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I. INTRODUCCIÓN 

 

1. Epilepsia y Modelos Experimentales 

 

La epilepsia es un síndrome de disfunción cerebral, es uno de los 

desórdenes neurológicos más prevalentes que afecta a 67 millones de personas 

en el mundo (Angus-Leppan y Parsons, 2008); se caracteriza por la descarga 

sostenida anormalmente sincrónica de un grupo de neuronas cerebrales. Siendo 

la actividad epiléptica el resultado de un desequilibrio entre la actividad excitadora 

por incremento del neurotransmisor glutamato,  e inhibidora por una disminución 

en los niveles de ácido γ-aminobutírico (GABA) (Rowley y cols., 1995; Tapia y 

cols., 1999; Medina-Ceja y cols., 2000).  

 

La incidencia de la epilepsia en poblaciones de países industrializados se 

presenta de 25 a 50 casos por 100,000 personas/año (Kotsopoulos y cols. 2002). 

Mientras que, en países en vías de desarrollo como Chile se observa una tasa 

considerablemente mayor donde la incidencia es de 114 casos por 100, 000 

personas/ año (Lavados y cols. 1992).  En los estudios de incidencia por edad,  se 

ha observado que en los países industrializados la epilepsia  muestra que las 

tasas de incidencia son mucho más altas en jóvenes donde el 50% de las crisis 

aparecen antes de los 20 años mientras que, el 25% se presenta en pacientes de 

la tercera edad (Lavados y cols. 1992; Rwiza y cols. 1992; Tekle-Haimanot y cols. 

1997). 

 

La clasificación de la Epilepsia de acuerdo a la Liga Internacional Contra la 

Epilepsia (ILAE, International League Against Epilepsy, por sus siglas en inglés) 

considera que las crisis se pueden dividir en dos grupos principales; dependiendo 

si afectan rápidamente a redes distribuidas bilateralmente (crisis generalizadas) o 
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a redes limitadas a un hemisferio (crisis parciales o focales). No existe una 

clasificación simplificada de las crisis focales, como la hay para las generalizadas; 

las crisis focales deben describirse de acuerdo a sus manifestaciones (Tabla 1).  

 

Las crisis convulsivas son  una ocurrencia transitoria de signos y/o síntomas 

debido a una actividad neuronal anormal o sincrónica excesiva en el cerebro, son 

eventos clínicos transitorios, de inicio brusco, debidos a una descarga neuronal 

excesiva e hipersincrónica.  Éste desorden cerebral, es caracterizado por una 

predisposición duradera de generar crisis convulsivas con consecuencias 

neurobiológicas, cognitivas, psicológicas y sociales (Fisher y cols,  2005). 

 

Es importante destacar que una crisis  convulsiva consiste en una evolución 

de eventos, cada uno de los cuales presenta diferentes mecanismos y substratos 

anatómicos que pueden ser modelados y estudiados por separado (Engel y 

Schwartzkroin,  2006). Esta serie de eventos pueden o no, generar alteraciones 

fisiopatológicas persistentes suficientes para establecer un daño neuronal con la 

consecuente aparición de crisis espontáneas. 

 
Para el estudio de los mecanismos básicos de inducción, mantenimiento y 

extinción de las crisis, se emplean modelos animales con características similares 

a la epilepsia o  crisis convulsivas, esto porque es de suma importancia entender 

los mecanismos  generadores de las crisis epilépticas, en sus diferentes subtipos y 

circunstancias que permitan presentar propuestas de tratamiento afines (Engel, 

2001) además, de emplear estos modelos en  la investigación diseñados para 

planear nuevos enfoques farmacológicos de drogas antiepilépticas (DAE) 

comprobando su eficacia y seguridad  (Engel y Schwartzkroin,  2006). Para este 

efecto existen diversos modelos  donde cada uno puede estar asociado con 

diferentes mecanismos epileptogénicos al simular algunas de las formas de 

actividad epiléptica (Commission on Classification and Terminology, ILAE., 2010; 

Engel y Pedley, 1997), por lo que resulta indispensable identificar el modelo 

animal apropiado. Los métodos de inducción más comunes son: la electro-
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estimulación máxima (EEM), convulsivantes químicos (como es el caso de la 

penicilina, bicuculina, kainato, pilocarpina, entre otros), trauma y alteraciones 

metabólicas (como  shock de insulina) (Engel y Schwartzkroin, 2006).  

 

Estos modelos pueden ser agudos o crónicos; en los modelos agudos 

generalmente se hace uso de drogas a nivel intracerebral  (i.c.) como en el caso 

de la bicuculina o la 4-aminopiridina (4-AP) y son considerados como modelos 

convulsivos. Por su parte, los modelos crónicos cambian la estructura y función de 

regiones cerebrales, condición que incrementa la susceptibilidad a las crisis, como 

el caso de Kindling eléctrico o químico (Dudek y cols., 1998; Jefferys, 2003).  

Ambos tipos de modelos reproducen crisis parciales y generalizadas; sin embargo, 

dado que la epilepsia se caracteriza por la aparición de crisis recurrentes a lo largo 

del tiempo, sólo los modelos que reproducen esa condición se consideran 

modelos de epilepsia y se clasifican de acuerdo al tipo  de crisis manifestada 

(Tabla 2) (García y cols, 2010). 
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Tabla 1. Clasificación de las crisis (ILAE, 2010) 

1. Generalizadas 

Tónico-clónicas 

Ausencias 

      Típicas 

      Atípicas 

      Ausencias con características especiales 

              Ausencias mioclónicas 

             Ausencias con miclonías palpebrales 

Mioclónicas 

     Mioclónicas 

     Mioclono atónicas 

     Mioclono tónicas 

Clónicas 

Tónicas 

Atónicas 

2. Crisis Focales 

Sin alteración de la conciencia, con componentes motores o autonómicos observables. 

Con alteración de la conciencia, o  discognitiva 

Convulsiva, que evoluciona a una crisis bilateral 
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Tabla 2. Tipos de modelos experimentales (García y cols., 2010) 

Modelos de crisis generalizadas 

           Modelos modificados genéticamente (se utilizan ratones knock-out) 

           Modelos genéticamente epileptógenos (hereditario) 

           Modelo de Ausencias 

           Modelo de crisis reflejas 

           Modelo de crisis tónico clónicas generalizadas 

Modelos de crisis parciales 

           Modelos de crisis parciales motrices/sensitivas 

                    Aplicación tópica cortical de metales en la corteza sensitiva o motriz: 
                    modelo de cobalto, aluminio o derivados férricos, entre otros. 
                    Lesiones criogénicas focales 

                    Aplicación tópica de sustancias convulsivas: bicuculina, penicilina, 
                    picrotoxina, 4-AP. 
                    Estimulación eléctrica aguda 

          Modelos de epilepsia temporal medial 

                     Fenómeno kindling 

                     Modelo del estado epiléptico o estatus epilepticus 

 

 

 

2. 4-Aminopiridina  

 

La 4-AP es una droga que cuando se administra por vía intraperitoneal (i.p.) 

o i.c. es capaz de inducir crisis convulsivas en diferentes especies de animales 

(Spyker y cols., 1980; Pasantes-Morales y Azarte, 1981; Tapia y Sitges, 1982; 

Glover, 1982; Pasantes-Morales y cols., 1987; Mihaly y cols., 1990).  El 

mecanismo de acción de la 4-AP se caracteriza por un bloqueo de los canales de 

potasio, retardando así la fase de repolarización y manteniendo por más tiempo la 
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despolarización, lo que conduce a la liberación de neurotransmisores, 

particularmente de glutamato en el hipocampo (Figura 1) (Morales-Villagrán y 

Tapia, 1996). El glutamato liberado por más tiempo sobre activa receptores 

postsinápticos, ionotrópicos y metabotrópicos, lo que favorece la actividad 

epileptiforme (Medina-Ceja y cols., 2000, 2008).  

