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i.p: Intraperitoneal.
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LCA: Liquido cerebroespinal artificial.
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mGIuR1: Receptor metabotropico de glutamato tipo 1.
mGIuUR5: Receptor metabotropico de glutamato tipo 5.
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NMDA: Receptor acido N-metil-D-aspartico de glutamato.
pA: Picoamperio.
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PD: Post descarga.

PPR index: Indice de facilitacion por pulsos pareados.
PTX: Picrotoxina.

PTZ: Pentilentetrazol.

PTZ-kindling: Kindling inducido por PTZ.

P2X: Receptor purinérgico ionotrépico de ATP.

P2Y: Receptor metabotrdpico purinérgico de ATP.
P2Y1: Receptor metabotropico purinérgico de ATP tipo 1.
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SE: Status epiléptico.

SO: Stratum oriens.

SR: Stratum radiatum.

SR101: Sulforrodamina 101.
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AF/FO: Cambios en la sefial de fluorescencia por sobre la fluorescencia basal.
uL: Microlitros.
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RESUMEN.

La epilepsia se caracteriza por la aparicion recurrente de crisis espontaneas que se
relacionan con hiperactividad cerebral y alteracion en el balance excitacion-inhibicion. En
modelos de epileptogénesis en ratas, como el kindling eléctrico, se han observado cambios en
la transmisidn sinaptica glutamatérgica en hipocampo, puntualmente un aumento en la
eficacia sinaptica debido a la hiperexcitabilidad astroglial mediada por Ca®* y astrogliosis. Sin
embargo, hasta ahora se desconocen los cambios en la excitabilidad astroglial y como esta
repercutiria en la transmisién sinaptica glutamatérgica en el modelo de epilepsia inducida por
pentilentetrazol (PTZ) aplicado en raton.

Para esto aplicamos un modelo de epileptogénesis inducida por PTZ en ratén. El
protocolo consta en 7 dosis de 35 mg/kg i.p de PTZ administradas dia por medio y
posteriormente se procedio a realizar rebanadas de hipocampo. Evaluamos la transmision
sindptica excitatoria en el circuito CA3-CAl mediante la técnica de registro extracelular de
campo en rebanadas de hipocampo y la excitabilidad astroglial mediada por Ca®" a través del
registro de las ondas de Ca®* en hipocampo. Paralelamente, se analizaron los cambios
morfoldgicos, especificamente cambios de expresion de proteina acidica fibrilar glial (GFAP)
y de expresion de receptores P2Y1 y mGIuR5. Nuestros resultados indican que en el
hipocampo de ratones kindleados con PTZ se produce: 1) aumento en la probabilidad de
liberacién en sinapsis de CA3-CA1l, 2) aumento en la duracidon promedio de las oscilaciones
espontaneas de Ca”" astroglial, como consecuencia del aumento en la frecuencia y porcentaje
de oscilaciones lentas (ST) y 3) aumento en los valores de area relativa a la tincion con GFAP
junto a una sobre expresion de receptores P2Y1 y mGIuR5. Estos resultados sugieren que, al

igual que en otros modelo de kindling, como el eléctrico, la hiperexcitabilidad astroglial
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representa el mecanismo que produce el aumento en la gliotransmision mediada por
glutamato, provocando un alza en la probabilidad de liberacidn en terminales glutamatérgicos

en el hipocampo epiléptico, aumentando la progresion de la epilepsia.

ABSTRACT

Epilepsy is characterized by the recurrent onset of spontaneous seizures that are
associated with cerebral hyperactivity and alteration in the excitation-inhibition balance.
Models of epileptogenesis in rats, such as electric kindling, changes have been observed in
glutamatergic synaptic transmission in the hippocampus, occasionally an increase in synaptic
efficacy due to astroglial hyper-excitability mediated by Ca®* and astrogliosis. However, until
now changes in astroglial excitability are unknown and how this would have an impact on
glutamatergic synaptic transmission in the model of epilepsy induced by pentylenetetrazole
(PTZ) applied in mice.

For this, we apply a model of epileptogenesis induced by PTZ in mice. The protocol
consists of 7 doses of 35 mg / kg i.p of PTZ administered every other day and then proceeded
to perform hippocampal slices. We evaluated the excitatory synaptic transmission in the CA3-
CAL circuit using the extracellular field registration technique in hippocampal slices and the
astroglial excitability mediated by Ca** through the recording of Ca** waves in the
hippocampus. In parallel, the morphological changes were analyzed, specifically changes of
expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and expression of P2Y1 and mGIuR5
receptors.

Our results indicate that in the hippocampus of mice kindled with PTZ occurs: 1)

increase in the probability of release at CA3-CAl synapses, 2) increase in the average
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duration of spontaneous oscillations of Ca** astroglial, as a consequence of the increase in
frequency and percentage of slow transients (ST) and 3) increase in the values of area relative
to GFAP staining with an over-expression of P2Y1 and mGIuR5 receptors. These results
suggest that, as in other kindling models, like electrical, astroglial hyperexcitability represents
the mechanism that produces the increase in glutamate-mediated gliotransmission, causing an
increase in the probability of release in glutamatergic terminals in the epileptic hippocampus,

increasing the progression of epilepsy.
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INTRODUCCION.

La epilepsia es un desorden neurolégico cronico, con una prevalencia de alrededor del
1% a nivel mundial (Morimoto K. et al, 2004; Carmody S. & Brennan L., 2010). A nivel
nacional, los datos de prevalencia son de 10.8 a 17 por mil habitantes y la incidencia de 114
por 100.000 habitantes por afio (Minsal, 2014). La epilepsia se caracteriza por la aparicion
recurrente de crisis espontaneas debido a una hiperactividad neuronal en el cerebro (Morimoto
K. et al, 2004; Loscher W. & Brandt, C. 2010). Una crisis epiléptica es la manifestacion
clinica de una descarga eléctrica anormal y excesiva de un conjunto de neuronas en el cerebro
(Rehni AK. Et al, 2009) y durante estas crisis las descargas son altamente sincronicas, las
cuales emergen en primer lugar en el foco epileptogénico, y luego la actividad se propaga a
otras zonas del cerebro (Jefferys et al., 2012; Timofeev et al., 2012; Goldberg and Coulter,
2013; Falco-Walter et al., 2018). Por tanto, puede ser considerada un desorden en donde
ocurren excesivas descargas neuronales ligadas a un desbalance entre la actividad excitatoria y
la inhibitoria. (McCormick and Contreras, 2001; Carmignoto G. & Haydon P., 2012; Staley,
2015).

El concepto de epilepsia ha cambiado con los afios, pero la definicion mas actualizada
indica que la epilepsia existe cuando una persona tiene una crisis epiléptica y su cerebro
“demuestra una tendencia duradera y patologica a tener crisis recurrentes” (Fisher et al.,
2014).

Dentro de las distintas manifestaciones de la epilepsia se encuentra la epilepsia del
I6bulo temporal (ELT). Una proporcion significativa de quienes la padecen son resistentes a
los farmacos antiepilépticos, lo cual es contrastado con la alta eficacia de estos farmacos

demostrada en modelos preclinicos de crisis agudas (Mazzuferi M. et al, 2012). Esta se
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caracteriza por la localizacién del foco de crisis a menudo en estructuras temporales mesiales,
tales como el hipocampo, amigdala o ambas (Morimoto K. et al, 2004); el hallazgo frecuente
de una “lesion inicial precipitante” que precede a la aparicion de la ELT, una alta incidencia
de esclerosis del cuerno de Ammon (Curia G. et al, 2008), se asocian frecuentemente con la
perdida neuronal hipocampal y gliosis, particularmente en el subcampo de CAl1 y en el hilus
del giro dentado. (Bartolomei F. et al, 2005).

La mayoria de estas caracteristicas pueden ser reproducidas con modelos animales
crénicos de ELT en roedores, particularmente los modelos de kindling o de status epiléptico
(SE), los cuales son mas cercanos e ideales para homologar las caracteristicas morfoldgicas en
estructuras mesiales y las crisis espontaneas recurrentes, observadas en la ELT (Curia G. et al,
2008), y que buscan reproducir experimentalmente el fendmeno de “epileptogénesis”, sin

embargo, algunas las alteraciones funcionales que pueden estar ocurriendo en la

mayoria de los modelos de epileptogénesis permanecen inciertas.

Epilepsia

En el afio 2005, la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) formuld las
definiciones conceptuales de “crisis” y de “epilepsia”. Una crisis epiléptica es una ocurrencia
transitoria de signos y/o sintomas debido actividad excesiva o hipersincronia neuronal en el
cerebro. La epilepsia por otra parte, es un desorden del cerebro, caracterizado por una fuerte
predisposicién a generar crisis epilépticas debido a las consecuencias neurobioldgicas,
cognitivas, psicoldgicas y sociales de esta condicion (Fisher R. et al, 2005).

Mas especificamente la epilepsia es diagnosticada cuando una persona presenta: 1) al

menos 2 crisis no provocadas o reflejas con més de 24 hrs de diferencia, 2) una crisis no
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provocada o refleja y la probabilidad de crisis adicionales similares al riesgo general de
recurrencia después de dos crisis no provocadas (de al menos un 60% de probabilidad de
recurrencia en los préximos 10 afios), o 3) un sindrome de Epilepsia (Fisher R. et al., 2014;
Falco-Walter et al., 2018).

