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Resumen

El presente estudio experimental describe los efectos del kindling inducido por
PTZ, un modelo animal validado y ampliamente utilizado para estudiar la
epileptogénesis mediante la induccion progresiva de convulsiones. La
investigacion se centra en el analisis descriptivo de la fase post-kindling, tanto
a nivel de la actividad cerebral como molecular. Para este fin 12 ratas fueron
sometidas a un protocolo de tres etapas: habituacion, challenge (60 mg/kg) y
kindling que consta de la administracion repetida de PTZ a dosis sub-
convulsivantes (35 mg/kg), y el grupo control conformado por 6 ratas, que solo
fue expuesto a inyecciones de solucidn salina. En el primer mes de la fase post-
kindling se implantaron electrodos epidurales a un subconjunto de los sujetos
para evaluar los registros de electroencefalograma (EEG). Al segundo mes de
la fase post-kindling otros sujetos fueron destinados para el analisis molecular
mediante la técnica de inmunohistoquimica (IHQ) e inmunofluorescencia (IF)
con los anticuerpos GFAP y NeuN como marcadores de astrocitos y neuronas
maduras respectivamente. Estos analisis se repitieron en el tercer mes posterior
al kindling. Los resultados obtenidos mediante EEG evidenciaron eventos
interictales en ratas durante el primer mes de la fase post-kindling. Al segundo
y tercer mes, se observd un incremento notable del marcador GFAP para
astrocitos, sin cambios notables en la expresion de NeuN para estructuras del
hipocampo (CA1, CA3 y Giro Dentado). Estos resultados contribuyen a la
caracterizacion de la fase post-kindling, favoreciendo una mejor comprension

de los mecanismos subyacentes del modelo PTZ y de su evolucion temporal.
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Abstract

The present experimental study examines the effects of PTZ-induced kindling, a well-established and widely used
animal model for studying epileptogenesis through the progressive induction of seizures. The novelty of this
research lies in its descriptive analysis of the post-kindling phase, focusing on both brain activity and molecular
changes. Twelve rats were subjected to a three-phase protocol: habituation, challenge (60 mg/kg), and kindling,
which involved repeated administration of subconvulsive doses of PTZ (35 mg/kg). The control group received
only saline injections. In the first month following kindling, a subset of animals was implanted with epidural
electrodes to record brain activity through electroencephalograph (EEG). In the second month, another subset was
used for molecular analyses using immunohistochemistry (IHC) and immunofluorescence (IF), with GFAP and
NeuN serving as markers for astrocytes and mature neurons, respectively. These molecular assessments were
repeated in the third month post-kindling. EEG recordings revealed interictal events during the first post-kindling
month. In the second and third months, a significant increase in GFAP expression was observed in hippocampal
regions (CA1, CA3, and dentate gyrus), while NeuN expression remained unchanged. These findings contribute
to the characterization of the post-kindling phase and enhance the understanding of the PTZ model's underlying

mechanisms and temporal progression.

Keywords: Pentylenetetrazol, Chronic kindling, GFAP, NeuN, Hippocampus.

Introduccion

Epilepsia, es una enfermedad neuroldgica
cronica caracterizada por convulsiones recurrentes e
impredecibles (Beghi et al., 2015). En las tultimas
décadas, se han desarrollado y adoptado diversos
modelos que permiten comprender mejor la
fisiopatologia de esta enfermedad (Lévesque et al.,
2016). Entre los diferentes modelos, el kindling con
pentilentetrazol (PTZ) es uno de los mas usados para
estudiar mecanismos de convulsiones, epileptogénesis y
comorbilidades a largo plazo (Goel et al., 2015;
Shahpari et al., 2019).