 

 El patrón de crisis convulsivas inducido por la administración i.p. de 4-AP en 

la rata, es muy similar al que se produce por la administración i.c. del ácido 

Kaínico (Ben-Ari, 1985). Este tipo de crisis se caracterizan por la aparición de un 

periodo convulsivo largo, con una etapa inicial de hiperexcitación, seguido de 

convulsiones clónicas, tónico-clónicas y muerte durante una convulsión tónica en 

algunos casos, mientras que los animales que sobreviven presentan movimientos 

clónicos alternados frecuentemente con contracciones tónicas de mediana 

intensidad (Fragozo-Veloz y cols., 1990). De manera similar, la 4-AP ejerce un 

efecto convulsivante cuando se administra i.c., ya sea en el hipocampo (Fragoso-

Veloz y cols., 1990; Medina-Ceja y cols., 2000) o en el ventrículo cerebral lateral 

de la rata (Gandolfo y cols., 1989).  

 

Estudios in vitro realizados por Thesleff (1980) han permitido observar que 

el efecto de la 4-AP sobre la liberación de neurotransmisores es de amplio 

espectro, es decir,  es independiente del tipo de sinapsis o especie. Mediante 

estudios electrofisiológicos se ha demostrado que la 4-AP bloquea la corriente 

transitoria de K de inactivación rápida (IA) y lenta (ID), lo cual conduce a una 

prolongación del potencial de acción a través de un retardo en la fase de 

repolarización, fenómeno que mantiene abiertos los canales de Ca++ sensibles al 

voltaje (Rogawski y Barker, 1983), lo que podría explicar el aumento en la 

liberación de neurotransmisores. 

 

En trabajos realizados por Morales-Villagrán y Tapia (1996) se demostró 

que infusiones de 4-AP a través de cánulas de microdiálisis en el núcleo caudado, 

inducen crisis convulsivas además de una mayor liberación de glutamato respecto 
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a los demás aminoácidos evaluados. Resulta interesante que las alteraciones 

motoras producidas por la 4-AP se bloquean por antagonistas del receptor N-metil-

D-aspartato (NMDA) (Molares-Villagrán y cols., 1996).  Trabajos realizados por 

Molares-Villagrán y colaboradores (1999) han demostrado, con la técnica de 

microdiálisis dual y registró electroencefalográfico simultáneo en ratas despiertas, 

que la 4-AP en la corteza motora produce convulsiones intensas y crisis 

electroencefalográficas tanto en la corteza motora infundida como en la 

contralateral en la que solo se administra medio Ringer normal. 

 

La actividad del canal de K+ participa en el control de la liberación de 

neurotransmisores de las terminales nerviosas determinando el curso temporal de 

la repolarización, el bloqueo de estos puede prolongar la duración de los 

potenciales de acción, lo que favorece  el retardo en el cierre de los canales de 

Ca++, incrementando la entrada de este catión y la liberación del neurotransmisor.  

La 4-AP bloquea los canales de K+ activados por voltaje en una gran variedad de 

células, incluyendo las neuronas, el músculo cardiaco, músculo esquelético y liso 

(Kenyon y Gibbons, 1979; Gillespie y Hunter, 1975; Hara y cols., 1980).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mecanismo de acción de la 4-AP. Bloquea los canales de potasio, retardando la 
fase de repolarización y mantiene por más tiempo la despolarización, lo que conduce a la 
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liberación de neurotransmisores, particularmente de glutamato en el hipocampo. El 
glutamato liberado sobre activa receptores postsinápticos, ionotrópicos y metabotrópicos, 
lo que favorece la actividad epileptiforme (Medina-Ceja y cols., 2000, 2008). 
 

3. Anatomía funcional del hipocampo de rata 

 

 El hipocampo es una parte filogenéticamente antigua de la corteza que 

durante el desarrollo se desplaza desde la superficie hacia la parte interna medial 

del lóbulo temporal. El termino hipocampo hace referencia al cuerno de Ammón 

(CA) y al giro dentado (GD) y su denominación deriva de su semejanza con el 

caballito de mar (hippokampos en griego) (Squire y cols., 2004). Las neuronas del 

hipocampo se pueden dividir en dos tipos: las principales (neuronas piramidales 

localizadas en el CA y células granulares presentes en el GD) y las secundarias 

que en su gran mayoría han sido reconocidas como interneuronas GABAérgicas 

que poseen un papel regulatorio sobre las células principales así como en la 

función general del hipocampo (Freund y Gulyás, 1997). Desde el punto de vista 

funcional, el hipocampo se le relaciona con funciones de aprendizaje y memoria, 

siendo una región de particular interés en epilepsia debido a que posee el más 

bajo umbral para crisis convulsivas de todas las estructuras del sistema nervioso 

central (Green, 1964).  

 La formación hipocámpica comprende tres regiones citoarquitectónicamente 

distintas: el GD, el complejo subicular y el hipocampo propiamente dicho (que 

comprende las regiones cornus ammonis   1 (CA1), 2 (CA2), 3 (CA3) (Figura 2). 

Las tres regiones de la formación hipocámpica comparten la apariencia 

característica trilaminar que las define como alo-corteza. El GD es el blanco de la 

vía perforante formada por axones originados en las capas III y IV de la corteza 

entorrinal (CE), y es el primer paso del circuito trisináptico intrahipocampal (Afifi y 

Bergman, 2005); la CE es considerada como el punto de partida, ya que la 

mayoría de los impulsos sensoriales captados por la formación hipocámpica entra 

por la CE, la evidencia experimental sugiere que existe acoplamiento eléctrico 
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mediante uniones comunicantes entre las células del hipocampo y la CE (Dudek y 

cols., 1986, 1998; Zsiros y Maccaferri, 2005). A este respecto se ha demostrado 

que estas estructuras límbicas desempeñan un papel importante en la 

hipersincronización característica de la actividad epileptiforme por lo que, se 

consideran sitios importantes para la generación de crisis (Traub y cols., 2001, 

2002; Medina-Ceja y Ventura-Mejía, 2010), esta vía es principalmente de 

naturaleza excitadora (Martina, 2001). Posteriormente las neuronas que se 

encuentran en la capa II de la CE originan una vía que se proyecta a través del 

subículo terminando en el GD y la región CA3 del hipocampo (Johnston y Amaral, 

2004). Las neuronas que se encuentran en la CE medial presentan terminaciones 

axónicas que se conectan a la capa molecular del GD y finalmente las células de 

la CE lateral se unen al tercio externo de esta capa molecular (vía perforante). 

