Posgrado en
Biologia Experimental

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD IZTAPALAPA
DEPARTAMENTO CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
PROGRAMA DE POSGRADO EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

MODIFICACION DE LA PROTEINA SV2A DURANTE LA GENERACION DE LA
EPILEPSIA Y SU ASOCIACION CON LA RESPUESTA AL LEVETIRACETAM

T E S | S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL
PRESENTA

M. en C. ITZEL JATZIRI CONTRERAS GARCIA

COMITE TUTOR
Co-Directora: Dra. Julieta Mendoza Torreblanca
Co-Directora: Dra. Beatriz Gomez Gonzalez

Asesor: Dr. Emilio Dominguez Salazar

Junio 2019




“El Programa de Doctorado en Biologia Experimental de la
Universidad Auténoma Metropolitana pertenece al Programa
Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) del CONACYyT, registro
001482, en el Nivel Consolidado, y cuenta con apoyo del mismo
consejo, clave DAFCYT-2003IDPTNNN0020".

El trabajo fue realizado en el laboratorio de Neurociencias de la
Universidad Auténoma Metropolitaba Unidad Iztapalapa, bajo la
direccion de la Dra. Beatriz Gomez Gonzalez y el Dr. Emilio
Dominguez Salazar y en el laboratorio de Neurociencias del
Instituto Nacional de Pediatria bajo la direccién de la Dra. Julieta

G. Mendoza Torreblanca.

El presente trabajo fue realizado con recursos de los proyectos:
111/2012 del Instituto Nacional de Pediatria y SALUD-2012-01-
180069 del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYyT).

La sustentante recibié beca CONACyYT con registro No. 425308




El jurado designado por la Comision Académica del Posgrado en Biologia
Experimental de la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Universidad
Auténoma Metropolitana aprobd la tesis titulada “Modificacién de la proteina SV2A

durante la generacion de la epilepsia y su asociacidn con la respuesta al

levetiracetam”, que presenté

Itzel Jatziri Contreras Garcia

El dia 14 de junio del afio 2019

Presidente Dr. Emilio Dominguez Salazar
Secretario Dra. Karla Berenice Sanchez Huerta
Vocal 1 Dr. Gabriel Gutiérrez Ospina
Vocal 2 Dr. Bryan Victor Phillips Farfan

Vocal 3 Dr. Sergio Roberto Zamudio Hernandez




COMITE TUTOR
Co-Directora: Dra. Julieta Mendoza Torreblanca
Co-Directora: Dra. Beatriz Gomez Gonzalez

Asesor: Dr. Emilio Dominguez Salazar




DEDICATORIAS

A mis padres por ser los principales promotores de mis logros académicos. Gracias
por su confianza y aliento incondicional, por levantarme y animarme en cada caida,
por ensefiarme que la perseverancia te lleva a alcanzar tus metas. Y agradezco
aun mas el amor que me han proporcionado a manos llenas y su infinita parsimonia

ante la vida.

A mi abuela por educarme de una manera poco convencional. Por abrirme su
corazén y su mente con miles de consejos e historias. Por amarme como sélo una

madre sabe hacerlo.

A mi hermano por ser una de las personas a quien mas amo y admiro en la vida.
Por estar presente en mis logros y frustraciones, por escucharme y reganarme y

sobre todo por hacerme feliz con solo escucharte.

A Andrés por ser mi “unicuerpo”, por apoyarme en momentos complicados de la
vida y por hacerme reir en la cotidianidad. Por saberme entender y amar a pesar

de nuestras diferencias. Por formar parte de mi vida, gracias.
A mis gordos porque de manera incondicional estan felices de verme.

A Julieta por impulsarme en el camino de las neurociencias, por su larga amistad y

sobre todo, por creer en mi.

A Adriana por vivir conmigo las alegrias y frustraciones del doctorado. Por

brindarme su conocimiento.

A Karla por sus ensefianzas, por escucharme, por su paciencia infinita y por su

amistad.

A mis amigos por salvarme en todos los sentidos posibles.




AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mi comité tutor por las observaciones y preguntas constantes
realizadas a lo largo de todo el doctorado. Por las sugerencias experimentales y

por generarme una vision mas critica con respecto a la ciencia.

Agradezco a mi jurado por el tiempo dedicado en la correccién de la tesis y por las

sigerencias brindadas para su concrecion.

Al M. en C. Marcial Gerardo Barragan Mejia y a la Dra. Noemi Cardenas Rodriguez
por abrirme las puertas del laboratorio de neurociencias del Instituto Nacional de

Pediatria.

A la técnico Maria Sara Navarrete Hernandez y la quimico Mercedes Edna Garcia
Cruz por el infinito apoyo brindado, sin ustedes, el trabajo no hubiera salido en el

tiempo programado.

Al ingeniero Luis Ricardo Gallardo Gudino porque sin él, el manejo del equipo de

electrofisiologia aun seguiria siendo una utopia.

A la Dra. Karla Sanchez Huerta por introducirme en el mundo de la electrofisiologia,

por sus infinitas ensefanzas y tiempo dedicado.

A la Dra. América Vanoye Carlo por hacerme participe en sus discusiones.
A las técnico Gabriela Esquivel y Elvia Ramirez por el apoyo técnico.