El afio 2017, la ILAE actualiza la clasificacion de la epilepsia (Scheffer I. et al, 2017),
donde integra 4 niveles.

o EI primer nivel se relaciona con el tipo de crisis que presenta el paciente. Las crisis
pueden ser de inicio focal, de inicio generalizado o de inicio desconocido (Fisher R. et
al, 2017)

e EIl segundo se relaciones con el diagndstico del tipo de epilepsia, incluyendo la
epilepsia focal, epilepsia generalizada, epilepsia combinada generalizada, epilepsia
focal y también el grupo de epilepsias de causa desconocida. (Fisher R. et al, 2014)

e El tercer nivel se relaciona con el diagndstico de sindrome epiléptico. Este se refiere al
conjunto de caracteristicas incorporando tipo de crisis, electroencéfalograma (EEG) y
caracteristicas imagenologicas que tienden a ocurrir en juntas (Scheffer I. et al, 2017)

e Y el cuarto nivel integra la necesidad de considerar la etiologia, lo cual permite
ampliar las posibles causas que pueden preceder a una epilepsia. Se divide en 6
grupos, los cuales son de etiologia estructural, genética, infecciosa, metabolica,

inmune y de causa desconocida (Scheffer I. et al, 2017).

Dentro de los distintos tipos de epilepsia tenemos la ELT, la cual ha sido ampliamente
estudiada. La esclerosis hipocampal (HS) es la marca histopatoldgica mas frecuente

encontrada en pacientes farmaco-resistentes que padecen de este tipo de epilepsia. El afio
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2013, la ILAE (Blimcke 1. et al, 2013) generd un consenso Y clasificé la ELT en relacion a
estos cambios morfol6gicos de HS, definiendo 3 tipos:

e HS ILAE tipo 1: el tipo mas comun de HS, reportado en el 60 al 80% de los casos. El
segmento CAL es el mas afectado, con pérdida del 80% de las células. Hay pérdida
celular en otros segmentos, como pérdida de neuronas piramidales en CA2, neuronas
en CA3 y CA4 y de células granulares en el giro dentado. Estos cambios se ven
acompariados de gliosis.

e HS ILAE tipo 2: este tipo presenta una pérdida predominante en las neuronas de CAL,
afectado a casi el 80% de las neuronas piramidales. Otras zonas se afectan, pero con
menos pocentaje. Estos cambios se ven acompariados de gliosis.

e HS ILAE tipo 3: Ademas de presentar gliosis, hay una pérdida predominante en las
células de CA4 (alrededor del 50%) y en las células del giro dentado. CA3 y CA2 se

afectan moderadamente.

Una de las caracteristicas de la epilepsia es el ya conocido desbalance entre la transmision
excitatoria e inhibitoria. En condiciones normales, hay distintas estructuras que permiten la
mantencion de la homeostasis en el sistema nervioso central. Una de ellas es el astrocito y
codmo consecuencia a finales de los 90’ se acufi6 el concepto sinapsis tripartita (Araque A. et
al., 1999). Existe una amplia evidencia que permite indicar que los astrocitos podrian influir
en la patogénesis y fisiopatologia de la epilepsia, por medio de la liberacion de
gliotransmisores tales como glutamato, ATP y D-Serina (Clasadonte J. & Haydon P., 2012;
Clasadonte J. et al, 2013; Haydon P. & Carmignoto G., 2006). La disrupcion del componente
glial de la barrera hemato encefélica, asi como la inflamacién inducida por la glia, podrian
estar implicados no so6lo en la generacion de crisis epilépticas si ho que también en procesos
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fisiopatoldgicos que conllevan al desarrollo de epileptogénesis (Boison D. & Steinhduser C.,

2018)

Fisiologia de los Astrocitos

Los astrocitos constituyen aproximadamente el 30% de las células cerebrales y ocupan
dominios espaciales no superpuestos con las neuronas en el sistema nervioso. Los astrocitos
no solo proveen de soporte estructural, metabdlico y homeostatico, si que no que también
participal en diversas funciones cerebrales (Khakh B. & Sofroniew M., 2015; Verkhratsky A.
& Nedergaard M., 2018). Los astrocitos no disparan potenciales de accién, pero son excitables
por medio de sefiales intracelulares. lones intracelulares como Ca®*y Na* asi como segundos
mensajeros como AMPc de los astrocitos permiten cambiar dinAmicamente en espacio y
tiempo la respuesta a un estimulo. Las sefiales de Ca** han sido ampliamente estudiadas y bien
caracterizadas desde que se descubrié que son fundamentales en la sefializacion intracelular y
la comunicacion intercelular (Dallerac G. et al, 2018; Ben Haim L. & Rowitch D., 2017).

Como los astrocitos no son células eléctricamente excitables, utilizan variaciones de
las concentraciones citosolicas de Ca®* para enviar sefiales a otras células (Zorec R. et al.,
2012; Parpura V. & Verkhratsky A., 2012). Estas oscilaciones de Ca*" astroglial ocurren en
respuesta a la liberacion tanto de neurotransmisores como de gliotransmisores debido a la
presencia de receptores metabotropicos (tales como mGIuRs, GABAg, P2Y, mAChRs) e
ionotropicos (tales como NMDA, AMPA, P2X, GABA,) en la astroglia (Parpura V. &
Haydon P., 2009). Esto permite generar comunicacion con neuronas vecinas o entre astrocitos
(Volterra A. et al., 2014). En el caso de los receptores metabotrdpicos acoplados a proteina G

su activacion provoca la sintesis de fosfolipasa C, generando un aumento de la produccion de
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inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3) en el citosol del astrocito, permitiendo que el Ca®* difunda
desde el reticulo endoplasmatico hacia el citoplasma a través de receptores IP3 (Shigetomi E.
et al, 2018). Asi, el aumento de Ca?* intracelular genera la liberacién de gliotransmisores

(Araque A. et al., 2000; Zhang Z. et al., 2007).

Sefializacion astroglial en procesos patoldgicos

Los astrocitos reactivos demuestran sefiales Ca*" dindmicas y aberrantes. En la
mayorias de los casos, las sefiales de Ca®* aumentan en términos de amplitud, duracién y
frecuencias (Shigetomi E. et al, 2018). Hay grandes variaciones en la dinamica del Ca®* en los
astrocitos reactivos de distintos modelos patoldgicos, lo cual indica diversos mecanismos
dependientes de las condiciones de estudio. Los astrocitos y microglia son las primeras células
en responder ante alguna injuria generando sefiales de reactividad, dentro las cuales han sido
incluidas la sefializacién dependiente de Ca?* astroglial (Rossi D. & Volterra A., 2009; Choo
A. et al, 2013; Heuser K. et al, 2018; Alvarez-Ferradas C. et al, 2015). Por ejemplo, en
modelos de SE con kainato y pilocarpina, los astrocitos aumentan rapidamente las onda de
Ca’* en respuesta a una hiperexitabilidad mediada por la droga. (Shigetomi E. et al, 2018).
Evidencias de la supresién de las respuestas de Ca®* mediante la delecién del receptor IP3, en
donde los astrocitos carecen de una via principal de liberacién de Ca?* intracelular, resulta en
una reduccion en la actividad epiléptica registrada con electroencefalografia (Heuser K. et al,
2018). Esto indicaria que las sefiales de Ca?* astrociticas son proconvulsivas. En modelos de
kindling eléctrico en ratas, se ha observado alteracién en las sefiales de Ca?* astroglial,
evidenciado en aumento en la duracién de las sefiales de Ca®* en el hipocampo epiléptico, lo
cual podria regular la susceptibilidad de las crisis epilépticas (Alvarez-Ferradas C. et al, 2015;
Wellmann M. et al, 2018; Shigetomi E. et al, 2018).
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El concepto de Epileptogénesis

La epileptogénesis es el proceso por el cual el tejido cerebral normal se transforma en
un tejido que genera crisis espontaneas recurrentes, debido a mecanismos genéticos o
adquiridos que gatillan cambios en cascadas moleculares y celulares que eventualmente
generaran estas crisis espontaneas (Pitkdnen A. & Lukasiuk K. 2009; Rattka M. et al, 2012),
las que van aumentando de manera progresiva.

Gowers W. (1881) fue quien reconocid por primera vez que a menudo hay un intervalo
libre de convulsiones que dura meses o afios entre la lesion cerebral y el inicio de la epilepsia
sintomatica, al que se conoce como periodo de latencia. El intervalo entre la lesion y la
aparicion de convulsiones clinicamente evidentes sugiere un proceso activo, que durante un
periodo de tiempo conduce a cambios que eventualmente causan epilepsia (Loscher W. &
Brandt, C., 2010). Diversos autores indican que durante el periodo de latencia en este proceso
de epileptogénesis, hay una cascada de cambios poco conocidos que transforman el cerebro no
epiléptico en uno que genera crisis espontaneas recurrentes (Herman ST., 2002; Pitkénen A.,
2002; Walker MC. et al, 2002; Pitk&nen A. et al, 2007; Jacobs M. et al, 2009). Numerosos
posibles mecanismos subyacen este proceso de epileptogénesis, pero no existe un consenso de
qué cambios observados son causas 0 consecuencias y como interacttan (Loscher W. &
Brandt, C., 2010). Para poder determinar los posibles cambios morfoldgicos y sinépticos
ocurridos debido a un evento que gatillara un cuadro epiléptico y sus consecuentes crisis
espontaneas, se han caracterizados modelos en roedores como el de kindling y el de SE.

El término kindling se refiere al fendmeno por el cual la aplicacion inicial de un
estimulo eléctrico subconvulsivante resulta en una intensificacién progresiva de la actividad

convulsiva, culminando en crisis generalizadas (McNamara J. et al, 1980). El kindling,
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ademas de ser inducido por una estimulacién eléctrica de diferentes regiones cerebrales puede
ser desarrollado utilizando distintos agentes quimicos (ej: pentilentetrazol) (Dhir A. 2012).
Las crisis provocadas inicialmente ocurren luego de estimulos repetitivos con aumento de la
intensidad, y eventualmente, luego de alcanzar el estado de “kindleado”, ocurren las crisis
espontaneas (Coppola A. & Moshé S., 2012). Hay varios reportes que indican que el kindling
permite el desarrollo de crisis espontaneas después de suficientes estimulos, pero estos
hallazgos no son universales en todos los laboratorios o especies (Bertram E. 2007). De hecho,
en el protocolo clasico de kindling las crisis espontaneas usualmente no ocurren, por lo que se
aplican protocolos prolongados llamados “overkindling”, los cuales pueden llevar a la
aparicion de estas crisis espontaneas (Gorter J. et al, 2015). El protocolo de kindling permite
el aumento gradual y progresivo de la actividad electroencefalogréafica (EEG) y conductual
después del estimulo. La actividad EEG corresponde al disparo ténico-clonico de espigas
poblacionales, Ilamadas post descargas (PD), las cuales pueden detectarse en la estructura
estimulada o en las areas de proyeccion. Estas PD son atribuidas a descargas ictales como
producto del aumento de la actividad sincrénica e hiperexcitabilidad de un gran nimero de
grupo neuronales (Bonansco C. & Fuenzalida M., 2016).