biodisponibilidad, su distribucién uniforme en el

PTZ destaca por su alta

cerebro y breve latencia de accion (Samokhina &
Samokhin, 2018), actiia como antagonista de receptores
GABA (4cido gamma-aminobutirico,), principalmente
GABA-A suprimiendo la inhibicion GABA¢érgica lo
cual provoca la hiperexcitacién progresiva, y
sobreactivacion de receptores glutamatérgicos (Aleshin
et al.,, 2023; Ngoupaye et al., 2022) que al ser
administrado de manera continua logra inducir un
estado epiléptico cronico caracterizado por la reduccion
gradual en el umbral convulsivo e incremento en la
gravedad de convulsiones (Gall et al., 2022; Popova et
al., 2017). Se suele evaluar el desarrollo del kindling

mediante la escala de Racine (Racine, 1972) un método

validado y sencillo de aplicar, pero que no permite
describir con precision los eventos comportamentales.
Es por ello, que en la investigacion se implementd el uso
de la electroencefalografia (EEG) que permitid
identificar descargas epileptiformes, que son patrones
del EEG anormales, arritmicos, aperiodicos,
distinguibles del fondo (Hirsch, et. al. 2021).
Recientemente, este biomarcador se ha identificado
como un indicador especifico de epileptogénesis en
pacientes (Bentes, 2018), y en modelos animales
(White, 2010). A pesar que el modelo de kindling con
PTZ es ampliamente usado para el screening de nuevos
tratamientos antiepilépticos (Shimada T. y Yamagata K.,
2018), estudios del periodo post-kindling son poco

frecuentes.

Se ha argumentado que, aunque los modelos de kindling
inducen procesos asociados a la epileptogénesis como la
muerte neuronal y la neuroinflamacion, estos cambios son
leves y no suficientes para generar una excitabilidad
autosostenida, siendo mas una consecuencia que una causa
de las crisis inducidas por estimulacion (Pitkénen A, y
Halonen T., 1998). Sin embargo existen precedentes de que el
kindling por PTZ puede generar a largo plazo EEG anormal
(Bartsch., 2014) e incluso crisis espontaneas (Popova 1. et.al.,

2017), lo cual es evidencia de que los cambios inducidos
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por el modelo podrian generar un proceso autosostenido
de epileptogénesis, independiente de las inyecciones
sub-convulsivas del protocolo. Por ello, investigar a
largo plazo los efectos del kindling es crucial para
comprender las alteraciones cerebrales persistentes no
directamente asociadas a la administracion del fArmaco.
En tal sentido, el objetivo de la presente investigacion es
describir las alteraciones cerebrales persistentes que
ocurren luego de la induccion de un modelo de kindling
de PTZ propuesto por Ngoupaye et al. (2022), que
involucra una dosis convulsivante seguida de dosis sub-
convulsivantes de PTZ, mediante una caracterizacion
histolégicay electrofisioldgica.

Metodologia
Ubicacion

La investigacion se realizo en las instalaciones del
Laboratorio de Investigacion en Neurociencias (LIN)
de la Universidad Andina del Cusco (UAC), ubicado en
la ciudad de Cusco, distrito de San Jeronimo-Ccollana a
una altitud de 3,197 msnm.

Animales

Se emplearon ratas macho Sprague Dawley de 4 a 6
semanas de edad, con un peso entre 200-250 g al inicio
de la experimentacion. Se mantuvieron alojados en el

Figural

bioterio automatizado de la Universidad Andina del
Cusco a 25 °C £ 2 °C, con humedad relativa del 45 +
10% y un ciclo diurno de 06:00 a 18:00 h. Se les
alimentd con una dieta estandar para roedores y agua ad
libitum. Los protocolos experimentales fueron
aprobados por el Comité Institucional de Etica de la
UAC (Resolucion N°© 474-CU-2023-UAC).