A la Dra. Karla Carvajal Aguilera por hacerme parte de su laboratorio.

A Gilberto Cardenas Marcial y al MVZ Ramén Garcia Cortés por los animales

proporcionados durante mi estancia en el instituto.

A Rogelio Ramirez Hernandez por ser mi primer alumno y porque me ayudo a

crecer gracias a su vision critica y analitica.

A Monserrat Lopez Guerrero, Natalia Hernandez Carrera y Ricardo Quiroz
Castafieda por su apoyo en el andlisis de datos electrofisioldgicos, asi como ayuda

experimental.

Al Dr. Juan Luis Chavez Pacheco y a la técnico Blanca A. Ramirez Mendiola por su

apoyo con la técnica de HPLC.




TABLA DE CONTENIDO

TABLA DE ABREVIATURAS ...ttt VI
INDICE DE FIGURAS ......cotitiiiiiicieieisieeses et eseeeest st ss st sesesese s ssessseenes X
INDICE DE TABLAS ... .ottt et e e e e et e e e e et e e e e e nnneeeas Xl
RESUMEN ...ttt et e e e e e e e e et e e e e s e ntseeeeeeennnes XII
ABSTRACT ..ttt e e e et e e e e et e e e e e e e e e eeeas XV
1. ANTECEDENTES ... ...ttt e e st e e e e s e e e e e ennneeeeeen 1
T EPILEPSIA ettt e e e et e e e e e e e e ennees 1
00t Ot T = 1 7T o 1
1.1.2 ClaSIfICACION .....eeeeiieiiiie et 1
1.1.3 CrisiS ePIlEPLICAS ... .ccce i 3
1.1.3.1 Clasificacion de las crisis epiléptiCas .........cccovvveeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 3
1.1.4 Epilepsia del I6bulo temporal ............cooouiiiiiiii e, 4

1.2 MODELO ANIMAL DE EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL Y SU
FISIOPATOLOGIA ..ottt 7
1.2.1 Modelo animal de ELT inducido con litio-pilocarpina...............cccceeeeeennn... 7
1.2.2 Hipocampo y Giro dentado ............oiiiiiiiiiiiiieeeeeeei e 9
1.2.2.1 Circuito triSINAPLICO ......eeiiiiei s 9
1.2.2.1.1 Giro dentadO .....ccoeeiiiiiiiiieee e 10
1.2.2.1.2 Hipocampo 0 Cornu AmMmonis (CA) ......oeeeeeiieeiiiee e 13
1.3 LEVETIRACETAM ...ttt e et e e e e st e e e e e e nnneeeaeens 15
1.3.1 GENEralidades ..........uuuuuiiiiiieie e 15

1.3.2 Principal mecanismo de accion del levetiracetam a través de la SV2A.16

1.4 PROTEINA DE VESICULAS SINAPTICAS 2A, BLANCO TERAPEUTICO

DEL FARMACO ANTICONVULSIVO LEVETIRACETAM ......ccovovieeieeeen 19
1.4.1 Proteinas de vesiculas sinapticas 2..........cccoeeveveiiiiiii e, 19
1.4.2 Funcion de la proteina SV2A ... 21




1.4.3 SV2A Y €PIEPSIA.....ccceiiieie e 22

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... 23
B.JUSTIFICACION ... 24
A HIPOTESIS ..ottt ee e e 24
5. OBUETIVOS ...ttt e et e e e e et e e e e e anneeeeeeaann 25

5.1 ObJetivo GENEIAL ........cceieeeeeeee e e 25

5.2 ODbjetivos partiCulares ...........ooooiiiiiiiiiiiiiiiii e 25
6. MATERIALY METODOS ... ..ottt 25
7. RESULTADOS. ... .ttt e e e ettt e e e et e e e e e e nmnne e e e e e annneeeeeannes 33
8. DISCUSION ...ttt 52
9. CONCLUSIONES ...ttt e e e e e e e e e e e e e ennnnenes 57
10. REFERENCIAS . ... .ttt e e e e e e e e e e 57
AN E X O T . e s 64
ANEXO 2.ttt ettt s e s et 881 R8sk Rt 94

Vil



AMPA
AP

CA
CAl
CA3
CCTV
C-terminal
Ctrl
Ctrl L
DA
DAB
DP
DO
DV
DVR
EEG
EEPI
ELT
EPI
EPIR
EPI NR
FCS
FDA
GABA
Gr

H,O,
HICAP
HIPP

TABLA DE ABREVIATURAS

Acido-a-metilo-4-isoxazolpropidnico

Eje antero posterior

Cornu Ammonis

Sector 1 del Cornu Ammonis

Sector 3 del Cornu Ammonis

Circuito cerrado de televisién

Carboxilo terminal

Control

Grupo control tratado con levetiracetam
Dorsal anterior

3,3'-diaminobencidina

Dorsal posterior

Densidad 6ptica

Eje dorso ventral

Grabacion digital de video
Electroencefalograma

Grupo epiléptico temprano

Epilepsia del I6bulo temporal

Grupo epiléptico

Grupo epiléptico responsivo al levetiracetam
Grupo epiléptico no responsivo al levetiracetam
Suero fetal bovino

US Food and Drug Administration

Acido y-aminobutirico

Capa granular

Hilus

Peroxido de hidrégeno

Células hilares relacionadas con la via comisural de asociacion
Células hilares asociadas con la via perforante