Por otra parte, el modelo de SE en roedores se caracteriza por la induccion del status
epiléptico generalmente con dosis agudas de un agente farmacoldgico (ej: kainato,
pilocarpina). Le sigue un periodo de latencia y posteriormente ocurren las crisis espontaneas.
La extension del dafio estad relacionado con la duracion, la severidad del SE y del tipo de
modelo utilizado (Gorter J. et al, 2015). Tipicamente se utilizan altas dosis de un agente
convulsivante, el cual es inyectado sistémicamente, provocando crisis continuas y recurrentes

las cuales caracterizan al SE (Morimoto K. 2004).
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Kindling inducido por pentilentetrazol (PTZ)

El PTZ se sintetizd en 1924 por Hildebrant F. y se utilizd en varios laboratorios para
probar la actividad anticonvulsiva de diversos farmacos poco después del primer informe de
su accion convulsiva. (Loscher W., 2017). ElI PTZ es un antagonista no competitivo de los
receptores GABAA (Hansen SL, 2004), que suprime la funcién de las sinapsis inhibitorias,
aumentando de la actividad neuronal, lo que conllevaria a generar crisis generalizadas en
modelos animales (Shimada T & Yamagata K, 2018). Es sabido que los receptores de
GABA, Benzodiazepina (BDZ), Picrotoxina (PTX) y los canales de CI se ensamblan en un
solo complejo supramolecular. Los receptores de BDZ y de PTX actian como un sitio
alostérico para el receptor GABAA Yy viceversa (Bazyan A. et al, 2001). La mayoria de las
evidencias indican que el PTZ interacciona con el sitio de unién a PTX en el receptor
GABA,, blogueando el canal de CI" (Elogayli H. et al, 2004; Léscher W. 2009; Carmody S. &
Brennan L., 2010; Bazyan A. et al, 2001). Esto provocaria una hiperexcitabilidad la que se
reflejaria, tal como en la estimulacion eléctrica repetitiva, en burst de espigas poblacionales,
cuyo nimero y duracion progresa con la presentacion repetitiva del estimulo (Bonansco C. &
Fuenzalida M. 2016). EI PTZ, como otras drogas relacionadas con GABA (ej: bicuculina,
picrotoxina), presentan 4 patrones EEG (Velisek L, 2006):

1. Espigas aisladas, usualmente asociadas con sacudidas mioclonicas. En animales en
desarrollo, ondas lentas y agudas aparecen en lugar de espigas.

2. “Spindles” o “huso” de actividad de ondas y espigas asociadas a comportamiento de
freezing.

3. Actividad decreciente de ondas y espigas asociada a crisis clénicas. Este patron

también depende de la droga.
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4. Una o varias poliespigas y ondas lentas asociadas con el inicio de las crisis tonico-

clonicas.

El modelo de kindling inducido por PTZ (PTZ-kindling) es utilizado para reproducir
crisis generalizadas, caracteristica observada en la ELT (Goudarzi E. et al, 2015; Liu X. et al,
2015; Bascufiana P. et al, 2016; Rattka M. et al, 2012). EI PTZ-kindling se considera un
modelo de epilepsia de ausencia humana y mioclonica, con crisis tonico-clonicas
generalizadas (Ma X. et al, 2007). PTZ induce 4 fendmenos conductuales: comportamiento de
freezing, espasmos mioclénicos, crisis clénicas y crisis tonico-clonicas (Velisek L. 2006). En
modelos aplicados en roedores, a dosis bajas de PTZ se genera crisis de ausencia, dosis
moderadas produce crisis clonicas, mientras que a dosis altas induce crisis tonico-clénicas, SE
generalizado y la muerte de los animales (André V. et al, 1998).

El grupo de Huang L. (2002), desarroll6 un modelo de PTZ logrando evidenciar
comportamiento epiléptico progresivo en conjunto con alteraciones en la realizacion de tareas
cognitivas como de memoria espacial, sin observar crisis espontaneas recurrentes. Por lo tanto
hay que considerar la cantidad de estimulos o dosis y la variabilidad de tiempo en la aparicion
de las crisis espontaneas, ya que luego de instaurarse el foco epiléptico, se da paso al periodo
de latencia, que puede variar entre 24- 48 hrs, semanas e incluso meses (Morimoto K. et al
2004; Grdoticke 1. et al, 2007; Curia G et al, 2008; Chen LL. et al 2013), hasta finalmente la
aparicién de dichas crisis espontaneas. Por lo tanto, en modelos de kindling como el de PTZ,
donde se limita a protocolos de dias o un par de semanas, es relevante observar una progresion
en la respuesta epiléptica mas que la aparicion de crisis espontaneas.

Existen diversos protocolos de PTZ-kindling. La mayoria de los autores utilizan dosis
de 20 — 40 mg/kg por periodos que varian de las 2 a las 8 semanas (Bascufiana P. et al, 2016;
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Dhir A. 2012; Ekonomou A. et al, 2001; Grecksch G. et al, 1997; Koshal P & Kumar P. 2016;
Vasil'ev D. et al, 2013; Luttjohann A. et al, 2009). Las crisis son comUnmente inducidas por
una sola administracion sistémica de PTZ, y la recuperacién es muy rapida, dentro de los 30
minutos (Pitkdnen A. et al, 2006; Kandratavicius L. et al, 2014). Esto hace que el nimero de

crisis sea mas controlable en este modelo de kindling. (Shimada T & Yamagata K, 2018).

Modelos de epileptogénesis en roedores: Cambios morfologicos y sinapticos

Los distintos modelos de epileptogénesis generan cambios morfoldgicos y de
transmision sinaptica, los cuales podrian ser los mecanismos que regulan las manifestaciones
clinicas de la epilepsia.

El tratamiento crénico con PTZ desarrolla crisis tonico-clonica generalizadas, reduce
las habilidades cognitivas, aumenta el stress oxidativo y altera los niveles de neurotransmisor
(Koshal P & Kumar P. 2016). EI PTZ-kindling aumenta la amplitud de las espigas
poblacionales en la capa granular del giro dentado (Davoudi M. et al, 2013). Sumado a esto,
Wei D. et al (2015), demostraron que el modelo de SE inducido por Pilocarpina en raton
genera una pérdida progresiva de interneuronas GABAérgicas en el giro dentado.

Por otra parte, la epileptogénesis estaria asociada a cambios en la expresion de varias
subunidades del receptor GABAA en modelos animales y en humanos (Pavlov I. & Walker
M., 2013). Los hallazgos del grupo de Corda M. (1990) indican una reduccion marcada en la
captacion de CI” dependiente de receptores GABAA, en la corteza cerebral de ratas kindleadas
con PTZ. Esto indicaria que la sensibilidad a las crisis inducidas por PTZ aumenta después de
la administracion repetida de este agente. También se ha demostrado cambios en los niveles

de ARNm del receptor GABAA ya sea con una dosis o dosis repetitivas de PTZ (Hansen S. et
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al, 2004), en conjunto de cambios en el sitio de union y niveles de ARNm de receptores
ionotrépicos y metabotrdpicos de glutamato (Ekonomou A. et al, 2001).

Un factor importante es el intervalo entre las distintas dosis. Esto permite que los
efectos del kindling eléctrico y el inducido por PTZ sean duraderos. El grupo de Corda M.
(1991) ratific6 que hay una mayor sensibilidad a las crisis epilépticas en ratas kindleadas con
PTZ hasta un afio después de la interrupcién del farmaco, lo que sugiere que este protocolo
produce un cambio permanente en la susceptibilidad a las crisis. Esto se relaciona con los
resultados del grupo de Bazyan A. (2001), quienes aplicaron PTZ-kindling en ratas y
observaron susceptibilidad a generar crisis 6 meses después de la aplicacion de dicho
protocolo, junto a un aumento en la actividad del complejo formado por los receptores
GABAj, BDZ y PTX.

Lo anterior, podria relacionarse con cambios en la eficacia sindptica en distintas
estructuras cerebrales, como el hipocampo. La induccién de SE por medio de kainato reduce
la facilitacion, probablemente por el aumento basal de la probabilidad de liberacion del
neurotransmisor (Zucker R., Wade R., 2002). De hecho en ratas tratadas con esta droga, se
encontré un aumento del tamafio del pool de glutamato a ser liberado, indicando un aumento
en la probabilidad de liberacion en las fibras musgosas de la sinapsis de CA3 (Goussakov I. et
al, 2000). El grupo de Doi T. (2011) evidencio que el ARNm del transportador glutamato-
aspartato (GLAST) en hipocampo de ratas habia disminuido en comparacion al grupo control
luego de 30 dias de la aplicacién de un protocolo de PTZ-kindling. Es sabido que gran parte
de la captacion de glutamato depende de transportadores gliales (Rothstein J. et al., 1996).
Debido a la presencia de concentraciones extracelulares elevadas de glutamato, podria

resultar en alteraciones en el potencial de membrana y despolarizacion sinaptica (Doi T. et al,
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2011). Conjunto a eso, el grupo de Watanabe T. (1999) encontré que ratones con deficiencia
de GLAST tenian una latencia mas corta en iniciar crisis ain mas severas en respuesta a PTZ,
lo que sugiere que el GLAST es un factor determinante para la susceptibilidad de las crisis
epilépticas.