Induccion de kindling cronico con el modelo de
pentilentetrazol

Este estudio fue disefiado para evaluar los efectos a
largo plazo del modelo de kindling con PTZ, para ello
un total de 18 ratas se dividieron aleatoriamente en 2
grupos experimentales (n=6 para el grupo control y
n=12 para el grupo PTZ), cada grupo se dividio para
ensayos inmunologicos (segundo y tercer mes post
kindling) y registros de EEG (primer mes post
kindling). La induccion de kindling se realizé
empleando la metodologia empleada por Ngoupaye et
al. (2022) que consistid en tres etapas: habituacion (H
1-3), challenge (T0) y kindling (Trial o T 1-17) (Figura
1). En la etapa de habituacion, a todos los animales se
les administré solucion salina fisiologica (0.9% NaCl,
1.5ml/kg),enel TO,al grupo PTZ se le administré una
dosis convulsiva de PTZ (60 mg/kg, 1.5 ml/kg, 1.p.
Sigma Aldrich N° de cat. EC200-219-3) y durante los

Diagrama experimental del protocolo de kindling con PTZ y secuencia de evaluaciones realizadas después de la

induccion de kindling con PTZ en ratas Sprague Dawley.
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Trial 1-17 se le administr6 una dosis sub-convulsiva de
PTZ (35 mg/kg, 1.5 ml/kg, i.p.); al grupo control se le
administré solamente solucion salina fisioldgica (0.9%
NaCl, 1.5 ml/kg, i.p.) paralelamente a las inyecciones
del grupo PTZ. Tras cada inyeccion, cada animal fue
colocado en una caja individual y fue registrado por
video durante 30 minutos para la evaluacion de la
intensidad de las crisis convulsivas utilizando la escala
de Racine (1972): 0) Sin convulsiones o anormalidades
en el comportamiento; 1) Catalepsia; 2) Espasmos
faciales y de cuello; 3) Espasmos de patas delanteras; 4)
Convulsiones tonicas; 5) Convulsiones tonico-
clonicas; se consider6 que los animales se encontraban
en estado de kindling cuando presentaron dos
convulsiones consecutivas de etapa 4 y/o 5 luego de la
administracion de PTZ. La administraciéon de PTZ y
NaCl se realizé cada 48 h a las 10:00 h. Al concluir el
kindling los animales fueron trasladados al bioterio
donde permanecieron durante semanas antes de ser
reevaluados.

Inmunohistoquimica e Inmunofluorescencia

Luego de concluido el kindling, se eligid
aleatoriamente a dos animales del grupo control y dos
animales del grupo PTZ, de igual manera se eligié a dos
animales del grupo PTZ en el segundo y tercer mes
(Figura 1). Se les realiz6 perfusion intracardiaca con
paraformaldehido al 4% y se prepararon secciones
coronales de 50 um del hipocampo de cada animal.
Para la inmunohistoquimica se marco la presencia de
astrocitos mediante el uso del anticuerpo anti-GFAP
(GFAP Mouse Monoclonal Antibody, MAS-
12023,Invitrogen) utilizado en 1:1000 y neuronas
maduras con el anticuerpo anti-NeuN (Anti-NeuN
Guinea Pig Polyclonal Antibody, ABN90. Merck)
utilizado en 1:1000. Los tejidos se lavaron inicialmente
con PBS 1X. A partir de este paso, todos los lavados se
realizaron en tres ciclos de 5 minutos cada uno con PBS
1X suplementado con Tween 20 al 0.01% (PBS 1X +
0.01% Tween 20), a temperatura ambiente. Para el
bloqueo de la peroxidasa, los cortes fueron incubados
en peroxido de hidrogeno al 0.3% por 15 minutos y se
realizaron los tres ciclos de lavado. El bloqueo de
proteinas no especificas se realizd con 5% de suero
normal de cabra (NGS) en PBS 1X + 0.01% Tween 20
durante 1 hora. Se incubd el tejido con anticuerpo
primario disuelto en NGS al 2.5% en PBS 1X + Tween

0.01% a 4 °C durante toda la noche. Al dia siguiente se
realizaron tres ciclos de lavado. Luego, el anticuerpo
secundario fue incubado por 1 hora, seguido de 3 ciclos
de lavado. Para estos anticuerpos no conjugados, se
utilizo el kit ABC, (Complejo Avidina-Biotina) (PK-
4000, Vector) por 30 minutos a temperatura ambiente.
Se realizaron 3 ciclos de lavado. Finalmente se realizo
el revelado con DAB. Una vez detenida la reaccion con
(PBS 1X + Tween 0.01%), se transfiere el tejido a una
lamina portaobjetos, se cubre con Entellan (Merck,
Cat. No. 107960) y una lamina cubreobjetos.

