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Introduccion

La epilepsia se define conceptualmente como un trastorno cerebral que se
caracteriza por una predisposicion duradera para generar crisis epilépticas
(Fisher et al., 2005; Fisher et al., 2014). El término crisis (“seizure”) se define
como una descarga eléctrica anormal en el cerebro que causa la alteracion de
la conciencia, la sensibilidad y el comportamiento (Reddy y Kuruba, 2013). La
epilepsia es uno de los trastornos neurolégicos mas comunes, y afecta
aproximadamente al 1% -2% de la poblacion. Se estima que alrededor de 50
millones de personas en el mundo sufren de epilepsia (Sander, 2003). La
epilepsia del I6bulo temporal es la forma mas comun de epilepsia parcial en
adultos, y por lo general presenta una alta proporcién de resistencia al

tratamiento farmacoldgico.

El origen de las crisis se ha relacionado con una desregulacion de la actividad
neurotransmisora excitatoria glutamatérgica y de la inhibitoria GABAérgica. Por
otro lado, poco se conoce de la implicacion de otros sistemas neurotransmisores
en la epileptogenesis. Asi, la participacion de la serotonina (5-hidroxitriptamina;
5-HT) en la epileptogénesis fue originalmente postulada hace mas de 50 afios
(Bonnycastle et al., 1957). En este sentido, se ha descrito la presencia de
diferentes subtipos de receptores de 5-HT que pudieran jugar un papel crucial
en la modulacion de la excitabilidad neuronal (Bagdy et al., 2007). Sin embargo,
en la actualidad, los efectos de la 5-HT y de los farmacos moduladores de su
actividad como son los antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptacion
de 5-HT (ISRS) han sido asociados tanto a efectos proconvulsivantes como

anticonvulsivantes (Jobe y Browning, 2005).

El papel de la dopamina (DA) en la epilepsia tampoco esta del todo esclarecido.
Asi, parece ser que la actividad dopaminérgica no se modifica de manera
significativa durante una crisis epiléptica (Weinshenker y Szot, 2002). De todas
formas, la administracion de agonistas y antagonistas selectivos de los dos
principales grupos de receptores dopaminérgicos (D1 y D2) en diferentes
modelos experimentales sugiere la participacion del sistema dopaminérgico en

esta patologia (Starr, 1996). Asi, la administracién de agonistas y antagonistas



de ambos subtipos de receptores han sido capaces de modular la respuesta
convulsiva en distintos modelos experimentales (Burke et al., 1990; Barone et
al., 1992; Freitas et al., 2006a; Freitas et al., 2006b).

Para el estudio de esta patologia se han desarrollados distintos modelos
animales. Entre éstos, el modelo de status epilepticus (SE) mediante la
administracion de pilocarpina (o su variante por la administracion previa de litio)
es uno de los modelos animales mas ampliamente empleados (Turski et al.,
1983). Se caracteriza por la aparicion rapida de SE, seguido de un periodo de
latencia silente sin crisis en el que se presenta un estado de hipometabolismo
cerebral generalizado (Goffin et al., 2009; Guo et al., 2009; Lee et al., 2012) junto
con dafio neuronal que afecta principalmente al hipocampo (Mello et al., 1993;
Wang et al., 2008; Rossi et al.,, 2013). Tras este periodo de latencia de
aproximadamente 1 mes de duracion, tiene lugar la aparicibn de crisis
recurrentes espontaneas. Por ello, hace que este modelo se considere muy

apropiado para el estudio de la epilepsia del I6bulo temporal (ELT).

La 4-aminopiridina (4-AP) es un agente despolarizante que actia mediante el
bloqgueo de los canales de K* dependientes de voltaje (Hayes, 2004),
incrementando de esta manera la liberacion neuronal de neurotrasmisores,
asociandose la liberacion de glutamato como causante de las convulsiones
inducidas por 4-AP (Morales-Villagran y Tapia, 1996; Medina-Ceja et al., 2000;
Mihaly et al., 2001). A diferencia del modelo de pilocarpina, este modelo no es
considerado un modelo de epilepsia ya que su administracion no desencadena
uno de los aspectos caracteristicos de esta patologia que consiste en la
aparicion de crisis espontaneas. Ademas, en general, la aparicion de crisis de
moderada intensidad por administracion periférica de este convulsivante no se

asocia a un excesivo dafio neuronal (Takacs et al., 2010).



Objetivos

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral ha sido explorar la eventual
implicacion de la modulacion farmacologica de la actividad serotonérgica y
dopaminérgica central en las alteraciones comportamentales, metabolicas y
neuroquimicas inducidas por los modelos de SE por administracion de litio-

pilocarpina y de convulsiones agudas por 4-AP.

Para alcanzar este objetivo general se han disefiado experimentos en los que se
ha estudiado los cambios metabdlicos y dafio neuronal asociados al modelo de

SE litio-pilocarpina en tres condiciones:

1 Estudiar los efectos del tratamiento con el inhibidor selectivo de la
recaptacion de 5-HT (ISRS) fluoxetina durante 7 dias, 4 dias antes del
inducir el SE de litio-pilocarpina y 2 dias después del SE.

2 Estudiar el efecto de la depleciébn de 5-HT por administracion
subaguda de p-clorofenilalanina (PCPA), inhibidor de la enzima
triptofanohidroxilasa, enzima limitante en la sintesis de 5-HT.

3 Estudiar el efecto del tratamiento agudo con el antagonista selectivo
del receptor dopaminérgico D1, SCH23390 en las alteraciones
comportamentales, metabdlicas y neurolégicas a este modelo de SE.

Adicionalmente, se ha explorado las eventuales alteraciones desencadenadas
por las convulsiones inducidas por 4-AP y de la implicacién del sistema
serotonérgico cerebral en este modelo de crisis. En este sentido, se evalud el
efecto de un tratamiento subagudo de fluoxetina de 7 dias de duracion en las

eventuales alteraciones asociadas a este modelo agudo.

Como herramienta esencial en la presente Tesis Doctoral, la actividad
metabdlica regional cerebral se ha evaluado mediante Tomografia por Emisiéon
de Positrones (PET) con 2-deoxy-2-[*8F]fluoro-D-glucosa ([*8F]FDG). La PET es
una técnica de neuroimagen minimamente invasiva que permite la realizacion

de estudios longitudinales in vivo de diferentes aspectos funcionales. En nuestro



caso, la administraciéon del radiotrazador [*®F]FDG permitié la evaluacion del

metabolismo como indice de deterioro cerebral asociado a la epileptogenesis.

Resultados

Modelo de SE por administracion de litio-pilocarpina: Las ratas sometidas a
este modelo mostraron crisis de marcada severidad, alcanzado una puntuacion
de 4-5 (crisis ténico-clénicas) en la escala de Racine. Tres dias después del SE,
la imagen metabdlica [®F]JFDG-PET mostré un hipometabolismo cerebral
generalizado que afectdé a todas las éareas del cerebro analizadas en
comparaciéon con el grupo de animales control (p<0,01). Esta alteracion
metabdlica fue transitoria, ya que retorno a los valores basales cuando se evaluo
en el dia 30. Por otra parte, los estudios histoquimicos mostraron signos
evidentes de dafio neuronal (intensa astrogliosis, neurodegeneracion e

induccion de caspasa-9) preferentemente en regiones del hipocampo.

Efecto de la fluoxetina en las alteraciones inducidas por litio-pilocarpina:
El grupo de animales tratados subcrénicamente con fluoxetina (10 mg/kg 7d), no
mostro diferencias significativas a nivel comportamental. Asi, tanto la intesidad
de las crisis, el periodo latencia como la mortalidad fueron similares al grupo de
animales inyectados con pilocarpina pero no tratados con fluoxetina. En cambio,
el andlisis de los resultados de [*F]JFDG-PET revel6 que la fluoxetina fue capaz
de evitar el hipometabolismo a corto plazo inducido por el SE. Asi, este grupo de
animales mostraron valores de actividad metabdlica superiores al grupo de
animales sometidos al modelo de SE y similares a los grupos control. A su vezy
corroborando un papel protector de la fluoxetina (y eventualmente de la 5-HT)
en este modelo, los estudios histoquimicos mostraron signos de menor dafio

neuronal en comparacion al grupo de SE litio-pilocarpina.

Efecto de la administracion de PCPA en las alteraciones cerebrales
inducidas por el modelo de litio-pilocarpina: Por otro lado, el tratamiento
subagudo con PCPA en animales SE litio-pilocarpina provoco crisis convulsivas
tonico-clonicas similares de las del grupo de SE litio-pilocarpina. A su vez, este

régimen farmacol6gico no alteré el hipometabolismo cerebral ni el dafio neuronal



agudo inducido por litio-pilocarpina. Asi, la evaluacion de las respuestas
metabolicas por PET y de los diferentes marcadores de dafio neuronal no difirid
significativamente de las obtenidos en ratas que fueron sometidas a SE litio-
pilocarpina. Estos resultados revelan que en nuestras condiciones
experimentales, la depleciéon de 5-HT no tuvo efectos a corto plazo sobre el
hipometabolismo inducido por SE litio-pilocarpina ni tampoco sobre los signos

de dafio neuronal evaluados.

Efecto del blogueo D1 sobre las alteraciones cerebrales inducidas por el
SE: En nuestro estudio sobre el efecto de la administracién aguda del
antagonista D1 SCH23390, en el modelo de SE litio-pilocarpina, no se
observaron cambios significativos ni en la respuesta conductual ni en el
hipometabolismo inducido por la administracion de litio-pilocarpina. Sin embargo,
el blogueo previo a la induccion del SE de este subtipo de receptor
dopaminérgico, si dio lugar una disminucién de marcadores de dafio neuronal

asociados a este modelo de SE.

Efecto de las crisis convulsivas por administracién de 4-AP y su eventual
modificacion por administracion subaguda de fluoxetina: En el dltimo
estudio realizado, la administracion de Unica dosis de 3 mg/kg de 4-AP gener6
crisis moderadas (nivel 3-4 segun una escala modificada de Racine). Tres dias
después de la crisis, no se encontraron cambios significativos en la actividad
metabolica cerebral cuando se evaluaron los diferentes grupos experimentales.
A pesar de que no se observaron signos de neurodegeneracion ni de muerte
neuronal por 4-AP, los estudios inmunohistoquimicos si revelaron ciertos signos
de dafio neuronal. Asi, astrogliosis e incremento de la expresion de la proteina
apoptotica caspasa-9 aparecieron en las regiones del giro dentado y CAl del
hipocampo de las ratas inyectadas con 4-AP. A nivel comportamental, la
fluoxetina no redujo significativamente la severidad de las crisis, pero en cambio,
si incrementd por mas de 3 veces el tiempo de latencia del inicio de la crisis. Por
otra parte, corroborando un efecto neuroprotector para la fluoxetina, el
pretratamiento con este ISRS (10 mg/kg, 7d) redujo significativamente el

inmunomarcaje de GFAP y de caspasa-9 a nivel hipocampal.



Discusion

En primer lugar, nuestros resultados avalan el hipometabolismo cerebral
generalizado a corto plazo inducido por el SE por administracion de litio-
pilocarpina. Ademas, la reduccion a corto plazo de la actividad metabdlica
cerebral inducida por el SE estuvo acompafiada de signos de dafio neuronal
(marcadores de neurodegeneracion, astrogliosis, induccién de la expresion de

caspasa-9), cuando se evaluaron 33 dias después del insulto.

La administracion subaguda de fluoxetina (10 mg/kg, 7 d) previno el
hipometabolismo cerebral inducido por el SE y redujo los signos de dafio
neuronal asociados al modelo SE litio-pilocarpina. Como farmaco prototipo del
grupo de los ISRS, estos resultados iniciales sugirieron una intervencion de la 5-
HT en los efectos neuroprotectores observados (Malberg et al., 2000; Mahar et
al 2014). Con el fin de corroborar el papel neuroprotector de esta amina cerebral
en este modelo, se disefidé un estudio cuyo objetivo era determinar el efecto de
la deplecion de 5-HT en el dafio cerebral generado por el SE de litio-pilocarpina.
En este sentido, la administracién de PCPA, paraddjicamente no agravo ni el
hipometabolismo a corto plazo ni ningiin marcador estudiado de dafio neuronal
inducido por pilocarpina (gliosis, neurodegeneracion). Es por ello, que al menos
en la fase latente temprana de la epileptogenesis inducida por litio-pilocarpina,
acciones directas de naturaleza no serotonérgica, pueden estar contribuyendo a

los efectos neuroprotectores de la fluoxetina en este modelo de SE.

La modulacién selectiva de los receptores dopaminérgicos ha mostrado tener
efectos diferenciales en la respuesta convulsiva en modelos experimentales
(Burke et al., 1990, Freitas et al., 2006b). Con el fin de estudiar mas
profundamente el papel de los receptores D1 en la respuesta comportamental y
en las alteraciones inducidas por el modelo de litio-pilocarpina, se procedi6 a
administrar el antagonista selectivo del receptor D1 SCH23390 (0,2 mg/kg) en
este modelo de SE. El bloqueo D1 no ejercié efectos significativos sobre la
imagen metabdlica ni tampoco sobre diversos parametros comportamentales.

Sin embargo, nuestros resultados mostraron acciones neuroprotectoras



asociadas al bloqueo D1 frente a ciertas alteraciones inducidas por el SE. Asi, la
administracion aguda de SCH23390, 30 minutos antes de la administracion de
pilocarpina, redujo la neurodegeneracion, gliosis y signos de apoptosis
caracteristicos de la administracion de litio-pilocarpina. Es por ello, que estos
resultados sugieren por tanto un papel activo de los receptores dopaminérgicos

y concretamente del D1 en el dafio neuronal inducido por la epileptogénesis.

A diferencia del SE inducido por litio-pilocarpina, las convulsiones
desencadenadas por 4-AP periférica no se encuentran asociadas a muerte
neuronal (Pefia y Tapia, 2000; Slezia et al., 2004; Takécs et al., 2010). En el
presente estudio, la administracion de 4-AP (3 mg/kg, i.p), generd convulsiones
de moderada intensidad, tal como se han sido descritas en estudios en las que
se administraban dosis similares a las aqui utilizadas (Sitges et al., 2012; Sitges
et al., 2014). Este comportamiento convulsivo no fue acompafiado de signos de
muerte neuronal ni de hipometabolismo cerebral a corto plazo, pero en cambio,
si se observaron signos de dafio hipocampal. Concretamente, encontramos una
activacion astrocitica moderada junto con una induccion de la expresion de
caspasa-9, sugiriendo por tanto una posible activacién retardada de la via
mitocondrial de apoptosis. Estos hallazgos parecen estar en concordancia con
la naturaleza no epileptogénica de la 4-AP y su moderada capacidad convulsiva
(Medina-Ceja et al., 2008).

La modulacion farmacoldgica de la actividad serotonérgica cerebral en los
estudios con 4-AP se hizo por la administracion del ISRS fluoxetina, de forma
similar a los estudios con el modelo de SE litio-pilocarpina. A nivel
comportamental, la fluoxetina no afecto significativamente a la intensidad de las
crisis, pero en cambio, si incrementd de manera efectiva el periodo de latencia
del inicio de las crisis. Ademas, redujo los dos marcadores anteriormente
mencionados de dafio neuronal (inmunomarcaje de GFAP y caspasa-9). Ambos
resultados, tanto los comportamentales como los neuroquimicos, concuerdan
con los descritos para el ISRS sertralina (Gomez et al., 2014, Sitges et al., 2016),
en los que este compuesto incremento el tiempo de latencia a la crisis, redujo la
expresion de citocinas proinflamatorias 'y atenu6 la actividad

electroencefalografica epileptiforme inducida por 4-AP. Por tanto, el hecho de
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gue dos ISRS distintos, como son la fluoxetina y la sertralina, presenten efectos
similares y complementarios en la respuesta convulsiva a 4-AP, apoyan un
potencial papel neuroprotector para esta clase farmacos, y eventualmente para

la 5-HT, frente al dafio neuronal inducido crisis convulsivas.
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1.1 Epilepsia

La epilepsia es un trastorno cerebral caracterizado predominantemente por
interrupciones recurrentes e imprevisibles de la funcién normal del cerebro,
llamadas crisis epilépticas, cuyo desencadenante no esta totalmente
determinado (Fisher et al., 2005). Tradicionalmente, el término epilepsia se ha
utilizado para referirse a un sindrome o una familia de trastornos mas que a una
enfermedad concreta, para destacar que comprende diferentes enfermedades.
La prevalencia global de este sindrome crénico esta en el rango de 4 a 10 por
cada 1.000 personas (Forsgren et al., 2005; de Beor et al., 2008). Aunque se han
desarrollado un gran niumero de farmacos para el tratamiento de esta patologia,
se calcula que el 20-50% de las personas que padecen este trastorno no
responde correctamente a la terapia farmacolégica (Engel, 2001; Léscher, 2002;
Sander, 2003; White, 2003; Theodore y Fisher, 2004). Esta circunstancia, junto
con los efectos adversos que presentan muchos de los farmacos antiepilépticos
actuales, hace que la busqueda de nuevos tratamientos siga en desarrollo activo.
La carga asociada a la epilepsia es elevada, tanto para los enfermos como para
los familiares y la sociedad en general. La epilepsia puede afectar negativamente
a la funcion cognitiva, puede ser fuente de estigma marginacién social, provoca
un aumento de la mortalidad y se asocia con un mayor riesgo de trastorno
psiquiatrico (Begley et al., 2000; Fisher et al., 2005; de Beor et al., 2008).

Las crisis epilépticas pueden expresarse como episodios transitorios y breves,
como en el caso de las ausencias o las sacudidas musculares limitadas, o0 como
convulsiones intensas y prolongadas que tienen lugar en las crisis ténico-
clénicas o el status epilepticus (SE) (Mariani, 2013). El término crisis (“seizure”)
se define como una descarga eléctrica anormal en el cerebro que causa la
alteracion de la conciencia, la sensibilidad y el comportamiento (Reddy y Kuruba,
2013). Generalmente, después de dos crisis espontaneas el paciente suele ser

diagnosticado con epilepsia.

No hay que confundir, por tanto, los términos de epilepsia y crisis epiléptica. Una

crisis epiléptica es el resultado de una descarga neuronal cortical excesiva, que
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puede ser focal, generalizada o generalizarse secundariamente, y que es
seguida de manifestaciones clinicas, produciendo un trastorno autolimitado de
la consciencia, comportamiento, emocion o cualquier funcién cortical,
dependiendo de la localizacion y caracteristicas de las descargas. Por otra parte,
se entiende por epilepsia a aquella enfermedad en la que las crisis epilépticas
recurren, en general como resultado de una lesion cerebral estructural, en el
seno de una enfermedad sistémica o de forma idiopética o genética (Fisher et
al., 2005).

Béasicamente, se distinguen dos tipos de epilepsia: epilepsia primaria y epilepsia
secundaria. La primaria (50%) es idiopatica, mientras que la secundaria o
sintomatica (50%) se refiere a la epilepsia adquirida. Los ataques pueden
sobrevenir como consecuencia de una variedad de desencadenantes como
trauma, anoxia, desequilibrios metabdlicos, tumores, encefalitis, sindrome de
abstinencia a drogas de abuso, o neurotoxicidad. Los factores de riesgo mas
comunes de la epilepsia secundaria son las enfermedades cerebrovasculares,
los tumores cerebrales, el alcohol, las lesiones traumaticas en la cabeza,
malformaciones del desarrollo cortical, la herencia genética, y las infecciones del
sistema nervioso central (Mathern et al., 1996; Jacobs et al.,, 2009; Reddy y
Kuruba, 2013).

1.2 Clasificacion de la epilepsia

Las crisis epilépticas se clasifican generalmente en crisis parciales y en crisis
generalizadas. La manifestacion clinica de las crisis parciales varia en funcion
del origen de las descargas epilépticas (el foco epiléptico) y afecta a las
funciones motoras, sensoriales y autondémicas, e incluso cursa con sintomas
psiquicos. En las crisis parciales simples no hay pérdida del conocimiento, a
diferencia de las crisis parciales complejas en las que si hay pérdida del mismo.
Cuando la descarga se hace suficientemente generalizada e incluye una fuerte

participacion de los circuitos del sistema motor, el resultado es una respuesta
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convulsiva, que por lo general incluye tanto contracciones tonicas (contracciones
sostenidas) como clonicas (alternancia de contracciones y relajaciones). Las
crisis de ausencia son crisis primarias generalizadas que no afectan de una
forma tan importante al sistema motor. Las crisis focales, cuyo origen se
encuentra localizada, pueden extenderse y llegar a convertirse en generalizadas,

dando lugar a convulsiones generalizadas secundarias (Engel, 2001).

Tal como se ha mencionada anteriormente, de acuerdo con la etiologia, la
epilepsia se clasifica en epilepsia idiopatica y epilepsia sintomatica. Las
epilepsias idiopaticas, tanto generalizadas como focales, pueden deberse a
canalopatias, a alteraciones del metabolismo neuronal o a alteraciones de la
migracion neuronal. Las canalopatias son alteraciones de los canales idnicos
dependientes de voltaje o ligados a receptores de neurotransmisores, que
pueden tener un sustrato genético monogénico o poligénico. Y asi se han
encontrado mutaciones en los canales idnicos dependientes de voltaje, como el
canal de Na*, canal de Ca?*, canal de K*, canal de CI. También se han
encontrado mutaciones en los canales i6nicos ligados a receptores de
neurotransmisores, como el canal de CI- del receptor GABAa (acido gamma-
aminobutirico) y el canal catiénico del receptor nicotinico. Por otro lado, las
epilepsias sintomaticas son epilepsias adquiridas que se pueden producir por
lesiones prenatales graves del SNC, traumatismos craneoencefalicos,
infecciones del SNC, alteraciones cerebrovasculares, tumores y enfermedades
neurodegenerativas, por si solas o favorecidas por un sustrato genético. Algunas
de estas lesiones pueden provocar convulsiones en la fase aguda, pero en
muchos casos la epilepsia aparece al cabo de meses o incluso afios. Sin
embargo, también hay epilepsias sin lesiones epileptogénicas claras como la

epilepsia criptogénica (Engel, 2001; Shorvon, 2011).

1.2.1 Epilepsia del I6bulo Temporal (ELT)

La ELT es la forma mas comun de epilepsia parcial, afectando aproximadamente

al 20% de todos los pacientes con epilepsia. Es también la epilepsia que ofrece
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mayor resistencia al tratamiento farmacoldgico. El foco epiléptico en pacientes
con ELT reside a menudo en las estructuras temporales mesiales como el
hipocampo y la amigdala. Las crisis son complejas y se acompafian de
inmovilidad y automatismos oroalimentarios. Este tipo de epilepsia esta asociado
a depresion, a dificultades en el aprendizaje y en la memoria (Engel, 1996;
Morimoto et al., 2004; André et al., 2007; Reddy y Kuruba, 2013).

La atrofia de las estructuras temporales mesiales es bien conocida por estar
asociada con la ELT. La esclerosis del hipocampo es la anormalidad histologica
mas frecuente de esta forma de epilepsia, y por lo que recibe el nombre de ELT
mesial. Aunque las etiologias de la ELT son heterogéneas, los pacientes con
ELT mesial suelen tener antecedentes de convulsiones febriles prolongadas o
un SE (Morimoto et al., 2004). Estudios in vivo de neuroimagen han sido de gran
utilidad a la hora de detectar anormalidades estructurales y metabdlicas
relacionadas con la epilepsia en estas estructuras temporales mesiales. Asi, la
resonancia magnética (RMN) ha demostrado la atrofia del hipocampo mientras
que la tomografia por emision de positrones (PET) ha revelado alteraciones
funcionales, entre los que se incluyen una disminucion en el flujo sanguineo
cerebral y alteraciones del metabolismo de la glucosa. En este sentido, es
caracteristico la deteccion de hipometabolismo en el periodo interictal y un
aumento del mismo en el periodo ictal (Engel, 1996; Morimoto et al., 2004;
Duncan et al., 2006). En consonancia con estas alteraciones descritas por
técnicas de neuroimagen, los estudios histolégicos han mostrado lesiones en las
areas temporales de pacientes diagnosticados de ELT. Asi, estudios de los
hipocampos resecados quirdrgicamente de pacientes de ELT que presentaban
resistencia al tratamiento con los farmacos anticonvulsivantes, han mostrado
signos de caracter degenerativo o esclerosis, incluyendo gliosis y pérdida
neuronal. Ademas de estos cambios degenerativos, el hipocampo epileptégeno
presenta una reorganizacion aberrante neuronal (red epileptogénica) que se
hace evidente por la formacion de nuevas ramificaciones axonales (sprouting) y
de sinaptogeénesis (Proper et al., 2001; Morimoto et al., 2004; André et al., 2007,
Reddy y Kuruba, 2013).
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A nivel experimental, el modelo de ELT inducida en ratas por la administracion
del agonista colinérgico muscarinico pilocarpina, solo o en combinacion con litio
reproduce la mayoria de las caracteristicas clinicas y neuropatolégicas de la ELT
humana con SE, como la lesion inicial precipitante (Turski et al., 1989; André et
al., 2007; Loscher, 2011) y del hipometabolismo cerebral (Goffin et al., 2009, Guo
et al., 2009, Lee et al., 2012).

1.2.2 Epilepsia de Ausencia Infantil (EAI)

Los nifios diagnosticados con EAI representan aproximadamente el 10% de los
casos de epilepsia en los nifios en edad escolar. Es la forma comun de epilepsia
pediatrica generalizada idiopética. Se caracteriza por multiples crisis de ausencia
tipicas, acompafiadas con descargas bilaterales, simétricas y sincrénicas con
picos de frecuencia de 3 Hz en la electroencefalografia (EEG). Existe un gran
interés por estos pacientes, no so6lo en los aspectos cognitivos, conductuales y
genéticos, sino también en los estudios de neuroimagen (Pavone et al., 2001;
Caplan et al., 2008; Mariani, 2013; Matricardi et al., 2014).

En estudios anteriores, la EAI se habia considerado un trastorno benigno cuyo
control de las convulsiones se alcanzaba con relativa facilidad y con una minima
afectacion de la funcién cognitiva y del comportamiento. Sin embargo, los
resultados de los estudios mas recientes reportan una tasa variable de control
de las convulsiones ténico-clonicas generalizadas asociadas, la progresion a
epilepsia mioclénica juvenil, asi como de las dificultades cognitivas y del
aprendizaje (Covanis et al., 1992; Pavone et al., 2001; Grosso et al., 2005;
Caplan et al., 2008; Matricardi et al., 2014).

1.2.3 Status Epilepticus (SE)

El SE es una emergencia neuroldgica y médica asociada a una alta morbilidad y
mortalidad que alcanza hasta el 40%. Se caracteriza por la larga duracion de las

convulsiones. El SE se define como la actividad convulsiva continua o multiples
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convulsiones sin recuperacion de la conciencia durante mas de 30 minutos
(Lowenstein et al., 1990; Trinka et al., 2015). El SE es una emergencia médica
gue si no se trata puede la muerte. Se distinguen dos tipos de SE: generalizado
convulsivo y no convulsivo (Knake et al., 2009). Aunque la fisiopatologia del SE
Nno se conoce con precision, los mecanismos mas probables consisten en un
exceso de la actividad excitatoria glutamatérgica junto con una pérdida de la
actividad inhibitoria GABAérgica (Reddy y Kuruba, 2013). Actualmente, las
terapias de primera linea frente a esta urgencia médica son las benzodiacepinas,
administradas por via intravenosa, que potencian las respuestas inhibitorias
mediadas por los receptores de GABA. Sin embargo, la eficacia de éstas
disminuye drasticamente con el aumento de la duracién del SE (Trinka et al.,
2015). En algunos casos de SE hay una pérdida completa de la eficacia
terapéutica de las benzodiacepinas, debiéndose recurrir a una terapia de
segunda linea mas agresiva (fenitoina y fosfenitoina) o terapias de tercera linea
(el anestésico-sedante propofol o el barbitlrico fenobarbital), aunque no siempre
resultan eficaces. Estas formas de SE farmaco-resistentes se denominan SE
refractario. EI SE refractario, que ocurre hasta en el 40% de los pacientes con
SE, sigue siendo un desafio en cuanto a su tratamiento debido a mal prondstico.
En general, el SE refractario se trata con la induccibn de coma usando
anestésicos generales como propofol o pentobarbital (Claassen et al., 2002). Es
por todo ello, que continte la busqueda de nuevos anticonvulsivantes para el

tratamiento eficaz de esta emergencia médica.

En la actualidad existe una amplia variedad de modelos animales de crisis
epilépticas y/o SE. La diversidad de modelos animales disponibles ofrece una
oportunidad de descubrir y desarrollar nuevos farmacos antiepilépticos. El SE
puede ser inducido en modelos animales de forma farmacologica utilizando
compuestos quimicos convulsivos, o mediante estimulacion eléctrica. Los
modelos animales que han recibido mayor atencion han sido los que han
utilizado la administracion sistémica de pilocarpina (agonista muscarinico), la
administracion sistémica o local de acido kainico (agonista del receptor de
glutamato ionotropico del mismo nombre) o bien usando protocolos de

estimulacién eléctrica de areas especificas del cerebro, especialmente a nivel
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del sistema limbico (Morimoto et al., 2004; Martin y Pozo, 2006; Reddy y Kuruba,
2013).

1.3 Epileptogénesis

Se denomina epileptogénesis al proceso por el cual un cerebro que que funciona
correctamente se convierte gradualmente en un cerebro epiléptico (Akhlaghi et
al., 2012). El término epileptogénesis se aplica a los cambios progresivos tanto
bioquimicos, anatémicos y fisiologicos que conducen a crisis recurrentes
espontaneas. Estos cambios se producen durante un periodo de latencia, que
puede durar desde semanas a afos, en el que tiene lugar muerte celular,
activacion glial, alteraciones en los niveles de neurotransmisores y de sus
receptores, sprouting axonal (ramificacion axonal) con formacién de una “red
epiléptica”, alteraciones en el metabolismo cerebral y dafio neuronal en
diferentes areas cerebrales como hipocampo, corteza y amigdala. (Wieser,
2004; Akhlaghi et al., 2012; Radzik et al., 2015).

La caracteristica clave en cualquier modelo de epileptogénesis es un intervalo
entre la aparicion de la anormalidad o estimulo epileptégeno (genética o
inducida) y la ocurrencia espontdnea de las crisis (Stables et al., 2002). La
determinacién temprana de marcadores adecuados permitiria reflejar las
modificaciones estructurales o funcionales asociadas a la epileptogénesis. En
este contexto, se ha planteado la hipétesis de que el establecimiento de un
estado epiléptico cronico (epileptogenesis) inducido gradualmente (“kindling”) o
de forma aguda (como el que tiene lugar por la generacion de SE), tiene como
base la activacion de las vias que utilizan glutamato como neurotransmisor
excitatorio y la atenuacion de las vias de que utilizan GABA como un
neurotransmisor inhibitorio (Morimoto et al., 2004). En consecuencia, los
estudios sobre los mecanismos de epilepsia se han centrado en los cambios en
estos sistemas excitatorios e inhibitorios, incluyendo a su vez alteraciones en la
eficacia sinaptica, el crecimiento de nuevas conexiones, la pérdida de las

conexiones existentes e incluso posibles implicaciones de otros
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neurotransmisores como la serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) y la DA
(Bonnycastle et al., 1957; Morimoto et al., 2004; Bagdy et al., 2007; Tripathi y
Bozzi, 2015).

A continuacion, se hace una revision de los posibles elementos implicados en el

proceso de epileptogénesis.

1.4 Neurotransmisores

En general, las crisis epilépticas se desencadenan por un desequilibrio entre la
excitacion y la inhibicion neuronal, por lo que los principales neurotransmisores
excitatorios e inhibitorios, glutamato y GABA respectivamente, juegan papeles
cruciales en el origen de las crisis. La implicacion de otros neurotransmisores
(entre ellos, la DA y 5-HT) en el desencadenamiento de las crisis, en el proceso
de epileptogenesis y en el eventual dafio o proteccion no esta aun bien
esclarecida. Aun asi, existen evidencias farmacologicas del papel de la 5-HT y
la DA en la epileptogenesis. En el caso de la 5-HT, se ha postulado que la 5-HT
podria desempefar un papel protector (Bonnycastle et al., 1957; Avanzini y
Franceschetti, 2003; Morimoto et al., 2004; Bagdy et al.,, 2007; Werner y
Covenas, 2015). En el caso de la DA, se han descrito efectos opuestos sobre los
pardmetros comportamentales desencadenados por el SE inducido por
administracion de pilocarpina de las dos familias de receptores dopaminérgicos
(Burke et al., 1990; Barone et al., 1992, Freitas et al., 2006b).

1.4.1 Glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el cerebro, y un
incremento de la actividad glutamatérgica esta asociado a un estado de
hiperexcitabilidad neuronal. Se encuentra en el cerebro de los mamiferos en una
concentracion elevada (10 mM) (Bradford, 1995). Se han descrito 5 vias
glutamatérgicas a nivel cerebral: 1) la proyeccion ascendente mesocortical; 2) la

corticoestriatal; 3) la talamocortical; 4) la via descendente corticotalamica y 5)
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una red de intracortical constituida por neuronas piramidales (Schwartz et al.,
2012), involucrdndose su alteracion no solamente en la epilepsia, sino en otras
patologias como la esquizofrenia, la enfermedad de Parkinson y en

enfermedades neurodegenerativas.