Por otra parte, evidencias en kindling eléctrico en rata indican que existe una
hiperexcitabilidad astroglial, la cual conduce a un aumento en la gliotransmision mediada por
glutamato, regulando al alza la eficacia sinaptica a través de una mejora en la probabilidad
basal en las terminales glutamatérgicas. (Alvarez-Ferradas C. et al, 2015).

Otro fenémeno relevante es el aumento de la excitabilidad mediada por Ca®* en
astrocitos. Numerosos estudios han reportado que las ondas de Ca®" inducen una liberacion
local de glutamato que actta en las neuronas vecinas y producen despolarizacién o gradientes
de Ca®* neuronal (Wetherington J. et al, 2008). La gliotransmisién dependiente de Cca*
directamente contribuye con la excesiva sincronizacion que predispone a las conexiones
cerebrales a las crisis epilépticas. Fundamentos significativos para esta vision vienen de la
evidencia que indica que los astrocitos de conexiones hiperexcitables responden a sefiales
neuronales con un aumento masivo del Ca®* y generan un loop excitatorio recurrente con las
neuronas que poseen el potencial para promover una crisis focal (Carmignoto G. & Haydon
P., 2012). Esto fue observado por los grupos de Alvarez-Ferradas C. (2015) y de Wellmann
M. (2018) quienes evaluaron la excitabilidad del Ca®* astroglial comparando las elevaciones
espontaneas de Ca®* en rebanadas (preincubadas con SR101 y FLUO4-AM) de ratas control y
kindleadas eléctricamente. Las rebanadas de hipocampo en ratas kindleadas exhibieron
eventos de Ca?* espontaneo de mayor duracion respecto al grupo control, mientras que el

numero y la frecuencia de eventos por los astrocitos fue similar en ambos grupos. Hasta
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ahora no hay evidencia del comportamiento de la excitabilidad astroglial en el PTZ-

kindling, por lo que este es un antecedente de como podrian comportarse los astrocitos

en dicho modelo.

Los modelos de epileptogénesis ademas generan cambios en la expresion de ciertos
receptores a nivel cerebral. Las uniones de glutamato en el hipocampo de rata kindleada
tienden a aumentar alrededor de un 50% comparados con el grupo control 9 semanas después
de terminar el protocolo (Schroeder H. et al. 1998b). Este aumento en la unién de glutamato
estd asociada a un aumento de la unién a los receptores metabotrépicos de glutamato,
especialmente los del grupo I (mGlurl: mGIuR1 y mGIuR5) (Schroeder H. et al. 1999).

En ratas kindleadas eléctricamente se ha reportado un aumento en la expresiéon de
receptores mGIluR1 y mGIuR5 (Akbar M et al., 1996; Al Ghoul W. et al., 1998; Nagaraja R. et
al., 2004) asi como también en humanos con ELT (Blimcke I. et al., 2000), lo cual indicaria
que los receptores mGlu del grupo | podrian contribuir a la susceptibilidad a generar crisis
epilépticas (Loscher W. et al, 2006). La sobre regulacion del ARNm de mGIuRl y la
inmunoreactividad en el giro dentado encontrada por el grupo de Blimcke 1. (2000)
demuestran el aumento de la expresion del ARNm de mGIuR1 en el hipocampo de ratas
kindleadas eléctrica y quimicamente, resultado reportado en otros experimentos (Akbar M. et
al, 1996).

Por otra parte, hay diversos reportes que indican que el receptor metabotrdpico
purinérgico de ATP tipo 1 (P2Y1), también expresado en los astrocitos, esta regulado al alza
en la fisiopatologia de diversas patologias como epilepsia, enfermedad de Alzheimer y
accidente cerebro vascular (Kuboyama K. et al, 2011; Delekate A. et al, 2014; Alvarez-

Ferradas C. et al, 2015).
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Las sefiales de Ca** mediadas por el receptor P2Y1 ocurren en respuesta a un aumento
en la excitabilidad neuronal o incluso espontdneamente. La sobreexpresion de receptores
P2Y1, especificamente en astrocitos, preferentemente aumenta las sefiales de onda de Ca?* en
lugar de las sefiales de microdominio Ca®* (Shigetomi E. et al, 2018). Esto es consistente con
los informes que muestran que los receptores P2Y1 median las ondas de Ca** (Choo A. et al,
2013; Koizumi S., 2010)

Segun varios antecedentes, el proceso neuropatoldégico mas comudn encontrado en
pacientes con ELT farmaco-resistente es la esclerosis hipocampal (Thom M., 2004; Wieser H.
& ILAE Commission on Neurosurgery of Epilepsy, 2004; Blumcke I. & Spreafico R., 2012).
En 1964, Falconer y su grupo introdujeron el término de esclerosis temporal mesial (ELTM),
indicando que el dafio no se limita solo al hipocampo sino que también a estructuras tales
como amigdala y giro parahipocampal (Thom M. et al., 2009). Asociado a la esclerosis
hipocampal, la astrogliosis es una de las mayores caracteristicas (Wieser H. & ILAE
Commission on Neurosurgery of Epilepsy, 2004; Aronica E. & Muhlebner A., 2017). La
gliosis también es una marca patoldgica post traumatica observada en diversos cuadros
neuroldgicos, especialmente en un foco epiléptico, evidenciandose a través de un aumento en
la expresion de un marcador que es la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), lo cual ha sido
ampliamente reportado como un indicador de astrogliosis (Pekny M. & Nilsson M. 2005;
Oberheim NA et al, 2008; Morales J. et al, 2014; Wilcox K. et al, 2015; Alvarez-Ferradas C.
et al, 2015; Wellmann M. et al, 2018). La gliosis reactiva, es un componente de
neuroinflamacién que involucra cambios estructurales y metabdlicos en astrocitos y microglia,
y a menudo es una caracteristica prominente en la ELT en humanos y en la mayoria de los

modelos animales de crisis recurrentes (Wetherington J. et al, 2008). El grupo de Morales J.
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(2014) demostré que en la regibn CA1l del hipocampo de ratas kindleadas, astrocitos
hipertroficos situados en stratum oriens (SO) y stratum radiatum (SR) mostraron valores
medios de GFAP mas altos que las ratas control (relacionado con el area relativa y la
intensidad de la tincién). El grupo de Alvarez-Ferradas C. (2015) obtuvo resultados similares,
en donde astrocitos a nivel hipocampal de rebanadas de ratas kindleadas muestran hipertrofia
con procesos mas gruesos Yy sinuosos comparados con los del grupo control. Especificamente,
los astrocitos ubicados en SO y SR de la region de CAL de las rebanadas de kindling
exhibieron valores elevados del area relativa e intensidad de tincion con GFAP respecto a las
del grupo control. Otra evidencia reportada por Franke H. & Kittner H. (2001) indica que hay
un incremento de la inmunoreactividad con GFAP en ratas parcialmente kindleados 24 hrs
después de la sexta dosis de PTZ. Las diferencias fueron ligeramente mas grandes en el hilio
de la fascia dentada y en el stratum lacunosum-molecular de la regién de CAL, comparadas a
los animales controles. Estos astrocitos se caracterizaron por una mejora en la inmunotincion
del cuerpo celular y de los procesos fibrosos. El nimero de procesos de estos astrocitos
aumentaban aparentemente. La hipertrofia astroglial fue encontrada en algunos animales,
especialmente en la region de CA3 y en la amigdala basolateral.

Estos antecedentes permitirian sugerir que la astrogliosis reactiva puede asociarse con
la hiperexcitabilidad astroglial mediada por Ca®* en el hipocampo epiléptico (Alvarez-

Ferradas C. et al, 2015)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun los antecedentes anteriores, los modelos de epileptogénesis dentro de las distintas
modificaciones morfoldgicas y de conectividad sinaptica que generan, se relacionan con 4
caracteristicas esenciales:

e Cambios en la eficacia de la transmision glutamatérgica en sinapsis CA3-CAl del

hipocampo.
e Aumento en la excitacion astroglial mediada por Ca**.
e Astrogliosis, observada por un aumento de GFAP.

e Sobre expresion de receptores mGIuR 1y P2Y1.

Muchos estudios al respecto han utilizado los distintos modelos de kindling o el de SE
para homologar la ELT en ratas, mientras que los modelos de ELT en raton han recibido
menos atencién. La gran caracteristica que poseen los ratones es que ofrecen tecnologia
genética que puede ser muy valiosa para desentrafiar la compleja relacion entre
epileptogénesis, neurodegeneracion y alteraciones conductuales y cognitivos (Gréticke 1. et al,
2007).

Por lo tanto, la factibilidad de un modelo farmacoldgico en raton se posiciona con mayor
viabilidad, debido a que se requiere la inyeccidon de un agente convulsivante que genere un
foco epiléptico, ademas de las ventajas que posee el raton por sobre la rata (manipulacion
genética, viabilidad de las rebanadas).

Frente a esto, resulta interesante preguntarse si ¢el kindling farmacoldgico inducido por
PTZ en ratdn reproduce las caracteristicas observadas en otros modelos de kindling en

ratas?
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Hipotesis.
La epileptogénesis inducida por PTZ en ratdén provoca el aumento en la eficacia
sinaptica glutamatérgica e hiperexcitabilidad astroglial mediada por Ca®*, reproduciendo los

mecanismos observados en el kindling eléctrico de rata.

Obijetivos generales.

e Evaluar los cambios en la probabilidad de liberacion en sinapsis glutamatérgicas de CA3-
CAL1 en el modelo de epileptogénesis inducida por PTZ.

e Evaluar los cambios en la excitabilidad astroglial mediada por Ca*" en el modelo de
epileptogénesis inducida por PTZ

e Evaluar astrogliosis y sobreexpresion de receptores mGIuR5 y P2Y1 en el modelo de

epileptogénesis mediada por PTZ.

