrado en tejido epiléptico (Figura 8B, abajo-derecha. 6.5-75 ms delay; WT-TFLLR; 

79.15 ± 5.68 %, n=4, vs control, p=0.0078); vs PTZ p=0.8787). En conjunto, estos resultados 

sugieren que los astrocitos participan activamente en la regulación de la probabilidad de 

disparo de neuronas piramidales de CA1. 
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Figura 8. Efecto del PTZ-kindling y sobre-activación astrocítica en la probabilidad de disparo de CA1. (A) 

Arriba: Configuración de registro y estimulación de dos vías (fibras) independientes y trazos de representativos 

de EPSPs evocados con 80 ms de retraso entre vías independientes. Abajo: Relación de pulsos pareados de 

EPSPs evocados con 80 ms de retraso entre vías independientes para las configuraciones SC1-SC2 y SC2-SC1(B) 

Arriba: 10 trazos representativos de potenciales de acción (aciertos) o EPSPs (fallos) evocados por 

estimulación de dos vías independientes con 0 ms de retraso inter-estímulos  (izquierda) y con 7.5 ms de 

retraso inter-estímulos (derecha) para el grupo control (WT) en gris y para el grupo experimental (PTZ) en 

verde. Abajo: Probabilidad de disparo graficada contra el retraso del segundo estímulo (izquierda), gráficos 

de barras para probabilidad de disparo a 0 ms de retraso (mitad) y para la probabilidad de disparo promedio 

entre 6.5 y 7.5 ms de retraso, para los grupos control, PTZ y control en presencia de TFLLR (derecha). 

Estadística: Test de Shapiro Wilk y Kolmogorov-Smirnov para distribuciones, Anova de un factor para 

comparaciones múltiples (* p<0,05). 
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DISCUSIÓN 
 

El objetivo general de este trabajo fue evaluar la regulación del balance E/I en 

sinapsis CA3-CA1 de ratones kindleados con PTZ, caracterizando los cambios en la relación 

E/I al registrar corrientes evocadas compuestas, generadas por la estimulación de aferentes 

excitatorios monosinápticos (CA3-CA1) y vías inhibidoras disinápticas (CA3-interneurona-

CA1). Además, y sabiendo que el balance E/I es importante para regular el nivel de actividad 

en las neuronas postsinápticas, se caracterizó la probabilidad de disparo producto de 

integración temporal de neuronas piramidales de CA1 en animales PTZ, y su probable 

relación con activación astrocítica en animales controles. 

 Los resultados obtenidos en este estudio muestran que en el hipocampo de ratones 

sometidos a PTZ-kindling, la transmisión glutamatérgica se encuentra aumentada, lo que 

genera un desequilibrio en el balance E/I favoreciendo la excitación por encima de la 

inhibición. Esto se debe al incremento en la eficacia sináptica glutamatérgica, el cual se 

evidencia por el aumento en la probabilidad de liberación en las sinapsis glutamatérgicas 

del circuito CA3-CA1. Además, se ha observado una posible disminución en la conductancia 

de los canales de GABAA y un aumento en la frecuencia de la transmisión inhibitoria en 

miniatura. 

Finalmente, se observa que la probabilidad de disparo producto de la integración 

temporal de neuronas piramidales de CA1, inducida por estimulación de dos vías 

independientes, está significativamente incrementada en animales sometidos a PTZ-

Kindling. Además, se evidencia que la sobreactivación astrocítica en animales controles 

aumenta la probabilidad de disparo a niveles similares a los obtenidos en tejido epiléptico. 
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Aumento de la excitación en el balance E/I en neuronas piramidales de CA1 de 

hipocampo epiléptico. 
 

La epilepsia se ha asociado con la pérdida del equilibrio normal entre la actividad 

sináptica glutamatérgica y GABAérgica, lo que altera la modulación de la transmisión 

sináptica y la excitabilidad neuronal (Álvarez-Ferradas et al., 2015; Wellmann et al., 2018; 

McDonald et al., 1991; Olsen et al., 1992; During et al., 1995; Khazipov et al., 2015; Campbell 

& Hablitz, 2004; Demarque et al., 2004). Estudios in vitro e in vivo de modelos preclínicos 

de convulsiones han demostrado que este desequilibrio interrumpe el umbral de excitación 

y resulta en la aparición de convulsiones (Sánchez & Loddenkemper, 2014). 