El glutamato se sintetiza en el citoplasma a partir de glutamina por accion de la
glutaminasa, y también a partir del 2-oxoglutarato catalizado por la 2-
oxoglutarato-aminotransferasa. Una vez sintetizado se almacena en las
vesiculas sinapticas para que tenga lugar la secrecion por el proceso de
exocitosis. Este almacenamiento vesicular de glutamato tiene lugar por un
transportador vesicular altamente especifico, dependiente de un gradiente
electroquimico producido por una bomba H*-ATPasa incorporada a la membrana
vesicular. Tras la liberacidon del glutamato a la hendidura sinaptica, éste ejerce
sus efectos por unién a sus receptores (Popoli et al., 2012). Estos procesos se
muestran en la Fig. 1. Existen dos grandes grupos de receptores
glutamatérgicos, los ionotropicos que son canales iénicos asociados a ligando
de naturaleza excitatoria o despolarizante y los metabotrépicos que son
receptores acoplados a proteinas G. Se distinguen tres familias de receptores
ionotropicos (AMPA “acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico”,
NMDA “N-metil-D-aspartato” y kainato) y tres familias de receptores
metabotropicos que comprenden un total de 8 receptores distintos (Grupo I:
MGIuR1 y mGIuR5; Grupo II: mGlu2 y mGlu3; Grupo lll: mGluR4, mGIuRS6,
MGIuR7 y mGIuR8) (Meldrum et al., 1999; Avanzini y Franceschetti, 2003;
Morimoto et al., 2004). Los receptores ionotrépicos son permeables a cationes,
fundamentalmente Ca?* y Na*. Ademas, los receptores metabotropicos estan
frecuentemente acoplados a un incremento intracelular de inositol-trifosfato (IP3)
con el consiguiente incremento de los niveles citosélicos de Ca?*. La finalizacién
de la accion del glutamato a nivel sinaptico tiene lugar por la accién de
transportadores especificos (EAAT; transportadores de aminoacidos

excitatorios), localizados tanto a nivel glial como neuronal.

21



‘\‘ Gi y ‘.‘

Glutaminase |

i) |
e ‘ Presynaptic

l neuron Gln
298\ fVGluT)
S /SN Reduced flux
~ | N
,,./’/ R
v’ 0% N
e o %0 ™ 8
_// o \‘\‘ ° Gln
L . i—ﬁln synthase |
\ Lo \ Yo il |
\ o0 ; /o \
N = \ P ., vGFAP expression
— Se—{ (20 ) == ° s S, Gl " LGFAP" glial cells
By g \"0 0 / ° (T S J
Y R o ® ° Weaar: %
; ez e SNARE o ® » 2
Glu—e ° ®:ON > 9 @
® L o % & ° ° ° ° T
v ° Cat grgNa’ © © ° o0 o GFAP /
Spillover >, &l® ... AMPAR
= .“_ NMDAR
R — N Glu ~———-°
° Cat* EAAT3 gaaT2
mGluR1
© o o Gl
o - % S, === Glu
&Y Qi °
- - Z
° Glial cell
Reduced Glu
Postsynaptic clearance

Excitotoxicity A

Fig. 1. Neurotransmision glutamatérgica (tomado de Popoli et al., 2012).

Existen evidencias de la implicacion de los receptores glutamatérgicos, y en
especial de los ionotrépicos, en la epileptogénesis (Morimoto et al., 2004). Asi,
en algunos modelos animales como en el kindling se ha observado que la
progresion de la epileptogénesis depende de la activacion de los receptores
NMDA. A su vez, se ha comprobado que antagonistas de los receptores NMDA
y AMPA han mostrado ejercer efectos neuroprotectores frente a los dafios
inducidos por agentes convulsivantes (Meldrum, 1994; Meldrum et al., 1999). Los
estudios de las descargas epileptiformes en rodajas de hipocampo muestran que
la descarga en forma de rafagas prolongadas de los potenciales de accién es
dependiente de la activacion de los receptores AMPA en sus componentes
iniciales y por los receptores NMDA en los elementos posteriores (Meldrum et
al., 1999).

Por otra parte, es ampliamente conocido que la inyeccion sistémica o
intracerebroventricular de kainato en roedores induce convulsiones que parecen
originarse en el hipocampo asocidas a un intenso dafio en esta area cerebral
(Choi et al., 2015). En este sentido, se ha sugerido una participacion clave de

los subtipos de receptores de kainitato, GIUR5 y GIuR6, en las crisis, ya que la

22



administracion de antagonistas selectivos de este subtipo de receptor como el
LY 382884 (Simmons et al., 1998) y el NS 102 (Verdoorn et al., 1994) previenen
tales crisis. De todas formas, la contribucién de los diferentes receptores
glutamatérgicos ionotropicos en la epileptogénesis aun no esta establecido
(Mathern et al., 1996; Meldrum et al., 1999; Avanzini y Franceschetti, 2003;
Morimoto et al., 2004). Por lo tanto, una alteraciéon funcional de los receptores
ionotrépicos, de los transportadores encargados de su recaptacion o bien un
incremento anormalmente excesivo de la exocitosis glutamatérgica podrian
constituir los factores desencadenantes principales en el inicio, mantenimientro

y dafio neuronal de las crisis epilépticas.

Hasta la fecha se han descrito ocho receptores metabotropicos de glutamato
(mGIlul-8) con secuencias moleculares conocidas. La activacion de mGluRs da
lugar a una amplia variedad de efectos inmediatos y mediatos en la excitabilidad
neuronal; efectos que implican cambios en la conductancia de canales de K* o
Ca?* que pueden condicionar su acoplamiento con la subunidad a de la proteina
G. La localizacién anatomica de los receptores mGIuRs en el sistema nervioso
central favorece tanto el control presinéptico de la liberacién de glutamato, asi
como el control postsinaptico de las respuestas neuronales a este
neurotransmisor. El tratamiento de animales con agonistas y antagonistas de
receptores mGIuRs del grupo | da lugar a efectos proconvulsivantes y
anticonvulsivantes, respectivamente. Por otra parte, los agonistas de los grupos
II'y Il producen un efecto anticonvulsivante (Fitzjohn et al., 1996; Lujan et al.,
1996; Tang et al., 1997; Meldrum et al., 1999; Morimoto et al., 2004).

1.4.2 GABA

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el cerebro. Por ello, la
pérdida del equilibrio entre excitacion e inhibicion neuronal caracteristica de la
epilepsia ha sido también atribuida a alteraciones en el funcionamiento del
sistema inhibitorio GABAérgico. Las pérdidas de neuronas o terminales
nerviosas GABAérgicas en los focos epilépticos corticales constituyen una

evidencia relevante de la pérdida del equilibrio excitacion-inhibicién (Bradford,
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1995; Treiman, 2001). Apoyando una pérdida de la poblaciéon neuronal
GABAérgica en la epilepsia, se ha observado que la muerte neuronal hipocampal
que tiene el modelo experimental SE en rata inducido por administracién de
pilocarpina afecta de manera intensa a las neuronas GABAérgicas, sugiriendo la

especial susceptibilidad de estas neuronas a los insultos epileptogénicos.

El GABA se sintetiza en las terminales de los axones de neuronas GABAérgicas
y se libera en la sinapsis, donde se une a uno de los dos tipos de receptores de
GABA: el ionotropico GABAAa que controlan la entrada de cloruro (CI") en la célula,
y GABAs (receptor acoplado a proteinas G) cuya activacion aumenta la
conductancia del potasio (K*), disminuye la entrada de calcio (Ca?*) e inhibe la
liberacion presinaptica de otros transmisores (McKernan y Whiting, 1996;
Treiman, 2001; Sperk et al., 2004). Por lo tanto, ambos tipos de receptores
presentan una naturaleza de caracter inhibitorio al presentar un efecto

hiperpolarizante.

La evidencia experimental y clinica apunta a que el GABA ejerce una funcién
clave en el mecanismo de control de la epilepsia, asi como en su tratamiento. En
este Ultimo punto conviene recordar la demostrada eficacia antiepiléptica,
especialmente frente al SE mostrada por benzodiacepinas y por el barbitdrico
fenobarbital, farmacos potenciadores de la inhibicion GABAérgica. Por otra
parte, antagonistas del receptor GABAa, como son la bicuculina y la picrotoxina,
son potentes proconvulsivantes (Treiman, 2001; Léscher, 2002; Morimoto et al.,
2004). Otras evidencias, incluyen una reduccion de la poblacién y/o eficacia de
las proteinas de transporte de GABA en las membranas celulares neuronales o
gliales en el tejido epiléptico, tanto de humanos como de rata. Se postula que
esta disminucion en los transportadores de GABA podria dar lugar a una
disminucién en la liberacion de GABA inducida por el glutamato (Bradford, 1995).
Con respecto a los modelos experimentales de SE, tanto las crisis como el dafio
del hipocampo asociados a las mismas, son prevenidos completamente por el
pre-tratamiento con fenobarbital y por benzodiacepinas. Sin embargo, la mayoria
de los farmacos antiepilépticos, incluyendo los agonistas/moduladores de los
receptores GABAa, no impiden el desarrollo de epileptogénesis si son

administrados después del SE.
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1.4.3 Serotonina (5-HT)

El papel de la 5-HT en el sistema nervioso central es muy diverso. La 5-HT
participa en el control del apetito, el suefio, la memoria y el aprendizaje, el estado
de &nimo, la temperatura corporal, y la maduracion neuronal, entre otros (Ray et
al., 2011; Berger et al., 2009). Aunque hace mas de 50 afios se describié por
primera vez la implicacion de la 5-HT en la epilepsia (Bonnycastle et al., 1957),
la mayoria de las investigaciones en relacion con la 5-HT se han llevado a cabo
en el area del descubrimiento y desarrollo de farmacos neuropsiquiatricos para
el tratamiento de trastornos afectivos. Los somas de las neuronas serotonérgicas
se localizan en los Nucleos del Rafe, proyectandose en vias ascendentes hacia
la corteza, tadlamo, hipotdlamo o ganglios basales o descencentes hacia la
médula espinal (Fig. 2).

Mesencephalic serotonergic
cells project to thalamus,
hypothalamus, basal ganglia,
and cortex.

Hippocampus
(under the
surface)

To spinal cord Cerebellum

Fig. 2. Vias serotonérgicas centrales (tomado de Biological Psychology, Sinauer Associates, 62
ed.)

Existen alrededor de 14 subtipos de receptores de 5-HT, que han sido

clasificados en 7 familias diferentes. Todos los receptores de 5-HT son

25



receptores metabotropicos con 7 segmentos transmembrana, acoplados a
proteinas G, excepto el receptor 5-HTs que es un receptor ionotrépico
despolarizante. Se ha descrito la participaciéon de al menos 4 subtipos de
receptores de 5-HT en la epileptogénesis: 5-HTia, 5-HT2c, 5-HT3 y 5-HTv.
Aunque los mecanismos responsables aun no estan bien determinados, se ha
descrito ampliamente que la presencia de diferentes subtipos de receptores 5-
HT que controlan tanto las sinapsis excitatorias como las sinapsis inhibitorias
juegan un papel crucial en la modulacién de la excitabilidad neuronal. En este
contexto, la 5-HT y los farmacos antidepresivos se han asociado de forma
contradictoria tanto con efectos proconvulsivantes y anticonvulsivantes (Hoyer et
al., 1994, Theodore, 2003; Jobe y Browning, 2005; Bagdy et al., 2007; McCovry
et al., 2015).

Los farmacos inhibidores selectivos de la recaptacion de 5-HT (ISRS)
incrementan la concentracibn de este neurotransmisor en las sinapsis
serotonérgicas por lo que afectan a la transmisidén serotoninérgica a través de un
amplio rango de subtipos de receptores pre- y postsinapticos. La diferencia en la
potencia y la constante de disociacién de estos ligandos parece explicar los
efectos pro- o antiepilépticos resultantes relacionados con la dosis administrada
(Braitberg y Curry, 1995; Theodore, 2003). Ademas del eventual efecto debido
al incremento de 5-HT sinaptica, se ha atribuido que la modulacion de otros
neurotransmisores mediada por la 5-HT, sean en parte responsables de los
efectos observados de la administracién de ISRS (Bagdy et al., 2007). Incluso,
se ha atribuido que las acciones anticonvulsivantes de la fluoxetina, prototipo del
grupo de los ISRS, sean debidas a mecanismos de naturaleza no serotonérgica
(Vizi et al., 2013). En cuanto a los efectos de la reduccion de los niveles de 5-HT
en el desarrollo de epilepsia, los resultados que se han descrito hasta la fecha
son un tanto inconsistentes, observandose tanto efectos proconvulsivantes,
anticonvulsivantes como ausencia de efectos (Racine y Coscina 1979; Tagashira
et al., 1983; Bercovici et al., 2006).
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1.4.4 Dopamina (DA)

La DA es un neurotransmisor que interviene en el control de los centros de
recompensa y placer, en la regulacion del movimiento, en las respuestas
emocionales y en la regulacién neuroendocrina (Schultz, 2007). Estas diversas
funciones vienen reguladas por las distintas vias neuronales: via nigroestriatal,

tuberohipofisaria, mesolimbica y mesocortical (Fig. 3).

Hippocampus

Mesolimbocortical pathway:

ventral tegmental area (VTA) Mesostriatal pathway:
to nucleus accumbens, cortex substantia nigra to
(including the insula), striatum (caudate

and hippocampus and putamen)

Fig. 3. Vias dopaminérgicas centrales (tomado de Biological Psychology, Sinauer Associates, 62
ed.)

Diversos estudios farmacologicos indican que la DA puede modular la respuesta
epiléptica. La respuesta, convulsiva o anticonvulsiva parece estar ligada a los
diferentes tipos de receptores dopaminérgicos existentes. Asi, mediante el
empleo de ligandos especificos para las diferentes subclases de receptores
dopaminérgicos, se han observado efectos contradictorios (anticonvulsivante o
proconculsivante) dependiendo del tipo de receptor estimulado y en funcion del
modelo animal empleado (Schultz, 2007; Tripathi y Bozzi, 2015). Los estudios
realizados en ratones genéticamente modificados que carecen de subtipos de

receptores especificos de DA muestran el efecto contrario de los receptores D1
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y D2 en la regulacion de la actividad convulsiva. De los diferentes estudios
realizados hasta la fecha, se ha encontrado que la activacion de los receptores
D1 (receptores acoplados a la activacion de la adenilato ciclasa) generalmente
ejerce efectos pro-epileptogénicos, mientras que la estimulacion de los
receptores inhibitorios D2 (receptores acoplados a la inhibicion de la adenilato
ciclasa) parece presentar efectos anticonvulsivantes. Por tanto, se puede
concluir que el equilibrio fisiolégico de la actividad dopaminérgica “excitatoria” D1
e ‘“inhibitoria” D2 es importante para determinar la compleja respuesta
neuromoduladora frente a las convulsiones y también frente a la muerte neuronal
hipocampal (Starr, 1996; Bozzi et al., 2000; O’Sullivan et al., 2008; Tripathi y
Bozzi, 2015).

1.5 Tratamiento de la epilepsia

En general, cuando un paciente ha tenido dos o mas crisis no provocadas se
diagnostica epilepsia y se inicia un tratamiento farmacologico antiepiléptico
(Sander, 2003). Tal como se ha mencionado anteriormente, aproximadamente,
el 20% de los individuos con un diagndstico de epilepsia tienen crisis que no son
controladas adecuadamente con farmacos antiepilépticos. Algunos de estos
pacientes no responden porgue sus eventos paroxisticos no son epilépticos.
Otros siguen teniendo crisis debido a la prescripcion de un tratamiento
incorrecto, bien por un diagndstico equivocado del tipo de crisis o bien por la
desinformacion acerca de la terapia apropiada. Sin embargo, hay otros pacientes
que no alcanzan el control a causa del incumplimiento de sus regimenes de
tratamiento farmacolégico También existe un namero significativo de pacientes
con crisis no controladas médicamente y que no responden a los farmacos

antiepilépticos (Engel, 2001).

El tratamiento farmacoldgico actual de la epilepsia se basa en restablecer el
equilibrio de la actividad cerebral anormalmente alterada, con el objetivo de
reducir la frecuencia e intensidad de las crisis epilépticas. En este sentido, los
diferentes farmacos antiepilépticos son capaces de modular la actividad

neuronal, bien potenciando la actividad inhibitoria o frenando los mecanismos
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neuronales implicados en la excitabilidad neuronal. Asi, el tratamiento
farmacoldgico actual (esquematizado en la Fig. 4) se basa en: 1) potenciacion
de la inhibicion sindptica mediada por GABA, bien disminuyendo la degradacion
metabdlica del GABA por inhibicion de la enzima GABA-transaminasa (valproato
o vigabatrina), o activando el receptor GABAAa (barbituricos, benzodiacepinas,
felbamato, topiramato) o bloqueando la recaptacion de este neurotransmisor
(tiagabina) ; 2) inhibicibn de los canales de iones de Na* (carbamazepina,
valproato, lamotrigina, felbamato, topiramato); 3) reduccion o inhibicion del flujo
de Ca?* por blqueo de los canales : (valproato, etosuximida, trimetadiona,
zonisamida, gabapentina, pregabalina) y; 4) reduccion de la actividad
glutamatérgica (topiramato y felbamato) que presentan cierta capacidad de
reducir la actividad glutamatérgica, aunque en la actualidad no se han
conseguido farmacos anticonvulsivantes eficaces que actien exclusivamente

por este mecanismo (Duncan, 1991; White, 1999).

Propagated
action potential .
Phenytoin
Carbamazepine
Oxcarbazepine

/// ————————Eslicarbazepine acetate
Voltage-gated L":cngg:ﬁ'igg
Na* channel Zonisamide

\J
,Vesicular‘
/ release *\ @

‘Gabapentin | K* channe
Pregabalin

a,6-subunit of

Ca?* channel @ @ @
Also inhibits -

o °q
Benzodiazepines| © ° QaBA Z
Barbiturates . ® 5 R
o ! °
‘ . ) ) b () <
Postsynaptic GABA, AMPA KCNQ d—U
neuron receptor | receptor K* channel
Cr : Na*

Inhibitory synapse | Excitatory synapse

Not illustrated:

= Vigabatrin =+ GABA degradation

and drugs with multiple mechanisms:

= Valproate -t GABA turnover, + Na* channels, § NMDA receptors

= Topiramate - ¢ Na' channels, $ AMPA/kainate receptors, t GABA, receptors
= Felbamate - { Na' channels, t GABA, receptors, § NMDA receptors

Fig. 4. Mecanismo de accion de los farmacos antiepilépticos. (Singh y Brashier, 2014).
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1.6 Modelos experimentales de la epilepsia

Durante la dltima década se han hecho progresos sustanciales en el
conocimiento de las caracteristicas clinicas de las epilepsias y el descubrimiento
de los mecanismos basicos responsables de estos trastornos. Se han
identificado once genes de la epilepsia humana y otros muchos se estan
identificando actualmente gracias a los modelos animales de epilepsia (Jacobs
et al., 2009). Es por ello que el uso de modelos de crisis tanto in vitro como en
animales sigue siendo esencial en el descubrimiento y desarrollo de nuevos

farmacos antiepilépticos.

En 1938 Merritt y Putnam fueron los primeros en desarrollar con éxito, por
primera vez, un modelo de convulsiones en animales. Mediante convulsiones
inducidas eléctricamente en gatos, descubrieron las propiedades anti-
convulsivas de la fenitoina. En la actualidad existe una amplia variedad de
modelos experimentales de crisis epilépticas, SE y la diversidad de modelos
experimentales disponibles ofrece una oportunidad de descubrir y desarrollar
mejores farmacos antiepilépticos (Martin y Pozo, 2006). Por tanto, en los ultimos
afios ha habido un cambio en el enfoque de muchos laboratorios acerca de la
comprensién de los cambios biolégicos que siguen a la aparicion de
convulsiones recurrentes para la comprension de aquellos que los preceden. En
definitiva, una gran parte de la informacion sobre los mecanismos de
epileptogénesis proviene de los modelos animales (Jacobs et al., 2009). No
todos los modelos animales de convulsiones y/o epilepsia pueden ser utilizados
para todos los propésitos descritos anteriormente. Ademas, el objetivo del
experimento es esencial para la seleccion de un modelo animal adecuado (Fig.
5; Loscher, 2011).
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| Models of epilepsy or epileptic seizures I

ey T .
| Genetic animal models | Induction of seizures
@ D in normal animals
Animals with Animals with Electrically induced Chemically induced
spontaneous reflex seizures seizures seizures
recurrent seizures e ﬂ' B— —
@ [ Acute (induced) seizures |
i L -~ .
: ” e.g., MES, e.g., PTZ,
e.g., rats or mice with e.g., DBAI2 mice,
spike-wave GEPR, gerbils, it S
discharges (GAERS, photosensitive ¥
tottering or lethargic baboons | Chronic (induced) seizures ‘
mice), epileptic dogs,

transgenic mice J\_fL.
| e.g., electrical or chemical kindling |

Post-status epilepticus models with
spontaneous recurrent seizures

Electrical SE Chemical SE
induction (e.g., induction (pilocarpine,
perforanth path, BLA) kainate)

Fig. 5. Vision general de los modelos de epilepsia y convulsiones epilépticas. Hay que tener en
cuenta que existen numerosos modelos que no se muestran en esta figura, incluyendo modelos
de epilepsia crénica en la que las convulsiones recurrentes espontaneas se desarrollan después
de una lesién traumatica cerebral, dafio cerebral isquémico, o convulsiones febriles (Tomado de
Léscher, 2011).

1.6.1 Modelos Genéticos

La capacidad para manipular el genoma de los animales ha llevado a la
identificacion de una diversidad de genes cuya ausencia o modificacion puede
causar crisis epilépticas. Alternativamente, las estrategias de transfeccion o
técnicas de transgénesis se pueden utilizar para identificar selectivamente genes
gue codifican canales idnicos voltaje dependientes y canales i6nicos activados
por ligando. Esta manipulacion sugiere que estos genes especificos pueden
desempeiiar un papel importante en la regulacion de la excitabilidad y facilitar la
evaluacion de la funcion del circuito durante las convulsiones (Martin y Pozo,
2006). Una vez que se determina el papel potencial de una proteina en un
mecanismo epileptogénico, la expresion del gen que codifica para dicha proteina

se puede manipular y se pueden evaluar los efectos sobre la epilepsia. En la
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transgénesis los niveles de expresion de un gen se manipulan mediante la
construccion de animales transgénicos con sobreexpresion de ciertas especies
de ARNm o delecciones de genes especificos que dan lugar a un fenotipo
epiléptico (Serikawa et al., 2015). Otras técnicas incluyen la transfeccién usando
la manipulacién oligonucleétido antisentido de los niveles de ARNm o varios
vectores de expresion (Janson et al., 2001). Estos avances en genética
molecular estan contribuyendo a comprender los mecanismos subyacentes de
control genético de la excitabilidad neuronal y sefialar los posibles genes de
formas genéticas subyacentes de epilepsia humana. Estas técnicas también
proporcionan un valioso modelo para dilucidar como el genotipo puede dar lugar
a diferentes fenotipos de epilepsia humana (Martin y Pozo, 2006).

A. Phenotype to gene(s)

Gene mutation(s)

Spontaneou§ Identification of causative gene(s)
@ or mutagen-induced *Candidate gene approach
: *Positional cloning
Epileptic Selective
=) - St ‘ inbreeding — )

*Monogenic
Particular genetic background Establishment of *Oligogenic
*Polygenic

Epileptic rat strains

B. Gene to phenotype

9 Gene mutation

identified in patients
V Screening of Recovery of

N
- gene mutation ‘ g/(b(j;_ - rats with ‘ Rat orthologous gene
N

in ENU-mutant mutation

{:L?{TA’:V;NAS) St
praserved Serial backcrossing to inbred rats
KURMA- =)

rem n ion
sperm to remove unknown mutations

*Nonsense mutation .

*Missense mutation P Est.abl|§hment °f_

«Other mutations Gene modifying enzymes g Oy e Q Delivery of => Epileptic rat strains
(ZFN, TALEN, CRISPR/Cas) \j_,/ gene-modified rats

Microinjection

Fig. 6. Dos rutas utlizadas para desarrollar cepas de ratas epilépticas. KURMA
(KyotoUniversityRatMutant Archive); ICSI (intracytoplasmicsperminjection); las flechas negras
muestran el proceso utilizado en el desarrollo de ratas epilépticas; las flechas blancas muestran

el proceso que se utilizara en un futuro préximo (Tomado de Serikawa et al., 2015).
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Cepas de ratas epilépticas obtenidas genéticamente:

A) Establecidos por seleccién combinada:

Cepa Modelos/ tipos de convulsiones
GAERS/Mave Ausencia
WAG/Rij Ausencia
WER Ausencia Tonico-clonica
IER/Ihr Tbnico-clonica
NER/Kyo Tbnico-clonica
SER/Kyo Ausencia Tonica
Tonico-clonica
TRM/Kyo Ausencia
GEPR-3, GEPR-9 Audiogénica

B) Generados por mutagénesis quimica:

e Phenotype-driven (promovidos por el fenotipo):

GRY/Idr Ataxia episodica tipo 2

(ADMS rat)

F344-Adms/Kyo , L
Ataxia episddica tipo 1

e Gene-driven (promovidos por el genotipo):

F344-Lai1m1kyo Epilepsia temporal lateral
-Lgi e .
autosomica dominante

F344-Scnlamikyo (Hissrat)
Convulsién febril

1.6.2 Modelos in Vitro

Las técnicas electrofisiologicas in vitro se utilizan comunmente para elucidar el
mecanismo de accibn de compuestos anticonvulsivos. Las técnicas
electrofisiolégicas mas populares y ampliamente empleadas son los ensayos

patch-clamp en rodajas de hipocampo y en neuronas individuales. La evidencia
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mas directa que se obtiene de la electrofisiologia del patch-clamp sugiere un
mecanismo especifico a nivel del receptor o canal iénico. Aunque consuma
mucho tiempo y requiera un trabajo intensivo, la electrofisiologia puede
proporcionar informacién muy valiosa sobre la capacidad de un farmaco para
modificar un canal i6nico o un receptor (Reddy y Kuruba, 2013). Asi, estas
técnicas electrofisiolégicas han estudiado los efectos que este nivel presenta el
convulsivante 4-aminopiridina (4-AP), uno de los agentes utilizados en la
presente Tesis Doctoral. La 4-AP actia como un bloqueante de corrientes de K*,
principalmente de las corrientes transitorias hacia afuera, y actia sobre las
neuronas presinapticas que conducen a la liberacibn de neurotransmisores.
Aungue la 4-AP actia de manera inespecifica, afectando tanto a la liberacion de
neurotransmisores inhibitorios como excitatorios, sus acciones convulsivantes
estan asociadas a la liberacion de glutamato a la hendidura sinaptica. Cuando
se aplica o se inyecta en bajas concentraciones, la 4-AP evoca facilmente una
actividad epileptiforme en modelos in vivo e in vitro. A diferencia de otros
farmacos convulsivos que actuan principalmente por la disminucion de la eficacia
de la inhibicion mediada por GABA, las descargas epileptiformes inducidas por
4-AP se producen a pesar de la presencia de la inhibicion sinaptica normal o
incluso favorecida. Por tanto, se piensa que la 4-AP es una herramienta
adecuada para investigar los mecanismos fisiopatolégicos que intervienen en la
generacion de actividad epileptiforme en condiciones en las que se conserva la
inhibicién sinaptica (Rutecki et al., 1987; Reddy y Kuruba, 2013).

1.6.3 Lesiones Focales

El modelo de lesién por congelacién transcortical es un modelo de microgiria
cerebrocortical de rata que resulta apropiado para el estudio de los mecanismos
que contribuyen a la epileptogénesis asociada a la polimicrogiria humana, una
malformacion del desarrollo cortical en el que las circonvoluciones son
anormalmente pequefias. Los principales resultados de los experimentos de
Jacobs et al. (1999) en la puesta a punto de este modelo animal apuntan a la

existencia de circuitos neuronales epileptogénicos aberrantes en el area
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adyacente al microgyrius. EI aumento de la retroalimentacion excitatoria en
elementos corticales especificos podria ser uno de los mecanismos involucrados
en la epileptogénesis en este modelo de malformacién cortical (Jacobs et al.,
1999). La participacion de los receptores NDMA en la actividad epileptiforme
inducida por este tipo de lesion (y enventualmente en esta malformacion
congénita) queda evidenciada porque ésta queda inhibida de manera reversible
y selectiva por la administracion de antagonistas NMDA (Jacobs et al., 1999).

1.6.4 Modelos de Kindling

El fendmeno de kindling o “encendido” descubierto originalmente por Goddard
(Goddard et al., 1967), se define como el incremento gradual de la actividad
convulsiva (pudiéndose alcanzar generacion de convulsiones espontaneas
propias de un estado epilético) en respuesta a un estimulo inicialmente
subconvulsivo cuando éste es aplicado de manera repetida o intermitente. El
umbral de convulsién se reduce en el transcurso del kindling (Racine, 1972a;
Racine, 1972b; Racine, 1975). Una vez que las crisis se han generalizado, las
alteraciones producidas suelen persistir durante meses o afios (Goddard et al.,
1967). Actualmente, el kindling inducido bien por estimulacion eléctrica o quimica

es uno de los modelos de epileptogenesis y de ELT mas usados (Dhir, 2012).

Kindling eléctrico

En este caso, el fendmeno de kindling se produce tras la repeticion de estimulos
eléctricos, en un area especifica del cerebro, normalmente mediante la insercion
de electrodos en el hipocampo, amigdala y corteza entorrinal, evocando una
susceptibilidad progresiva e incrementada a las crisis (Kandratavicius et al.,
2014). Se produce una alteracion en las propiedades de la excitabilidad neuronal
de las células localizadas en estas areas, provocando una hiperexcitabilidad
capaz de generar crisis epilépticas, primero inmediatamente tras la estimulacion
y mas tarde (una vez instaurado el fenémeno de kindling) de forma espontanea.

La instauracion del kindling es gradual, tiene lugar a través del mecanismo de la
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potenciacion a largo plazo (LTP) y de procesos de plasticidad neuronal. Asi, se
ha observado como en este modelo también se produce un incremento de la
neurogénesis a nivel del giro dentado (Auvergne et al., 2002) de forma que se
producen nuevas neuronas con caracteristicas electrofisiologicas diferentes de
las habituales, lo que podria estar en relacion con la formacién de circuitos
hiperexcitables y el mantenimiento de la actividad epiléptica (Ribak et al., 2000)
Desde su descubrimiento por Goddard en 1967, el fenomeno kindling se ha
utilizado ampliamente como un modelo animal crénico de ELT. Con alguna
excepcion, el kindling es ampliamente aceptado como modelo de epilepsia
funcional en el que la respuesta neuronal alterada se desarrolla en ausencia de
dafio morfolégico, como el que se observa en muchos otros modelos de
epilepsia. Ademas de su aplicacion en la investigacion de los mecanismos de la
epilepsia, el kindling se ha utilizado para la evaluacion preclinica de farmacos

antiepilépticos (Cavazos et al., 1994).

En el kindling eléctrico se expresa la respuesta inicial convulsiva focal,
principalmente la descarga epileptiforme activa en el sitio estimulado. La Unica
respuesta comportamental durante las primeras etapas del kindling es una
respuesta de “congelacion” durante la descarga ictal provocada (Morimoto et al.,
2004). Con la activacion repetida, la respuesta se generaliza hasta el punto de
producir convulsiones clénicas bilaterales, conocidas como estado 5 de
convulsion (Racine, 1972b). El kindling eléctrico es el tipo de kindling mas
frecuente. Para el desarrollo de este tipo de kindling es necesario la implantacién
de un electrodo bipolar en la estructura donde queramos estimular y registrar la
postdescarga. El estimulo aplicado es variable, aunque lo mas comun es un tren
de estimulos de entre 1 y 2 s de duracion, de pulsos bipolares de 1ms y una
frecuencia entre 50 y 100 Hz (Sutula y Ockuly, 2006).

Las ventajas del modelo de kindling para la investigacion de epilepsia son claras:
es posible una activacion focal precisa en areas cerebrales determinadas; el
desarrollo de epileptogénesis cronica se observa de forma fiable; el patron de
propagacion y generalizacion de las convulsiones se controla facilmente; y los
periodos interictales, ictales y postictales son facilmente manipulables. Sin

embargo, también presenta algunas desventajas. Los experimentos de kindling
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pueden ser relativamente largos y requieren un trabajo intenso, dado que los
electrodos se implantan en el cerebro y se requieren estimulos espaciados en el
tiempo. Ademas, las convulsiones espontaneas no se desarrollan a menos que
se aplique un gran namero de estimulaciones. Es por ello que si el objetivo es
producir convulsiones espontaneas es preferible utilizar el modelo de SE
(Morimoto et al., 2004). Las diferencias entre el modelo e kindling y el de SE para
la generacion de la epileptogenesis se muestranen la Fig. 7.
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Fig. 7. Desarrollo de epiletogénesis y aparicidn de crisis espontaneas en el modelo de kindling y
en los modelos de SE. Las flechas indican la aplicacion del estimulo. Se puede observar que en
los modelos de SE, a diferencia del modelo de kindling, existe un periodo silente de duracion
variable, después de la generacion del SE en el que no se observan crisis. Una vez alcanzado
el estado de kindling o bien después del periodo silente que tiene lugar en los modelos de SE,

tiene lugar la aparicién de crisis espontaneas (Tomado de Morimoto et al., 2004).