Objetivos especificos.

e Implementar y evaluar el protocolo de epileptogénesis inducida por PTZ en raton

e Evaluar el indice de facilitacion en la transmision sinaptica en el modelo de epilepsia
inducida por PTZ.

e Evaluar la duracién y frecuencia de las elevaciones espontaneas de Ca®" astroglial en el
modelo de epilepsia inducida por PTZ

e Evaluar area relativa de tincion para marcadores morfolégicos y de expresion de

receptores mGIuR5 y P2Y1
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Obijetivos procedimentales

e Determinar la duracion del protocolo de epileptogénesis inducida por PTZ en ratén.

e Establecer dosis de PTZ y grupos experimentales.

e Establecer criterios de observacion y clasificacion del comportamiento epiléptico.

e Obtener registros extracelulares reproducibles y estables del potencial postsindptico de
campo (fEPSPs) y volea presinéptica evocado por estimulacion de las colaterales de
Schaffer.

e Obtener registros reproducibles de las ondas de Ca®* astrogliales.

e Obtener registros de marcadores morfolégicos y de receptores en los astrocitos

hipocampales
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METODOLOGIA
Animales
Se utilizaron ratones macho de la sepa C57 de 15 - 35 grs., entre 30 — 60 dias. Todos
los procedimientos y el cuidado de los animales fueron realizados de acuerdo a las normas del
Comité de Etica y Cuidado Animal de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso
y el NIH (EE.UU.). Los animales se alimentaron ad libitum, con un ciclo de 12:12 hrs.

luz/oscuridad y permanecieron a 21°C £ 2°C con una humedad relativa de 55 * 5%.

Grupos experimentales y protocolo de administracién de PTZ

Los ratones se dividieron en 3 grupos: control, control+vehiculo (solucion salina al
0.9%) y PTZ (inyectados con dosis subconvulsivantes de 35 mg/kg). ElI grupo control
permanecio libre de administracion de un agente externo. El grupo control+vehiculo fue
sometido al mismo proceso que el grupo PTZ, pero con la diferencia del agente inyectado. El

protocolo para el grupo PTZ consta de 3 semanas (17 dias de duracion; fig 1).

SEMANA1 SEMANA 2 SEMANA 3
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Figura 1. Modelo de Epileptogénesis inducido por PTZ. Esquema temporal del protocolo utilizado. El
protocolo dura 3 semanas, contemplando 7 dosis de 35 mg/kg i.p. Las dosis fueron administradas en dias

intercalados (en gris y sefialados con flecha).
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Los ratones fueron ubicados en una sala especial para aplicar el protocolo y
monitorizar el procedimiento donde también se registré su peso. La solucion de PTZ (0.01 gr
de PTZ en 1 ml de solucion salina al 0.9%) se prepar6 cada dia para mantener la estabilidad
del farmaco e inyectar bajo las mismas condiciones a todos los ratones. Los ratones fueron
inyectados de manera intraperitoneal (i.p), administrando 7 dosis en dias intercalados: semana
1, dias 1-3-5; semana 2, dias 8-10-12; semana 3, dia 15. Posterior a cada inyeccion, se observé
el comportamiento de cada animal durante 1 hr para verificar los estadios de las crisis
epilépticas de acuerdo a la siguiente escala conductual: estadio 0: no hay respuesta; estadio 1:
inmovil y/o espasmos faciales y en orejas; estadio 2: ondas convulsivas a través del cuerpo;
estadio 3: sacudidas mioclonicas, cola levantada, rearing; estadio 4: crisis tonico-cldnicas, se
vuelca en posicion lateral; estadio 5: crisis tonico-clonicas generalizadas, se vuelca hacia el
lomo, pierde control postural, da saltos (Becker A. et al, 1992; Becker A. et al, 1997; Rithrich
H. et al, 2001; Bascuiiana P. et al, 2016; Davoudi M. et al, 2013; Goudarzi E. et al, 2015;
Shimada T & Yamagata K, 2018). El criterio para determinar que el animal fue “kindleado” es
que haya presentado crisis entre los estadios 4-5 por un minimo de 3 dias. Finalmente los

ratones fueron anestesiados y sacrificados al dia 17 para obtener rebanadas de hipocampo.

Obtencion de rebanadas de hipocampo

Se utilizaron rebanadas coronales de hipocampo, obtenidas segun se especifica en
Bonansco C. et al. (2011); Bonansco C. et al. (2007); Bonansco C. et al. (2002); Fuenzalida
M. et al. (2009). Los ratones, luego de ser anestesiados, fueron sacrificados mediante
decapitacion. El cerebro fue removido por craneotomia y sumergido en liquido cerebroespinal

artificial (LCA) frio (<4°C) a pH 7.4 estabilizado mediante burbujeo de gas carbdgeno (95%
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02 — 5% CO2). La composicion del LCA (mM): 124.0 NaCl, 2.7 KCI, 1.25 KH2PO4, 2.0
Mg2S04, 26.0 NaHCO3, 2.5 CaCl y 10.0 glucosa. Utilizando un Vibratomo (Pelco 3000, St.
Louis, MO) se obtuvieron rebanadas transversales de hipocampo (300 — 350 pum), las cuales
fueron incubadas en LCA (>1 hr) a temperatura ambiente. Posteriormente las rebanadas son
transferidas y fijadas a una cadmara de registro (2 ml) bajo un microscopio Olympus BW50WI,

siendo perfundidas con LCA (2ml/min) burbujeado con gas carbdgeno.

Registro extracelular de campo

El registro extracelular de potenciales postsinapticos excitatorios de campo (fEPSP) se
llevd a cabo con un Amplificador Grass Inc., utilizando micropipetas extracelulares y
estimulacion bipolar convencional. La estimulacion se realizo sobre las colaterales de Schaffer
mientras se registraba la actividad de las neuronas en CA1 ubicando el electrodo de registro
sobre el Stratum radiatum. Se aplicé un protocolo de pulsos pareados a una frecuencia de 0.3
Hz, siendo los pulsos presentados con un intervalo de 80 ms, ambos de igual intensidad. El
primer fEPSP obtenido se catalogé como R1 y el segundo como R2. El indice de facilitacion
por pulsos pareados (PPR index) se calcul6 por medio de la razén entre R2/R1.

Ademas, se aplicé un protocolo de curva entrada y salida, aumentando cada 10 pA la
intensidad de estimulacion hasta alcanzar la primera respuesta de espiga poblacional. La
espiga poblacional se determiné observando la deformacion del fEPSP.

Los registros se llevaron a cabo en presencia de picrotoxina (PTX 10 puM) para

registrar sélo la transmision excitatoria.
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Registro de ondas de Ca**

Las ondas de Ca*" astroglial fueron monitoreadas mediante microscopia de
fluorescencia con camara de registro CCD Andor DR-328G. Fluo-4 AM fue empleado como
indicador de calcio, aplicado por bulk-loading. El control de la adquisicion de las imagenes
(0.5 — 1 seg, tiempo de exposicién 100 — 150 ms), asi como el analisis de las ondas de Ca?*, se
realizé utilizando el software Nis-Elements AR 3.1 (Nikon). Para identificar los astrocitos en
el hipocampo se utilizé el marcador morfolégico Sulforodamina 101 (SR101; 0,5- 1 uM)
utilizando la técnica descrita en Kafitz et al. (2008).

Protocolo de incubacién con SR101: Se utilizd un LCA especial bajo en Ca®* (en mM: 125

NaCl, 2,5 KClI, 0,5 CaCl2, 6 MgClI2, 1,25 NaH2PO4, 26 NaHCO3 y 20 glucosa, burbujeado
con 95% de O2 y 5% CO2; pH 7,4). La solucién final en la que son incubadas las rebanadas
de hipocampo contenia 5 ml del ringer especial antes mencionado y 5 puL de SR101. Las
rebanadas, se incuban en un bafio termoregulador a 32-34°C durante 30 min. Luego de esto,
las rebanadas se traspasan a una camara con LCA normal y se mantienen por 30 min a
temperatura ambiente.

Protocolo de incubacién con Fluo-4 AM: La variacién de Ca®* en los astrocitos fue medida a

través del monitoreo de los cambios en la intensidad de fluorescencias usando Fluo-4 AM, ya
que bajo estas condiciones la mayoria de las células cargadas son astrocitos (Navarrete &
Araque, 2008). Se utilizé la técnica usada por Ding S. (2012) y Alvarez-Ferradas C. et al.
(2015). Las rebanadas previamente incubadas en SR101, son incubadas con Fluo-4 AM (5 -
10 uM) disuelto en LCA regular durante 60-75 minutos a temperatura ambiente. Para preparar

el FLUO-4 AM se utilizaron 4ul de DMSO vy 3ul de éacido plurénico (20% en DMSO),
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afiadidos directamente a un vial de Fluo-4 AM; 1,3 ul de la solucion fueron aplicados
directamente al hipocampo.