Estas últimas dos prolongaciones también terminan a manera laminar en el estrato 

lacunoso-molecular de CA3 y CA2. Las neuronas localizadas en la capa III 

proyectan a CA1 y subículo (Johnston y Amaral, 2004). El siguiente paso es la 

proyección de las fibras musgosas de las neuronas granulares del GD  a la región 

CA3, en donde forman sinapsis con las dendritas proximales de las células 

piramidales de esta región, las cuales interaccionan entre sí. El tercer pasó del 

circuito está representado por axones de las células piramidales de CA3, las 

cuales forman colaterales de Schaffer que se proyectan en la región CA1 (Figura 

3) (Afifi y Bergman, 2005). Las células piramidales en esta última región forman el 

stratum piramidale; sus dendritas apicales terminan en el stratum moleculare, 

mientras que sus dendritas basales están dentro del stratum oriens (Steriade, 

2003).  
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Figura. 2. Representación esquemática de la formación hipocámpica, los sub-campos 
CA3, CA2, CA1 del hipocampo y giro dentado (GD)  (Afifi y Bergman, 2005). 
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Figura 3. Esquema principal del circuito trisináptico del hipocampo y su relación con otras 
regiones de la formación hipocámpica (conectividad direccional y bidireccional) (Afifi y 
Bergman, 2005; Danglot y cols., 2006) 
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II. ANTECEDENTES 

 

1. Uniones comunicantes (sinapsis eléctricas), estructura y función 

 

Las sinapsis eléctricas permiten la transferencia de corrientes iónicas 

directamente de una célula nerviosa a otra mediante las  uniones comunicantes 

que conectan los compartimentos citoplasmáticos de una célula con otra de 

acuerdo a sus gradientes electroquímicos, cambiando el potencial de reposo de la 

célula nerviosa acoplada eléctricamente. Estas uniones comunicantes se definen 

como especializaciones de membrana, formadas por la unión de dos hemicanales 

conocidos como conexones, cada uno de los cuales consiste de 6 subunidades 

proteicas llamadas conexinas (Figura 4)  (Cx seguido de un número que designa 

el peso molecular de cada una). La conductancia de las uniones comunicantes 

depende de los tipos de conexinas expresadas entre las células, así como la 

probabilidad de que estos canales permanezcan abiertos. Cada conexina 

atraviesa la membrana 4 veces (M1, M2, M3, M4), presentan  dos asas externas y 

una interna, con los extremos amino y carboxilo localizados intercelularmente 

(Kumar y Gilula, 1996).  

 

Las conexinas se sintetizan en el retículo endoplasmático rugoso donde se 

pliegan e insertan en vesículas para su transporte hacia el Aparato de Golgi, 

donde se oligomerizan para conformar los hemicanales o conexones, 

posteriormente viajan en vesículas a través de microtúbulos a la membrana 

plasmática, donde se asocia con otro hemicanal de la célula vecina formando el 

canal completo de la unión comunicante. El recambio de estas proteínas es 
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rápido, con una vida media promedio de 1-5 horas, con dos vías de degradación: 

lisosoma y  proteosoma siendo esta ultima la principal vía (Musil y Goodenough, 

1993, 1995; Falk, 2000).  

 

Las uniones comunicantes (dentro del sistema nerviso) se localizan en las 

membranas de dos células en aposición, las cuales pueden ser neurona-neurona, 

neurona-glía o glía-glía. Las conexinas constituyen una familia de proteínas 

homólogas que se codifican por diferentes genes (Rouach y cols, 2002). 

Actualmente en mamíferos se han encontrado 16 conexinas diferentes, de las 

cuales al menos la Cx26, Cx32, Cx36, Cx43 y Cx47 se expresan en el hipocampo 

de roedores (Venance y cols, 2000; Teubner y cols, 2001). Por otra parte en 

células gliales como los astrocitos se ha encontrado una alta expresión de las 

conexinas Cx26, Cx30 y Cx43, mientras que para los oligodendrocitos las 

conexinas más abundantes son Cx29, Cx32 y Cx47 a diferencia de la Cx36 que se 

expresa en abundancia exclusivamente en  neuronas (Connors y Long, 2004). 

 

La función de las uniones comunicantes en las células gliales es diversa ya 

que va desde la disipación de iones de potasio, regulación del volumen celular, el 

control de la proliferación celular, así como en la propagación de ondas de calcio a 

través de los astrocitos. En los oligodendrocitos se ha observado la presencia de 

uniones comunicantes que establecen puentes de comunicación con los 

astrocitos, lo que permite su acoplamiento metabólico (Mugnaini, 1986; Pastor y 

cols, 1998; Rash y cols, 2001).  

 

Dudek y colaboradores (1983, 1985, 1998) sugieren que las células 

piramidales así como las células granulares del hipocampo se encuentran 

acopladas eléctricamente a través de uniones comunicantes; estudios de registro 

intracelular con óptica de contraste de interferencia e iluminación diferencial 

infrarroja (siglas en ingles IR-DIC) han encontrado acoplamiento electrotónico en 

las células piramidales de la región CA1 de hipocampo a través de sus uniones 

comunicantes axonales (Schmitz y cols, 2001).  
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Figura 4. Correlación celular de las uniones comunicantes (sinapsis eléctricas). A) La 
unión de dos hemicanales o conexones conforman un canal que atraviesa las dos células 
en aposición (uniones comunicantes) y se ve afectada por varios factores externos e 
internos. B) Cada conexón está conformado por seis conexinas y cada conexina tiene 4 
dominios trasnmembranales, dos asas externas (E1 y E2) y las regiones amino y 
carboxilo se encuentran en el citoplasma. C) Los diferentes tipos celulares del sistema 

Cx36 
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nervioso expresan diferentes conexinas. D) El recambio de las conexinas es rápido oscila 
entre 1 a 5 horas y su regulación puede incrementar la comunicación intercelular  al igual 
que la apertura de los canales (Rash y cols., 2001; Fong y cols., 2013; Flores y cols., 
2011; Mitra y cols., 2006). Abreviaciones: Vm, voltaje de membrana; Cx, conexina; P, 
proteosoma, L, lisosoma. 

. 

 

 

2. Uniones comunicantes (sinapsis eléctricas) y epilepsia  

 

Pérez Velásquez y Carlen, (2000) ha demostrado mediante trabajos in vitro, 

que la actividad epileptiforme se puede presentar aún en ausencia de  la 

neurotransmisión sináptica clásica, destacando la participación del acoplamiento 

eléctrico a través de uniones comunicantes. También se ha observado que la 

pérdida del acoplamiento eléctrico, por la presencia de bloqueadores a las uniones 

comunicantes como la carbenoxolona, octanol y quinina presentan efectos 

antiepilépticos (Medina-Ceja y cols, 2008; Medina-Ceja y Ventura- Mejía 2010) o 

por deficiencia de algunas de las proteínas que las conforman (ratones deficientes 

de alguna Cx) esto en diferentes modelos in vitro e in vivo (Pérez Velásquez y 

Carlen, 2000; Ross y cols, 2000; Traub y cols, 2001; Kohling y cols, 2001; 

Margineanu y Klitgaard, 2001; Jahromi y cols, 2002; Maier y cols, 2002; Pais y 

cols, 2003; Samoilova y cols, 2003).  

