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RESUMEN

La epilepsia es un trastorno cronico, caracterizado clinicamente por la ocurrencia de crisis
espontaneas (CE) recurrentes, que afecta a alrededor del 2% de la poblacién mundial. La epilepsia
estd lejos de ser una enfermedad unica y bien caracterizada, ya que incluye varios sindromes
epilépticos, pero una de las mas comunes es la epilepsia del l16bulo temporal (ELT). La ELT suele
estar asociada a la farmacorresistencia, ya que el 40% de los pacientes que la padecen no responden
a los farmacos anticonvulsivos. Otro de los rasgos de la ELT, que también se asocia a la
farmacorresistencia, es la esclerosis hipocampal, caracterizada por la muerte neuronal, gliosis
reactiva y cicatrices gliales en esta area cerebral. Las células gliales, y en particular los astrocitos,
presentan cambios fisiol6gicos y moleculares en las areas esclerotizadas que parecen estar asociados
al desarrollo de una red neuronal hiperexcitable que genera CE. Los avances en el estudio de la
epilepsia han sido restringidos por el poco entendimiento del proceso del desarrollo de la
enfermedad, o epileptogénesis, motivo por el cual aun no se han encontrado tratamientos capaces
de prevenir el desarrollo de la patologia tras un evento potencialmente epileptogeno. Esto sefiala
la importancia de renovar la perspectiva terapéutica en esta enfermedad y encontrar nuevos
biomarcadores y dianas terapéuticas para estudiar la epilepsia. El metabolismo cerebral de la glucosa
ha demostrado ser un potente biomarcador para evaluar la progresién de la enfermedad, ya que
pacientes con ELT muestran un marcado hipometabolismo asociado con un peor pronéstico. Los
astrocitos tienen un papel clave en la regulacion del metabolismo cerebral de la glucosa y, también,
estan implicados en la epilepsia, modulando la excitabilidad neuronal y contribuyendo a la respuesta

inflamatoria tras las crisis.

De acuerdo a esto, el objetivo de esta tesis doctoral fue evaluar las consecuencias de la
activacion de los astrocitos en los cambios metabdlicos asociados a la epileptogénesis. Para ello,
utilizamos un modelo de epilepsia en ratén inducido por la inyecciéon de 4acido kainico
intrahipocampal (KA iHPC) en el cual se emplearon técnicas de quimiogenética (DREADDs) y
optogenética para activar los astrocitos del hipocampo. Para valorar la activacion astrocitaria como
tratamiento, se evalu el metabolismo cerebral de la glucosa a través de la tomografia por emision

de positrones (PET), y se estudio su correlato electrofisiolégico (EEG) e histopatolégico.



En primer lugat, se realizaron estudios PET dindmicos con "*F-fluoro-2-desoxi-D-glucosa
("*F-FDG) para evaluar los cambios en la cinética de la glucosa mediada por la activacion de los
astrocitos con clozapina-N-o6xido (CNO). Con el fin de estudiar los mecanismos celulares, se
usaron animales control y ratones modificados genéticamente (Ip3r2”" -knock out para el receptor
de inositol 1,4,5-trifosfato de tipo 2, encargado de la movilizacién de calcio-, y GLUT1“"™* —ratén
Sfloxceado para el transportador de glucosa 1 en los astrocitos). Ademas, se valoraron los efectos de la
activacién de astrocitos en los metabolitos cerebrales a través de HR-MAS, sacrificando a los
animales 25 minutos después de la administracién de CNO. Después, se estudi6 el impacto de la
activacion de los astrocitos durante la epileptogénesis, administrando un tratamiento crénico de
CNO desde el dia 1 al 7. Se realizaron tres estudios con ""F-FDG PET para valorar los cambios en
el metabolismo: uno antes de la inyeccién de KA, y dos después, el dia 1 y dia 8 post KA. Ademas,
se realizaron estudios de EEG tras el tratamiento y estudios histopatolégicos para evaluar la muerte

neuronal, la astrogliosis y la inflamacion.

La activacion de los astrocitos aument6 la captacion de "*F-FDG en el ratén WT, pero no
en los ratones Ip3r2’/ "o GLUT1%"" por lo que los cambios metabdlicos parecen ser mediados
por la movilizacion de calcio y el transporte de glucosa en los astrocitos. El estudio longitudinal de
imagen ""F-FDG PET en el modelo de epilepsia por KA iHPC mostré un hipermetabolismo en el
dia 1 tras la inyeccion de KA y un hipometabolismo en el dia 8 post inyeccion. La activacion cronica
de los astrocitos con CNO durante este periodo de epileptogénesis revirtié el hipometabolismo
post-ictal y previno la pérdida neuronal. Esta tesis contribuye a la comprension de los mecanismos
celulares de la epileptogénesis y sefiala a los astrocitos como elementos clave para el estudio de las

epilepsias adquiridas.



ABSTRACT

Epilepsy is a chronic disorder, clinically characterized by the occurrence of spontaneous
seizures (CE) and affects approximately about 2% of the world population. Epilepsy is far from
being a single, well-characterized disease, as it includes other epileptic syndromes, but one of the
most common is temporal lobe epilepsy (ELT). ELT is often associated with drug resistance, as
40% of patients with ELT do not respond to anticonvulsants. Another feature of ELT, also
associated with drug resistance, is hippocampal sclerosis, which is characterized by neuronal death,
reactive gliosis, and glial scarring in this brain area. Glial cells, particularly astrocytes, exhibit
physiological and molecular changes in sclerosed areas that appear to be associated with the
development of a hyperexcitable neuronal network that generates CE. Progress in the study of
epilepsy has been limited by the poor understanding of the process of disease development, or
epileptogenesis, which is why treatments capable of preventing the development of pathology after
a potentially epileptogenic event have not yet been found. This highlights the importance of
renewing the therapeutic perspective in this disease and finding new biomarkers and therapeutic
targets to study epilepsy. Brain glucose metabolism has emerged as a powerful biomarker for
assessing disease progression, as patients with ELT exhibit marked hypometabolism, which is
associated with a worse prognosis. Astrocytes play a key role in the regulation of brain glucose
metabolism and are involved in epilepsy by modulating neuronal excitability and contributing to

the inflammatory response after seizures.

To this end, we used a mouse model of epilepsy induced by intrahippocampal kainic acid
injection (KA iHPC) in which hippocampal astrocytes were activated using chemogenetic
(DREADDs) and optogenetic techniques. To evaluate astrocyte activation as a treatment, brain
glucose metabolism was assessed by positron emission tomography (PET) and its

electrophysiological (EEG) and histopathological correlates were studied.

First, dynamic PET studies with ""F-fluoro-2-deoxy-D-glucose ("*F-FDG) were performed
to evaluate changes in glucose kinetics mediated by clozapine-N-oxide (CNO) activation of
astrocytes. With the aim to study the cellular mechanisms we used control animals and genetically
modified mice (Ip3t27 -&nack out for inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 2, responsible for

1 AGFAP

calcium mobilization-, and GLUT -mouse floxed for glucose transporter 1 in astrocytes-). In



addition, the effects of astrocyte activation on brain metabolites were assessed by HR-MAS by
sacrificing animals 25 min after CNO administration. Next, the impact of astrocyte activation
during epileptogenesis was investigated by administering chronic CNO treatment from day 1 to
day 7. Three "F-FDG PET studies were performed to assess metabolic changes: one before KA
injection and two after, on day 1 and day 8 after KA. In addition, post-treatment EEG studies and

histopathologic studies were performed to assess neuronal death, astrogliosis and inflammation.

Activation of astrocytes increased "F-FDG uptake in WT mice but not in Ip3r2”" or
GLUT1%°"™" mice, suggesting that metabolic changes are mediated by calcium mobilization and
glucose transport in astrocytes. Longitudinal *F-FDG PET imaging in KA iHPC epilepsy model
showed hypermetabolism at day 1 post KA injection and hypometabolism at day 8 post-injection.
Chronic activation of astrocytes with CNO during this period reversed post-ictal hypometabolism
and prevented neuronal loss. This work contributes to the understanding of the cellular

mechanisms of epileptogenesis and points to astrocytes as a key player in the study of epilepsy.



La historia de la epilepsia se puede resumir como 4.000
afios de ignorancia, supersticion y estigma, sequidos de
100 anios de conocimiento, supersticion y estigma.

Rajendra Kale - BMJ, 1997



XVI









CAPITULO 1. INTRODUCCION

. INTRODUCCION

1.1. Epilepsia

La epilepsia es un trastorno neurolégico que se caracteriza por una predisposicién
continuada de padecer crisis epilépticas, entendiendo éstas como la aparicién recurrente de
signos y sintomas provocados por una actividad neuronal anormal y excesiva en el cerebro. Su
prevalencia a nivel mundial estima alrededor de 50 millones de personas afectadas, y
aproximadamente 2,4 millones de casos son diagnosticados anualmente (Organizacién Mundial

de la Salud, 2023).

La etimologfa de la palabra epilepsia sitia su origen en el término griego epilambano, que
significa “tomar por sorpresa, ataque suibito que sobrecoge”. Las caracteristicas de este desorden
propiciaron que desde tiempos antiguos se asociara a un origen demonfaco, sobrenatural o
sagrado. Es por esto que las personas epilépticas han sido sometidas a toda clase de practicas y
rituales atroces que atentaban contra su seguridad y su vida: desde las craneotomias que se
realizaban en Egipto (que, de algin modo, ya situaban el origen de la epilepsia en el cerebro)

hasta exorcismos incitados por el impacto de la religién en el medievo (de Boer, 2010).

El estudio moderno de la epilepsia comenzé en torno a 1860-1870, cuando John
Hughlings Jackson comenzo a categorizar las crisis motoras focales. Mas tarde, en 1886, Victor
Horsley traté a un paciente con traumatismo craneoencefalico y crisis epilépticas realizando una
lobotomia de la zona cercana a la lesién, comprobando la remision de las crisis focales (Westbrook,
20174). Pero el primer tratamiento farmacoldgico no aparecié hasta 1912, afio en el que Alfred

Hauptmann us6 fenobarbital en pacientes con crisis epilépticas y asi hacer mas llevadera su

|
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guardia hospitalaria, comprobando con sorpresa que las crisis remitian (Hauptmann, 1912). Pese
al gran avance que esto pudo suponer, existian algunos casos de epilepsias farmacorresistentes
que no eran capaces de responder al tratamiento. Fue Wilder Penfield en 1943, quien aplicé la
electrocorticografia (ECG) para registrar la actividad eléctrica de la corteza cerebral expuesta y
detectar los focos epilépticos (Penfield, 1954). Aquellos que presentaban epilepsias no tratables,
eran derivados directamente al neurocirujano. Este fue el caso de Henry Molaison (el paciente
H.M.), al que en 1953, tras localizarse focos epilépticos en su lébulo temporal, le extirparon gran
parte de su hipocampo, giro hipocampal y amigdala (estructuras relacionadas con la memoria),
generandole graves problemas de amnesia retrograda y consolidacién de recuerdos, y
convirtiéndolo en un hito cientifico dentro de la neuropsicologia (Dossani et al., 2015)". A lo largo
del tiempo, se han desarrollado otros fairmacos anti-epilépticos. Actualmente, sin embargo, atin
un 30% de los pacientes epilépticos son resistentes al tratamiento farmacolégico y su indicaciéon
terapéutica es la cirugfa para extirpar el foco epiléptico, sin que esto ofrezca garantias de mejora
(Sheng et al., 2018). Esto sucede porque a dia de hoy se desconoce en detalle la etiopatogenia de

la enfermedad y los mecanismos responsables de la farmacorresistencia de estos pacientes.

A pesar de los avances en el conocimiento y el estudio de la enfermedad, el paciente
epiléptico ha sufrido y sufre de la discriminacién y el estigma social. Por ejemplo, en China e
India, la epilepsia es considerada a menudo como motivo para prohibir o anular el matrimonio,
y en Reino Unido, la ley que permitia la nulidad del matrimonio por epilepsia no se enmendd
hasta 1971, debido a las creencias sobre la transmisioén de la enfermedad a la progenie. Ademas,
en los Estados Unidos de América, hasta los afios 70, a las personas epilépticas se les podia negar
el acceso a restaurantes, teatros, centros recreativos y otros edificios publicos. Y aun todavia
tienen dificultades para acceder a la ensefianza superior, mantener un trabajo o, incluso, obtener
el permiso de conducir (Kaur et al., 2079). Con todo esto, la epilepsia se presenta como un
trastorno neurolégico que precisa con urgencia del estudio de nuevas alternativas terapéuticas
basadas en una mejor comprension de los mecanismos celulares de las crisis y su impacto en el

desarrollo de la enfermedad.

Henry Molaison (1926-2008) vivié en una institucién de cuidados en Windsor Locks (Connecticut), donde
colaboré como sujeto de investigacién hasta su muerte, a causa de una insuficiencia respiratoria a los 82 afios. Su
cerebro se dividié en secciones histolbgicas para su estudio y se encuentra en la Universidad de California.
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1.1.1. Caracterizacion de la epilepsia

En 2005, la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE) diferenci6 una crisis epiléptica,
“ocurrencia transitoria de signos y sintomas debidos a la actividad neuronal anormal, excesiva y sincrinica en el
cerebro”, de la patologia en si, que se define como la predisposiciéon permanente a generar estas
crisis, con las consecuencias neurobiolégicas, cognitivas, psicolégicas y sociales de esta condicioén
(Fisher et al., 2005). La terminologfa se revis6 en 2014 (Fisher et al., 2014) para crear criterios que
soporten un diagnostico clinico efectivo de la patologfa, dentro de las diferentes etiologfas que
presenta. De esta forma, la ILAE propuso un diagnéstico de la epilepsia basado en la ocurrencia
dos crisis espontaneas (CE) en menos de 24 horas, o una sola crisis a la que se aflade una alta
posibilidad (60%) de que se repita, o un diagnéstico de sindrome epiléptico. El avance de esta
definicion fue englobar en el diagnostico las crisis de origen sistémico (infeccion, infarto o
traumatismo cerebral) o neurolégico (fotosensibilidad), aunque en este caso se denominan
“epilepsia secundaria” ya que no se han producido de forma espontanea, y suelen ser las menos
comunes. Sin embargo, la tltima clasificaciéon de la ILAE en 2017 (Fisher et al., 2017) propone 3

niveles de criterios para el diagnostico de la epilepsia (Fig. 1.1):

1) Tipo de crisis: origen focal, generalizado o desconocido.
2) Tipo de epilepsia: focal, generalizada, combinacién focal-generalizada o desconocido.

3) Sindrome epiléptico.

Se entiende como origen focal aquellas crisis que aparezcan en una region especifica del
cerebro (localizada en un I6bulo o hemisferio), con la posibilidad de poder generalizarse a otras
regiones posteriormente. Dentro de esta categoria se distingue la crisis parcial simple, cuando no
hay pérdida de conciencia, de la crisis parcial compleja, cuando si la hay. En las crisis
generalizadas no se distingue un inicio localizado que haga pensar en una crisis focal. A su vez
pueden categorizarse por una serie de sintomas de inicio motor o no motor. Algunos ejemplos
son los movimientos ténicos (extension y rigidez) o clonicos (espasmos) de los miembros, y su
consecuente combinacién hacia una crisis tonico-clonica, lo que anteriormente se denominaba
la epilepsia del gran mal. La epilepsia del pequerio mal, por el contrario, se caracteriza por crisis no
convulsivas, o crisis de ausencia, con pérdida de conciencia y falta de actividad motora. La ILAE
también propone una clasificacion etiolégica, aunque la causa mas frecuente es la idiopatica, es

decir, de origen desconocido.
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Tipo de crisis

Focal Generalizada Desconocida
Conciencia Conciencia Motora Inicio motor
preservada alterada Ténico-clénico Ténico-clénico
Clénico Otro

Inicio motor Ténico

ﬁtu’to.mahsmos Mioclénico Inicio no motor Etiologia

CIZ:;ZZ Mioclénico-ténico- Detencion del

Espasmo spliéptics clénico comportamiento
0 Hipereiiética Mioclénico-aténico T Estructural
(V] Mioclénica Atonico L Ll zlen
'g Tonica Espasmo epiléptico’ Genética
T
= Inicio no motor No motora / Ausencia .
-e Detencion del Tipica Infecciosa
o) comportamiento Atipica
£ Autondmica Mioclonica Metabdlica
Q Sensorial Mioclonia palpebral
(&) Emocional

Cognitiva Inmune

- 1El grado de alteracion de conciencia usualmente no esta
Focal a bilateral especificado. Desconocida

2|nformacion inadecuada o imposibilidad de ubicar en las otras
categorias de tipos de crisis

ténico-clénica
Tipo de epilepsia

Focal Generalizada Combinada Desconocida

Sindromes epilépticos

Figura 1.1. Clasificacién de los tipos de crisis y epilepsias. La tabla presenta la tltima clasificacion de la ILAE
(Fisher et al., 2017) de los tipos de crisis y tipos de epilepsia en base al inicio de las crisis, distinguiéndose entre focal,
generalizada o desconocida. Ademas, tiene en consideracion los sindromes epilépticos y la etiologfa dentro de la clasificacion.

1.1.2. Epilepsia del Lobulo Temporal (ELT)

La epilepsia del 16bulo temporal (ELT) es una de las epilepsias mas comunes y con mas
porcentaje de farmacorresistencia (20%). Su nombre viene dado por la localizacion del foco
epiléptico, en el 16bulo temporal, y se distingue en dos tipos segun las estructuras afectadas: la
medial, cuando esta implicada la amigdala, el hipocampo y el giro hipocampal, y la lateral o
neocortical, cuando afecta el neocértex temporal y areas corticales asociativas (Maillard et al.,
2004; Williamson, 1998). Ambas pueden diferenciarse segun el patron EEG. La ELT medial se
caracteriza por una actividad focal del rango theta (5-9 Hz) en su fase ictal, y en su fase interictal
alteraciones paroxisticas del tipo espiga onda en el temporal antetior (Sadler and Desbiens, 2000).

La ELT lateral, por otro lado, en su fase ictal tiene un inicio mas extenso con actividad irregular
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enlos 2-5 Hz, y en la fase interictal presenta espigas aisladas en el temporal posterior (Ferndndez-
Torre, 2002; Foldvary et al., 1997; Pascual, 2007). Normalmente, el inicio de esta patologia se
desencadena a partir de una crisis durante la infancia (crisis febriles) o traumatismos cerebrales.
Tras estas lesiones iniciales, existe un periodo de tiempo latente de varios afios en los que no se
experimentan crisis. Este periodo se denomina epileptogénesis, el proceso por el cual se
desarrolla la epilepsia (Mathern et al., 1996, Slviter, 2008). La caracteristica patoldgica mas
representativa de la ELT medial es la esclerosis hipocampal (EH), una condicién que incluye
disminucién del volumen hipocampal por la pérdida de células piramidales en CA1, CA3 y el
giro dentado (GD) y la gliosis reactiva (Wiebe, 2000). Las hipotesis que se postulan en la relacion
con la EH y con el aumento de excitabilidad en el hipocampo y la apariciéon de CE son: 1) dafio
en las interneuronas que hacen sinapsis con las neuronas gabaérgicas del hilus del GD; 2)
denervacién de las células musgosas, lo que provoca un crecimiento hacia areas vecinas que dan
lugar a células granulares hiperexcitables en el GD; y 3) dispersion de las células granulares del
GD debido a la neurogénesis en esa area, que compromete a nuevas neuronas en los circuitos
hiperexcitables (Ammothumkandy et al., 2022; Chang and Lowenstein, 2003; Ratzliff et al., 2002) Fig,
1.2).

Fisiologico Patolégico

@

Figura 1.2. Desorganizaciéon del giro dentado en la ELT. Entre los cambios que se asocian al aumento de la
excitabilidad son un acortamiento de las dendritas de las células granulares (1), nuevas sinapsis de las fibras musgosas con la capa
granular (2), migracion de las células granulares a la zona subgranular (3), hiperexcitabilidad de las células granulares (4), muerte
de las células musgosas (5), ineficacia de las células en cesta (basket cells) al perder aferencia de la células musgosas (6), aumento
de la excitabilidad de las células musgosas supervivientes (7) y neurogénesis aberrante de células que se acoplan al circuito
hiperexcitado (8). SG: Subgranular; CG: Capa granular; Mi: Molecular interna; Mm: Molecular media; Me: molecular externa.
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El origen de esta lesion hipocampal se relaciona con factores desencadenantes, por lo
que aquellos casos en los que cuentan con episodios de crisis durante la infancia y que expresan
EH en la etapa adulta, tienen un mejor prondstico para la intervenciéon quirdrgica que aquellos
que no expresan este correlato patolégico y cuyo origen epiléptico es desconocido (Mathern, et
al., 1996). Este podria ser el motivo de las alteraciones cognitivas descritas en pacientes con
epilepsia, entre las que se encuentran la memoria, las funciones ejecutivas y el lenguaje (A/one et

al, 2017).

1.1.3. Epileptogénesis

El desarrollo de la epilepsia se llama epileptogénesis y comprende un proceso que incluye
cambios moleculares, celulares y tisulares que conllevan la apariciéon de CE recurrentes, y
convierten una red neuronal normal en una hiperexcitada. En la epileptogénesis pueden
distinguirse tres fases: 1) un insulto inicial, dafio o evento precipitante; 2) un periodo “latente”
durante el cual suceden los cambios que causan la epilepsia; y 3) una vez iniciada ésta, se
producen otros cambios a favor de la progresion y la severidad de la enfermedad (Enge/ et al.,
2013). Esto depende de las propiedades intrinsecas de cada célula (tipo y numero de canales que
contenga), la eficacia sindptica (aumentando la actividad excitadora se facilita la crisis) y las
conexiones sinapticas (una circuiterfa que favorezca la conexion con otras redes) (Paur and

Chazot, 2007).

Las crisis se definen como una actividad eléctrica excesiva y sincrénica en una poblacién
neuronal. Durante las crisis (fase ictal), las neuronas muestran cambios paroxisticos en el umbral
de despolarizacion, una variacion del potencial de membrana de -85 mV a +30 mV en un tiempo
de 50-200 ms. Esta despolarizacion se produce por la activacion de canales dependientes de
ligando activados por glutamato, el receptor de 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico (AMPA) y el receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), que genera un tren
de potenciales de accién. Posteriormente aparece una post-hiperpolarizacién para delimitar la
actividad neuronal, generada por canales de potasio calcio dependiente. Tras la aparicion de un
foco epiléptico, la hiperpolarizacién neuronal vuelve a valores basales (potencial de membrana
en reposo) y la crisis se expande mas alla del foco inicial (Kubista et al., 2019; Westbrook, 2014). En

las fases interictales (entre crisis) se observan despolarizaciones paroxisticas, representadas como
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una secuencia rapida de potenciales de accion seguidas de un potencial de despolarizacion lento.
Aun se desconocen los mecanismos celulares que favorecen este tipo de sincronizacion. La
consecuencia final es un desequilibrio sinaptico entre la excitaciéon e inhibicion cerebral. Las
posibles causas de este proceso son: 1) fallos en el mecanismo que inhibe la despolarizacién de
las neuronas, 2) aumento de la actividad excitadora y 3) creacién de nuevos circuitos neuronales

(Scharfman, 2007).

El neocértex y el hipocampo son zonas particularmente sensibles a la actividad epiléptica
al poseer una alta actividad excitadora que prioriza ante los mecanismos inhibidores del circuito,
ademas de contar con células hiperexcitables y una fuerte influencia de los cambios en las
propiedades intrinsecas neuronales (Reddy and Kuruba, 2013). El incremento de la excitacion en
el hipocampo puede explicarse a través de la formacién de nuevos circuitos excitadores
recurrentes, por causa del crecimiento de nuevos axones que crean sinapsis excitadoras entre las
células granulares. Otra estructura subcortical importante es la amigdala, que también se sitda en
el I6bulo temporal y que, gracias a su conexién con el hipocampo, es un area fundamental en

varios modelos experimentales de epilepsia (Wolf ¢t al., 1997).

A medida que se van sufriendo mas crisis, ocurren cambios celulares severos que se
asocian con la reorganizacion de las conexiones para favorecer la sincronizacion de las redes
neuronales epilépticas. A consecuencia de la excitabilidad descontrolada en el hipocampo, las
neuronas tienden a acumulacién de calcio intracelular, activacién de segundos mensajeros y
modificacién de la sintesis de proteinas y la expresion génica. Esto puede llevar a procesos
inflamatorios y activacion glial, los cuales estan relacionados con el desarrollo de la EH (Sofronzew
and Vinters, 2010). Finalmente, las crisis pueden aumentar la neurogénesis aberrante, y aumentar
la arborizacion dendritica que integra a las nuevas neuronas en las redes epilépticas (Chen et al.,
2021; Parent et al., 2006). Esto indica la capacidad del circuito para generar nuevas conexiones
neuronales (sinaptogénesis) que crean bucles excitadores y promueve que la excitabilidad se

expanda mas alla de la region afectada (Morimoto et al., 2004) (Fig. 1.3).
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EPILEPTOGENESIS
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Figura 1.3. Alteraciones durante el progreso de la epileptogénesis. Tras un evento epileptégeno comienza un periodo de

latencia en el que ocurren cambios morfoldgicos y moleculares que derivan en el establecimiento de la epilepsia. Entre ellos encontramos

cambios en la excitabilidad, con un aumento de la excitacién y una disminucion de la inhibicion, procesos inflamatorios que provocan

gliosis y dafio en la BHE y cambios en la plasticidad, como la aparicién de la neurogénesis aberrante y la sinaptogénesis que se suman a

circuitos hiperexcitados. Figura adaptada de (Margues et al., 2022).

1.1.4. Investigacion en epilepsia: Modelos animales

Para el estudio de la epilepsia se han utilizado modelos animales con una doble
aproximacion: el desarrollo preclinico de nuevos firmacos anticonvulsivos y el empleo de
modelos que permitan el estudio de la epileptogénesis para intentar entender las bases
fisiopatoldgicas del inicio de este desorden, ya que una de las desventajas en el estudio en
humanos es que la patologia se estudia una vez que los adultos muestran CE, cuando ya se ha
producido la epileptogénesis (Ldscher, 2017). Los modelos animales pueden clasificarse en
modelos de crisis convulsivas, que se utilizan para evaluar farmacos anticonvulsivos, o modelos
de epilepsia, en el que se busca que la patologfa evolucione por si sola a un estado crénico, es
decir, que conlleve un proceso de epileptogénesis y que desarrolle CE (Sarkisian, 2001). Entre
ellos, podemos distinguir modelos genéticos, animales manipulados genéticamente que
aumentan la propension a sufrir crisis, o modelos de epilepsia adquirida, que se crean mediante
lesiones quimicas o fisicas. Por la clasificacién de agentes convulsivos encontramos los modelos
eléctricos, en los que se estimula de forma focal areas sensibles como el hipocampo o la amigdala
para generar una red hiperexcitable, o modelos quimicos, que se basan en desnivelar el equilibrio

de excitacion/inhibicién cerebral aumentando la actividad glutamatérgica -pilocarpina (Curia et
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al., 2008), acido kainico-KA (Lévesque and Avoli, 2013)- o disminuyendo la GABAérgica -
(pentilentetrazol (Park et al., 2006)- (Fig. 1.4).