Kindling guimico

A diferencia del kindling eléctrico, el kindling quimico consiste en la
administracion repetida de agentes farmacoldgicos que en una unica dosis son
usualmente subconvulsivas pero que administrados de forma repetida y a largo

plazo producen un efecto similar al kindling eléctrico, aumentando la sensibilidad
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a la misma pudiendo finalmente desencadenar crisis espontaneas (Diehl et al.,
1984; Gilbert y Gooodman 2006; Sutula y Ockuly, 2006).

A los animales se les evalla la respuesta comportamental y la actividad
convulsiva. Sin embargo, durante el kindling quimico, los animales no siguen el
mismo patrén comportamental que con el kindling eléctrico. Por ello, debemos
utilizar escalas comportamentales especificas para cada farmaco. La tasa de
animales que desarrollan kindling varia en funcién del quimico usado, la dosis,
la duracién del tratamiento y el intervalo entre estimulos (Gilbert y Goodman,
2006). Entre los agentes usados se encuentra el antagonista GABAérgico
pentiléntetrazol (Bascufiana et al., 2016).

1.6.5 Modelos de Status Epilepticus (SE)

Existen compuestos quimicos que se utilizan comdnmente para inducir SE en
roedores. Entre los agentes que se utilizan para generar un SE se encuentran el
acido kainico, la pilocarpina (junto con su variante litio-pilocarpina que consiste
en la administracion previa de cloruro de litio) y di-isopropil-fluoro-fosfato. Si bien
cada uno de estos compuestos presenta caracteristicas propias, se han venido
utiizando para caracterizar la fisiopatologia de la epilepsia y evaluar
intervenciones terapéuticas. Estos compuestos quimicos al actuar potenciando
la neurotransmision glutamatérgica excitatoria o inhibir la GABAérgica son
capaces de inducir convulsiones e incluso llegar a generar un SE. También el
desencanamiento de convulsiones puede lograrse por hiperactivacion de la
transmision colinérgica, bien por estimulacion directa de los receptores
muscarinicos centrales (pilocarpina) o de forma indirecta por inhibicién
irreversible de la acetilcolinesterasa (di-isopropil-fluoro-fosfato), enzima

encargada de la degradacion de la acetilcolina (Reddy y Kuruba, 2013).
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Acido Kainico

Los receptores de kainato son receptores ionotropicos de glutamato tetrameéricos
compuestos por la combinacion de cinco subunidades, GluK1-GluK5. Estos
receptores estan estructuralmente relacionados con los receptores AMPA al
presentar una mayor permeabilidad al Na® y dar lugar a potenciales
postsinpticos excitatorios rapidos, en contraste con los receptores NMDA que
presenta una mayor permeabilidad al Ca?* y genera potenciales excitatorios
lentos. Aunque el acido kainico es una potente neurotoxina conocida por inducir
convulsiones agudas a través de la activacion de receptores de kainato, el papel
real de estos receptores en la fase cronica clinicamente relevante de la ELT ha
sido dificil de determinar (Crépel y Mulle, 2015).

Este modelo tiene 3 etapas principales: el SE, el periodo latente y el desarrollo
de crisis epilépticas espontaneas. Esta Ultima etapa es normalmente permanente
(Dudek et al., 2006). La administracion intracerebroventricular (del orden de
0.01pg-1pg) o sistémica (8-12 mg/kg, sc o i.p) de acido kainico en ratas, deriva
de las descargas epileptiformes originarias de estructuras limbicas y propagadas
a otras areas del cerebro (Dudek et al., 2002). El acido kainico provoca grandes
dafos en las numerosas regiones cerebrales, tales como hipocampo
(especialmente CAl), amigdala, corteza piriforme, corteza entorrinal, septum y
talamo medial. En caso de que el animal sobreviva al SE y haya pasado el
periodo siliente, tiene lugar la aparicién de convulsiones espontaneas intensas y
persistentes asociadas al dafio neuronal, similar al encontrado en el tejido
epileptégenico humano. El modelo de epilepsia por kainato es facil de reproducir

y no requiere equipos sofisticados (Reddy y Kuruba, 2013).

Pilocarpina

El modelo de SE por pilocarpina es un modelo animal bien establecido y
comparte muchas de las caracteristicas del ELT humano (Loscher y Schmidt,
1988; Martin y Pozo, 2006). En 1983, Turski describid que la pilocarpina,
agonista colinérgico muscarinico, tanto administrado mediante inyeccion intra-
amigdala, intrahipocampal o intraperitoneal inducia convulsiones limbicas
(Turski et al., 1983; Turski et al., 1984; Turski et al., 1986). Con respecto a la
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administracion sistémica de pilocarpina, dosis de 400 mg/kg en rata y de 300-
350 mg/kg en ratén inducen en cuestibn de minutos una clara respuesta
convulsiva. Asi, se observan una secuencia de alteraciones conductuales, como
mirada fija, automatismos gustativos limbicos y convulsiones motoras limbicas
que desarrollaban progresivamente SE en el sistema limbico y que duraban
varias horas. Los cambios inducidos por la pilocarpina en la actividad cerebral
aparecen por primera vez en el hipocampo, seguido de la amigdala y la corteza
cerebral. Sin embargo, mas tarde se demostré que las alteraciones iniciales se
producian en el cerebro anterior ventral. Esto puede explicar la ausencia de
movimientos de cabeza y sacudidas de perro mojado (“wet dog shakes”) al
comienzo del SE inducido por pilocarpina. Dentro de las 24 h de la inyeccion de
pilocarpina, las convulsiones desaparecen y la actividad cerebral regresa a la
normalidad (Turski et al., 1983; Clifford et al., 1987). El pretratamiento con
escopolamina y diacepam son capaces de prevenir las convulsiones inducidas
por pilocarpina (Turski et al., 1984). Este modelo permite estudiar la generacion
y propagacion de la actividad convulsiva en el hipocampo y la amigdala. El inicio
de las convulsiones se debe a la activacién del sistema colinérgico porque el
pretratamiento con atropina o escopolamina, antagonistas muscarinicos con
potente accion central, previenen la aparicion de convulsiones. Aungue el inicio
del SE sea debido a una hiperactivacion colinérgica, en cambio la continuidad
de la actividad convulsiva, parece probablemente causada por un mecanismo de
activacion glutamatérgica e inhibicion GABAérgica (Reddy y Kuruba, 2013), de
manera que la administracion de diacepam o barbitiricos (fenobarbital o
pentobarbital) son capaces de prevenir y finalizar la actividad convulsiva. Por
otra parte, la pérdida neuronal y la actividad convulsiva espontanea posterior son
fendbmenos secundarios ligados a la liberacion de glutamato y su actividad
excitotoxica (Clifford et al., 1987).

La inyeccion de dosis elevadas de pilocarpina aumenta la actividad cerebral y
provoca convulsiones y SE. La pilocarpina induce SE y causa dafio neuronal
maximo tras 24-72 h (Reddy y Kuruba, 2013). La pilocarpina induce dafos
importantes en las siguientes regiones del cerebro: hipocampo, amigdala,
corteza cerebral incluyendo la piriforme y la entorrinal, septum, talamo medial y

sustancia negra (Turski et al., 1983; Honchar et al., 1983; Turski et al., 1984;
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Turski et al., 1986). El extenso dafio cerebral se caracteriza por la presencia de
cuerpos neuronales disminuidos con neuropilos edematosos (denso entramado
de terminaciones axoénicas, dendritas y prolongaciones de células de la
neuroglia, que se encuentra en la materia gris del cerebro y la médula espinal)
presentes en el bulbo olfatorio anterior, corteza piriforme y corteza entorrinal. La
amigdala y el hipocampo son muy sensibles al dafio generado por el SE por
administracion de pilocarpina. La mayor parte del dafio encontrado en el
hipocampo dorsal tiene lugar en las areas CA3, CAl y en la zona del hilus/giro
dentado, siendo la pérdida de interneuronas hilares es una marca distintiva en el
modelo de SE por pilocarpina (Mello y Covolan, 1996; Covolan y Mello, 2000;
Covolan et al.,, 2000). La pérdida de células neocorticales se produce
principalmente en la capa 2 y 3, con alguna pérdida de células en la capa 5
(Reddy y Kuruba, 2013). El pars reticulata de la sustancia negra aparece dafiado
extensamente en este modelo (Clifford et al., 1987). El SE inducido por
pilocarpina conduce mas tarde al desarrollo de convulsiones limbicas
espontaneas y a la aparicion de fibras musgosas en el giro dentado,
caracteristicas de la esclerosis del hipocampo (Reddy y Kuruba, 2013).

El modelo es sencillo de reproducir y requiere un equipo poco sofisticado. El SE
inducido por pilocarpina es similar a SE inducido por kainato, sin embargo, estos
modelos difieren en el sitio de cambios de la actividad cerebral inicial (Reddy y
Kuruba, 2013). Las areas afectadas por la pilocarpina y el patron de dafio
neuronal son similares a las afectadas por el modelo de acido kainico, sin
embargo, la pilocarpina provoca mayor dafio neocortical (Buckmaster et al.,
2002; André et al., 2007). Al igual que en el modelo de &cido kainico, el SE
inducido por pilocarpina conduce al desarrollo de convulsiones espontaneas
motoras limbicas y a la aparicion de fibras musgosas en el giro dentado (Mello
et al., 1993). La reorganizacion sinaptica del hipocampo y el surgimiento de fibras
musgosas constituyen una caracteristica comun de los tejidos epileptégenos
humanos (Sutula et al., 1989; Houser et al., 1990; Babb et al., 1991). El modelo
de pilocarpina se suele utilizar para examinar la relacion entre reorganizaciéon
sinaptica de las fibras musgosas y la actividad convulsiva espontanea (Mello et
al., 1993; Buckmaster y Haney, 2012).
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Litio-Pilocarpina

El pretratamiento de ratas con cloruro de litio 3 mEqg/kg (127 mg/kg, i.p.) 16-24
horas antes de la administracion de pilocarpina, permite reducir la dosis de ésta
altima a 30 mg/kg. Esta reduccion en la dosis de pilocarpina se traduce en una
menor mortalidad y un mayor porcentaje de animales que presentan SE (Clifford
et al., 1987). El resto de caracteristicas son similares al SE inducido con altas
dosis de pilocarpina (Reddy y Kuruba, 2013), por lo que ambos modelos se

consideran similares.

En definitiva, se puede concluir que los diferentes modelos animales han
proporcionado datos muy valiosos para especificar los mecanismos
fisiopatoldgicos de las diversas formas de epilepsia. Sin embargo, se plantea la
cuestion sobre cuél de estos resultados experimentales son relevantes para el
cerebro epiléptico humano. Por otra parte, el desarrollo de la cirugia hace posible
estudiar directamente las propiedades funcionales del tejido cerebral humano in
vitro y analizar los mecanismos subyacentes de las convulsiones y de la
epileptogénesis. Los estudios sobre el tejido humano son necesarios para validar
los datos obtenidos en modelos animales. Ademas, estos estudios permiten el
desarrollo de farmacos antiepilépticos con nuevos mecanismos de accion y que
podrian ser eficaces en el tratamiento de las epilepsias resistentes a farmacos
(Laschet et al., 2008).

1.7 La tomografia por emision de positrones en la epilepsia

1.7.1 Técnica de la tomografia por emision de positrones

La tomografia por emisién de positrones es una técnica de imagen molecular in
vivo (PET, del inglés, positron emission tomography). La PET es una técnica
minimamente invasiva que produce imagenes de alta resolucion de la funcion
fisiol6égica. Para ello, esta técnica recurre a la administraciéon de ligandos o

farmacos marcados con is6topos emisores de positrones. Estos radiotrazadores
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se administran normalmente via intravenosa para a continuacion distribuirse en
los distintos compartimentos del organismo. Debido a su naturaleza radiactiva,
la captacion tisular de estos trazadores puede ser localizada y cuantificada. Por
ello, la PET permite estudiar, visualizar y cuantificar mdultiples procesos
bioquimicos y fisiolégicos: determinaciones de perfusion de la sangre, transporte
de aminoacidos y de procesos metabdlicos, asi como la cuantificacién de la
densidad de receptores, cinética de unién receptor-ligando o enzima-sustrato.
Los radionuclidos emisores de positrones no estan presentes en la Naturaleza,
debido a su periodo de semidesintegracion es ultra-corto, por lo que para su
obtencién se requiere un acelerador de particulas o ciclotron. En su proceso de
estabilizacion o decaimiento (“decay”), el nucleo emite un positrén (Turkington,
2001). El positron emitido viaja una distancia corta (rango de milimetros),
combinandose con un electron del medio formandose un positronio. Este sistema
altamente inestable decae transformandose la masa de ambas particulas
(electron y positrén) en energia en forma de 2 fotones gamma de muy alta
energia (proceso de aniquilacion), cada uno con una energia de 511 keV que
son emitidos simultdneamente en direcciones opuestas (antiparalelos), pudiendo

salir del organismo y ser detectados en el exterior (Verel et al., 2005).

Los radionucleidos emisores de positrones son isotopos de elementos comunes
en el organismo, por lo que son apropiados para realizar estudios in vivo.
Ademas, su reducido periodo de semidesintegracion (Tabla 1) hace posible, la
realizacion de multiples estudios en el mismo sujeto. De los diferentes
radionuclidos, el ¥F es el mas utilizado por su relativa alta semivida, lo que
permite la distribucién (y utilizacién) de los radiofarmacos fluorados a sitios
relativamente alejados de la radiofarmacia. El resto, debido a su semivida

extremadamente corta estan obligados al empleo del trazador “on site”.
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. s Energia de
. - Semivida Emision .
Radioisotopo (min) (decay) positrones
Y (rango -MeV-)
150 2,03 B* 5-21
BN 9,97 B* 10-24
c 20,4 B* 6-25
18F 109,8 B* 3-20

Tabla 1. Radiois6topos emisores de positrones mas utilizados en PET.

En definitiva, el fundamento de la PET consiste en marcar con un radiois6topo
emisor de positrones una molécula (trazador), cuyo comportamiento se desea
sequir o “trazar”. De este modo, en funcion del radiotrazador utilizado, es posible
estudiar distintos procesos bioldgicos. Por ejemplo, el isétopo °O se emplea en
combinacién con H20 como trazador para estudiar la perfusion cerebral, o el 11C
con flumazenilo para examinar los receptores cerebrales GABA. En los estudios
presentes en esta Tesis Doctoral se empled el analogo de glucosa marcado con
18F, [*8F]fluorodesoxiglucosa ([*8F]JFDG) cuya cuantificacion permite evaluar la
actividad metabdlica cerebral dependiente de la glucosa.

1.7.2 Eltomégrafo PET

El sistema detector se basa en las caracteristicas del proceso de aniquilacion, la
deteccion de dos fotones simultdneos de 511 KeV emitidos sentidos opuestos
(180°). La disposiciéon de los detectores (Fig.8) permite la deteccion de los dos
fotones producidos en la aniquilacion. Los detectores estdn conectados a un
sistema de coincidencia que determina aquellas detecciones que se producen
simultdneamente y que presumiblemente procedes de un mismo suceso de

aniquilaciéon (“colimacion electrénica”).
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Fig. 8. Esquema de deteccion de los fotones gamma antiparalelos generados en el proceso de

aniquiacion electron-positrén (Verel et al., 2005)

Todos los pares de fotones con energias que caen dentro de la ventana de
energia de adquisicion PET (tipicamente 350 a 650 keV) y que se detectan en
las coincidencias dentro de un periodo de tiempo determinado (ventana de
tiempo coincidencia, aproximadamente 15,5 ns) se llaman coincidencias y se le
asocian a una linea de respuesta “LOR” (del inglés, line of response) a lo largo

de la cual la aniquilacion tiene lugar.

Las LOR se agrupan para obtener los planos de la imagen. En el proceso de
reconstruccion tomogréafica de las imagenes se utilizan procesos iterativos-
estadisticos. Entre los algoritmos de reconstruccion PET mas utilizados se
encuentran el MLEM (“maximum likelihood expectation maximization”) y OSEM

(“ordered-subsets expectation maximization”).

A partir de las imagenes tomograficas obtenidas es posible realizar medidas
cuantitativas de concentracion del radiofarmaco en el interior del organismo. La
precision de la cuantificacidon depende de diversos factores entre los que se
encuentran: caracteristicas técnicas de la camara PET, tales como numero de
anillos detectores, composicion de los cristales detectores, resolucion del
sistema, capacidad de discriminar la profundidad de interaccion (“depth of
interaction”), tiempo de vuelo de los fotones (“time of flight”) PET, asi como la
existencia de coincidencias accidentales y de la dispersion, la atenuacion de los

fotones y el tiempo muerto.

La tasa bruta de coincidencias, ademas de verdaderas coincidencias puede

incluir otras coincidencias provenientes bien de fendémenos de dispersion
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(“scatter”), o de coincidencias accidentales debidas al azar (‘random”) y
coincidencias verdaderas espurias (cuando un foton de aniquilacion se registra
junto con un foton gamma emitido del mismo evento decadencia y con una
energia que cae dentro de la ventana de energia adquisicion PET). La existencia
de coincidencias de dispersidon y coincidencias accidentales no son
representativas de la ubicacion de la aniquilacién y degradan la calidad de
imagen. Adema4s, una proporcion importante de los fotones de aniquilacion no
sera detectada como resultado de la atenuacion y el tiempo muerto. La
atenuacion es la pérdida de verdaderas coincidencias a través de procesos de
absorcién Compton y dentro del tejido, causando que uno o ambos de los fotones
de aniquilacién queden fuera de la ventana de energia de adquisicion PET o de
la ventana del tiempo de coincidencia. Las pérdidas de tiempo muerto son el
resultado de la incapacidad del sistema para procesar un numero muy alto de

fotones al mismo tiempo.

Las pérdidas de tiempo muerto pueden minimizarse mediante el uso de un
sistema con muchos detectores independientes, cristales de centelleo rapido, y
mediante mejoras en la electrénica con el fin de permitir un procesamiento
rapido. Para llegar a una imagen cuantitativa, los datos de PET en bruto deben
ser corregidos por los efectos perturbadores citados (Verel et al., 2005).
Finalmente, detecciones multiples pueden ocurrir cuando tres o mas fotones son
detectados simultdneamente. Con el fin de evitar ambigledad en la localizacion
del evento, estas detecciones multiples son descartadas por el sistema.
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Fig. 9. (A) Coincidencia verdadera. Dos fotones de aniquilacion, emitidos por un mismo evento
de aniquilacién, viajan en direcciones opuestas y sin interaccion con el organismo y son
detectados por detectores opuestos. (B) Coincidencia scatter. Un fotén de aniquilacién viaja sin
interaccién y otro de los fotones de aniquilacion es desviado a causa de la dispersion en el
organismo. (C) Coincidencias espurias verdaderas. Un fotbn gamma se detecta de forma
simultanea con la aniquilacion de fotones (u otro fotobn gamma), ambos emitidos por un mismo
evento de decadencia. (D) Coincidencia random. Dos fotones de aniquilacion (emitidos por 2
eventos de desintegracién separados se detectan por casualidad dentro de la ventana del tiempo
de coincidencia. (E) Atenuacién. Uno (o ambos) fotones de aniquilacién no se detectan como
resultado de la dispersion o absorcion en el organismo. En las coincidencias scatter, espurias y
randoms la LOR estimada por el sistema no es representativa de la ubicacion aniquilacion (B-D).
Cuando tres o més fotones son detectados en la misma ventana temporal, son rechazados por

la electrénica de coincidencia de PET (Tomado de Verel et al., 2005).

Un componente clave de un sistema de PET es la deteccién de los rayos gamma
coincidentes asociados con el decaimiento del positron. (Lewellen, 2010). Los
detectores son la parte mas importante y mas cara del sistema, ya que son los
responsables de la localizacién y cuantificacion de los eventos generados. Un
sistema detector consta de cristales inorganicos de centelleo, que absorben los

fotones de 511 KeV y los convierte en pulsos de luz. Estos cristales estan
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acoplados a fotodetectores muy sensibles, acoplados a su vez en
fotomultiplicadores, y ensamblados en modulos. Los mdédulos son colocados
formando un anillo que rodean al sujeto (Turkington y Coleman, 2002; Levin,
2005). El radiotrazador emisor de positrones se introduce en el organismo del
sujeto en cantidades traza. Habitualmente, después de un periodo apropiado
(“tiempo de incorporacion”), el sujeto se coloca en la cAmara PET. Los fotones
gue son absorbidos por los detectores crean pulsos de luz de centelleo. Los
pulsos de luz se convierten en sefales electronicas en los fotomultiplicadores
acoplados a la matriz de cristal. Basicamente, cuando los fotones del visible
inciden con el fotocatodo de un fotomultiplicador, éste convierte la energia de la
luz incidente en electrones emitidos al vacio, los cuales son enfocados hacia los
dinodos, donde son multiplicados en un proceso de emision secundaria. Al final,
la sefial de salida amplificada se obtiene en el anodo. Se utiliza una media
ponderada de las alturas de pulso para identificar qué elemento de cristal fue
alcanzado. La altura total del pulso de centelleo creado para ese evento
representa la energia del fotdbn absorbido. Esta energia se compara con un
ajuste de la ventana de energia fotopico predeterminado para que el cristal
identificado. Si la altura total del pulso evento esta dentro de la ventana, entonces
el evento es aceptado, y la ubicacién de ese cristal dentro del modulo, se registra
la localizacion del médulo dentro del sistema, y un sello de tiempo para ese
evento. Por supuesto, los fotones que se absorben en el cuerpo o no se dirigen
a los detectores no contribuyen al conjunto de datos (Levin, 2005). Para su
posterior procesamiento, las coincidencias se almacenan en un sinograma, que

es una representacion grafica que permite guardar las LOR entre los detectores.

1.7.3 Cuantificacion de las imagenes PET

A partir de las imagenes tomograficas se pueden llevar a cabo medidas de la
concentracion de un radiofarmaco en el interior de los diferentes 6rganos. La
PET es una técnica muy sensible que permite determinar in vivo concentraciones
inferiores a 1 picomolar en los tejidos. Esto es posible por la elevada actividad
especifica (del orden de varios Ci/nmol) con la que es posible sintetizar los

radiotrazadores y la creciente sensibilidad de los sistemas de deteccion. Existen
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varios factores que afectan a la cuantificacion. Tal como se ha mencionado en
el apartdo anterior, los principales factores que determinan una correcta
cuantificacion son la atenuacién de los fotones gamma, la existencia de
coincidencias accidentales y de la dispersion, el tiempo muerto y la resolucion y
sensibilidad del equipo PET. En contraste con la clinica, cuando se adquieren
imagenes de animales pequefios, es cuestionable si la atenuacion y las
coincidencias dispersas necesitan ser corregidas, ya que la cantidad de tejido
gue atraviesa la radiacibn gamma es muy pequefia. En caso de llevarse a cabo
tales correcciones, los algoritmos de correccion de atenuacion y scatter se basan
en la disponibilidad de informacién estructural, la cual puede ser obtenida por el
escaner TAC usualmente presente en los equipos PET actuales (Chow et al.,
2005; Vanhove et al., 2009).

La resoluciéon espacial afecta a la cuantificacion significativamente debido al
efecto de volumen parcial. El efecto de volumen parcial introduce un error en la
estimacion de la concentracién del radiotrazador y se debe a la limitada
resolucién de los equipos de PET. Consiste en la pérdida de actividad aparente
en regiones pequefias (del orden de la resolucién del sistema). Depende del
tamafo y de la forma de objeto a escanear (Hoffman et al.,, 1979) y de la
concentracion relativa de radiotrazador en la estructura con respecto a la de los
alrededores (apareciendo mas frecuentemente cuando alrededor de la regién la
actividad es nula). A su vez, la pérdida de la actividad de la region afectada por
el efecto de volumen parcial, implica un incremento de la actividad en las
regiones adyacentes a la misma (fendmeno de “spillover”). Aunque existen
métodos para la correccion del efecto de volumen parcial, este efectol se
minimiza si el tamafio del objeto es relativamente grande en comparacion con la

resolucion espacial del sistema o si se incrementa la resolucion del mismo.

Existe otro efecto que influye en la calidad de la imagen. La deteccién de
coincidencias aleatorias, incrementa el ruido de fondo de la imagen. La deteccion
y substraccion de las coincidencias aleatorias de los datos adquiridos se llevan
a cabo mediante software (Brasse et al., 2005). Por todo ello, llevar a cabo la

cuantificacion de imagenes PET requiere reconstruir las imagenes teniendo en
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cuenta las correcciones por atenuacion, scatter, random, decay, tiempo muerto

y por efecto de volumen parcial si se encuentran disponibles.

La cuantificacion de la captacion tisular del radiotrazador puede llevarse a cabo
mediante determinaciones absolutas o relativas, normalizando dicha
acumulacion en funcién de la dosis inyectada, peso del sujeto o volumen de la
region analizada o en funcion de la captacion por una region de referencia. En
los estudios [®F]FDG-PET, el valor de captaciéon estandarizado (SUV;
standardized uptake value) es el parametro mas en utilizado actualmente
(Byrnes et al., 2014; Deleye et al., 2014). Este pardmetro semicuantitativo se
obtiene en funcion de la concentracion del radiotrazador en la estructura
determinada por el escaner (en kBg/ml), normalizado a la dosis inyectada

(corregida al momento de la acquisicion tomogréfica, en kBq) y al peso del sujeto

(9).

Captaciéon (kBq/cm?)

SUV =
Dosis inyectada (kBq)/Peso corporal (g)

En caso de que el trazador se distribuyera uniformemente por todo el cuerpo (y
asumiendo que la densidad del sujeto es de 1 g/ml), entonces se obtendria un
valor de SUV = 1. En cambio, regiones con alta captacion presentarian valores
de SUV > 1.

1.7.4 18-Flaor-deoxiglucosa ([*3F]FDG)

Actualmente, la PET tiene su aplicacion clinica mas importante oncologia por lo
que la cuantificacion de la actividad metabolica de tumores permite distinguir
lesiones benignas o malignas y entre una buena o mala prognosis. Para ello, se
utiliza como trazador PET un analogo de glucosa 18-Fluor-deoxi-glucosa
([*8F]FDG). Debido a sus caracteristicas, a la rapidez de su sintesis y a la

posibilidad de transportar este radiofarmaco desde el centro productor hasta los
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centros equipados con un tomografo PET debido a la relativa elevada semivida
del F en comparacion con el resto de is6topos emisores de positrones (Tabla
1), ha hecho que la [*®F]FDG no se limite a oncologia si no que se emplee con

mayor en el estudio de patologias muy diversas.

OH OH

HO
HO

F

OH

Glucose 2-deoxy-2-[ F]-D-glucose

Fig. 10. Comparacion de las estructuras quimicas de la glucosa (izquierda) y de la [*8F]FDG.
Como se puede observar el grupo hidroxilo de la D-gluocosa ha sido sustituido por un &tomo de

fldor-18 en la molécula de [*8F]FDG.

La [*®F]FDG utiliza los mismos transportadores que la glucosa (GLUT) para
entrar en el interior celular. De forma similar a la glucosa, una vez dentro de la
célula se fosforila en el carbono 6 por accion de la hexoquinasa, formandose
[*8F]FDG-6P. A diferencia de la Glucosa-6P, este compuesto no es un sustrato
adecuado para el resto de la via glucolitica por lo que queda atrapado en el
interior celular al presentar una limitada desfosforilacion por la enzima Glucosa-
6-fosfatasa (Rudroff et al., 2015). De este modo, la captacion de [*®F]FDG en las
células es proporcional a su nivel metabdlico. Al tiempo que la [*¥F]FDG es
atrapada en la célula, tiene lugar la desintegracion nuclear del radioisétopo *8F,
que da lugar a la liberacion de un positron y su posterior aniquilacion, haciendo
gue su ubicacion pueda ser localizada por la camara PET tal como se ha descrito

en los apartados anteriores.
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1.7.5 PETy epilepsia

Humanos

Hipometabolismo en el I6bulo temporal ipsilateral es una caracteristica de los
pacientes con ELT. Asi se ha encontrado una reduccion del metabolismo
cerebral en la region epileptiforme en el 60-90% de los pacientes (Breier et al.,
1997; Casse et al., 2002). En los pacientes con epilepsia del I6bulo
extratemporal, la [*®F]JFDG-PET es capaz de localizar correctamente el foco
epiléptico en el 67% de los pacientes (Casse et al., 2002). No se conoce la causa
del hipometabolismo que tiene lugar en los periodos interictales. Aln asi, ha sido
atribuida a factores tales como la pérdida neuronal, la desaferentizacion o la
reduccion en la densidad sinaptica (Goffin et al., 2008). En la evaluacion pre-
quirtrgica de la epilepsia médicamente refractaria, el valor diagndstico de la
[‘®F]JFDG-PET es especialmente ventajosa para los pacientes con resultados
aparentemente normales de RMN cerebral. En estos casos, la [**F]FDG-PET
posee una sensibilidad diagndstica global del 44% en la deteccion de sustratos
epileptégenos sin lesién. Cuando la [*®F]JFDG-PET se lleva a cabo durante o
poco después de un ataque de epilepsia, revela a menudo patrones complejos
tanto de hipometabolismo como de aumento de la actividad metabdlica. Por
tanto, se debe tener precaucién para evitar la aparicion de crisis cerca del
momento de la inyeccién de la [*®F]JFDG que pudiera inducir una eventual
alteracion de la medida de la actividad metabdlica. A su vez, y debido al
tratamiento farmacoterapéutico de los pacientes diagnosticados de epilepsia, se
debe tener en cuenta dicha circunstancia. Asi, se ha descrito que los farmacos
antiepilépticos pueden disminuir las tasas metabdlicas de glucosa, por lo que en
algunos casos puede ser necesario la cuantificacion de la actividad metabdlica
puede verse afectada. En esto casos se ha recomendado analizar la tasa
metabdlica normalizada a todo el metabolismo del cerebro (Haneef y Chen,
2014).
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Modelos animales

La [*¥F]JFDG PET ha sido utilizada con el fin de evaluar las eventuales
alteraciones metabdlicas que tienen en modelos experimentales de ataques y de
epilepsia. Asi, hipometabolismo en areas temporales ha sido repetidamente
encontrado en estos modelos, de forma analoga al hipometabolismo encontrado
en los periodos interictales en pacientes epilépticos. De los diferentes modelos
estudiados mediante neuroimagen metabolica PET se incluyen los mdelos por
administracion de &cido kainico, pilocarpina (sola o junto con litio), kindling
eléctrico o inducido por administracion intermitente de pentiléntetrazol (Jupp et
al., 2007a; Jupp et al., 2012; Virdee et al., 2012; Bascufiana et al., 2016)

El modelo de SE por administracion pilocarpina en ratas ha sido de especial
interés debido a que comparte los aspectos temporales y desarrollo de la ELT
humano y, por lo tanto, ofrece la ventaja de permitir la evaluacion de la linea de
base, el desarrollo y estados epilépticos crénicos. A pesar de los diferentes
pardmetros usados para la cuantificacion de la actividad metabdlica (SUV,
actividad normalizado a cerebelo o mediante statistical parametric mapping —
SPM-), una intensa reduccion de la actividad metabdlica cerebral en la fase
silente ha sido repetidamente encontrada (Goffin et al., 2009, Guo et al., 2009,
Lee et al., 2012).

Una similar reduccion del metabolismo cerebral ha sido descrita en los modelos
de kindling. Asi, en estudios de kindling por estimulacién eléctrica de la amigdala
se encontré un descenso en la captacion de glucosa en el hipocampo ipsilateral
respecto al hipocampo contralateral en los animales con kindling (Jupp et al.,
2007a). Compartiendo este mismo comportamiento hipometabdlico, una
temprana reduccién de la actividad metabdlica hipocampal tiene lugar en las
primeras fases de kindling quimico por administracion del antagonista
GABAérgico pentiléntetrazol, lo que sugiere una capacidad predictiva del
proceso de kindling (Bascufiana et al., 2016). Una vez finaliizado el protocolo de
kindling, aquellos animales que mostraron un comportamiento convulsivo, este
hipometabolismo se extendié posteriormente de forma generalizada a la mayor

parte de las regiones cerebrales.
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En definitiva, la PET permite representaciones funcionales de diversos aspectos
de la actividad cerebral. Dependiendo del trazador radionuclido utilizado, la PET
se ha aplicado con éxito para estudiar la utilizaciéon de glucosa local ([*®F]JFDG y
la cuantificacion de determinados receptores como, por ejemplo: ['1C]
flumazenilo para la cuantificacion del receptor GABA; [8F]2'-metoxifenil-(N-2'-
piridinil)-p-fluoro-benzamidoetiipiperazina  ([*®F]JMPPF)  para receptores
serotonérgicos 5-HTua; ['8F]faliprida para receptores de DA; y ligandos opioides

para receptores opioides (Haneef y Chen, 2014).
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Fig. 11. Principios y procedimientos bésicos de la PET (Tomado de Rudroff et al., 2015).
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2 OBJETIVOS
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El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral fue estudiar la implicacion de

la modulacion farmacolégica de la actividad serotonérgica y dopaminérgica

central en las alteraciones comportamentales, metabdlicas y neuroquimicas

inducidas por el modelo de litio-pilocarpina de SE y el modelo de convulsiones

agudas por 4-AP.

Para alcanzar este objetivo general se han disefiado experimentos en los que se

ha estudiado los cambios metabdlicos y diversos marcadores de dafo

neuronal asociados al modelo de SE litio-pilocarpina. Ademas estudiaron

dichas alteraciones en tres condiciones:

Estudiar los efectos del tratamiento con el inhibidor selectivo de la
recaptacion de 5-HT (ISRS) fluoxetina durante 7 dias, 4 dias antes del

inducir el SE de litio-pilocarpina y 2 dias después del SE.