VIl



HPLC
KO

LEPI

Lev

LM

ML

Mol
MOPP
NMDA
N-terminal
OCA1
OCA3
O-LM
OMS

PB

PBS
PCA1l
PCA3
PDS

PET
RCA1
RCA3
SE

SEM

SL

SV2
SV2A

Vv

VGAT
VGLUT1
VGLUT2
VGLUT3

Cromatografia liquida de alta resolucién
Knock out

Grupo epiléptico tardio
Levetiracetam

Stratum lacunosum moleculare
Eje latero medial

Capa molecular

Células de la capa molecular asociadas con la via perforante

N-metil-D-aspartato

Amino terminal

Stratum oriens de CA1

Stratum oriens de CA3
Oriens-lacunosum-moleculare
Organizacidon Mundial de la Salud
Amortiguador de fosfatos

Amortiguador de fosfatos salino

Capa piramidal de CA1

Capa piramidal de CA3

Desplazamiento despolarizante paroxistico
Tomografia por emisidon de positrones
Stratum radiatum de CA1

Stratum radiatum de CA3

Status epilepticus

Error estandar de la media

Stratum lucidum

Proteina de vesiculas sindpticas 2
Proteina de vesiculas sinapticas 2A
Ventral

Transportador vesicular para GABA
Transportador vesicular 1 para glutamato
Transportador vesicular 2 para glutamato
Transportador vesicular 3 para glutamato




INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Clasificacion de 1a epilepsia.........ccouiiiiiiiie e 2
Figura 2. Correlato intracelular de la espiga epileptiforme..........cccooooiiiiiiiiiiiiees 6
Figura 3. Giro dentado € hipOCaMPO.. ....c.eeiiiiiiii e e e aee e e 9
Figura 4. Circuito triSiNAPLICO. . .....coouiiiiiii e 10
Figura 5. Contactos sinapticos de las neuronas granulares ..............cccccooiieiiiiieneennenn. 11
Figura 6. Interneuronas presentes en el giro dentado...........cocccvieieiieee i, 12
Figura 7. Interneuronas presentes en el hipoOCaMPO ......cccceiiiiiiiiiiiiiiee e 14
Figura 8. Estructura quimica del levetiracetam. ...........cccccoiviiiiiinii e 16
Figura 9. Sitios de union putativos entre la SV2A y el levetiracetam...............ccccveeeeenen. 17
Figura 10. Propuesta del mecanismo de accion del levetiracetam.............ccccccceeeiiiinnee. 18
Figura 11. Representacion de la proteina SV2A.. ..., 20
Figura 12. Disefio experimental para el objetivo particular 1.. ...........cocoiiiiiiiiiiiii e, 27
Figura 13. Capas analizadas del hipocampo dorsal anterior, posterior y ventral.. ............ 30
Figura 14. Disefio experimental para el objetivo particular 2.. ..........cccccoeeiiiiiiiccieee e, 32

Figura 15. Fotomicrografia que muestra la inmunorreactividad de SV2A en el hipocampo

de un animal CONTIOL.. ......cooi i 35
Figura 16. Densidad optica de SV2A en el hipocampo de un animal control..................... 36
Figura 17. Inmunorreactividad de la SV2A en el eje temporo-medial...............ccocernnneenn. 37

Figura 18. Principales variaciones de la inmunorreactividad de SV2A en la linea temporal
de la generacion de la epilepsia. ......c..ueeivieiiiiiii 38
Figura 19. Diagrama de caja y bigotes que representa el aumento de la densidad 6ptica

de la proteina SV2A en el grupo SE....... .o 40




Figura 20. Diagrama de caja y bigotes que representa la disminucién de la densidad
Optica de la proteina SV2A en el grupo EEPI ... 40
Figura 21. Diagrama de caja y bigotes que representa el aumento de la densidad 6ptica
de la proteina SV2A en el grupo LEPL..........coiiiiii e 41
Figura 22. Diagrama de caja y bigotes que representa las modificaciones de la densidad
Optica de SV2A en el curso temporal de la epilepsia.......c.ccocooeeiiiiiiiiiiieeee 42
Figura 23. Fotomicrografia que muestra la inmunorreactividad de VGAT y VGLUT1 en el
hipocampo de un animal CONtrOl. ..........cooo i 43
Figura 24. Incremento de la inmunorreactividad de VGAT y VGLUTl en el SE. ............... 44

Figura 25. Colocalizacion de SV2A y VGAT en la capa granular y PCA1 en el grupo SE.