 

Se ha observado en trabajos in vitro e in vivo que la comunicación a través 

de las uniones comunicantes  entre los diferentes tipos celulares de la neocorteza 

y del hipocampo de ratas anestesiadas como en libre movimiento, juega un papel 

fundamental en la expresión, duración y propagación de la actividad epileptiforme 

inducida por la aplicación de 4-AP (Szente y cols, 2002; Gajda y cols, 2003; 

Medina-Ceja y cols, 2008; Medina-Ceja y Ventura- Mejía 2010), también se ha 

encontrado una reducción de los patrones de descargas ya establecidas cuando 

se  administra un pre-tratamiento y post-tratamiento de un bloqueador selectivo 
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para alguna conexina (Tabla 3). Estudios sobre las uniones comunicantes han 

mostrado cambios en la expresión de mRNAs y proteínas en modelos animales de 

epilepsia, en los cuales, se han encontrado alteraciones en la expresión de Cx43 y 

Cx30 (astrocítica), Cx32 (oligodendrocítica) y  Cx36 (neuronal) (Tabla 4); aunque  

algunos resultados son inconsistentes, estas variaciones pueden deberse a 

diferencias en la especie, la edad, los modelos animales, los métodos de 

inducción de convulsiones, puntos de incubación, tiempo de tratamiento, la 

duración de la actividad convulsiva, y las regiones del cerebro examinadas en 

cada estudio (Jin y Chen, 2011; Steinhauser y cols., 2012). 

 

 

 

Abreviaciones: 4-aminopiridina (4-AP), Trimetilamina (TMA), Carbenoxolona (CBX). 

 

 

 

Tabla 3. Trabajos en los que se muestran cambios en la expresión  del 
transcrito de algunas conexinas durante las crisis convulsivas. 

 
Referencia 

Modelo 
Región 

Droga administrada 

Bloqueadores/ 
Abridores de 

Uniones 
Comunicantes 

 
Resultados 

 
 
Szente y 
cols., 2002 

 
In vivo / Neocorteza / 
4-AP 

 
 
CBX / TMA 

Incremento de mRNA 
Cx43, Cx32  post- 
actividad epileptiforme 
(AE) 
CBX= ↓ AE 
TMA= ↑ AE 

 
 
Gajda y 
cols., 2003 

In vivo / Neocorteza / 
4-AP 

 
 
CBX / TMA  

Incremento de mRNA 
Cx43, Cx32 y Cx36 
(AE) 
CBX= ↓ AE 
TMA= ↑ (AE 

 
Samoilova y 
cols.,  2003 

 
In vitro / Hipocampo/ 
Bicuculina 

 
CBX / octanol 

Incremento de mRNA 
Cx43 y Cx32 (AE) 
CBX=   ↓ AE 
Octanol=  ↓AE 
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Abreviaciones: Cobalto (Co2+), Litio (Li +).  

 

 

  En la neocorteza de ratas tratadas con 4-AP se ha observado un 

incremento en los niveles de mRNA para Cx32, Cx36 y Cx43 tanto en la región 

ipsilateral como contralateral de generación de las crisis en ratas anestesiadas 

(Gadja y cols, 2003).  

Tabla 4. Trabajos en los que se muestran cambios en la expresión proteica 
de conexinas en diferentes modelos de crisis convulsivas. 

Referencia Modelo/ Región/ 

Droga administrada 

Técnica Resultado 

Mylvaganam y 

cols., 2010 

In vitro / Hipocampo / 

Co2+ (post-natal) 

Western blot Cx43 aumentada 

(no en forma 

fosforilada) 

Su M., y Tong,  

2010 

In vivo / Hipocampo / 

Li + -pilocarpina 

Inmunotinción Aumento de Cx43 

en CA1, CA3 y 

GD. 

Samoilova, y 

cols., 2003 

In vitro / Hipocampo/ 

Bicuculina 

Western Blot Aumento en la 

Cx43 y Cx32 

Li y cols., 

2001. 

In vitro / Hipocampo/ 

Bicuculina 

Inmunotransferencia Aumento de la 

Cx32 

Söhl y cols., 

2000 

In vitro / Hipocampo/ 

Kindling 

Inmunotransferencia Disminución de 

Cx36 
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En estudios de expresión de las conexinas, realizados con tejido cerebral 

de pacientes con Epilepsia del Lóbulo Temporal se ha demostrado un aumento en 

la expresión de la Cx43 en la glía, por lo que se ha sugerido su posible 

participación en la progresión de este desorden neurológico (Tabla 5), además en 

tejido epiléptico humano se ha encontrado una alteración en la expresión de varios 

canales de membrana en la astroglía, así como de receptores y transportadores,  

aunque la importancia de estas alteraciones es poco conocida, el funcionamiento 

astroglial modificado podría tener un papel importante en la generación y 

propagación de la actividad convulsiva (Fonseca y cols., 2002). 

 

Se tiene que tomar en cuenta que el número, la composición y la función de 

las uniones comunicantes está altamente regulada de acuerdo a los 

requerimientos fisiológicos o a las condiciones patológicas que se presenten, 

como es el caso de las crisis epileptiformes (Evans y Martin, 2002; Jefferys, 1995; 

Carlen y cols., 2000; Perez-Velazquez y Carlen, 2000; Li y cols., 2001; Traub y 

cols., 2001; Zoidl y Dermietzel, 2002). Se ha visto durante la fase de alcalinización 

mediada por potasio (que se presenta al inicio de los eventos relacionados con las 

crisis epileptiformes), un aumento en el acoplamiento electrotónico y 

posteriormente una reducción del mismo, cuando se presenta  la fase de 

acidificación,  al final de las crisis (Xiong y cols., 2000), por lo que es posible 

pensar que la función de las uniones comunicantes a nivel del foco epiléptico se 

encuentra alterada, aún si la expresión de las conexinas no cambia 

significativamente (Söhl y cols., 2000). 
 

Tabla 5. Trabajos en los que se muestran cambios en la expresión de los 
transcritos de las conexinas asociados con la epilepsia. 

Referencia Condición epiléptica/ Región   Resultados 

Naus y cols., 

1991 

Epilepsia del lóbulo temporal / 

Neocorteza 

Aumento de mRNA Cx32 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La epilepsia es un desorden neurológico que afecta del 2-5% de la 

población mundial. Se caracteriza por la descarga eléctrica sostenida y 

anormalmente sincrónica de un grupo de neuronas cerebrales. Se ha observado 

que la actividad epileptiforme se presenta aún en ausencia de sinapsis químicas 

entre las células del sistema nervioso. Por otro lado, las conexinas (Cx) son 

proteínas estructurales que forman las uniones comunicantes en el sistema 

nervioso (sinapsis eléctricas). Se ha demostrado que los bloqueadores de las 

uniones comunicantes que favorecen la pérdida del acoplamiento eléctrico entre 

las células, presentan efectos antiepilépticos. Sin embargo, no se conoce con 

claridad el papel de las Cx en las crisis convulsivas y los reportes publicados 

muestran resultados contradictorios. Con base en estos argumentos, es de suma 

importancia evaluar cambios en la inmunohistofluorescencia de las Cx durante las 

crisis convulsivas, con la finalidad de conocer cuales conexinas se expresan 

predominantemente para poder sugerir nuevas estrategias terapéuticas. Por lo 

que en el presente estudio se evaluó las Cx 32, 36 y 43 por inmunohistoquímica 

en el hipocampo de ratas con crisis convulsivas inducidas por 4-AP. 