En nuestro modelo de PTZ-Kindling, hemos obtenido resultados que concuerdan con 

datos publicados en un modelo de epileptogénesis de kindling químico inducido por 

pilocarpina. Durante el período de latencia del proceso de epileptogénesis, la transmisión 

glutamatérgica se encuentra aumentada en la frecuencia y amplitud de sus sEPSCs en 

neuronas de CA1, pero sin cambios en la transmisión GABAérgica a nivel somático (El-Hassar 

et al., 2007). Esto demuestra que los cambios globales hacia mayor actividad glutamatérgica 

en la región de CA1 son característicos de la epileptogénesis. 

 

Aumento de la eficacia sináptica en transmisión glutamatérgica CA3-CA1 de 

hipocampo epiléptico. 
 

Los resultados obtenidos sugieren que la epileptogénesis inducida por PTZ-Kindling 

ratones conduce a un aumento en la excitabilidad glutamatérgica, que se relaciona con una 

mayor probabilidad de liberación de glutamato, tal como se evidencia en la disminución de 

la facilitación por pulsos pareados (Fig. 6A) y el aumento en la frecuencia de las corrientes 

excitatorias espontáneas y en miniatura (Fig. 7A y 7B) en el grupo PTZ-Kindling. Este efecto 

podría estar relacionado con una mayor susceptibilidad del tejido nervioso a desarrollar 

hiperactividad y crisis convulsivas, lo que puede reducir el umbral de convulsiones y 

aumentar la sensibilidad al estímulo inductor. Estas características son comunes a los 

modelos de kindling químico y eléctrico (Gilbert & Goodman, 2006; Perea & Araque, 2007; 
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Navarrete & Araque, 2010; Morales et al., 2014; Álvarez-Ferradas et al., 2015; Wellmann et 

al., 2018). 

Los cambios relacionados con el aumento de la probabilidad de liberación de 

glutamato coinciden ampliamente con otras investigaciones realizadas mediante kindling 

eléctrico en ratas, pues se describe una disminución de la PPR excitatoria en registros 

intracelulares y un aumento de la frecuencia de las mEPSCs en neuronas de CA1 (Álvarez-

Ferradas et al., 2015; Davoudi M. et al.,2013), mientras que ratas con kindling químico 

mediado por 4-aminopirimidina la facilitación de pulso pareado se pierde totalmente 

transformándose en una depresión (Peña et al., 2002). Nuestra investigación, en conjunto 

con otras, corrobora el aumento en la liberación de glutamato y de la actividad de sus 

receptores (Leung & Au, 1994; Morrisett et al., 1989). Por ejemplo, ya se ha descrito en 

epilepsia un aumento de la actividad glutamatérgica, asociada a la activación de receptores 

presinápticos de glutamato metabotrópicos del grupo 1 y 5 (Perea & Araque 2007; 

Navarrete & Araque 2010; Álvarez-Ferradas et al., 2015; Wellmann et al., 2018).  

Finalmente, el aumento de la excitabilidad descrito concuerda con lo obtenido en 

Omrani otras investigaciones que han usado el PTZ-Kindling en roedores. Además de ser 

observados niveles altos de glutamato en corteza y amígdala (Rocha et al., 1996), se ha 

informado ampliamente que a pesar de que la pendiente del potencial postsináptico 

excitatorio de campo (fEPSP) no se ve afectada, la amplitud de la espiga poblacional 

aumenta por el tratamiento con PTZ en hipocampo (Zhao & Leung, 1991; Palizvan et al., 

2001; Gholami et al., 2020), formando deformaciones (potenciales de acción) dobles o 

múltiples del fEPSP en neuronas piramidales de CA1 (Zhao & Leung, 1991; Qian et al., 2011) 

o en células granulares del giro dentado (Stringer, 1995; Robinson et al., 1991; Fathollahi et 

al., 1997; Rüthrich et al., 2001). Este fenómeno es un signo de la epileptogénesis y del 

aumento de la hiperexcitabilidad en el circuito hipocampal, dado que la amplitud de la 

espiga poblacional refleja el número y la sincronía de las descargas de las neuronas 

piramidales. 
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Cambios en la transmisión inhibitoria del hipocampo epiléptico: componentes pre 

y postsinápticos. 
 