Crisis P. Latente Epilepsia

4-AP MODELOS
P17 KA, PILOCARPINA, MES - "

A
7 M

Progresion de la epilepsia

Horas Dias Meses

A
A
v

Duracion del modelo

Figura 1.4. Representacién de la temporalidad de los modelos de epilepsia. La grifica muestra la clasificacion de
los modelos dependiendo de la duracién. Los modelos de crisis duran unas horas y su objetivo es el estudio de los mecanismos
de las crisis epilépticas o SE p.e: inyeccion aguda de 4-aminopiridina (4-AP) o pentilentetrazol (PTZ). L.os modelos que estudian
el periodo latente (como el &indling) estudia los mecanismos celulares tras provocar un evento epileptégeno pero antes de que
ocurran las CE. Para estudiar la epilepsia como sindrome se pueden utilizar modelos animales genéticos (p.e. modelos de crisis
audiogénicas). Otros modelos como el KA, pilocarpina o maximo electroshock (MES) permiten caracterizar el desarrollo de la

epileptogénesis tras un evento epiléptico, a través de las diferentes etapas.

Para emular las caracteristicas de la ELT es necesario seleccionar un modelo de epilepsia
que curse con CE y que genere cambios fisiopatologicos en el hipocampo relacionados con la
muerte neuronal y la gliosis de la EH. Los modelos de status epilepticus (SE) son modelos de
epilepsia adquirida en los que se provocan crisis mantenidas durante varios minutos (Irinka et
al., 2015), y que, después de un periodo de latencia, son capaces de expresar CE (Martin and Pozo,
2006). Uno de los mas conocidos en el modelo de KA. El KA es un analogo de L-glutamato y
un agonista del receptor ionotréopico de KA, por lo que funciona como un neurotransmisor muy
efectivo que provoca cambios en la excitabilidad y toxicidad. Los receptores de KA se
distribuyen ampliamente por el hipocampo. En el GD el dafio que provoca el KA genera muerte
neuronal, neurogénesis aberrante y sinaptogénesis. Ademas, el KA limita la accion de GABA
por su accion en el incremento de la excitabilidad en la neurona post-sinaptica (Falon-Moya et al.,

2018; Lévesque and Awvoli, 20713). La administracion del KA intracerebral, al inyectarse en
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estructuras como el hipocampo (modelo de KA intra-hipocampal - iHPC), reproduce en parte
los cambios histopatolégicos observados en la ELT (Ben-Ari et al., 1979). Dosis entre 0,4 y 2 ug
pueden generar un SE 5-60 minutos tras la inyeccién (cuando la administracion se realiza a través
de una canula con el animal despierto) (Raedt et al, 2009). La gravedad del SE se puede
categorizar en base a escalas de severidad de la crisis ya establecidas, siendo la escala de Racine
una de las mas empleadas (Racine, 1972). E1 modelo cursa con modificaciones en el EEG que se
basan en despolarizaciones paroxisticas, espigas interictales y oscilaciones gamma antes de la
propagacion de las crisis (Jinde et al., 2009; Medvedev et al., 2000). Cuando se cronifica, se observa
una disminucién en el ritmo theta (4-12 Hz) de las interneuronas del stratum oriens-lacunosum-
moleculare que modifican su actividad aumentando el ritmo gamma (30-80 Hz), sefialando una
posible alteracion de las propiedades inhibidoras de estas neuronas (Bragin et al., 2005; Dugladze
et al., 2007, Riban et al., 2002). Una vez que el KA es inyectado y se une a sus receptores, se
generan desbalances osmoticos a la vez que aumenta el flujo de calcio hacia las células y se activan
enzimas endonucleasas y proteasas, que dafian la estructura celular. La acumulacién de calcio
genera disfunciéon mitocondrial y la produccion de especies reactivas de oxigeno. Todo esto
genera la apoptosis de las células (Rusina et al., 2021). Por ello, a nivel histopatologico se observa
muerte neuronal en las regiones de CA1 y CA3, una pérdida de interneuronas gabaérgicas en el
GD y un engrosamiento de la capa granular en la misma zona, a partir de las primeras 48 horas
tras el SE (Bouilleret et al., 1999; Bouilleret et al., 2000; Cavalheiro et al., 1982), un correlato muy
similar al encontrado en la ELT. Ademis, las CE en este modelo se manifiestan en un periodo
relativamente corto de tiempo, a partir del dia 5 y hasta el dia 30 post-SE, (Groticke et al., 2008;
Riban, et al., 2002), que pueden ser no convulsivas en ratones (Bowilleret, et al., 1999, Lévesque and
Awoli, 2073). La brevedad de la ventana de epileptogénesis de este modelo es ideal para la

aplicacion de tratamientos crénicos.
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1.2. Neuroimagen por Tomografia de Emision de
Positrones (PET)

Dadas las caracteristicas de la epilepsia, uno de los propésitos de la investigacion clinica
y pre-clinica es identificar biomarcadores tempranos de la epileptogénesis susceptibles de
modificacién para implementar nuevas terapias anti-epilépticas (Bascuriana et al., 2019; Engel,
20179). Las técnicas de neuroimagen no invasivas han demostrado tener un gran potencial para
mejorar el diagndstico de epilepsias refractarias que no responden al tratamiento, al identificar la
zona epileptogénica y prevenir o reducir el riesgo en las intervenciones quirdrgicas (Sweri et al.,
2018). La aplicacion pre-clinica de estudios longitudinales de neuroimagen a lo largo del tiempo
y en el mismo sujeto experimental ofrece la posibilidad de investigar la epileptogénesis de forma
no invasiva: desde pocos momentos tras el SE, incluso antes de que se manifiesten los signos de
la patologfa, hasta las fases cronicas, convirtiéndose en la herramienta ideal para el estudio de la
epileptogénesis y valorar la efectividad de varias terapias antiepilépticas (Goffin et al., 2008; Loscher,
2011; Martin and Pozge, 2006). Dentro de la variedad de técnicas de neuroimagen in vivo, las mas
usadas son la tomografia por emision de positrones (PET, del inglés positron emission tomography),
la tomograffa computarizada por emision de un fotén dnico (SPECT, del inglés single photon
emission computerized tomography) y la imagen por resonancia magnética nuclear (RMN) () (Bertoglio
et al., 2017).

1.2.1. Caracteristicas de la técnica PET

El PET es una técnica de imagen molecular 7z vivo que utiliza los positrones emitidos por
radiontclidos, como "F (fluor), entre otros’, asociados a moléculas Cuando estas moléculas se
inyectan en el organismo, los positrones que emiten estos radionuclidos impactan con los
electrones del tejido (Fig. 1.5). Esto provoca una aniquilaciéon de las particulas: sus masas se
convierten rapidamente en energia electromagnética y se generan dos fotones con una energia

de 511 KeV que se alejan en la misma direccion, pero en sentido contrario (Turkington, 2001).

Los radionuclidos no se encuentran en la naturaleza, por lo que se precisa un acelerador de particulas (ciclotrén)
para desarrollarlos con reacciones nucleares. El 18F, por ejemplo, se crea a partir del bombardeo con agua
enriquecida con 180 (oxigeno) al fldor, lo que hace que se excite y tenga la habilidad de emitir positrones, particulas
con la misma masa que un electrén pero con carga positiva.

11
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Figura 1.5. Representacion de la aniquilacién de un positréon. Los positrones que emite el radiotrazador se

aniquilan con los electrones del organismo, generando dos fotones antiparalelos de 511 KeV que son detectados por
los anillos del PET.

El escaner PET cuenta con varios anillos con foto-detectores de rayos gamma, capaces
de detectar y posicionar espacialmente los lugares en los que tiene lugar esa aniquilacion,
mediante una reconstruccion matematica basada en la geometria y teniendo en cuenta la
coincidencia en el tiempo de esos fotones. De esta forma, la coincidencia de los fotones se puede

dar en tres situaciones (Fig. 1.6):

1) Evento verdadero: cuando la linea dibujada entre los detectores activados pasa por
el punto de origen de la aniquilacién.

2) Evento scatter: cuando uno de los fotones cambia de direccion al atravesar el tejido.

3) Evento random: cuando dos fotones de aniquilaciones distintas activan dos detectores

a la vez.

Como sélo muestran la posicion real de la aniquilaciéon los eventos verdaderos, el
algoritmo de reconstruccion puede afiadir correcciones de scatter'y random. Ademas, también se
puede corregir la atenuaciéon (cuando hay una pérdida de la deteccién de una coincidencia
verdadera por la pérdida de energfa de los fotones al atravesar el tejido) y la saturaciéon del

detector (cuando impactan mas fotones de los que puede registrar).



CAPITULO 1. INTRODUCCION

A Verdadero B Scatter C Random

D Atenuacion E Saturacion

Figura 1.6. Representacion de los tipos de evento detectados en el PET. A. Un evento verdadero localiza
de forma precisa la aniquilacién en el espacio. B. Un evento scatzer es una localizacion errénea por la desviacion
del rayo gamma. C. Un evento random es provocado por la detecciéon de dos aniquilaciones simultaneas. D. La
atenuacion se refiere a las detecciones perdidas por la incapacidad de atravesar el medio. E. La saturacién se

produce cuando varios rayos impactan simultineamente contra el detector y éste no los puede registrar.

Si bien la resolucion espacial de la imagen esta limitada con respecto a otras técnicas de
imagen (alrededor de 1mm en el centro campo de visioén), esta técnica cuenta con varias ventajas:
es una técnica altamente sensible, cuantitativa, minimamente invasiva y ademas con resolucion
temporal suficiente para la adquisiciéon de datos cinéticos que permiten valorar la incorporacion
del radiotrazador. Uno de los radiotrazadores mas utilizados en oncologfa, cardiologfa y ahora
también neurologia, es la "*F-fluoro-2-desoxi-D-glucosa (‘**F-FDG), que se obtiene sustituyendo
el grupo hidroxilo del carbono 2 de una molécula de glucosa por un atomo de fldor-18. Su
metabolismo es similar al de la glucosa con la diferencia de que una vez que entra en las células
da lugar a la FDG-6-fosfato, la cual no puede metabolizarse por la via glicolitica, por lo que se
queda atrapada y funciona como un indicador del metabolismo celular (Fig. 1.7). Por ello, el
aumento de la captacién ""F-FDG se asocia a un mayor consumo de glucosa por parte de las

células activadas funcionalmente (Sokoloff et al., 1977).

13
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Figura 1.7. Esquema de la incorporaciéon de 8F-FDG en las células. Cuando la glucosa entra en
las células, es metabolizada a glucosa-6-fosfato y utilizada para el metabolismo celular. La '8F-FDG no puede
ser metabolizada mas alla de la IBF-FDG-6-fosfato, por lo que queda atrapada dentro de las células y funciona
como un marcador del metabolismo cerebral.

El PET permite realizar estudios dinamicos en los que se registra la acumulacién del
radiotrazador en las células a través de unas ventanas temporales o frames. En el caso de la "*F-
FDG se propone un modelo de analisis de la cinética de esta molécula, llamado el modelo de 2
compartimentos para “F-FDG (2TC, del inglés 2 fissue compartment). El 2TC estima la
incorporacion de la "F-FDG generando diferentes constantes de cinética, donde K
(ml/min/ml) representa el transporte del plasma arterial al tejido y ko (1/min) el transporte en
el sentido contratio, ks (1/min) representa la fosforilacion de *F-FDG en las células y no existe
un proceso de desfosforilacion (ks = 0) (Fig. 1.8). Ademas existe una constante que indica la

entrada total de la "F-FDG a través de los compartimentos, llamada ki, que resulta del calculo

(K1+k3)

de las otras constantes: ki = S (Feng et al., 1995; Hong and Fryer, 2010; Koeppe et al., 1985).
2
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Figura 1.8. Esquema del metabolismo de 8F-FDG en el modelo de 2 compartimentos. Este
modelo propone el paso del radiotrazador a través de un compartimento plasmatico (Cp), al tejido, pudiendo
encontrarse libre (C1) o fosforilada (C2). Las constantes K; y ks representan el transporte de glucosa desde el
plasma sanguineo al Cl y la constante ks representa la fosforilacion de la molécula. En este modelo k4 es

inexistente ya que no se contempla la desfosforilacion, siendo igual a 0.

1.2.2. Imagen PET en epilepsia

La "F-FDG como trazador PET es ampliamente utilizada en pacientes con ELT con el
objetivo de localizar focos epilépticos, ya que durante la fase ictal el foco epiléptico muestra un
hipermetabolismo que progresa a una zona hipometabdlica en la fase inter-ictal (Carne et al., 2004,
Duncan, 2009) (Fig. 1.9). Esto ocurre en un 60-90% de los pacientes con ELT, de los cuales 20-
44% no mostraban alteraciones en RMN (Carne, et al., 2004). Aunque el hipometabolismo pronto
se relaciono con la pérdida neuronal (Dzeh/ et al., 2003), también se presentaba en pacientes que
no presentaban pérdida del volumen hipocampal (Duncan, 2009; Lamusno et al., 2007). Ademas,
en epilepsias infantiles se ha utilizado para caracterizar epilepsias farmacorresistentes (Govil-

Dalela et al., 2018).
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Figura 1.9. Imagen cerebral
de BF-FDG PET en un
paciente con epilepsia. A.
Muestra del aumento de la
captacion de '8F-FDG en el foco
epiléptico. B. Una vez ha
progresado la epilepsia, la misma
area muestra hipometabolismo en

esa region y otras areas.

(Jubdsz and Mittal, 2019).

En modelos animales, la imagen metabdlica PET se ha utilizado para obtener datos tras
un suceso epileptogénico, incluso antes de la manifestacion de la epilepsia, lo que permite hacer
un seguimiento de la progresion de la epileptogénesis (Loscher, 2011; Martin and Pozo, 20006).
Modelos animales como el de pilocarpina y KA, han mostrado un hipermetabolismo, entendido
como una mayor captacion de ""F-FDG, cuando el estudio se realizaba inmediatamente después
del SE (Kornblum et al., 2000; Mirrione et al., 2006, Mirrione et al., 2007). Por el contratio, estos y
otros modelos han revelado un marcado hipometabolismo en periodos tempranos tras el SE,
entendiéndose entre 24 a 72 horas posteriores (Garcia-Garcia et al., 2016; Goffin, et al., 2008, Shiha
et al., 2015), replicando los resultados en pacientes humanos (Jubdsz and Mittal, 2019). En las fases
cronicas este hipometabolismo puede remitir en la mayorfa de areas extra-temporales, pero
persiste en el hipocampo y areas temporales (Guo et al., 2009). Otros estudios han caracterizado
el hipometabolismo en el modelo de £indling con pentilentetrazol y han demostrado su viabilidad
como predictor de las crisis (Bascusiana et al, 2016). Ademas, a nivel histopatolégico, el
hipometabolismo se relaciona con mayor pérdida neuronal y descenso del flujo sanguineo
cerebral, lo que implica un desequilibrio en los mecanismos metabdlicos que mantienen la
homeostasis cerebral durante la epileptogénesis y que incluyen la participacién de los astrocitos
(Jupp et al., 2012). Por otro lado, el hipometabolismo puede ser prevenido e incluso revertido con
tratamientos farmacologicos, y con él se puede evitar la muerte neuronal y los procesos

inflamatorios (Garcia-Garcia et al., 2023; Shiba, et al., 2015). Si consideramos que las deficiencias
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en las vias metabolicas son representativas de varias enfermedades neurodegenerativas (Blass,
2002), es razonable asociar las alteraciones metabolicas cerebrales con aspectos de la
epileptogénesis. Por lo tanto, la alteraciéon del metabolismo de la glucosa puede ser un
biomarcador cuantificable de la severidad de las crisis y usarse como un indice del éxito de

intervenciones terapéuticas.

Sin embargo, la imagen PET puede utilizarse mas alla del estudio del metabolismo
cerebral. Otros radiotrazadores han servido para caracterizar diferentes caracteristicas de la
epilepsia. El "F-Flumazenilo ha revelado una reducciéon de unién de agonistas del receptor
GABAA. y se ha relacionado con la alta frecuencia de las crisis en pacientes (Kogpp et al., 2000;
Padma et al., 2004), aunque sin posibilidad de utilizarlo como biomarcador, ya que su deteccion
no se corresponde con el foco epiléptico (Hammers et al., 2002). En modelos animales de
epilepsia, la sefial inflamatoria se puede estudiar a través de marcadores de la proteina
translocadora (TSPO), como el radiotrazador "H-PK11195, que sefiala la neuroinflamacion
mediada por células gliales (Bertoglio et al., 2021; Wolf et al, 2020) y ha demostrado ser un
biomarcador de la eficiencia del tratamiento (Garcia-Garcia et al., 2018). A partir de ahi se han
desarrollado otros marcadores de neuroinflamacion, como otros marcadores del TSPO, como
el "F-GE180 (Brackhan et al., 2018) o "*F-DPA-714 (Nguyen et al., 2018), u otras alternativas como
el "F-JNJ-64413739 que marca el receptor P2X7, que estd incrementado en pacientes con
epilepsia y se ha correlacionado con la severidad de las crisis en animales (Morgan et al., 2023).
También se han desarrollado otros radiotrazadores especificos para valorar la activacion de

astrocitos, como el *F-Deprenil (Bascunana et al., 2019).

17
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1.3. Astrocitos en la epilepsia

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, los astrocitos son un tipo celular
intimamente ligado con la EH, el distintivo histopatolégico mas representativo de la ELT. La
EH se caracteriza por la astrogliosis, en la que los astrocitos sufren cambios moleculares y
fisiolégicos que promueven la formacion de cicatrices gliales, facilitando la neurodegeneracion y
la hiperexcitabilidad de la estructura hipocampal, pero que en primera instancia parece ser un
mecanismo de soporte para disminuir el dafio de las crisis (Sofroniew and Vinters, 2010). De hecho,
en otras patologias se proponen nuevos tratamientos enfocados en regular la actividad glial, en
contra de las estrategias clasicas que tenfan como diana controlar la hiperexcitabilidad de las
neuronas (L7 et al., 2016). Ademas, los astrocitos estan implicados en los procesos inflamatorios
y la muerte neuronal, las caracteristicas mas comunes de las enfermedades neurodegenerativas,
y también de las fases tempranas de la epileptogénesis (Henshall and Engel, 2013). Por tltimo,
estas células estan intimamente ligadas al metabolismo cerebral, asi que estan implicados en
varias funciones homeostaticas importantes que comprenden la supervivencia celular y el
consumo de glucosa cerebral (A#twell et al., 2010; Barros et al., 2018), el cual, como ya hemos

comentado, se ve alterado tras la epileptogénesis (Fig. 1.10).

1.3.1. Excitabilidad y plasticidad sinaptica

Durante muchos afios se creyé que la comunicaciéon quimica neuronal, o sinapsis,
dependia sélo de las neuronas. Sin embargo, se ha demostrado que los astrocitos juegan un papel
muy importante en la regulacion de la transmision sinaptica, participando en lo que se denomina
Sinapsis Tripartita (Arague et al., 1999). De esta forma, pueden responder a los neurotransmisores
de la hendidura sinaptica liberando gliotransmisores, como glutamato, adenosin trifosfato (ATP),
adenosina, GABA y el factor de necrosis tumoral-alfa que pueden actuar en la neurona pre- o
post-sinaptica (Araque et al., 2001; Haydon and Carmignoto, 2006; Navarrete et al., 2013). La
participacion de los astrocitos reactivos en la modulacion de la epilepsia tiene que ver con su
capacidad de regular el glutamato extracelular y los niveles de potasio, ya que incrementan la
excitabilidad neuronal y la susceptibilidad a las crisis (Garzillo and Mello, 2002). Durante las fases
de la epileptogénesis, se producen alteraciones como cambios en los receptores GABA, AMPA

y NMDA y cambios en la plasticidad sindptica, que promueven la hiperexcitabilidad (Jabs et al.,
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2008). Por un lado, los principales canales de potasio en los astrocitos, Kir4.1, estan disminuidos
en la EH (Heuser et al., 2012; Das et al., 2012). Por otro lado, los astrocitos cuentan con
transportadores de glutamato, EAAT, que también disminuyen en la EH (Binder and Steinhauser,
2021; Danbolt, 2001). Ademas, con las crisis también disminuye la glutamina sintetasa, que se
encarga de metabolizar el glutamato, por lo que éste se acumula en astrocitos y el medio
extracelular (Eid et al., 2004). Por dltimo, los astrocitos tienen la capacidad de producir adenosina
que cumple un papel inhibidor a nivel pre-sinaptico y que a largo plazo puede generar cambios
epigenéticos que controlan la aparicion de las crisis (Bozson, 2012). Sin embargo, cuando
aumentan los niveles de la adenosinquinasa, que metaboliza la adenosina, se traduce en un
aumento de la excitabilidad y de las crisis (Binder and Steinhanser, 2021; Henning et al., 2023; 1.i et
al., 2008).

Los astrocitos no tienen capacidad de responder a estimulos eléctricos de la misma forma
que hacen las neuronas, ya que poseen un alto numero de canales de potasio (Kirk4.1) y menor
expresion de canales voltaje dependientes, lo que impide la generacién de cambios significativos
en su potencial de membrana (Perea and Arague, 2005). Sin embargo, son capaces de responder
al detectar neurotransmisores o iones del medio extracelular, respuesta que puede manifestarse
con una elevacion del calcio intracelular y que es responsable de liberar los gliotransmisores
(Allen and Eroglu, 2017; Arague et al., 2000; 1V erkbratsky et al., 2016). De esta forma, una de las
principales vias de comunicacion entre astrocitos y neuronas es dependiente del calcio (Arague
et al., 20714). La sefializaciéon de calcio estd mediada a través del receptor para inositol 1,4,5-
trifosfato (Ip3) de tipo 2 (Ip3r2) principalmente (Weerth et al., 2007), aunque también puede estar
mediada por la permeabilidad a calcio o el intercambio de sodio/calcio (Braghe et al., 2018). El
aumento de la senal de calcio puede expandirse hasta células vecinas, funcionando como una
sefial de activacion entre los astrocitos. Ademas, los astrocitos pueden captar el ATP del medio
extracelular a través de receptores purinérgicos P2Y1 y responder elevando sus propios niveles
de calcio (Bagargani and Atnwell, 2016). Los astrocitos son capaces de modular la actividad de las
crisis (Tzan et al., 2005) y sus oscilaciones de calcio intracelular son un buen indicador de los
cambios de la actividad glial en condiciones patolégicas (Ujita et al., 2017). Un aumento de la
frecuencia de las oscilaciones de calcio en los astrocitos se asocia con un aumento de las crisis
(Fellin et al., 2006). Esto sugiere que la hiperactividad de estas células puede ser la responsable de
que se generen las descargas paroxisticas hipocampales, tan relevantes en la ELT y que estan

mediadas por el glutamato que liberan los propios astrocitos (Carmignoto and Haydon, 2012).

19



20 CAPITULO I. INTRODUCCION

1.3.2. Disrupcion de la BHE y neuroinflamacion

Como se comenté en apartados anteriores, los astrocitos se sitdan cerca de la BHE, y
cubren con sus procesos o “pies” los capilares sanguineos. De esta forma, son mediadores de
todas las moléculas y sustancias que puedan pasar al Sistema Nervioso Central, por lo que se les
atribuye un papel protector, también hacia la integridad de la BHE (Jukkola et al, 2073). La
eficiencia de esta tarea depende de las uniones comunicantes (o gap junctions) que forman los
astrocitos con la barrera y que permiten el paso de una cantidad limitada de moléculas (aquellas
que puedan atravesar ese espacio estrecho). Cuando los astrocitos se dafian, la BHE se ve
comprometida, sobre todo en condiciones patoldgicas. Por un lado, el dafio en la BHE, permite
el paso de moléculas de mayor tamafio, como la albumina, que provoca cambios en Kir4.1, que,
como ya hemos comentado, se asocia a un aumento de la excitabilidad (Binder and Steinhauser,
2021; Henning, et al., 2023). Por otro lado, durante la ELT, ya sea en humanos o en modelos
animales, se ha observado un desacoplamiento de los astrocitos, lo que crea una disminucién de
esas uniones. Este efecto se ve sobre todo en los hipocampos que sufren esclerosis y no en los
hipocampos contralaterales a la lesién. Esto provoca la acumulacion del ion potasio en el medio
extracelular, lo cual genera un aumento de la excitabilidad. Sin embargo, el desacoplamiento no
se asocia a cambios en las proteinas de los astrocitos que estan implicadas en las gap junction,
como la conexina 43 y conexina 30. Curiosamente, la inhibicion de las gap junctions tiene efectos
en el metabolismo a corto plazo, cambiando la localizacién del transportador de glucosa 1
(GLUT1) y la hexoquinasa I (especificos de astrocitos), dedicados la incorporacién y
fosforilacion de la glucosa en estas células. A largo plazo, puede aumentar la expresion de estos
dos, pero ademas aumenta la expresion del transportador de glucosa 3 (GLUT3) y hexoquinasa
IT (especificos de neuronas) con el objetivo de internalizar y metabolizar grandes cantidades de
glucosa (Tabernero et al., 2006). Normalmente este efecto del desacoplamiento de astrocitos se
debe a la accion de citoquinas pro-inflamatorias, algunas liberadas por los propios astrocitos, y
que posteriormente generaran procesos inflamatorios mediados por otras células gliales, como
la microglia. Del mismo modo, los astrocitos cuentan con una ruta anti-inflamatoria protectora
ante las crisis. Por un lado, son capaces de almacenar glutatién, que es antioxidante y que puede
generar energia para las neuronas si es necesario. Del mismo modo, durante las crisis, el aumento

de la actividad neuronal promueve la actividad del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) en los
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astrocitos, activando vias antioxidantes, antiinflamatorias y citoprotectoras, aumentando asi la

neuroproteccion (Purnell et al., 2023).

Finalmente, en la EH también se ven cambios en la acuaporina 4. La acuaporina 4
pertenece a una familia de proteinas transmembrana que trasladan selectivamente moléculas de
agua, y se localiza en los podocitos astrocitarios, por lo que controla los movimientos de agua
en el cerebro. Por ello, se asocia a la formacién edemas cerebrales, migracién astrocitaria,
actividad neuronal y adhesion entre astrocitos y células (Nagelbus and Ottersen, 2013). En la ELT
hay un aumento general de estos canales en los astrocitos, pero una disminuciéon en el nivel
perivascular. La reduccion perivascular modifica el paso del agua y del ion de potasio, lo que se

relaciona con un aumento de las crisis (Binder and Steinbanser, 2021; Henning, et al., 2023).