 

 

 

Collignon y 

cols., 2006 

Epilepsia del lóbulo temporal / 

Hipocampo 

Disminución de mRNA 

Cx32, no cambios en 

mRNA Cx36 

Jin y Chen, 

2011 

Epilepsia del lóbulo temporal / 

Hipocampo y corteza 

Aumento de mRNA CX32 

y mRNA Cx43 

Fonseca y 

cols., 2002 

Crisis generalizadas en la progresión 

de epilepsia del lóbulo temporal 

mesial / Hipocampo 

Aumento mRNA Cx43 
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IV. HIPÓTESIS 

 

Las crisis convulsivas inducidas por 4-AP modificarán la expresión proteica 

observada por inmunohistofluorescencia de las Cx 32, 36 y 43 en el hipocampo de 

ratas.  

 

 

 

V. OBJETIVOS 

 

General 

Evaluar cambios en la inmunohistofluorescencia de las Cx 32, 36 y 43 en el 

hipocampo de ratas con crisis convulsivas inducidas por 4-AP.  

 

Particulares 

1.- Identificar la marca de inmunohistofluorescencia a nivel celular de las Cx 32, 36 

y 43 en el hipocampo de ratas  correspondientes al grupo control (solución salina 

al 0.9%) y experimental (4-Aminopirimidina, 10nmoles). 
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2.- Cuantificar la densidad celular de las  Cx32, 36, 43 y de oligodendrocitos, así 

como cuantificar las células marcadas con NeuN y GFAP  en el hipocampo de 

ratas del grupo control como experimental.  

 

 

 

 

 

 

 

VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Implantación de cánula, grupos de animales y administración de 4-Aminopiridina 

 

    Se utilizaron 9 ratas macho de la cepa Wistar (250-300g de peso),  mantenidas 

en condiciones de bioterio, cuidadas de acuerdo a las Reglas de Investigación en 

Materia de Salud, con aprobación del Comité Local de Protección de los Animales, 

se distribuyeron en dos grupos (control y experimental). Las ratas intactas se 

anestesiaron con isofluorano en oxígeno, se aseguraron en un marco esterotáxico 

con la barra incisora posicionada a -3.3mm. Posteriormente se implantó una 

cánula guía (diámetro interno 0.5mm)  en la corteza entorrinal derecha (CEd) de 

acuerdo a las coordenadas: AP= -8mm, ML=4.6mm y DV= 4mm (Figura 5)  

(Paxinos y Watson, 2009). También se colocó un tornillo con la finalidad de sujetar 

la cánula con mayor firmeza y se cubrió con acrílico en el cráneo para una mayor 

fijación. Al final de la cirugía se puso una inyección i.p. con 1ml de penicilina para 

evitar cualquier infección, los animales estuvieron  en recuperación por dos días. 

 

    Posteriormente al grupo control (n=3); se les administró NaCl 0.9%, a un flujo 1 

μl/min, durante 1 min, y al experimental (n=6) 4-AP (10nmoles), a un flujo 1 μl/min, 

durante 1 min. Post-inyección se evaluó la conducta convulsiva de acuerdo a la 
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escala modificada de Racine (Medina-Ceja y cols. 2008) y 60 min posteriores a la 

administración se sacrificaron para la obtención del cerebro.  

 

 

Figura 5. Posición de la cánula guía. En la imagen se muestra donde se coloca la 
cánula guía en corteza entorrinal derecha (CEd, punto azul) de acuerdo a las 
coordenadas de la tabla, en ratas Wistar macho  (Paxinos y Watson, 2009). 

2. Observación y análisis conductual  

 

 En general el análisis conductual de todas las ratas en los grupos  control y 

experimental se realizó mediante la observación continua durante y después de la 

administración de la solución salina y de la 4-AP respectivamente, por 60 minutos. 

Para el caso del grupo experimental se utilizó la escala de Racine (1972) con 

modificaciones (Medina-Ceja y cols., 2008), la cual consiste en las siguientes 

escalas: 0 Paro conductual (inmóvil), piloerección, excitación e hiperventilación. 1 
Movimientos de la boca, labios y lengua, movimientos de vibrisas y salivación. 2 
Clonus de cabeza y ojos (la cabeza muestra movimientos rápidos y de corta 

duración). 3 Clonus de extremidades: movimientos flexores de extremidades 

delanteras, sacudidas de “perro mojado”. 4 Convulsiones clónicas (sacudidas 

levantando sus extremidades delanteras). 5 Convulsiones clónicas con pérdida de 

postura y saltos descontrolados.  

 

3. Perfusión y obtención de cortes  

 

Después de 60 min post inyección de 4-AP o solución salina se realizó la 

perfusión. Se inyectó a los animales por vía intraperitonial 2.5 ml de pentobarbital 

Coordenadas (CEd) 

AP   -8 mm  

L  4.6 mm  

V  4.0 mm  
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hasta que, el animal estuviera completamente dormido; para colocarlo en la base 

de plástico que se utiliza para las perfusiones; se dejó expuesta la cavidad 

torácica hasta observar el corazón, en el ventrículo izquierdo se colocó la aguja y 

se cortó la aorta; con ayuda de la bomba de perfusión se administró primero la 

solución salina (0.9%), y posteriormente el paraformaldehído (4%) + 

glutaraldehído (0.1%).  Una vez perfundida la rata, se extrajo el cerebro y se dejó 

en post fijación de 20 - 24 h para después realizar los cortes de la región del 

hipocampo, de 30 µm de espesor en un vibratomo. 

 

 

 

 

4. Inmunohistofluorescencia para conexinas, en neuronas y células gliales 
 

Esta técnica está basada en el trabajo de Söhl y colaboradores (2000). Los 

cortes histológicos se lavaron con PBS (pH 7.4/ 0.1M) 2 veces en agitación (cada 

lavado de 15 min); una vez lavados, se incubaron con solución bloqueadora (PBS 

conteniendo 10% de Suero Normal de Cabra (SNC) y 0.1% de Tritón X-100) 

durante 30 min, en agitación. Después los cortes se lavaron con PBS 3 veces en 

agitación (cada lavado de 15 min). Terminados los lavados, los cortes se 

incubaron por 48 h a 4 °C con los respectivos anticuerpos primarios: anti-Cx32 

(anticuerpo monoclonal anti-ratón, Invitrogen, USA); anti Cx36 (anticuerpo 

policlonal anti-conejo, Invitrogen, USA), anti Cx43 (anticuerpo policlonal anti-

conejo, Invitrogen, USA) diluidos 1:500 y anti-Neun (proteína nuclear especifica de 

neuronas; monoclonal hecho en ratón, Milipore, CA., USA), anti-oligodendrocitos 

(hecho en ratón, monoclonal, Millipore, CA., USA) y anti-GFAP (policlonal, hecho 

en conejo, Invitrogen,  USA) diluidos 1:1000. Las diluciones de los anticuerpos se 

realizaron con solución bloqueadora (PBS conteniendo 5% de SNC).  
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Después de 48 h de incubación con el anticuerpo primario, los cortes se 

lavaron con PBS 5 veces en agitación (cada lavado de 15 min).Al terminar los 

lavados, los cortes se incubaron con anticuerpo secundario Alexa Flour 594 anti-

conejo IgG (Invitrogen, USA) para GFAP y Cx36;  Alexa Flour 594 anti-ratón IgG 

(Invitrogen, USA) para oligodendrocitos; Alexa Fluor 488 anti-ratón IgG (Invitrogen, 