Nuestros resultados indican que los ratones kindleados con PTZ presentan una 

posible disminución de la conductancia de los canales de GABAA, evidenciada por el 

aumento del tiempo de subida de las IPSCs evocadas (Fig. 6A) e indicando una disminución 

de la fuerza de la transmisión inhibitoria asociada con la postsinápsis. Sin embargo, la 

transmisión inhibitoria se encuentra aumentada únicamente en su vía monosináptica 

directa y debido a un alza en frecuencia de las mIPSCs, un fenómeno directamente asociado 

con la presinápsis (Fig. 7B), sugiriéndonos un posible mecanismo de compensación mediado 

por GABA en la epileptogénesis. 

Estudios previos también han informado sobre cambios en la transmisión inhibitoria 

en modelos de epilepsia. Por ejemplo, en un modelo de Kindling eléctrico en ratas, se ha 

descrito un aumento del tiempo de subida de las sIPSC en tejido epiléptico del tálamo 

dorsomedial y paraventricular (Rajasekaran et al. 2007), lo cual es consistente con nuestros 

resultados en ratones kindleados con PTZ. Asimismo, en ratas kindleadas con PTZ, se ha 

reportado una disminución en la captación de Cl- dependiente de receptores GABAA en la 

corteza cerebral (Corda et al., 1990), lo cual podría estar relacionado con una menor unión 

del GABA a los receptores de benzodiazepinas en este modelo (Rocha et al. 1996). Estos 

hallazgos sugieren que los cambios en la transmisión inhibitoria en modelos de epilepsia 

están asociados a modificaciones postsinápticas mediadas por GABA. 

En consecuencia, el aumento del tiempo de subida de las IPSCs evocadas sugiere 

que la administración de PTZ puede resultar en una importante disminución de los sistemas 

inhibidores, lo que contribuiría al aumento de la excitabilidad mencionado previamente. 

Cabe destacar que este efecto no estaría relacionado con el mecanismo de acción del PTZ 

sobre el R-GABAA, ya que registros de canal único realizados por el grupo de Huang en 2001 

indicaron que el PTZ reduce la probabilidad de apertura al prolongar los estados cerrados, 

pero no tiene ningún efecto sobre la conductancia de un solo canal o la duración del estado 

abierto. 
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Los parámetros de las IPSCs pueden verse afectados por factores pre y 

postsinápticos, como se ha reportado en estudios previos (Edwards et al., 1990; Otis & 

Mody, 1992; Ropert et al., 1990). Por ejemplo, la frecuencia de las IPSCs puede ser 

influenciada por el número de entradas presinápticas y la probabilidad de liberación 

presináptica. En el presente estudio de epileptogénesis, se observó un aumento en la 

frecuencia de la transmisión inhibitoria en miniatura (vía monosináptica directa). Estos 

hallazgos contrastan con lo reportado en modelos de epilepsia crónica con PTZ en ratas, 

donde se ha observado una disminución de la frecuencia y/o amplitud de las mIPSCs en CA1 

y giro dentado después de protocolos que incluyen la duplicación o triplicación del tiempo 

y número de inyecciones de PTZ (Li et al., 2020; Zhang et al., 2023; Kobayashi & Buckmaster, 

2003), en comparación con el número de inyecciones utilizadas en nuestro estudio. 

Es importante destacar que el aumento de las frecuencias de las mIPSCs no es 

exclusivo de nuestro modelo PTZ-Kindling, ya que se ha descrito en otros modelos de 

epilepsia por kindling eléctrico, por lesión del tejido o deleciones génicas en zonas distintas 

al hipocampo, como el tálamo paraventricular (Rajasekaran et al., 2007), el tálamo en sí 

(Tan et al., 2008) y en la capa V de la corteza (Prince & Jacobs, 1998). Además, en un modelo 

de kindling químico de epileptogénesis mediado por pilocarpina en hipocampo, se 

demostró que las neuronas GABAérgicas se caracterizan por una regulación al alza del 

transportador vesicular de GABA: VGAT, lo que probablemente refleja un aumento de la 

actividad presináptica en los estados de latencia de la epileptogénesis (Boulland et al., 

2007). Este hallazgo puede ser un posible mecanismo que explique el aumento de las 

mIPSCs que hemos descrito en nuestro modelo PTZ-Kindling. 

Finalmente y a pesar de esta aparente discrepancia, no podemos descartar que otros 

mecanismos específicos permitan explicar nuestros hallazgos, pudiéndose involucrar otros 

factores presinápticos dependientes de la duración del protocolo de administración del PTZ, 

así entonces, saber si el aumento en frecuencia de las mIPSCs obtenido en nuestro estudio, 

representa un mecanismo de compensación mediado por la transmisión inhibitoria en la 

epileptogénesis, es una pregunta que deberá ser estudiada en profundidad. 
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Aumento de la probabilidad de disparo producto de la integración temporal de 

neuronas piramidales de CA1 relacionado con hipocampo epiléptico e inducido por 

sobre-activación astrocítica. 
 