Figura 26. Colocalizacién de SV2A/VGAT y SV2A/NGLUT1 en PCAS3 en el grupo SE .... 46
Figura 27. Grafica de barras que representa la densidad 6ptica de VGAT y VGLUT1 en el
S TP 47
Figura 28. Fotomicrografias que ilustran la inmunorreactividad de VGAT y VGLUT1 en el
grupo epPiléptiCo tardion. ......oooueiii e 47
Figura 29. Grafica de barras que representa la densidad optica de VGAT y VGLUT1 en el
grupo ePIlEPtiCo tardio.......coicueiree i 48
Figura 30. Micrografias que muestran la inmunorreactividad de SV2A de animales
tratados con levetiracetam. ... 50
Figura 31. Diagrama de caja y bigotes que representa la densidad éptica de la proteina
SV2A en los grupos tratados con levetiracetam ............ccccoeeeiiiiiiccccee e, 51
Figura 32. Diagrama de caja y bigotes que representa la densidad éptica de la proteina

SV2A en la capa molecular y el stratum lacunosum moleculare..................ccc.......... 51

Xl



Tabla 1

Tabla 2

INDICE DE TABLAS

Clasificacién de las crisis epilépticas
Niveles en sangre del farmaco y la frecuencia de crisis espontaneas

en ratas tratadas con levetiracetam

49

X1



RESUMEN

La proteina de vesicula sinaptica 2A (SV2A) se ha convertido en un atractivo blanco
de investigacion debido a su posible papel en la fisiopatologia de la epilepsia. Esta
proteina se encuentra expresada de manera ubicua en todas las terminales
nerviosas de manera independiente del neurotransmisor que contenga. En
pacientes con epilepsia refractaria y en modelos animales de epilepsia se ha
reportado una disminucion en la inmunorreactividad de SV2A. Este decremento
podria estar asociada directamente con la gran variabilidad en la respuesta al
tratamiento con levetiracetam, un farmaco cuyo blanco es la SV2A.Por ello, el
presente trabajo evaluo las modificaciones en la inmunorreactividad de SV2A en el
hipocampo de ratas, a lo largo de la generacién de la epilepsia. También se analizé
la relacién entre los cambios de la inmunorreactividad de la proteina durante la
epilepsia tardia y la respuesta al farmaco levetiracetam. Por ello, se usé un modelo
de epilepsia del I6bulo temporal inducida con litio-pilocarpina, debido a que semeja
con alta fidelidad los cambios observados en pacientes con este desorden
neuroldgico. Se administrd pilocarpina a ratas macho para inducir status epilepticus
(SE), el cual duré 90 minutos; este grupo fue sacrificado 1 hora posterior al SE.
Otros grupos de ratas (epiléptico temprano y tardio) se mantuvieron en condiciones
normales después de la generacion del SE hasta su sacrificio. Estos grupos fueron
video-monitoreados de 8:00 am a 6:00 pm para evaluar las crisis conductuales; el
grupo epiléptico temprano se sacrificd el dia 10 posterior al SE y el epiléptico tardio
el dia 56; en otro grupo se realizé el mismo procedimiento que para el grupo
epiléptico tardio, pero en el dia 49 se les implanté bombas osméticas que liberaron
levetiracetam (260 mg/kg s.c.) por una semana y se sacrificaron el dia 56. Se obtuvo
el cerebro de ratas y se evalué la inmunorreactividad de SV2A por
inmunohistoquimica en 10 capas del hipocampo. Se observé un aumento en la
inmunorreactividad de SV2A asociado al sistema GABAérgico en capas
principalmente somaticas durante el SE. En la epilepsia tardia la inmunorreactividad
de SV2A aumento en capas con conexiones axo-dendriticas y no hubo relacion con

algun neurotransmisor. Por otro lado, posterior al tratamiento con levetiracetam se

X



dividieron las ratas en dos grupos, el responsivo y el no responsivo. Aunque se
observé una gran variabilidad en los niveles de la SV2A durante la epilepsia tardia,
los animales con menor inmunorreactividad de SV2A no respondieron al

tratamiento con el farmaco antiepiléptico.

ABSTRACT

Synaptic vesicle protein 2A (SV2A) has become an attractive target of investigation
due to its possible role in the pathophysiology of epilepsy. This protein is expressed
ubiquitously in all nerve terminals independently of their neurotransmitter content. A
decrease in SV2A levels has been reported in patients with refractory epilepsy and
in animal models of epilepsy. This reduction may be directly associated with the
great variability in the response to treatment with levetiracetam, a drug that targets
SV2A. Thus, the present study evaluated modifications in SV2A expression in the
hippocampus of rats throughout the generation of epilepsy. The association
between changes in this protein levels during late epilepsy and the response to the
levetiracetam was also analyzed. A model of temporal lobe epilepsy induced with
lithium-pilocarpine was used, since it resembles with high fidelity the changes
observed in patients with this neurological disorder. Wistar male rats were treated
with pilocarpine to induce status epilepticus (SE), which lasted 90 minutes; this
group was sacrificed 1 hour after SE. Another two groups of rats (early and late
epileptic) were kept under normal conditions after SE generation until their sacrifice.
Both groups were video-monitored for 8:00 am to 6:00 pm to evaluate behavioral
seizures; the early epileptic group was sacrificed on 10 day after the SE and the late
epileptic group on day 56. To evaluate whether the effect of levetiracetam depends
on SV2A levels, on another group the same procedure as for the late epileptic group
was performed, but on day 49, osmotic pumps were implanted which released
levetiracetam (260 mg/kg s.c.) for a week; they were sacrificed on day 56. The brain
of all animals was obtained; SV2A protein expression was assessed by
immunohistochemistry in 10 layers of the hippocampus. SV2A protein levels were
increased mainly in somatic layers, associated with the GABAergic system during
SE. In late epilepsy, SV2A protein levels increased in layers with axo-dendritic
connections and no relationship to a particular neurotransmitter was found. On the
other hand, after levetiracetam treatment the rats were divided into two groups,

those that responded and those that did not. Although there was great variability in
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SV2A levels in late epilepsy, animals with lower SV2A immunoreactivity did not

respond to treatment with the antiepileptic drug.
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1. ANTECEDENTES
1.1 EPILEPSIA