USA) para Neun y Cx 32; FITC anti-ratón (FITC, Invitrogen, USA) para Cx 43, a 

una dilución 1:1000 durante 2h a temperatura ambiente y en agitación, la dilución 

del anticuerpo secundario se realizó con  solución bloqueadora (PBS conteniendo 

5% de SNC). Las cámaras de incubación fueron cubiertas por completo con papel 

aluminio para evitar que la luz llegue a los cortes, de lo contrario se puede perder 

fluorescencia. 

 

Después de 2 h de incubación con anticuerpo secundario, los cortes se 

lavaron con PBS 4 veces, en agitación y en obscuridad (cada lavado de 15 min). 

Terminados los lavados, se colocaron en portaobjetos limpios, con la ayuda de 

pinceles, luego sobre los cortes se coloca el medio de montaje  VECTASHIELD 

(Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA) que mantiene la fluorescencia por más 

tiempo, para cubrirlos posteriormente con un cubreobjetos y los bordes son 

sellados con esmalte. Una vez secos se guardan  a 4°C en total obscuridad para 

posteriormente observarlos al microscopio de fluorescencia.  

 

5. Cuantificación de marca 

 

Cuantificación de neuronas y astrocitos 

      Se tomaron imágenes de las regiones de estudio con un microscopio de 

fluorescencia (Olympus, Japón), posteriormente se cuantificó el número de somas 

de astrocitos marcados con GFAP  y de neuronas NeuN positivos, con ayuda del 

programa ImageJ 1.48 (NIH, Bethesda, USA), en las regiones de CA1, CA3 de 

hipocampo derecho e izquierdo y de GD derecho e izquierdo. Con el objetivo 40x 

se obtuvieron tres fotografías (campos) por región por corte. Cada fotografía 

equivale a un campo de 0.078mm2, se analizaron 2 cortes por rata. A los 



25 

 

resultados obtenidos se les calculó la media y error estándar de la media (Doherty 

y cols., 2007). 

 

Cuantificación de la densidad 

Para evaluar la densidad celular de oligodendrocitos positivos y la densidad de 

la marca de Cx32, Cx36 y Cx43 positiva se utilizó el programa ImageJ 1.48 (NIH, 

Bethesda, USA).  Se analizaron las regiones CA1, CA3 de hipocampo derecho e 

izquierdo y de GD derecho e izquierdo. Con el objetivo 40x se obtuvieron tres 

fotografías (campos) por región por corte. Cada fotografía equivale a un campo de 

0.078mm2, se determinó la densidad de la marca por campo por región en 2 cortes 

por rata. A los resultados obtenidos se les calculó la media y error estándar de la 

media (Doherty y cols., 2007).  

 

 

6. Análisis estadístico 

 

Los resultados del análisis morfológico se expresaron  como promedio ± ESM 

del conteo celular o la densidad, esta última expresada en unidades arbitrarias. 

Las diferencias significativas se calcularon por  la prueba t-student, con un valor 

significativo de  p<0.05. 
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ratas Wistar Machos 
(250-300gr) 

GRUPO CONTROL  
n= 3 

GRUPO EXPERIMENTAL 
n= 6 

Implantación de cánula guía 
(Recuperación 2 días) 

Implantación de cánula guía 
(Recuperación 2 días) 

 

Administración de Solución  
Salina 0.9%, flujo 1 μl/min 

 

Administración de 4-AP 10nM 
flujo 1 μl/min 

 

Análisis de conducta convulsiva 
Escala de Racine modificada 
(Medina-Ceja y cols., 2008) 

Inmunohistofluorescencia 

 
Análisis histológico y 

estadístico 

Perfusión 
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VII.  RESULTADOS 

Análisis conductual 

En este estudio, los animales tratados con NaCl (0.9%, n=3) del grupo 

control, presentaron una conducta normal caracterizada por acicalamiento, 

movimientos masticatorios, conducta exploratoria y periodos de sueño. En 

contraste, los animales experimentales tratados con 4-AP (10nmoles, n=6) 

mostraron conducta convulsiva, la cual iniciaba a los 5 minutos posteriores a la 

administración de la 4-AP,  alternando de nivel 0 al 5 de acuerdo a la escala 

modificada de Racine (Medina-Ceja y col. 2008, Tabla 6): 0 Paro conductual 

(inmóvil), piloerección, excitación e hiperventilación. 1 Movimientos de la boca, 

labios y lengua, movimientos de vibrisas y salivación. 2 Clonus de cabeza y ojos 

(la cabeza muestra movimientos rápidos y de corta duración). 3 Clonus de 

extremidades: movimientos flexores de extremidades delanteras, sacudidas de 

“perro mojado”. 4 Convulsiones clónicas (sacudidas levantando sus extremidades 

delanteras). 5 Convulsiones clónicas con pérdida de postura y saltos 

descontrolados.    

Tabla 6. Conducta  convulsiva después de la inyección de 4-AP (10 nmoles) de 
acuerdo a la escala de Racine Modificada (Medina-Ceja y cols., 2008) 

     Rata                                                      Minutos 

 15 30 45 60 

1 0/1/2/3/4       3/4                    0/4/5                  4/3/5 

2 0/2/3/4          3/4/2/1              5/3/4                  3/4/5      

3 0/2/3/1          3/0/1 0/3/1/4               3/1/0/4/5 

4 0/3/2             4/0/2/3               0/1/2/3              1/0/3/4/5                                              

5 0/2/1/4          5/3/4                  0/1                    4/5              
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6 0/2/3/1          0/3/2/1/0/4         1/2                    3/4/5                                           