1.3.3. Metabolismo cerebral

Aunque se ha demostrado la complejidad de los astrocitos y su implicacion en el reciclaje
de neurotransmisores y la sinaptogénesis, su localizaciéon entre la barrera hematoencefalica
(BHE) y las neuronas les concede un rol principal a la hora de controlar la homeostasis cerebral.
Por un lado, son capaces de detectar cambios en la sangre de pO2, pCO2 y pH, pudiendo
modificar el flujo sanguineo de acuerdo a las necesidades de las neuronas (A#well, et al., 2010;
Barros et al., 2018; Gordon et al., 2007). Por otro lado, cuentan con transportadores de glucosa
especificos para detectar e incorporar esta molécula hacia su interior (Marina et al., 2018),
convertirla en lactato a través de la via glucolitica y aportar ese lactato a las neuronas como
sustrato energético (Bélanger et al, 2017). GLUT1 esta presente tanto en la BHE como en los
astrocitos. Las neuronas presentan otro tipo de transportador llamado GLUT3, ademas del
GLUT4 que es dependiente de insulina, situado en los axones y dendritas. La glucosa podtia,
por tanto, atravesar los capilares sanguineos y difundirse por el medio extracelular, por los pies
astrocitarios que tienen conexioén con la BHE y luego por las neuronas (Simpson et al., 2007).
Aunque poco se sabe sobre la preferencia de la glucosa por estos transportadores, se ha
propuesto que GLUT3 tiene mayor afinidad por esta molécula (Duelli and Kuschinsky, 2001; Peng
et al., 2021; Simpson, et al., 2007). De hecho, durante su estimulacion, las neuronas obtienen la
mayor parte de su energfa a través de la oxidacién de la glucosa, lo que genera una disminucioén

de glucosa y un aumento del lactato intracelular (Diaz-Garvia et al., 2017). Esto no es de extrafiar,
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ya que la glucosa siempre ha sido la molécula preferente en caso de hipoglucemia (Clarke, 1999).
Ademas, un estudio reciente comprobé que las neuronas requieren captar glucosa a través de
GLUT3 y metabolizarla por glicdlisis, o por el contrario se producen déficits en la memoria. En
este estudio comprobaron que GLUT3 no tiene la capacidad de responder a los niveles de
glucosa extracelulares (al contrario que los GLUTT1, que si responden a la demanda del medio) y
que por otro lado, un ratén nock out para este receptor no mostré cambios en el metabolismo
medido con *F-FDG PET, con lo cual se realza el papel de los astrocitos en la homeostasis de
la glucosa, ya que sugiere que la glia es la responsable de la mayor parte de captacion de F-

FDG, impidiendo la observacion de la captacion de la glucosa neuronal i vive (Li et al., 2023).

Se ha comprobado que los cerebros humanos utilizan mayormente el consumo de lactato
como fuente energética (Swith et al., 2003) ya que provee de energia a las neuronas (Schurr et al.,
7999). Los astrocitos tienen transportadores de lactato especificos (MCT4, del inglés
monocarboxylate transporter 4), que se transfiere a las neuronas a través de MCT2, siendo el
transportador que garantiza el acceso del producto de la gliclisis de forma directa (Descalzi et al.,
2019; Pellerin et al., 2007). Una de las diferencias entre astrocitos y neuronas es que los primeros
presentan altos niveles de lactato deshidrogenasa 5, que permite la metabolizacion de piruvato a
lactato, mientras que las segundas tienen lactato deshidrogenasa 1, que permite metabolizar el
lactato a piruvato (Bittar et al., 1996). Esto indica la preferencia de los astrocitos para generar
lactato y proporcionarselo a las neuronas, y la capacidad de las neuronas de usarlo para generar
piruvato y usarlo en el ciclo tricarboxilico para obtener energfa. Pero, por otro lado, los astrocitos
también facilitan el paso de la glucosa a las neuronas, ya que pueden liberar la glucosa no
metabolizada al medio extracelular para el consumo neuronal (Barros et al., 2017). Ademas, se ha
encontrado que la glucosa en las neuronas es metabolizada por la via de las pentosas, cuyos

productos resultantes como la NADPH generan antioxidantes con caracter antiinflamatorio

(Chen et al., 2019).

Durante las crisis, los astrocitos captan el glutamato de la hendidura siniptica para
disminuir la excitabilidad neuronal, lo que conlleva un aumento de la glicélisis en los astrocitos,
traduciéndose en un aumento de lactato y una disminucién de glucosa a largo plazo, tal y como
reflejala "F-FDG PET en humanos y animales. Ademas, los astrocitos son capaces de almacenar
glucogeno en fases interictales, que se metaboliza rapidamente en presencia de crisis para proveer

de energia a las neuronas (Boison and Steinhéanser, 2018). El hipometabolismo que se observa en
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fases interictales y que se asocia con la cronificacién de la epilepsia, puede deberse al esfuerzo
de los astrocitos en mantener el sustrato energético de las neuronas, siendo ellos los maximos
responsables de proveer el lactato y mantener inhibida la via de la glucosa en las neuronas para
disminuir la excitabilidad (Kann, 2023). De hecho, el propio lactato parece tener un caracter
epileptégeno y la administracion de un inhibidor de lactato deshidrogenasa, como el estiripentol,
ha logrado frenar las crisis, ya que disminuye la glucdlisis y promueve el metabolismo
mitocondrial oxidativo del piruvato, para aumentar la actividad del ciclo de Krebs. Sin embargo,
todavia se cuestiona el papel del transporte de lactato astrocito-neurona en el mantenimiento del

metabolismo cerebral durante la epileptogénesis (Purnell, et al., 2023; Sada et al., 2015).

AMPA NMDA

v Activacion celular g

— T Activacion celular

@ Glucosa @ Agua @ Lactato © Gtms

FISIOLOGICO PATOLOGICO

@ Citoquinas 7 K* @ Glutamato @ GABA

Figura 1.10. Representacion del papel de los astrocitos en la epilepsia. 1. El dafio en la BHE permite el acceso de citoquinas
proinflamatorias y otras sustancias nocivas en el Sistema Nervioso Central. 2. La disminucién de efectividad de los canales de acuoporina-4 (AQP4)
de los astrocitos modifica la osmoregulacion. 3. Existe una acumulacién de ion potasio (K*) en el medio extracelular por la disfuncién de los canales
Kirk 4.1 de los astrocitos, lo que provoca un aumento de la excitabilidad. 4. Durante las crisis aumenta la enzima lactato deshidrogenasa (LD) y el
paso de lactato hacia las neuronas. 5. El mantenimiento energético de las neuronas se realiza a través del ciclo tricarboxilico. 6. El glutamato se
acumula en el medio extracelular debido a la disfuncién del receptor astrocitario EAAT1. 7. Los astrocitos producen gliotransmisores que pueden
activar el receptor NMDA en la célula postsindptica, lo que se traducitfa en un aumento de la excitabilidad. 8. La glutamina sintetasa (GS) disminuye
y la adenosina quinasa (AK) aumenta, provocando una disminucién de GABA y de la inhibicién astrocitaria. 9. El aumento de la sefializacién de
calcio de los astrocitos se correlaciona con un aumento de las crisis epilépticas. 10. El deterioro de las gap juction entre los astrocitos disminuye su
comunicacién v en el metabolismo de la ¢lucosa.
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Por otro lado, vias alternativas para mantener la energfa cerebral parecen ser beneficiosas
en la epilepsia. Aunque en un principio se recomendaba el ayuno para ayudar a controlar las
crisis en epilepsias severas (McGarry and Foster, 1980), pronto descubrieron que una dieta alta en
grasa y baja en carbohidratos, la dieta cetogénica, podria provocar el mismo efecto. Durante el
desarrollo, el 30-70% de la energfa cerebral viene del metabolismo de cuerpos ceténicos (Neblig,
2004, Page et al., 1971). Los cuerpos cetdnicos se metabolizan a través del ciclo TCA, mejorando
la funcién mitocondrial. Esta dieta ha mostrado ser efectiva en la inhibicion de crisis en epilepsias
infantiles, pero en adultos con TLE es unicamente beneficiosa a largo plazo (Boison and

Steinbénser, 2018).

1.3.4. Manipulacion selectiva de astrocitos

Muchas investigaciones han intentado modular la actividad de los astrocitos con varios
métodos, desde la aplicacién de agonistas (Martin et al., 2015) a técnicas de liberacién de calcio
(Parpura and Zorec, 2010; Perea and Araque, 2007). Las nuevas técnicas de manipulacion celular,

como la quimiogenética y la optogenética permiten un estudio de los astrocitos mas especifico.

La quimiogenética se basa en la implantaciéon de receptores DREADDs, que traducidos
del inglés corresponden a las siglas de Receptores Disefiados para ser Activados Exclusivamente
por Farmacos Disefiados. Estos se activan cuando se exponen a farmacos especificos, como la
clozapina-N-6xido (CNO) (Rozh, 2017). Los DREADDs son receptores muscarinicos humanos
para acetilcolina modificados, acoplados a proteinas G (GPCRs) (Amnbruster et al., 2007). Entre

ellos podemos encontrar cuatro familias diferentes (Fig. 1.11):

1. Gq: proteina que activa la sefializacion de fosfatidilinositol
ii. Gi: proteina que inicia los canales de potasio de rectificacién interna de la proteina G e
inhibe la enzima adenilciclasa
iii. Gs: activa la adenilciclasa.

iv. G12: asociado a la funcién citoesquelética

Los mas comunes son el Gq, que corresponde al hM3Dq (receptor muscarinico 3
humano) y se asocia al incremento del calcio intracelular y por tanto a la despolarizacion y
excitabilidad (Rozh, 2016, Urban and Roth, 2015), y el Gi, de los cuales el mas representativo es el

hM4Dq (receptor muscarinico 4 humano) y que inhibe la actividad celular provocando la
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hiperpolarizacion a través de la rectificacion interna de la proteina G y la inhibicién axonal para
evitar la liberacion de neurotransmisores (Alexander et al., 2009; Katzel et al., 2014). Los genes que
codifican estos receptores se acoplan a un adenovirus bajo el promotor especifico de astrocitos:
la proteina acida fibrilar glial (GFAP, del inglés ghal fibrillary acidic protein) (Agulbon et al., 2013).
Por otro lado, se ha demostrado que tanto los Gq como los Gi activan las mismas vias de calcio
en los astrocitos y genera la liberacién de gliotransmisores, lo que indica la complejidad de la
respuesta astrocitaria en la sefializacion excitatoria e inhibitoria (Durkee et al., 2019). Varias
publicaciones ya han demostrado que la activaciéon quimiogenética de los astrocitos puede
modular mecanismos celulares que producen alteraciones en el comportamiento (Jones et al.,
2018; Lim et al., 2021; MacDonald et al., 2020; Nwachukwn et al., 2021) a través del aumento de la
sefializacion de calcio astrocitico, que genera efectos diversos en otras células cerebrales (Bonder

and McCarthy, 2014; Shen et al., 2021).

Aunque los DREADDs en astrocitos hayan sido probados con éxito, una de las
desventajas de esta técnica es que, una vez inyectado el ligando, no se puede delimitar la duracion
de su accién, pudiendo activar los receptores hasta dos horas después (Guettier et al., 2009). Por
ello, el campo de la Neurociencia precisaba una técnica con mas resolucion temporal que

pudiera, del mismo modo, manipular la actividad de poblaciones celulares concretas.

La optogenética ha solucionado ese problema, ya que se basa en factores genéticos y en
proteinas sensibles a la luz (opsinas) que, una vez son estimuladas con una luz de una longitud
de onda especifica, generan cambios estructurales en la proteina y apertura de canales iénicos o
modificacion de la sefializacion intracelular (Zhang et al., 2071). Esto permite la activacién de las
células tnicamente cuando son excitadas por luz, con una gran mejora de la resolucién temporal.
Una de las opsinas mas utilizadas en esta técnica es la rodopsina (Nage/ et al., 2003), aunque otras
investigaciones han desarrollado otras, también muy eficientes para la activacién de los

astrocitos, como la melanopsina (MLN) (Mederos et al., 2019).
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Administracion de farmaco Estimulacién con
(CNO, compuesto 21) luz LED
hM4Di rM3Ds hM3Dq Melanopsina

K* PKA Ca?* PKC KCNQ
Hiperpolarizacion Despolarizacion
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Figura 1.11. Representacion de diferentes receptores para quimiogenética y optogenética, sus
ligandos y su efecto celular. A la izquicrda, la sefial Gi activa canales de potasio GIRK, provocando la
hiperpolarizacién e inhibicién celular. Ademas, también puede inhibir la adenil ciclasa (AC) que promueve la formacién
de adenosin monofosfato ciclico (cAMP) y la activacion de la proteina quinasa A (PKA), que es la via de despolarizaciéon
que provoca la activacién del receptor tM3Ds. A la derecha, se observan los mecanismos de despolarizacion: Gq activa
la fosfolipasa C beta (PLC-8), la cual hidroliza el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en inositol trifosfato (Ip3) and
diacilglicerol (DAG). Esto provoca un aumento de los niveles de calcio (Ca?*) o la proteina quinasa C (PKC). La
reduccién de PIP2 ademas provoca el cietre de los canales KCNQ causando la despolarizacién de la célula.
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2. OBJETIVOS

Solidas evidencias experimentales indican que existe una comunicacion bidireccional
entre astrocitos y neuronas que permite la regulacion de procesos como la transmision sinaptica,
la excitabilidad y el metabolismo cerebral. En base a estos datos, nuestra hipotesis de trabajo
propone que la activacion de la astroglia esta implicada en la epileptogénesis, contribuyendo a la
transformaciéon de un circuito neuronal normal en uno hiperexcitable, y favoreciendo los
mecanismos de neuroproteccion. Estos cambios provocados por los astrocitos pueden tener

implicaciones terapéuticas en la epilepsia (Fig. 2.1).

Figura 2.1. Resumen de la
implicacion de los astrocitos
en la epilepsia. Los astrocitos
estan implicados en varias funciones
que afectan a la osmorregulacion,
excitabilidad, inflamacion y
metabolismo cerebral durante la

epilepsia.
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Por lo tanto, la presente tesis tiene como objetivo general investigar el rol de los
astrocitos en el origen y progresion de la actividad epileptiforme, asi como las consecuencias

metabdlicas y neuroprotectoras asociadas a su activacion

Para la consecucién de este objetivo general se han propuesto los siguientes objetivos

especificos:

e Investigar el efecto de la activacién de los astrocitos en el metabolismo cerebral. Para

ello utilizamos estudios de neuroimagen PET y técnicas de quimiogenética.

e Determinar los posibles mecanismos celulares y moleculares implicados en los cambios
metabélicos inducidos por la activacion de los astrocitos. Para llevar a cabo este objetivo,
se utilizaron animales modificados genéticamente para evaluar el papel de la sefializacion
de calcio intracelular (Ip3r27) y el transportador de glucosa astrocitario GLUT1

(GLUT12°"") asf como técnicas de RMN HR-MAS.

e Estudiar el rol de los astrocitos en los cambios metabdlicos asociados al proceso de
epileptogénesis secundario a una crisis convulsiva prolongada (SE). Para ello, utilizamos
el modelo de epilepsia inducida por la inyeccion de KA iHPC, técnicas de neuroimagen

PET, electrofisiologia, quimiogenética, optogenética y estudios de comportamiento.

o Determinar el efecto de la activacion de los astrocitos sobre el dafio neuronal,
neurodegeneraciéon y neuroinflamaciéon durante epileptogénesis secundaria al SE
inducido por KA. Para la consecuciéon de este objetivo, se combinaron técnicas de
histologfa, inmunofluorescencia, autorradiografia, RMN HR-MAS, quimiogénetica y

optogenética.
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3. MATERIALES Y
METODOS

Todos los protocolos y procedimientos experimentales descritos en esta tesis se
realizaron de acuerdo con la legislacién espafiola vigente (RD53/2013), las Directivas del
Consejo de Europa de 2010 (2010/63/UE) para la investigacion animal, y fueron aprobados por
el Comité de Etica de la Universidad Complutense de Madrid. Durante esta tesis doctoral se
tomaron las medidas necesarias y se realizaron todos los esfuerzos para minimizar, dentro de lo

posible, el nimero de los animales de experimentacion y su sufrimiento.

3.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones CD1, C57BL/(] (Chatles Rivers Laboratories, Sant Cugat del
Valles, Espafia), Ip3r2” (ratones knock out, sin el receptor Ip3 del reticulo endopldsmico en las

1AGFAP

células, cedidos amablemente por G. Perea) y GLUT (ratones floxeados, para poder eliminar
GLUT1 especificamente de los astrocitos, en colaboracion con M. Solas). A su llegada, los
animales fueron estabulados en grupos de 5 en jaulas estandarizadas acopladas a un rack
ventilado (Tecniplast, Buguggiate, Italia) en una sala con temperatura y humedad controladas (22
+ 2°C, >25%) y un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con acceso libre a alimento estandar
(Safe, Augy, Francia) y agua. Tras su llegada los animales tuvieron una semana para aclimatarse
a su nuevo habitat, durante la cual se les manipul6 para promover la habituacion al manejo por

parte del investigador, con el fin de reducir el estrés asociado con los procedimientos. Todos los

experimentos tuvieron lugar entre las 08:00 h y las 16:00 h para reducir la influencia del ritmo
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circadiano. Para los experimentos de caracterizacion del modelo de epilepsia se utilizaron sélo

ratones machos para reducir la variabilidad experimental.

3.2. Preparaciones quirurgicas

3.2.1. Infecciones virales

Los animales fueron anestesiados con isoflurano (5% en oxigeno para induccién y 1-2%
para mantenimiento, a un flujo de 0,8 1/min), colocados en un marco estereotaxico (Stereotaxic
Stoelting, Illinois, EEUU) y sus ojos fueron protegidos con gel para evitar la sequedad y posibles
lesiones. Los signos vitales (temperatura y respiracién) fueron controlados con un Sistema de
monitorizaciéon para pequefos animales (MR-Compatible, Model 1025, Psymtec, Madrid,
Espafia). La cabeza fue afeitada y se aplicé una fina capa de benzocaina (1 mg) en la linea media
como anestesia local. Tras una espera de dos minutos y una vez se comprob6 que no habia
reflejos de dolor en el animal, se realizé una incisién con un bisturf para exponer el craneo y se
retiré el periostio. Se comprobé la alineacién de bregma y lambda para después localizar las
coordenadas del area CA1 en el hipocampo dorsal desde bregma (AP -2,1; LM £1,6; DV -1,5),
segun el atlas de George Paxinos y Keith Frankling (Paxinos and Franklin, 2012). Una vez fijadas
las coordenadas se trepand el craneo perforando la calota con un minitaladro (Foredom Electric,
Connecticut, USA) hasta que la duramadre quedd expuesta. Los vectores virales fueron
inyectados usando una jeringa Hamilton de 2 pl (Microliter Syringe Model 7002 ref. 88411,
Hamilton Company, Nevada, EEUU) con una aguja de 34 gauges conectadas a un microinyector
estereotaxico (53311, Stoelting, Illinois, EEUU). La inyeccién fue bilateral con un volumen de
0,5 pl en cada hipocampo a una velocidad de 0,5 ul/min. Una vez finalizé la inyeccion, se esperd
un tiempo de 2 minutos antes de retirar la jeringa para favorecer la correcta difusion de los virus
y para prevenir el flujo retrégrado hacia la aguja. Finalmente, se sutur6 la piel de los animales, se
les aplicé povidona yodada (100 mg/ml) y se deposité en una jaula sobre una manta térmica
hasta que despertaban de la anestesia. La duracién total de este procedimiento fue de 20-25
minutos por animal. Se dejé un plazo de dos semanas para que los animales se recuperaran antes

de realizar otros procedimientos.

Los virus inyectados para los experimentos de quimiogenética fueron DREADDs

(PAAV-GFAP-hm3D(Gq)-mCherry Titer: 1,2 x 1013 GC/ml, 0,5 pl) de forma bilateral. En los
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animales GLUT1°"" al tratarse de un animal floxeado condicionalmente, se cancel6 la expresion
de GLUT1 localmente en el hipocampo, inyectando un virus GFAPCre (AAV2/5-GFAP104-
cre-mCherry; viral titer 2,8x1012, 0,5 ul) junto con los virus DREADDs, por lo que el volumen

total de la inyeccion fue 1 pl a una velocidad de 1 pl/min.

Para los experimentos de optogenética se inyectd s6lo en el hipocampo derecho MLLN
(AAV2/5-GFAP104-melanopsin-mCherry; Titer 2,8x1012, 0,5 pl) (Mederos, et al., 2019) o sélo el

salino como control.

3.2.2. Induccion de la epilepsia

El modelo de epilepsia conlleva una cirugia estereotaxica para la inyeccion de una
concentracion 2 mM de KA (Merck Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania), que corresponde a
0,213 pg en 0,5 ul de solucion salina, en el area CA1 del hipocampo. El procedimiento de la
cirugfa es similar a la inyeccion de virus, salvo que esta vez no se trepand el craneo y se utilizaron
los orificios de la cirugfa anterior para asegurar que la inyeccion de KA se realizarfa en el mismo
lugar de la infeccion virica. El KA se inyecté de forma unilateral en el hipocampo derecho y en
los animales controles se inyect6 solucion salina. La inyeccion se hizo a una velocidad de 0,5
ul/min y la Hamilton no se retité hasta los 2 minutos de reposo correspondientes. La duracién
del procedimiento era de unos 20-25 minutos. Para algunos experimentos, a este procedimiento
quirargico se le afiadfa la implantacién de un electrodo o una canula que se describen en los

siguientes apartados aumentando la duracién del procedimiento a 40 minutos.

Una vez el animal despertaba en la jaula sobre la manta eléctrica se observaba
detenidamente su conducta para valorar los efectos del SE en funcién de la escala de Racine

(Racine, 1972). La escala se divide en los siguientes niveles (Fig. ©.1):

0- Inmovilidad.

1- Movimientos faciales y cabeceo.

2- Ondas convulsivas a través del cuerpo. Piloereccion y cola erguida.

3- Sacudidas mioclénicas en extremidades anteriores.

4- Convulsiones clonicas en todas las extremidades. Caida sobre un lado.

5- Convulsiones tonico-clonicas en todo el cuerpo. Caida sobre la espalda.
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Figura 3.1. La escala de Racine. Las iméigenes numeradas muestran las caracteristicas comportamentales de las crisis
epilépticas por cada nivel de severidad. La amplitud de observacion de estos niveles se puede ver modificada por el tipo de modelo
epiléptico.

Tras las crisis, el animal puede mostrar inmovilidad que se corresponde con el periodo
postictal. La recuperacién se reconoce cuando el animal comienza a realizar conductas
exploratorias. Se valor6 el tiempo que transcurrié entre la hora de la inyeccion y la hora de
finalizacion de la anestesia y el SE, entendido como la conducta que llegaba a los niveles 4 o 5
de la escala. Aquellos animales que no llegaron a SE en las primeras horas tras la inyeccién fueron
excluidos del analisis, ya que, aunque el SE puede producirse hasta 24 horas después de la
inyeccion y ocurrir cuando el animal no esta bajo observacién (durante la noche), no podiamos

garantizar la efectividad del modelo.

3.2.3. Implantacion de electrodo

Los electrodos soélo fueron implantados en un subgrupo de animales a los que se les
inyecté KA para la caracterizacion de la sefial EEG. La implantacion del electrodo se llevo a
cabo durante el mismo procedimiento quirurgico de la inyeccion de KA. Una vez se retiraba la
Hamilton y tras asegurarse de que la superficie estuviera seca, un electrodo bipolar (MS333/1-
BIU/SPC, Bilaney Consultans, Dusseldorf, Alemania), que previamente fue recortado para que
se acoplara a la profundidad de la zona de registro, se implanté en el mismo orificio de la
inyeccion de KA. Se realizé una perforacién adicional en el hemisferio contralateral para afiadir
un tornillo de sujecién (Screw-Holding PlasticOne, Texas, EEUU), que se usé como tierra y
como soporte para ayudar a fijar el pedestal del electrodo. Finalmente, se aplicaron dos capas de
cemento dental y una vez endurecida la mezcla se suturaron minimamente los extremos de la
incisiéon para terminar de cerrar la exposicion del craneo y asi evitar posibles infecciones. La
correcta localizacion del electrodo se constaté con la imagen CT que se adquirié durante los

estudios de neuroimagen.
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3.2.4. Implantacion de fibra 6ptica

Para los experimentos de optogenética, se implantd una fibra éptica de ¥200 um, 0,50
NA (FP200URT, Thortlabs, Dachau, Alemania) acoplada con una férula de ceramica de 1,25
mm (CFMLC52U-20, Thorlabs, Dachau, Alemania), que fue recortada previamente con una
punta de diamante para adaptarla a la profundidad de forma apropiada. El método fue similar a
la implantacion del electrodo: se situd la fibra 6ptica donde previamente se habfa inyectado MLLN
y KA o sus vehiculos, se afiadi6 un tornillo para tener una sujeciéon adecuada y se cementd toda
la estructura. Se suturd la piel casi por completo dejando que sélo sobresaliera la férula. El

resumen de los métodos quirdrgicos se detalla en la figura

A Cirugia 1 Cirugia 2
pAAV-GFAP-h3D(G)-mCherry KA (0.5 ul, 2mM) VEH
D |
_—
) e Y
B Cirugia 1
AAV2/5-GFAP104-MLN-mCherry KA (0.5 ul, 2mM) \
o VEH ¢ VEH ‘
D | \ |
+
) e N o

Figura 3.2. Representacién esquematica de los procedimientos quirtirgicos. A. Muestra de las cirugfas de
los experimentos con quimiogenética, con la inyeccion de los DREADDs el dia 1 y de KA el dia 2. La cirugfa del dia 2
comprendia la implantacion del electrodo si se destinaba a los experimentos de EEG. B. Las cirugfas de los experimentos
de optogenética se dividian en un dia de inyecciéon de MLN o VEH y otro dia para la inyeccién de KA y la implantacion
de la fibra 6ptica.



38

CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.3. Tratamientos

3.3.1. Diazepam

En algunos grupos experimentales del KA iHPC se utilizé una dosis de diazepam (DZP,
10 mg/kg, ip.), para detener el SE una hora después de que comenzaran los signos
comportamentales, ya que este farmaco ya se ha usado para detener los crisis en otros modelos
animales de epilepsia (Tdlner et al., 2016; Wang et al., 2019). Los cuatro grupos experimentales
resultantes fueron: dos con epilepsia, (KA+DZP, n=9; KA+SAL, n=15) y dos controles
(VEH+DZP, n=6; VEH+SAL, n=9), a los que se administré solucién salina o DZP.

3.3.2. Quimiogenética

La activacién de los DREADDs localizados en los astrocitos en la imagen PET se realizo
con clozapina (CZP 0,3 mg/kg i.p., Merck Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) y con CNO (3
mg/kg ip., Merck Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania), y se comparé el efecto de cada
tratamiento con una medida control tras una inyeccion de solucion salina, ya que se ha discutido
efectividad de ambos farmacos (Gomez et al., 2017). En estos experimentos, cada animal fue su
propio control, ya que todos recibieron todos los tratamientos en diferente orden, para evitar un
posible efecto de la interaccion de los farmacos. De esta forma, cada animal tiene 3 estudios de
PET, realizados uno por semana, con tratamientos balanceados. Estos experimentos se

realizaron en ratones CD1 (n=10) y C57BL/6] (n=9) (Fig. =.7).