1.1.1 Definicion

La epilepsia es uno de los desdrdenes neuroldgicos cronicos mas comunes a nivel mundial,
se estima que en el mundo hay 50 millones de personas con este trastorno de acuerdo con
la Organizacion Mundial de la salud (OMS). En México, entre 349-680 por cada 100 000
habitantes presenta diagnostico de epilepsia (Cruz-Cruz et al., 2017). La epilepsia es una
enfermedad del cerebro caracterizada por una predisposicion a generar crisis epilépticas
de manera recurrente, las cuales se manifiestan como una interrupcion temporal de la
funcion cerebral normal y generalmente se deben a descargas eléctricas excesivas de
redes neuronales corticales y subcorticales, lo que conlleva a consecuencias
neurobioldgicas, cognitivas, psicolégicas y sociales propias de esta condicién (Yusta-
Izquierdo, 2005; Stafstrom, 2010; Fisher et al., 2014).

Cabe hacer hincapié en que la generacion de una crisis convulsiva aislada o aguda en
respuesta a una alteracién o pérdida de la homeostasis cerebral no se considera epilepsia,
ya que esta ultima es un evento crénico formado por un foco epileptégeno presente en el
cerebro el cual es capaz de generar actividad neuronal exacerbada (Lopez-Meraz et al.,
2009); por lo tanto, la epilepsia se define por la aparicion de dos o mas crisis epilépticas no
provocadas en un periodo mayor a 24 horas o por la presencia de un sindrome epiléptico,
el cual se refiere a un conjunto de caracteristicas (tipo de crisis, registro
electroencefalografico, estudios de imagen) que ocurren de manera conjunta y tiene rasgos
distintivos como edad de inicio y remision, factor desencadenante de la crisis, variacion
diurna y comorbilidades (Fisher et al., 2014; OMS, 2017).

La epilepsia no necesariamente se encuentra presente a lo largo de toda la vida; se
considera resuelta cuando una persona ha estado libre de crisis durante los ultimos 10
afios con al menos los ultimos 5 afios sin farmacos antiepilépticos o cuando la persona ha

pasado la edad propia del sindrome epiléptico (Fisher et al., 2014).

1.1.2 Clasificacion

La clasificacion de la epilepsia depende del tipo de crisis que presente el paciente (ver
seccion 1.1.3). En términos generales las crisis se dividen en crisis de inicio focal, inicio
generalizado y origen desconocido, con base en ello, la epilepsia puede clasificarse en
(Scheffer et al., 2017; Figura 1):

- Epilepsia focal. Las crisis epilépticas del paciente son de origen focal; el registro

electroencefalografico interictal (intervalo de tiempo comprendido entre dos crisis)




del paciente muestra descargas epileptiformes focales (ver seccion 1.1.4); el
diagnostico se realiza sobre fundamentos clinicos apoyados por hallazgos
encontrados en el electroencefalograma (EEG). Este tipo de epilepsia envuelve
desordenes unifocales y multifocales, asi como crisis que involucran un hemisferio;
siendo estas, crisis focales sin pérdida de la consciencia, crisis focales con pérdida
de la consciencia, crisis focales motoras, crisis focales no motoras vy crisis tonico-
clénicas de origen focal a bilateral.

- Epilepsia generalizada. Las crisis epilépticas del paciente son de origen
generalizado observandose en el EEG una actividad generalizada en punta-onda;
el diagndstico se realiza sobre fundamentos clinicos apoyado por hallazgos de
descargas tipicas interictales encontradas en el EEG. Las crisis tipicas de este tipo
de epilepsia son las crisis de ausencia, miocldnicas, aténicas, ténicas y ténico-
clénicas.

- Epilepsia combinada. Los pacientes muestran ambos tipos de crisis, tanto de inicio
focal como generalizado. Como se mencioné de manera previa en epilepsias
focales y generalizadas, el diagndstico de este tipo de epilepsias también se realiza
sobre fundamentos clinicos apoyado por hallazgos encontrados en el registro
electroencefalografico. EI EEG interictal puede mostrar descargas epileptiformes
focales y puntas-ondas generalizadas. Un ejemplo es el sindrome de Dravet y
sindrome de Lennox-Gastaut.

- Epilepsia de origen desconocido. Se usa para denotar que el paciente tiene

epilepsia, pero no se puede determinar si el inicio de la crisis epiléptica es de origen

focal o generalizado.