Estudiar el efecto de la deplecion de 5-HT por administraciéon subaguda
de p-clorofenilalanina  (PCPA), inhibidor  de la  enzima

triptofanohidroxilasa, enzima limitante en la sintesis de 5-HT.

Estudiar el efecto del tratamiento agudo con el antagonista selectivo
del receptor dopaminérgico Di, SCH23390 en las alteraciones

comportamentales, metabdlicas y neurolégicas a este modelo de SE

Adicionalmente, y en relacion al modelo de convulsiones por administracion 4-

AP, se exploraron:

Las eventuales alteraciones, tanto metabdlicas como
neuroguimicas, desencadenadas por las convulsiones este compuesto

despolarizante.

Tamién se investigd la implicacion del sistema serotonérgico cerebral
en este modelo de crisis. En este sentido, se evalud el efecto de un
tratamiento subagudo de fluoxetina de 7 dias de duracion en los cambios

neurolégicos asociados a este modelo agudo.

57



Como herramienta esencial en la presente Tesis Doctoral, la actividad
metabolica regional cerebral se ha evaluado mediante Tomografia por Emision
de Positrones (PET) con 2-deoxy-2-[*8F]fluoro-D-glucosa ([*8F]FDG). La PET es
una técnica de neuroimagen minimamente invasiva que permite la realizacion
de estudios longitudinales in vivo de diferentes aspectos funcionales. En nuestro
caso, la administracién del radiotrazador [®F]FDG permitié la evaluacién del

metabolismo como indice de deterioro cerebral asociado a la epileptogenesis.
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3 MATERIAL Y METODOS
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3.1 Animales de experimentacion

En los distintos estudios se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley (Harlan
Ibérica o Charles River laboratories, Francia), de aproximadamente unos 250-
300 g de peso al inicio de cada estudio. Los animales fueron mantenidos en el
animalario del CAl de Cartografia Cerebral en condiciones controladas tanto de
temperatura (temperatura 22 + 2°C) y de humedad (humedad relativa del 40 al
60%). El ciclo de luz-oscuridad se mantuvo constante con 12 horas luz/12 horas
oscuridad (luces encendeidas de 8:00 h a 20:00h). Las ratas se estabularon en
jaulas de dimensiones estandar (2 ratas/jaula) en un rack ventilado (Tecniplast,
Bugagiati, Italia). Finalmente, el acceso de los animales al agua y alimento fue ad
libitum, excepto el dia anterior a la prueba de PET, en el que se mantuvieron en
ayunas durante al menos 12 horas, con el fin de evitar una posible interferencia

de la glucemia en la captacion tisular del radiofarmaco [*®F]FDG.

Los procedimientos con animales utilizados para el presente trabajo de Tesis
Doctoral fueron llevados a cabo de acuerdo con la directiva de la Unién Europea
2010/63/UE, relativa a la proteccion de animales utilizados para fines cientificos,
y el Real Decreto 53/2013 de 1 de febrero por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo la docencia (BOE 8-2-2013).
Una vez que se obtuvo el Informe favorable del Organo Habilitado de la UCM
(Comité de Experimentacion Animal) se present6 en la Comunidad de Madrid la
Solicitud de autorizacién de Proyecto (SAF2009-09020), cuyo informe fue

también favorable.

Previamente a la ejecucién de los procedimientos experimentales, se habitu6 a
los animales a la sala del bioterio durante al menos una semana para reducir asi
una eventual interferencia del estrés asociado al transporte y la nueva ubicacion
de los animales. Ademas, durante este periodo de adaptacion, los animales se
manipularon con el fin de acostumbrarse al experimentador y a los futuros
experimentos. Basicamente consistié en tomar a los animales durante algunos
minutos y someterlos a una manipulacion similar a la que se realizaria durante

los experimentos.
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Una vez finalizados los procedimientos experimentales propiamente dichos
(induccién de crisis epilépticas, realizacion de estudios PET, etc.), los animales
fueron sacrificados por decapitacion con el fin de obtener los cerebros para su
procesamiento posterior. Para ello, las ratas fueron previamente anestesiadas
profundamente con isofluorano. A continuacion, los cerebros se extrajeron e
inmediatamente se congelaron, bien por inmersién en isopentano o bien con
hielo seco. Los cerebros se mantuvieron a -80°C hasta el momento de la

realizacion de los diferentes estudios histoquimicos.

3.2 Crisis epilépticas: Modelos experimentales

En la presente Tesis Doctoral se han empleado dos modelos experimentales
distintos. Por una parte, se utilizé el modelo de SE por administracion de litio-
pilocarpina (Loscher y Schmidt, 1988). Dicho modelo es un modelo de
epileptogenesis de ELT (Kulkarni y George, 1995), que se caracteriza por
provocar la induccién rapida de SE. Tras un periodo de latencia de
aproximadamente unos 30 dias, las ratas presentan crisis epilépticas
espontaneas. Este modelo es uno de los mas empleados actualmente en los
estudios de epilepsia (Turski et al., 1983; Honchar et al., 1983; Turski et al., 1989;
André et al.,, 2007; Reddy y Kuruba, 2013). La administracién previa de litio
potencia el efecto convulsivante de la pilocarpina, permitiendo reducir la dosis
de esta Ultima. Asi, la administracion de litio de 16 a 24 h antes de la induccion
del SE, la dosis de pilocarpina necesaria para la induccién del mismo se reduce
a unos 20-30 mg/kg, en comparacion con la dosis usada del protocolo original
(en ausencia de LiCl) en la que se requieren dosis de 300-400 mg/kg para la
generacion del SE (Jope et al., 1986; Reddy y Kuruba, 2013).

Para la generacion de SE segun el modelo de litio-pilocarpina, se procedié segun
el siguiente protocolo: Primero se administro a los animales cloruro de litio (3
mEq/kg, 127 mg/kg, disuelto en NaCl al 0,9%, i.p.; Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
21-24 horas antes de la administracion de pilocarpina. Al dia siguiente, los

animales recibieron metil-escopolamina (2 mg/kg, disuelta en NaCl al 0,9%, i.p.;
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Sigma Aldrich, St. Louis, MO). La metil-escopolamina es un antimuscarinico que
no atraviesa la BHE, y se administra con el fin de reducir los efectos colinérgicos
periféricos adversos (broncoespasmo, incremento de las secreciones,
bradicardia, etc) inducidos por pilocarpina. Treinta minutos después de la
administracion del anticolinérgico, los animales fueron inyectados con
pilocarpina a una dosis de 25 mg/kg, i.p. (disuelto en NaCl al 0,9%; Sigma
Aldrich, St. Louis, MO). Una vez administrada la pilocarpina, los animales se
devuelven a su jaula para proceder a la observaciéon de los mismos. En un
periodo de unos 30 min empezaba los primeros signos de crsis. El nivel de las
crisis alcanzado se evalla segun la escala comportamental de Racine (Racine,
1972; Miiller et al., 2014; ver apartado 2.4.1 para una descripcion de la escala
original de Racine). Se consideré que las ratar alcanzaban el SE cuando
presentaban crisis tonico-clonicas (puntuacion de 4 6 5 en la escala de Racine.
Transcurridos 45 minutos tras el inicio del SE, éste se detenia mediante la
administracion del barbitarico pentobarbital (25 mg/kg, disuelto en NaCl al 0,9%,
i.p.). En caso de que al cabo de 30 minutos tras de la administracion de
pentobarbital las convulsiones no cedieran, las ratas eran inyectadas con una
dosis adicional de pentobarbital a la mitad de la dosis anterior (12,5 mg/kg). Los
animales controles (aquellos que no fueron inyectados con pilocarpina),
siguieron el mismo régimen de tratamiento farmacolégico (incluyendo la
administracion de LIiCl, metil-escopolamina y pentobarbital), excepto que la
administracion de pilocarpina fue sustituida por inyeccién de solucién salina
(0,9% NacCl).

El segundo modelo utilizado fue el de crisis agudas por administracion periférica
de 4-AP. La 4-AP es un compuesto despolarizante cuyo mecanismo de accion
consiste en bloquear los canales de K* (Rutecki et al., 1987). La 4-AP,
administrada tanto de forma periférica como intracerebral induce la apariciéon
rapida de crisis convulsivas (Galvan et al., 1982; Rutecki et al., 1985; Fragoso-
Veloz et al.,, 1990; Medina-Ceja et al., 2000). A diferencia del modelo de
epileptogenesis de litio-pilocarpina, la administracion de 4-AP no genera
epilepsia en las ratas (Bobérly et al., 2015). Este modelo consistido en la
administracion de una Unica dosis de 4-AP (3 mg/kg, disuelta en NaCl al 0,9%,

I.p; Sigma Aldrich, St. Louis, MO). En este caso, se consideraron que los
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animales presentaban crisis cuando alcanzaron el estado 3 (en ingles, wet-dog
shakes) segun una escala modificada de Racine (Malhotra et al., 1997; Takacs
et al., 2010; Medina-Ceja et al., 2015).

En todos los casos, el volumen inyectado fue de 1 ml/kg.

3.3 Grupos experimentales

3.3.1 Efecto de la administracion subcronica de fluoxetina sobre las
alteraciones cerebrales inducidas por pilocarpina

Con el fin de estudiar los eventuales efectos que presenta la administracién del
ISRS fluoxetina sobre el dafio cerebral inducido por el agente epileptogénico
pilocarpina se emplearon los siguientes grupos experimentales:
e Animales controles que no recibieron ni fluoxetina ni pilocarpina
(grupo VEH+SAL).
e Grupo tratado subagudamente con fluoxetina (grupo VEH+FLUOX).
e Grupo inyectado con pilocarpina (grupo VEH+PILO).
e Por ultimo, el grupo tratado subcronicamente con fluoxetina a los que
se le indujo la aparicion del SE por administracion aguda de pilocarpina
(grupo FLUOX+PILO).

Para ello, la fluoxetina (10 mg/kg, disuelta en agua destilada) se administré sub-
cronicamente durante 7 dias, 4 dias antes y 2 dias después de la inyeccién de
pilocarpina. La hora de la administracién de fluoxetina fue aproximadamente las
10:00 am, todos los dias. A los animales pertenecientes al grupo control (sin
tratamiento farmacoldgico) se les administrd diariamente el vehiculo de la
fluoxetina (agua destilada; VEH) y el vehiculo en el que se disolvia la pilocarpina
(suero salino; SAL):

» Grupo VEH + SAL.

» Grupo FLUOX (10 mg/kg x 7d) + SAL.

» Grupo VEH + PILO (25 mg/kg).

» Grupo FLUOX (10 mg/kg x 7d) + PILO (25 mg/kg).
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El protocolo del estudio se esquematiza en la Figura 12.

Sacrificio

Fluoxetina l
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Fig.12. Protocolo experimental. La fluoxetina (10 mg/kg; i.p.) se administré 4 dias antes y 2 dias
después de la administracién intraperitoneal de pilocarpina (25 mg/kg) (dia 0). los estudios de
neuroimagen [*8F]JFDG PET se realizaron en el dia 3 y dia 30 después del SE, para evaluar los
efectos metabdlicos, a corto y medio plazo. Todos los animales fueron sacrificados en el dia 33
e inmediatamente se extrajo el cerebro para los estudios histoquimicos in vitro.

3.3.2 Estudio del eventual efecto de la deplecion de 5-HT sobre el daio
hipocampal inducido por pilocarpina

Con el fin de estudiar el efecto de la deplecién de 5-HT sobre los efectos
metabdlicos e histoquimicos inducidos por el SE inducido por pilocarpina se
administré subcrénicamente p-clorofenilalanina (PCPA). Este compuesto es un
aminoacido sintético que actia como inhibidor irreversible de la enzima
tripté6fano-hidroxilasa, enzima que cataliza el paso limitante de la sintesis de la
5-HT (Saadat et al., 2005). Ya que el presente estudio se realizd en base a los
resultados obtenidos en el estudio anterior, los protocolos experimentales de
ambos presentan una elevada similitud; es decir se administré el agente
deplecionante de manera subaguda tanto antes como después de la induccion
del insulto. En este caso, la diferencia radica en que se administré PCPA (a una
dosis de 125 mg/kg, disuelto en NaCl al 0,9%, i.p; Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
en vez de fluoxetina. La dosis y duracion del tratamiento con PCPA se eligié en
base a estudios previos en los que un tratamiento similar inducia una reduccién
del contenido de 5-HT superior al 80% (Saadat et al., 2005; Kornum et al., 2006).

Los animales control (sin tratamiento) recibieron solucion salina (NaCl al 0,9%,
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i.p.) en vez de PCPA. Los diferentes grupos experimentales se dividieron de la
siguiente manera:

» Grupo VEH + SAL.

» Grupo PCPA (125 mg/kg x 7d) + SAL.

» Grupo VEH + PILO (25 mg/kg).

» Grupo PCPA (125 mg/kg x 7d) + PILO (25 mg/kg).

El protocolo seguido se presenta en la Fig. 13.

Sacrificio

PCPA

11

Litio Pilo PET

Fig. 13. Protocolo experimental del estudio sobre la deplecidén de 5-HT cerebral sobre los efectos
neurolégicos inducidos por el SE por administracion de pilocarpina. La PCPA (125 mg/kg; i.p.)
se administré 4 dias antes y 2 dias después de la administracién intraperitoneal de pilocarpina
(25 mg/kg) (dia 0). El estudio [*®F]FDG PET se realiz6 en el dia 3 para evaluar los efectos
metabdlicos, a corto plazo, del modelo de litio-pilocarpina. Todos los animales fueron sacrificados

en el dia 4 e inmediatamente se extrajo el cerebro para los estudios histoquimicos.

3.3.3 Estudio del efecto de la modulacion selectiva aguda del sistema
central dopaminérgico sobre el hipometabolismo cerebral y
neurogeneracion hipocampal inducida por el modelo de SE de
litio-pilocarpina en ratas

Se ha descrito que la respuesta comportamental convulsiva inducida por
pilocarpina es modulada de manera diferencial por las dos familias de receptores
dopaminérgicos: D1 y D2 (Burke et al., 1990; Barone et al., 1992, Freitas et al.,
2006b). ElI compuesto SCH23390 (R-(+)-7-Cloro-8-hidroxi-3-metil-1-fenil-
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2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina) fue el primer antagonista desarrollado con
elevada selectivad por la familia de receptores dopaminérgicos D1, constituidos
por los receptores DyDs. (Bourne, 2001) En este estudio se procedio a evaluar
el efecto agudo de la administracion del bloqueo de los receptores Di1/Ds en la
respuesta convulsiva inducida por el modelo de litio-pilocarpina. Para ello se
administré una Unica dosis de SCH23390 (0,2 mg/kg, disuelto en NaCl al 0,9%,
i.p.; Sigma Aldrich, St. Louis, MO) media hora antes de la administracion de
pilocarpina (justo inmediatamente después de la administracion de metil-
escopolamina). El protocolo se muestra en la Fig. 14. Tanto la dosis como el
tiempo de administracion de SCH23390 se basaron en estudios anteriores
(Burke et al., 1990). Los grupos experimentales fueron:

» Grupo VEH + SAL.

» Grupo SCH23390 (0,2 mg/kg) + SAL.

» Grupo VEH + PILO (25 mg/kg).

» Grupo SCH23390 (0,2 mg/kg) + PILO (25 mg/kg).

SCH23390 Sacrificio
-1 0 1 2 3 4
Litio Pilo PET

Fig. 14. Protocolo experimental. La SCH23390 (0,2 mg/kg; i.p.) se administré 30 minutos antes
de la administracion intraperitoneal de pilocarpina (25 mg/kg) (dia 0). El estudio ['®F] FDG PET
se realiz6 en el dia 3 para evaluar los efectos metabdlicos, a corto plazo, del modelo de litio-
pilocarpina. Todos los animales fueron sacrificados en el dia 4 e inmediatamente se extrajo el

cerebro para los estudios histoquimicos (in vitro).
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3.3.4 Efecto de la administracion subaguda de fluoxetina sobre la
actividad convulsiva inducida por la administracion de 4-AP

Las convulsiones fueron inducidas por una unica inyeccion intraperitoneal de 4-
AP (3 mg/kg, disuelta en NaCl al 0,9%). Con el fin de investigar los efectos
eventuales de un tratamiento subcrénico con fluoxetina en este modelo de
convulsiones, ésta se administro diariamente durante 7 dias, antes y después de
la lesion inducida por 4-AP. Tanto la duracion como la dosis del tratamiento con
fluoxetina fueron idénticos a los llevados en el estudio con pilocarpina.
Igualmente, la hora de la administracion de fluoxetina fue aproximadamente la
10:00 am, todos los dias (Fig. 15). En este estudio se emplearon los siguientes
grupos experimentales:

» Grupo VEH + SAL.

» Grupo FLUOX (10 mg/kg x 7d) + SAL.

> Grupo VEH + 4-AP (3 mg/kg).

» Grupo FLUOX (10 mg/kg x 7d) + 4-AP (3 mg/kg).

Sacrificio
Fluoxetina
A —
-4 -3 -2 1 ] 1 2 3 4
4-AP PET

Fig. 15. Protocolo del estudio. La fluoxetina (10 mg/kg; i.p.) se administré 4 dias antes y 2 dias
después de la inyeccion de 3 mg/kg de 4-AP (dia 0). El estudio [*®F] FDG PET se realizé en el
dia 3 para evaluar a corto plazo los efectos metabdlicos del modelo de convulsiones de 4-AP.
Todos los animales fueron sacrificados en el dia 4 con el fin de obtener muestras de cerebro

para los estudios histoquimicos (in vitro).
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3.4 Evaluacion comportamental de la crisis

3.4.1 Modelo de Litio-pilocarpina

La evaluacion comportamental de la intensidad de las crisis y convulsiones
generadas por este modelo de SE, se llevé a cabo mediante la escala original
de Racine (1972. Esta escala ordena la severidad de las crisis/convulsiones en
una escala de 6 niveles en orden creciente:

Estadio O: Inmovilidad.

Estadio 1: Asentimiento con la cabeza y estereotipos faciales.

Estadio 2: Ondas convulsivas a través del cuerpo (espasmos).

Estadio 3: Sacudidas mioclénicas en las extremidades anteriores.

YV V V V V

Estadio 4: Elevacion sobre las patas traseras, convulsiones clénicas en
todas las extremidades, caida sobre el costado.
> Estadio 5: Convulsiones tonico-clénicas en todas las extremidades, caida

sobre la espalda.

Basicamente, la escala de Racine evalla los estadios de una crisis otorgando
una puntuacion de 0 a 5. Los niveles 0-3 representan crisis focales (parciales).
A partir del estadio 3, la crisis tiende a propagarse hacia nuevas estructuras. Por
ualtimo, los estadios 4 y 5 representan crisis convulsivas de elevada severidad.
Mediante esta escala se representan los aspectos mas tipicos de las crisis
producidas por la administracién de pilocarpina. Se considera que la pilocarpina
desencadena el SE cuando las ratas alcanzan los estadios 4 y 5 de la escala de
Racine (Racine, 1972; Muller et al., 2014).

El comportamiento de los animales se valoré mediante observacion continua de
los mismos tras administracion de la pilocarpina, apuntando el tiempo en el que
un determinado sujeto manifestaba un signo caracteristico de haber alcanzado
un determinado estadio. En especial, se apuntaba el momento en el que las ratas
mostraban signos de SE. Cuarenta y cinco minutos después de que la rata
alcanzara un score de 4-5 se procedia a la finalizacion del SE mediante la

administracion de pentobarbital (25 mg/kg, i.p.).
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3.4.2 Modelo de generacion de crisis por administracion de 4-AP

Se procedio a la evaluacién de forma similar a como se ha explicado en el
apartado anterior (2.4.1). En este caso, para la evaluacion del comportamiento
se utilizé una version ligeramente modificada de la escala de Racine (Malhotra
et al., 1997; Takacs et al., 2010; Medina-Ceja et al., 2015) con el fin de reflejar
las diferencias existentes a nivel de comportamiento entre ambos agentes
convulsivo. De forma similar esta escala ordena las crisis convulsivas inducidas
por 4-AP en una escala de 6 niveles de intensidad creciente, en el que tienen
lugar los siguientes signos:

» Estadio 0: Inmovilidad, piloereccidn, y respiracion rapida.
Estadio 1: Movimiento de la boca, labios y lengua.
Estadio 2: Clonus de la cabeza y de los ojos.

Estadio 3: Aparicion de wet dog shakes.

vV V VYV V

Estadio 4: Elevacion sobre las patas traseras con clonus de las
extremidades anteriores.

» Estadio 5: Crisis clonicas generalizadas, caidas y saltos sin control.

De forma similar a los estudios con pilocarpina se apunté el tiempo tras la
administracion de 4-AP en el que alcanzaban un determinado estadio. En este
caso y tal como estéa descrito (Malhotra et al., 1997; Takacs et al., 2010; Medina-
Ceja et al., 2015), el tiempo de latencia fue el tiempo transcurrido desde la
administracion de 4-AP hasta el momento en el que los animales alcanzaban el

estadio 3 en esta escala (aparicion de wet dog shakes).

3.5 Estudios de imagen in vivo ([*8F]FDG PET)

3.5.1 Equipamiento utilizado

La evaluacioén de la actividad metabdlica cerebral in vivo se llevé a cabo mediante
[*8F]FDG-PET. Para este fin se utilizé un escaner PET especifico para animales

pequefios (microPET) del Centro de Asistencia a la Investigacion (CAl) de
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Cartografia Cerebral del Instituto Pluridisciplinar UCM. Debido a las
actualizaciones y mejoras del sistema microPET llevadas a cabo a lo largo de la
realizacion de la presente Tesis Doctoral, se emplearon dos sistemas distintos,
ambos de la linea Albira desarrollados por la compafia Oncovision (Valencia,
Espafia). Ambos sistemas se basan en la utilizacion de modulos constituidos por
un cristal continuo acoplado a fotomultiplicadores. En el caso de los estudios en
los que se evalud la implicacién del sistema serotonérgico en las alteraciones
metabdlicas cerebrales por SE inducido por administracion de pilocarpina se
empleo el sistema Albira ARS (Fig. 16). Esta camara consiste en un sistema PET
dual-hibrido PET/TAC. Este sistema cuenta con las siguientes especificaciones

técnicas: 8 modulos detectores en una configuracion de 1 anillo; resolucion

maxima de 1,5 mm en el centro del FOV y un FOV axial de 40 mm y transaxial
de 80 mm (Balcerzyk et al., 2009).

Fig. 16. Escaner hibrido PET/TAC Albira ARS (Oncovision, Valencia, Espafia) del CAl de
Cartografia Cerebral de la Universidad Complutense de Madrid correspondientes a los estudios
de la evaluacion de la implicacién de la transmision serotonérgica en las alteraciones metabdlicas

inducidas por litio-pilocarpina.
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El segundo equipo PET/TAC utilizado, correspondiente a una actualizacion tanto
a nivel hardware como software, corresponde a un sistema modular Albira de 32
generacion en el que se puede combinar hasta 3 anillos detectores PET, con
modulos TAC y SPECT (tomografia computerizado por emision de foton anico;
del inglés single-photon emission computed tomography), pudiendo llegar a ser
un equipo trimodal. Concretamente, el escéner utilizado en estos estudios
constaba un médulo detector PET (formado por 2 anillos) y un médulo TAC (Fig.
17). Este equipo fue el utilizado para el resto de los estudios que se presentan
en esta Tesis Doctora, es decir, los estudios en los que se evaluo el efecto del
blogueo dopaminérgico D1 en el modelo de litio-pilocarpina, asi como en el
estudio de las crisis inducidas por administracion periférica de 4-AP y su eventual
modulacién por la administracion subcrénica de fluoxetina. Las especificaciones
técnicas mas destacables correspondientes al modulo PET de este equipo son
las siguientes: 16 modulos detectores configurados en 2 anillos; resolucion hasta
0,7 mm en el centro del FOV e inferior a 1,2 mm en la totalidad del FOV, y FOV

axial y tranaxial de 97 y 80 mm, respectivamente.

Fig. 17. Escéner hibrido
PET/TAC modelo Albira
(Oncovision, Valencia,
Espafia) del CAIl de
Cartografia Cerebral de
la UCM. Este equipo fue
el utillizado en los
estudios de la
implicacion del sistema
dopaminérgico en las

alteraciones
metabdlicas inducidas
por litio-pilocarpina, asi
como en el estudio de 4-
AP.
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Los protocolos de adquisicion y procesamiento de las imagenes tomograficas
son los que habitualmente se han venido utilizando en la Unidad (Garcia-Garcia
et al., 2014). Debido a las diferencias existentes tanto a nivel de software de
ambos escaneres, hay ligeras variaciones en ambos procedimientos. A

continuacion, en los siguientes apartados, se describen los mismos.

3.5.2 Procedimiento de adquisicidn y reconstruccidon de las imagenes
tomograficas

Con el fin de minimizar en la medida de los posible la interferencia de la glucosa
plasmatica en la incorporacion tisular del radiotrazador, las ratas se mantuvieron
en ayunas durante al menos 12 h antes de la adquisicibn de la imagen
metabdlica. Para ello, se administré [*8F]FDG (Instituto Tecnoldgico PET, Madrid,
Espafia) i.v. en la vena caudal. Debido a diferencias en la sensibilidad de los dos
equipos utilizados, la dosis administrada en los estudios con el primer equipo era
aproximadamente 18,5 MBq (500 uCi), mientras en el caso del segundo equipo,
la dosis utilizada era de 13 MBq (aprox. 350 uCi). La actividad a inyectar era
medida previamente en un activimetro (Veenstra VDC 505, Comecer, Holanda).
En cualquier caso, el radiofarmaco se administré en un volumen aproximado de
0,2 ml, disuelto en NaCl al 0,9%. Después de un periodo de 30 min de
incorporacion consciente (con el fin de asegurar la biodistribucion del
radiotrazador y su paso al cerebro), los animales fueron anestesiados por
inhalacion de una mezcla de isoflurano/oxigeno (5% para la induccién y 2% para
mantenimiento) y colocados en la cama del escaner para proceder a las
adquisiciones tomogréficas. Dichas adquisiciones consistian en una primera
adquisicion PET (duracion de 20 min) que era seguida por una adquisicion TAC.
Una vez finalizadas las adquisiciones, se procedio a la reconstruccion de las
imagenes tomograficas. En este punto existen ligeras diferencias en cuanto al
procedimiento y algoritmo utilizado para la reconstruccion de las imagenes PET.
Mientras que en los primeros estudios el algoritmo empleado fue el OSEM
(ordered-subsets expectation maximization) con el fin de reducir el tiempo
requerido para reconstruir las imagenes; en los estudios llevados a cabo con el

segundo equipo se recurrio al denominado MLEM (maximum likelihood
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expectation maximization) gracias a la mayor potencia computacional del equipo.
En ambos casos, las reconstrucciones se hicieron activando las diferentes
correcciones que permite el sistema; esto es, con correccion por decaimiento,
random y por scatter. Por ultimo, para la reconstruccion de las imagenes TAC se
recurrio a la retroproyeccion filtrada (filtered back projection, FBP).

3.5.3 Cuantificacion de la actividad metabdlica regional

Todos los procesos necesarios para la cuantificacion metabdlica cerebral
regional se llevaron a cabo utilizando el software PMOD (PMOD Technologies
Ltd., Zurich, Suiza) en sus versiones 3.0 y 3.2. Para la determinacion de la
actividad metabdlica, primero se procedié al corregistro de las imagenes
tomogréficas obtenidas con las de una imagen template de resonancia
magnética (IRM) de cerebro de rata en las que las regiones de interés (ROI)
constituidas por las distintas é&reas cerebrales estaban previamente ya
delimitadas. Concretamente, el atlas de conteniendo ROIs fue el desarrollado
originalmente por Schiffer et al. (2006). El corregistro consiti6 en los ajustes
manuales necesarios tanto de la orientacion espacial como en el escalado del
tamafio de la imagen TAC en los diferentes ejes hasta que ajustara

perfectamente en el template de resonancia (Fig. 18).

IRM Hiiisoo. dorsal Fig. 18. Fila sup.:

Cortes coronales
Corteza Corteza
Corteza

: de la plantilla
@ria@ ; (template) de IRM
— — del cerebro de rata
= -

Hipoc. ventral
& con los ROIs de

Bregma +0.70mm Bregma -3.80mm Bregma -5.20mm diferentes areas

cerebrales.

L Fila inf: TAC de
‘ \ / \ craneo de rata
l [’? C‘J ‘ ‘ E E corregistrado con
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*
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Fig. 19. Esquema del proceso de cuantificacion de la actividad metabdlica regional cerebral. (1)
Template IRM de cerebro de rata; (2) Incorporacion de la imagen TAC de la regién craneal de
los animales; (3) Corregistro manual IRM/TAC y grabaciéon de la transformacién realizada; (4)
Carga de la imagen metabdlica PET original fusionada con la TAC; (5) Aplicacion de la
transformacion a la imagen PET; (6) Se observa que la imagen PET autométicamente se
corregistra a la IRM; (7) aplicacion de lo ROIs y (8) Normalizacion por peso y dosis inyectada

para la obtencion del cuantificador SUV.
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Una vez corregistrada la imagen TAC, se grabo la transformaciéon matematica
correspondiente a dicho corregistro. Debido a que el sistema proporciona las
imagenes PET y TAC en el mismo espacio, la aplicacién de esta transformacion
permite el correcto ajuste de la imagen PET con el template (Jupp y O'Brien,
2007). Como indice de actividad metabdlica regional se obtuvo el SUV, que

normaliza la captacion del trazador al peso y a la dosis de trazador inyectada:

Cavntaciéon (kBq/cm?
Suv p (kBq/cm?)

~ Dosis inyectada (kBq)/Peso corporal (g)

Todo este proceso se encuentra esquematizado en la Fig. 19.

3.6 Procesamiento de las muestras cerebrales

Tal como se ha mencionado anteriormente, una vez finalizados los estudios PET
se obtuvieron los cerebros de los animales, con el fin de obtener cortes para
llevar a cabo diferentes estudios neuroquimicos. Con la ayuda de un criostato
(Leica CM1850, Leica Biosystems, Alemania) se obtuvieron secciones coronales
de 30 um de grosor a nivel del hipocampo tanto a nivel de hipocampo dorsal
como a nivel del hipocampo ventral. Los cortes obtenidos se colocaron en
portaobjetos (4 cortes/portaobjetos, 8 series por estructura; Superfrost Plus,
Thermo Scientific, Alemania) y se almacenaron -80° C hasta el dia de los

ensayos.

3.7 Estudios neuroquimicos

3.7.1 Doble marcaje con Fluoro-Jade C y DAPI

Con el fin de estudiar la eventual neurodegeneracion inducida por las crisis
activadas por la administracion de agentes convulsivantes y/o epileptogénicos

se llevaron a cabo tinciones con Fluoro-Jade C. Este compuesto fluorescente es
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un marcador reconocido de neuronas en proceso de neurodegeneracion
(Schmued et al., 2005). Para facilitar la localizacibn de dichas neuronas,
habitualmente se hacia un marcaje conjunto con DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), el cual se une al ADN bicatenario tanto de células
vivas como de células fijadas, permitiendo por ello el marcaje celular que facilita
el reconocimiento de las diferentes estructuras cerebrales. Debido a los
diferentes perfiles de absorcion y emisién de Fluoro-Jade C y DAPI, hace posible
el doble marcaje, permitiendo la visualizacion de las neuronas marcadas con
Fluoro Jade C (emision en color verde-amarillento) junto con el resto de células
(emision en color azul) en el mismo tejido. Para la tincion se ha seguido el

siguiente protocolo:

1. Fijacién: formaldehido al 4% en tampdn fosfato 0,1 M a pH 7,4, durante
10 minutos.

Lavado: 2 veces en tampdn fosfato.

Alcohol basico (NaOH al 1% en etanol 80%) durante 5 minutos.

Etanol 70% durante 2 minutos.

Agua destilada durante 2 minutos.

Permanganato potasico 0,06% durante 10 minutos.

Agua destilada durante 90 segundos.

Fluoro Jade C (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) al 0,0001% y DAPI
(Sigma Aldrich, Madrid, Espafia) al 0,0001% en acido acético al 0,1%

© N o g A~ WD

durante 10 minutos. Para ello se prepara una solucion stock de Fluoro
Jade C al 0,01% en agua destilada, y una solucion stock de DAPI al
0,01%. Finalmente, se mezcla 1 ml de la solucién stock de Fluoro Jade C
al 0,01% con 1 ml de la solucion stock de DAPI al 0,01% y 98 ml de acido
aceético al 0,1%.

9. Agua destilada 3 veces durante 1 minuto.

10.El exceso de agua es retirada con papel y los portaobjetos se secan con
aire a 50°C durante al menos durante 5 minutos.

11. A continuacion, las muestras se aclaran en xileno durante 1 minuto.

12.Finalmente, se cubren con DPX (Fluka, Suiza). Este es un medio de
montaje constituido por una resina sintética que es una mezcla de un

poliestireno, fosfato de tricresilo y xileno). Las muestras conservadas a
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temperatura ambiente y en oscuridad mantienen su fluorescencia estable

durante al menos 1 afio (Schmued et al., 2005).

Las muestras histologicas se observaron con un microscopio de fluorescencia
(Olympus 1X51, Olympus Europa Holding, Alemania). Para visualizar la doble
tincion con Fluoro-Jade C y DAPI se utilizo el filtro del isotiocianato de
fluoresceina (FITC; excitacion a 495 nm y emision a 521 nm) y un filtro de color
azul/cian (excitacién con luz UV y emision a 461 nm), respectivamente. Las
imagenes de fluorescencia se procesaron utilizando el software ImageJ 1.46r

(disponible en http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html).