Las células fueron iluminadas (4rea de 36700 pm?) con una lampara de xenén a 490
nm a una frecuencia de 1 Hz durante 5 minutos y el tiempo de exposicién, regulado por un
obturador (Lambda SC Smart shutter, Sutter Instrument Company). Se utilizaron los softwares
Niss-Elements AR 3.2 (Nikon, Japan) para el control de la adquisicion de iméagenes y el
analisis off-line, y pClamp de Molecular Devices (USA) para la cuantificacion de las
oscilaciones de Ca®*. Las elevaciones de Ca®* fueron cuantificadas a través de la definicién de
regiones de interés (ROISs) elipticas, manualmente ajustadas a la forma y el tamafio del area
que exhibia variaciones en su intensidad de fluorescencia. Ademas se utilizd la colocalizacion
con SR101 y el reconocimiento morfolégico a través de microscopia infrarroja. Las
variaciones de Ca?* fueron estimadas como cambios en la sefial de fluorescencia por sobre la
fluorescencia basal (AF/FO), luego de haber extraido el ruido de fondo. Fueron consideradas
como oscilaciones de Ca®* aquellos eventos en donde AF/FO excedié por encima de dos
desviaciones estandar la fluorescencia basal por al menos dos cuadros consecutivos. Las
variables utilizadas para caracterizar las oscilaciones espontaneas de Ca®* astroglial fueron la
duracioén (en segundos), expresada como la duracién total de la oscilacion; la frecuencia (min-
1 0 Hz segln se indique); y el nmero de astrocitos por area que exhiben oscilaciones de Ca®*
espontaneas. Fueron considerados como eventos independientes aquellos en donde la AF/FO

disminuy6 por debajo del 50% en relacion a FO.
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Inmunotincion y adquisicion de iméagenes

Las rebanadas de hipocampo obtenidas fueron fijadas con solucion Bouin-
Formaldehido durante 1 mes a 4°C. Las secciones se lavaron con 2 veces con PBS 0,05M (pH
7,4) sequido por lavado over night con la misma solucion. Las rebanadas fueron lavadas (6x5
min) en PBS 0,05M + Triton X-100 0,5% (PBS-TX; pH 7,4), seguido de la incubacién over
night con anticuerpos primarios anti-GFAP (Merck (Chemicon); monoclonal raton; 1/200);
anti-mGIuR5 (upstate Biotechnology, NY USA; policlonal rabbit; 1: 200) y anti-P2Y1R
(Alomone Labs; Israel; conejo policlonal, 1:100) a temperatura ambiente (22-24°C). Las
muestras se lavaron (6x5 min) con PBS 0,05M (pH 7,4) y luego se incubaron con anticuerpos
secundarios (Jackson Inmunoreasearch Inc. Pennsylvania, US) CY2 anti-rabbit (1:200) y
CY3 anti-mousse (1:200) por cinco horas. Las muestras se lavaron (6x5 min) con PBS 0,05M
(pH 7,4) y se montaron mediante medio de montaje fluorescente DAKO (DAKO North
America Inc.) y fueron observadas mediante un microscopio confocal Zeiss 780. La
cuantificacion de intensidad de fluorescencia (expresada en unidades arbitrarias, UA) y
promedio de area de fluorescencia (% con respecto a area CA1) se realizé6 mediante software
Image J (NIH, USA). Los resultados se expresan como el area relativa de inmunotincion (es

decir, el area de unidades individuales de tincion).
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Analisis estadistico

En todos los casos se determind en primer lugar la distribucion de cada poblacion
(Shapiro-Wilk test). Los datos se expresan como el promedio mas el error estandar (SEM).
Para el analisis de los distintos grupos se utiliz6 ANOVA de un factor o Kruskal-Wallis test
segun la distribucion de los datos. En el caso de ANOVA de un factor, se acompafia con el
Test de Tukey post-hoc para comparaciones multiples; y en el caso de Kruskal-Wallis test se
acompafia con el test de Dunn post-hoc para comparaciones multiples. Las diferencias fueron
consideradas estadisticamente significativas cuando se obtuvo un p<0.05 (*); p<0.01 (**) o

p<0.001 (***), segun se indique.
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RESULTADOS
Fenotipo de comportamiento epileptogénico en PTZ-kindling

Luego de administrar las 7 dosis, los animales fueron observados y se analiz6 su
comportamiento. 20 animales se utilizaron en el grupo PTZ. Un 85% sobrevivio al protocolo
(n=17) y un 15% murié en uno de los dias de inyeccion (n=3).

Se analizaron 3 componente fenotipicos: el promedio de los estadios alcanzados en
cada dia de inyeccion, la latencia (promedio de tiempo en alcanzar un estadio 5) y el promedio
de la duracidn del estadio 5 (Fig. 2). A medida que el animal es inyectado, la severidad de los
estadios aumenta en funcion de la progresion del protocolo (Fig 2A). Por otra parte, la latencia
fue disminuyendo conforme se administran las distintas dosis. La figura 2B muestra este
resultado, donde los valores medios de latencia tienden a disminuir a medida que avanza el
protocolo (Fig 2B. Dia 1: 4,21+1,47 min. n=6 vs dia 7: 2,96£0,51 min. n=14). Finalmente, la
duracion de crisis de estadio 5 aumenta en funcién de la progresion del protocolo (Fig 2C.

Dia 1: 0,3£0,1 min. n=6 vs dia 7: 2,5£0,5 min. n=14).
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Figura 2. Fenotipo de comportamiento epileptogénico inducido por PTZ. (A) Promedio de los estadios
alcanzados en cada dosis administrada. (B) Latencia media de las crisis estadio 5. (C) Duracién media de las
crisis estadio 5. En las tres figuras se muestra un ajuste de regresion lineal (linea roja) con un valor r de Pearson

de 0,94 (fig A); -0,78 (fig B); y 0,97 (fig C).
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Efecto del PTZ-kindling en la transmision excitatoria en sinapsis CA3-CA1

Para evaluar los cambios en la transmision sinaptica, se registraron los fEPSP en
stratum radiatum, estimulando las colaterales de Schaffer, utilizando protocolo de
estimulacion de intensidad variable para obtener la curva entrada/salida y protocolo de pulsos
pareados para obtener el indice de facilitacion (ambos protocolos descritos en materiales y
métodos).

Mientras que la amplitud de los fEPSP fueron similares entre los grupos control y
vehiculo, las respuestas del grupo PTZ fueron mayores respecto a la intensidad de
estimulacion dada (Fig 3A y 3B). La curva entrada/salida mostré mayor excitabilidad en el
grupo PTZ junto a un valor mayor de pendiente, respecto al control y vehiculo (Fig 3B.
Control: 1,54+0,06 n=9 vs PTZ: 3,91+0,40 n=4 vs Vehiculo: 1,38+0,08 n=5).

Conjuntamente, la amplitud de la volea sinaptica (fV) necesaria para generar una
espiga poblacional fue menor en el grupo PTZ (Fig 3C. Control: 0,35+0,04 mV. n=9 vs PTZ:
0,17+0,60 mV. n=4 vs Vehiculo: 0,27+0,02 mV. n=6).

Finalmente, el indice de facilitacion por pulsos pareados (PPR index) fue
significativamente menor en el grupo PTZ respecto al grupo control (Fig 3D. Control:
1,37+0,04. n=22 vs PTZ: 1,20+0,05. n=9; p= 0,014), mientras que el grupo vehiculo mostrd
valores similares al control (Vehiculo: 1,26+0,02. n=14; p= 0,576). Como los cambios en la
facilitacion por pulsos pareados se correlacionan inversamente con la probabilidad de
liberacién (Dobrunz L. & Stevens C., 1997), la disminucion de la facilitacién por pulsos
pareados en los ratones PTZ reflejaria un aumento en la probabilidad de liberacion del
neurotransmisor. En conjunto, estos resultados sugieren que la transmision sinaptica

glutamatergica y excitabilidad hipocampal se encuentra aumentada en ratones PTZ.
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Figura 3. Efecto del PTZ-kindling en la transmision excitatoria en sinapsis CA3-CALl. (A) Trazos
representativos de fEPSP en los grupos Control y PTZ. (B) Curva entrada y salida (izquierda). Cada grupo
presenta ajuste de regresion lineal de r de Pearson (linea negra. Control=0,94; PTZ=0,79; vehiculo=0,91).
Valores de la pendiente de los 3 grupos (derecha). (C) Trazo representativo de la relacion de la fV con la
aparicion de espiga poblacional entre los grupos Control y PTZ, ambas sefialadas con flecha (izquierda). Umbral
de aparicién de la espiga poblacional (derecha). (D) Trazos representativos de fEPSP con protocolo de
facilitacion por pulsos pareados en grupo control y PTZ (izquierda). PPR index en los 3 grupos (derecha).
Estadistica: Test de Shapiro Wilk para distribuciones, Anova de un factor con Test de Tukey post-hoc para

comparaciones maltiples (* p<0,05).
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Efecto del PTZ-kindling sobre las ondas de Ca?* astrogliales

Para evaluar si existen diferencias en la fisiologia astrocitica entre los 3 grupos
experimentales, se realizaron registros del patrén de ondas de Ca* astroglial en rebanadas de
hipocampo previamente incubadas con SR101 (como marcador morfolégico astroglial) y
Fluo-4 AM (como indicador intracelular de Ca®"), segtin los protocolo indicados en materiales
y métodos. En rebanadas obtenidas de ratones PTZ, los astrocitos exhibieron oscilaciones de
Ca®* de mayor duracién en comparacion a los controles y grupo vehiculo (Fig 4A, B y C.
Control: 20,1+0,49 seg, mediana 19 seg. n=179 vs PTZ: 23,9+0,60 seg, mediana 23 seg.
n=155 vs Veh: 20,3+0,44 seg, mediana 19 seg. n=185; p=0,0001). La frecuencia media de las
oscilaciones fue mayor en el grupo Vehiculo. (Fig 4D. Control: 0,046 +0,002 Hz, mediana
0,04 Hz. n=179 vs PTZ: 0,041 +0,001 Hz, mediana 0,04 Hz. n=155 vs Veh: 0,049+0,001 Hz,
mediana 0,047 Hz. n=185; p=0,0004).