Etiologia
Tipo de crisis de acuerdo con su origen etructural

Inicio focal Inicio generalizado Inicio desconocido

Genética

Infecciosa
Tipo de epilepsia

Combinada Metabdlica
Focal Generalizada Generalizada & Desconocida
focal

Inmune

Desconocida

Figura 1. Clasificacion de la epilepsia. La clasificacion de la epilepsia se puede determinar a
través de 3 niveles, y esto dependera de los recursos disponibles para el clinico. En algunas
circunstancias solo se podra diagnosticar el tipo de epilepsia por el tipo de crisis que presente el
paciente (primer nivel), mientras que en otras condiciones, los dos niveles siguientes se pueden




evaluar con estudios de imagen y EEG. En el diagnéstico de epilepsia focal, el paciente muestra de
manera tipica crisis con inicio focal, mientras que para el diagnostico de epilepsia generalizada las
crisis son de origen generalizado; en las epilepsias combinadas los pacientes muestran crisis de
inicio focal y generalizado y en las epilepsias desconocidas es dificil determinar el tipo de crisis que
presenta el paciente. El tercer nivel corresponde al diagndstico del sindrome epiléptico, el cual se
refiere a caracteristicas que tienden a ocurrir en conjunto, tales como edad de inicio y remision, tipo
de crisis y su desencadenante, EEG. Otro factor importante en el diagnostico de la epilepsia es su
etiologia, la cual se define como el estudio de la causalidad de la enfermedad y ésta, puede ser de
origen estructural, genético, infeccioso, metabdlico, inmune o desconocida. Modificado de Scheffer
et al., 2017.

1.1.3 Crisis epilépticas

Las crisis epilépticas son la manifestacion clinica de la epilepsia y se definen como una
interrupcion temporal de las funciones cerebrales debido a una excesiva actividad eléctrica
neuronal (Stafstrom, 2004, 2010; Friedman & Sharieff, 2006; Lopez-Meraz et al., 2009;
Fisher et al., 2014) que a nivel celular presenta dos caracteristicas: hiperexcitabilidad e
hipersincronia. La hiperexcitabilidad es una respuesta exacerbada de una neurona ante un
estimulo o entrada excitadora, en donde dicha célula tiende a disparar multiples rafagas de
potenciales de accién en lugar de uno o dos; por su parte, la hipersincronia es el
reclutamiento de un gran nimero de neuronas que se encuentran hiperexcitadas, es decir,
neuronas disparando multiples potenciales de accién al mismo tiempo (Stafstrom, 2004,
2010).

1.1.3.1 Clasificacion de las crisis epilépticas

Las crisis epilépticas se evaluan por sus manifestaciones clinicas y por los trazos
observados en el EEG durante la fase ictal (crisis per se) e interictal. Su clasificacion se da
de acuerdo con el inicio de la crisis (Panayiotopoulos, 2011; Fisher, 2017; Falco-Walter et
al., 2018; Tabla 1):
- Inicio focal. Su origen se limita a circuitos localizados en un hemisferio y la actividad
epileptiforme puede o no propagarse hacia el otro hemisferio.
- Inicio generalizado (crisis convulsivas y no convulsivas). Se originan en un punto y
de manera rapida se comprometen redes o circuitos distribuidos de manera
bilateral.

- Inicio desconocido.




Tabla 1. Clasificacién de las crisis epilépticas

INICIO FOCAL

INICIO GENERALIZADO

INICIO DESCONOCIDO

Sin pérdida de la consciencia

Con pérdida de la consciencia

Con signos motores

Con signos motores
Tonico-clonico

Clonico

Con signos motores
Tonico-cldnico

Espasmos epilépticos

Automatismos Tonico-clonico Sin signos motores

Atonica Mioclénico No clasificadas

Clénica Mioclénico-ténico-clonico

Espasmos epilépticos Miocldnico-atonico

Hipercinética Atonico

Mioclénica Espasmos epilépticos
Tbnica Sin signos motores (de ausencia)

Sin signos motores Tipico
Autondmica Atipico
Cognitivo Mioclénico
Emocional Mioclonia del parpado
Sensorial

Focal a tonico-clénico bilateral

Modificado de Fisher, 2017 en Current Neurology and Neuroscience Reports 17: 48

1.1.4 Epilepsia del I6bulo temporal

La epilepsia del I6bulo temporal (ELT) es una de las epilepsias combinadas con crisis de
origen focal mas frecuentes, representando el 65 % de pacientes con este desorden
(Guzman-Jiménez & Velasco-Monroy, 2015). Se caracteriza por la presencia de actividad
epileptiforme originada en estructuras del Iébulo temporal, principalmente el complejo
amigdalino y la formacioén hipocampica (Guzman-Jiménez & Velasco-Monroy, 2015),
siendo la alteracion mas frecuente la esclerosis hipocampica (Ozkara & Aronica, 2012).

La esclerosis hipocampica se caracteriza por presentar un hipocampo atrofiado, gliosis y
pérdida neuronal selectiva de las células piramidales del sector 1 y 3 del Cornu Ammonis
(CA1 y CA3, de manera respectiva) e interneuronas del giro dentado (Ozkara & Aronica,
2012; Thom, 2014; Guzman-Jiménez & Velasco-Monroy, 2015). Ademas de esta condicion,
en tejido resecado de pacientes con este trastorno se presenta dispersion de las neuronas
granulares, es decir, la capa granular comienza a ensancharse debido a que las neuronas
granulares comienzan a separarse mostrando una morfologia elongada y fusiforme (Thom,
2014). Aunado a lo anterior, otra caracteristica propia de la ELT es la reinervacion
(sprouting) de las fibras musgosas; de manera fisiolégica los axones de las neuronas
granulares, también llamados fibras musgosas, proyectan al CA3 y al hilus, pero durante
la epilepsia estos axones forman autosinapsis colaterales o sinapsis asimétricas

excitadoras con las dendritas de otras neuronas granulares, ocurriendo asi una gran




reinervacién axonal en la capa molecular del giro dentado, creandose un circuito excitador
recurrente (Thom, 2014).