3.7.2 Inmunohistoquimica de GFAP

La proteina fibrilar acidica de la glia, (en inglés, Glial fibrillary acidic protein;
GFAP), es una de las proteinas fibrosas que forman los filamentos intermedios
del citoesqueleto intracelular de células gliales como los astrocitos y células de
Schwann. La GFAP se expresa predominantemente en los astrocitos maduros,
siendo el marcador clasico utilizado para la evaluacion de astrogliosis. Su
expresion se encuentra altamente regulada, y se ha comprobado que aumenta
en diversas patologias del SNC en lo que tiene lugar gliosis reactiva
frecuentemene asociada a proliferacion glial.

En este caso y a diferencia del resto de estudios inmunohistoquimicos
realizados, los ensayos para la determinacion de GFAP se llevaron a cabo
mediante una técnica de un solo paso, sin la utilizacion de anticuerpo secundario.
Para ello, en la inmunohistoquimica de GFAP se us6 un anticuerpo monoclonal
anti-GFAP conjugado con el fluoréforo de cianina Cy3 (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafa), el cual tiene un perfil de excitacion a ~550 nm y emision a ~570 nm.
Esto permite la deteccidn directa de la proteina, sin la necesidad de requerir un
anticuerpo marcado anti-lgG. Para la inmunohistoquimica de GFAP se sigui6 el

siguiente protocolo:

1. Fijacion: Los cortes se fijaron con acetona fria durante 5 minutos v,

posteriormente, se dejaron secar al aire durante 15-20 minutos.
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2. Lavado con TBS durante 30 minutos.

3. Sebloqueaincubando las secciones con TBS conteniendo BSA (albumina
de suero bovino; Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) al 3% vy triton X-100 al
0,1%, durante 45-60 minutos.

4. Se incuban los cortes con el anticuerpo anti-GFAP-Cy3 (dilucion 1:500)
en TBS con BSA al 1% a 4°C en camara humeda, durante toda la noche.

5. Se lava 3 veces con TBS conteniendo Tween 20 al 0,1% durante 5
minutos.

6. Se lava 3 veces con TBS durante 5 minutos.

7. Se cubre con medio de montaje acuoso. Para ello se usé fluoroshield o
Fluoromount con DAPI (Sigma-Aldich, Madrid, Espafia). Una vez puestos
los cubreobjetos, al dia siguiente éstos se rodearon con laca de ufias para
sellar los bordes de los cubreobjetos. En los Ultimos estudios se usé como
medio de montaje Mowiol de preparacién propia. Este es un medio de
montaje “antifade” que se endurece a las 24 horas evitando el uso de laca
sellante, que esta constituido por mowiol 4-88, glicerol, Tris-HCI (pH 8,5).
El protocolo utilizado para la preparacion de Mowiol fue obtenido en

http://web.gbi.ug.edu.au/microscopy/mowiol)

Las cortes se examinaron con un microscopio de fluorescencia (Olympus IX51)
utilizando el filtro de isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC). En aquellos
casos en los que se hizo el marcaje conjunto con DAPI también se utiliz6 el
correspondiente filtro. De forma similar, las capturas digitales obtenidas se

procesaron posteriormente con el software 1.46r ImageJ.

3.7.3 Inmunohistoquimica de Caspasa-9

La caspasa 9 es la caspasa iniciadora responsable de la via intrinseca o
mitochondrial de la apoptosis, y su determinacion permite evaluar una activacion
de dicha via (Shiozaki et al., 2002). Para la inmunohistoquimica de caspasa 9 se

siguio el siguiente protocolo:
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1. Las secciones se fijaron con acetona fria durante 5 minutos v,
posteriormente, se dejaron secar al aire durante 15-20 minutos.

2. Lavado con PBS durante 5 minutos.

3. Los cortes se permeabilizan mediante incubacién en Triton X-100 al 0,1%
(en PBS) durante 5 min, a temperatura ambiente.

4. Se lavan 3 veces en PBS durante 5 minutos.

5. Se bloquea mediante incubacion en PBS conteniendo BSA (albumina de
suero de bovino) al 5% y Tween 20 al 0,1%, durante 2 horas en camara
hiameda.

6. Se enjuagan 1 vez en PBS. Y a continuacién, los cortes se incuban
durante toda la noche con el anticuerpo anti-caspasa-9 (dilucién 1:200,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en tampon de blogueo, a 4°C y en camara
hiameda.

7. Al dia siguiente, los cortes se lavan 3 veces durante 10 minutos.
Después se incuban con el anticuerpo secundario goat anti-rabbit
(desarrollado en cabra; dilucion 1:500; Sigma Aldrich, St. Louis, MO) para
caspase-9 durante 2 horas, a temperatura ambiente y en cAmara humeda,
protegidos de luz.

9. Los cortes se lavan 3 veces en PBS conteniendo Tween 20 al 0,1%,
durante 5 minutos cada vez.

10. Se cubren con Mowiol.

Los cortes de cerebro se examinaron al microscopio de fluorescencia con filtro
de FITC (Olympus 1X51). Se obtuvieron capturas digitales que se procesaron

mediante el software 1.46r ImageJ.

3.7.4 Inmunohistoquimica de NeuN

Neu es una proteina neuronal nuclear que puede ser utilizada como marcador
temprano y especifico de la mayoria de las neuronas. Sin embargo, esta ausente
en las células de Purkinje en el cerebelo, las mitrales del bulbo olfatorio y

fotorreceptoras retinianas. No todos los tipos neuronales poseen el mismo grado
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de expresion de NeuN, lo que podria asociarse al grado de diferenciacion y de
funcion neuronal (Daumas et al., 2005). Para la inmunohistoquimica de NeuN se
siguio el siguiente protocolo:

1. Los cortes se filan con acetona helada durante 5 minutos v,
posteriormente, se dejan secar al aire durante 15-20 minutos.

2. Se lavan durante 5 minutos en PBS.

3. Se incuban con PBS conteniendo suero de caballo al 10% vy triton X-100
al 2%, durante 1 hora a temperatura ambiente.

4. Se lavan en PBS durante 5 minutos.

5. Seincuban con el anticuerpo primario anti-NeuN (dilucion 1:200, Millipore,
Darmstadt, Germany) en PBS con triton al 0,2%, a 4°C y en camara
hdameda durante toda la noche.

6. Se lavan en PBS durante 5 minutos.

7. Se incuban con el anticuerpo secundario goat anti-mouse para NeuN
(dilucion 1:200, Sigma Aldrich, St. Louis, MO) a temperatura ambiente,
durante 2 horas y en camara humeda.

8. Se lavan durante 5 minutos en PBS.

9. Se cubren con medio de montaje acuoso de Mowiol.

Los cortes de cerebro se examinaron al microscopia de fluorescencia con filtro
de FITC (Olympus IX51). Se obtuvieron capturas digitales que se procesaron con

el software 1.46r ImageJ.

3.7.5 Tincion de Nissl (violeta de cresilo)

El violeta de cresilo es un colorante basico se fija a los denominados cuerpos o
granulos de Nissl, que se encuentran formados por reticulo endoplasmico
rugoso. Estos cuerpos de Nissl se encuentran distribuidos por todo el cuerpo
celular a excepcion de los axones. El reticulo endoplasmico rugoso presenta una
elevada afinidad hacia los colorantes basicos, tinéndose fuertemente ya que
presenta una elevada concentracion de ribosomas y por tanto de ARN. Entre los

colorantes usados para realizar la tincion de Nissl se encuentra el azul de

81



toluidina, la tionina y el violeta de cresilo. En nuestro caso, para la tincion de Nissl
se empled violeta de cresilo. Esta tincion es ideal para la localizacion de los
cuerpos celulares, asi como la identificacion ciertos detalles morfologicos
neuronales como los somas y las dendritas. Para la tincién de Nissl se sigui6é un
protocolo estandar:
1. Fijacion: Los cortes se fijaron con formaldehido al 4% en tampdn fosfato
0,1 M a pH 7,4, durante 10 minutos.
2. Lavado con tampon fosfato 0,1 M (2 x 1 minutos).
3. Se incuban en una solucion de acido acético que contiene 0,5% de
acetato de violeta de cresilo, durante 30 minutos.
4. Después se lavan en agua destilada.
5. Se deshidratan en series de etanol en graduacién creciente (70%, 95% y
100%, respectivamente).
6. Se aclaran en xileno (1 minuto).

7. Se cubren con medio de montaje DPX (Fluka, Suiza).

Las imagenes histoldgicas se capturaron con una camara digital (DFC425, Leica,
Alemania) acoplada a un microscopio de luz transmitida (Leitz Laborlux S, Leica,
Alemania).

3.8 Estudios autorradiograficos

3.8.1 Autorradiografia de [*H]Flumazenilo

El flumazenilo es un ligando que se se fija al lugar de unién de benzodiacepinas,
presentes en los receptores GABA-A. Por ello, la autorradiografia con el ligando
tritiado [*H]Flumazenilo ([*H]JRO15-1788; Perkin Elmer, EE.UU.) permite la
evaluacion de la densidad receptorial de los receptores GABA-A. El protocolo
utilizado para la realizacion de la autorradiografia de los receptores GABA-A fue
el siguiente (Chadha et al., 2000):

1. Los cortes de cerebro se pre-incubaron en tampoén Tris-HCI 50 mM (pH

7,9), durante 20 minutos, a temperatura ambiente.
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2. Posteriormente, se incubaron en presencia del ligando tritiado ([*H]JRO15-
1788) a una concentracion de 2 nM durante 60 minutos a 4°C.

3. Con el fin de eliminar el ligando unido inespecificamente, los portaobjetos
se sumergieron 2 veces durante 2 minutos en la soluciébn de pre-

incubacion a 4°C y posteriormente en agua destilada también a 4°C.

Después del lavado, los portaobjetos se secaron en una corriente de aire caliente
y se colocaron en un cassette. Los cortes se expusieron a pelicula
autorradiografica (Kodak BioMax MR) durante un periodo de unas 4 semanas,

tras las cuales se procedio6 a su revelado.

3.8.2 Autorradiografia de [2HJAMPA

Para el marcaje de los receptores glutamatérgicos de tipo AMPA se ultilizo el
ligando tritiado [CHJAMPA (Perkin Elmer, EE.UU), siguiente el siguiente protocolo
(Cremer et al., 2009):

1. Preincubacion con tiocianato potasico 100 mM disuelto en tampdn Tris-
acetato 50 mM (pH 7,2) a 4°C. La pre-incubacion se repiti6 3 veces
durante 10 minutos cada una de ellas.

2. A continuacion, se realizo la incubacion de los cortes con la misma
solucién afadiendo el ligando tritiado [*HJAMPA (concentracion final de
10 nM) durante 45 minutos a 4°C.

3. Por ultimo, se lavaron 4 veces en el tampén de incubaciéon durante 4
segundos cada vez y, posteriormente, 2 veces en una solucion de

glutaraldehido en acetona al 2,5% durante 2 segundos.

Una vez que los cortes estuvieron secos, éstos se dispusieron en cassettes junto
con una pelicula autorradiogréfica (KodaK BioMax MR) durante 12-14 semanas.
Tras ese tiempo, se revelaron las peliculas de forma manual, tal como se

menciona a continuacion en el apartado correspondiente.
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3.8.3 Autorradiografia de [P HMK801

Este ligando se une a los receptores glutamatérgicos tipo NMDA. El protocolo
seguido fue el siguiente (Cremer et al., 2009):

1. Preincubacion de los cortes en una solucion de glutamato 50 uM,
glicina 30 pM y espermidina 50 uM en tampon Tris-HCI 50 mM,(pH
7,2) a 4°C.

2. Después de la pre-incubacion, los cortes se sumergieron en la solucion
de incubaciéon (50 M de glutamato, 30 M de glicina y 50 M de
espermidina en tampon Tris clorhidrico 50 mM a pH de 7,2) con el
ligando a ([3H]MK801 3,3 nM) durante 1 hora a temperatura ambiente.

3. Tras laincubacion, se lavaron los cortes con la solucion de incubacion
sin glutamato, 2 veces durante 5 minutos cada lavado y, finalmente,

con agua destilada a 4°C durante 1 segundo.

Una vez finalizado el protocolo, los portaobjetos se secaron y se expusieron a
una pelicula Kodak BioMax MR durante unas 12 semanas antes de proceder al

revelado.

3.8.4 Autorradiografia de [*H]Kainato

El [3H]-kainato se utiliz6 como ligando para la determinacién autorradiogréafica de
los receptores del mismo nombre. Los cortes se pre-incubaron en una solucion
de tampon Tris citrato 50 mM y acetato calcico 10 mM a pH de 7,1 a 4°C. La pre-
incubacion se repiti6 3 veces durante 10 minutos cada repeticién. Tras ese
tiempo se incubaron los cortes en esa misma solucién, esta vez con el ligando
radiactivo a una concentracion de 9,4 nM durante 45 minutos a 4°C. Una vez
finalizada la incubacién, se realizé el lavado en el tampon de incubacion sin
ligando, 3 veces durante 4 segundos a 4°C y otras 2 veces con glutaraldehido

en acetona al 2,5% durante 2 segundos cada una de ellas.

Tras el protocolo de incubacion, los portaobjetos se secaron en estufa a 37°C.

Una vez secos se pusieron en un cassette junto con una pelicula fotogréafica de

84



alta resolucioén. Tras 12 semanas de exposicion, la pelicula fue revelada de forma

manual.

3.8.5 Revelado de las peliculas de ligandos tritiados

Todas las peliculas autorradiograficas se revelaron manualmente siguiendo el
protocolo que se detalla a continuacion:
1. Revelador (Agfa G153A/G153B) reconstituido segun las instrucciones del
fabricante: 5 min.
2. Lavado en agua corriente: 2 min.
3. Fijador (Agfa G354): 5 min.

Una vez reveladas las peliculas, éstas se colocaron en un transiluminador, para
a continuacion digitalizar los cortes con una camara Leica DFC425, que estaba
acoplada a una lupa binocular y conectada a un ordenador. Para la
cuantificacion, se obtuveron imagenes a las que la se substrajo el fondo. Por
ualtimo, los valores de densidad éptica (DO) de las diferentes areas cerebrales
fueron medidos de manera que cada valor individual provenia de la media
aritmética de 4 cortes diferentes. Estos pasos fueron llevados acabo gracias a

las funciones incorporadas en ImageJ 1.46r.

3.9 Analisis estadistico de los resultados

Los datos se presentan como la media % error estandar de la media (ESM). Para
llevar a cabo las comparaciones entre los cuatro grupo experimentales, los datos
fueron analizados por un analisis de varianza (ANOVA) de 2 vias, seguidos por
el test de Tukey como post-hoc test, en caso de encontrar diferencias
significativas. El analisis de los estudios histoquimicos que evaluaban el efecto
del tratamiento farmacolégico (bien administracion de fluoxetina, PCPA o del

antagonista D1/Ds SCH23390) sobre los marcadores de dafio inducido por la
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administracion del agente convulsivante o sobre el periodo de latencia a las
crisis, se realiz6 mediante el test de la t de Student. Por tltimo, el analisis de la
tasa de mortalidad fue llevado a cabo por el test z para evaluacion de frecuencias
y proporciones.

En cualquier caso, se consideré que las diferencias encontradas eran
estadisticamente significativas cuando p<0.05. Todos los andlisis estadisticos se
realizaron con el software Sigmaplot 11.0 (Systat Software Inc., Chicago,
EE.UU.).
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4 EFECTOS DE LA MODULACION
SEROTONERGICA EN EL DANO
CEREBRAL INDUCIDO POR EL
MODELO DE LITIO-PILOCARPINA
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El conocimiento del papel de la 5-HT y el de los agentes que aumentan la
actividad serotonérgica en el control de la epileptogénesis todavia es
controvertido (Theodore, 2003). Asi, por ejemplo, los farmacos antidepresivos
gue aumentan la disponibilidad de monoaminas en la hendidura sinaptica se han
asociado con efectos tanto pro-convulsivos como anticonvulsivos, aunque es
mayoritaria la opiniébn de que presentan efectos antiepilépticos (Favale et al.,
2003; Hamid y Kanner, 2013; Jobe y Browning, 2005).

Se han llevado a cabo dos estudios, uno primero con el objetivo de dilucidar los
efectos del ISRS fluoxetina administrada subcrénicamente (con el fin de
aumentar los niveles de 5-HT en la hendidura sinaptica) y posteriormente los
efectos del PCPA, inhibidor irreversible de la enzima triptéfano-hidroxilasa (para
reducir los niveles de este neurotransmisor) sobre el eventual hipometabolismo

inducido por el modelo de litio-pilocarpina.

El modelo de litio-pilocarpina se caracteriza por un estado de SE seguido de un
periodo latente de aproximadamente 30 dias en el que generaliza un
hipometabolismo cerebral (Goffin et al., 2009; Guo et al., 2009; Lee et al., 2012)
y dafios neuronales que aparecen principalmente en el hipocampo (Mello et al.,
1993; Muller et al., 2014; Rossi et al., 2013; Wang et al., 2008; Wei et al., 2015).
En cuanto a la actividad metabdlica, el hipometabolismo cerebral aparece poco
después del inicio del SE, volviendo a los valores basales en el periodo
subagudo (Lee et al., 2012).

4.1 Estudio de la administracidon subaguda de fluoxetina sobre
el dafo hipocampal inducido por pilocarpina

Este estudio tuvo como objetivo estudiar los efectos farmacolégicos de un
tratamiento subagudo con fluoxetina (ISRS prototipo) sobre las alteraciones
metabdlicas e histoquimicas descritas que tienen lugar en el modelo de litio-
pilocarpina de SE en ratas. En primer lugar, y antes de proceder a evaluar un

posible efecto neuroprotector de la fluoxetina, estos estudios tenian como
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objetivo replicar el hipometabolismo a corto plazo previamente descrito (Lee et
al., 2012).
Con este fin, tal como se ha mencionado en la seccidn de materiales y métodos
los animales se dividieron en 4 grupos experimentales:

» Grupo VEH+SAL (n=9).

» Grupo FLUOX+SAL (n=9).

» Grupo VEH+PILO (n=17).

» Grupo FLUOX+PILO (n=17).

El protocolo experimental seguido es el esquematizado en la siguiente Fig. 20:

Sacrificio

Fluoxetina l
)
2 3 EEEEEEEN 3“ EEEN 33

2 -1 0 1
LiCl Pilo 1= PET 2" PET

Fig. 20. Protocolo experimental seguido para evaluar el efecto de la administracion subaguda de

fluoxetina sobre los efectos inducidos por el modelo de litio-pilocarpina.

De forma resumida, la fluoxetina (10 mg/kg; i.p. X 7d) se administré 4 dias antes
y 2 dias después del SE, que se indujo por la administracion intraperitoneal de
pilocarpina (25 mg/kg) (dia 0). Los estudios [*F]FDG-PET se realizaron en el dia
3 y dia 30 con el fin de evaluar las eventuales alteraciones metabdlicas que
tienen lugar tanto en la fase inicial (dia 3), asi como en la fase final (dia 30) del
periodo silente. Una vez finalizados los estudios PET, los animales fueron

sacrificados (dia 33) para evaluar diferentes marcadores de dafio neuronal.
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4.1.1 Resultados

Metabolismo de la glucosa cerebral mediante [*8F]FDG-PET

Los animales tratados con litio-pilocarpina (grupo VEH+PILO) mostraron un
hipometabolismo cerebral generalizado, cuando se analiz6é 3 dias después de la
induccion de las crisis (Fig. 21A). De esta manera, la pilocarpina causé una
reduccion significativa del metabolismo en todas las areas cerebrales analizadas
(p<0,05 en hipotadlamo; p<0,01 en el resto de las areas) en comparacion con el
grupo control (VEH+SAL). Esta reduccion de la captacion de [*®F]FDG fue de
aproximadamente un 30% en la mayor parte de las areas cerebrales analizadas.
En concreto, la disminucién de la captacion de [*®F]FDG (en unidades de SUV)
alcanz6 un 33,2% y 33,1% en hipocampo y corteza, respectivamente. Al analizar
los efectos a medio plazo (dia 30 después del insulto), aunque se observé una
tendencia al hipometabolismo cerebral, no se encontraron diferencias
significativas en ninguna regién en comparacion con el grupo control (Fig. 22B);

p>0,05), indicando una recuperacion de la actividad metabdlica cerebral.

En cuanto a los efectos de la fluoxetina (grupo FLUOX+SAL), cuando éste
farmaco se administré durante 7 dias (10 mg/kg/dia), no modificé el metabolismo
de la glucosa cerebral en ninguna de las regiones cerebrales analizadas, tanto
en el dia 3 como en el dia 30 (Fig. 21A y B) cuando se compar6 con el grupo
control. Asi, el grupo FLUOX+SAL no mostrd diferencias significativas en los
valores de [*®F]JFDG SUV en comparacion con el grupo control (VEH+SAL) en
los dos puntos temporales analizados (Fig. 21A y B). Por ejemplo, a nivel del
hipocampo los valores de SUV en el dia 3 fueron los siguientes: SUVhipocampo
grupo VEH+SAL (control) = 3,15 + 0,30 g/ml vs. grupo FLUOX+SAL = 2,96 +
0,25 g/ml; p> 0,05).

Aunque la fluoxetina no indujo por si misma alteraciones metabdlicas, en cambio
Si que se observo que la administracion subcronica de la misma evito el
hipometabolismo a corto plazo (en el dia 3) inducido por la inyeccion de
pilocarpina (p<0,01) en todas las regiones cerebrales estudiadas (Fig. 21A). De
nuevo, refiriendonos al dia 3, SUVhipocampo grupo VEH+PILO = 2,10 + 0,18 g/m|
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2,84 + 0,17 g/ml; p<0,05). Tal como se muestra en la

vs. grupo FLUOX+PILO

Fig. 21A, los animales inyectados con pilocarpina a los que se administro

subagudamente fluoxetina (grupo FLUOX+PILO) mostraron valores de [*8F]FDG

SUV similares a las ratas que no fueron inyectadas con pilocarpina (grupo

FLUOX+SAL).
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Fig. 21. Cambios en el metabolismo de la glucosa cerebral regional (evaluado por PET) en los

diferentes grupos experimentales en el dia 3 (A) y en el dia 30 (B) después de la administracion

de pilocarpina (o solucién salina). La fluoxetina (o vehiculo) se administr6 de forma subaguda

durante 7 dias (desde el dia -4 al dia 2). Los datos se expresan como la media + SEM (n = 4-8

ratas/grupo; *p<0,05, **p<0,01; ANOVA de dos vias).
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VEH+SAL

0.5 Suv 5.0

Fig. 22. Imagenes representativas de ['8F]FDG PET (vistas coronal, sagital y trans-axial) 3 dias
después del SE de los diferentes grupos experimentales. Se puede obsevar la reversién
producida por fluoxetina del hipometabolismo cerebral a corto plazo inducido por pilocarpina. Las
filas superiores muestran las imagenes TAC; las filas del medio muestran las imagenes PET

(escaladas a SUV) y las filas inferiores muestran la fusion de ambas imagenes tomogréficas.

Evaluacion de la neurodegeneracion mediante tincion con Fluoro-Jade C

Los resultados obtenidos con la tincion con Fluoro-Jade C muestran claros
signos de neurodegeneracion a los 33 dias después de la administracion de

pilocarpina. Esta respuesta fue marcada en el area del hipocampo, como se
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B

muestra en las micrografias de fluorescencia (Fig. 23B). Ademas, cuando se

realiz6 el andlisis cuantitativo (Fig. 23A), se pudo determinar que la

administracion de fluoxetina disminuyd significativamente el nimero de células

marcadas con Fluoro-Jade C, tanto en el hilo (reduccion del 73,5%; p<0,01)

como en las regiones CA1-CA2 del hipocampo (reduccion del 66,7%; p<0,01).

Como era de esperar, las ratas que no recibieron pilocarpina (grupos VEH+SAL

y FLUOX+SAL) no mostraron signos de neurodegeneracion ya que no se

observaron células marcadas con Fluoro-Jade C (Fig. 23B).
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'|’ B FLUOX+PILO
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fluoro-Jade C
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Giro Dentado CA1-CA2
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FLUOX+SAL FLUOX+PILO
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Fig. 23. (A) La cuantificacién de
la neurodegeneracion inducida
por pilocarpina se evalud
contando células positivas para
Fluoro-Jade C en el giro dentado
y en las areas CA1-CA2. Los
datos se expresan como la media
+ SEM (n = 7 ratas/grupo;
**p<0,01; Student t-test).

(B) Micrografias representativas
de fluorescencia con Fluoro-Jade
C a nivel del giro dentado/region
hilar de los cuatro grupos
experimentales. Las imagenes
muestran células Fluoro-Jade C
positivas en el area del hilus
después de la administracién de
pilocarpina, siendo este efecto
evitado por la administracion de
fluoxetina. hil: hilus; dg: giro
dentado. Barra de escala: 250

um.



Inmunohistoquimica de GFAP

Con el fin de evaluar la activacion astroglial asociada al eventual dafio cerebral
inducido por el SE y su eventual modificacion por la administracion de fluoxetina,
se llevd a cabo inmunohistoquimica de GFAP. Como se muestra en la fila
superior de la Fig. 24, se detectd una incremento en el inmunomarcaje de GFAP
tanto en corteza parietal como en hipocampo (giro dentado, hilus, y areas CAly
CA2), 33 dias después de la administracion de pilocarpina. Esta gliosis reactiva
observada en estas areas cerebrales se redujo de manera evidente cuando se
administré fluoxetina (Fig.24; fila inferior). Como era esperar, no se observo

activacion glial en ratas que no recibieron pilocarpina (grupos VEH+SAL y

FLUOX+SAL).
e

VEH+PILO

Hipocampo
pc
dg
pc
dg hil g
CAl CA2 L SRR

Fig. 24. Inmunohistoquimica de GFAP en cortes de cerebro coronales a nivel del hipocampo

FLX+PILO

dorsal y la corteza parietal, 33 dias después de la inyeccion de pilocarpina. Se muestran
imagenes de fluorescencia representativas de cortes de cerebro coronales a nivel hipocampal
de giro dentado (columna izquierda), sectores CA1 CA2 (columna central) y corteza parietal
(columna derecha) en ratas tratadas con pilocarpina (fila superior) y ratas tratadas previamente
con fluoxetina (fila inferior). Se observa una fuerte activacion glial generada por la pilocarpina, la
cual se redujo por la administracién subaguda de la fluoxetina. hil: hilus, dg: giro dentado, cg:

Cingulo, pc: corteza parietal. Barra de escala: 250 um.
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Inmunohistoquimica de Caspasa-9

La inmunohistoquimica de caspasa-9 se llevd a cabo para valorar una eventual
activacion de la via mitocondrial de la apoptosis inducida por el SE generado por
el modelo del litio-pilocarpina. Como se muestra en las micrografias de
fluorescencia (Fig. 25B), se produjo un aumento evidente de la expresion de
caspasa-9 en corteza e hipocampo, cuando se evalud en el dia 33. Esta
sobreexpresién se redujo notablemente en aquellos animales a los que se
administré fluoxetina durante 7 dias (Fig. 25B). El analisis cuantitativo de las
mismas (Fig. 25A), mostré una disminucion estadisticamente significativa en el
namero de células inmunomarcadas de caspasa-9 tanto en hipocampo como en
corteza en el grupo FLUOX+PILO cuando se comparé con el grupo VEH+PILO
(reduccién de 31,8% en giro dentado; 24,0% en las areas de CA1-CA2; y 28,6
9% en corteza parietal; p<0,05). Como ocurri6 en la evaluacién de la
neurodegeneracion y la gliosis, los animales que no fueron inyectados con

pilocarpina apenas mostraron expresion de caspasa-9.
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Fig. 25. A) Cuantificacién de células inmunorreactivas de caspasa-9 que muestra el efecto de la
administracion subaguda de fluoxetina en ratas tratadas con pilocarpina. Los datos se presentan
como la media + SEM (n = 3 ratas/grupo; *p<0,05; Student t-test). (B) Las imagenes de
inmunohistoquimica de caspasa-9 representan cortes de cerebro coronales a nivel hipocampal
de giro dentado (columna izquierda), sectores CA1 CA2 (columna central) y corteza parietal
(columna derecha) de ratas tratadas con pilocarpina (fila superior) y ratas previamente
administradas con fluoxetina (fila inferior). EI aumento de las células inmunorreactivas de
caspasa-9 inducido por pilocarpina se ve disminuido de manera significativa por la administracién
subaguda de fluoxetina. hil: hilus, dg: giro dentado, cg: Cingulo, pc: corteza parietal. Barra de

escala: 250 pm.
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Autorradiografia cuantitativa de los receptores GABAx e ionotropicos de

glutamato

Con el fin de evaluar posibles alteraciones en la expresiéon de receptores
GABAérgicos y glutamatérgicos ionotrépicos (AMPA, kainato y NMDA) se
realizaron estudios autorradiogréaficos. Para ello, y tal como se describe en el
apartado correspondiente de materiales y métodos se usaron los siguientes
ligandos tritiados: [3H]Flumazenilo (receptor GABAa), [HJAMPA (receptor
AMPA), [®H]kainato (receptor de kainato) y [*H]MK801 (receptor NMDA). La Fig.
26 muestra autorradiogramas representativos de cortes del cerebro coronales a
nivel de bregma -3,30 mm, mostrando el patrén de distribucion de los cuatro
receptores diferentes ensayados. Como se puede observar, presentan una
elevada expresion a nivel cortical e hipocampal

Fig 26. Autorradiogramas representativos de secciones coronales a nivel de bregma -3,30 mm
que muestran el patron de distribucion regional de los receptores de (A) GABAa, (B) AMPA, (C)
kainato y (D) NMDA, tal como son detectados por autorradiografia. pc: corteza parietal; tc:

corteza temporal; CA: &reas CA1-CA2; dg; giro dentado. Barra de escala: 2 mm.

La densitometria de las autorradiografias con [*H]Flumazenilo mostré que la
administracion de pilocarpina (25 mg/kg, i.p.) no modifico la expresion del
receptor GABAA en ningun area estudiada, cuando se evalu6 33 dias después
de la induccion de la epileptogénesis (Fig. 27). Por otra parte, se encontraron
incrementos en dicha expresion, estadisticamente significativos, en las areas
CA1-CA2 (12,3%) y en giro dentado (16,2%) en el grupo de animales tratados
subcronicamente con fluoxetina y que posteriormente fueron inyectados con
pilocarpina (grupo FLUOX+PILO) en comparacion con los animales tratados con

fluoxetina y sin pilocarpina (grupo FLUOX+SAL), tal como se muestra en la Fig.
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27. En el caso de los receptores ionotropicos de glutamato (kainato, AMPA y
NMDA), no encontramos diferencias en la expresién con ningun tratamiento

farmacoldgico y en ninguna region de las analizadas.

*k

« 50 7| Oven+sAL i
& 45 {| BVEH+PILO il ’_\
< *
O 40 {| WFLUOX+SAL
Q
5 35 {[ BFLUOX+PILO I_\
a
o 30 1
85
S -
- g 25
= ]
o 20
©
o] 15 1
<
= 10 -
o
2 5

0

Corteza Parietal Corteza Temporal CA1-CA2 Giro Dentado

Fig. 27. Cuantificacién de la densidad de receptores GABAa en corteza parietal, corteza
temporal, CA1-CA2 y giro dentado de los cuatro grupos experimentales segun la evaluacion de
la autorradiografia de [3H] flumazenilo. Los datos se expresan como la media del porcentaje del
grupo VEH+SAL = SEM. (*p<0,05, **p<0,01; ANOVA de dos vias).

Tasa de mortalidad

Se calculo la tasa de mortalidad durante las primeras 24 h después de la
induccion de SE y justo antes del segundo estudio [*!]FDG-PET (que se llevo a
cabo el dia 30). Como se muestra en la Tabla 2, y tal como esta descrito en la
bibliografia, este modelo esta asociado a una elevada tasa de mortalidad, que
principalmente tiene lugar en el periodo critico de las primeras 24 horas tras el
SE. En cuanto a los efectos de la administracion de fluoxetina, aunque se
observa una tendencia a la reduccién de la mortalidad (del 59% al 33% al final

del estudio; dia 30), una vez realizado el analisis estadistico, la diferencia en la
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tasa de mortalidad encontrada entre los grupos VEH+PILO y FLUOX+PILO no

fue estadisticamente significativa (p>0,05).

Tabla 2. Efecto del tratamiento a corto plazo de fluoxetina en las tasas de mortalidad
medidas a las 24 horas y 30 dias después de la administracion de pilocarpina

NUumero de Ratas Ratas ,
- - Mortalidad
Grupo ratas supervivientes supervivientes total
experimentales (primeras 24 h) (30 dias)
10/17
VEH+PILO 17 10 7 (59%)
FLUOX+PILO 17 12 11 6/17 (35%)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
experimentales (p>0,05; z-test for rates and proportions, tasas y proporciones).

4.2 Estudio del eventual efecto de la deplecion de 5-HT por
administracion de PCPA sobre el daino hipocampal inducido por
pilocarpina

Una vez analizados los datos de la administracion de fluoxetina y demostrado y
efecto neuroprotector de este ISRS (y eventualmente de la 5-HT) frente al dafio
inducido por el modelo de litio-pilocarpina de SE, se llevé a cabo un estudio
similar pero con un protocolo en el que se produjera una disminucion de la
actividad serotonérgica cerebral, con el fin de adquirir un conocimiento del
control serotoninérgico en este modelo experimental de epilepsia. Ya que los
resultados obtenidos con el estudio anterior y los publicados por otros grupos
apuntaban que el hipometabolismo inducido por la pilocarpina es de corta
duracioén, retornando a valores basales 7 dias después del insulto (Lee et al.,
2012), decidimos realizar un unico estudio PET en el dia 3, para sacrificar a los
animales un dia después (Fig. 28).