Para valorar el metabolismo cerebral con el PET, el tratamiento se trealizé tras la
inyeccion de KA iHPC desde los dias 1 al 7, inyectando CNO (3 mg/kg i.p.) s6lo el dia 1 y CNO
(1 mg/kg i.p.) los dias del 2 al 7. Cuando el tratamiento coincidia con el dia de un estudio PET,
la inyeccién se realizé 10 minutos antes de la "*F-FDG, para asegurar que la incorporacion del
radiotrazador coincidiera con la concentracion maxima del farmaco en sangre. Por otro lado,
cuando coincidia con la evaluacién conductual, se inyectaba 30 minutos antes del test. Los
grupos experimentales fueron: VEH+SAL (n=9), KA+SAL (n=8), VEH+CNO (n=8) y
KA+CNO (n=8). Por otro lado, para caracterizar la sefial de EEG en el modelo de epilepsia, se
utilizaron ratones Ip3r2/ (n=4) y ratones WT inyectados con DREADDs tratados con solucién

salina (n=4) o con CNO (n=0).
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KA (0.5 ul, 2 mM) VEH VEH KA
SAL n=9 SAL n=8
CNO n=8 CNO n=8
PET — P’ET > P'ET Sac!'iﬁcio
Basal Dia 1 Dias 2-7 Dia 8 Dia 9
SAL / CNO SAL/CNO (1 mg/kg, i.p)

(.p.) (3 mg/kg, i.p.)

Figura 3.3. Esquema del tratamiento con quimiogenética. Se realizaron 3 estudios PET, 1 antes, 2 tras la inyeccion del
KA (el dfa 1y 7). El tratamiento con solucién salina o CNO se realizé entre los dfas 1y 7.

3.3.3. Optogenética

Para la estimulacién optogenética, se acoplé un cable de fibra 6ptica (M95L.01, Thorlabs,
Dachau, Alemania) en la una férula de cerdmica previamente implantada en el animal, a través
de un acoplamiento (ADAL 1-5, Thotlabs, Dachau, Alemania). El otro extremo del cable se
conect6 una fuente de luz LED azul (473 nm, LEDD1B, M00537361, Thotlabs, Dachau,
Alemania) conectada a un estimulador (S48 Stimulator, Grass Instruments, Massachusetts,
EEUU) para adaptar los pulsos del haz de luz una frecuencia de 5 Hz. La estimulacion se realizo
por pulsos de luz de 25 s ON y 35 s OFF durante 5 minutos. Si el tratamiento coincidia con un
estudio PET, este se realizaba a los 5 minutos después de la inyeccion del radiotrazador para
valorar los efectos de la estimulacion en su incorporacion. Los grupos experimentales fueron:
un grupo control sin MLLN (SAL+KA, n=5), y dos grupos con MLN, MLN+VEH (n=5), y

MLN+KA (n=8). Todos recibieron el tratamiento de estimulacién con luz (Fig. ©.4).

KA (0.5 pl, 2mM)

o VEH MLN SAL MLN
VEH KA KA
n:
BPaES-Ll — PET e PET Sacrificio
Dia 3 Dia 8 Dia 9

Estimulacion optogenética dias 1-7

Luz encendida: 25s, 5 Hz
Luz apagada: 30 s

5 min

Figura 3.4. Esquema del tratamiento con optogenética. Se realizaron 3 estudios PET, 1 antes, 2 tras la inyeccion del KA

(el dia 3 y 7). El tratamiento de estimulacion con luz se realizé entre los dias 1y 7.
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3.4. Neuroimagen *F-FDG PET

Los estudios de neuroimagen funcional se desarrollaron en un equipo hibrido PET/CT
dedicado a animales pequefios (Albira ARS PET/CT dual scanner, Bruker, Rheinstetten,
Alemania), localizado en la Instalacion Cientifica y Técnica Singular (ICTS) BIOIMAC
perteneciente a la Universidad Complutense de Madrid. Las imagenes PET fueron reconstruidas
usando un algoritmo maximum likelibood expectation maximization (MLEM, 12 iteraciones) y
aplicando correcciones de scatter, random y de decay. E1 CT (400 pA y 45 kV) se reconstruy6 con

un algoritmo con filtro de gran resolucion (filtered back projection, FBP).

Previo a los estudios, los niveles de glucosa en sangre fueron medidos de la vena caudal
del animal antes de la inyeccién del radiotrazador. Dado el tiempo de exposicion a la anestesia,

los ojos del animal fueron protegidos con gel para evitar sequedad y lesiones.

3.4.1. Estudios dinamicos

Estos estudios se realizaron en los experimentos que buscaban valorar los cambios que
provoca la activacion de los astrocitos en la incorporacion de la *F-FDG. Cada animal tiene al
menos dos estudios en los que se les inyectd solucion salina (control) o CNO. Los animales se
anestesiaron con isoflurano (2% en oxigeno) y se cateterizaron a través de la vena dorsal de la
cola con una aguja de 34G conectada a una canula. Seguidamente fueron introducidos en el
equipo para realizar una adquisicién de 60 minutos y tras una espera de 10 segundos (para fijar
el valor 0 al inicio de la curva) se inyectd el radiotrazador ("*F-FDG, aprox. 5,55 MBq en o 150
uCi/200 pl salino, i.v., Curium Pharma, Madrid, Espafia) a través de la canula. Tras el petiodo
de la adquisicién del PET, se adquiri6 la imagen CT durante 10 min (Fig. ©.5). Para los estudios
dinamicos, la reconstruccion iterativa del PET dividio la adquisicion de 60 minutos en 32 frames

(o ventanas temporales) de 5 X 25,4 X 55,3 X 105s,8 X 30s,5X 60s,4 X 300sy 3 X 600s.
3.4.2. Estudios estaticos

Estos estudios se realizaron en los experimentos de valoraciéon del metabolismo cerebral
en el modelo de epilepsia. Cada animal tiene tres estudios: uno basal anterior a la inyeccién de
KA (dfa -1) y dos posteriores a la inyeccién (dias 1y 8). En los experimentos con optogenética

los estudios se realizaron el dfa -1, 3 y 8. Los animales permanecieron en ayunas durante al menos
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8 horas previas al estudio. Después, se les inyect6 la dosis del radiotrazador ""F-FDG (aprox.
5,92 MBq en o 160 uCi/200 ul salino i.p., Cutium Pharma, Madrid, Espafia). Tras 45 minutos
de incorporacién del radiotrazador, el animal se anestesié con isofluorano inhalatorio (2% en
oxigeno) y se introdujo en el escaner donde se realizé una adquisicion PET de 20 minutos y un

CT de 10 minutos (Fig. =.5).

A
27222 Z7227
; { ;l W) y {
8F-FDG i.v.
CNOi.p. Adquisicion Dinamica PET 60 min
B

b 4
)
//.‘

CNOi.p. 18F-FDG i.p.
Adquisicion Estatica PET 20 min

Figura 3.5. Método de los estudios de imagen PET. A. Representacion del método de los estudios dindmicos. Tras la medida
de glucosa inicial, se anestesia al animal, se canula en la vena dorsal y se le inyecta el tratamiento. Después se coloca en la camilla del escaner
y se inicia el estudio antes de inyectar el radiotrazador. El resultado son las ratios de incorporacion de la glucosa. B. Representacion del
método de los estudios estaticos. Tras medir la glucosa, se administra el CNO y 10 minutos después se inyecta el radiotrazador, que sera
incorporado con el animal despierto durante 45 minutos. Posteriormente, se realiza el estudio PET cuyo resultado es la imagen de la

incorporacion final de la glucosa.

3.5. Electrofisiologia in vivo

Los animales implantados con electrodos intrahipocampales fueron registrados el dia 1,
dia 7 (durante el tratamiento) y dias 24-28 (etapa cronica) tras la induccién del modelo de KA.
En los dias 1 y 7, primero se adquiri6 un registro EEG basal de 30 minutos y seguidamente se
realizaba otro de la misma duracién en el cual se inyectaba el tratamiento al inicio del registro.
En la etapa crénica se registré a los animales de forma continua durante cuatro dfas seguidos

(del dia 24 al dfa 28). Los animales utilizados para este experimento se clasificaron en los
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siguientes grupos: grupos inyectados con DREADDs y tratados con solucién salina (KA+SAL,
n=4) o CNO (KA+CNO, n=6), y un grupo adicional de ratones Ip3r2” (n=0), para valorar el

papel de la movilizacién de calcio en el modelo de epilepsia, a los que se les traté con solucion

salina (Fig. ©.0).

KA KA+SAL KA+CNO
(0.5 ul, 2 mM) VEH
I

EEG pre-post EEG continuo
: . Sacrificio
Dia 7 / . / Dias 24-28 Dia 29

o
O
-
v

/ Dias 2-7
SAL CNO SAL/CNO (1 mg/kg, i.p)

(i.p.) (3mg/kg, ip.)

Figura 3.6. Esquema del tratamiento en los experimentos de electrofisiologia. La figura representa localizacion de las
inyecciones y posicién del electrodo, los grupos experimentales y el tratamiento con solucién salina (SAL) o CNO. Los ratones Ip3r2-
/- fueron tratados con SAL y operados con una inyeccién de vehiculo tres semanas antes, para igualar las condiciones de los otros
grupos experimentales. Los registros de 30 minutos se hicieron el dia 7 antes y después de la inyeccion de tratamiento. Durante los
dias 24 y 28 se realizaron registros de forma continuada.

Los registros EEG se realizaron con los animales despiertos y moviéndose libremente
en un recipiente circular dentro de una jaula Faraday para disminuir las interferencias
electromagnéticas. La sefial fue amplificada 1000 veces (1000x), filtrada entre 0,03 y 300 Hz (P55
AC, Grass Instruments; Rhode Island, EEUU) y digitalizada a través de un sistema de
adquisicion de datos (e-corder E-410, eDAQ); Denistone East, Australia) a una velocidad de
muestreo de 1 kHz. Para el procesamiento y analisis de la sefial se utilizé el software e-DAQ
Chart (eDAQ; Denistone East, Australia). La actividad del EEG se clasificé como una crisis
epiléptica cuando cumplia los siguientes criterios: i. tener un comienzo y final abrupto, ii. una
frecuencia igual o superior a los 5 Hz y iii. una amplitud tres veces superior a su linea basal. La
actividad interictal o eventos paroxisticos se definieron como crisis cuando su duracién superaba
los 20 s y estaban separados por intervalos de 5 s, 0 como “trenes de espigas” si duraban menos

de 20's (Smith et al,, 2018).
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3.6. Paradigma conductual

Todas las pruebas conductuales se realizaron los dfas 9-10 tras la induccién del modelo
de KA. Se ejecutaron en una habitacién contigua al estabulario para que se mantuvieran las
condiciones del entorno habitual, en la cual los animales estuvieron 15 minutos aclimatandose
antes del comienzo del test. El instrumental fue limpiado con etanol 70% después de cada uso.

La conducta del animal fue grabada para evitar la presencia del experimentador en la habitacion.

3.6.1. Laberintoen T

Se utiliz6 un laberinto en T, ya que nuestra area principal de estudio, el hipocampo, se
relaciona con el paradigma cognitivo relacionado con la memoria y en la orientacion espacial en
el animal, en el que se valoraba su condicién natural para dirigirse a un camino que no habia
explorado previamente (d'Isa et al., 2021). Se procur6é que la iluminacién del laberinto fuera
homogénea para no crear zonas de sombra. Asi mismo, se valoraron los elementos situados en
torno al laberinto que pudieran servir a los animales como claves visuales para la orientacion.
Los experimentos contaban con una fase de habituacién al test y al entorno y una fase de test

posterior, separadas por un periodo de 6 horas (Fig. ©.7).

* Fase de habituacién: el animal se coloco en la base de la T (brazo de inicio, 46x11x10
cm) y se le permitié explorar libremente sélo un brazo del laberinto (80x11x10 cm)
durante 5 minutos, mientras el otro se mantenia cerrado.

" Fase de test: 6 horas después de la fase de habituacion, se colocé al animal en el punto
de inicio del laberinto esta vez con ambos brazos abiertos, para valorar su interés por el

brazo no explorado anteriormente.

| | | | [ =
, .

Figura 3.7. Prueba de laberinto en T. A. El animal puede explorar libremente s6lo uno de los brazos durante 5 minutos. 6

——

horas después se realiza el test. Si el animal recuerda el brazo explorado se dirigira al contrario (B) y si no lo recuerda permanecera

en el brazo conocido (C).
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3.6.2. Test de rotarod

Por otro lado, para valorar el posible efecto del tratamiento crénico con CNO en el
sistema dopaminérgico (ya que es un farmaco derivado de la CZP) se utiliz6 el test de rotarod,
que permite evaluar la coordinacién motora y el equilibrio de los animales mientras caminan
sobre un tubo que gira sobre si mismo. Este test no cuenta con fase de habituacién sino que
directamente se realizaron tres ensayos con un intervalo de 15 minutos entre ellos para cada
animal. La velocidad giro se ajust6 a 4 rpm para acomodar a los animales en los carriles, para
después iniciar el test con un incremento progresivo hasta 40 rpm en un periodo de 300 s.
Cuando un ratén se aferraba al tubo sin desplazarse mientras giraba con ¢l (lo que denominamos
“rotacion pasiva”), se detenfa temporizador para ese raton empujando hacia abajo la palanca y

se registraba la latencia, dando por finalizado el test.

3.7. Técnicas histologicas

Los animales fueron sacrificados por decapitacion el dia 9 tras la inyeccién del KA, a
excepcion de los animales que se utilizaron para realizar registros de EEG continuos, que fueron
sacrificados el dia 29. Los cerebros se recolectaron y almacenaron a -80°C. Posteriormente, se
realizaron cortes coronales de 25 um de grosor con un criostato (Leica CM1850, Wetzlar,
Alemania) a -20°C, los cuales fueron recolectados en porta-objetos de cristal Superfrost™ Plus
(Epredia™, Michigan, EEUU) y almacenados otra vez a -80°C hasta el dia de los experimentos.
Todos los reactivos que se utilizaron en estos experimentos procedian de Sigma-Aldrich (Merck

Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania).

Los estudios histoquimicos consistieron en diferentes procedimientos para evaluar la
integridad del hipocampo (tinciéon de Nissl), neurodegeneracion y muerte neuronal (tincion de
Fluoro-Jade C e inmunofluorescencia de NeuN), marcadores de astro y microgliosis reactiva
(inmunofluorescencia de GFAP) y neuroinflamacién (autorradiografia con *H-PK11195).
Ademas, este procesamiento nos permitio verificar el emplazamiento de los electrodos y canulas,
y la correcta expresion de los vectores virales y su co-localizacion con las células de interés

(astrocitos).
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3.7.1. Tincion de Nissl

Los cortes se atemperaron en una placa a 36°C, se fijaron en formaldehido (4% en
tampon fosfato salino, PBS, pH 7.4) durante 10 minutos, se lavaron dos veces en PBS y se
transfirieron a una solucién de violeta de cresilo al 0,5% en 4cido acético 0,1% durante 1 hora.
Después, se lavaron en agua destilada, se deshidrataron en soluciones alcoholicas (70%, 95% y

100%) y se aclararon con xileno. Finalmente, se montaron con DPX.

3.7.2. Tincién con Fluoro-Jade C

La tincién de Fluoro-Jade C (FJC) combinada con DAPI se utiliza para localizar las
células en proceso de neurodegeneracion. Los cortes se colocaron sobre una placa a 36°C y se
fijaron a formaldehido al 4% en PBS y se lavaron dos veces en PBS. Luego, se sumergieron en
alcohol basico (NaOH 1% en etanol 80%), etanol 70% y agua destilada. Después, se sumergieron
en permanganato potasico 0,06% durante 10 minutos, se aclararon con agua destilada y se
sumergieron en una soluciéon de Fluoro-Jade C (Merck Millipore, Massachusetts, EEUU)
0.0001% en acido acético 0,1%, con 1 ml de DAPI (stock a 0,01% en TBS) durante 10 minutos
mas. Finalmente, los cortes se lavaron con agua destilada, se secaron con aire caliente y se

aclararon con xileno para montarlos con DPX.

3.7.3. Inmunofluorescencia

Las muestras se atemperaron en una placa a 36°C y se fijaron en formaldehido 4% en
PBS pH 7,4 durante 10 minutos y se lavaron dos veces en PBS. Luego se lavaron con TBS
durante 30 minutos y se bloquearon con BSA 3% en TBS con tritén X-100 0,1% durante 1 o 2
horas. Después del bloqueo, las muestras se incubaron durante toda la noche a 4°C con los

anticuerpos primarios correspondientes preparados en BSA 1% en TBS:

* Astrocitos: Mouse anti-GFAP (Alexa Fluor® 488); 1:500 (Invitrogen, RRID
AB10598515).
= Neuronas: Rabbit Anti-NeuN antibody; 1:500 (Abcam, RRID AB177487).
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Al dia siguiente los cortes de las inmunofluorescencias para NeuN se lavaron con Tween-
20 0,1% en TBS (3 x 5 minutos) y se incubaron con el anticuerpo secundario Goat Anti-Rabbit
(Alexa Fluor® 488); 1:500 (Abcam, AB150077) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, se lavaron con Tween-20 0,1% en TBS (3 x 5 minutos), afiadiendo en el dltimo
lavado DAPI (1 ml de solucién stock a 0,01% en TBS) para marcar los nicleos celulares, y se
montaron directamente con Mowiol. Como el anticuerpo de GFAP estaba conjugado con Alexa
Fluor® 488, los cortes se montaron directamente con Mowiol tras los lavados. Los porta-objetos

se guardaron a 4°C hasta el dfa de adquisicioén de las imagenes.

3.7.4. Autorradiografia in vitro

Se realizaron estudios de autorradiografia para evaluar la neuroinflamacién mediada por
TSPO usando el marcador "H-PK11195 (Perkin Elmer, Massachusetts, EEUU). Las muestras
se atemperaron en una placa a 36°C y se pre-incubaron a temperatura ambiente durante 15
minutos en Tris-HCl pH 7,4. Luego se incubaron durante una hora en "H-PK11195 1 nM en
Tris-HCI pH 7,4. Después se realizaron dos lavados de 5 minutos con Tris-HCl a 4°C y se aclaré
con agua destilada a 4°C. Finalmente, los porta-objetos se secaron en una estufa a 36°C y se
expusieron en una pelicula fotografica de alta resoluciéon (Carestream® BioMax® MR film,

Merck Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) durante 2 meses.

Tras ese tiempo, las peliculas se revelaron sumergiéndolas 5 minutos en liquido

revelador, 2 minutos en agua y 5 minutos en liquido fijador).

3.8. Estudios de RMN HR-MAS

La espectroscopia 'H-RMN se realizé en la ICTS BIOIMAC (Universidad Complutense,
Madrid, Espafia) a 500,13 MHz utilizando un espectrémetro Bruker AVIII500 HD 11.7 T
(Bruker, Rheinstetten, Alemania). Este equipo cuenta con una sonda HR-MAS (‘H/"C/’'P) que
se utiliza para estudios de metabolomica en biomedicina, para analizar pequefias muestras de
tejidos biologicos (5-20 mg), sin ningin tipo de manipulacion de las mismas y a temperatura
controlada, para definir el perfil bioquimico de regiones localizadas en tejidos heterogéneos,

como el cerebro. En esta tesis, se usaron algoritmos estadisticos multivariados para clasificar el
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espectro HR-MAS 'H RMN del hipocampo e identificar distintos perfiles metabolicos tras la
activacion de los astrocitos Para ello, se utilizaron ratones WT, a los que previamente se les habia
realizado estudios PET, para inyectatles una dosis de CNO (3 mg/kg, i.p.; n=9) o solucién salina

(n=9) y sacrificarlos por decapitacion a los 25 minutos para diseccionar el hipocampo.

El tejido cerebral intacto de hipocampo se examiné utilizando HR-MAS operando a 4°C
para minimizar la degradacion del tejido. Estas muestras se colocaron dentro de un rotor de
6xido de circonio de 50 ul con inserto cilindrico y se hicieron girar a una velocidad de 5000 Hz,
para eliminar los efectos de las bandas colaterales en los espectros adquiridos. Se intenté reducir
al minimo el tiempo de preparaciéon de la RMN, pero durante todo este tiempo el analisis de
RMN se enfri6 a 4°C para minimizar los cambios metabdlicos. En estas condiciones no se

observé ninguna degradacion apreciable durante la adquisicion.

Se adquirieron espectros estandar con supresion de disolvente en 32000 puntos de datos,
promediados en 256 adquisiciones, con una adquisicién total de 20 min utilizando una secuencia
basada en el primer incremento de la secuencia de pulsos NOESY (retardo de relajacion-90°-t1-
90°-tm-90°-adquisicion free induction decay) en la que se aplica un campo de radiofrecuencia
secundario a la frecuencia de resonancia del agua durante el retardo de relajacion de 2 s y durante

el periodo de mezcla (tm = 150 ms), con t1 fijado en 3 us. Se utilizé un espectro de 6009,62 Hz.

3.9. Analisis de datos

3.9.1. Analisis de la imagen PET

Para la cuantificacién de regiones cerebrales se utilizé el software PMOD versién 4.2
(PMOD Technologies, Zurich, Suiza). Con el médulo PFUS, se co-registré la imagen CT del
craneo con el zemplate de RMN T2 de ratén (Ma et al., 2005; Mirrione, et al., 2007), en la que los
volimenes de interés (VOIs) se corresponden con la localizaciéon de las principales areas
cerebrales. Para los estudios estaticos, la imagen PET se corrigié por porcentaje de dosis
inyectada (%ID/cc), ya que la correccién por SUV puede enmascarar el efecto del tratamiento
cuando los animales sufren un cambio drastico de peso, como ocurre en el modelo de epilepsia.
En los experimentos del bloque de resultados 4.1., para discriminar con mas sensibilidad los

cambios especificos en el hipocampo tras la activaciéon de los DREADDs, los datos de los VOIs
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se normalizaron al VOI del cerebelo, al ser un drea comun de referencia que se encuentra a
bastante distancia del area de activacion. La normalizacion a cerebelo no se ha realizado para los
estudios con epilepsia porque normalmente el modelo compromete el metabolismo de forma

generalizada en el cerebro.

En los estudios dinamicos, la cuantificacién de la cinética de la "*F-FDG se realizé
aplicando el analisis de 2T'C (Hong and Fryer, 2010; Jabreis et al., 2021) en el médulo PKIN. Junto
con los VOIs de las diferentes areas cerebrales, se cre6 otro VOI esférico de la vena cava (3
mm’) (médulo PBAS) para determinar la funcién de entrada de sangre y su curva de tiempo-
actividad se ajusto al modelo de tres exponenciales. Se aplicé una constante /umped de 0,67 (Thom
et al., 2013) y la curva de tiempo-actividad del VOI del hipocampo se corrigié minimizando los
valores de Chi-cuadrado ajustandose a la medida de la sangre. Por otro lado, se us6 el médulo
PXMOD para obtener una imagen paramétrica de cada una de las constantes resultantes del

2TC de cada animal (K1, k, ks y ki), utilizando el modelo para 2 tejidos BEM.

Ademas, las imagenes PET de los estudios estaticos y de las constantes de los estudios
dindmicos se analizaron con el Statistical Parametric Mapping (SPM12, Londres, Gran Bretafa) a
través de MATLAB (Leiter et al., 2019). Se cre6 una matriz de dos muestras independientes, o
pareadas si se comparaba con el mismo sujeto. Una vez estimada la matriz de comparaciones, se
realizaron los T test, con una p = 0,05 y un umbral de extensién del clister de un minimo de 20
voxeles. Esto permite analizar las diferencias estadisticas en la comparacién voxel por voxel de
un conjunto de imagenes, generando una imagen del cerebro que sefiala aquellas areas donde

existen diferencias significativas entre los grupos.

3.9.2. Analisis de la sennal EEG

Para analizar la sefial EEG se utiliz6 el software e-DAQ Chart (eDAQ; Denistone East,
Australia) para extraer la densidad de potencia (DP) espectral (tamafio 4000 con filtro Hamming)
de los ultimos 10 minutos del registro pre- y post-tratamiento del dfa 1 y dia 7. Se comprob6 el
efecto del tratamiento normalizando la medida post-tratamiento con la medida pre-tratamiento
y el resultado se expresé como porcentaje de la DP de la sefial total. Este analisis nos informa
sobre la distribucion de la potencia de la sefial sobre las distintas frecuencias que la conforman,

y se utilizé para estudiar las diferencias en el modelo de epilepsia tras el tratamiento o relativas
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al tipo de animal. Finalmente, se promediaron las diferentes bandas de frecuencias en base a las

diferencias encontradas respecto al grupo control.

Para valorar los efectos del tratamiento a largo plazo y la evolucion de la sefial EEG, se
normalizé el registro a los 28 dias con su medida pre-tratamiento del dia 7. Del mismo modo, se
calcul6 el porcentaje de la densidad de potencia de la sefial total y se promediaron las bandas de

frecuencia.

3.9.3. Analisis del paradigma cognitivo

El analisis del desempefio en la prueba del laberinto en T se hizo a través de los videos
que se habfan recopilado durante las pruebas. Se tuvo en cuenta el tiempo que pasé en cada
brazo y el nimero de entradas a cada brazo. Luego se establecieron las ratios del porcentaje de
tiempo que pasaban en el brazo correcto o incorrecto, diferenciando los periodos en el que el
animal estaba en movimiento (conducta exploratoria) o quieto (como posible signo de ansiedad

o desinterés).

En el test de rotarod, se registré el tiempo de latencia hasta el fin de la prueba y la razén

(caida, salto o rotacion pasiva).

3.9.4. Analisis de HR-MAS '"H RMN

Todos los espectros se procesaron con el software TOPSPIN, version 3.5 (Bruker
Rheinstetten, Alemania). Antes de la transformaciéon de Fourier, los FID se multiplicaron por
una funcién de peso exponencial correspondiente a un ensanchamiento de linea de 0,3 Hz. Los
espectros se desfasaron, se corrigieron en base y se referenciaron al singlete de (3-trimetilsilil)-

2,2,3,3-tetradeuteriopropionato de sodio a 8 Oppm.

Se realizaron experimentos 'H, “C °D para llevar a cabo las asignaciones de los
componentes. Los experimentos HMQC se registraron con los siguientes parametros: 70 ps para
el desacoplamiento GARP "C, anchos espectrales de 6009 Hz y 22 kHz en las dimensiones 'H
y PC, respectivamente, 2000 puntos de datos en f2 y 256 incrementos en fl. Antes de la
transformacion de Fourier se aplicé el relleno cero en f1 y una funcién de ventana sinusoidal

cuadrada no desplazada en ambas dimensiones.
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En este estudio, se utilizaron algoritmos estadisticos multivariantes para clasificar los
espectros HR-MAS 'H RMN de estas muestras e identificar perfiles metabolicos distintos para
el tejido. Para el analisis de reconocimiento de patrones, se redujeron los datos de los espectros
de RMN 'H utilizando el programa informatico AMIX (Analysis of MIXtures version 3.6.8,
Bruker Rheinstetten, Alemania) sub dividiéndolos en regiones integrales de 0,02 ppm entre 5 0,6
v 9 ppm (excluyendo la region de agua de 5,7 a 4,7 ppm). Las regiones integrales individuales se
normalizaron a la suma total de la regién integral tras la exclusion de la resonancia del agua. Se
aplicé el analisis de componentes principales (ACP) a los datos y no se utiliz6 escalado. Los
graficos de carga del ACP se utilizaron para identificar los picos principalmente responsables de
las diferencias significativas. Por lo tanto, los picos se asociaron a metabolitos especificos

basandose en la literatura previa existente.