Para el marcaje por inmunofluorescencia se
realizd mediante un doble marcado para GFAP (+)
(GFAP Guinea pig pAb antiserum, Synaptic Systems) y
NeuN (+) (NeuN Recombinant Rabbit Monoclonal,
Invitrogen) en hipocampo, se volvid arealizar el mismo
ciclo de lavado, se bloquearon con una solucion de PBS
1X + Tween 20 al 0.01% y NGS al 5%, y luego se
incubaron con anticuerpos primarios durante toda la
noche en PBS 1X +Tween 20 al 0.01% + NGS al 2.5%.
Después de lavar nuevamente, se incuban con
anticuerpos secundarios marcados con fluor6foros
(Alexa Fluor 594-conjuged AffiniPure Goat Anti-
Guinea Pig, Jackson Immunoresearch y Fluorescein
(FETC)-conjugated AffiniPure Goat Anti-rabbit,
Jackson Immuno Research, respectivamente) durante 1
hora. Se lavaron tres veces mas y se colocaron en
portaobjetos, afiadiendo medio de montaje
antidecoloracion (Vectashield, H-1700). Se observo en
un microscopio de fluorescencia a 10X de aumento. Se
evaluo especificamente las zonas de Giro Dentado
(GD), CAl (Cornu Ammonis 1), y CA3 (Cornu
Ammonis 3) en ambas técnicas.

Electrocorticografia y Deteccion de Crisis
Epileptiformes

Luego del proceso de kindling se eligio
aleatoriamente a tres animales de cada grupo
experimental y se les realiz6 el implante de electrodos
epidurales mediante cirugia estereotaxica, sin
embargo, al ser un procedimiento invasivo y presentar
una alta probabilidad de generar complicaciones,
solamente sobrevivieron dos de cada grupo
experimental. Se anestesidé a las ratas con xilacina
(Dormi-Xyl, 5mg/Kg, i.p.) y ketamina (Halatal, 70
g/Kg, i.p.) y se les montd en un aparato estereotaxico
motorizado (Stoelting company).
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Luego de descubrir el craneo mediante una
incision se identifico el bregma como punto de referencia
y se insertd el electrodo (1/8”, Pinnacle Technology Inc.,
Numero de pieza 8247) en las siguientes coordenadas: x:
+/-2.0, y: -3.8 mm (registro); x: +/-2.0, y: +2.0 (anclaje
y referencia), y se colocaron los filamentos para registro
de electromiograma bajo la piel en direccion a la nuca.