Inmunohistoquímica por fluorescencia  

Marcadores celulares 

En la densidad celular de oligodendrocitos positivos, solo se encontró 

diferencias significativas en las regiones de GD derecho donde hay una mayor 

densidad en el grupo tratado con  4-AP en comparación con su control (Figura 6, 

7). Los resultados del conteo de neuronas positivas a NeuN no mostraron 

diferencias significativas en CA1, CA3 y GD de la región derecha, sin embargo en 

CA3 izquierdo se observó una disminución significativa en el número de neuronas 

con respecto al control (79 ± 0.408 vs. 107 ± 2.299, p= ˂0.05) (Figura 6, 7). De 

igual manera, en el conteo de astrocitos positivos a GFAP destaca que no se 

obtuvieron diferencias significativas en las regiones del  hipocampo y GD entre el 

grupo control y experimental (Figura 6, 7). 
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Figura 6. Composición de imágenes representativas de tejidos marcados para 
oligodendrocitos, NeuN y GFAP, ordenadas por región de estudio CA1, CA3 y giro 
dentado (GD) del grupo control (NaCl, 0.9%) y experimental (4-AP, 10nmoles) del 
hemisferio derecho (D) e izquierdo (I). La barra de calibración corresponde a 50 micras.  
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Figura 7. Las gráficas muestran el promedio ± ESM de la densidad celular de 
oligodendrocitos o el número de células marcadas positivamente para NeuN y GFAP, 
de las regiones de estudio CA1, CA3 y giro dentado (GD) del hemisferio derecho (D)  
e izquierdo (I)  del grupo control (NaCl, 0.9%) comparado con el grupo experimental 
(4-AP, 10nmoles). 
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Marcadores para conexinas 

Con respecto a la Cx 32, localizada en los oligodendrocitos, se encontró 

una densidad celular mayor en el grupo de 4-AP en comparación con el grupo de 

NaCl, estadísticamente significativa (p ˂0.05); en las capas piramidales de las 

regiones CA1, CA3 así como en la capa granular de GD del hemisferio derecho y 

CA3 de hipocampo izquierdo (Figuras 8, 9), aunque no se encontraron diferencias 

significativas en las regiones CA1 y GD de hipocampo izquierdo se ve una fuerte 

tendencia al aumento de la expresión de la Cx32 en el grupo experimental.  

 

Con respecto al marcador de Cx36 localizada en neuronas, en las capas 

piramidales de las regiones CA1, CA3 así como en la capa granular de GD del 

hemisferio  derecho e izquierdo, no se obtuvieron diferencias significativas entre el 

grupo control y experimental (Figuras 8, 9). 

 

Finalmente, los resultados de la Cx43 mostraron una mayor densidad 

celular estadísticamente significativa (p˂0.05) en el grupo experimental de 4-AP 

con respecto al grupo control con  NaCl, en las 3  regiones analizadas tanto del 

hemisferio  derecho como izquierdo (Figuras 8,9).  
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Figura 8. Composición de imágenes representativas de tejidos marcados para las 
conexinas (Cx) Cx32, Cx36 y Cx43 ordenadas por región CA1, CA3 y giro dentado (GD) 
del grupo control (NaCl, 0.9%) y experimental (4-AP, 10nmoles) del hemisferio derecho 
(D) e izquierdo (I). La barra de calibración corresponde a 50 micras. 
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Figura 9. Las gráficas muestran el promedio ± ESM de la densidad celular de las 
conexinas (Cx), Cx32, Cx36 y Cx43, de las regiones de estudio CA1, CA3 y giro 
dentado (GD) del hemisferio derecho (D)  e izquierdo (I)  del grupo control (NaCl, 
0.9%) comparado con el grupo experimental (4-AP, 10nmoles). 
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VIII. DISCUSIÓN 

En el presente trabajo encontramos que la densidad celular de la Cx32 aumenta 

en el hipocampo y GD de la rata, particularmente en la región derecha, que 

corresponde con la región ipsilateral a la aplicación de la 4-AP (CEd). Estos 

resultados coinciden parcialmente con el aumento en la densidad celular de la 

marca para oligodendrocitos en la región de GD derecho, considerando que esta 

Cx se expresa principalmente en este tipo celular. El aumento en la Cx32 

observado es similar al encontrado en trabajos previos (Li y cols., 2002; Samoilova 

y cols., 2003) en donde en preparaciones in vitro de hipocampo tratados con 

bicuculina (antagonista del receptor de GABA) se observó un aumento de la Cx32. 

Bajo estas mismas condiciones, en el hipocampo derecho de animales tratados 

con 4-AP (CEd; 60 minutos posteriores a su administración), se observó  un 

aumento en la cantidad de proteína (inmunoensayo) y en el transcrito de la Cx32 

(datos no publicados). Datos que no sugieren una posible relación entre la síntesis 

del mRNA y su traducción durante el evento convulsivo. El aumento del mRNA 

para Cx32 también se ha observado durante el evento convulsivo inducido por 4-

AP en Neocorteza (Szente y cols., 2002; Gajda y cols., 2003), así como en 

preparaciones in vitro de hipocampo con la administración de bicuculina 

(Samoilova y cols., 2003). Sin embargo, esta relación mRNA-proteína para la 

Cx32 pudiera permanecer durante el proceso que origina la epileptogénesis, en 

regiones específicas para la generación de crisis espontáneas y recurrentes; ya 

que se ha observado en pacientes con epilepsia del lóbulo temporal (ELT) un 

aumento del mRNA Cx32 en la neocorteza e hipocampo (Naus y cols., 1991; Jin y 

Chen, 2011). Estos datos nos muestran la importancia del incremento en esta Cx 

como un mecanismo compensador para contener el proceso convulsivo y 

epileptogénico. A este respecto, se ha sugerido que las Cx de los oligodendrocitos 

pudieran contribuir al amortiguamiento del K+ liberado durante la actividad 

neuronal (Kamasawa y cols., 2005; Menichella y cols., 2006) a través del 

movimiento secuencial de estos iones del citoplasma periaxonal al cuerpo celular 
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del oligodendrocito a través de uniones reflexivas, que se extiende posteriormente 

a una red conformada por astrocitos a través de las uniones astrocito-

oligodendrocito. Además, los ratones “knockout” dobles de Cx32-Cx43 presentan 

crisis tónico-clónicas y mortalidad temprana (Magnotti y cols., 2011).  

 Con respecto a la Cx43 expresada particularmente en los astrocitos, se 

encontró un aumento significativo de la densidad celular en todas las regiones del 

hipocampo y del GD tanto del hemisferio derecho como izquierdo. Sin embargo, 

no se encontraron cambios significativos en el número de astrocitos en estas 

mismas regiones relacionadas con la expresión de la proteína Cx43. Esto puede 

ser debido a que el proceso de cicatrización glial producida por los astrocitos 

activos se presenta varios días después de la implantación de la cánula guía o las 

crisis pueden inducir a una gliosis reactiva generada por la muerte celular inducida 

por las convulsiones durante el periodo crónico (Cavalheiro y cols., 2006). En 

nuestro trabajo, los animales fueron utilizados para la fase experimental dos días 

después de su recuperación de la cirugía y fueron sacrificados una hora posterior 

a la administración de la 4-AP. Asimismo, el aumento de la proteína Cx43 también 

se ha observado en preparaciones in vitro de hipocampo tras la administración de 

pilocarpina o bicuculina (Su M., y Tong,  2010; Samoilova y cols., 2003) o en 

hipocampo extraído de ratas bajo estas mismas condiciones de estudio del 

presente trabajo (datos no publicados). Además, se ha observado un aumento 

significativo de los transcritos de la Cx43 in vivo e in vitro en neocorteza tras la 

administración de 4-AP, 60 minutos posteriores a la actividad epileptiforme 

(Szente y cols., 2002; Gajda y cols., 2003), y en preparaciones de hipocampo 

posterior a la administración de bicuculina (Samoilova y cols., 2003). En trabajos 