3.9.5. Analisis histologico

Las imagenes de la tincién de Nissl se adquirieron con un sistema de Leica (Wetzlar,
Alemania) que consistia en una camara digital (DFC425 camera) acoplada a microscopio (Leitz
Laborlux S) a través del software LLAS, sélo para una valoracion cualitativa del estado de la

estructura hipocampal.

Para las imagenes de fluorescencia (Fluoro-Jade C, GFAP y NeuN) se utiliz6 una camara
de fluorescencia (Leica DFC 3000G, Leica, Alemania) acoplada al mismo microscopio (DM2000
LED) utilizando un filtro verde (excitacion 395 nm; emisiéon 509 nm) para la fluorescencia y luz
UV para DAPL. Para el analisis cuantitativo de la fluorescencia se utilizé el software FIJI-Image]
(NIH, disponible en la web: https://imagej.net/software/fiji/downloads). Se valoté la
expresion de los marcadores cuantificando la intensidad de la fluorescencia en el hipocampo
(CA1, CA3 y giro dentado/hilus). Para ello se cre6 un ROI adecuado a cada drea hipocampal
con el fin de cuantificar la intensidad en la misma franja del hipocampo. La imagen se pasé a 8-
bit y se contrastaron las particulas con el mismo umbral para todos (Threshold Li) dentro de

cada experimento. Finalmente se adquirieron los datos de intensidad media y 4rea.
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3.9.6. Analisis autorradiografico

Las imagenes de las autorradiografias se obtuvieron a través de una lupa (Leica MZ6,
Leica, Alemania) acoplada a la cimara digital. Para analizarlas, primero se procesaron con el
software FIJI-Image] (NIH) para invertir su color. Posteriormente, se analizaron a través del
software PMOD 4.2 y se cotejaron con un mapa de ROIs de la plantilla de RMN de ratén
Mirrione (Mirrione, et al., 2007), que coincidian con el nivel de los cortes histologicos, para obtener

el dato de la sefial en cada una de las areas de interés.

3.9.7.Analisis estadistico

Todos los grupos se analizaron para valorar si se ajustaban a una distribucién normal
(test Saphiro-Wilk) y asi poder realizar el test estadistico correcto posteriormente. En el analisis
paramétrico de factores independientes (grupo o tratamiento) se realizé6 un ANOVA de 1 via
ordinario (mas de 2 muestras) o un testT de Student sin datos pareados (2 muestras). En el caso
del analisis no paramétrico se usaron como alternativa los tests de Kruskal-Wallis y Mann-

Whitney respectivamente.

En aquellos experimentos en los que el animal pasaba por diferentes tratamientos o
diferentes puntos temporales, se realiz6 un ANOVA de una via de medidas repetidas (mas de 2
muestras) o un test T de Student de medidas repetidas (dos muestras) si el analisis era
paramétrico. Las alternativas no paramétricas fueron el test de Friedman/Dunns y el test de
Wilcoxon respectivamente. Cuando en las medidas repetidas se perdié alguna medida de algin
animal, se aplic6 un test de analisis de efectos mixtos para evitar eliminar las medidas del animal
en los otros tratamientos/puntos temporales. Para comparar dos factores (grupos x tratamiento)
se analizaron los datos con un ANOVA de 2 vias. Si en los dos grupos de animales cada sujeto
habia pasado por varios tratamientos/puntos temporales se analiz6 con un ANOVA de 2 vias
de medidas repetidas. Las figuras de esta tesis fueron parcialmente generadas usando Servier
Medical Art, proporcionadas por Servier, con licencia bajo Creative Commons Attribution 3.0 unported

license

Los datos se expresaron como media * el error estindar de la media (SEM), con el

tamafio muestral indicado en cada experimento. Las diferencias significativas se representaron

de este modo: p <0,05 (¥), p <0,01 (%), y p <0,001 (***).
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3.9.8. Consideraciones metodologicas

En esta investigaciéon se han considerado los 3 principios que rigen la ética en
experimentacién con animales: reemplazo, reduccion y refinamiento. Por un lado, los disefios
experimentales nos obligan a utilizar animales, ya que la epilepsia es un fenémeno que ocurre en
el sistema nervioso central de forma global, y su desarrollo, de momento, sélo puede ser
estudiado en organismos vivos. Sin embargo, una de las ventajas que tiene la técnica PET es
precisamente el poder realizar estudios longitudinales y reducir el nimero de animales de
experimentacion. Del mismo modo, la cantidad de animales utilizados fue la minima
imprescindible para no comprometer la potencia estadistica. Ademas, en el calculo muestral se
contempl6 la mortalidad de los animales a causa de los procedimientos, como puede ser las
cirugfas, la exposicion a la anestesia durante los estudios de neuroimagen o la severidad de las

crisis epilépticas.
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4.1. Estudio del metabolismo de la glucosa cerebral tras la

activacion de los astrocitos

Como ya se mencioné en la introduccién, los astrocitos son fundamentales para
mantener los niveles energéticos del cerebro (Barrus, et al., 2018, Bélanger, et al., 2011), no obstante,
no se conoce con exactitud el efecto de su activacién en el metabolismo cerebral. Para resolver
esta cuestion, realizamos estudios de neuroimagen por PET dinamicos (para valorar la cinética
de la glucosa cerebral) y estaticos (para descartar el efecto de la anestesia) activando los astrocitos

mediante DREADDs.

4.1.1. La activacion de los astrocitos a través de DREADDs
aumenta el metabolismo de la glucosa cerebral

La quimiogenética es una técnica que se ha utilizado ampliamente en diferentes tipos
celulares (Jones, et al., 2018, Lim, et al., 2021; MacDonald, et al., 2020; Nwachukwn, et al., 2021). Los
estudios inmunohistoquimicos corroboraron el éxito de las infecciones virales en la zona de
interés, mostrando una clara co-localizaciéon (amarillo) entre el marcador GFAP (astrocitos,
verde) y el fluoréforo mCherry (adenovirus, rojo; Fig. 4.1). Aunque el CNO es el farmaco mas
comunmente utilizado en esta técnica, algunas investigaciones han propuesto que se metaboliza
rapidamente a CZP, siendo este metabolito el que cruza la BHE y se une a los DREADDs con
mas afinidad (Amubruster, et al., 2007; Gomez et al., 2017). Por lo tanto, en primer lugar,
determinamos la eficacia del CNO y su metabolito CZP en ratones de la cepa CD1 tras la

inyeccion intrahipocampal de DREADDs. Se utilizaron dosis de 3 mg/kg de CNO (Jozes et al.,
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2018, Kang et al., 2020; Katzel et al., 2014; McCarthy et al., 2017) y 0,3 mg/kg de CZP para evitar
sus efectos neurolépticos (Cho et al., 2020). Dado que los farmacos alcanzan su pico maximo en
el cerebro entre los 15-30 minutos (Jendryka et al., 2019), fueron inyectados 10 minutos antes de
la administracién de "F-FDG para que coincidiera con el intervalo de tiempo de incorporacion

del radiotrazadot.

DAPI mCherry Merge

Figura 4.1. Valoracién del éxito de la infeccion vitica. Las imdgenes son una muestra de una inmunohistoquimica de GFAP
(marcador astrocitario, en verde) y su co-localizacién en amarillo con el fluoréforo agregado a los vectores virales (mCherty, rojo) y DAPI

(marcador de nucleos celulares, azul). Barra de escala a 20 um.

Al examinar las curvas de incorporacion del radiotrazador, se observo un aumento de la
captacion de ""F-FDG en los animales con CNO respecto a su control salino por no con CZP.
El analisis cuantitativo del area debajo de la curva, corroboré el efecto significativo del CNO vs
CZP especificamente en los primeros 8 minutos en los que el tratamiento aumento el consumo
de "F-FDG (SAL 1024%31,63 n=10; vs CNO 1113,998+23,49 n=10, p=0,04; vs CZP
1100£22,86 n=9, p=0,13). Por otro lado, no hubo diferencias en cuanto a la captacién maxima
del radiotrazador (SAL 2,25%0,068 n=10; vs CNO 242%0,046 n=10, p=0,08; vs CZP
2,41£0,058 n=9, p=0,19) o el tiempo de latencia hasta la captaciéon maxima (SAL 273,4+37,07
n=10; vs CNO 231,7+19,59 n=10, p=0,29; vs CZP 263,1+34,48 n=9, p=0,92) (Fig. 4.2).
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Figura 4.2. Curvas de incorporacion 8F-FDG en el tiempo tras la inyecciéon de CNO o CZP. A.
Grifica de representacion de las curvas de captacion de radioactividad en el tiempo con los tratamientos salino
(SAL), CNO y CZP. B. Analisis del 4rea de las curvas de los primeros 8 minutos de adquisicién, donde se refleja
una diferencia significativa en el tratamiento CNO (1119,998+35,468 n=10) respecto al SAL (1025,869+34,593
n=10; p=0,04), mientras que no hubo diferencias con el tratamiento de CZP (1100£22,86 n=9; p=0,13). ANOVA
de 1 via de medidas repetidas (modelos mixtos). *p<0,05. C. Representacion del pico maximo de captacion del
radiotrazador tras los tratamientos. No se muestran diferencias estadisticas tras ANOVA de 1 via de medidas
repetidas (modelos mixtos). D. Representacion del periodo de latencia hasta el pico maximo de captacién del
radiotrazador, donde no se observan diferencias entre tratamientos tras ANOVA de 1 via de medidas repetidas

(modelos mixtos).

Cuando se aplic6 el modelo 2TC para *F-FDG en los estudios dindmicos, el analisis del
estudio total mostré un aumento de flujo de la *F-FDG, representado por la constante ki tras
la inyecciéon de CNO (0,025£0,003 n=9) en comparaciéon con su medida salino (0,016+0,003
n=10; p=0,02). Por el contrario, el tratamiento con CZP no mostré diferencias significativas

respecto al tratamiento control (0,022£0,002 n=9, p=0,3; Fig. 4.3).

57
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Figura 4.3. Representacion de las constantes del modelo 2TC tras la activacion de astrocitos en ratén
CD1. A. Grifica de las constantes resultantes del modelo 2TC. K; y ks representan la entrada y salida desde los capilares
sanguineos al medio extracelular, k3 la fosforilacién de la '8F-FDG en las células y k; es el indice de intercambio general. B.
Representacién de las constantes tras la administracién de los tratamientos. Se muestra un aumento significativo en la
constante k; respecto al salino cuando se inyecté CNO (SAL 0,016£0,003 n=10 vs CNO 0,025+0,003 n=9; p=0,02).
ANOVA de 1 via de medidas repetidas, post-hoc Bonferroni. *p<0,05.

El siguiente paso fue comprobar que el efecto del CNO en los DREADDs se mantenia
en el raton C57BL/6], ya que fue la cepa CD1 mostré una mayor mortalidad con el modelo de
epilepsia inducido por KA. Los resultados fueron bastante similares en el modelo de 2TC. En
este caso, comparando con el tratamiento de solucién salina, las constantes ks (0,009£0,001,
n=16) y ki (0,007£0,0008, n=16) se incrementaron tras la administracion del CNO (ks
0,014£0,001; ki 0,1£0,0007 n=16; p=0,04), lo que indica una mayor fosforilacién de la *F-FDG

dentro de las células y una mayor entrada de glucosa en general, respectivamente (Fig. 4.4).
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Figura 4.4. Representacion de las constantes de la cinética de la glucosa en el raton C57BL/6] WT

tras la activacion de astrocitos. A. Las graficas muestran que la activacion de astrocitos con CNO se increment6
el valor de la constante k3 (SAL 0,009£0,001 n=16 vs CNO 0,014£0,001 n=16; p=0,04) y ki, (SAL 0,007£0,0008 n=16
vs CNO 0,1£0,0007 n=16; p=0,04) lo que indica un aumento de la entrada de F-FDG general. Prueba T de Student
para medidas repetidas, no paramétrico. *p<0,05. B. Imagen de SPM representando la comparacién entre SAL y CNO

de cada constante, en el que las zonas rojas y amatillas suponen un incremento significativo tras el tratamiento, y las

azules y verdes la disminucion.

Posteriormente se realizaron estudios estaticos para comprobar que la anestesia no

modifica la incorporaciéon de la glucosa inducida por la activacion de los astrocitos. Los

resultados confirmaron el aumento de la captacion de la *F-FDG, pero curiosamente, este

aumento no se restringié6 unicamente al hipocampo (SAL 0,9558%0,02655 n=9 vs CNO

0,9848%0,03387 n=9; p=0,008) sino que también afecté del mismo modo a otras areas cerebrales
como el tilamo (SAL 1,022+0,03421 n=9 vs CNO 1,064%0,03900 n=9; p=0,000) y el
mesencéfalo (SAL 1,002£0,03744 n=9 vs CNO 1,040£0,03928 n=9; p=0,01). Sin embargo,

otras zonas como la corteza no presentaron cambios (SAL 0,9533%0,07057 n=9 vs CNO

0,9549£0,09411 n=9; p=0,97). Este efecto aparece representado tanto en el analisis de los VOIs

como en la comparacion de las imagenes PET con SPM (Fig. 4.5).
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Figura 4.5. Estudios estaticos tras la activacion de astrocitos en el raton C57BL/6]. A. Las graficas
muestran la cuantificacién en varias estructuras cerebrales, donde el CNO provoca un aumento significativo de la captacién
de BF-FDG en hipocampo (SAL 0,955810,02655 n=9 vs CNO 0,9848%0,03387 n=9, p=0,008), talamo (SAL
1,02240,03421 n=9 vs CNO 1,064+0,03900 n=9, p=0,006) y mesencéfalo (SAL 1,002+0,03744 n=9 vs CNO
1,04010,03928 n=9, p=0,01). Prueba T de Student para medidas repetidas. *p<0,05; **p<0,01. B. Representacion de la
media de imédgenes por tratamiento (filas superiores) y su correspondiente comparacién estadistica (fila inferior) con SPM.

Estos resultados sugieren que la activaciéon quimiogenética de los astrocitos en el
hipocampo incrementa la captacion del radiotrazador lo que se asocia con un aumento en el
metabolismo cerebral. Esto, ademas, provoca que otras areas extrahipocampales respondan de
la misma manera. Por otro lado, se demostré a través del PET que el CNO es idoneo para la

activacion de los astrocitos en ratones, en contraposicion a la clozapina.

4.1.2. El aumento del metabolismo provocado por la
activacion de los astrocitos esta mediado por el calcio
intracelular a través de Ip3r2

Solida evidencia experimental sostiene la importancia de los receptores de tipo 2 para
Ip3 como mediadores de la movilizacién de calcio intracelular a través de proteinas G (Corkrum

et al, 2020; Martin-Fernandez et al, 2017). Para determinar su implicacién en los cambios
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metabolicos descritos, se utilizaron ratones modificados genéticamente deficientes (&nock ouf) en
este receptor (Ip3r27; n=5 (Li et al,, 2005). En los estudios dinimicos no se apreciaron cambios
en ninguna de las constantes del modelo 2T'C. Esto indica que la activacién de los astrocitos en
estos ratones no modifica el paso de la glucosa por el primer compartimento (de los vasos
sanguineos al tejido) ni del segundo (la fosforilacién de la "*F-FDG en las células). Por lo tanto,
este raton no responde a la activacion de los DREADDs en los astrocitos, en lo que se refiere a

la modificacion de la cinética de la glucosa cerebral (Fig. 4.6).
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Figura 4.6. Representacion de las constantes de la cinética de la glucosa en el ratén Ip3t27/- tras la
activacion de astrocitos. A. Las graficas muestran que la activacién de astrocitos con CNO no provocé cambios en
ninguna constante. Prueba T de Student para medidas repetidas. B. Comparacion de las imagenes PET de cada constante,

confirmando que no hay diferencias significativas tras la administracién del tratamiento.

Para descartar que la anestesia estuviera enmascarando algun efecto de la activacion de
los astrocitos, se realizaron estudios estaticos en los que la incorporacion de la "F-FDG se realiz6
con el animal despierto. De forma similar, los resultados demostraron que no existia ningin

efecto tras la administracion de CNO (Fig. 4.7).
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Figura 4.7. Estudios estaticos tras la activaciéon de astrocitos en el raton Ip3r2/-. A. A la izquierda, las
graficas muestran la cuantificacidén en varias estructuras cerebrales, donde el CNO no produce cambios en la captacion de
glucosa en ninguna de ellas. Prueba T de Student para medidas repetidas. B. Representacion de la media de imagenes por
tratamiento (filas superiores) y su correspondiente comparacion estadistica (fila inferior), que muestra que los grupos que

comportan de forma similar.

En conjunto, estos datos indican que existe una relacion entre la movilizaciéon de calcio
intracelular mediado por Ip3r2 y el aumento del metabolismo de la glucosa cerebral tras la

activacion de los astrocitos a través de DREADDs.

4.1.3. El efecto metabdlico provocado por la activacion de
los astrocitos es independiente del transportador
GLUT1

Los experimentos anteriores mostraron que la activaciéon quimiogenética de los
astrocitos producfa un aumento del consumo de glucosa cerebral, y que esto requiere de la
movilizacién de calcio mediada por Ip3r2. Sin embargo, mediante PET no se puede discriminar
qué tipo celular esta captando el radiotrazador (astrocitos, neuronas u otras células). Para

investigar si los astrocitos son los responsables de la incorporacion de ""F-FDG tras su activacion
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a través de DREADDs, utilizamos un ratén modificado genéticamente que carece del

transportador de glucosa 1 (GLUT1%°"™*") iinicamente en los astrocitos del hipocampo (n = 9).

Los resultados de los estudios dinamicos no mostraron ningun cambio en la cinética de
la incorporacion de la ""F-FDG, ya que en el analisis del modelo de 2T'C no se observaron
cambios en ninguna constante de intercambio de glucosa, incluida ki. A través del analisis de

SPM tampoco se encontraron diferencias entre las imagenes de las constantes tras el tratamiento

(Fig. 4.9).
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Figura 4.8. Representacion de las constantes de la cinética de la glucosa en los ratones GLUT12GFAP
tras la activacion de astrocitos. A. A la izquierda, las graficas muestran que la activacién de astrocitos con CNO no
provocé cambios en ninguna constante. Prueba T de Student para medidas repetidas. B. A la derecha se representan la
comparacién de las imagenes PET de cada constante, confirmando que no hay diferencias significativas tras la

administracion del tratamiento.

Del mismo modo, los estudios estaticos no mostraron cambios significativos tras la
inyeccion de CNO, ni en el hipocampo ni en otras areas. Sin embargo, la comparacion de
imagenes con SPM revel6 diferencias significativas en zonas concretas de la corteza y también

en el cerebelo (Fig. 4.9).



64 CAPITULO 4. RESULTADOS

HIPOCAMPO CORTEZA SAL

Captadén "F-FDG nom. CB
Captadén "F-FDG norm. CB

@ o
< 9 n 1.5
: ;

é é o)

: : -

5 §

3 8
R 3
o o
——
SAL CNO SAL CNO
p<0.05 p<0.001

Figura 4.9. Estudios estaticos tras la activacion de astrocitos en el raton GLUT1AGFAP, A, A ]a izquicrda, las
graficas muestran la cuantificacién en varias estructuras cerebrales, donde el CNO no produce cambios en la captacién de
glucosa en ninguna de ellas. Prueba T de Student para medidas repetidas. B. A la detecha, una representacién de la media
de imagenes por tratamiento y su correspondiente comparacién estadistica, que muestra un aumento significativo del
consumo de BF-FDG cuando los astrocitos se activan. Sin embargo, las zonas con mayor captacién corresponden a la

corteza cerebral y cerebelo, donde no hay DREADDs que puedan responder al CNO.

El que éstas areas no fueran significativas en el analisis de los VOIs seguramente se debe
a que, al ser una zona mas concreta y restringida del VOI total, no tiene la suficiente potencia
estadistica como para modificar la cuantificacion del area total. La diferencia que hemos
encontrado entre un método de analisis y el otro no es sino una muestra de los beneficios que

conlleva un andlisis exhaustivo de las imagenes afrontando la perspectiva de varias metodologias.

Estos resultados sugieren que la activacién de un grupo de astrocitos en una regioén puede
modificar la captacion de glucosa en otras areas cerebrales, aun cuando en la propia zona de
activacion no hay efecto. Ademas, en estos animales observamos resultados diferentes cuando
la incorporacion del radiotrazador se realizaba sin anestesia, por lo que podemos inferir que los

cambios metabdlicos detectados en dreas especificas dependen de la activacion cerebral general.
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4.1.4. La activacion de los astrocitos modifica el perfil

metabolico en el hipocampo

Para profundizar en los cambios moleculares que subyacen al incremento del
metabolismo inducido por la activacién de los astrocitos en el hipocampo, utilizamos la técnica
HR-MAS. Esta técnica permite el andlisis directo de pequefias cantidades de tejido para definir
el perfil bioquimico de regiones localizadas del cerebro. Para ello, utilizamos animales inyectados
con DREADDs a los que se les administré salino o CNO 25 minutos previos al sacrificio tras
lo cual se diseccioné el hipocampo para el estudio. Se determinaron los niveles de GABA,
glutamato, glutamina, glutatiéon, mioinositol, taurina, aspartato, N-acetil-aspartato, lactato y

acidos grasos (Fig. ).
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Figura 4.10. Representacion del espectro para tejido cerebral. En el espectro se disponen los niveles de
concentracién de diferentes metabolitos y su localizacién. Ala (alanina), Asp (aspartato), Cho (colina), Cr (creatinina), FA
(acidos grasos), GABA, Gln (glutamina), Glu (glutamato), GSH (Glutatién), Lac (lactato), Myo (mioinositol), NAA (N-acetil
aspartato), PCho (fosfocolina) y Tau (taurina).

Los datos de HR-MAS se analizaron mediante una regresion de minimos cuadrados
parciales (PLS), un método estadistico que se utiliza para encontrar las relaciones fundamentales

entre dos matrices. Este analisis sirvi6 para discriminar las diferencias entre el tratamiento con
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SAL y CNO. El grafico de puntuacion de PLS explica el 49,7% de la varianza total de CNO,
agrupandose en las puntuaciones PLS negativas, y SAL en las puntuaciones PLS positivas. Por
lo tanto, graficamente se pueden distinguir dos distribuciones dentro de los grupos de

experimentacion, lo que sefiala que existe diferencia en el perfil metabdlico entre los tratamientos

(Fig. 4.11).
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Por otro lado, se realiz6 un analisis cuantitativo de metabolitos para ambos tratamientos.
Los resultados mostraron la existencia de diferencias estadisticas significativas en la
cuantificacion de los niveles de los acidos grasos (FA SAL 0,01660£0,0005484 n=5 vs CNO
0,01707£0,0003535 n=5; p=0,04) y el mioinositol (MYO SAL 0,01456£0,0006231 n=5 vs CNO
0,01519£0,0004184 n=5; p=0,02), que aumentaron tras la inyeccion de CNO. Ademas, se
encontr6 una diferencia casi significativa en los niveles de lactato, que se disminuyeron tras la
inyeccion de CNO (SAL 0,01366£0,0002573 n=5 vs CNO 0,013021+0,0001584 n=5; p=0,05).

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en resto de los metabolitos (Fig. ).
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Figura 4.12. Cuantificacién de la concentracién de metabolitos tras la activacién de los astrocitos. Las
graficas muestran la cuantificacién de los principales metabolitos observados, donde sélo se encontraron diferencias
significativas en los acidos grasos (FA: SAL 0,01660£0,0005484 n=5 vs CNO 0,01707£0,0003535 n=5; p=0,04) y el
mioinositol (MYO: SAL 0,01456£0,0006231 n=5 vs CNO 0,01519%£0,0004184 n=5; p=0,02) cuyos niveles de
concentracién se vieron aumentados tras la inyeccién de CNO, en comparacién con el grupo salino. Por otro lado, el lactato
disminuy6 casi significativamente (LAC: SAL 0,0136610,0002573 n=5 vs CNO 0,013021+0,0001584 n=5; p=0,05). Prueba
T de Student. *p<0,05.

Posteriormente, se realizaron estudios de cotrelacion entre las cantidades de los
metabolitos significativos y las imagenes PET a través de SPM. Se encontré una correlacion
positiva entre los niveles de 4cidos grasos y la captacién de "*F-FDG en el hipocampo, que fue
luego confirmada al realizar una regresion lineal simple entre la cuantificacion de los metabolitos
y el VOI de la captacién de "F-FDG en el PET (r=0,7474; n=10; p=0,01). En cuanto al
mioinositol, el SPM mostré una correlacién positiva en parte del hipocampo dorsal que no se
reflejé en la regresion lineal con el hipocampo (1=0,03024; n=10; p=0,93), seguramente debido
a que la zona que aparece significativa en SPM sélo ocupa una pequefia parte de la region del
VOI. Por otro lado, el lactato tampoco mostrd correlacion con la captacion de "F-FDG
(r=0,04438; n=10; p=0,9. Fig. ). Esto sugiere que existe algun tipo de relacion entre los
acidos grasos y el metabolismo cerebral, ya que, a mayor concentraciéon de estos metabolitos,

mayor seré la captacion de *F-FDG en el hipocampo.

67
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Figura 4.13. Correlacion de los niveles de metabolitos con los datos PET. A. Grifica de la regresion lineal entre
los datos adquiridos del VOI del hipocampo y los niveles de metabolitos, donde sélo aparece una correlacion positiva entre los
acidos grasos y el metabolismo cetebral. B. Imagen de la correlacién de la imagen PET con las concentraciones de los
metabolitos.

En conjunto, estos resultados indican que la activacién de los astrocitos es capaz de
modificar el perfil metabdlico del hipocampo. Ademas, el aumento de mioinositol y de acidos
grasos ha correlacionado positivamente con los datos de la imagen PET del hipocampo, y el

lactato una correlacion negativa, lo que sugiere una relacion entre estos metabolitos y el aumento

de la captacion de "F-FDG.
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4.2. Efectos metabdlicos durante epileptogénesis
promovida por el Status Epilepticus

Evidencias clinicas han demostrado que un alto porcentaje de los pacientes epilépticos
tienen antecedentes de haber sufrido un SE (Skwiter, 2008). Por otra parte, existe una clara
correlacion entre cambios metabdlicos y la actividad critica e intercritica (Duncan, 2009). Por lo
tanto, nuestro siguiente objetivo fue estudiar los cambios metabdlicos que subyacen a la
epileptogénesis tras la induccién de un SE. Para ello, elegimos modelo de epilepsia por inyeccion
de KA iHPC, ya que presenta un periodo de epileptogénesis definido en el que experimentan

CE desde el dia 5-7 tras la inyeccion de KA (Gouder et al., 2003; Griticke et al., 2008; Riban, et al.,

2002).