Por ello, el principal objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos de la
deplecién de 5-HT sobre el el hipometabolismo cerebral a corto plazo y en las
alteraciones histoquimicas evocadas por la administracion de pilocarpina en

ratas. Para ello, se administré p-clorofenilalanina (PCPA), un inhibidor de la
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enzima triptéfano hidroxilasa (Koe y Weissman, 1966), a ratas sometidas a SE
por administracion de litio-pilocarpina. Con el fin de que la deplecion de 5-HT
estuviera presente antes y después del SE, la PCPA (125 mg/kg, 7 d) se
administro 4 dias antes y 2 dias después la inyeccion de pilocarpina. La actividad
metabdlica cerebral se evalud in vivo mediante [*®F]FDG-PET, mientras que la
neurodegeneracion por la tincion de Fluoro-Jade C y la gliosis reactiva mediante
inmunohistoquimica de GFAP. Todos los protocolos estan descritos en los
apartados correspondientes en la seccion “Material y Métodos” de la presente

Tesis Doctoral.

Sacrificio

PCPA

11

Litio Pilo PET

Fig. 28. Protocolo experimental del estudio del efecto de la deplecion de 5-HT sobre el
hipometabolismo y el dafio neuronal inducido por pilocarpina. PCPA (125 mg/kg; i.p.) se
administré 4 dias antes y 2 dias después de la administracién intraperitoneal de pilocarpina (25
mg/kg) (dia 0). Los estudios [*®F]FDG PET se realizaron en el dia 3.

De forma analoga al estudio anterior, las ratas se dividieron en cuatro
experimentales:

» Grupo VEH+SAL (n=7).

» Grupo PCPA+SAL (n=7).

» Grupo VEH+PILO (n=12).

» Grupo PCPA+PILO (n=12).
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4.2.1 Resultados

Metabolismo de la glucosa cerebral mediante [®F]FDG PET

En la Fig. 29 se muestran imagenes fusionadas PET/CT, representativas de los
cuatro grupos experimentales. El andlisis cuantitativo de los resultados mostré
un hipometabolismo de glucosa estadisticamente significativo (p<0,05), tres dias
después de la administracion de pilocarpina (grupo VEH+PILO), en todas las
regiones cerebrales analizadas (Fig. 30), de magnitud similar a la obtenida en el
anterior estudio realizado con fluoxetina y a la bibliografia existente (Goffin et al.,
2009, Guo et al., 2009, Lee et al., 2012). La reduccion del metabolismo glucidico
fue aproximadamente un 20%. Asi, el SUV se redujo desde un 19,9% en
hipotalamo hasta un maximo de 27,8% en cuerpo estriado. Cuando se analizé el
hipocampo, esta reduccion alcanzé el 24,7%.

Con respecto al efecto de la deplecion de 5-HT sobre la actividad metabdlica
cerebral, el tratamiento con PCPA no modific la captacion de [*®F]FDG basal
(p>0,05, Fig. 30). Por ejemplo, en hipocampo, SUVven+saL = 3,00 £ 0,14 g/ml,
mientras que SUVpcpa+saL = 3,26 + 0,15 g/ml (p>0,05).

Por dltimo, ademas de la falta de efectos de la administracion de PCPA sobre la
captacion cerebral de [*®F]FDG, el hipometabolismo a corto plazo inducido por
pilocarpina (grupo VEH+PILO) tampoco se vi6 alterado por la deplecion de 5-HT
(grupo PCPA+PILO). Por ejemplo, en hipocampo: SUVven+piLo= 2,26 + 0.20 g/m
vs. SUVpcpa+piLo = 2,27 £ 0,30 g/ml (p>0,05).
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Fig. 29. Imagenes representativas de [8F]FDG-PET (vistas coronal, sagital y trans-axial) 3 dias
después del SE de los diferentes grupos experimentales. Se puede obsevar el hipometabolismo
generalizado inducido por el modelo de litio-pilocarpina de SE (grupo VEH+PILO) y que éste no
se afectd por la administracién subaguda de PCPA (grupo PCPA+PILO). Por otra parte, la
captacion basal de [*8F]FDG no se afect6 por la deplecion de 5-HT (grupo PCPA+SAL). Las filas
superiores muestran las imagenes TAC; las filas del medio muestran las imagenes PET

(escaladas a SUV) y las filas inferiores muestran la fusién de ambas imagenes tomograficas.
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Fig. 30. El hipometabolismo cerebral a corto plazo inducido por pilocarpina no fue modulado por
la deplecion de 5-HT cuando se evalu6 3 dias después del SE. El metabolismo de la glucosa
cerebral regional [*8F]JFDG-PET (en unidades de SUV, “Standardized Uptake Value”) se evaluo
3 dias después del SE. Los datos se expresan como la media + SEM. VEH+SAL (n = 11),
PCPA+SAL (n = 4), VEH+PILO (n = 11), PCPA+PILO (n = 7). *p<0,05 vs. grupo VEH+SAL,
#p<0,05 vs. grupo VEH+PILO; ANOVA de dos vias.

Evaluacion de la neurodegeneracion mediante la tincion de Fluoro-Jade C

La administracion de litio-pilocarpina produjo una neurodegeneracion notable en
la region hilar del hipocampo, segun la tincidon con Fluoro-Jade C (Fig. 31B).
Estos resultados muestran que la neurodegeneraciéon que tiene lugar por el SE
inducido por este modelo experimental es de aparicion temprana (dia 4). Por otra
parte, los resultados obtenidos en el experimento previo con fluoxetina, en el que
las ratas fueron sacrificadas 33 después del SE, indican que la

neurodegeneracion se mantiene durante todo el periodo silente.
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Fig 31. Efecto del tratamiento con PCPA en la neurodegeneracion inducida por litio-pilocarpina
4 dias después de la lesiéon. (A) La cuantificacion de la neurodegeneracion inducida por
pilocarpina en el hilo se evalué contando neuronas marcadas con Fluoro-Jade C. Los datos se
expresan como porcentaje de la media + SEM (n = 6 ratas/grupo) del grupo VEH+PILO. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos experimentales
(p>0,05; ANOVA de dos vias). (B) Micrografias representativas de fluorescencia DAPI/Fluoro-
Jade C a nivel del giro dentado/hilio del hipocampo de los cuatro grupos experimentales. Las
imagenes muestran neurodegeneracién en el hilus 4 dias después del inicio del SE, y que no fue

por la administracién de PCPA. hil: hilus; dg: giro dentado. Barra de escala: 250 micras.
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Este marcador de neurodegeneracion no se vio afectado por el tratamiento con
PCPA (Fig. 31A y B; p>0,05). Como era de esperar, las ratas no tratadas con
pilocarpina no mostraron signos de neurodegeneracion (grupos; VEH+SAL y
PCPA+SAL; Fig. 31B). Este ultimo resultado muestra que a corto plazo, la
deplecion de 5-HT cerebral por una administracion de prolongada de PCPA, no

indujo por si misma neurodegeneracion hipocampal.

Inmunohistoquimica de GFAP

Se realiz6 estudiso de inmunohistoquimica de GFAP con el fin de evaluar:

1. Si el dafio temprano neuronal estaba asociado a una reaccion glial
temprana. Los estudios con fluoxetina habian mostrado que dicha
reaccion se mantenia al menos 33 dias después del insulto.

2. Una posible modulacién de la astrogliosis inducida por el SE por la

deplecion de 5-HT.

Nuestros resultados muestran una intensa gliosis en las areas del hilus y el giro
dentado 3 dias después de la administracion de pilocarpina (Fig. 32 y 33). Por
otra parte, Ademas, las micrografias muestran que esta respuesta glial inducida
por pilocarpina no fue modulada por el tratamiento subagudo con PCPA, ni
incrementando ni reduciendo dicha respuesta. Por otra parte, las ratas que no
recibieron pilocarpina (grupos VEH+SAL y PCPA+SAL) mostraron niveles muy
bajos de inmunomarcaje de GFAP, independientemente de si fueron tratado con
PCPA o no (Fig. 32).
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Fig. 32. La activacion glial inducida por pilocarpina a nivel de hipocampo no se vi6é afectada por
la reduccion de los niveles de 5-HT segun la evaluacién inmunohistoquimica de GFAP. Imagenes
de fluorescencia representativas de cortes de cerebro coronales a nivel del hipocampo (giro
dentado/hilus) de los cuatro grupos experimentales. hil: hilus, dg: giro dentado. Barra de escala:

250 micras.

VEH+PILO PCPA+PILO

Fig. 33. Las imagenes (Objetivo 40X) muestran micrografias representativas de
inmunohistoquimica de GFAP (n = 6 ratas/grupo) a nivel del hilio VEH+PILO (panel izquierdo) y
PCPA+PILO (panel derecho). La gliosis hipocampal inducida por el modelo de litio-pilocarpina

de SE no se ve afectada por el tratamiento PCPA.
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Tiempo de latencia y Tasa de mortalidad

La tasa de mortalidad se calculé a las 24 y 72 h después de la inyeccion de
pilocarpina. Como se muestra en la Tabla 3, ni el tiempo de latencia del SE ni la
tasa de mortalidad fueron alterados significativamente por la administracion
subaguda de PCPA (p>0,05).

Tabla 3. Efecto del tratamiento subagudo con PCPA en las tasas de mortalidad a las 24
y 72 h, y en el tiempo de latencia del SE inducido por la administracion de pilocarpina

Ra_tas thqs Mortalidad Tlemp_o de
Grupo n supervivientes supervivientes total latencia SE
(primeras 24 h) (3 dias) (min)
VEH+PILO 12 6 4 8/12 (67%) 25.2+3.8
PCPA+PILO 12 8 8 4/12 (33%) 33.5%+55

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
experimentales (p>0,05; z-test de frecuencias y proporciones y test de la t de Student para la

tasa de mortalidad y el tiempo de latencia de SE, respectivamente).

4.3 Discusion

El objetivo de estos estudios fue doble. Por una parte, estudiar las eventuales
alteraciones metabdlicas e histoquimicas inducidas por el modelo de litio-
pilocarpina de SE, a lo largo del periodo silente, en el que las ratas no muestran
actividad convulsiva espontanea. Por otra parte, se estudio si dichas alteraciones
eran alteradas mediante la modulacion farmacologica de la actividad
serotonérgica central. Para ello, se exploraron por primera vez los efectos de la
administracion subaguda (7 dias) de fluoxetina (prototipo de ISRS) y de p-
clorofenilalanina (PCPA) (inhibidor de la triptéfano hidroxilasa), sobre las

alteraciones metabodlicas cerebrales inducidas en el modelo de SE de litio-
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pilocarpina en ratas. Para el cumplimiento de este objetivo, se llevaron a cabo
dos estudios longitudinales de [*®F]FDG-PET a corto y medio plazo (dias 3y 30)
en el caso de fluoxetina, y solamente uno a corto plazo en el caso del PCPA (3
dias), después de la induccion del SE. Ademas, al final de los estudios (3 dias
después del estudio de PCPA y 33 dias después del estudio de fluoxetina), se
llevaron a cabo diversas evaluaciones histoquimicas con el fin de comprobar una
asociacion entre el eventual hipometabolismo y el dafio cerebral inducido por
pilocarpina tanto a corto como a medio plazo. Ademas, se exploraron si las
alteraciones neurologicas inducidas por pilocarpina podrian ser alteradas y/o
modificadas por el tratamiento farmacolégico. En este contexto, se evaluaron
marcadores de neurodegeneracion (Fluoro-Jade C), de gliosis reactiva
(inmunohistoquimica de GFAP), de activacion de la via mitocondrial de apoptosis
(inmunohistoquimica de caspasa-9) y de morfologia y patologia de neuronas
(tincion de violeta de cresilo). Finalmente, se determin6 la expresion de
receptores ionotropicos de glutamato (kainato, AMPA y NMDA) y receptores
GABAA mediante autorradiografia con ligando tritiados con el fin de relacionar
los efectos anteriores con una potencial modificacion de la actividad neuronal de
los dos principales neurotransmisores clasicamente asociados a la aparicion de

crisis y convulsiones.

El desarrollo de la epilepsia se asocia cominmente con los cambios neuronales
progresivos. Entre estos cambios destacan el desequilibrio neuroquimico, la
neurodegeneracion, la modificacion de la sinapsis y la reorganizacién de areas
cerebrales especificas (Houser, 1992; Beach et al., 1995; Borges et al., 2003;
Bertram, 2013). Ademas, se ha descrito que estos cambios inducen depresion
en muchos pacientes que sufren de epilepsia (Favale et al., 2003; Hamid y
Kanner, 2013). Por ello, los farmacos ISRS como la fluoxetina, son prescritos
habitualmente a estos pacientes. En este sentido, el efecto de la fluoxetina en el
trastorno de la epilepsia ha sido ampliamente corroborado por estudios previos
(Wada et al., 1995; Hernandez et al., 2002; Bagdy et al., 2007) y se ha puesto
de manifiesto un efecto neuroprotector de la fluoxetina en algunos modelos

animales.
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Para el estudio de los efectos de la fluoxetina en este modelo, la dosis y la
duracion del tratamiento (10 mg/kg/dia x 7 dias) fueron elegidas sobre la base
de su uso ampliamente aceptado en ratas, descrito y de sus numerosos efectos
farmacoldgicos y neuroquimicos (Lauzurica et al., 2013; Hrdina y Vu, 1993;
Johnson et al.,, 2009), entre los que destaca un efecto inhibidor sobre las
descargas hipocampales elicitadas por estimulacion eléctrica en ratas (Wada et
al., 1995).

Por otro lado, hemos estudiado el efecto de la deplecion de 5-HT sobre el dafio
cerebral a corto plazo provocado en el modelo de litio-pilocarpina de SE en ratas.
Estos estudios se realizaron con posterioridad a los estudios con fluoxetina, en
las que se demostrd que las alteraciones neuroldgicas inducidas por el SE eran
prevenidas por la administracion de fluoxetina, sugiriendo un eventual efecto
protector de este farmaco y eventualmente de la 5-HT. La dosis y la duracién de
PCPA (125 mg/kg/dia x 7 dias) se eligieron con el fin de conseguir una marcada
disminucién de 5-HT cerebral tanto durante el SE como en la fase aguda de la
epileptogénesis. Aungue no medimos los niveles de 5-HT cerebral, esta descrito
que tratamientos con dosis similares pero de menor duracion (3-4 dias) inducen
una deplecion del 80-90% del contenido de este neurotransmisor (Saadat et al.,
2005 y Kornum et al., 2006). Por ello, es esperable que la reduccién del
contenido de 5-HT obtenido con nuestro tratamiento fuera superior al 90%. Por
otra parte, tratamientos mas prolongados con PCPA (15 dias) se han asociado
con numerosas alteraciones cerebrales, incluyendo gliosis reactiva (Ramos et
al., 2000). Por todo ello, elegirmos una duracién idéntica a la del tratamiento con
fluoxetina (7 dias), con el fin de conseguir una reduccién intensa de la
concentracion de 5-HT peri sin llegar a producir dafio cerebral. Asi, en nuestro
estudio, el tratamiento con PCPA no indujo signos de neurodegeneracion, de

astrogliosis, ni alteracion del consumo basal de glucosa cerebral.

Estudios de [*®F]JFDG-PET en pacientes diagnosticados de epilepsia,
normalmente muestran una actividad metabdlica reducida de en la region
epileptdogena (Wong et al., 2010; Kumar A y Chugani, 2013; Ding et al., 2014)
durante el periodo interictal. Ademas, el hipometabolismo en areas temporales

parece ser una caracteristica que es comun en diferentes modelos animales de
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epilepsia (Jupp et al., 2007; Jupp et al, 2012; Virdee et al.,, 2012).
Concretamente, en el caso del modelo de litio-pilocarpina de SE, se ha
encontrado de forma consistente una reduccion intensa, del metabolismo
cerebral (Goffin et al., 2009; Guo et al., 2009; Lee et al., 2012). Esta reduccién
no esta restringida a areas temporales, sino que afecta a la mayor parte del
cerebro. Esto puede ser explicado en parte por los limites fisicos y técnicos de
las camaras PET actuales (Moses 2011), que especialmente son importantes
cuando se explora el cerebro de los animales de experimentacién en
comparacion con el tamafio los humanos. Es importante sefialar, que entre los
diferentes indices de metabolismo de cuantificacion, la medida semicuantitativa
SUV es actualmente el pardmetro cuantificador PET mas utilizado, tanto en
entornos clinicos como experimentales (Byrnes et al., 2014; Deleye et al., 2014).
Independientemente del método de cuantificacion utilizado (SUV en la presente
Tesis Doctoral, tasa metabdlica de glucosa regional normalizada a pons en los
estudios de Guo et al., (2009), captacion regional de [*®F]FDG calculada como
% de la dosis inyectada por gramo normalizado a pons en el estudio de Lee et
al. (2012) o bien andlisis SPM en los estudios de Goffin et al., 2009), nuestros
resultados mostrando hipometabolismo cerebral estdn de acuerdo con los
resultados previamente publicados. Ademas, las alteraciones metabdlicas
inducidas por la pilocarpina son son de caracter transitorio ya que se ha descrito
que 7 dias después de la lesion la actividad metabdlica cerebral, la captacion de
[*8F]FDG retornaba a los niveles basales (Lee et al. 2012). En este sentido,
nosotros encontramos que el la reduccion de la actividad metabdlica cerebral
gue encontramos a los 3 dias después del SE (Fig. 21A y 29), se recuperaba a
los 30 dias (Fig. 21B), retornando los valores de SUV a valores similares al del
grupo control. Esta reduccién transitoria del metabolismo cerebral esta en linea
con los resultados previamente descritos por Lee et al. (2012). A pesar de que
se realizaron adquisiciones basales antes del tratamiento, las comparaciones de
los valores de la captacion regional de [*8F]JFDG no se realizaron frente a éstas,
sino que se compararon con los valores obtenidos con los controles
correspondientes, con el fin de evitar eventuales variaciones inter-scan (Garcia-
Garcia et al., 2014). Por tanto, los grupos control (VEH+SAL o FLUOX+SAL)
fueron escaneados en los mismos dos puntos temporales que las ratas

inyectadas con pilocarpina (VEH+PILO y FLUOX+PILO). Por dltimo, la
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cuantificacion mediante SUV puede sufrir variaciones en funcion de la glucemia.
Estas variaciones individuales son minimizadas en caso de los animales estén
en ayuno al menos 12 h antes de la acquisicién PET (Deleye et al., 2014). Por
ello, en todos nuestros estudios se realizaron dejando a los animales en ayunas

la tarde anterior.

El Fluoro-Jade es un colorante fluorescente que permite detectar y localizar
neuronas en degeneracion, a partir de su alta afinidad por moléculas que se
expresan mayormente en las membranas de neuronas degenerantes. De los
diferentes tipos de Fluoro-Jade desarrollados, el Fluoro-Jade C es el que
presenta la mayor relacion sefial/fondo asi como la mayor resolucion (Schmued
et al., 2005), traduciéndose en una tincion de maximo contraste y afinidad para
las neuronas en proceso de neurodegeneracion. Es extremadamente especifico
aunque en raras ocasiones se ha observado la tincion de astrocitos y eritrocitos
(Schmued et al., 2005). La tincion con Fluoro-Jade C no solo es ampliamente
reconocida para la localizacién de cuerpos de células nerviosas degeneradas,
sino también de dendritas distales, axones y terminales, independientemente de
ser el resultado de un trauma cerebral, accidente cerebrovascular o insulto
neurotdxico (Schmued et al., 2005). Asi, esta tincion se llevado a cabo en el
modelo de litio-pilocarpina, observandose degeneracion neuronal,
especialmente durante la fase temprana del SE (Mello et al., 1993; Wang et al.,
2008; Rossi et al., 2013). Nuestros hallazgos corroboran dichos resultados, pero
ademas apuntan a que la neurodegeneracion inducida por la pilocarpina no se
limita exclusivamente a la fase aguda de la epileptogenesis (Fig. 31), sino que
fue detectada incluso 33 dias después del SE inicial (Fig. 23). Por lo tanto, el
hipometabolismo agudo desencadenado por la pilocarpina induce dafio neuronal
gue no se limita a dicho periodo de reduccion de la actividad metabdlica sino que

se prolonga al menos durante todo el periodo silente.

La activacion de glial y neurodegeneracion, por lo general, se presentan como
dos eventos proximos inseparables. La astrogliosis se considera que es un
marcador de lesién neuronal (Ridet et al., 1997). Asi, la gliosis se ha descrito en

varios modelos de neuropatologias, incluyendo la epilepsia (Borges et al., 2003;
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Zhang et al., 2010; Do Nascimento et al., 2012), asi como en lesiones inducidas
por neurotoxinas (Thomas et al, de 2004, Garcia-Garcia et al., 2014). Esta gliosis
reactiva parece jugar un papel esencial en el dafio neuronal temprano mediante
el aumento de la generacion de especies reactivas del oxigeno (Thomas et al.,
2004) y aumento de citocinas proinflamatorias (Choi et al., 2015; Gomez et al.,
2014). Ademas, interesantemente, el hipocampo es una de las regions
cerebrales en las que el SE induce la produccién de citocinas (de Simoni et al.,
2000). Nuestros datos muestran que la pilocarpina caus6 una marcada
astrogliosis en las regiones afectadas en la ELT, a corto (Fig. 32 y 33) y medio
plazo (Fig. 24). En relacion con nuestro estudio, Liu et al. (2010) describieron
que el estrés oxidativo media la muerte de las neuronas del hipocampo en ratas
después del SE provocado por litio-pilocarpina. Después de un ataque cerebral,
una respuesta lenta de los astrocitos puede mantener la activacién de la
microglia y, finalmente, dar lugar a una lesién cerebral cronica (Gao et al., 2013).
Esto puede explicar por qué el grupo VEH+PILO mostré una reaccion glial
prolongada en comparacion con los animales que no recibieron pilocarpina, que
se mantuvo durante todo el periodo silente (Fig. 24). También se observo a corto
plazo neurodegeneraciéon (Fig. 31) y astrogliosis (Figs. 32 y 33) en hipocampo
poco después (en el dia 4) del SE inducido por pilocarpina. Estos signos de dafio
en hipocampo (neurodegeneracion y gliosis reactiva) también se han detectado
unas pocas horas después de SE (Wang et al., 2008; Rossi et al., 2013). A
diferencia del metabolismo de la glucosa, estos marcadores de dafio cerebral
permanecen mas tiempo, como muestran nuestros resultados, ya que eran
detectables incluso 33 dias después de la SE. Por otra parte, aunque nuestros
estudios se centraron fundamentalmente en el dafio a nivel hipocampal, se ha
descrito que las lesiones inducidas por pilocarpina no se limitan exclusivamente
al hipocampo, ya que la aparicion de neurodegeneracion y gliosis tienen lugar
en otras areas cerebrales, incluyendo corteza cerebral (Fig.24), amigdala,

cuerpo estriado y septum (Wang et al., 2008; Rossi et al., 2013).

Paralelamente a la activacion glial y a la neurodegeneracion, se evalud la
expresion de caspasa-9 como marcador de células en proceso de apoptosis. La
activacion de las caspasas es un proceso que se ha descrito en la epilepsia
(Narkilahti et al., 2003; Niquet, 2007; Tzeng et al., 2013). Estudios previos en
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ratones (Wang et al., 2008a) han demostrado que la neurodegeneracion y la
activacion de la caspasa-9 alcanzan su punto maximo 3 dias después del SE
inducido por pilocarpina, para descender gradualmente a los 7-14 dias. Sin
embargo, nuestros datos indican que la activacion de caspasa-9 en ratas
lesionadas con litio-pilocarpina, tanto en hipocampo como en corteza, dura al
menos 33 dias después del SE (es decir todo el periodo silente), tal como
muestra la Fig. 25. Este hallazgo apoya la participacién de la via de la apoptosis
mitocondrial en el proceso de neurodegeneracion provocado por SE, tal como
se ha propuesto (Henshall et al., 2000; Wang et al., 2008a.). Por dltimo, una
alteracion de la via de sefializacion del factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF)-TrkB ha sido involucrada en las lesiones inducidas por la

epileptogénesis (Altar et al., 2003, Kong et al., 2014).

Como se muestra en la Tabla 2, nuestros protocolo de tratamiento con fluoxetina
no redujo de forma estadisticamente significativa la mortalidad asociada al SE
inducido por pilocarpina. Este resultado concuerda con los datos descritos por
Freitas et al. (2006). Estos autores encontraron que una unica dosis de fluoxetina
(10 o 20 mg/kg) administrada 30 min antes de la administracion de pilocarpina
no redujo la mortalidad en las primeras 24 horas cuando se compard con ratas
a las que solo se inyectdé pilocarpina. Mas aun, estos mismos autores
encontraron que la fluoxetina reducia el tiempo de latencia al SE e incrementaba

la aparicién de crisis ataques convulsivos.

Sin embargo, el tratamiento subagudo con fluoxetina mostré tener propiedades
neuroprotectoras. Asi, evité el hipometabolismo inducido por pilocarpina a corto
plazo (Fig. 21A), mostrando una tasa metabdlica cerebral similar a las ratas
control (grupo VEH+SAL). Ademas, a medio plazo (33 dias después del insulto)
cuando los andlisis histoquimicos se llevaron a cabo, se comprob6 que la
fluoxetina redujo la neurodegeneracién (reduccion de un 70% en el nimero de
células tefiidas con Fluoro-Jade C en la zona del giro dentado/hilus, Fig. 23), la
gliosis reactiva (GFAP, Fig. 24) y la apoptosis (las células inmunomarcadas con
caspasa-9 se redujeron en un 30% en corteza e hipocampo, Fig. 25) provocadas
por pilocarpina. Estos marcadores se vieron disminuidos en areas del cerebro

gue se sabe que estan gravemente afectadas por el SE inducido por pilocarpina,
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como son el hipocampo y corteza cerebral. Esta funcidn protectora de la
fluoxetina no parece estar limitada a la epilepsia, ya que también se ha
constatado con otros dafios cerebrales asociados con respuestas inflamatorias
gliales (Dhami et al., 2013; Ohira et al., 2013; Vizi et al., 2013).

Finalmente, encontramos un aumento en la densidad de receptores GABAa en
hipocampo (CA y giro dentado) en el grupo FLUOX+PILO (Fig. 27). Se ha
encontrado (Wang et al., 2008a) que un gran porcentaje (alrededor del 88%) de
neuronas degenerativas positivas para Fluoro-Jade C son GABAérgicas, lo que
implica que la funcion inhibidora del sistema GABAérgico podria estar afectada
por los dafios graves en los cerebros sometidos a SE en el modelo de litio-
pilocarpina. Ohira et al. (2013) encontraron que la fluoxetina estimula la
neurogénesis de las interneuronas GABAérgicas en ratones adultos sometidos
a isquemia cerebral, lo que podria tener un efecto supresor sobre la apoptosis
inducida por dicha isquemia. Por tanto, el aumento de la funcibn GABAérgica en
sectores CA1-CA2 y en giro dentado podria contribuir al efecto supresor del
comportamiento epiléptico y sobre todo de la neurodegeneracién observada por
los ISRS en diferentes modelos animales de epilepsia (Sitges et al., 2012),
mediante la restauracion del equilibrio entre GABA/glutamato.

En general es ampliamente aceptado que los efectos neuroprotectores de la
fluoxetina estén mediados por el aumento de 5-HT extracelular (Mahar et al.,
2014; Malberg et al., 2000; Pasini et al., 1996). De todas formas, algunas
acciones protectoras de la fluoxetina se han asociado con acciones directas, a
través de mecanismos independientes de 5-HT, como interaccion con
receptores, canales ionicos dependientes de voltaje y enzimas. En este sentido,
se ha puesto de manifiesto que la fluoxetina inhibe selectivamente receptores
NMDA que contienen la subunidad GluN2B, mostrando efectos neuroprotectores
frente a la excitotoxicidad glutamatérgica (Vizi et al., 2013). Ademas, se ha
demostrado que inhibe canales de calcio tipo P/Q, provocando una reduccién de
la exocitosis del glutamato incrementada por 4-AP (Wang et al.,, 2003),
reconocido agente proconvulsivo y despolarizante (Lévesque et al., 2013). Otra
accion directa de la fluoxetina que puede participar en tales efectos beneficiosos

es la reducciéon de la excitabilidad neuronal mediante la inhibicidon de la actividad
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de los canales de Na* (Lenkey et al., 2006). Finalmente, acciones directas de
fluoxetina sobre sistemas enzimaticos también pueden contribuir tanto a sus
efectos antidepresivos y neuroprotectores. Por ejemplo, recientemente se han
descrito acciones directas de la fluoxetina sobre el sistema ceramida
esfingomielinasa disminuyendo el contenido de ceramida (Gulbins et al., 2013)

y sobre el metabolismo del &cido retinoico (Hellmann-Regen et al., 2015).

En conjunto, nuestros resultados muestran que efecto neuroprotector de la
fluoxetina tiene lugar cuando la regeneraciéon neuronal es requerida pero no
antes. De esta manera se explica porqué la fluoxetina no modificé la mortalidad
pero previno el hipometabolismo asi como diferentes marcadores de dafio

neuronal generado por el SE.

En cuanto a los efectos de la deplecion de 5-HT cerebral en el comportamiento
convulsivo asociado a la epilepsia, se han descrito resultados contradictorios.
Asi, la deplecion de esta amina se ha asociado tanto con ausencia de efectos
(Amabeoku, 1993), efectos anticonvulsivantes (Racine y Coscina, 1979;
Lazarova et al., 1981; Stach et al., 1981; Bercovici et al., 2006) y
proconvulsivantes (Racine y Coscina., 1979; Cavalheiro et al., 1981; Lazarova et
al., 1981; Tagashira et al., 1983). Es probable que los aspectos metodoldgicos
del modelo animal de epilepsia, los sustratos neuroquimicos y neuroanatdémicos
gue subyacen a cada modelo concreto, la especie animal, edad, sexo, e incluso
la metodologia desencadenante para la deplecién de 5-HT (por administracion
de farmacos o por lesion del nucleo del rafe en el cerebro medio), y la dosis y
duracion del tratamiento con PCPA pudieran explicar estas discrepancias

encontradas.

Aunque se ha descrito que ciertas respuestas comportamentales inducidas por
pilocarpina son moduladas por PCPA (por ejemplo, la masticacion sin propdsito
inducida por bajas dosis de pilocarpina en ratas es antagonizada parcialmente
por el tratamiento previo con PCPA; Stewart et al., 1987), ningun estudio ha
evaluado el efecto de la deplecion de 5-HT en las convulsiones inducidas por la

administracion de una dosis convulsiva Unica de este farmaco colinérgico.
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En nuestro caso, y en relacion a la tasa de mortalidad y tiempo de latencia al SE,
la deplecion serotonérgica no mostrd diferencias estadisticamente significativas
en ninguno de ambos parametros (Tabla 3). Aun asi, pudimos observar una
tendencia reducida en la mortalidad asociada a la pilocarpina en aquellos
animales pretratados con PCPA (mortalidad VEH+PILO = 50% vs. PCPA+PILO
= 33%, p>0,05) y una latencia al SE incrementada en 8 min en las ratas
administradas con PCPA (latencia SE VEH+PILO = 25.2 £ 2.8 vs. PCPA+PILO
= 33,5 £ 5,5 min; p>0,05).

Aunque tal como hemos mostrado anteriormente, el tratamiento con fluoxetina
mostré neuroproteccion frente al dafio cerebral inducido por el modelo de litio-
pilocarpina de SE al prevenir el hipometabolismo y reducir ciertos marcadores
dafio neuronal; paraddéjicamente, la deplecion de 5-HT no exacerbd ninguno de
estos signos de dafio cerebral a corto plazo asociadas con este modelo. En este
sentido, la captacion regional cerebral reducida de [*F]FDG (Figs 29 y 30), el
aumento del numero de células positivas para Fluoro-Jade C (Fig. 31) y la gliosis
reactiva (Figs. 32 y 33) asociada al SE no se vieron modificados por la

administracion subaguda de PCPA.