Registros de EEG y Grabaciones en Video

Los registros se realizaron luego de un mes de
concluido el kindling. Para el registro de EEG se uso el
sistema de registro Pinnacle 8200 series (Pinnacle
Technology). Las ratas fueron albergadas en cajas
especiales que permiten el libre movimiento, con acceso
a comida y agua ad libitum. Se registr6 durante 24 horas,
desde el inicio del ciclo de oscuridad al fin del ciclo de
luz estandar (desde las 18 h). La adquisicion de datos se
realizd mediante el programa Sirenia Seizure
Acquisition (Pinnacle Technology). Los datos fueron
registrados en dos canales a 2 kHz, con un filtro high pass
a 0.5 Hz y un filtro lowpass a 1kHz. El pre-
procesamiento de datos se realizd de manera offline y
consistid en un downsampling a 256 Hz y un filtro
lowpass a 100 Hz, debido a que las frecuencias de interés
estan en las bandas mas lentas. Los registros fueron
normalizados sustrayendo sus propias medias y
escalandolos a sus desviaciones estandar. Para el andlisis
y clasificacion de datos se implement6 un método basado
en un modelo linear generalizado (GLM). Se empleo
como predictores de este modelo caracteristicas
reducidas mediante analisis de componentes principales
(PCA), siguiendo la descripcion a rasgos generales de un
algoritmo similar en Fumeaux et. al. (2020). El
procedimiento de implementacion del algoritmo se
realizd mediante la biblioteca MNE (version 1.8,
Gramfort. et al., 2013) del lenguaje de programacion
Python (version 3.11.8). Se identificaron dos clases:
Segmento ictal que contiene descargas de gran amplitud,
incremento de poder en las frecuencias delta, theta y alfa,
y una morfologia caracteristica (picos generados de
manera ritmica, asimetria de los picos, poly-spikes, o
complejos onda-pico) (Yang H. et. al., 2019, Van Erum.
et. al., 2019, Oghlakian. et. al., 2009) y segmento no-ictal
a los datos que no pertenecian a la clase ictal. El conjunto
de datos de entrenamiento fue conformado por datos de
experimentos anteriores.

Resultados y Discusiones

Induccion de Kindling Cronico con el Modelo de

Pentilentetrazol

La induccidn de kindling crénico con el modelo
de PTZ propuesto en la investigacion, se realizo de
manera exitosa, se evidencié que la administracion de
17 dosis sub-convulsivas (35 mg/kg) luego de una dosis
convulsiva inicial denominada dosis challenge (60
mg/kg) de PTZ por via intraperitoneal en dias alternos
resultd en el incremento gradual de la actividad
convulsiva y una menor mortalidad, este protocolo fue
descrito inicialmente por Ngoupaye et al. (2022), los
resultados del desarrollo de kindling de la investigacion
son semejantes con los resultados de Shahpari et al.
(2019), quienes mencionan que al emplear un programa
de administracion de PTZ cada dos dias se logra un
resultado consistente de kindling. El protocolo de
kindling culmind con una tasa de supervivencia del 80%
en donde se observd que el 100% de los animales que
concluyeron con el protocolo presentaron crisis
convulsivas de estadio 4 y 5 en la escala de Racine
durante la etapa Challenge; mientras que en el
desarrollo de la etapa kindling se observo el incremento
de la frecuencia de las convulsiones de tipo ténica y
tonico clonicas, alcanzando una incidencia del 100% del
nivel 4 de la escala de Racine por al menos dos sesiones
consecutivas, mientras que el 75% presentd el nivel 5 en
al menos una ocasion, concluyendo que el 100% de los
animales sobrevivientes alcanzaron el estado de
kindling, que se alcanz6 luego de 3.6 inyecciones. Este
resultado es ligeramente distinto a lo encontrado por
Ngoupaye et al. (2022) quienes reportaron alcanzar el
estadio 4 con 6.33 inyecciones. Con respecto al esta dio
5 de la escala de Racine, donde se pueden observar
convulsiones ténico-clonicas severas, en nuestro
estudio se requirié mas de 12 inyecciones. Este nimero
es mucho mayor que las 8.83 inyecciones necesarias

reportadas por Ngoupaye et al. (2022).

Esta informacion es importante, debido a que la
aparicion de cada convulsion puede ser un buen indicador
para lograr la categorizacion de las diferentes etapas del
kindling inducido por PTZ (Shahpari et al., 2019).
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Los animales del grupo control, no presentaron
convulsiones a lo largo del experimento, ni mostraron
alteraciones en los patrones de comportamiento
evaluados. Se ha descrito que el completo estado de
kindling estd correlacionado positivamente con la
degeneracion neuronal del hipocampo (Fang & Lei,
2010). Es por ello que al finalizar el protocolo de
kindling se optd por realizar la primera prueba de
inmunofluorescencia a animales del grupo control y
PTZ en el Giro Dentado y CA3 (Figura5y 6,PTZ 35d),
en donde no se evidenciaron diferencias significativas
en la expresion de GFAP. Sin embargo, se optd por
realizar el implante de electrodos a los animales tanto
del grupo control como PTZ; la razoén detrds de esta
decision se basa en lo descrito por Liittjohann et al.
(2009), quienes evidencian que la escala de Racine no
es suficiente para describir todo el proceso de
epileptogénesis y que es requisito indispensable usar
registros electroencefalograficos para discretizar
adecuadamente los eventos comportamentales
epilépticos, con el propdsito de poder detectar con
precision diferencias en registros de EEG que sugiera