La mayor diferencia de duracion entre las poblaciones de oscilaciones espontaneas de
Ca?* astroglial se observé por sobre el percentil 75 de la distribucién acumulada (Fig 4B
Control: 23 seg. n=179 vs PTZ: 28 seg. n=155 vs Veh: 23 seg. n=185). Consecuentemente, los
eventos aleatorios en un mismo astrocito fueron agrupados en oscilaciones rapidas (FT) y
lentas (ST), utilizando como criterio de corte el valor correspondiente al percentil 75 en la
condicion control: 23 seg (Alvarez-Ferradas C. et al, 2015; Wellmann M. et al, 2018). El
grupo PTZ mostr6 un mayor porcentaje de oscilaciones ST respecto a los otros 2 grupos. (Fig
4E. Control: 30,4+1,5%. n=163 vs PTZ: 37,2+1,7%. n=154 vs Veh: 30£1,3%. n=180; p=
0,0023). En conjunto, el porcentaje de oscilaciones FT fue menor en el grupo PTZ respecto a
los otros 2 grupos. (Fig 4E. Control: 69,6+1,5%. n=163 vs PTZ: 62,8+1,7%. n=154 vs

70+1,3%. n=180; p= 0,0023).
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En el mismo sentido, la frecuencia media de las ST en el grupo PTZ fue mayor
respecto al grupo control (Fig 4F. Control: 0,011+0,0004 Hz. n=163 vs PTZ: 0,013+0,0004
Hz. n=154 vs Veh: 0,012+0,0004 Hz. n=180; p=0,006), acompafiada de una disminucion en la
frecuencia media de las FT del grupo PTZ respecto a los otros 2 grupos (Fig 4F. Control:
0,035+0,002 Hz. n=163 vs PTZ: 0,028+0,001 Hz. n=154 vs Veh: 0,036+£0,002 Hz. n=180;
p=0,001). Estos resultados muestran que los astrocitos en el PTZ-kindling exhiben un
aumento en la excitabilidad Ca®*-dependiente, la cual se caracterizaria por una mayor
incidencia de las ST.

Finalmente, dado que las diferencias en las frecuencias de FT y ST entre los 3 grupos
podrian atribuirse a una interrupciéon de la excitabilidad astroglial, se evalu6 la razon de
frecuencia FT / ST como un indice de hiperexcitabilidad astrocitica, donde un indice mas bajo
estarfa asociado a una mayor excitabilidad dependiente de Ca*. En el grupo PTZ, el valor del
indice FT / ST fue significativamente méas bajo que en los otros 2 grupos (Fig 4G. Control:
4,81+0,47. n=163 vs PTZ: 3,28+0,34. n=154 vs Veh: 4,82+0,44. n=180; p= 0,0023). Estos
hallazgos sugieren que los astrocitos del hipocampo de ratones sometidos a PTZ-kindling
exhiben un aumento de la excitabilidad dependiente de Ca®* caracterizada por una mayor

incidencia de eventos de larga duracion.
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Figura 4. Efecto del PTZ-kindling sobre las ondas de Ca*" astrogliales. (A) Trazos de representativos de la
actividad espontanea Ca’*-dependiente en cinco astrocitos en condiciones Control, PTZ y Veh (arriba).
Superposicion de oscilaciones espontaneas de Ca** obtenidas de 20 células por condicién, alineadas al comienzo
de cada evento. Los cuadros grises muestran la ventana temporal dentro de los 23 sec, correspondiente al corte
entre FT y ST. Las ST de Ca®* (10 trazos) se resaltaron en rojo y las FT se resaltaron en negro (10 trazos) (abajo).
(B) Porcentaje acumulado para la duracién de las oscilaciones de Ca?* astroglial en grupos Control (n=179); PTZ
(n=155) y Vehiculo (n=185). (C) Gréfico de la duracién media en cada condicion (D) Gréafico de la frecuencia
media en cada condicion. (E) Gréafico de porcentaje de oscilaciones lentas (ST) y rapidas (FT) por condicion (F)
Gréfico de frecuencia de oscilaciones lentas (ST) y répidas (FT) por condicién (G) Razon entre oscilaciones
rapidas (FT) y lentas (ST) en cada condicion. Estadistica: Test Shapiro-Wilk para analisis de distribuciones,

Kruskal Wallis test con Test de Dunn post-hoc para comparaciones multiples (** p<0,01; ***p<0,001).
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Cambios de expresion asociados al PTZ-kindling

La astrogliosis reactiva esta caraterizada por alteraciones morfoldgicas y de expresion
de diferentes moleculas en los astrocitos durante diversos estados patolégicos, incluida la
epilepsia. Para confirmar este cambio morfol6gico en el hipocampo de ratones sometidos a
PTZ-kindling, se evalud la inmunorreactividad a GFAP, cuyo aumento de la expresion es un
indicador de astrogliosis (Pekny M. & Nilsson M., 2005). Los astrocitos del grupo PTZ
mostraron una morfologia hipertréfica con procesos mas gruesos e irregulares en comparacion
a los grupos control y vehiculo (Fig. 5A). Especificamente, astrocitos ubicados en stratum
radiatum de la region CA1 del grupo PTZ mostraron valores mayores de area a GFAP* (Fig
5B. Control: 2,41+0,22%. n= 7 vs PTZ: 24,54+1,42%. n= 8 vs Veh: 2,85+0,40%. n= 8).
Ademé&s se consideraron marcadores para receptores P2Y1 y mGIuR5, los cuales se
encuentran sobrexpresados en otros modelos de epilepsia crénica (Arénica E. et al, 2000;
Cavarsan C. et al, 2012; Alves M. et al, 2017). El grupo PTZ presenta una sobreexpresion de
ambos receptores (Fig 5A), con un aumento en los valores del area positiva para mGIuR5 (Fig
5B. Control: 0,57+0,26%. n=4 vs PTZ: 7,91+4,27%. n=4 vs Veh: 0,87+£0,40%. n=4) y
receptor purinergico P2Y1 (Fig 5B. Control: 0,11+0,08%. n=3 vs PTZ: 3,04+1,70%. n=4 vs

Veh: 0,55+0,40%. n=4)
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Figura 5. Cambios morfoldgicos inducidos por el PTZ-kindling. (A). Imagenes representativas de
microscopia por fluorescencia de GFAP (en rojo), P2Y1 (en verde a la izquierda) y mGIuR5 (en verde a la
derecha). (B) Valores medios del % de &rea positiva a GFAP® (izquierda), P2Y1%(al centro) y mGIuR5"

(derecha). El nimero de casos es insuficiente para realizar un analisis estadistico.
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DISCUSION

El objetivo general de este trabajo fue caracterizar un modelo farmacol6gico de PTZ-
kindling y determinar si reproduce los cambios de eficacia sinaptica, cambios en la
excitabilidad astroglial y cambios morfoldgicos evidenciados en otros tipos de modelos de
epileptogénesis en roedores. Los resultados aqui presentados demuestran que, en el
hipocampo de los ratones sometidos al PTZ-kindling, la actividad astroglial espontanea
dependiente de Ca?* se altera, principalmente en la frecuencia y porcentaje de las oscilaciones
lentas (ST). Esto se acompafia de cambios en la eficacia sinaptica, evidenciados en un
aumento en la probabilidad de liberacidn en sinapsis glutamatérgicas en circuito CA3-CAL de
hipocampo en conjunto a una disminucién en el umbral de disparo de espiga poblacional y de
los cambios morfoldgicos asociados a astrogliosis y sobreexpresion de receptores P2Y1 y

MGIuRS.

Aumento de la eficacia sinptica en transmision glutamatérgica CA3-CAL en el hipocampo
epiléptico

Los resultados obtenidos indican que los ratones kindleados presentan un aumento en
la excitabilidad observada por una pendiente mayor en la curva entrada y salida asociada a un
umbral menor de disparo de espigas poblacionales. Esto quiere decir, que a menor volea
sinaptica se gatilla un fEPSP que generan espigas poblacionales de mayor amplitud (Fig 3A'y
3B). Estos resultados se podrian relacionar con la suceptibilidad de un tejido nervioso a
generar hiperactividad y desarrollar crisis convulsivas, reduciendo el umbral de convulsiones
y una mayor sensibilidad al estimulo inductor, caracteristicas de los kindling quimicos

(Gilbert M., Goodman J., 2006).
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Los cambios de excitabilidad de la espiga poblacional evidenciados en este estudio,
coinciden con otras investigaciones realizadas en ratas mediante kindling eléctrico (Morales J.
etal, 2014)

El grupo de Postnikova T. (2019) desarroll6 un estudio de SE inducido por una dosis
Unica de PTZ (70 mg/kg i.p) e hicieron registros electrofisiologicos de fEPSP en CAL de
stratum radiatum y piramidal. En ratas que desarrollaron SE, las espigas poblacionales
aparecieron en respuesta a una intensidad de corriente mas baja que en los cortes de los
animales de control, lo cual indica que la excitabilidad de las neuronas en CAl aumento
después de las crisis.

Estos resultados se replican en el estudio del grupo de Palizvan M. (2001), quienes
registraron potenciales de campo in vivo en la region CAl del hipocampo de ratas
previamente implantadas con electrodos de registro y de estimulacion. Aplicaron un protocolo
de administracion de dosis de 45 mg/kg i.p. de PTZ cada 48 hrs por un periodo de una semana
a un mes. Sus resultados electrofisiologicos indican que el kindling no tiene efecto en la
pendiente de fEPSP o en la amplitud de la espiga poblacional en un periodo breve terminado
el protocolo, pero 1 mes mas tarde, la amplitud de la espiga poblacional aumenta. Dado que la
amplitud de la espiga poblacional refleja el nimero y la sincronia de las descargas de las
neuronas piramidales. Los cambios de umbral sugieren modificaciones presinapticas y / o
postsinapticas a largo plazo.

Hay que recordar que los distintos modelos en epilepsia se acompafian de cambios
electrofisiologicos y moleculares en diferentes areas del cerebro, incluidos el hipocampo y el
giro dentado. Junto con el cueno de Amon, el giro dentado es una de las zonas més sensibles a

los modelos de kindling (Morimoto K. et al., 2004; Ang C. et al., 2006). En el kindling por
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PTZ aumenta la amplitud de las espigas poblacionales en las células granulares del giro
dentado. (Robinson G. et al., 1991; Fathollahi Y. et al., 1997; Ruthrich H. et al., 2001). Estas
caracteristicas fueron observadas por el grupo de Davoudi M. (2013), quienes desarrollaron un
protocolo de kindling inducido por PTZ, donde realizaron registros electrofisiologicos de
campo en modalidad “freely moving” a ratas previamente implantadas con un electrodo
monopolar en el giro dentado. Sus resultados evidencian una disminucion en la facilitacion
por pulsos pareados, lo cual corrobora nuestros resultados sobre un aumento en la liberacion
de glutamato y un aumento en la actividad de sus receptores debido al aumento en la
probabilidad de liberacién de neurotransmisor (Fig 3D) (Leung L. & Au A., 1994; Kamphuis
W. et al, 1994; Morrisett R. et al, 1989).