Tomando en conjunto los resultados obtenidos en los estudios de fluoxetina 'y de
PCPA, en donde a) la fluoxetina mostro efectos neuroprotectores en el modelo
de SE de litio-pilocarpina; b) la administracién de PCPA no agravé el dafio
neuronal inducido por este mismo modelo; y ¢) la existencia de acciones directas
(no serotonérgicas) mediadas por la fluoxetina. Todo ello sugiere que al menos
en la fase temprana de la epileptogenesis inducida por pilocarpina, la fluoxetina
ejerza, al menos parcialmente, sus efectos neuroprotectores a través de las

acciones independientes de la 5-HT.
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5 EFECTOS DEL BLOQUEO DEL
RECEPTOR DOPAMINERGICO D;
EN LAS ALTERACIONES INDUCIDAS
POR EL MODELO DE LITIO-
PILOCARPINA
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Poco se conoce de la implicacion del sistema central dopaminérgico en la
epileptogenesis y su mantenimiento. Ya que el sistema dopaminérgico presenta
numerosas proyecciones hacia estructuras limbicas y corticales, estructuras
clave en la epilepsia se ha propuesto la implicacion de la DA en al menos la
modulacién de esta enfermedad. Los receptores dopaminérgicos se encuentran
ampliamente distribuidos en diversas areas del SNC, donde son responsables
de las diversas acciones fisioldgicas de la DA. Se han descrito dos grandes
familias de receptores dopaminérgicos denominadas Di (que estimulan la
formacion de AMPc) y D2 (que inhibe la formacion de AMPc, aumenta la
permeabilidad al K* y reducen la entrada de Ca?"). Debido al diferente
mecanismo de sefializacion y a la distribucién diferencial de ambos subtipos de
receptores, el eventual efecto modulador del sistema dopaminérgico en las crisis
depende fundamentalmente del subtipo de receptor activado y de las regiones
del cerebral en donde dicha activacion tiene lugar. Particularmente, la DA juega
un papel importante en el control de las convulsiones que surgen en el sistema
limbico. Estudios realizados en una amplia variedad de modelos animales han
permitido ilustrar las acciones opuestas de la sefalizacion del receptor D1
excitatorios y del receptor D2 inhibitorios en la epileptogénesis del sistema
limbico. De hecho, la activacion de los receptores D1 parece ser generalmente
pro-convulsiva, mientras que la sefalizacion del receptor D2 parece ejercer un
efecto anticonvulsivo (Burke, 1990). Sin embargo, este punto de vista podria
parecer bastante simplista ya que la accién neuromoduladora de la DA en el
control de la epileptogénesis requiere probablemente un equilibrio fisiolégico en
la activacion de los circuitos modulados por estos dos subtipos principales de

receptores (Bozzi y Borrelli, 2013).

El principal objetivo de este estudio fue evaluar los efectos a corto plazo de la
administracion aguda del bloqueante dopaminérgico selectivo de los receptores
D1, SCH23390, en las alteraciones neuroldgicas (metabdlicas e histoquimicas)
inducidas en el modelo experimental de SE por administraciéon de litio-

pilocarpina.
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Para ello, los animales se dividieron en cuatro grupos experimentales, en los que

habia dos factores: tratamiento con SCH23390 y tratamiento con pilocarpina.

Asi, los grupos experimentales y el nimero de sujetos de cada uno de ello

fueron:

» Grupo VEH+SAL (n=7).

» Grupo SCH23390+SAL (n=7).
» Grupo VEH+PILO (n=13).

» Grupo SCH23390+PILO (n=13).

El protocolo seguido se muestra en la Fig. 34. Debido a los resultados

previamente obtenidos, nos centramos en evaluar los diferentes marcadores a

corto plazo (PET a los 3 dias después del SE). En cambio, a diferencia de los

estudios anteriores en los que la modulacién de la actividad serotonérgica se

hizo de forma subcrénica, en este estudio se evalu6 el efecto agudo de la

modulacién de la actividad dopaminérgica. Esta decision fue consecuencia de

gue esta descrito que antagonistas dopaminérgicos selectivos de cada uno de

los principales tipos de receptores dopaminérgicos eran capaces de modular la

respuesta convulsiva, cuando éstos eran administrados poco antes del SE
(Barone et al., 1992; Freitas et al., 2006b).

SCH23390 Sacrificio
-1 0 3 4
Litio Pilo PET
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Fig. 34. Protocolo
experimental.
SCH23390 (0,2
ma/kg; i.p.) se
administr6 30 min
antes de la
administracion i.p. de
pilocarpina (25
mg/kg) (dia 0). El
estudio [18F]FDG
PET se realiz6 en el
dia 3 y los animales
se sacrificaron al dia
siguiente para la
evaluacion de los
marcadores

histoquimicos.



5.1 Resultados

Metabolismo de la glucosa cerebral mediante [*8F]FDG-PET

Tres dias después de la administracion de pilocarpina (grupo VEH+PILO), se
detectd un hipometabolismo de glucosa estadisticamente significativo (p<0,05)
en todas las regiones cerebrales analizadas (Fig. 35A). La disminucion SUV
vario de 10,8% en el hipotdlamo hasta el 18,6% en el cuerpo estriado. Cuando
se analiz6 el hipocampo, esta reduccién alcanzé el 26,4%. El grado de reduccién
metabolica fue similar al realizado en los estudios anteriores y estan en linea con
los obtenidos por otros grupos (Goffin et al., 2009, Guo et al., 2009) a pesar del
diferente cuantificador utilizador (SUV en nuestro caso). Con respecto al efecto
del bloqueo agudo del receptor D1 en el metabolismo de la glucosa cerebral, el
tratamiento con SCH23390 no modificé la captacion cerebral basal de [*®F]FDG
(p>0,05, Fig. 35A). Por ejemplo, en el hipocampo, SUVven+saL= 4,39 + 0,39 g/ml,
mientras que SUVsch+saL = 3,85 = 0,35 g/ml (p>0,05), aunque se observa una
tendencia hacia la reduccion de la actividad metabdlica. Ademas, esta falta de
efectos de SCH 23390 en la captacion cerebral de [*®F]FDG en situacion basal,
se repetié cuando se evalué en ratas sometidas al modelo de litio-pilocarpina de
SE. Asi, el hipometabolismo inducido por pilocarpina no se alter6 por el
tratamiento de SCH23390 (por ejemplo, en hipocampo: SUVven+piLo = 3,24 +
0.36 g/ml vs. SUVsch+pio = 3,57 £ 0,19 g/ml; p>0,05). En la Fig. 35B se muestran
imagenes representativas PET/TAC cerebrales de los cuatro grupos

experimentales.

Fig. 35. (pagina siguiente) El hipometabolismo cerebral a corto plazo (dia 3) inducido por
pilocarpina no fue modulado por el bloqueo del receptor D:1. (A) Actividad metabdlica cerebral
regional evaluado por [*8F]FDG PET de los cuatro grupos experimentales. Los datos se expresan
como media £ SEM (en unidades SUV). VEH+SAL (n = 7), SCH+SAL (n = 7), VEH+PILO (n =
11), SCH+PILO (n = 7). *p<0,05 frente el grupo, VEH+SAL, ANOVA de dos vias. (B) Imagenes
representativas [*®F]JFDG-PET (en vistas coronal, sagital y trans-axial) de los cuatro grupos
experimentales, adquiridas 3 dias después del SE inducido por litio-pilocarpina. Las imagenes

TAC, PET y fusionadas se muestran en las filas superior, media e inferior, respectivamente.
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Evaluacion de la neurodegeneracion mediante marcaje con Fluoro-Jade C

Se observaron claros signos de neurodegeneracion 3 dias después de la
administracion de pilocarpina, segun se muestra en las imcrografias de
fluorescencia con Fluoro-Jade C. Esta respuesta fue evidente en el area del
hipocampo (Fig. 36B). Ademas, cuando se realiz6 el andlisis cuantitativo (Fig.
36A), se comprob6 que la administracion de SCH23390 disminuyo
significativamente, en un 58% y 49% el nimero de células marcadas con fluoro-
Jade C, tanto en el hilus del hipocampo como en los sectores CA1 y CA2,
respectivamente (p<0,01). Como era de esperar, las ratas que no recibieron
pilocarpina (grupos; VEH+SAL y SCH+SAL) no mostraron signos de
neurodegeneracion ya que no se observaron células marcadas con Fluoro-Jade
C (Fig. 36B).
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Fig. 36. (A) La cuantificacién de la neurodegeneracion inducida por pilocarpina se evaluo

contando células positivas para Fluoro-Jade C en el giro dentado y en las areas de CA1-CA2.
Los datos se expresan como la media + SEM (n = 6 ratas/grupo; *p<0,05; Student t-test). (B)
Micrografia representativa de fluorescencia con Fluoro-Jade C en el nivel hipocampal de giro
dentado de los cuatro grupos experimentales. Las imagenes muestran células Fluoro-Jade C
positivas en el area del hilio después de la administracion de pilocarpina, siendo este efecto
prevenido o evitado por la administracion de SCH23390. hil: hilus; dg: giro dentado. Barra de

escala: 250 pm.
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Inmunohistoquimica de GFAP

Con el fin de evaluar la activacion astroglial asociada a un eventual dafio
neuronal, se realizé inmunohistoquimica de GFAP no cuantitativa. Como se
muestra en la Fig. 37, se detecté un incremento en el inmunomarcaje de GFAP
en hipocampo (zona del hilus y giro dentado), 3 dias después de la
administracion de pilocarpina. Esta gliosis reactiva en ambas &reas cerebrales
se redujo cuando se administr6 SCH23390 (Fig. 37). No se observd activacion

glial en ratas que no recibieron pilocarpina.

VEH+SAL SCH+SAL
VEH+PILO SCH+PILO

Fig. 37. Micrografias representativas de GFAP de los 4 grupos experimentales, mostrando que

la gliosis generada por el SE (grupo VEH+PILO) fue prevenida por la administracion del
antagonista D1 SCH23390 (grupo SCH+PILO).
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Inmunohistoquimica de Caspasa-9

La inmunohistoquimica de caspasa-9 se llevd a cabo para valorar la activacion
de la via mitocondrial de la apoptosis inducida por pilocarpina y su eventual
modulacién por el bloqueo de los receptores dopaminérgicos Di1. Como se
muestra en las micrografias de fluorescencia (Fig. 38A), se produjo un marcado
aumento de la expresion de caspasa-9 en el hipocampo, 3 dias después de la
administracion de pilocarpina, como estaba previsto. Esta induccion se redujo
notablemente cuando se administré una Unica dosis de SCH23390 (Fig. 38A). El
analisis cuantitativo (Fig. 38B) revel6 que la reduccion en la expresion de
caspasa-9 en los animales sometidos al SE, a los que previamente se les habia
blogueado los receptores D1 por administracion de SCH23390, era un 51%
inferior en la zona del giro dentado/hilus y un 35% menor en areas de CA1-CA2
(p<0,05).

Comportamiento: Tasa de mortalidad y tiempo de latencia

La tasa de mortalidad se calculé a las 24 y 72 h después de la inyeccion de
pilocarpina. Como se muestra en la Tabla 4, tanto el tiempo de latencia como la
tasa de mortalidad no fueron alterados de f orma esdisticamente significativa por
la administraciéon de SCH23390 (p>0,05).

Tabla 4. Efecto del tratamiento con Unica dosis de SCH en las tasas de mortalidad a las
24y 72 h,y en el tiempo de latencia del SE inducido por la administracién de pilocarpina

Ratas Ratas Tiempo de
L L Tasa de .
Grupo n supervivientes supervivientes mortalidad latencia SE
(24 h) (3 dias) (min)
VEH+PILO 13 10 9 4/13 (31%) 24.2+3.1
SCH+PILO 13 9 9 4/13 (31%) 30.3x4.4

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
experimentales (p>0,05; test z para frecuencias y proporciones p

ara la evaluacion de la mortalidad y test de la t de Student para el andlisis del tiempo de latencia
de SE).
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Fig. 38. (A) Las imagenes de inmunohistoquimica de caspasa-9 representan cortes de cerebro
coronales a nivel hipocampal de giro dentado (columna izquierda) y los sectores CA1 CA2
(columna derecha) de los 4 grupos experimentales. (B) Cuantificacion de células
inmunorreactivas de caspasa-9 que muestra el efecto de la administracién de una Unica dosis de
SCH23390 en ratas tratadas con pilocarpina. Los datos se presentan como la media + SEM (n =
3 ratas/grupo; *p<0,05; ANOVA de dos vias). El aumento de las células inmunorreactivas de
caspasa-9 inducida por pilocarpina se ve disminuido de manera significativa por la administracion

de SCH. hil: hilus, dg: giro dentado, cg: cingulo, pc: corteza parietal. Barra de escala: 250 um.

5.2 Discusion

En el presente estudio, se estudio el efecto de la administracion de una dosis de
SCH23390 en el modelo de SE de litio-pilocarpina en el dafio cerebral a corto

plazo, en ratas macho. En segundo lugar, se evalué si el SCH23390 fue capaz
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de alterar, de alguna manera, la respuesta de comportamiento y los signos de
dafio neuronal, a largo plazo, inducidos por pilocarpina. Para el cumplimiento de
este objetivo, se llevo a cabo un estudio in vivo [*8F]JFDG-PET al cabo de 3 dias
después del SE con el fin de medir el metabolismo cerebral regional a corto
plazo. Al dia siguiente (dia 4), se sacricaron las ratas para llevar a cabo
diferentes estudios histoquimicos con el fin de evaluar el dafio neuronal y su
eventual reversion por el bloqueo dopaminérgico. Para ello, se utilizo la tincién
de Fluoro-Jade C con el fin de evaluar la neurodegeneracion; la
inmunohistoquimica de caspasa-9 para determinar la activacion de la via de
apoptosis mitocondrial y, finalmente, la inmunohistoquimica de GFAP para

evaluar la astrogliosis.

El papel del sistema neurotransmisor dopaminérgico en la epilepsia no esta del
todo aun dilucidado. Se ha observado que la modulacion farmacoldgica selectiva
de los receptores dopaminérgicos presento efectos diferenciales en la respuesta
convulsiva en funcién del modelo experimental utilizado (Burke et al., 1990). Asi,
el pretratamiento con agonistas D1 potencié las convulsiones tonico-clonicas
elicitadas por pilocarpina, pero en cambio no presentd ni accién anti- ni pro-
convulsivante en las crisis inducidas por administracion de estricnina o
picrotoxina. Este efecto facilitador fue abolido por el antagonista D1 SCH23390
(0.2 mg/kg). Ademas el SCH23390 por si mismo protegio a los ratones frente a
las crisis inducidas por pilocarpina. A su vez, la estimulacion de los receptores
inhibitorios D2 con h LY 171555 (0.167-4.5 mg/kg) protegi6 a los ratones frente
a las convulsiones por pilocarpina (Burke et al., 1990). Otros estudios también
en raton confirmaron un efecto anticonvulsivante para el SCH23390 y revelaron
un efecto proconvulsivante para el haloperidol, antagonista dopaminérgico con
preferencia por los receptores D2 en el anterior modelo en ratones (Freitas et al.,
2006) Asi, estos estudios sugieren un papel diferencial de los distintos
receptores dopaminérgicos sobre crisis convulsivas; de manera que se ha
postulado un un papel proconvulsivante a los receptores D1 y papel

anticonvulsivante para la familia de receptores D2.
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El SCH23390 es un antagonista potente del receptor D1 de DA, de accién corta,
con una semivida de eliminacion de alrededor de 25 min tras la administracion
de 0,2 mg/kg, i.p. en ratas. Durante las dos Ultimas décadas, la comprensién de
la funcidn del receptor de DA y su ubicacion neuronal se ha visto favorecida por
la utilizacion de este farmaco. Por ejemplo, ha sido una herramienta ampliamente
utilizada tanto en estudios de unién de radioligandos como de comportamiento.
Ademas, diversos estudios farmacoldgicos, han demostrado actividad
anticonvulsiva en algunos modelos experimentales (Hyttel ,1983; lorio et al.,
1983: Kilts et al., 1985; Bourne et al., 2001).

El modelo de SE de pilocarpina o litio-pilocarpina en ratas y ratones ha sido
ampliamente utilizado y es valido para el estudio convulsiones secundarias
generalizadas iniciadas en el hipocampo. Estudios previos han demostrado que
el antagonista del receptor D1, SCH23390 (tratamiento previo con 0,1-0,3 mg kg,
i.p., en ratas) dependiente de la dosis inhibi6 las convulsiones provocadas por
una dosis baja de pilocarpina (Barone et al.,, 1992). Sin embargo, las
convulsiones motoras evocadas por una dosis alta de pilocarpina (600 mg/kg,
i,p.) eran mas dificiles de suprimir, ya que el antagonista SCH23390 result6 ser
completamente ineficaz en esta situacion (Turski et al., 1987). Burke et al. (1990)
demostraron que el pretratamiento de ratones con SCH23390 (0,8 mg/kg, i.p),
60 min antes de una dosis de pilocarpina de 400 mg/kg, mostré un claro efecto
anticonvulsivo (solamente el 14,3% de los animales mostraron convulsiones) y
consecuentemente se redujo la tasa de mortalidad., en comparacién con lo
observado en ratas tratadas exclusivamente con pilocarpina. En nuestro estudio
hemos seleccionado una dosis de SCH23390 de 0,2 mg/kg, i,p., administrada
media hora antes de las crisis. La dosis y la duracion del tratamiento se
establecieron sobre la base de su uso ampliamente aceptado en ratas y en
ratones, y de sus numerosos efectos farmacoldgicos y neuroquimicos (Turski et
al., 1987; Barone et al., 1992; Freitas et al., 2006b; Burke et al.,, 1990). En
nuestras manos, sorprendentemente, el antagonista SCH23390 no fue capaz de
reducir las convulsiones provocadas por una dosis de 25 mg/kg de pilocarpina,
ni modifico el tiempo de latencia de las crisis, como se muestra en la Tabla 4.
Esto podria explicarse por las diferencias metodoldgicas presentes entre nuestro

estudio y el resto, incluyendo la especie y raza animal, protocolo induccion del
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SE (en nuestro caso usamos el modelo de litio-pilocarpina a diferencia de los

anteriores que emplearon el modelo de pilocarpina), entre otras posibles causas.

Tal como hemos mencionado, es caracteristico el hipometabolismo cerebral
durante el periodo interictal, tanto en seres humanos como en animales
(Lamusuo et al., 2001; Nelissen et al., 2006; Wong et al., 2010). En el caso de
los modelos animales de epileptogénesis, aunque aln no estéa aceptado, se cree
gue en parte, el hipometabolismo cerebral inducida es debida a muerte neuronal,
especialmente en areas temporales (Guo et al., 2009; Jupp et al., 2012; Virdee
et al., 2012). En el caso del modelo de litio-pilocarpina, se observa una intensa
reduccion transitoria, del metabolismo cerebral (Goffin et al., 2009; Guo et al.,
2009). Esta reduccién de la actividad metabolica fue replicada en este estudio
(asi como en los anteriores en los que se evaluaba el papel de la actividad
serotonérgica) tal como muestra la Fig. 35. Sin embargo, paralelamente a la
ausencia de efectos sobre las convulsiones inducidas por litio-pilocarpina (Tabla
4), la administracion de SCH23390 no tuvo efecto sobre el hipometabolismo

caracteristico de este modelo experimental.

Ademas, en el modelo de litio-pilocarpina se ha descrito degeneracién neuronal,
especialmente durante la fase temprana del SE (Mello et al., 1993; Wang et al.,
2008; Rossi et al., 2013). Nuestros estudios avalan dicho dafio neuronal. Asi, el
marcaje con Fluoro-Jade C revela un proceso de neurodegeneracion evidente a
los 4 dias tras el SE inducido por pilocarpina (Fig. 36). Asociado a este proceso
de neurodegeneracion, la pilocarpina indujo una intensa activacion glial (Fig. 27).
Asi se puede observar un notable aumento en el inmunomarcaje de GFAP en el
grupo VEH+PILO en comparacion con los animales que no recibieron pilocarpina
(VEH+SAL). Tal como se ha discutido en los estudios anteriores, la activacion
de las células gliales y la neurodegeneracion, por lo general, se presentan como

dos eventos préximos inseparables (Ridet et al., 1997).

También se evalud la expresion de caspasa-9 como marcador de células en
proceso de apoptosis (Fig. 38). Los actuales resultados, juntos con los obtenidos
de estudios previos y los descrito por otros grupos han demostrado que la

neurodegeneracion y la activacion de la caspasa-9 alcanzan su punto maximo 3
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dias después del SE inducido por pilocarpina, para descender gradualmente a
los 7-14 dias (Wang et al., 2008a).

A pesar de la ausencia de efectos del bloqueo dopaminérgico D1 en relacion a
la respuesta convulsiva (Tabla 4) y el hipometabolismo glucidico cerebral (Fig.
35), la administracion de SCH23390 redujo la expresiéon de los marcadores de
dafio neuronal (Fluoro-Jade C, GFAP y caspasa-9), evidenciando que si bien no
presentd actividad anticonvulsiva si previno el dafio cerebral asociado a dicha
condicion (Fig. 36, 37 y 38).

En resumen, nuestros resultados no confirmaron el papel pro-convulsivo
previamente descrito del receptor Di, ya que no se replico el efecto
anticonvulsivo del bloqueo D1 por administracion de SCH23390 en el modelo de
litio-pilocarpina de SE. En este sentido, la administraciéon de SCH233390 no
alivio el hipometabolismo asociado al SE. Estos resultados podrian ser
consecuencia de diferencias metodologicas con los estudios publicados por
otros autores. Sin embargo, nuestros resultados si avalan la participacion del
receptor D1 en el dafio neuronal inducido por el modelo de litio-pilocarpina de SE
en rata, de forma que el bloqueo del mismo, redujo marcadores de dafio neuronal
asocido a este modelo de epileptogenesis. En definitiva, estos resultados abren
la posibilidad del empleo de farmacos moduladores de la actividad
dopaminérgica, y especialmente de antagonistas dopaminérgicos D1, como una
via adicional al tratamiento actual de las epilepsias.
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6 ESTUDIO DEL DANO HIPOCAMPAL
INDUCIDO POR 4-AP PERIFERICA Y
SU EVENTUAL MODULACION POR
ADMINISTRACION DE FLUOXETINA
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En la actualidad, la fampridina (4-AP) estéa indicada en pacientes con esclerosis
multiple con alteraciones del movimiento (Hayes, 2004; Keune et al., 2015).
Ademas, ensayos clinicos y estudios experimentales sugieren que este farmaco
pudiera ser eficaz en el tratamiento del nistagmo, vértigo y trastornos del
cerebelo (Strupp et al., 2015). Sin embargo, la 4-AP se utiliza principalmente en
investigacibn como agente convulsivante La 4-AP es un compuesto
despolarizante que actia mediante el bloqueo de los canales de potasio
dependientes de voltaje (Hayes, 2004). Como consecuencia, se induce la
liberacion de varios neurotransmisores a hendidura sinaptica (Kovacs et al.,
2003). Se ha descrito que la 4-AP aumenta la liberacion de aminoacidos
excitadores, principalmente de glutamato, en hipocampo, corteza entorrinal y
cuerpo estriado. Como resultado, se piensa que este aumento de la actividad
excitatoria es la base de las convulsiones inducidas por 4-AP (Morales-Villagran
y Tapia, 1996; Medina-Ceja et al., 2000; Mihaly et al., 2001).

Tal como hemos mostrado en los apartados previos, el papel de la 5-HT y de los
farmacos antidepresivos, especialmente los inhibidores selectivos de la
recaptacion de monoaminas en la epilepsia no esta esclarecido, aunque parece
prevalecer sus efectos anticonvulsivantes (Jobe y Browning, 2005). En relacion
con los efectos de los antidepresivos en los ataques inducidos especificamente
por 4-AP, se ha descrito que el ISRS sertralina ejerce efectos anticonvulsivos
(Sitges et al., 2012) y anti-inflamatorios (Sitges et al., 2014). Concretamente, en
hemos mostrado que la fluoxetina presenta efectos neuroprotectores frente al

dafio inducido por el modelo de litio-pilocarpina de SE.

Por tanto, el objetivo de este estudio fue doble. En primer lugar, investigar los
efectos inducidos por una dosis Unica de 4-AP de 3 mg/kg, administrada
periféricamente, sobre el metabolismo cerebral y sobre marcadores de dafio
neuronal. En segundo lugar, examinar si los eventuales efectos provocados por
4-AP son modificados por un tratamiento subagudo de fluoxetina (10 mg/kg, i.p.,

durante 7 dias).
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Para ello, el disefio del estudio (Fig. 39) fue similar al de los estudios anteriores.
Concretamente, las ratas se agruparon de la siguiente forma:

» Grupo VEH+SAL (n=7).

» Grupo FLUOX+SAL (n=7).

» Grupo VEH+4-AP (n=11).

» Grupo FLUOX+4-AP (n=12).

Sacrificio
Fluoxetina
A
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
4-AP PET

Fig. 39. Protocolo experimental. La fluoxetina (10 mg/kg; i.p.) se administré durante un total de
7 dias (4 dias antes y 2 dias después de la administracion intraperitoneal de 3 mg(kg de 4-AP).
Con el fin de evaluar una alteraciéon a corto plazo del metabolismo cerebral, los estudios de
neuroimagen por [18F]FDG PET se llevaron a cabo 3 dias después de las crisis. Al dia siguiente
(dia 4), los animales fueron sacrificados para la obtencion de los cerebros y realizacién de los

consiguientes estudios histoquimicos.

6.1 Resultados

Comportamiento evaluacion de las convulsiones, tiempo de latencia y mortalidad

La administracién de 3 mg/kg de 4-AP se asocio con una tasa de mortalidad muy
baja. De hecho, so6lo 1 de rata del grupo 4-AP+VEH murié inmediatamente
después de la convulsion (9,1% de mortalidad). Por otra parte, la tasa de
mortalidad de las ratas tratadas con fluoxetina y 4-AP (grupo, FLUOX+4-AP) fue
del 16,7% (murieron 2 ratas de un total de 12). La comparacion de las tasas de

mortalidad de estos dos grupos no alcanzo significacion estadistica (p>0,05). En
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la misma linea que la tasa de mortalidad, el tratamiento con fluoxetina no afecto
significativamente a la severidad de las crisis, aunque curiosamente se observo
una tendencia més alta en la severidad de las mismas en los animales a los que
se les administré fluoxetina (grupo 4-AP+FLUOX). Asi, de acuerdo con la escala
de Racine modificada (Takéacs et al., 2010; Medina-Ceja et al., 2015), los valores
gue se registron fueron de 3,4 + 0,2 para el grupo VEH+4-AP y 4,2 £ 0,3 para el
grupo FLUOX+4-AP (p>0,05). Por otra parte, es de destacar que el tiempo de
latencia a la crisis (tiempo en el que las ratas alcancaban un valor de 3 en la
escala comportamental; wet dog shakes) la fluoxetina aumenté
significativamente mas de tres veces dicho tiempo después de la inyeccion de 4-
AP (tiempo de latencia VEH+4-AP = 6,8 £ 0,8 min vs. tiempo de latencia FLUOX
+4-AP = 24,1 = 6,1 min; p<0,05). Por supuesto, las ratas que no fueron
inyectadas con AP-4 (grupos, VEH+SAL y SAL+FLUOX) no mostraron

comportamiento convulsivo.

Metabolismo de la glucosa cerebral mediante [*8F]FDG-PET

Para los estudios PET, se utilizaron un total de 34 ratas, ya que del total de 37
ratas que empezaron el experimento, 3 murieron a causa de las convulsiones tal
como se ha mencionado en el apartado anterior. El andlisis de los estudios PET,
realizado tres dias después de las convulsiones, mostré ausencia de cambios
en la actividad metabdlica cerebral por la administracion de 4-AP. Asi, cuando
se calcularon los SUV de las diferentes regiones, la 4-AP no modificd
estadisticamente el metabolismo cerebral a corto plazo en ninguna de las areas
analizadas (p>0,05; Fig. 40A). Por ejemplo, en el hipocampo, SUVven+saL = 4,49
+ 0,26 g/ml vs. SUVveH+a-ap = 4,57 + 0,33 g/ml (p>0,05). Por otro lado, y como
era de esperar por los resultados obtenidos en los estudios con pilocarpoina, el
metabolismo cerebral basal no fue afectado por el tratamiento subcrénico con
fluoxetina (por ejemplo, en el hipocampo, SUVFrLuox+saL = 4,27 + 0,25 g/ml; Fig.
40A). Finalmente, los animales tratados con fluoxetina y 4-AP mostraron valores
de captacion de [*F]FDG no significativamente diferentes de los del resto de los
grupos (por ejemplo, en el hipocampo, SUVFLuox+s-ap = 4,85 + 0,11 g/ml; Fig.
40A). Con el fin de exponer de manera visual estos datos, se muestran imagenes
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representativas de la captacion cerebral de [*F]FDG (escaladas a SUV) de los

cuatro grupos experimentales en la Fig. 40B.

A 6,0 O VEH + SAL

5,0 B FLUOX + SAL
O VEH + 4-AP
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- B FLUOX + 4-AP
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Hipocampo Corteza Talamus Amigdala Estriado Hipotdlamo Cerebelo

VEH + SAL 6.5

FLUOX + SAL

O ""/t\:,

VEH + 4AP
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FLUOX + 4AP
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Fig. 40. El metabolismo cerebral no se alter6é por la administracion de una dosis convulsiva de
4-AP (3 mg/kg;i.p.). (A) El metabolismo de la glucosa cerebral regional fue evaluado por [*8F]FDG
PET (en unidades de SUV) 3 dias después de la inyeccion de 4-AP. Los datos se expresan como
media + SEM. VEH+SAL (n = 7), FLUOX+SAL (n = 7), VEH+4-AP (n = 10), FLUOX+4-AP (n =
10). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05; ANOVA de dos vias).
(B) Imagenes fusionadas PET/CT de [*®F]FDG (en vistas coronal, sagital y trans-axial) en escala

de SUV de los cuatro grupos experimentales.
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Neurodegeneracion y evaluaciones de muerte neuronal

Con el fin de demostrar signos de neurodegeneracién asociados a las
convulsiones generadas por la administracion periférica de 4-AP, se realiz6 una
doble tincion de Fluoro-Jade C/DAPI. Las imagenes de fluorescencia a nivel del
hipocampo, no revelaron signos de neurodegeneracién en ratas tratadas con 4-
AP (Fig. 41). Por otra parte, la tincién de Nissl (Fig. 42) y la inmunohistoquimica
de NeuN (Fig. 43A) se realizaron con el objetivo de evidenciar signos de muerte
neuronal en el hipocampo. Como se observa en la Figs. 42 y 43A, no se
encontraron diferencias visuales aparentes entre las ratas control y las ratas
administradas con 4-AP. Ademdas, el analisis cuantitativo de la
inmunohistoquimica de NeuN a nivel del hilus, mostré una pequefa reduccion
del 9,5%, no estadisticamente significativa, del numero de neuronas
inmunomarcadas en comparacién con el grupo control (Fig. 43B). Por lo tanto,
nuestros resultados muestran que las convulsiones provocadas por una unica
inyeccion de 3 mg/kg, i.p, de 4-AP no estan asociadas a la muerte neuronal del
hipocampo a corto plazo. En cuanto a los efectos del tratamiento subagudo con
fluoxetina (10 mg/kg x 7 dias), este tratamiento no altero ni el marcaje de Fluoro-
Jade C, ni la tincion de Nissl, ni la inmunorreactividad hacia NeuN,
independientemente de si las ratas fueron tratadas con vehiculo o con 4-AP
(Figs. 41, 42 y 43).
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Fig. 41. Micrografias representativas de fluorescencia DAPI/Fluoro-Jade C a nivel del giro

VEH + 4-AP FLUOX + SAL

FLUOX + 4-AP

dentado/hilo (columna izquierda) y CA1 (columna derecha) del hipocampo de los cuatro grupos
experimentales. Las imagenes no muestran signos de neurodegeneracion 4 dias después de la
crisis inducida por 4-AP. hil: hilus; dg: giro dentado. Barra de escala: 250 micras.
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Fig. 42. Micrografias de tincion de Nissl al nivel del hipocampo (giro dentado y CA1) de los cuatro
grupos experimentales. No se observaron diferencias visuales entre los 4 grupos (n =6 a 9

ratas/grupo; 4 cortes/rata). hil: hilus; dg: giro dentado. Barra de escala: 500 micras.
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Fig. 43. Efecto del tratamiento de 4-AP y fluoxetina sobre la muerte neuronal evaluada por la
inmunohistoquimica de NeuN. La viabilidad neuronal no fue modificada por las convulsiones
inducidas por 4-AP. (A) Micrografias representativas de fluorescencia de NeuN del hipocampo a
nivel del giro dentado/hilo de los cuatro grupos experimentales. hil: hilo; dg: giro dentado. Barra
de escala: 250 micras. (B) Valoracion de la viabilidad neuronal a nivel del hilus mediante la
cuantificacion de las neuronas marcadas con NeuN. Los datos se expresan como porcentaje de
la media £ SEM (n = 5 a 9 ratas/grupo) del grupo control (VEH+SAL). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los cuatro grupos experimentales (p>0,05;
ANOVA de dos vias).
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Inmunohistoquimica de GFAP

Con el fin de evaluar la astrogliosis asociada a un eventual dafo cerebral
inducido por la administracion sistémica de una Unica dosis de 4-AP, se llevo a
cabo inmunohistoquimica de GFAP. Como se muestra en la Fig. 44A y 44B. se
observé un aumento de los astrocitos marcados con GFAP en el giro dentado y
CA1 del hipocampo en ratas tratadas con 4-AP. Ademas, la respuesta astrocitica
asociada con 4-AP incluye hipertrofia del cuerpo celular y de los procesos
celulares (figura 44, fila superior). Por otra parte, el tratamiento subagudo con
fluoxetina redujo notablemente esta astrogliosis reactiva inducida por 4-AP (Fig.
44A 'y 44B).