La ELT se asocia de manera general con un evento precipitante con potencial para generar
crisis epilépticas (p. €j. status epilepticus, traumatismo craneo encefalico, evento hipdxico,
tumor cerebral o infeccion cerebral), el cual antecede a un periodo libre de crisis
denominado epileptogénesis, el cual finalmente desemboca en un periodo cronico
distinguido por la presencia de crisis espontaneas recurrentes (DeFelipe Oroquieta et al.,
2002; Curia et al., 2008; Blumcke, 2009; Scorza et al., 2009).

En una condicién epiléptica, el disparo neuronal paroxistico puede visualizarse a través del
EEG,; esto es posible debido a que un gran nimero de neuronas comienzan a disparar de
manera simultanea, sumando asi, las corrientes eléctricas individuales y generando
variaciones bruscas de actividad eléctrica en el registro del EEG, a estas variaciones
bruscas se les denomina espigas o descargas epileptiformes y su perfil
electroencefalografico se caracteriza por la frecuencia, amplitud y morfologia de las
mismas (Westbrook, 2000; Stafstrom, 2004 ).

Los grafoelementos del EEG utilizados en el analisis de la actividad anormal o patologica
son la polaridad, frecuencia y amplitud de una onda. La frecuencia corresponde a los ciclos
0 veces que se repite una onda por segundo; la actividad eléctrica en condiciones basales
y bajo ciertas condiciones presenta frecuencias o ritmos agrupados en bandas de
frecuencia, las cuales se clasifican en delta (<4 Hercios o ciclos por segundo), theta (4-7
Hercios), alfa (8-13 Hercios) y beta (>14 Hercios). La amplitud de la onda es la cantidad de
incremento en la altura de la misma, mientras que su polaridad corresponde a la deflexiéon
hacia arriba o hacia abajo que presente ésta (Escotto-Cordova, 1999).

Con respecto a la epilepsia, las espigas epileptiformes son una guia para la localizaciéon
del foco epileptdogeno. Una descarga interictal epileptiforme se caracteriza por tener una
actividad paroxistica con la presencia de espigas destacandose del fondo, una duracion de
20-70 ms por espiga y un cambio abrupto en la polaridad (Figura 2; Javidan, 2012).

El correlato intracelular de la espiga epileptiforme observada en el EEG es el
desplazamiento despolarizante paroxistico (PDS, por sus siglas en inglés). Este, es un
cambio rapido en el potencial de membrana celular (despolarizacién) de gran duracién (50-
200 ms) y amplitud (20-40 mV), seguido por una rafaga repetitiva de potenciales de accion
montados sobre una meseta despolarizante y un prolongado periodo de hiperpolarizaciéon
(Figura 2; Ure & Perassolo, 2000; Westbrook, 2000; Stafstrom, 2004, 2010). EI PDS es la
expresion amplificada de potenciales postsinapticos excitadores que probablemente
resulta en la activacion sincronica de axones colaterales recurrentes (Ure & Perassolo,

2000). EI PDS es un evento unicelular; sin embargo, el PDS de una neurona puede activar




despolarizaciones similares en neuronas contiguas, reclutando asi de una manera rapida
una red neuronal con disparos sincronicos; si la excitacion es excesiva o la inhibicion se
encuentra restringida, entonces el PDS puede dar lugar a una crisis convulsiva o descarga
ictal (Ure & Perassolo, 2000; Stafstrom, 2004). EI PDS es iniciado por receptores
glutamatérgicos sensibles a acido-a-metilo-4-isoxazolpropionico (AMPA) y kainato, los
cuales permiten una entrada rapida de iones Na* generando una despolarizacién que
inducira la posterior activacion de canales de Ca?* dependientes de voltaje y finalmente la
activacion de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) que permitiran mantener una larga
despolarizacion de la neurona. Después de la despolarizacion, la célula se hiperpolariza
por la activacion de receptores sensibles al acido y-aminobutirico (GABA) A y por los
canales de K* y Ca?* dependientes de voltaje (Westbrook, 2000; Stafstrom, 2010).
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Figura 2. Correlato intracelular de la espiga epileptiforme. La imagen superior muestra la
representacion de la actividad eléctrica neuronal registrada a través de un EEG. En la columna que
muestra la actividad eléctrica normal no se observa hipersincronia de redes neuronales, por lo tanto,
no se encuentran espigas de gran amplitud o cambios bruscos en el registro. En la columna
interictal, el electrodo 2 registra |la actividad focal epileptdgena, observandose espigas epileptiformes
de gran amplitud y baja frecuencia, representando el disparo sincronico de un gran ndmero de
neuronas hiperexcitables; dicha actividad se extiende hasta ser registrada por el electrodo 1,
mientras que la poblacion neuronal registrada por el electrodo 3 no se ha sincronizado con la red
hiperexcitable. Durante la fase ictal (crisis convulsiva en si), se propaga la actividad neuronal a
zonas vecinas del foco epileptégeno y se observa un aumento en la frecuencia de las espigas
interictales.En la imagen inferior se observa que la espiga epileptiforme se genera por una
prolongada despolarizacién (curva turquesa), la cual es mantenida por la activacion de los
receptores NMDA; esta despolarizacion permite la generacion de potenciales de accion en rafaga
(espigas rojas) montados sobre la meseta despolarizante. De manera paulatina la célula comienza
a hiperpolarizarse por la activacion de los receptores GABA A y por los canales de K* vy
Ca2*dependientes de voltaje. Si la hiperpolarizacion falla, puede ocurrir una descarga ictal.
Modificado de Westbrook, 2000 y Stafstrom, 2010.