Los resultados del grupo de Alvarez-Ferradas C. (2015) mostrados en sinapsis
glutamatérgicas de rebanadas de hipocampo en ratas kindleadas eléctricamente concuerdan
con lo descrito en el presente modelo de kindling quimico. En ambos modelos el aumento
anormal de la eficacia sinaptica es debido al aumento de la probabilidad de liberacién basal en
los terminales sinapticos. Sus hallazgos también muestran que la gliotransmission mediada
por glutamato estd aumentada en el hipocampo de rata kindleada, presumiblemente como
consecuencia de una hiperexcitabilidad astroglial, mecanismo que también fue evidenciado en

nuestro estudio, el cuél sera desarrollado en el siguiente apartado.
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Hiperexcitabilidad astroglial Ca**-dependiente en el hipocampo epiléptico

Los resultados obtenidos indican que los ratones kindleados con PTZ exhiben un
aumento en la duracién promedio de las oscilaciones espontaneas de Ca* astroglial (Fig 4C),
como consecuencia de un desbalance en la frecuencia y porcentaje total de FT y ST, traducido
en un aumento en la frecuencia y porcentaje de ST con disminucion de esos parametros en las
FT (Fig.4E y 4F). Este desbalance es mucho mas evidente cuando se analiza la razon entre las
FT y ST, donde un indice mas bajo estaria asociado a una mayor excitabilidad dependiente de
Ca®*, siendo caracterizada por una mayor incidencia de eventos de larga duracion, expresados
como una relacion de frecuencia FT / ST maés baja (Fig 4G).

Estos cambios en las oscilaciones de Ca®* ocurren de forma paralela a los cambios
morfolégicos. Los astrocitos reactivos muestran un patrén de sefiales de Ca®* aberrantes, el
cual se caracteriza por el aumento de la incidencia de oscilaciones lentas términos de duracion
y frecuencia. Este tipo de patron aberrante ha sido descrito en astrocitos reactivos en distintos
modelos patologicos (Wellmann M. et al, 2018; Heuser K. et al, 2018; Tian G. et al, 2005),
indicando que los diversos mecanismos que subyacen las sefiales de Ca** son dependientes de
las distintas condiciones experimentales (Shigetomi E. et al, 2019).

Asi, el desbalance FT/ST podria ser el mecanismo que subyace al aumento en la
gliotransmision mediada por glutamato en el hipocampo epiléptico, provocando un alza en la
probabilidad de liberacion en terminales glutamatérgicos de las sinapsis de CA3-CA1, cémo
se menciond en el apartado anterior (Fig. 3C) y con ello un aumento en el tono glutamatérgico
en el hipocampo (Cavus I. et al., 2005). Estos resultados se replican con los observados por
Alvarez-Ferradas et al., (2015) y Wellmann M. et al (2018), quienes en el modelo de kindling

eléctrico en ratas obtuvieron el mismo comportamiento de hiperexcitabilidad astroglial

52



evidenciado en este estudio. En modelos agudos de epilepsia, el aumento de las ondas de Ca**

se relacionan con un aumento en la frecuencia de las despolarizaciones neuronales sincrénicas
(Carmignoto G. & Fellin T. 2006). El aumento en la gliotransmision mediada por glutamato,
asi como también el incremento en el tono glutamatérgico hipocampal, podrian explicar las
altas concentraciones de glutamato observadas en el foco epiléptico en pacientes
diagnosticados con ELT (Seifert G. et al., 2006). Existe un amplio conocimiento de que a
través de la liberacion de glutamato en astrocitos dependiente de Ca* se puede excitar
directamente a neuronas vecinas y favorecer la actividad sincronizadas mediadas por la
activacion del receptor extrasinaptico de NMDA. Esto indica un rol fundamental de la
gliotransmision dependiente de Ca®* en la generacién de actividades epileptiformes. El
soporte indirecto para esta hipétesis fueron los resultados de estudios posteriores en rebanadas
de cerebro y en preparaciones in vivo que describieron un aumento significativo en la
frecuencia de las oscilaciones de Ca®" en astrocitos durante la actividad epileptiforme

(Carmignoto G. & Haydon P., 2012).

53



Aumento de GFAP y sobre expresion de mGIuR5 y P2Y1

Los resultados obtenidos indican que los ratones kindleados con PTZ presentan
aumento del area de inmunofluorescencia para GFAP, mGIuR5 y P2Y1 respecto al grupo
control y vehiculo (Fig 5).

El proceso de astrogliosis ampliamente documentado en distintos modelos
experimentales de epilepsia, muestras de tejido obtenidos de pacientes con TLE (Aronica E. et
al, 2000; (Pekny M. & Nilsson M. 2005; Oberheim NA et al, 2008; Wilcox K. et al, 2015) y
en los estudios previos de nuestro grupo (Morales J. et al, 2014; Alvarez-Ferradas C. et al,
2015; Wellmann M. et al, 2018) corroboran los presentes resultados en el modelo PTZ-
kindling aplicaco en raton.

Asi mismo, la sobreexpresion de receptores metabotrépicos de glutamato del grupo |
(i.e.: mGIuR5) que observamos en el hipocampo de ratones PTZ-kindling, se corrobora con
resultados previos descritos en otros modelos de epilepsia (Akbar M et al., 1996) asi como
también en humanos con ELT (Blimcke I. et al., 2000; Notenboom R., 2006). En un modelo
de SE inducido por pilocarpina en ratas se encontré una sobreexpresion de mGIuR5 en
stratum oriens de CA3 (Cavarsan C. et al, 2012). Asi mismo, un modelo de kindling eléctrico
en ratas generd una sobreregulacién de receptores mGlu I, especialmente mGIuRS5, los cuales
se expresaron fuertemente una semana después al protocolo en astrocitos reactivos del hilus y
region de CA3 (Ardnica E. et al, 2000). En esta misma linea, el grupo de Léscher W. (2006)
determind que el uso de antagonistas para mGIuR1 y mGIuR5 en un modelo de kindling
eléctrico no generan efectos anticonvulsivantes significativos para tratar crisis parciales,
sugiriendo que la gliotransmisién contribuye en ciertos mecanismos rio arriba a la generacion

de la actividad ictal, como por ejemplo la progresion y recurrencia de las crisis epilépticas.
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Conjunto a lo anterior, el receptor P2Y1 también sufre cambios de expresion en
astrocitos reactivos. A diferencia de los mGIuR5, la sobrexpresion de receptores P2Y1
constituye una de las respuestas predominantes durante la epilepsia experimental y en
pacientes con epilepsia (Alves et al., 2017), ratificando los hallazgos observados en el
presente estudio (Fig 5).

Las sefiales de Ca** mediadas por el receptor P2Y1 ocurren en respuesta a un aumento
de la excitabilidad neuronal (Shigetomi E. et al, 2019) o por activacién de la microglia
(Pascual O. et al, 2012). Estudios previos en nuestro laboratorio muestran que la
sobreexpresion del receptor P2Y1 en los astrocitos aument6 preferentemente las sefiales de
Ca®* de larga duracion (Wellmann M. et al, 2018). Hay que considerar que las crisis
epilépticas traen consigo la liberacion de agentes proinflamatorios, los cuales también se ha
demostrado que regulan la actividad sindptica del hipocampo mediante el control de la
liberacién de glutamato de los astrocitos (Habbas S. et al., 2015; Santello M., Bezzi P., &
Volterra A., 2011). EI grupo de Nikolic L. (2018) comprob6 que este mecanismo depende de
la activacion de los receptores P2Y1 en el hipocampo de raton. Ademas, reportaron que las
sefiales de Ca** de los astrocitos del giro dentado dependian de la activacién del receptor
P2Y1, sugiriendo asi un loop clave dependiente de este receptor. Esto es consistente con
reportes que muestran que los receptores P2Y1 median las ondas de Ca®* (Koizumi S. et al,

2010; Choo A. et al, 2013).

En suma, todos nuestros resultados sugieren que en el modelo PTZ-Kindling en raton
el aumento de las ondas de Ca?* astroglial -via P2Y1R- producirian un aumento de la
gliotransmision mediada por glutamato, aumentando la eficacia sinaptica y excitabilidad —via
mMGIuR- en neuronas piramidales del hipocampo.
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CONCLUSIONES
1.- El modelo PTZ-kindling genera una alteracion en las sefiales de Ca?* astroglial,
evidenciado en el aumento de las oscilaciones lentas (FT/ST). Esto podria ser el mecanismo
que subyace al aumento en la gliotransmisién mediada por glutamato en el hipocampo
epiléptico.
2.- EI modelo PTZ-kindling genera un aumento en la probabilidad de liberacién en terminales
glutamatérgicos de las sinapsis de CA3-CAL, y con ello eventualmente un aumento en el tono
glutamatérgico en el hipocampo.
3.- El modelo PTZ-kindling genera astrogliosis en el hipocampo epiléptico, asociado a la
sobreexpresion de receptores mGIuR5 y P2Y1. Estos cambios morfoldgicos podrian contribuir
al alza en la gliotransmision, manteniendo un tono glutamatérgico elevado.
4.- Estos resultados sugieren que la alteracion funcional del la sefializacion astroglial es un
mecanismo comun que subyace al proceso de epileptogénesis. Este estudio permite disponer
del modelo de PTZ-kindling en raton para estudiar la contribucion de la gliotransmision a
través de herramientas de genética molecular en el cerebro epiléptico, permitiendo la
busqueda de nuevos blancos farmacoldgicos para el tratamiento de la epilepsia refractaria,

apuntando a la gliotransmision como eje central.
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