Figura 2

eventos epileptiformes. Debido a la presuncion inicial
de procesos epileptogénico generados de manera
independiente a la administracion de PTZ, se opto por
el uso de EEG, esperando identificar anomalias
electrograficas, como se observaron en Bartsch (2014),
por lo que se esperd observar eventos interictales. Y,
efectivamente, mediante el proceso de deteccion se
pudo encontrar dichos eventos, de los cuales se
muestran ejemplos representativos en la Figura 2,
acompafiados de espectrogramas de frecuencia de los
eventos que permiten apreciar el cambio subito de
poder que acompafia a dichos eventos. Estos fueron
clasificados de acuerdo a los criterios de Hirsch L. et. al
(2021): Spikes, que se tratan de eventos de corta
duracién (<70 ms) que consisten en un solo pico
(Figura 2A); sharp waves que, similarmente, consisten
de un solo pico, pero de mayor duracidn (entre 70 ms y
20 ms, Figura 2B); polyspikes, que es un evento
compuesto por muchos picos, pero de relativa corta
duracién (< a 500 ms, Figura 2C) y descargas
epileptiformes que son un cluster de picos de larga
duracion (>500 ms, Figura 2D).

Trazas y espectrogramas representativos de eventos detectados, clasificados de acuerdo a los criterios de Hirsch L. et. al (2021).
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El grupo PTZ se evidenciaron 17 spikes, 29
sharp waves, 46 polyspikes y 3 descargas
epileptiformes, mientras que el grupo control en la
ventana de tiempo del registro no se encontrd estos
eventos. Posteriores registros no pudieron realizarse a
un intervalo regular mensual, debido a que los
electrodos se desprendieron luego de los registros del
primer mes por desgaste. En este estudio se encontraron
descargas epileptiformes en ratas sometidas a kindling
por PTZ al primer mes, pero no crisis motoras, siendo
estas similares a las encontradas por Bartsch (2014).Y al
mismo tiempo, estas son remarcablemente similares a
descargas encontradas en la fase latente que precede a la
aparicion de crisis espontaneas recurrentes en modelos
en los que estas son predecibles como el de pilocarpina
(Chauviere, 2012) y el de acido kainico (White, 2010).
Es por este motivo que se trata de un indicador general
de la presencia de hiperexcitabilidad. Aunque el rol que
cumplen estos eventos en este estado de
hiperexcitabilidad aun se discute (ya sea uno anti-
ictiogénico o pro-ictiogénico, véase Chvojka, et. al
(2021) para una revisidon reciente al respecto), este
hallazgo en nuestra investigacion fue un indicio de

alteraciones a nivel funcional subyacentes a nivel
histologico. Por este motivo se continud con la
evaluacion de los animales a los dos y tres meses
posteriores a la ultima administracion de PTZ para
evaluar el efecto del protocolo en el hipocampo, para
ello se realizaron estudios inmunohistoquimicos y de
inmunofluorescencia. La administracion cronica de PTZ
produjo astrogliosis progresiva a los dos y tres meses,

tanto en Giro Dentado como en Cornu Ammonis 3
(CA3) se observé un incremento del numero de células