4.2.1. La actividad epileptiforme tras el SE se correlaciona

con un hipometabolismo cerebral

Para valorar el efecto de la inyeccion de KA iHPC se utilizaron dos concentraciones de
KA diferentes: una de 2 mM y otra de 1 mM. Todos los animales alcanzaron el SE. El grupo
con 2 mM mostr6 una disminucion significativa respecto al grupo con 1 mM en el dia 8 (2 mM
06,413,724% n=3; 1 mM 107,118%3,416% n=3; p=0,007) y una disminucién no significativa el
dia 14 (2 mM 61,99%23,38% n=2; 1 mM 104,571£12,061% n=3; p=0,08, Fig. 4.14).
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Figura 4.14. Cuantificacion de la imagen 8F-FDG PET en las concentraciones de 2 mM y 1 mM de KA a
los 8 y 14 dias. La concentracién de 2 mM (magenta) muestra un claro hipometabolismo tespecto a su medida basal (-1, 100
%) y la de 1 mM (gris) en el dia 8 (2 mM 66,4£3,724% n=3; 1 mM 107,118%£3,416% n=3; p=0,007) y dia 14 2 mM
61,99£23,38% n=2; 1 mM 104,571£12,061% n=3; p=0,08), con una generalizacién a areas extrahipocampales. ANOVA de dos
vias de medidas repetidas, post-hoc Bonferroni. *p<0,05 **p<0,01 vs 1mM; #p<0,05 vs basal.
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Lainyeccion de 2 mM de KA (Bielefeld et al., 2017; Canet et al., 2022; Li et al., 2018) provocod
una disminucién significativa del metabolismo cerebral respecto a su medida basal en el
hipocampo en el dia 8 (-33,6%; p=0,02) y dia 14 (-38,1%; p=0,06) que fue generalizada,
observandose en varias regiones extrahipocampales. La concentracién de 1 mM generé un SE,
pero no se evidenciaron cambios en el patrén metabdlico (dia 8 7,1% p=0,98; dia 14 4,5%
p>0,99. Fig. 4.14). La figura 4.15 muestra las medias de las imdgenes PET por tratamiento (A) y

su comparacion con la medida basal (B).
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Figura 4.15. Estudios PET de las diferentes concentraciones de KA para el modelo de epilepsia. A.
Media de las imédgenes PET por dia y tratamiento. B. Comparacién de las imdgenes PET con la medida salino, donde se
realzan las diferencias estadisticas entre las imdgenes, comprobando la disminucién (azul) del metabolismo).
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En ambos casos se observo una sefial de EEG anormal caracterizada por una actividad
paroxistica, mientras que el animal no mostraba ningin sigho comportamental de crisis
convulsiva (Fig. ). En conjunto, estos resultados indican que la inyecciéon de KA iHPC (2
mM) provoca un claro hipometabolismo tras la ventana de epileptogénesis (8 dias) que se

mantiene en el tiempo (14 dias) y se correlaciona con un EEG anormal.
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Figura 4.16. Estudio EEG de diferentes concentraciones de KA para el modelo de epilepsia. Las sciiales
de EEG a los 7 dias tras inyeccién de solucién salina (negro), KA 1 mM (gris) y 2 mM (magenta) muestran una actividad
anormal epiléptica, que se ve potenciada con la concentraciéon 2 mM. Barra de escala 1V/2 min.

4.2.2. La supresion farmacolégica del SE modifica el patron
metabolico inducido por KA

El SE es una urgencia médica que requiere de una intervencion inmediata si la crisis dura
mas de 5 minutos o durante este periodo de tiempo ocurren crisis repetitivas sin recuperacion
de la conciencia (Fisher, et al., 2014, Trinka, et al., 2015). Teniendo en cuenta este antecedente
clinico, nos preguntamos si la supresion farmacologica del SE modifica el patrén metabdlico
inducido por KA. Para ello, se interrumpi6 el SE con una dosis de DZP (10 mg/kg, i.p.), una
hora después del comienzo de los signos conductuales ya que éste farmaco ha demostrado su
eficacia a la hora de detener las crisis en otros modelos animales de epilepsia (Tdl/ner, et al., 2016,
Wang, et al., 2019). Utllizamos cuatro grupos experimentales, dos con epilepsia (KA+DZP;
KA+SAL) y dos controles (VEH+DZP; VEH+SAL), inyectados con DZP o salino. Se

realizaron tres estudios PET: uno basal, previo a la inyeccién de KA, y otros dos al dia 1y 8 post
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SE. Los resultados mostraron en el grupo KA+SAL un aumento en la captacion de *F-FDG al
dia 1 (159,7£17,2%; p=0,007), y una disminucién en el dia 8 (74,7106,1%, p<0,001). Por el
contrario, el grupo epiléptico tratado con DZP presentaba un patrén metabdlico diferente, con
una disminucién no significativa en el dfa 1 (71,71£10,2%; p=0,08) y un aumento significativo
de la captacion en el dia 8 (124,4%8,2%; p=0,04). Por otro lado, no existieron diferencias en el
grupo VEH+SAL en comparacién con su basal, aunque si se observé una disminucion
significativa del metabolismo de la glucosa en el dia 1 del grupo VEH+DZP (67,46£4,1% n=T7,
p<0,001) y un aumento en el dia 8 (124,98%17,2% n=7; p=0,26). Las diferencias significativas
(p<0,001) en el dia 1 se encontraron comparando el grupo KA+SAL (159,66£17,2% n=15) con
VEH+SAL (97,42%7,5% n=9), VEH+DZP (67,46£4,1% n=7) y KA+DZP (64,94%9,6% n=9).
En el dia 8 las principales diferencias se encontraron entre KA+SAL (74,7+6,1% n=15),
VEH+DZP (124,98%+17,2% n=7 p=0,005) y KA+DZP (113,71+£8,2% n=9 p=0,002) (Fig.

). La figura muestra el promedio de las imagenes PET en los tres puntos temporales (A)

y la comparacioén estadistica respecto al basal (B).
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Figura 4.17. Cuantificacién de la imagen 8F-FDG PET en el modelo de KA al dia 1y 8 tras la administracién de DZP.
Las graficas muestran en el modelo de epilepsia (KA+SAL) un aumento del metabolismo el dia 1 (159,7£17,2% n=15; p=0,007) y una disminucién
al dia 8 (74,7£6,1% n=15; p<0,001) que no se observa tras limitar el SE con DZP (KA+DZP dia 1 64,9419,6% n=9 vs dia 8 113,71£8,2%
p=0,002). ANOVA de dos vias de medidas repetidas, post-hoc Bonferroni. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 SAL (VEH vs KA); #p<0,05
##p<0,01 #H#p<0,001 grupo KA (SAL vs DZP) §p<0,05 §§p<0,01 §§§p<0,001 vs medida basal.
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Figura 4.18. Estudios PET tras extinguir el SE con DZP en el modelo de KA. A. Media de las imigenes PET
por dia y tratamiento. B. Comparacién de las imagenes PET con la medida basal, donde se realzan las diferencias estadisticas
entre las imagenes, comprobando el aumento (rojo) o disminucién (azul) del metabolismo.
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4.2.3. El DZP no previene la muerte neuronal en el modelo

de epilepsia

Para establecer sila interrupcion del SE modifica el dafio neuronal, la neurodegeneracion
y la neuroinflamacién que normalmente se produce en este modelo, realizamos estudios
histolégicos y técnicas de inmunohistoquimica. La tincién de Nissl mostré una pérdida de la
estructura de CA1 bilateral, tanto en el grupo epiléptico control como el tratado con DZP (Fig.

4.19).

SAL DzZP

HPC Contralat. HPC Contralat.

o ok A gl

HPC Ipsilat.

e ]

VEH

Figura 4.19. Valoracién de la desestructuraciéon de los hipocampos en el modelo de epilepsia tras
tratamiento con DZP. Imégenes de tincion de Nissl en el hipocampo ipsilateral y contralateral. Se observa
neurodegeneracion en CA1 de ambos hipocampos y un engrosamiento del GD. Barra de escala = 300 um.

Sin embargo, cuando medimos el engrosamiento del GD en todos los grupos, las
diferencias significativas (p<<0,001) se encontraron entre el grupo KA+SAL (238,63£13,6 um,
n=8) y los otros grupos (VEH+SAL 148,941t4 um, n=9; VEH+DZP 149,8316,26 pm, n=0;
KA+DZP 238,63+13,6 um, n=8; Fig. 4.20). Para valorar la muerte neuronal, realizamos una
inmunofluorescencia contra NeuN y analizamos las regiones CAl, hilus y GD del area
hipocampal. La cuantificacion de la intensidad de este marcador neuronal mostré una
disminucién mas acusada en el grupo epiléptico sin tratamiento con respecto a su control en
CA1 (VEH+SAL 5,89%1,58 n=9; KA+SAL 1,11£0,68 n=7; p=0,04) e hilus (VEH+SAL
11,54%+2,07 n=9; KA+SAL 2,1£1,08 n=7; p<0,001). Ademas, se observé una pérdida neuronal
significativa en KA+DZP respecto al VEH+SAL en CA1 (VEH+SAL 5,894+1,58 n=9 vs
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KA+DZP 0,26£0,17 n=9; p=0,006) Aunque también se redujo la cantidad de neuronas maduras
en el grupo epiléptico tratado con DZP, las diferencias significativas respecto a su control se
encontraron unicamente en el hilus (VEH+DZP 10,25+1,21 n=6 vs KA+DPZ 1,09£0,55 n=9;
p<0,001) (Fig. ).
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Figura 4.20. Muerte neuronal en el modelo epiléptico tras el tratamiento con DZP. A. Imégenes de
inmunofluorescencia contra NeuN en CA1y GD. Barra de escala = 100 um. B. Grafica de las medidas del GD donde se aprecia un
mayor grosor en el grupo KA+SAL respecto a los otros grupos (IKA+SAL 238,63£13,6 um, n=8 vs VEH+SAL 148,944 pm, n=9;
VEH+DZP 149,83+6,26 um, n=06; KA+DZP 238,63£13,6 um, n=8; p<0,001). ANOVA de 2 vias posthoc Bonferroni.
*###p<0,001. C. Cuantificacién de la fluorescencia de NeuN en CA1, Hilus y GD. Se observa una pérdida neuronal importante
respecto al VEH+SAL en CA1 (VEH+SAL 5,89%1,58 n=9; KA+SAL 1,11£0,68 n=7; p=0,04; KA+DZP 0,26+0,17 n=9;
p=0,006). En el hilus ambos grupos presentan una disminucién significativa respecto su control (VEH+SAL 11,54+2,07 n=9 vs
KA+SAL 2,1+1,08 n=7; p<0,001; VEH+DZP 10,25+121 n=6 vs KA+DPZ 1,09£0,55 n=9, p<0,001). ANOVA de 2 vias,
posthoc Bonferroni. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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Conjuntamente, valoramos cualitativamente la neurodegeneraciéon a través de una
tincion con FJC, donde se observé el marcaje principalmente en las areas CA1 y en el hilus de

los grupos con epilepsia, en correspondencia con las areas con mayor disminucién de neuronas

(Fig. 4.21).

VEH+SAL KA+SAL VEH+DPZ KA+DZP

Figura 4.21. Neurodegeneracion en el modelo epiléptico tras el tratamiento con DZP. Imigenes de la tincién con

CA1

GD

FJC para la valoracion cualitativa de la neurodegeneracion, donde se aprecia principalmente en los grupos con epilepsia sin distincion
del tratamiento. Barra de escala = 200 um.

Ademas, exploramos la neuroinflamacién mediada por astrocitos con la
inmunofluorescencia contra GFAP, que mostré un aumento significativo entre el grupo
epiléptico sin tratamiento y su control en CA1 (VEH+SAL 7,129+0,561 n=10 vs KA+SAL
14,56£1,951 n=8 p=0,004), hilus (VEH+SAL 5,957+0,23 n=10 vs KA+SAL 15,517£1,756
n=7; p<0,001) y el GD (VEH+SAL 6,55310,275 n=9 vs KA+SAL 11,04810,946 n=8§;
p<0,001). El grupo epiléptico tratado con DZP s6lo mostré diferencias respecto a su control en
el hilus (VEH+DZP 6,801£0,935 n=6 vs KA+DZP n=8 11,221£0,668 p=0,03), pero no en
CA1 (VEH+DZP 10,742£0,963 n=6 vs KA+DZP 16,188+1,733 n=9 p=0,1) o GD
(VEH+DZP 7,101£1,002 n=6 vs KA+DPZ 7,474£0,746 n=9, p>0,99). Entre los grupos
KA+SAL y KA+DZP no se encontraron diferencias en CA1 (p>0,99), pero si en el hilus
=0,02) y GD (p=0,01; Fig. ).
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Figura 4.22. Astrogliosis en el modelo epiléptico tras el tratamiento con DZP. A. Imigenes inmunofluorescencia
contra GFAP en CA1 y GD. Barra de escala = 200 pm. B. Cuantificacion de la fluorescencia de GFAP en CA1, hilus y GD. Se
observa gliosis en los grupos epilépticos en CA1 (VEH+SAL 7,1291+0,561 n=10 vs KA+SAL 14,56£1,951 n=8 p=0,004;
VEH+DZP 10,742+0,963 n=6 vs KA+DZP 16,188%1,733 n=9 p=0,1) e hilus (VEH+SAL 5,957+0,23 n=10 vs KA+SAL
15,517£1,756 n=7 p<0,001; VEH+DZP 6,801£0,935 n=6 vs KA+DZP n=8 11,221+0,668 p=0,03). No se encontraron
diferencias significativas en el giro dentado el CA1 tras el tratamiento con DZP, pero si en hilus (p=0,02) y GD (p=0,01). ANOVA
de 2 vias, posthoc Bonferroni. *p<0,05 **¥p<0,01 ***p<0,001.

El siguiente paso fue buscar correlaciones entre la cuantificacion de la
inmunohistoquimica y la imagen PET. Primero, incluimos en el analisis de las correlaciones a
todos los grupos experimentales, con el fin de observar los cambios producidos tanto por el KA
como por el DZP. Los resultados mostraron a los 8 dias una correlacién negativa entre la
intensidad de GFAP en GD (r=-0,4317 n=31; p=0,02), CA1 (r=-0,4999 n=31; p=0,004) ¢ hilus
(r=-0,4848 n=31; p=0,000), tanto en la imagen de SPM como en la regresion lineal para ambos
hipocampos y otras areas cerebrales, como parte de la corteza temporal y la amigdala. Esto

implicarfa que un mayor grado de reactividad astrocitaria se corresponde con un menor
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metabolismo cerebral, siendo mas intenso en el hemisferio ipsilateral a la inyeccion. Por otro
lado, se observoé una correlacion positiva con la intensidad de NeuN en el hilus (1=0,4374 n=31;
p=0,01) y el metabolismo, por lo que una mayor cantidad de neuronas en esta zona se

corresponde con mayores niveles de metabolismo en el PET (Fig. )-
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Figura 4.23. Correlaciones entre la imagen PET y la cuantificacion inmunohistoquimica. En la parte superior
se encuentran las imagenes de SPM mostrando las 4reas de correlacion negativa (GFAP) y positiva (NeuN). Abajo, las graficas
muestran la regresion lineal entre la cuantificacién del PET de ambos hipocampos y la cuantificaciéon de la intensidad de la
inmunofluorescencia. Las correlaciones fueron mas pronunciadas en el hipocampo ipsilateral a la inyeccion.
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Seguidamente, realizamos el mismo analisis, esta vez incluyendo sélo los grupos
epilépticos para valorar el efecto del DZP en el modelo. En el dia 8 se encontré una correlacion
negativa entre la intensidad de GFAP del GD y el metabolismo del PET en la amigdala ipsilateral
(1=0,5084 n=13; p=0,04) (Fig. )-
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Figura 4.24. Correlacion de la imagen PET e inmunofluorescencia entre los grupos con epilepsia tras el
tratamiento con DZP. A la izquierda, representacién de SPM de correlacién entre la imagen PET y la intensidad de GFAP en el
GD, donde se aprecia la correlacién negativa en la corteza y amigdala ipsilateral a la inyeccién. A la derecha, la grafica de la regresion
lineal entre la captacién de '8F-FDG de la amigdala ipsilateral y la inmunofluorescencia muestra una correlacién negativa, coincidiendo
con la imagen de SPM. No hubo cortelacién entre NeuN y la captacion de 8F-FDG.

Analizados en su conjunto, podemos concluir que la supresion farmacolégica del SE
modifica el patrén metabdlico el que se correlaciona con las modificaciones estructurales del

hipocampo inducidas por la inyeccion iHPC de KA.
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4.3. Reversion del cambio metabolico durante la
epileptogénesis tras la activacion de los astrocitos

Los datos experimentales mostrados hasta el momento indican que la activacién de los
astrocitos aumenta la captacién de "*F-FDG por un mecanismo mediado por calcio a través de
receptores Ip3, en la que intervienen, ademas, los transportadores GLUT1 astrocitario. Por otra
parte, la generacién de una actividad epileptiforme por la inyecciéon de KA iHPC mostré un
aumento en la captacion de "*F-FDG el dia 1 post inyeccion y un hipometabolismo a los 8 dias
asociado con la consolidacion de la epilepsia. Dada la posible influencia de los astrocitos en el
hipometabolismo que aparece tras la epileptogénesis, utilizamos tanto quimiogenética como

optogenética para activar éstas células tras el SE.

4.3.1. La activacion quimiogenética de los astrocitos revierte
el patron metabdlico tras el SE

Se activaron los astrocitos administrando CNO desde el dfa 1 al 7 post SE coincidiendo
con la ventana de epileptogénesis establecida previamente. El primer dfa de tratamiento el CNO
se administrd una dosis de 3 mg/kg i.p., tras la induccién de SE, para continuar con una dosis
de 1 mg/kg entre los dias 2 al 7. Al igual que en los experimentos antetiores, se realizaron tres
estudios PET que inclufan un estudio basal previo a la inyeccion KA iHPC, uno al dia siguiente
(en el cual se administré la dosis de CNO 10 minutos antes de la ""F-FDG) y otro al dia 8 cuando
el tratamiento ya habifa concluido. Los datos a continuacién se normalizaron en porcentajes
respecto a la medida basal. La imagen PET mostré cambios significativos en el grupo KA+SAL
que no se contemplaron en el grupo tratado (KA+CNO), tal y como representa la figura
En consonancia con los experimentos previos, la cuantificacion en el KA+SAL respecto a su
control VEH+SAL mostré un hipermetabolismo el dia 1 (VEH+SAL 94,611+7,251% n=9 vs
KA+SAL 120,427£9,152% n=7; p=0,13) y un hipometabolismo el dia 8 (VEH+SAL
92,563%7,712% n=9 vs KA+SAL 060,255%£2,723% n=7; p=0,03). Cuando realizamos el
tratamiento con CNO, el grupo con epilepsia mostré un patrén similar a su respectivo control,
disminuyendo levemente la captacién de glucosa el dia 1 (VEH+CNO 81,902£8,253% n=7 vs
KA+CNO 81,828%9,337% n=6; p>0,99) y normalizandose otra vez el dia 8 (VEH+CNO
92,459%11,341% n=7 vs KA+CNO 83,611%13,43% n=06; p<0,99) (Fig. ).
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Figura 4.25. Estudios PET tras la activacién de astrocitos con quimiogenética en el modelo de KA.
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A. Media de las imagenes PET por dia y tratamiento. B. Comparacién de las imagenes PET con la medida basal, donde
se realzan las diferencias estadisticas entre las imdgenes, comprobando el aumento (rojo) o disminucién (azul) del
metabolismo.
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Estos resultados demuestran que la activacion cronica de los astrocitos con
quimiogenética revierten los cambios metabdlicos inducidos por KA y previenen el

hipometabolismo observado tras el SE.
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Figura 4.26. Cuantificacion de la imagen ¥F-FDG PET en el modelo de KA al dia 1y 8 tras la activacion de los
astrocitos con quimiogenética. Las grificas muestran diferencias significativas en el modelo de epilepsia sin tratamiento al dia 1
(VEH+SAL 94,611£7,251% n=9 vs KA+SAL 120,427+9,152% n=7; p=0,13) y al dia 8 (VEH+SAL 92,563%£7,712% n=9 vs KA+SAL
60,255%2,723% n=7; p=0,03). Sin embatgo, estas diferencias no se encontraron en el grupo tratado (Dia 1: VEH+CNO 81,902£8,253%
n=7 vs KA+CNO 81,828£9,337% n=6; p>0,99; Dia 8: VEH+CNO 92,459+11,341% n=7 vs KA+CNO 83,611£13,43% n=06; p<0,99).
ANOVA de dos vias de medidas repetidas, post-hoc Bonferroni. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 SAL (VEH vs KA); #p<0,05 ##p<0,01
###p<0,001 grupo KA (SAL vs CNO) §p<0,05 §§p<0,01 §§§p<0,001 vs medida basal.

4.3.2. La activacion quimiogenética de los astrocitos reduce

el deterioro en la memoria espacial asociados al KA

Dado que el hipocampo se ve comprometido en el modelo utilizado, se valoré la
funcionalidad de esta estructura mediante una prueba comportamental con un laberinto en T,
que permite valorar la conducta natural de estos animales en explorar objetos o lugares
novedosos (d'Isa, et al, 2021). En este caso, un animal con la memoria conservada sabria
orientarse en el espacio y reconocer el brazo en el que ha estado con anterioridad, pasando
rapidamente a explorar el brazo nuevo. Los resultados muestran que los animales tratados con
CNO pasaron mas tiempo explorando el brazo nuevo (43,1411,28 n=7) respecto a los tratados
con solucién salina (30£2,909 n=8; p=0,002), lo que implica que la funcionalidad del hipocampo

esta conservada. Cuando estimamos el porcentaje que pasaron en cada brazo en relacion al
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tiempo total en los brazos laterales, se observé que el grupo KA+CNO permanecia menos
tiempo en el brazo viejo (SAL 61,38+3,54 s n=8 vs CNO 50,14%2,334 s n=7; p=0,02) y mas en
el nuevo (SAL 38,63+3,54 s n=8 vs CNO 49,86+2,334 s n=7; p=0,02). Aunque no hubo
diferencias en el numero de entradas a cada brazo (Viejo: SAL 5,631£0,94 s n=8 vs CNO 7149
s n=7 p=0,3; Nuevo SAL 5,13+0,88 s n=8 vs CNO 06,8610,74 s n=7 p=0,10), el grupo con
tratamiento tuvo mas hiperactividad en el movimiento y mas entradas a cada brazo en total (SAL

10,75%1,78 s n=8; CNO 13,86%1,455 s n=7; p=0,21; Fig. ).
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Figura. 4.27. Analisis del comportamiento en el laberinto en T. A. La cuantificacién del tiempo pasado en
cada brazo muestra que los ratones con tratamiento pasaron mds tiempo en el brazo nuevo (SAL 30£2,909 n=8 vs
CNO 43,14+1,28 n=7; p=0,002). Prucba T de Student. **p<0,01. B. El céilculo del tiempo en cada brazo en base al
porcentaje en tiempo total en los brazos de eleccién mostrd que el grupo KA+SAL pasé mas tiempo en el brazo viejo
(SAL 61,38%3,54 n=8 vs CNO 50,14%2,334 n=7; p=0,02) y menos en el nuevo (SAL 38,63+3,54 n=8 vs CNO
49,8612,334 n=7; p=0,02). Prueba T de Student. *p<0,05. C. La cuantificacién del nimero de entradas a cada brazo
no revelé diferencias entre los grupos en el brazo viejo (SAL 5,631£0,94 n=8 vs CNO 7+4,9 n=7 p=0,3) o en el nuevo
(SAL 5,13%0,88 n=8 vs CNO 6,86£0,74 n=7 p=0,106). Prueba T de Student.
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Teniendo en cuenta que el CNO es un metabolito de la CZP y que rapidamente se
metaboliza en CZP en el organismo (Manvich et al., 2018; Zhang et al, 2022), evaluamos la
coordinacién motora de ambos grupos con la prueba de Rotarod para descartar que un
tratamiento crénico con CNO produjese un enlentecimiento motor al actuar sobre el sistema
dopaminérgico (MacLaren et al., 2016). En este test no se encontraron diferencias entre los
grupos, ni en el tiempo que se mantenfan en movimiento antes de caerse (SAL 30,38%7,48 n=38
vs CNO 32,14+5,82 n=7; p=0,86), ni en la velocidad media a la que finalmente cafan (SAL
10,13£1,59 n=8 vs CNO 10,86%1,44 n=7; p=0,74; Fig. ). De esta forma, descartamos que

un tratamiento crénico con CNO pueda afectar el sistema motor per se.
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4.3.3. La activacion de los astrocitos modifica el EEG
movilizando calcio a través de Ip3r2

Datos experimentales previos presentados en este trabajo indican que la movilizacion de
calcio astrocitario a través de Ip3r2 es fundamental para que la activacion de los astrocitos
provoque cambios metabdlicos, ya que estos cambios no se observan en los ratones Ip3r2”". Por
lo tanto, nuestro siguiente objetivo fue determinar el papel del calcio astrocitario en los cambios

electroencefalograficos caracteristico del modelo de epilepsia empleado.