En primer lugar, es importante destacar que la inhibición de la retroalimentación 

disináptica regula fuertemente la ventana temporal necesaria para sumar la actividad 

sináptica (Pouille & Scanziani, 2001; Lamsa et al., 2005; Luna & Schoppa, 2008). Durante 

poco más de dos milisegundos, dos estímulos subumbrales son sumados produciendo un 

potencial de acción en aproximadamente el 90-100% de las veces. Esto responde al breve 

retraso con el que la inhibición de la retroalimentación inhibitoria disináptica (CA3-

Interneurona-CA1) sigue a la excitación monosináptica (CA3- CA1) (Pouille & Scanziani, 

2001). 

En este estudio, se muestra por primera vez que el PTZ-Kindling y la sobre-activación 

astrocítica aumentan la probabilidad de disparo en las células piramidales de CA1 cuando 

se trata de integración temporal (Fig. 8B). Estos hallazgos sugieren que la hiperexcitabilidad 

y el aumento en la probabilidad de disparo en la integración temporal descrita en nuestro 

modelo de epileptogénesis podría influir en la ventana de tiempo durante la cual las células 

piramidales de CA1 son capaces de integrar múltiples entradas subumbrales y producir un 

potencial de acción. Los cambios asociados con el aumento del balance E/I reducen la 

fidelidad de sincronización de espigas, aumentando la probabilidad de disparo y 

ensanchando la ventana de integración cuando se evalúa en presencia de PTX (Lamsa et al., 

2005; Pouille & Scanziani, 2001). 

Así mismo, se ha descrito que los circuitos necesarios para explicar una ventana 

estrecha se asientan sobre la base de la excitación monosináptica y la inhibición disináptica, 

y debido a que una potenciación selectiva de la excitación monosináptica (como la obtenida 

en nuestro modelo, Fig. 7B), es análoga a un debilitamiento relativo de la inhibición 

disináptica, esta potenciación también provoca un aumento de la probabilidad de disparo 

y por tanto el ensanchamiento de la ventana de neuronas piramidales de CA1, como se sabe 

sucede al inducir LTP en hipocampo (Lamsa et al., 2005). 
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En otros modelos se ha demostrado que la gliotransmisión mediada por glutamato 

está aumentada en el hipocampo de rata kindleada, presumiblemente como consecuencia 

de una hiperexcitabilidad astroglial aumentando la excitación (Álvarez-Ferradas et al. 2015). 

Basado en ello, en esta investigación se decidió evaluar el papel de la gliotransmisión en la 

probabilidad de disparo asociada a la integración temporal, encontrando que la 

sobreactivación de astrocitos en hipocampo del grupo control aumenta la probabilidad de 

disparo a niveles epileptogénicos, demostrando un papel importante del astrocito dentro 

la integración de múltiples entradas. Estos hallazgos sugieren que el aumento del balance 

E/I en ratas kindleadas con PTZ así como la sobre-activación de astrocitos en animales 

controles parecen ser un nuevo mecanismo de regulación dependiente del astrocito, el cual 

permitiría regular la ventana de la integración sináptica en el circuito hipocampal. 
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CONCLUSIONES 
 

1. El modelo PTZ-kindling genera un desbalance de la relación E/I aumentando la 

excitación por sobre la inhibición. 

 

2. El modelo PTZ-kindling genera un aumento en la probabilidad de liberación en 

terminales glutamatérgicos de las sinapsis de CA3-CA1, aumentando el tono 

glutamatérgico en el hipocampo. 

 

3. El modelo PTZ-kindling genera un deterioro de la transmisión inhibitoria asociado a 

cambios postsinápticos, evidenciados por el aumento el tiempo de subida de las 

IPSCs evocadas y, una posible menor conductancia del receptor de GABAA. 

 

4. El modelo PTZ-kindling genera un aumento de la transmisión espontánea 

monosináptica tanto excitatoria como inhibitoria. 

 

5. El modelo PTZ-kindling produce un aumento de la probabilidad de disparo en 

neuronas de CA1 producto de una integración temporal. 

 

6. Los astrocitos aumentan la probabilidad de disparo en neuronas de CA1 producto 

de una integración temporal. 
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