GFAP (+) (astrocitos) en ratas expuestas a PTZ
comparadas con los controles (Figura 3, CA3). Sin
embargo, no se evidencié disminucion neuronal. No
obstante, al compararse la presencia de células NeuN (+)
en hipocampo de rata expuesta a PTZ comparada con
rata control, no se observaron diferencias significativas
en GD, CAl y CA3 (Figura 4). Las ratas de 3 meses
post-PTZ mostraron indicios de cambios topoldgicos en
la capa granular del Giro Dentado. Se observé que el
hipocampo de ratas expuestas a PTZ presentaban signos
de astrogliosis, posiblemente asociada a inflamacion,

incluso meses después de haber recibido el protocolo.
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Figura 3
Inmunohistoquimica de Giro Dentando (GD) y CA3 de
hipocampo de rata control, 2 meses post-PTZ y 3 meses

post-PTZ. La marcacion corresponde a células GFAP

(+).
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Este hallazgo es coherente con lo publicado por
Diaz et al. (2023) quienes también observaron signos
de astrogliosis en hipocampo de ratdn expuesto a tan
solo 13 dias de PTZ; al igual que Bayat et al. (2023),
quienes mostraron que después de la induccidon de
convulsiones por PTZ mediante dosis sub-convulsivas
(12 a 15 aplicaciones, 40 mg/kg) cada 48 horas en ratas
Sprague Dawley, el nimero de células positivas a
GFAP en el grupo administrado con PTZ incrementd
significativamente en comparacion con el grupo
control; tal como Kaur et al. (2015), quienes mostraron
un incremento significativo en la expresion de ARNm
de GFAP en el hipocampo luego del tratamiento
crénico con PTZ. Con respecto a la expresion de
NeuN, en el presente estudio no se observaron cambios
significativos entre los grupos control y PTZ. Este
hallazgo concuerda con lo publicado por otros articulos
en los cuales, precisamente en el modelo de kindling
por PTZ, se observa una marcada neurogénesis en lugar
de muerte neuronal (Velazco-Cercas et al., 2020; Zhu et
al., 2016). La neurogénesis hipocampal en modelos de
epilepsia estd asociada principalmente a la formacion
aberrante de fibras musgosas en un intento
compensatorio del hipocampo frente a la
excitotoxicidad que experimenta durante los
protocolos (Kulikov et al., 2021). Los resultados de la
doble inmunofluorescencia evidencian un notable
incremento de células GFAP (+) en rojo, en Giro
Dentado de ratas 2 y 3 meses post-PTZ comparados con
el control (Figura 5 y 6). Este incremento se evidencia
con mayor intensidad en hilus y en la capa molecular
tanto interna como externa. Asimismo, también se
observé incremento de células GFAP (+) en parte de
CAl, en el stratum lacunosum-moleculare. Por otro
lado, no se observaron diferencias significativas en
células NeuN (+) de color verde, entre el grupo PTZ y
control. En CA3 también se observo un incremento de
células GFAP (+) en stratum radiatum, lucidum y
oriens de ratas 2 y 3 meses post-PTZ comparadas con
los controles. Por otro lado, se observo un aparente
incremento de células NeuN (+) en el stratum
pyramidale de aquellas ratas que recibieron PTZ

comparadas con sus controles (Figura 6).
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Figura4

Inmunohistoquimica de Giro Dentado, CAl y CA3 de hipocampo de rata control, 2 meses post-PTZ y 3 meses

post-PTZ. Lamarcacion corresponde a células NeuN (+).