En estos experimentos, se indujo el modelo de epilepsia y se analizo la sefial EEG de los
grupos con tratamiento SAL y CNO, y de un grupo de animales Ip3r2”" que no tenfan
DREADDs, pero que recibieron un tratamiento de salino durante el perfodo de epileptogénesis

tras la inyeccion de KA. Se registré el EEG el dia 7, 30 minutos antes y 30 minutos después de
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la inyeccion con salino o CNO. Se compard la sefal post respecto al pre tratamiento y se realizo
un analisis espectral de DP. Los resultados muestran que el grupo CNO tuvo una disminucién
en la DP en las frecuencias comprendidas entre 6 y 30 Hz (CNO 0,24£0,028 n=0), respecto al
SAL (0,377£0,055 n=4; p=0,05) y el Ip3r2”" (0,366+0,033 n=6; p=0,05). No hubo diferencias
entre SAL y Ip3r2”~ (p=0,86; Fig. ).
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Figura 4.29. Analisis de sefial EEG tras tratamiento con quimiogenética en el dia 7 post KA. A. Muestra representativa de
sefiales EEG del grupo salino (negro), CNO (rojo) e Ip3r2-/- (verde). Escala 0,5 V/2's B. Promedios de densidad de potencia de diferentes bandas
de frecuencia. Las diferencias mas representativas respecto al CNO se encuentran en las frecuencias entre 6-14 Hz (CNO 0,2262£0,02 n=6 vs
SAL 0,3973£0,06 n=4 p=0,001; vs Ip3 0,3572£0,03 n=6 p=0,006), 14-20 Hz (CNO 0,2409%0,15 n=6 vs SAL 0,3811£0,07 n=4 p=0,03; vs Ip3
0,3765£0,04 n=6 p=0,02), 20-30 Hz (CNO 0,2520£0,18 n=6 vs SAL 0,35151+0,48 n=4 p=0,04; vs Ip3 0,3641£0,28 n=6 p=0,01) y 30-40 Hz
(CNO 0,251£0,02 n=6 vs SAL 0,27£0,01 n=4 p=0,42; vs Ip3 0,305£0,02 n=6 p=0,038). C. Representacion de la sefial en porcentaje de densidad
de potencia. ANOVA de 1 via, post hoc Tukey. *p<0,05 **¥p<0,01.
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Para determinar cuanto tiempo se mantenia esta diferencia, entre los dfas 24 y 28 post
SE se realizaron registros de EEG continuos. Sin embargo, el patron de EEG del modelo de
KA fue muy variable, observandose diferencias electrograficas en ratones que pertenecian al
mismo grupo. De esta forma, procedimos a analizar el registro del dia 28 normalizado a la sefial
basal del dia 7, observandose una tendencia en la disminucién de la densidad de potencia en las
bandas de frecuencias de 14 a 30 Hz, aunque estos valores no fueron significativos. No obstante,
se apreciaron diferencias significativas del grupo KA+CNO (0,048£0,016 n=4) respecto al
KA+SAL (0,123%0,032 n=4; p=0,03) en la franja de 30 a 40 Hz, pero no en Ip3r2”
(0,09910,019; p=0,18) (Fig. ).
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Figura 4.30. Analisis de sefial EEG tras tratamiento con quimiogenética en el dia 29 post KA. A. Promedios de densidad de
potencia de diferentes bandas de frecuencia, que muestra una tnica diferencia significativa en las frecuencias de 30 a 40 Hz entre SAL y CNO
(SAL 0,1231+0,032 n=4; vs 0,048£0,016 n=4 p=0,03). B. Representacién de la sefial en porcentaje de densidad de potencia. ANOVA de 1 via,
post-hoc Tukey. *p<0,05.

4.3.4. La activacion optogenética de los astrocitos revierte el
patréon metabdlico en el modelo de epilepsia por KA

Para reforzar el hallazgo que la activacién de los astrocitos revierte el patron metabdlico
a los 7 dias de inducido un SE, se manipul6 la actividad de los astrocitos con técnica de
optogenética. En estos estudios se utiliz6 MLN, una opsina acoplada a proteinas Gq que eleva
la concentracion de calcio intracelular a través de Ip3 (Panda et al., 2005) y ha demostrado ser una

herramienta eficaz para el control preciso de la actividad astrocitaria (Mederos, et al., 2019).
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En este caso utilizamos tres grupos experimentales. El primero fue un grupo control al
que se le inyect6 salino en lugar de MLLN y se les implant6 la canula para descartar el efecto que
provocaba la luz per se (grupo SAL+KA, n=5). Los otros dos grupos fueron inyectados con
MLN 3 semanas antes de la inyeccién de KA e implantacién de la canula, distinguiéndose en el
control (MLN+VEH, n=5) y epiléptico (MLN+KA, n=8). Los animales contaron con un PET
basal, uno a los 3 dias y otro a los 8 dias post SE. Los resultados mostraron que el grupo
epiléptico sin tratamiento presentaba menos captacion de glucosa al dfa 3 (55,967£3,686% n=5;
p=0,02), y este hipometabolismo se acentuaba a los 8 dias (52,117+4,278% n=5; p=0,009), en
consonancia con los resultados previos del modelo, sin que la activaciéon por luz produjera
cambios significativos. El grupo MLN+VEH no mostré diferencias respecto al basal tras el
tratamiento con estimulaciéon optogenética (dia 3 93,77£6,995% n=5 p>0,99; dia 8
100,217£10,795% n=5 p=>0,99), por lo que la activacién de los astrocitos con este método no
produce cambios en el metabolismo. Esto concuerda con los resultados del grupo VEH+CNO
en el tratamiento con quimiogenética. Las diferencias las encontramos principalmente en el
grupo MLN+KA respecto al grupo SAL+KA, ya que se revirtié el hipometabolismo del dfa 3
(93,775%£9,912% n=8; p>0,99) y del dia 8, no significativa (77,33111,257% n=8; p=0,52),
comportandose de forma similar al grupo MLN+VEH. De hecho, las diferencias entre grupos

se encontraron entre SAL+KA y MLN+KA el dfa 3 (p=0,05) y MLN+VEH el dfa 8 (p=0,02;

Fig. ).
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Figura 4.31. Cuantificacion de la imagen BF-FDG PET en el modelo de KA al dia 1y 8 tras la activacion de los
astrocitos con optogenética. Las grificas muestran diferencias significativas en el modelo de epilepsia sin tratamiento al dia 3
55,967%3,686% n=5; p=0,02) y dia 8 (52,117£4,278% n=5; p=0,009). La activacién de los astrocitos revirti6 el hipometabolismo del modelo
(dia 3: 93,775£9,912% n=8 p>0,99; dia 8 77,33+11,257% n=8 p=0,52). ANOVA de una via de medidas repetidas, post-hoc Bonferroni.
*p<0,05 **p<0,01 vs MLN+VEH. #p<0,05 vs SAL+KA. §p<0,05 §§p<0,01 vs medida basal.
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Este efecto se puede observar en la Figura 4.32, que representa las medias de las

imagenes PET (A) y su comparacion con el basal a través de SPM (B).
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Figura 4.32. Efectos de la estimulacion optogenética en el metabolismo cerebral. A. Imigenes PET promedio de los grupos

experimentales en sus tres puntos temporales. B. Imdgenes de la comparacién de los puntos temporales respecto a la medida basal con SPM.
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4.4. Efecto neuroprotector de la activacion de los
astrocitos en la epileptogénesis

Los resultados recopilados hasta el momento muestran que la activacion de los astrocitos
durante el periodo de epileptogénesis es capaz de revertir los cambios metabdlicos asociados a
la inyecciéon de KA iHPC. Ademas, los registros de las seflales de EEG mostraron una
disminucion de la excitabilidad tras el tratamiento con CNO a los 7 dfas. Esto sugiere que los
astrocitos tienen un importante papel a la hora de regular los cambios celulares que ocurren en
la epileptogénesis y que se asocian a las fluctuaciones del consumo de glucosa cerebral. Por otro
lado, la valoraciéon del paradigma cognitivo mostrd que la activacion crénica de los astrocitos
preserva la memoria espacial, que se ve dafiada en el modelo de epilepsia. Por ello, el tltimo paso
fue comprobar la integridad del hipocampo, realizando estudios histolégicos en los

experimentos presentados en el apartado

4.4.1. La activacion de los astrocitos con quimiogenética
protege de la pérdida neuronal inducida por KA a los
9 dias

Los animales fueron sacrificados el dia 9 para analizar los efectos del tratamiento de la
activacion créonica de los astrocitos en la pérdida neuronal y la astrogliosis. En la
inmunohistoquimica contra NeuN, observamos pérdida neuronal en CA1l (VEH+SAL
10,321£2,741 n=5 vs KA+SAL 4,211+0,318 n=8; p=0,02) ¢ hilus (VEH+SAL 6,87£1,11 n=5
vs KA+SAL 2,79£0,246 n=8; p=0,04) respecto a su control. Sin embargo, el tratamiento con
CNO disminuy6 la pérdida neuronal, ya que no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos VEH+CNO (CA1 9,93%1,069; hilus 7,29+1,24; n=8) y KA+CNO (CAl
9,058£1,976 p=0,68; hilus 6,87£1,72 n=8 p=0,81) en estas areas. Entre KA+SAL y KA+CNO
se encontraron diferencias significativas en CA1 (KA+SAL 4,211£0,318 n=8 vs KA+CNO
9,058%1,976 n=8; p=0,03) y el hilus (KA+SAL 2,7910,246 n=8 vs KA+CNO 6,87£1,72 n=8;
p=0,02; Fig. ).

89
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Figura 4.33. Inmunofluorescencia de NeuN tras el tratamiento con quimiogenética. A. Imégenes de secciones
hipocampales con inmufluorescencia contra NeuN en CA1, CA3 GD. Barra de escala = 200 um. B. Cuantificacién de la intensidad
de fluorescencia contra NeuN. Las diferencias significativas se dieron para el grupo KA+SAL que tuvo mayor pérdida neuronal
respecto al VEH+SAL (CA1: VEH+SAL 10,321£2,741 n=5 vs KA+SAL 4,211+0,318 n=8 p=0,02; Hilus: VEH+SAL 6,87£1,11
n=5vs KA+SAL 2,790,246 n=8 p=0,04) y KA+CNO (CA1: KA+SATL 4,2114+0,318 n=8 vs KA+CNO 9,058+1,976 n=8 p=0,03;
Hilus: KA+SAL 2,7910,246 n=8 vs KA+CNO 6,87£1,72 n=8 p=0,02). ANOVA de 2 vias Uncorrected Fisher’s LSD. *p<0,05.

Por otro lado, se valoré el grado de neurodegeneracion a través de la tincion de FJC y
encontramos un efecto similar entre el grupo tratado (VEH+CNO 8,043+0,546 n=8 vs
KA+CNO 17,945%3,019 n=8; p=0,005) comparado con el grupo sin tratamiento (VEH+SAL
8,6210,95 n=10 vs KA+SAL 16,5512,276 n=8; p=0,02) sélo en la region CA1 (Fig. ). Junto
con los resultados de NeuN, podemos inferir que los procesos de neurodegeneracion que
aparecen en el grupo tratados con CNO se han desarrollado de forma tardia o estan limitados,

puesto que la pérdida neuronal fue inferior en este grupo en comparacion al grupo no tratado.
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Figura 4.34. Tincién de FJC tras el tratamiento con quimiogenética. A. Secciones de diferentes regiones hipocampales
tras la tincién de FJC. Barra de escala = 200 um. B. La cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de FJC fue significativa en la
region CA1l, donde ambos grupos epilépticos tuvieron un marcaje significativamente superior a su respectivo grupo control
VEH+SAL 8,62%0,95 n=10 vs KA+SAL 16,55%2,276 n=8 p=0,02; VEH+CNO 8,043£0,546 n=8 vs KA+CNO 17,945%3,019
n=8 p=0,005). ANOVA de 2 vias, post-hoc Tukey. *p<0,05 **p<0,01.

Finalmente, exploramos el grado de astrogliosis con técnicas de inmunohistoquimica
contra el marcador astrocitico GFAP. En este caso, encontramos una expresion elevada del
marcador en ambos grupos epilépticos (KA+SAL 12,308£1,361 n=7 p=0,008; KA+CNO
12,336+1,85 n=8 p=0,000). Sin embargo, también hubo una alta expresién de GFAP en el grupo
VEH+CNO (11,041£0,834 n=7) respecto al VEH+SAL (4,724%0,449 n=5; p=0,03) en todas
las regiones del hipocampo. Por otro lado, la astrogliosis fue mayor en el grupo KA+CNO

respecto al VEH+CNO en CA3 (VEH+CNO 8,7£1,175 n=7 vs KA+CNO 12,912+1,639 n=8;
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p=0,02) e hilus (VEH+CNO 7,74410,173 n=7 vs KA+CNO 10,807%1,239 n=8; p=0,02), pero
igual en CAl, zona de inyeccién de los DREADDs (VEH+CNO 11,041£0,834 n=7 vs
KA+CNO 12,336%1,85 n=8; p=0,09; Fig. ).
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Figura 4.35. Inmunofluorescencia contra GFAP tras el tratamiento con quimiogenética. A. Secciones del
hipocampo tras la inmunofluorescencia contra GFAP. La morfologia y dispersién de los astrocitos presenta diferencias cuando la
astrogliosis se debe a la epilepsia (IKA+SAL) o al tratamiento de activacién de astrocitos (VEH+CNO o KA+CNO). Barra de escala
= 200 um. B. Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia GFAP. Respecto al control VEH+SAL (4,724£0,449 n=5) se
encontraron diferencias significativas en ambos grupos epilépticos (IKA+SAL 12,308+1,361 n=7 p=0,008; KA+CNO 12,336£1,85
n=8 p=0,006) como en el grupo control tratado con quimiogenética VEH+CNO (11,041£0,834 n=7; p=0,03). ANOVA de 2 vias,
post-hoc Tukey. *p<0,05 **p<0,01, ***p<0,001.
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Si observamos la morfologia de los astrocitos en la Figura podemos ver dos
patrones diferentes: en el grupo KA+SAL los astrocitos tienen los procesos mas marcados y se
expresan por toda la regién, mientras que en los grupos KA+CNO y VEH+CNO, aunque la
seflal sea mas intensa, los astrocitos estin mas dispersos. Nuestra hipétesis sugiere que el
tratamiento cronico con CNO provoca una activacion de los astrocitos, pero se diferencia
cualitativamente de una astrogliosis producida por el modelo de epilepsia. Esto concuerda con
los resultados obtenidos en los experimentos de HR-MAS tras la inyecciéon de CNO, en los que
se vieron altos niveles de mioinositol, lo que se asocia con procesos inflamatorios derivados de

astrogliosis.

Ademas, empleando técnicas de autorradiografia que permite exponer los cortes de
tejido cerebral al radiotrazador "H-PK11195 para marcar la proteina translocadora mitocondrial
(TSPO) localizada en las células gliales, pudimos caracterizar y cuantificar la magnitud de la
neuroinflamacién. La autorradiograffa revel6 un marcaje extendido por diferentes areas
cerebrales en el grupo KA+SAL (127,47514,043 n=8), que fue significativo respecto a su grupo
control (VEH+SAL 94,088+1,587 n=6, p<0,001). Los grupos VEH+CNO (117,836%2,956
n=8) y KA+CNO (120,638+3,304 n=11) s6lo mostraron niveles elevados respecto al control
VEH+SAL en ambos hipocampos (p<0,001), pero no hubo diferencias entre ellos (p=0,92), al
igual que ocurria en la inmunohistoquimica contra GFAP. Esto refuerza la idea de que la
activaciéon de los astrocitos con DREADDs provoca una activacion de células
neuroinflamatorias. Curiosamente, los grupos tratados tenfan la neuroinflamacion restringida al
area hipocampal, ya que no se encontraron diferencias significativas en otras regiones respecto
al VEH+SAL. Esto indicarfa que la activacién de los astrocitos previene que los procesos

neuroinflamatorios se expandan a otras areas cerebrales, como ocurre en el grupo KA+SAL

(Fig. 4.36).
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Figura 4.36. Autorradiografia contra TSPO (neuroinflamacién) tras 7 dias de tratamiento con
quimiogenética. A. Muestra de la captacion del radiotrazador en corte coronal del hipocampo dorsal. B. La cuantificacion de
la captacién del radiotrazador muestra diferencias significativas entre el grupo VEH+SAL y el grupo KA+SAL (VEH+SAL
94,088£1,587 n=6 vs KA SAL 127,475%£4,043 n=8; p<0,001). Los grupos tratados con CNO apenas muestran diferencias
(VEH+CNO 117,8361+2,956 n=8 vs y KA+CNO 120,638%3,304 n=11 p=0,92). ANOVA de 2 vias, post-hoc Tukey. *p<0,05
*#p<0,01 **+p<0,001.

Finalmente, comprobamos las correlaciones entre los estudios histolégicos y la imagen
PET. Cuando estudiamos la correlacién en todos los grupos, se encontraron correlaciones
positivas de NeuN en CA1 e hilus con la imagen PET en SPM, y se confirmé en regresion lineal
en los ROIs del hipocampo (CA1 n=34 r=0,4556, p=0,01; hilus r=0,4362, p=0,02) y la amigdala
ipsilateral (CA1 n=34 r=0,4322, p=0,02; hilus r=0,4577, p=0,01). Por otro lado, aparecié una
correlacion negativa entre la astrogliosis en el hilus y el PET, unicamente en la amigdala ipsilateral
(n= 34 r=0,4157 p=0,03; Fig. ). Esto replica los resultados de los animales a los que se indujo
un SE y fueron tratados con DZP, en los que una mayor astrogliosis se asocié con menor

captacion de glucosa en la amigdala ipsilateral en el PET del dia 8.
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Figura 4.37. Correlaciones entre el metabolismo cerebral y 1a inmunofluorescencia tras el tratamiento con
quimiogenética. Arriba, imagenes de SPM representando las regiones con correlaciones significativas en NeuN
(positivas) y GFAP (negativas). Abajo, calculo de la regresién lineal entre el ROI de captaciéon del PET y la
cuantificacién en inmunofluorescencia.
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Cuando analizamos sélo las correlaciones entre los grupos con epilepsia, para valorar el
efecto del tratamiento, se observé una correlacion negativa entre la neurodegeneracion y el
metabolismo en CAl (n=16 r=-0,5137 p=0,04) en hipocampo también en y CA3 (n=16 r=-
0,5361 p=0,03) en la amigdala (Fig. ).
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Figura 4.38. Correlacion de la imagen PET e inmunofluorescencia entre los grupos con epilepsia tras la
activacion de astrocitos con quimiogenética. A la izquierda, representacién de SPM de correlacion entre la imagen
PET y la intensidad de FJC en CA1 y CA3. A la derecha, la grafica de la regresion lineal entre la captacién de 8F-FDG del
hipocampo y amigdala ipsilateral y la inmunofluorescencia, coincidiendo con la imagen de SPM.

Analizados en su conjunto, estos datos indican que una activaciéon crénica de los
astrocitos en la ventana epileptégenica puede revertir los cambios metabdlicos asociados al
modelo de epilepsia, disminuyendo la muerte neuronal de la region hipocampal, aunque
existieran procesos de neurodegeneracion en CAl. Por otro lado, la activacion crénica de los
astrocitos es capaz de provocar un aumento de la astrogliosis en el hipocampo, y
neuroinflamacion incluso fuera del foco epiléptico. Por lo tanto, es factible que la astrogliosis y
la neuroinflamaciéon presentes en el grupo KA+CNO derive de la propia activacién de los

astrocitos y no de la epilepsia per se.
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4.4.2. La activacion de los astrocitos con quimiogenética
protege de la pérdida neuronal inducida por KA a los
29 dias

En linea con los datos presentados, se realizaron estudios inmunohistoquimicos en
animales Ip3r2”7 en los que se generé SE inyectando KA iHPC y se sacrificaron el dfa 29. La
intensidad de NeuN fue mayor en el grupo KA+CNO (39,8£11,9 n=0) respecto al grupo
KA+SAL (13,8%5,85 n=5; p=0,11) y significativamente mayor respecto al grupo Ip3r2”
(3,12%+1,02 n=5; p=0,02) en CA1. Esto indica que el papel protector contra la pérdida neuronal
que cjerce la activacion de los astrocitos durante la epileptogénesis se mantiene en el tiempo y
que la movilizaciéon de calcio a través de receptores Ip3r2 es fundamental. En cuanto a la
astrogliosis, el ratéon Ip3r27" (7,8611,97 n=4) tuvo una disminucién significativa (p<0,01)
respecto a los otros grupos (SAL 56%6,44 n=5 p<0,001; CNO 40,1%5,29 n=8 p=0,004, Fig.

). El grupo KA+SAL presentaba la astrogliosis propia del modelo y la distribucion de los
astrocitos en el grupo KA+CNO fue bastante similar a la encontrada en los cerebros del dia 9,
por lo que no descartamos que la astrogliosis que provoca la activacién de los astrocitos tenga

efectos permanentes.
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Figura 4.39. Inmunofluorescencia contra NeuN y GFAP tras el tratamiento con quimiogenética al dia 29 post SE. A.
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Secciones del hipocampo tras la inmunofluorescencia contra NeuN y GFAP. Barra de escala = 200 um. B. La cuantificacién de la intensidad
de fluorescencia NeuN mostré mayor supervivencia neuronal en el dia 29 post SE tras el tratamiento con CNO (KA+CNO 39,8+11,9 n=6 vs
KA+SAL 13,81+5,85 n=5; p=0,11; vs Ip3 3,12+1,02 n=5; p=0,02). La cuantificacién de GFAP revelé menor intensidad en el ratén Ip3t2-/-
(7,86£1,97 n=4) respecto a los otros grupos (KA+SAL y KA+CNO SAL 56£6,44 n=5 p<0,001; CNO 40,1+5,29 n=8 p=0,004). ANOVA de
1 via, post-hoc Tukey. *p<0,05 **p<0,01, ***p<0,001.
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Conjuntamente, realizamos un estudio de la neuroinflamaciéon a través de la
autorradiograffa y comprobamos que todos los grupos contaban con niveles similares de
captacion de "H-PK11195 (KA+SAL 188+3,74 n=5; vs KA+CNO 159£6,46 n=8 p=0,06; vs
Ip3r2”7~ 178%12,5 n=5 p=0,43). Esto indica que los niveles de neuroinflamacién a los 29 dias

fueron relativamente similares tras el tratamiento con CNO (Fig. ).
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Figura 4.40. Autorradiografia de SH-PK11195 el dia 29 post SE. A. VOIs analizados y muestra de la captacién del
radiotrazador en corte coronal del hipocampo dorsal. B. La cuantificacién de la captacion del radiotrazador no mostrd
diferencias significativas entre los grupos. ANOVA de 1 via, post-hoc Tukey.
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4.4.3. La activacion de los astrocitos con optogenética
protege de la pérdida neuronal inducida por KA a los
9 dias

Por dltimo, repetimos estos estudios en animales inyectados con MLN y encontramos
que la estimulacion optogenética en animales tratados con KA no consigui6 prevenir la pérdida
neuronal, a diferencia de los experimentos con quimiogenética. El grupo no epiléptico,
MLN+VEH (42,2£4,94 n=5), present6 una intensidad de NeuN que fue significativamente
mayor en comparacion con los dos grupos epilépticos (SAL+KA 2,17£1,19 n=5 p<0,001;
MILN+KA 7,55%1,48 n=8; p<0,001). Del mismo modo, la astrogliosis estuvo presente en todos
los grupos (SAL+KA 36,6£2,27 n=5 p=0,36; MLN+KA 36,314,43 n=7 p=0,33) siendo menor
en el grupo MLN+VEH (27,7£4,76 n=5). Sin embargo, atendiendo a la morfologfa de los
astrocitos para diferenciar la astrogliosis derivada de la epilepsia de la causada por la activacion
del astrocito, como ya habfamos hecho en experimentos anteriores, la disposicion e intensidad

del marcaje del grupo MLN+KA fue similar al grupo SAL+KA (Fig. )-
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Figura 4.41. Inmunofluorescencia tras el tratamiento de optogenética al dia 7 post SE. A. Secciones de
inmunofluorescencia contra NeuN y GFAP. Barra de escala = 200 um. B. Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia. Se
encontraron diferencias significativas entre el grupo sin epilepsia y los epilépticos en NeuN (MLN+VEH 42,21+4.94 n=5; vs
SAL+KA 2,17+1,19 n=5 p<0,001; vs MLN+KA 7,55%£1,48 n=8; p<0,001), peto no hubo diferencias significativas en GFAP
(MLN+VEH 27,7+4,76 n=>5; vs SAL+KA 36,6+2,27 n=5 p=0,36; vs MLN+KA 36,3%4,43 n=7 p=0,33). ANOVA de 1 via,
posthoc Tukey. ***p<0,001.
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Cuando exploramos la neuroinflamacién de este modelo con autorradiografias de "H-
PK11195, los grupos SAL+KA (18315,83 n=5) y MNL+KA (162£3,62 n=8) se diferenciaron
s6lo en el hipocampo ipsilateral (p=0,02). En el resto de estructuras, los animales con MLN+KA
presentaron niveles de neuroinflamacién elevados que no fueron significativamente diferentes
de los otros grupos, a excepcion de la amigdala ipsilateral (152+2,63 n=8) donde fue mayor
(P=0,008) que el grupo MLLN+VEH (133%7,72 n=4). Sin embargo, el grupo SAL+KA tuvo una
unién significativamente mayor en todas las estructuras respecto al grupo no epiléptico tratado

con optogenética (SAL KA 183+5,83 n=5 vs MLN+VEH 147%5,42 n=4; p<0,001; Fig. ).
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Figura 4.42. Autorradiografia de 3H-PK11195 tras el tratamiento con optogenética. A. VOIs analizados y
muestra representativa de la captacién del radiotrazador en corte coronal del hipocampo dorsal. B. La cuantificacién de la
captacion del radiotrazador mostrd diferencias significativas entre los grupos MLN+VEH y SAL+KA (147£5,42 n=4 vs
18315,83 n=5 p<0,001) en vatias regiones cerebrales, mientras que las diferencias con MLN+KA se redujeron al hipocampo
(162£3,62 n=8 p=0,02) y amigdala ipsilateral (152£2,63 n=8 p=0,008). ANOVA de 1 via, post-hoc Tukey *p<0,05 **p<0,01
*p<0,001.
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Finalmente, realizamos las correlaciones entre la inmunohistoquimica de los

experimentos de optogenética y el metabolismo cerebral. Cuando tomamos todos los grupos en

la regresion lineal, no se encontraron correlaciones significativas con NeuN (r=0,2969 n=18

p=0,23) o GFAP (1=-0,4675 n=17 p=0,06). Tomando sélo los grupos tratados con KA se

observé una correlacién negativa entre GFAP y el metabolismo cerebral del hipocampo (r=-

0,06675 n=12 p=0,02) y la amigdala ipsilateral (r=-0,7295 n=23 p=0,007; Fig.

se manifest6 la relacion entre la activacion de los astrocitos y el metabolismo cerebral.
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Figura 4.43. Correlaciones entre el metabolismo cerebral y la inmunofluorescencia tras el tratamiento con
optogenética. A-B. Correlacion de todos los grupos con SPM (A) o regresion lineal de los ROIs (B). C-D. Correlacion
los grupos epilépticos con SPM (C) o regtresion lineal de los ROIs (D), donde se mostré una correlacién negativa de
GFAP con el metabolismo cerebral (r=-0,06675 n=12 p=0,02). *p<0,05 **p<0,01.
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Los resultados de estos experimentos relacionados con la imagen PET confirman que la
activacion de los astrocitos, independientemente de la técnica que se use, es suficiente para
revertir el hipometabolismo asociado al SE. Ademas, la optogenética provoca cambios en el
astrocito de forma similar a la quimiogenética, ya que podemos observar un aumento en la
intensidad de GFAP en el grupo no epiléptico tratado con la estimulacién de luz. Sin embargo,
a diferencia de los experimentos anteriores, la estimulacién optogenética unilateral no fue capaz
de evitar la muerte neuronal en la zona de inyeccion. Cuando valoramos la neuroinflamacion del
grupo epiléptico tratado, observamos niveles similares a los otros dos grupos, pero en el
hipocampo ipsilateral fue significativamente inferior al grupo SAL+KA y en la amigdala

ipsilateral, significativamente superior al grupo MLN+VEH.
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5.1. El efecto de la activacion de los astrocitos en el
metabolismo cerebral

Los resultados obtenidos en el trabajo presentado demuestran que la activacion de los
astrocitos en el hipocampo se traduce en un incremento del metabolismo cerebral de la glucosa
en esta estructura, pero también en otras zonas adyacentes. Los estudios dindmicos de imagen
PET en ratones WT mostraron que la inyeccién de CNO durante la captacion de la *F-FDG
modificé la incorporacion del radiotrazador, tal como lo revela el incremento en la constante ki,
un indicador de la entrada total del radiotrazador a través de los compartimentos. Estos
resultados fueron consistentes en distintas cepas de ratones, lo que refuerza la generalizacion de
este fenémeno. Ademas, se observé un aumento de la constante k; que modeliza la fosforilacién
de la ""F-FDG dentro de las células. Esto sugeriria que el incremento de ki se debe a mecanismos
celulares que provocan cambios metabdlicos dentro de las células, y no se relaciona con cambios
en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica. En base a esto, hemos considerado la
constante ki como indicador de cambios en la incorporacién de "F-FDG como un indice

robusto para valorar la captacién del radiotrazador en el modelo matematico de 2TC.