de nuestro laboratorio encontramos una tendencia de incremento en la expresión 

del mRNA para Cx43 bajo las mismas condiciones experimentales del presente 

estudio (datos no publicados). Asimismo, en preparaciones de hipocampo 

extraídos de pacientes con ELT mesial se observó también un aumento en el 

mRNA de la Cx43 (Fonseca y cols., 2002).  Estos datos nos sugieren que la 

proteína Cx43 es capaz de sintetizarse y distribuirse en los astrocitos bajo 
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condiciones de hiperexcitabilidad sostenida de 60 minutos de duración. Este 

incremento en la Cx43 a nivel de astrocitos puede favorecer  y sostener la 

actividad epileptiforme a nivel del hipocampo, como se ha demostrado 

indirectamente en este mismo modelo en donde la administración de 

carbenoxolona (bloqueador inespecífico de las Cx que conforman las uniones 

comunicantes) bloquea la actividad epileptiforme 60 minutos posteriores a la 

administración de la 4-AP en la CEd (Medina-Ceja y cols., 2008). Además, se ha 

demostrado que los hemi-canales conformados por la Cx43 se abren tras 

presentarse cambios en el voltaje de la membrana positivos como durante la 

actividad epileptiforme (Verselis y Srinivas, 2008); también a través de estas 

estructuras se activa la liberación de ATP y glutamato de los astrocitos 

produciendo muerte neuronal, característica en la morfología observada en el 

tejido epiléptico (Orellana y cols., 2011).   

 Por otro lado, en el presente trabajo,  la expresión de la Cx36 en neuronas 

del hipocampo y GD no se modifica, 60 minutos posteriores a la administración de 

4-AP en CEd; de igual forma el número de neuronas marcadas con NeuN no se 

modifica en estas mismas regiones analizadas. Estos resultados contrastan con 

datos obtenidos del propio laboratorio bajo estas mismas condiciones 

experimentales, en los que se encontró un aumento de la proteína Cx36 

(inmunoensayo) pero no del mRNA (datos no publicados). Este último dato 

concuerda con resultados obtenidos en rebanadas de hipocampo expuestas 18 

horas a bicuculina, en donde no se encontraron modificaciones en el transcrito de 

Cx36 (Samoilova y cols., 2003); sin embargo otros estudios in vivo han 

demostrado un incremento del mRNA a Cx36, 60 min posteriores a la primera 

crisis (Gajda y cols., 2003), mientras que otros han observado una reducción 

significativa en el mRNA de la Cx36 y ligeramente de su proteína en hipocampo 

extraído de ratas tratadas ácido kaínico, 3 semanas posteriores a su 

administración y en ratas con kidling (Söhl y cols., 2000). Estas discrepancias en 

la expresión de la Cx36  pueden deberse a diferencias en la especie, la edad, los 

modelos animales, y métodos de inducción de convulsiones, puntos de 
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incubación, tiempo de tratamiento, la duración de la actividad convulsiva, y las 

regiones del cerebro examinadas en cada estudio. Sin embargo, consideramos 

que el hecho de no encontrar cambios en la expresión de la Cx36 a nivel de las 

células principales del hipocampo y GD pero sólo de la cantidad de proteína, se 

puede deber a que esta Cx en particular tiene una vida media muy rápida de 

decenas de minutos (Flores y cols., 2011) en comparación con el resto de las 

Cx32 y Cx43 que en promedio es de 1-4 horas (Mitra y cols., 2006; Fong y cols., 

2013), tiempo probablemente suficiente para no observar su distribución a nivel de 

la membrana celular. 

Otro hecho importante es la influencia de factores externos como internos 

en la regulación de la apertura y cierre de las uniones comunicantes a través de su 

interacción con las diferentes Cx que las conforman. A este respecto, se ha 

demostrado que los aminoácidos excitadores e inhibidores regulan el  

acoplamiento entre las neuronas y los astrocitos, a través de sistemas de 

señalización mediados por segundos mensajeros o proteínas cinasas (Rouach y 

cols., 2002). En el presente trabajo, la administración de 4-AP retarda la fase de re 

polarización de la membrana permitiendo mantenerse por más tiempo 

despolarizada, lo que induce la liberación excesiva particularmente del glutamato, 

neurotransmisor que pudiera influir en la conductancia de las uniones 

comunicantes en el hipocampo y favorecer las crisis. Otros factores que participan 

en la regulación del acoplamiento eléctrico son el pH y la concentración de calcio 

intracelular, ya que el incremento en ambos disminuye la conductancia de las 

uniones comunicantes;  al liberarse glutamato al espacio extracelular por 4-AP, 

éste activa receptores ionotrópicos en las neuronas postsinápticas que modifican 

el voltaje de sus membrana (despolarizan), aumentan las concentraciones de 

calcio intracelular y modifican el pH de la célula, factores que permiten la 

hiperexcitabilidad neuronal. Durante la fase de alcalinización mediada por potasio, 

que se presenta al inicio de los eventos relacionados con las crisis, se observa un 

aumento en el acoplamiento electrotónico y posteriormente una reducción del 

mismo, cuando se presenta  la fase de acidificación,  al final de las crisis (Xion y 
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cols. 2000), por lo que es posible pensar que la función de las uniones 

comunicantes a nivel del foco epiléptico se encuentra alterada, aún si la expresión 

de las Cx no cambia significativamente.   

Con base en los argumentos anteriores, consideramos la posibilidad de que 

las Cx 32 y 43 particularmente asociadas a las células gliales, como los 

oligodendrocitos y astrocitos, juegan un papel relevante en las crisis convulsivas 

posteriores a la administración de 4-AP. Probablemente la participación de la Cx36 

asociada a neuronas, se manifieste posteriormente al proceso convulsivo agudo.   
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IX. CONCLUSIONES 

 

1. La administración de 4-AP en la CEd de la rata produce conducta convulsiva en 
la escala de Racine modificada de 1 a 5. 

2. Las alteraciones conductuales observadas no necesariamente tienen una 
progresión sucesiva en la escala de Racine modificada. 

3. El aumento de la densidad celular de la Cx32 en hipocampo (CA1, CA3) y GD 
derecho, durante un patrón convulsivo estable, se relaciona con la región 
ipsilateral a la administración de 4-AP y con un aumento del marcador a 
oligodendrocitos a nivel del GD derecho. 

4. Durante el patrón convulsivo estable inducido por 4-AP, el aumento significativo 
de la densidad celular para la Cx43 a nivel del hipocampo y GD de ambos 
hemisferios no se relaciona con cambios significativos en las células marcadas 
para GFAP. 

5.  No se presentan cambios significativos en la expresión de la Cx36 o del 
marcador de neuronas NeuN en el hipocampo y GD (exceptuando CA3 izquierdo) 
de los animales tratados con 4-AP, lo que nos puede probablemente indicar que 
esta Cx no participa en el proceso convulsivo agudo. 

6. Los resultados previos del laboratorio en conjunto con los presentes nos 
permiten concluir que las Cx32 y Cx43 asociadas a oligodendrocitos y astrocitos, 
respectivamente, participan de manera importante en el proceso convulsivo agudo 
inducido por 4-AP. 
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