Inmunohistoquimica de Caspasa-9

La inmunohistoquimica de caspasa-9 se realizO para evidenciar si las
convulsiones inducidas por 4-AP activaban la ruta mitocondrial de la apoptosis.
Como se muestra en las imagenes representativas (Fig. 45A), la
inmunoreactividad de caspasa-9 se incrementd notablemente en el hilus y el giro
dentado después de la administracion Unica de 4-AP. Esta induccion se redujo
notablemente en los animales tratados subcronicamente con fluoxetina, tal como
se muestra en las imagenes de fluorescencia (Fig. 6A). Cuando se analiz
cuantitativamente, se observdo que la administracion de fluoxetina redujo
significativamente en un 60% aproximadamente, el nimero de células marcadas

con caspasa-9, en el hilus hipocampal (p>0,05; Fig. 45B).
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Fig. 44. Las convulsiones provocadas por la administraciéon periférica de 4-AP (3 mg/kg, i.p.)
indujeron astrogliosis a nivel del hipocampo, centrado principalmente en la zona del giro
dentado/hilio. Esta gliosis reactiva incluye hipertrofia del cuerpo celular y de los procesos
celulares (sefialados por flechas y puntas de flechas, respectivamente). La activacion glial se
redujo por el tratamiento subagudo con fluoxetina (10 mg/kg x 7 d, i.p.). (A) Las imagenes
muestran micrografias representativas de GFAP (n =5 a 9 ratas/grupo) al nivel del giro dentado
(panel izquierdo) y CA1 (panel derecho) de los grupos VEH+4-AP (fila superior) y FLUOX+4-AP
(fila inferior). Los grupos de control (VEL+SAL y FLUOX+SAL) no mostraron signos de
astrogliosis como hemos mostrado en estudios anteriores. Barra de escala: 100 micras. (B) La
grafica muestra el andlisis cuantitativo de células marcadas con GFAP en el hilus (*p<0,05,
ANOVA de dos vias).
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FLUOX + 4-AP VEH + 4-AP FLUOX + SAL VEH + SAL

Fig. 45. Las convulsiones provocadas por la administracién de 4-AP (3 mg/kg, i.p.) indujeron la
expresién de caspasa-9 en el hipocampo. La sobreexpresion de caspasa-9 se redujo
significativamente por el tratamiento con fluoxetina (10 mg/kg x 7d, i.p.). (A) Micrografias de
fluorescencia de caspasa-9 (n = 4 ratas/grupo) al nivel del giro dentado/hilus (panel izquierdo) y
CA1 (panel derecho), de los 4 grupos experimentales. hil: hilus; dg: giro dentado. Barra de escala:
250 micras. (B) Cuantificacion de las células que expresan caspasa-9; grupos, VEH+4-AP y
FLUOX+4-AP al nivel del hilo (* p<0,05, ** p<0,01; ANOVA de dos vias).

6.2 Discusion

En el presente estudio, en primer lugar se evaluo el efecto de las convulsiones
provocadas por la administracion periférica de una dosis baja de 4-AP tanto a
nivel de metabolismo cerebral como de marcadores de dafio neuronal. El
segundo objetivo fue evaluar si una administracion subaguda de fluoxetina era
capaz de alterar, de alguna manera, la respuesta convulsiva y los eventuales
signos de dafio neuronal, inducidos por el agente convulsivo 4-AP. Para cumplir

con este objetivo, se llevé a cabo un estudio [*®F]JFDG-PET in vivo, 3 dias
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después de la lesion con el fin de medir el metabolismo cerebral regional.
Ademas, al dia siguiente (dia 4), se llevaron a cabo varios estudios histoquimicos
al nivel del hipocampo para objetivizar un eventual dafio neuronal. Para ello, se
utilizé el marcaje con Fluoro-Jade C como marcador de neurodegeneracion, la
tincion de Nissl y la inmunohistoquimica de NeuN para la viabilidad neuronal, la
inmunohistoquimica de caspasa-9 para evaluar la activacion de la via de
apoptosis mitocondrial y, finalmente, la inmunohistoquimica de GFAP para

evaluar astrogliosis asociada con un potencial dafio neuronal.

6.2.1 La actividad convulsiva provocada por la administracion periférica de
una dosis Unica de 4-AP

La dosis de 4-AP utilizada en el presente estudio (3 mg/kg, i.p.) se eligid
basandonos en estudios publicados, segun los cuales, una dosis ligeramente
inferior (2,5 mg/kg; i.p.) inducia convulsiones, actividad EEG epileptiforme, asi
como sobreexpresion de IL-18 y TNF-a (dos citocinas proinflamatorias) en
hipocampo de rata (Sitges et al., 2012; Sitges et al., 2014; Gomez et al., 2014).
La actividad convulsiva y los cambios neuroquimicos también se han descrito
con dosis mas altas de 4-AP, que van desde 4,5 mg/kg (Borbély et al., 2015), 5
mg/kg (Mihaly et al., 2001; Vizi et al., 2004) y hasta 7 mg/kg (Kovacs et al., 2003;
Yu et al., 2014). Ya que una de nuestras principales preocupaciones era evitar
un exceso de mortalidad asociado a convulsiones severas, y teniendo en cuenta
los signos de inflamacion del cerebro que se encuentran reportados con una
dosis de 2,5 mg/kg, decidimos inyectar una dosis ligeramente superior; es decir,
3 mg/kg. En el presente estudio, todas las ratas tratadas con 4-AP mostraron
una notable, aunque moderada, actividad convulsia (todas las ratas inyectadas
con 4-AP mostraron un estado 3 de la escala de Racine modificada, puntuacion
media del grupo VEH+4-AP= 3,4 + 0,2) después de la administracion de 4-AP.
El periodo de latencia de las crisis generada por 4-AP fue de 6,8 £ 0,8 min. Este
tiempo de latencia es similar al previamente descrito por Sitges et al. (2012)
después de la inyeccion i.p. de 2,5 mg/kg 4-AP (7,0 £ 2,3 min). Ademas, la
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mortalidad fue muy baja, ya que solo se registrO una unica muerte (tasa de

supervivencia del grupo, VEH+4-AP= 90,9%).

6.2.2 Signos de daiio cerebral inducidos por 4-AP

La ELT humana y los modelos animales de SE, tales como el del acido kainico
y el de pilocarpina (o litio-pilocarpina) muestran dafio cerebral intenso, aumento
de citocinas pro-inflamatorias, activacion glial y muerte neuronal (Ben-Ari, 1985;
Mello et al., 1993; Jin et al.,, 2009; Rossi et al., 2013; Choi et al., 2015). El
hipocampo, y en especial, la zona del giro dentado/hilus, es considerada una de
las areas del cerebro méas afectadas por la actividad convulsiva. En la actualidad
no existe un acuerdo general acerca de la posible lesion debida a la exposicion
de 4-AP y se puede encontrar en la literatura resultados opuestos. En general,
la mayoria de los estudios coinciden en que el dafio neuronal inducido por 4-AP
periférica no es muy intenso (Pefia y Tapia, 1999; Slezia et al., 2004, Vizi et al.,
2004; Borbély et al., 2015), y en general se apoya la tesis de que estas crisis no
estan asociadas a dafio neuronal. En este sentido, incluso se ha descrito que la
actividad epileptiforme mediante la colocacion de un cristal de 4-AP en la
superficie cortical no induce la muerte neuronal (Takacs et al., 2010). Sin
embargo, la infusion directa por microdidlisis de 4-AP en el hipocampo da lugar
a muerte neuronal, especialmente en las zonas CA1 y CA3, aunque también en
hilus (Pefay Tapia, 2000; Ayala y Tapia, 2005; Netzahualcoyotzi y Tapia, 2014).
Dicha muerte neuronal se ha asociado a la liberacion de aminoécidos
excitatorios (Pefa y Tapia, 1999; Ayala y Tapia, 2005; Netzahualcoyotzi y Tapia,
2014), y a la activacion de las caspasas mediada por Ca?*. Por tanto, parece que
la muerte neuronal inducida por agentes convulsivos en realidad esta asociada
con la intensidad y la duracion de las convulsiones, que a su vez esta relacionada
con la concentracion local del compuesto en el cerebro. En consecuencia, la
evidencia de muerte neuronal del hipocampo se encuentra sobre todo cuando el
4-AP es infundido intra-hipocampalmente. Dado que en el presente estudio la 4-
AP (3 mg/kg) fue administrada periféricamente, no es sorprendente que no

observaramos signos de muerte neuronal en el hipocampo. Por lo tanto, cuando
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se compararon la tincién de violeta de cresilo y la de NeuN, no se encontraron
diferencias entre las imagenes inmunohistoquimicas del grupo afectado (grupo
VEH+4-AP) y el de las ratas control (grupo, VEH+SAL), a nivel del giro
dentado/hilo y CA1, revelando que la viabilidad neuronal, aparentemente, no se

Vi empeorada por las convulsiones inducidas por 4-AP (Fig. 42 y 43).

Sin embargo, ademas de la muerte neuronal, se han descrito otros signos de
dafio en el hipocampo inducidos por la administracion periférica de una uUnica
dosis baja de 4-AP. De hecho, como se menciond anteriormente, 2,5 mg/kg de
4-AP aument6 la expresion de citocinas pro-inflamatorias IL-1 y TNF-a (Sitges et
al., 2012; Sitges et al., 2014; Gomez et al., 2014). Ademas, aunque no se
observé muerte neuronal cuando un cristal de 4-AP fue colocado en la superficie
de la corteza de rata, se produjo un signo caracteristico de dafio neuronal.
Consistia en una alteracion de la morfologia de las neuronas, generando las
llamadas "neuronas oscuras" (del inglés dark neurons; Baracskay et al., 2008;
Takacs et al., 2010). A pesar de que no realizamos la tincion argéntica de
“Gallyas” para evidenciar la presencia de neuronas "oscuras"”, las imagenes de
violeta de cresilo de las neuronas del hipocampo no revelaron ninguna
contraccion o hipercromatismo (Fig. 42), considerados respuestas
morfopatolégicas asociadas a las neuronas "oscuras" (Gallyas et al., 1993).
Ademas, para la evaluacion de la eventual neurodegeneracién inducida por 4-
AP se llevé a cabo tincion de Fluoro-Jade C. Como ya mencionamos, esta
técnica es ampliamente reconocida como marcaje de neurodegeneracion,
independientemente del agente causal (Schmued et al., 2005). Los modelos
animales de SE, como el de pilocarpina (con o sin pre-tratamiento con litio) y por
administracion de acido kainico, inducen una neurodegeneracion hipocampal
rapida e intensa, segun la evaluacion de Fluoro-Jade (Wang et al., 2008; Rossi
et al., 2013; Choi et al., 2015). En nuestro estudio, no encontramos signos de
neurodegeneracién hipocampal a corto plazo después de la inyeccién de 4-AP,

ya que no se observaron células marcadas con Fluoro-Jade C (Fig. 41).

Por lo tanto, la ausencia de neurodegeneracion y de muerte neuronal encontrada
en el presente estudio esta de acuerdo con el consenso general, en relacién al

moderado dafio neuronal inducido por la administracion periférica de 4-AP (Pefia
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y Tapia, 1999; Pefia y Tapia, 2000; Slezia et al., 2004, Vizi et al., 2004; Takacs
et al., 2010). Sin embargo, dado que este estudio se limité a tan sélo 4 dias y
sélo una unica dosis de 4-AP (3 mg/kg), no podemos realizar una afirmacién
categorica sobre la ausencia de neurodegeneracion y muerte neuronal tras las
crisis inducidas por la administracion periférica de 4-AP. En consecuencia, no
podemos descartar neurodegeneracion, reduccion de la viabilidad o incluso
muerte neuronal a dosis mas altas o cuando se evalla en puntos temporales

posteriores.

A pesar de los resultados mencionados anteriormente con respecto a la falta de
evidencia de muerte neuronal después de la administracion de 4-AP, si
encontramos signos de dafio en hipocampo. De este modo, se observo
sobreexpresion de GFAP y de caspasa-9, cuando estos marcadores fueron
analizados 4 dias después de la crisis. La gliosis se considera uno de los
principales marcadores de lesién neuronal (Sofroniew y Vintners, 2010) y ha
descrito en la epilepsia humana y en modelos animales de epileptogénesis
(Beach et al., 1995; Belluardo et al., 1996; Do Nascimento et al., 2012). En el
presente estudio, la respuesta astrocitica frente a las convulsiones inducidas por
4-AP consistié en la proliferacion astroglial con un engrosamiento notable de los
procesos celulares. Estas caracteristicas son tipicas de astrogliosis reactiva
moderada (Sofroniew y vinateros, 2010). Los mecanismos implicados en el dafio
cerebral inducido por astrocitos activados son mudltiples, incluyendo el estrés
oxidativo mediante el aumento de la generacion de especies reactivas de
oxigeno y liberacion de citocinas pro-inflamatorias (Thomas et al., 2004; Gomez
et al., 2014; Choi et al., 2015). Curiosamente, el hipocampo es una de las areas
del cerebro en las que las citocinas inflamatorias estan altamente inducidas por
el SE (De Simoni et al., 2000). Como se menciono anteriormente, se ha descrito
qgue las convulsiones inducidas por el 4-AP aumentan la expresion de IL-18 y
TNF-a, dos de las citoquinas pro-inflamatorias mas reconocidas (Gomez et al.,
2014). La activacién de la apoptosis se ha propuesto como una forma de dafio
neuronal inducido por gliosis. Las citocinas pro-inflamatorias liberadas por las
células gliales pueden activar tanto la via de sefalizacion extrinseca, a través de
receptores de muerte celular, como la via intrinseca (mitocondrial) (Grunnet et

al., 2009). Entre los factores que favorecen la via intrinseca de la apoptosis, el
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estrés oxidativo ha sido ampliamente implicado (Cao et al., 2011). En el presente
estudio, hemos encontrado un marcado aumento de la expresion de la caspasa-
9 (un componente clave de la via intrinseca de la apoptosis) a nivel del
hipocampo después de la crisis inducida por 4-AP. La produccion de especies
reactivas de oxigeno, junto con la secrecion de citocinas pro-inflamatorias por la
respuesta glial, podrian activar la via intrinseca de la apoptosis mediante la
induccion de la sobreexpresion de la caspasa-9. Esta cascada de eventos, junto
con la activacion mediada por citocinas de la via extrinseca de la apoptosis
podria finalmente resultar en un proceso de muerte neuronal retardada. En este
sentido, Ayala y Tapia (2005) encontraron que las crisis agudas inducids por
perfusion intrahipocampal de 4-AP en rata daban lugar a muerte neuronal

retardada.

El periodo interictal se asocia con hipometabolismo cerebral, tal como
repetidamente se ha encontrado mediante [®F]JFDG-PET tanto en seres
humanos (Lamusuo et al., 2001; Nelissen et al., 2006) como en animales (Wong
et al., 2010). En varios modelos animales de epileptogénesis, el intenso y
generalizado hipometabolismo cerebral se asocia con signos de dafio cerebral,
especialmente en areas temporales (Guo et al., 2009; Jupp et al., 2012; Virdee
et al., 2012). Y que la captacion de [*®F]FDG por el cerebro se reduce en gran
medida por la anestesia (Toyama et al., 2004; Prieto et al., 2011; Lee et al.,
2012), los animales se mantuvieron conscientes durante el periodo de captacion
del radiotrazador. Nuestros resultados no revelaron ningin cambio en el
metabolismo cerebral en el dia 3 después de la inyeccién de 4-AP (Fig. 40).
Podria ser explicado como resultado de la limitada muerte neuronal asociada
con la administracion periférica de 4-AP, en oposicion a la extensa muerte
neuronal inducida por los modelos de SE, de acido kainico y pilocarpina.
Ademas, el hipometabolismo en modelos animales de SE tiene lugar en la fase
temprana (Guo et al, 2009) antes de que el animal se convierta epiléptico. Sin
embargo, la administracion de 4-AP a los roedores no se considera un modelo
de epilepsia, puesto que no conduce a convulsiones espontaneas recurrentes,
tipicas de la epilepsia cronica (Bobérly et al., 2015). Por lo tanto, la ausencia de

hipometabolismo cerebral a corto plazo que describimos en este estudio esta de
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acuerdo tanto con la ausencia de muerte neuronal como con la naturaleza no

epileptégena de este modelo.

6.2.3 Efectos de la fluoxetina en la actividad convulsiva inducida por 4-AP

Hemos de volver a recordar que aunque el papel de la 5-HT y de los farmacos
antidepresivos en la epilepsia y en las convulsiones no se conoce
completamente, parece predominar acciones anticonvulsivas (Jobe y Browning,
2005; Bagdy et al., 2007). Entre los farmacos antidepresivos, los mas prescritos
hoy en dia son los inhibidores selectivos de la recaptacion de monoaminas,
incluyendo los ISRS clésicos y los mas recientes Inhibidores selectivos de la
recaptacion de 5-HT y noradrenalina. En el presente estudio, con el fin de evaluar
los efectos de fluoxetina, se administré durante 7 dias (5 veces antes y 2 veces
después de la crisis). Este mismo régimen farmacologico mostré efectos
neuroprotectores contra el hipometabolismo y el dafio cerebral inducido por el
modelo de litio-pilocarpina de SE. La severidad de las convulsiones inducida por
la inyeccion intraperitoneal de 3 mg/kg 4-AP no fue modificada por el tratamiento
con fluoxetina. Sin embargo, el tiempo de latencia a la aparicién de wet dog
shakes incremento significativamente tres veces en el grupo tratado previamente
con fluoxetina (pasando de FLUOX+VEH = 6.8 + 0.8 a FLUOX+4-AP =24.1 +
6.1 min), revelando un perfil anticonvulsivo. A pesar de que los farmacos
antidepresivos se asocian con efectos anticonvulsivos, hasta la fecha no existen
resultados concluyentes sobre los efectos en el comportamiento de los
antidepresivos selectivos en diferentes modelos animales de SE y en las
convulsiones. Asi, tal como hemos mostrado en el modelo de litio-pilocarpina, la
fluoxetina no afectd a la intensidad de las crisis. En la misma linea, se ha
reportado que la administracion del antidepresivo duloxetina no afecté a la
actividad convulsiva inducida por la administracion de kainato (Choi et al., 2015).
En cambio, los alteraciones electroencefalograficas inducidas por
pentilentetrazol y 4-AP se evitaron por una Unica administraciéon del ISRS
sertralina (Sitges et al., 2012). Ademas, la sertralina (administrada a una dosis

25 mg/kg) abolid las crisis tonico-clonicas inducidas por 4-AP y aumentd mas de
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tres veces el tiempo de latencia para el primer movimiento del perro mojado
(pasando de 7,0 £ 2,3 para el 26,3 + 5,4 min) al igual que se muestra en esta
Tesis Doctoral con la administracion subcronica de 10 mg/kg/dia de fluoxetina
(de 6,8 + 0,8 min a 24,1 + 6,1 min). El hecho de que dos ISRS diferentes,
sertralina y fluoxetina, muestren un comportamiento idéntico en el tiempo de
latencia de la crisis después de la inyeccion de 4-AP, apunta a un mecanismo
comun en las acciones “anticonvulsivas” de ambos farmacos, es decir; el
bloqueo del transportador de 5-HT y el consiguiente aumento del contenido

extracelular cerebral de 5-HT.

6.2.4 Efectos neuroprotectores de la fluoxetina en el dano cerebral
hipocampal inducido por 4-AP

Existen numerosas evidencias sobre los efectos neuroprotectores de 5-HT y de
los farmacos antidepresivos. En este sentido, se ha descrito la reduccion de la
activacion mitocondrial dependiente de la via intrinseca de caspasa y la
regulacion de Bcl-XL se ha descrito (Stankovski et al., 2007). Se cree que los
efectos neuroprotectores de la fluoxetina estdn mediados por el aumento
extracelular de 5-HT (Malberg et al., 2000; Mahar et al., 2014). No obstante, dado
gue algunos efectos de la fluoxetina y otros ISRS se han asociado a mecanismos
no serotonérgicos (Wang et al., 2003; Igelstrom y Heyward, 2012a; Igelstrom y
Heyward, 2012b; Vizi et al 2013;), no se pueden descartar acciones directas
(independientes de 5-HT) de la fluoxetina en el efecto neuroprotector. En este
sentido, algunos de los estudios citados sefialan que la neuroproteccién por la
fluoxetina se relaciona con la inhibicion directa de la excitotoxicidad mediada por
glutamato (Wang et al., 2003; Vizi et al., 2013), que, curiosamente, se incrementa
con la 4-AP (Ayala y Tapia, 2005; Netzahualcoyotzi y Tapia 2014). Nuestros
resultados si apoyan los efectos protectores de la fluoxetina contra los signos de
dafio cerebral inducido por 4-AP. Asi, la astrogliosis (Fig. 44) y la sobreexpresion
de la caspasa-9 (Fig. 45) en el hipocampo después de las convulsiones
inducidas por el 4-AP se redujeron eficazmente por la administraciéon subaguda

de fluoxetina. Este efecto fue especialmente marcado en la zona del giro

153



dentado/hilo. En particular, el nimero de células hilares que expresan caspasa-
9 se redujo en un 60% por la administracion previa de fluoxetina. En este sentido,
en diferentes modelos de epileptogénesis, se ha reportado que algunos ISRS y
farmacos similares como los inhibidores de la recaptacion de noradrenalina y 5-
HT muestran efectos similares. De hecho, los efectos neuroprotectores de la
diferentes antidepresivos como son la fluoxetina en el modelo de litio-pilocarpina
descritos en la presente Tesis Doctoral y en el modelo de acido kainico en ratén
(Jin et al., 2009) junto con efectos protectores descritos para la duloxetina en el
modelo de SE por administracion de acido kainico (Choi et al., 2015) apoyan un
papel neuroprotector frente a la epileptogenesis. En cuanto a su mecanismo de
accion se ha sugerido que la reduccion de la activacion glial, junto con la
supresion de las citocinas pro-inflamatorias IL-1 y TNF-a, podrian participar en
el efecto neuroprotector de la duloxetina frente a la excitotoxicidad inducida por
acido kainico (Choi et al., 2015). Es importante destacar que la el ISRS sertralina
también redujo la sobreexpresion de IL-18 y TNF-a en el hipocampo después de
la inyeccion de 4-AP (2,5 mg/kg) (Sitges et al, 2014; Gomez et al., 2014). Dado
que, ambos los farmacos, sertralina y fluoxetina, comparten el mecanismo
mismo de accion, es probable que los efectos protectores que observamos en
este estudio para la fluoxetina puedan estar relacionados, al menos en parte,

con la reduccién de las citocinas pro-inflamatorias.

En resumen, nuestros resultados muestran que las crisis inducidas por una Unica
dosis convulsiva periférica de 4-AP fueron acompafiadas con signos de dafio del
hipocampo, consistentes en astrogliosis moderad e induccion de la expresion de
la proteina proapoptoética caspasa-9. En cuanto a los efectos de la fluoxetina,
incrementd de manera efectiva el tiempo de latencia de las crisis y redujo los dos
marcadores mencionados de dafio neuronal. Nuestros resultados apoyan, un
potencial neuroprotector para los antidepresivos y en concreto los ISRS, frente

al dafio cerebral inducido por convulsiones.
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7 CONCLUSIONES
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El modelo de status epilepticus (SE) mediante la administracion de litio-
pilocarpina en rata gener6 un marcado hipometabolismo cerebral
generalizado a corto plazo (dia 3) cuando fue evaluado mediante
neuroimagen por [*¥F]JFDG-PET. Esta reduccion de la actividad
metabdlica retorno a valores basales cuando fue analizado en el dia 30,
correspondiente a la fase tardia del periodo silente, indicando que la
alteracién metabdlica elicitada por este modelo de SE es transitoria.

El hipometabolismo inducido por modelo de litio-pilocarpina de SE esta
asociado a signos de dafio neuronal (marcadores de neurodegeneracion,
astrogliosis e induccién de la expresion de caspasa-9). El dafio neuronal
inducido por la pilocarpina se mantiene en el tiempo, ya que siguen siendo

observables al final del periodo silente (dia 33 después del SE).

El tratamiento con el inhibidor selectivo de la recaptacion de 5-HT (ISRS)
fluoxetina (10 mg/kg) durante 7 dias, previno el hipometabolismo cerebral
y redujo los signos de dafio neuronal asociados al modelo de litio-
pilocarpina de SE, revelando un papel neuroprotector de la fluoxetina en

este modelo animal.

La deplecion de 5-HT por administracion subaguda del inhibidor de la
enzima triptofanohidroxilasa, p-clorofenilalanina (PCPA), no tuvo
consecuencias neurolégicas a corto plazo ni sobre el hipometabolismo ni

sobre el dafio neuronal inducido por el modelo de litio-pilocarpina de SE.

Los resultados obtenidos en los puntos 3. y 4. sugieren que en el efecto
neuroprotector de la fluoxetina en este modelo experimental de SE,

podrian participar acciones directas de naturaleza no serotonérgica.

La administracion previa del antagonista selectivo del receptor
dopaminérgico D1, SCH23390 no modifico de manera significativa la
respuesta conductual ni en el hipometabolismo inducido por la
administracion de litio-pilocarpina. Sin embargo, redujo la expresién de

marcadores de dafio neuronal (marcadores de neurodegeneracion,
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astrogliosis, induccion de la expresion de caspasa-9) asociados a este
modelo de SE de litio-pilocarpina. Estos resultados avalan la participacion
del sistema dopaminérgico y concretamente de la familia de los

receptores D1 en dichas alteraciones neurologicas.

Las crisis convulsivas por administracion periférica de 4-aminopiridina (4-
AP) no tuvo consecuencias sobre el metabolismo cerebral a corto plazo.
Estas crisis no fueron seguidas de neurodegeneracién ni de muerte
neuronal. En cambio, los estudios inmunohistoquimicos revelaron la
activacion de marcadores de dafio neuronal (gliosis, signos de apoptosis)
en el hipocampo de las ratas tratadas con 4-AP. Estas alteraciones
neurologicas pueden explicarse por la moderada intensidad de las
convulsiones asi como por el caracter no epileptogénico de este

compuesto.

Por ultimo, el tratamiento subcronico con el ISRS fluoxetina en el modelo
de crisis agudas inducidas por 4-AP mostré actividad anticonvulsiva al
incrementar por mas de tres veces el tiempo de latencia de las crisis.
Ademas, la fluoxetina mostrd actividad neuroprotectora al disminuirlos

signos de dafio neuronal inducidos por 4-AP.
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Introduction

Epilepsy is conceptually defined as a brain disorder characterized by an enduring
predisposition to generate epileptic seizures (Fisher et al., 2005; Fisher et al.,
2014). An abnormal increase in the neuronal excitability that frequently spreads
to nearby areas is under the triggering of the different types of seizures (Reddy
and Kuruba, 2013), resulting in alteration in the normal behavior. Epilepsy is one
of the most common neurologic disorders, affecting almost 1%-2% of the
population. It is estimated that around 50 million of people worldwide suffer from
epilepsy (Sander, 2003). Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common form
of partial epilepsy in adults, and it usually presents a high ratio of

pharmacoresistance.

The temporal lobe epilepsy (TLE) model by administration of pilocarpine (or its
variant by previous administration of lithium) is one of the most employed animal
models of epilepsy (Turski et al., 1983). It is characterized by a rapid status
epilepticus (SE) followed by a latent period in which generalized brain
hypometabolism (Goffin et al., 2009; Guo et al., 2009; Lee et al., 2012) and
neuronal damage (primarily in hippocampus) appear (Mello et al. 1993; Wang et
al. 2008; Rossi et al. 2013). Brain hypometabolism has been described to appear
shortly after the SE onset, returning the metabolic activity to baseline values in

the subacute period (Lee et al., 2012).

Although classically, seizures have been attributed to the dysregulation of GABA
and glutamate homeostasis, serotonin (5-hydroxytryptamine; 5-HT) has been
also involved in epileptogenesis. In this sense, the implication in epilepsy of this
neurotransmitter was originally reported more than 50 years ago (Bonnycastle et

al., 1957). Although the mechanisms ruling this function are still unclear, the
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presence of the different subtypes of 5-HT receptors controlling both excitatory
and inhibitory synapses has been extensively described (Bagdy et al., 2007),
playing a crucial role in the modulation of neuronal excitability. In line with this not
clearly defined role, 5-HT and antidepressant drugs have been contradictorily
associated both to proconvulsant and anticonvulsant effects (Jobe and Browning,
2005). Regarding the effects of 5-HT depletion on epilepsy behavior, inconsistent
findings have been reported so far (Racine and Coscina 1979; Tagashira et al.,

1983; Bercovici et al., 2006).

The role of dopamine (DA) in seizure susceptibility has been quite difficult to
determine, comprehensive review on the role of DA in epilepsy compiled the data
concerning the modulation of seizure susceptibility by dopaminergic agonists and
antagonists (Starr, 1996). Even though dopaminergic neurons do not show
increased activity following a seizure, there is other evidence to indicate that the
dopaminergic neurons are modified by epileptic activity (Weinshenker y Szot,
2002). Administration of the D1 DA antagonists alone has an anticonvulsant

effect against pilocarpine-induced seizures (Barone et al., 1992).

4-aminopyridine (4-AP) is indicated in multiple sclerosis patients with walking
impairment (Hayes, 2004; Keune et al., 2015). Nevertheless, 4-AP is mainly used
as a convulsant drug in seizure research. 4-AP is a depolarizing agent that acts
by blocking the voltage-dependent potassium channels (Hayes, 2004). Although
4-AP has a nonspecific action, it has been reported to increase the release of
excitatory amino acids, mainly glutamate, in brain areas including hippocampus,
entorhinal cortex and striatum. As a result, the enhancement of the excitatory
neurotransmission is thought to underlie the seizures induced by 4-AP (Morales-

Villagran and Tapia, 1996; Medina-Ceja et al., 2000; Mihaly et al., 2001).
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Objectives

This study was aimed to elucidate the effects of a subacute treatment with
fluoxetine, a well-known selective 5-HT reuptake inhibitor (SSRI), also the effects
of the tryptophan hydroxylase inhibitor p-chlorophenylalanine (PCPA), a specific
depletor of brain 5-HT, on the acute metabolic and histochemical alterations

triggered by the lithium-pilocarpine SE model in rats.

Another one was to make a small evaluation of the D1 dopamine receptor

antagonist SCH23390 in the pilocarpine SE model.

Our last objective was to investigate the effects induced by a single dose of 4-AP
administered peripherally, on the regional brain metabolism and neuronal injury
signs in the hippocampus, and to examine whether those eventual detrimental

effects were modified by a subacute treatment with fluoxetine.

Results

Animals underwent lithium-pilocarpine treatment showed an overall brain glucose
hypometabolism when analysed 3 days after seizure induction. Thus, pilocarpine
caused a significant reduction of the metabolism in all brain areas analysed
compared to control group. Regarding the effects of the SSRI fluoxetine in the
control group, when administered at a dose of 10 mg/kg/day for 7 days, it did not
modify the brain glucose metabolism in any of the brain regions analysed both at
day 3 and 30. On the other hand, it should be pointed out that fluoxetine
administration did avoid the short-term hypometabolism (at day 3) induced by
pilocarpine injection in all brain regions studied. Thus, animals injected with

pilocarpine that were subacutely administered with fluoxetine showed ['8F] FDG
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SUV values similar to rats that were not injected with pilocarpine (i.e. control
group). In other point, at the level of the hippocampus, subacute administration
of fluoxetine diminished the number of neurodegenerating neurons, reactive
gliosis and apoptosis. In the other hand, PCPA treatment in lithium-pilocarpine
injected rats resulted in similar metabolic responses to those obtained in non-5-
HT depleted rats that underwent to SE. That demonstrates that under our
experimental conditions, 5-HT depletion has no effects on pilocarpine-induced

hypometabolism and also on the neural signs of damage.

In our study on the effect of the SCH23390 in the pilocarpine SE model, the dose
we choose 0.2 mg/kg didn’t affect the short-term hypometabolism produced by
lithium-pilocarpine, but was able to reduce the histochemical damage signs

associated with this model.

In the last study preformed, administration of 3 mg/kg 4-AP was associated with
a very low mortality rate. Three days after seizure, no change in brain metabolic
activity was found. Thus, when the SUVs of the different regions were calculated,
4-AP did not statistically modify the short-term brain metabolism in any area
analysed, also there were no signs of neurodegeneration in insulted rats. In order
to evidence astrogliosis associated to an eventual brain damage induced by 4-
AP, non-quantitative GFAP immunohistochemistry was performed. A noticeable
GFAP labelling in the dentate gyrus and CA1 of the hippocampus in 4-AP injected
rats was observed. Interestingly, subacute fluoxetine markedly reduced such
reactive gliosis induced by 4-AP and also significantly reduced the number of

caspase-9 immunolabeled cells in the hilar hippocampal area.
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Discussion

Subacute fluoxetine administration prevented the brain metabolic impairment and
reduced damage signs induced by lithium-pilocarpine. As a prototypical SSRI
drug, the neuroprotective effects of fluoxetine are thought to be mediated by
increasing extracellular 5-HT (Malberg et al., 2000; Mahar et al 2014). We
concluded that, in the early phase after SE induction by lithium-pilocarpine, 5-HT
depletion does not deteriorate brain hypometabolism, neurodegeneration and
gliosis. Accordingly, it is likely that fluoxetine does not exert its effects via 5-HT

mediated actions in this phase of epileptogenesis.

This protective function that we observed in our study with SCH23390, at the
level of neurodegeneration, reactive gliosis and apoptosis without affecting the
hypometabolism or mortality associated with lithium-pilocarpine model, makes us
think that the selected dose of SCH23390 is associated with these effects. It

would have to assess whether a higher dose could have a greater protective role.

Our results show that seizures triggered by 4-AP was associated with signs of
hippocampal damage, since moderate astrogliosis and induction of caspase-9
protein were found. Since no neuronal death or brain hypometabolism were
found, this mild injury seems to be related to the moderate seizure intensity
induced by 3 mg/kg of 4-AP. Regarding the effects of fluoxetine, it effectively
increased the latency time to seizure and reduced the aforementioned two
markers of neuronal damage. Since antiseizure (Sitges et al.,, 2012) and
antinflammatory (Sitges et al., 2014) effects against 4-AP have been described

for sertraline, our findings further support it.
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