La activacion de DREADDs con CNO ha sido motivo de controversia, ya que algunos
estudios proponen que el CNO no atraviesa la barrera hematoencefalica y que, para hacerlo,
debia metabolizarse antes a CZP (Gomez, et al., 2017, ]i et al., 2016). Estos estudios mostraron
que la CZP era capaz de atravesar la BHE (Gomez, et al., 2017; Manvich, et al., 2018), pero ademas
también tenfa una mayor afinidad por los receptores DREADDs (Hu ¢t al., 2021, Ji et al., 2016)
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en comparacién con el CNO. Por otro lado, se cuestioné que el CNO fuera un farmaco inerte
que solo actia en los DREADDs (Mabler and Aston-Jones, 2018) y, por otro lado, se describieron
efectos locomotores asociados al tratamiento con CNO (MacLaren, et al., 2016). Sin embargo, en
su mayoria, estos estudios estan realizados en ratas como animal de experimentacién sin tener
en consideracion la diferente farmacocinética entre especies. De hecho, en ratones se ha
comprobado que el CNO es capaz de atravesar la BHE y activar los DREADDs de forma
eficiente (Jendryka et al, 20719). Nuestros hallazgos indican que el CNO provoca un incremento
de flujo de la "F-FDG en diferentes cepas de ratones, cuantificado por la constante ki, en
comparaciéon con su control, mientras que la administracién de CZP no mostr6 diferencias
significativas, confirmando la eficacia del CNO para activar los DREADDs en nuestro modelo

experimental.

Aunque la informacién que nos aportaron los estudios dindmicos fue muy relevante,
debemos considerar que la inyecciéon de CNO vy la adquisicién de la imagen requerfan que los
animales se encontraran bajo anestesia, ya que el animal debe encontrarse dentro del escaner
poco antes de la inyeccion de "F-FDG. Esto es importante, ya que los experimentos de
quimiogenética normalmente se realizan en animales despiertos, en una condicion en la que las
areas cerebrales presentan diferentes estados de activacion que pueden generar diferencias en la
captacion de ""F-FDG en el animal anestesiado. Esto, junto con el hecho de que ya de por si la
propia anestesia puede generar variabilidad en los niveles de glucosa y la captacién de
radiotrazador en comparacion con un animal despierto (Park et al., 2017; Spangler-bickell et al.,
2016; Toyama et al., 2004), decidimos comprobar el efecto del CNO con estudios estaticos, en los
que el animal incorpora la "F-FDG despierto y se realiza el estudio de imagen 45 minutos
después de la inyeccion del radiotrazador. Los estudios estaticos confirmaron el aumento de la
captacion de *F-FDG en los hipocampos tras la inyeccién de CNO, pero, ademds, mostraron
que este hipermetabolismo ocurria en otras areas cerebrales como el talamo y el mesencéfalo.
Dado que los estudios post mortem ratificaron que los virus estaban localizados tnicamente en los
astrocitos del hipocampo, es factible que la activacién de una subpoblacién de astrocitos pudiera
modificar el metabolismo de otras regiones del cerebro, provocando cambios a través de redes

neuronales especificas.
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Solidas evidencias experimentales demuestran que los astrocitos participan en la
transmision sinaptica respondiendo a los neurotransmisores liberados desde las terminales
presinapticas (Araque, et al, 1999; Araque, et al., 2001; Haydon and Carmignoto, 2006; Navarrete, et
al., 2013). Esto incrementa el calcio intracelular en los astrocitos provocando la liberacién de
gliotransmisores que actian en las membranas neuronales activando receptores ionotropicos y
metabotropicos de glutamato y adenosina (A1l y A2a) modificando la respuesta neuronal (Jabs, et
al., 2008). Ademas, se sabe que la activacién de los astrocitos a través de DREADDs ex vivo
provoca un aumento de la sefializacién de calcio (Durkee et al., 2019), por lo que estudiamos su
papel en los efectos metabdlicos que observamos en el PET tras la activacion de los DREADD:s.
Para ello, utilizamos el ratén Ip3r2’/ " (Li, et al., 2005) el que se ha modificado genéticamente para
no expresar el receptor Ip3 asociado a proteina G que media en la liberacién de calcio en el
reticulo endoplasmatico (Corkrum, et al., 2020; Martin-Fernandez, et al., 2017, Petravicz, et al., 2008).
Los estudios dindmicos en este ratén no mostraron cambios en la cinética de la *F-FDG y
tampoco se encontraron diferencias en la captacion de ""F-FDG tras la administraciéon de CNO
en los estudios estaticos en el hipocampo u otras estructuras. Estos resultados sugieren que los
efectos metabolicos provocados por la activacion de DREADDs en astrocitos dependen de la

movilizacién de calcio mediada por Ip3r2.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la quimiogenética replica la activacién de
diferentes tipos de GPCRs endégenos y los DREADDs pueden expresarse en el soma y los
procesos de los astrocitos (Chai et al., 2017; Corkrum et al., 2019). Esto puede causar una gran
variabilidad de respuestas si consideramos que pueden activar diferentes tipos de sefales de
calcio e, incluso, afectar a otras poblaciones de astrocitos (Shen, et al., 2021). De hecho, una de
las mayores limitaciones de la "F-FDG PET es que su especificidad y resolucién espacial
impiden que pueda indicar el tipo celular implicado en la captacién del radiotrazador, es decir,
no podemos asegurar que la "*F-FDG es captada mayormente por astrocitos o por neuronas.
Por ello, no podriamos asegurar que el efecto metabdlico que provoca el aumento de la sefial de
calcio tras la activacion de los DREADDs se limite a los propios astrocitos o a su efecto sobre
otros tipos celulares. Una hipétesis podtia ser que el aumento de la captaciéon de "F-FDG se
debe a mecanismos compensatorios para suplir su propio consumo de glucosa, siendo los

propios astrocitos los que consumen la "*F-FDG y no las neuronas (Li, ¢ al., 2023).

107



{08 CAPITULO 5. DISCUSION

Para corroborar esta hipétesis, utilizamos ratones en los que se suprimié especificamente
el GLUT1 en los astrocitos del hipocampo. Es importante recalcar que este modelo no implicaba
la supresion de este transportador en los astrocitos localizados en la barrera hematoencefalica.
Los resultados obtenidos en los estudios dinamicos en este ratébn no mostraron cambios en el
metabolismo tras la activacion de los DREADDs. Esto nos inclinarfa a pensar que,
efectivamente, el aumento de la cinética de la “F-FDG se debe a que los astrocitos estin
captando el radiotrazador a través de GLUT1. Sin embargo, los estudios estaticos evidenciaron
un aumento de la captacion de la "F-FDG tras la activacion de los astrocitos, no en el
hipocampo, sino en otras zonas cerebrales (corteza, cerebelo y bulbo olfatorio) que no fue
significativo en los VOIs, pero que aparecen en la comparacion paramétrica de SPM. Por lo
tanto, observamos resultados diferentes cuando la incorporacion del radiotrazador se realiza sin
anestesia, lo que nos sugiere que los cambios metabdlicos observados en areas especificas
dependen de la activacion cerebral general. En este contexto, no podemos ignorar que las
neuronas poseen otro tipo de transportadores de glucosa, como GLUT3 y que segun un estudio
reciente (Li et al., 2023) tienen la habilidad de captar glucosa por ellas mismas si es necesario, e
incluso la metabolizan mediante glicélisis. En este estudio de Li et al. (2023), utilizaron un ratén
knock ont para GLUT3 en neuronas y comprobaron, utilizando estudios *F-FDG PET, que no
hubo cambios en el metabolismo cerebral, concluyendo que el mantenimiento del metabolismo
cerebral en estos ratones se realizaba a través de los astrocitos, reforzando los resultados

presentados en este trabajo (Fig. 5.1).

Con el objetivo de investigar los posibles mecanismos moleculares que subyacen a los
cambios metabdlicos provocados por la activacién de los astrocitos, utilizamos HR-MAS que
nos ha permitido valorar los cambios en el perfil metabdlico observados en el hipocampo,
aunque no podemos discernir si estos cambios se relacionan con astrocitos o neuronas. Los
resultados mostraron un aumento de mioinositol tras la inyecciéon de CNO. El mioinositol se
expresa mayormente en los procesos astrocitarios (Brand et al., 1993) y su expresion en niveles
altos se interpretan como una sefial de astrogliosis (Mader et al., 2008; Sastre-Garriga et al., 2005).
Por otra parte, se observaron cambios en los niveles de lactato tras la administracion de CNO.
El aumento de los niveles de lactato suele asociarse con una respuesta energética a una situacion
energética exigente, como pueden ser las crisis epilépticas (Boison and Steinhauser, 2018). Sin

embargo, en nuestro estudio sélo hemos observado el efecto del tratamiento con CNO que
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produce una disminucién no significativa de lactato. Se requeriran futuras aproximaciones
experimentales para establecer la importancia de estos datos en el contexto de la
quimioactivacion de los astrocitos. Un hallazgo interesante fue encontrar un incremento en los
niveles de 4cidos grasos tras la activacion astrocitaria que se correlaciond positivamente con el
aumento en la captacién de ""F-FDG observada en el PET. Los acidos grasos en el cerebro se
relacionan con la mielinizacion e interfieren en la accion periférica de la insulina (Naffaa et al.,
2022; Neschen et al., 2020). Ademas, de ser una fuente de energfa alternativa a la glucosa (Puchalska
and Crawford, 2017), son incorporados por los astrocitos cuando sus niveles son toxicos para las
neuronas (loannou et al., 2019). El aumento en la concentracioén extracelular de acidos grasos a
causa de un déficit de metabolizacion mitocondrial en los astrocitos puede provocar
neuroinflamacién, neurodegeneracion (M: et al., 2023) y alterar la eficacia en la endocitosis y
exocitosis de vesiculas sinapticas, afectando colateralmente a la neurotransmision (Barber and
Raben, 20719). Los astrocitos, ademas de captar acidos grasos, son capaces de metabolizarlos,
generando glutamina que luego es utilizada por las neuronas para la sintesis de glutamato y
GABA (Andersen et al., 2021). Finalmente, dentro de los astrocitos pueden ser translocados a la
matriz mitocondprial para producir cuerpos cetonicos (Romano et al., 2017). Por lo tanto, es factible
que el incremento metabdlico inducido por una mayor actividad astrocitaria generada por una
sobre activacion de los astrocitos, conlleve un aumento en la concentracioén de acidos grasos,
saturando el sistema de captacion de los propios astrocitos (Guttenplan et al., 2021). Esto sugiere
que los astrocitos en estado reactivo pueden generar también efectos neurotéxicos, ademas de
efectos neuroprotectores. Pero, sin embargo, la amplia heterogeneidad de los astrocitos reactivos
sugiere la existencia una amplia variabilidad de respuestas, alejandose de la perspectiva binaria

neuroprotector-neurotoxico (Xiong et al., 2022).
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Figura 5.1. La activacion de astrocitos aumenta el consumo de ¥F-FDG a través de la movilizacion de
calcio mediada por Ip3r2 y el transportador de glucosa GLUTY. En la situacion supetior se observa la condicion
basal, con el aumento de la captacién del radiotrazador. En la situacién inferior, sin contar con el receptor Ip3r2 ni GLUT1

no se produce el aumento del consumo de 8F-FDG.
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5.2. El rol de los astrocitos en la epileptogénesis

La epilepsia es un desorden neurolégico que afecta aproximadamente a 65 millones de
personas en el mundo. Entre sus variantes destaca la EL'T que cursa con muerte neuronal, gliosis
reactiva y EH, procesos asociados a la farmacoresistencia (Laxer et al., 2014, Schmidt, 2016). Hoy
en dfa no existe tratamiento que prevenga el desarrollo de la epilepsia tras un dafio
epileptogénico, debido que atin no se han descubierto los mecanismos celulares implicados en
los cambios estructurales y funcionales que transforman una red neuronal normal a una

hiperexcitable, facilitando la aparicion de CE (Engel, et al., 2013, Pitkanen et al., 2019).

Los astrocitos estan implicados en los procesos neuroinflamatorios que causan las
cicatrices gliales y la EH en la TLE (A/ Sufiani and Ang, 2012), y en zonas cercanas al foco
epiléptico pueden experimentar cambios moleculares y fisiologicos que se han relacionado con
la progresion de la epileptogénesis (Sofroniew and Vinters, 2010). Ademas, estas células estan
situadas en una posicion privilegiada entre los capilares sanguineos y las neuronas, motivo por
el cual son las principales responsables de la regulacion de la cantidad de glucosa que entra a las
células cerebrales (Marina et al., 2018). Como ya hemos dicho, la imagen "*F-FDG PET es una
técnica que permite explorar las fluctuaciones en el metabolismo cerebral. Esta técnica se ha
utilizado para localizar focos epilépticos en pacientes con ELT (Carne, et al., 2004; Duncan, 2009).
En modelos animales, ha puesto de relieve el hipermetabolismo que ocurre en las primeras horas
tras la inyeccion de pilocarpina o KA i.p. como modelos agudos (Bascusiana et al., 2020; Kornblum,
et al., 2000; Mirrione, et al., 2006) o hipometabolismo en etapas tempranas post-SE (Garcia-Garria,
et al., 2016; Shiba et al., 2015). Dado que estudios previos demostraron el modelo epiléptico de
KA iHPC en ratén presentaba CE desde el dia 5 tras el SE (Lévesque and Avoli, 2013; Raedyt, et al.,
2009, Riban, et al., 2002), que por otro lado se asociaba con un peor pronéstico de la enfermedad,

elegimos una ventana de 7 dfas para la caracterizacion del metabolismo tras la epileptogénesis.

Los datos presentados en esta tesis, indican que la inyeccion de KA iHPC mantiene este
petfil hipometabdlico hasta los 14 difas post induccién del SE y consolida el uso de la técnica *F-
FDG PET como un posible biomarcador de epileptogénesis. Curiosamente, el uso de DZP para
detener el SE, al igual que en pacientes (Caleaterra and Barrow, 2014, Knudsen, 1991), modificé el

perfil metabdlico de estos animales comparados con aquellos en que el SE se autolimité. En

11
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estos casos el DZP provocé un hipometabolismo al dia 1 y un hipermetabolismo al dia 8 en el
grupo con epilepsia. Por otro lado, la mayor diferencia entre los grupos epilépticos fue la
astrogliosis en el giro dentado, por lo que el hipometabolismo pudo deberse a los mecanismos
que ponen en marcha los astrocitos tras el SE. Se sabe que la activacion de los astrocitos tras el
SE tiene como objetivo delimitar la zona epileptogénica (1 argas-Sdanchez et al., 2018), pero una
activacion constante en un largo periodo de tiempo conlleva la cronificaciéon de la epilepsia,

generando dafio hipocampal y EH (Sofroniew and 1 inters, 2010).

Teniendo en cuenta los cambios en el perfil metabdlico inducidos por la activacion
astrocitaria, por un lado, y la induccién de actividad epileptiforme, por otro, realizamos una
baterfa de experimentos activando los astrocitos por quimiogenética en forma cronica durante
la ventana de epileptogénesis (dfas 1-7). El tratamiento revirtié el perfil metabdlico asociado al
modelo de epilepsia, rescatando el hipometabolismo el dia 8 y acercandose a valores del grupo
no epiléptico. Sin embargo, no se encontraron cambios en el metabolismo del grupo
VEH+CNO, ni siquiera tras la dosis aguda de CNO el dia 1. Estos datos son contradictorios
con los observados en ratones WT (apartado ), donde una dosis aguda provocé un aumento
en la captacién de ""F-FDG, en estudios dindmicos y estiticos. Esta discrepancia en los
resultados pudiera deberse a que las condiciones experimentales fueron diferentes. En los
experimentos de activacion astrocitaria en ratones WT se realizé una tnica cirugfa dos semanas
antes del estudio PET. Sin embargo, en los experimentos con los modelos de inyecciéon de KA
iHPC se realizaron dos cirugfas, y la segunda tan sélo 24 horas antes del estudio PET. Por lo
tanto, no descartamos que se desarrollase un proceso inflamatorio tras la inyeccion intracerebral
capaz de desencadenar una astrogliosis mayor. Esto podrfa modificar el proceso de transfeccion
de los virus y la consiguiente activacion de los DREADDs en los astrocitos, alterando el efecto
metabdlico observado. Sin embargo, pese a no mostrar un aumento de captacion de *F-FDG,
la activacion de los astrocitos durante la epileptogénesis logré modificar tanto el aumento del

metabolismo del primer dia como el hipometabolismo del dia 8.

Los hallazgos observados en animales epilépticos utilizando PET, se correlacionaron con
cambios en la sefial de EEG en animales epilépticos tratados con CNO o salinos y también en
ratones Ip3r27". Los resultados al dia 7 mostraron una disminucién en la DP en la banda de
frecuencias comprendidas entre 6 y 30 Hz en los ratones epilépticos fueron tratados con CNO,

manteniéndose, en menor medida, en el dia 28. Estos datos sugieren que la activacion cronica
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de los astrocitos provoca cambios en la actividad EEG a largo plazo. Es bien sabido que los
astrocitos intervienen en la fisiopatologia de la epilepsia, modificando las subunidades de los
receptores GABA, AMPA y NMDA y modulando la plasticidad sinaptica (Jabs, et al., 2008). Sin
embargo, los estudios de HR-MAS tras la activacion de los astrocitos no mostraron cambios en
el balance de los neurotransmisores excitadores o inhibidores, por lo que es mas probable que
los efectos observados estén mediados por las vias metabodlicas encargadas de mantener la
integridad de las neuronas tras las crisis. En este sentido, serfa necesario realizar un estudio mas
exhaustivo de HR-MAS en el modelo de epilepsia tras el tratamiento crénico con CNO, ya que
no podemos descartar que se modifiquen otros metabolitos tras la activacion crénica de los
astrocitos. Por otra parte, debido a los cambios que sufren los astrocitos en la epileptogénesis,
el efecto de activaciéon cronica de los astrocitos durante el desarrollo de la patologfa puede

generar un perfil metabdlico diferente. .

En linea con los experimentos descritos, se abordd, ademas, el estudio de la conducta de
los ratones tras la inyecciéon de KA iHPC, ya que la muerte neuronal en esta area podria alterar
los procesos de memoria. Algunos estudios demostraron que los astrocitos hipocampales
participan en la creacion de claves espaciales durante la orientacion (Doron et al., 2022) y que la
activacion de estas células en esa region era suficiente para mejorar la memoria espacial (Adamsky
et al., 2018). Por lo tanto, realizamos una prueba en el laberinto en T, basandonos en que si la
memoria estaba intacta podrian diferenciar el brazo del laberinto que conocfan y pasarian a
explorar el brazo nuevo. En el caso del paradigma conductual, el grupo con tratamiento ocup6
mas tiempo en el brazo nuevo respecto al grupo sin tratamiento que exploré mas el brazo
conocido. Esto indicarfa que el modelo de epilepsia cursa con defectos cognitivos relacionados
con la memoria y la orientacion espacial, lo que se recupera al activar crénicamente los astrocitos.
Ademas, el tratamiento créonico con CNO es confiable, ya que, aunque este farmaco se
metaboliza a CZP, no provoco efectos secundarios adversos en la locomocioén, como se vio en

el test de rotarod.

Debido a que la generaciéon de crisis recurrentes secundarias a la induccién de un SE,
como es el caso del modelo de KA utilizado en este trabajo, modifica morfolégicamente el
hipocampo, realizamos una serie de estudios post mortem para valorar la integridad de esta
estructura. La activacién cronica de los astrocitos durante la epileptogénesis rescatéd la muerte

neuronal asociada a la inyeccion de KA y esto fue observado tanto en el dia 9 como el 29, por

13
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lo que el tratamiento es eficiente a largo plazo. Esto sugiere que el hipometabolismo no se debe
a la muerte neuronal, tal y como se propone en otros articulos (Danek et al., 2022; Jupp, et al.,
2012). Curiosamente, al estudiar los astrocitos con técnicas de inmunofluorescencia contra
GFAP, observamos una mayor intensidad del marcador, no sélo en los grupos epilépticos, como
era de esperar, sino, también, en el grupo control tratado con CNO. Nuestra hipotesis es que la
activacion quimiogenética induce modificaciones morfoldgicas en los astrocitos. Por otra parte,
en el grupo KA+SAL, los astrocitos mostraron una morfologia aberrante, con un aumento de
los procesos, y un aglutinamiento en la zona de inyeccion y el giro dentado. Sin embargo, en los
grupos KA+CNO y VEH+CNO, los astrocitos mostraban un engrosamiento general. Esto
concuerda con los resultados obtenidos en los experimentos de HR-MAS, en los que la
activacion de los astrocitos provocd un aumento de mioinositol que se relaciona con una
astrogliosis debida a cambios osméticos en astrocitos (Chang et al., 2013; Isaacks et al., 1994) que,
por otro lado, pueden modificar la excitabilidad de las células (Gamkrelidze et al., 2019; Kandashvili
et al., 2022).

Cuando valoramos la neuroinflamacién mediante autorradiografia con *H-PK11195,
observamos que en el grupo KA+SAL se presentaba en varias estructuras cerebrales, mientras
que en el grupo VEH+CNO y KA+CNO se restringfa unicamente al hipocampo. Los resultados
sefialan, por un lado, que la activacion crénica de los astrocitos provoca un aumento de los
procesos neuroinflamatorios asociados con TSPO (Nguyen, et al., 2018), comparando el grupo
VEH+CNO con el control VEH+SAL, y, por otro, que el tratamiento en el grupo epiléptico
logré que la neuroinflamacion no se extendiera a otras estructuras. El aumento de expresion de
GFAP en la inmunohistoquimica coincide con el aumento de la unién de *"H-PK11195 en las
autorradiografias, por lo que los procesos inflamatorios se relacionan con la activacion de los
astrocitos. Esto no quiere decir que la neuroinflamacion esté mediada exclusivamente por los
astrocitos, porque se sabe que la microglia también participa en este proceso. Pero, sin duda, la
causa principal de la neuroinflamacion es la activacion de astrocitos que nosotros mismos hemos
provocado con la quimiogenética, como se aprecia en el grupo VEH+CNO. En conjunto, los
resultados muestran que la activacion de los astrocitos a través de DREADDs puede generar un
mecanismo celular favorable que restringe la neuroinflamacién y la consecuente pérdida
neuronal. Esto ademds se asocia a la recuperacién del hipometabolismo cerebral indicativo de

mal pronoéstico de la patologfa (Fig. 5.2).
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Finalmente, realizamos una serie de experimentos con optogenética para activar
selectivamente los astrocitos y corroborar los hallazgos observados con quimiogenética. Las
diferencias entre las dos técnicas fueron, por un lado, la resoluciéon temporal, ya que la
optogenética permite la activacién de los astrocitos especificamente en el periodo de exposicién
a la luz, y, por otro, la estimulacién unilateral, ya que se utilizé6 una canula en el hipocampo
ipsilateral a la inyeccién de KA. Los resultados muestran que la activacion de astrocitos permite
recuperar el metabolismo asociado al modelo a los 8 dfas. Sin embargo, y contrariamente a los
experimentos de quimiogenética, no se observé ningun grado de proteccion frente a la muerte
neuronal inducida por KA. Esto puede deberse al protocolo de estimulaciéon empleado o a que
sea necesaria la estimulacion bilateral de los astrocitos para recuperar la pérdida neuronal, ya que
estas areas estan conectadas y la lesion por KA en un hemisferio puede repercutir en el otro. Por
otro lado, la estimulacion crénica de los astrocitos con optogenética también provoco
astrogliosis y procesos de neuroinflamacion en el hipocampo. La inmunohistoquimica contra
GFAP mostr6 una intensidad equivalente entre el grupo MLN+VEH y los grupos epilépticos,
por lo que se puede inferir que la activacioén de los astrocitos en esta area puede estar involucrada
en la astrogliosis. En cuanto a los resultados de la autorradiografia de *H-PK11195, la
neuroinflamacién fue menor en el grupo MLN+KA unicamente en el hipocampo ipsilateral,

donde habiamos realizado la inyeccién de MLN, y no en el hipocampo contralateral.

En conjunto, los resultados de este trabajo ponen en evidencia la importancia de los
astrocitos en la epileptogénesis y su papel en la regulacién de los estados metabdlicos en esta
patologia. Por otra parte, se refuerza la relevancia de la deteccion del hipometabolismo post-ictal
como biomarcador temprano del desarrollo de la patologia, lo que lo convierte en una
herramienta prometedora para el diagnostico y control de la evolucion de la epilepsia y sus

sindromes asociados.
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Figura 5.2. La activacién de astrocitos durante la epileptogénesis recupera el metabolismo cerebral y la
muerte neuronal. En la situacién supetior se representan los resultados con el tratamiento control, y en la inferior el

tratamiento con CNO.
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En base a los resultados y discusion presentados en esta tesis doctoral, se concluye que:

1) Laactivacién quimiogenética de los astrocitos con CNO incrementa la captacion de "F-
FDG en la imagen PET cerebral.

2) El efecto metabdlico de la activacion de los astrocitos depende de la movilizacién de
calcio mediada por Ip312 y la captacion de *F-FDG se asocia al GLUT1 de los astrocitos.

3) La activacion aguda de los astrocitos por quimiogenética aumenta los niveles de acidos
grasos y mioinositol.

4) El diazepam modifica el patréon metabdlico del modelo, pero no protege de la muerte
neuronal.

5) Laactivacion de astrocitos durante la ventana epileptogénesis a través de quimiogenética
modifica el patréon metabolico en el modelo de acido kafnico intra-hipocampal y recupera
la pérdida neuronal.

6) El tratamiento con quimiogenética disminuye la densidad de potencia en la banda de
frecuencia comprendida entre 6 y 30 Hz en el modelo de acido kainico.

7) El tratamiento con quimiogenética mejora el déficit de memoria espacial asociado a la
inyeccion de acido kainico, mientras que el tratamiento crénico con CNO no genera
efectos secundarios motores.

8) El tratamiento crénico con optogenética por la estimulacion unilateral de los astrocitos
también revierte el metabolismo, pero no la pérdida neuronal.

9) La activacion de astrocitos con quimiogenética y optogenética provoca cambios
morfolégicos en los astrocitos del grupo no epiléptico. Estos cambios se asocian con el
aumento del mioinositol y la restriccion de los procesos neuroinflamatorios al area

hipocampal.
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