Doble inmunofluorescencia de Giro Dentado del
hipocampo de rata control, al finalizar el kindling (PTZ
35d), 2 meses post-PTZ y 3 meses post-PTZ. La
marcacion corresponde a células NeuN (+) en verde y
GFAP (+) enrojo.
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Figura 6

Doble inmunofluorescencia de CA3 de rata control, 2
meses post-PTZ y 3 meses post-PTZ. La marcacion
corresponde a células NeuN (+) en verde y GFAP (+)
enrojo.
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Los resultado obtenidos, coinciden con Fang & Lei (2010) quienes evidenciaron astrocitosis mediante inmunotincion

con GFAP en animales tratados con PTZ al identificar el incremento significativo en la reactividad de GFAP en GD; CA3 y

CA1 y concluyen que el tratamiento cronico con PTZ induce gran actividad de astrocitos y microglia en el hipocampo,
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al igual que Gall et al.(2022), quienes confirmaron que
el kindling de PTZ induce a astrogliosis en las regiones
CA3 y CA1l del hipocampo. Kaur et al. (2015),
observaron que tras la administracion recurrente de
PTZ a dosis sub-convulsivas durante 30 dias a ratas
Wistar, estas presentaron convulsiones tonico clonicas
generalizadas graves, ademas observaron la activacion
astrocitica al identificar astrocitos hipertrofiados
marcados con GFAP como respuesta inflamatoria en el
hipocampo; ademads sugieren también que la proteina
GFAP se expresa tardiamente de lo previsto con la
tincion inmunohistoquimica, lo que podria explicar
porque no se observaron cambios significativos en los
niveles de proteina GFAP al mes de iniciar las
evaluaciones de inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia. Ravizza et al. (2008),
demuestran que procesos inflamatorios especificos en
el cerebro causados por un evento desencadenante
como lo es el estatus epilepticus, se mantiene durante la
epileptogénesis, también que se generan eventos
inflamatorios precedentes a la aparicién de la
epileptogénesis en modelos experimentales, ademas
que la incidencia de convulsiones espontdneas podria
contribuir con la prolongacion de la inflamacion en las
regiones epileptogénicas como el hipocampo, mientras
que Cekanaviciute & Buckwalter (2016) mencionan
que los astrocitos se vuelven reactivos al identificar una
lesion, lo que indica que la inflamacion cerebral, es un
proceso cronico que puede desarrollarse después de un
evento de kindling inicial y podria persistir en el tejido
epileptogénico a pesar de que la actividad convulsiva
evidente haya concluido. La evidencia contribuye cada
vez mas con la idea de que las convulsiones epilépticas
conducen al desarrollo de neuroinflamacioén crénica
(Yang et al., 2023) y que las células gliales, como los
astrocitos, cumplen un rol esencial en la inflamacién en
la epilepsia crénicay farmacorresistentes, lo que podria
influir en la transmisién sindptica generando una
excitabilidad alterada facilitando la continuacidon de
convulsiones (Kauretal.,2015; Vezzanietal.,2011).

Se debe mencionar como limitacion del estudio
que solo se empled un marcador inmunoldgico
especifico de una célula glial (es decir astrocitos,
GFAP), sin embargo, se recomienda incrementar

marcadores como IBA1 (como marcador de células
microgliales). Ademads, a pesar de que los resultados
son evidentes, se recomienda incrementar el nimero de
animales en experimentacion para investigaciones
posteriores. Asi también como incrementar el numero
de registros electroencefalograficos para 2 y 3 meses
posteriores al kindling. Por otro lado, es necesario
generar mas entrenamiento de los algoritmos de
deteccidn de eventos interictales, debido a que el que se
empled en la investigacion recurre a reconocer falsos
positivos por lo que se procedio a la identificacion de

manera visual.
Conclusion

De manera consistente a la literatura previa, se
evidencié actividad interictal al primer mes en los
animales sometidos al protocolo de kindling por PTZ,
indicio que motivo una exploracién mas amplia a nivel
histologico luego de concluido el protocolo de
kindling. Los resultados de esta exploracion
permitieron concluir que la administracidn cronica de
PTZ produjo astrogliosis luego de dos y tres meses de
concluido el protocolo de kindling, sin embargo, no se
observo disminucion neuronal en el hipocampo. Estos
resultados proporcionan un importante indicio sobre
los cambios a largo plazo del modelo de kindling
crénico, lo que refuerza la importancia de continuar con
estudios de respuestas gliales en modelos
experimentales de epilepsia.
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