La generacion y propagacion de la actividad epileptiforme depende de la region cerebral y
de factores como la densidad celular, las propiedades intrinsecas de la membrana, el

arreglo laminar neuronal y el patron celular de interconexién (Stafstrom, 2010). Debido a




todas estas caracteristicas, se ha considerado al hipocampo como una estructura con alta
predisposicion epileptdogena, teniendo como caracteristica principal un arreglo de
conexiones sinapticas unidireccionales y glutamatérgicas, asi mismo, las neuronas
piramidales de CA3 presentan circuitos reverberantes altamente excitables; con respecto
a las propiedades electrofisiologicas, las células piramidales hipocampicas tienen un patron
de disparo de potenciales de accién en rafaga, lo cual denota una actividad de alta
frecuencia (>100 Hercios) que puede llegar a sincronizarse de manera rapida (Spruston &
McBain, 2007).

1.2 MODELO ANIMAL DE EPILEPSIA DEL LOBULO TEMPORAL Y SU
FISIOPATOLOGIA

1.2.1 Modelo animal de ELT inducido con litio-pilocarpina

El modelo de ELT inducido con pilocarpina reproduce con alta fidelidad las caracteristicas
observadas en pacientes con este desorden neurolégico. La administracion sistémica de
pilocarpina, un potente agonista muscarinico, promueve cambios morfoanatémicos y
electrograficos en 3 periodos distintos: agudo, latente y crénico.

La fase aguda se caracteriza por la induccion del status epilepticus (SE), el cual se define
como crisis continuas o intermitentes sin la recuperacion completa entre crisis, por un
tiempo mayor a 5 minutos; el inicio de la actividad excitadora que conducira a la generacion
del SE, esta asociado con la activacién de receptores muscarinicos M1 presentes en el
hipocampo, sin embargo, el mantenimiento de las descargas electrograficas se debe a la
activacion de receptores glutamatérgicos, los cuales también estan involucrados en los
procesos excitotdxicos que dan origen a la muerte neuronal propia de esta fase (Scorza et
al., 2009; Lorigados et al., 2013). Esta grave pérdida neuronal se observa con mayor
extension en la region CA1 del hipocampo y neuronas hilares del giro dentado (= 50 %)y
con menor gravedad en CA3 (= 36 %) (DeFelipe Oroquieta et al., 2002; Curia et al., 2008;
Blimcke, 2009; Lépez-Meraz et al., 2009; Scorza et al., 2009).

El periodo de epileptogénesis se caracteriza por la ausencia de crisis conductuales y
porque durante este periodo se llevan a cabo los principales cambios morfo-anatémicos
que daran comienzo a la fase crénica y al origen del foco epileptégeno (Lépez-Meraz et al.,
2009; Scorza et al., 2009). La pérdida neuronal originada durante la etapa aguda induce
por un lado, la proliferacion de células gliales (astrogliosis), y por otro lado, promueve la
reorganizacién de redes neuronales que favorecen la sinaptogénesis, fendmeno que
contribuye al aumento de la excitabilidad neuronal.

Uno de los principales mecanismos de reorganizacién sinaptica durante esta etapa, es la

reinervacion de las fibras musgosas; la muerte de las neuronas piramidales del CA3, CA1
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y de las interneuronas del giro dentado, deja sin contactos sinapticos a las neuronas
granulares del giro dentado, por lo que los axones de estas ultimas neuronas comienzan a
establecer nuevos contactos sinapticos con neuronas granulares adyacentes, generando
un proceso de reverberancia, el cual puede proveer un mecanismo de sincronizacién y
amplificacion de descargas eléctricas debido a una interaccion excitadora glutamatérgica
(De Felipe Oroquieta et al., 2002; Curia et al., 2008; Blimcke, 2009; Lopez-Meraz et al.,
2009; Scorza et al., 2009; Stafstrom, 2010).

Durante la fase cronica, ya se han consolidado todos los procesos que daran origen a la
hipersincronia e hiperexcitabilidad neuronal. Dichos factores se reflejan en la aparicion de
espigas epileptiformes a nivel electroencefalografico; ademas, el aumento en la frecuencia
de estas espigas generara las crisis epilépticas (DeFelipe Oroquieta et al., 2002; Curia et
al., 2008; Blimcke, 2009; Scorza et al., 2009). La fase crénica presenta 3 momentos:
interictal, ictal y post ictal.

El periodo interictal es el que transcurre entre crisis y crisis. Durante este estado, la
actividad eléctrica exacerbada se limita al foco epileptégeno y se denota por la presencia
de espigas interictales a nivel electroencefalografico. En esta etapa las interneuronas
GABAérgicas proporcionan un cerco inhibidor a través de 2 vias, la inhibicion anterégrada
y por retroaccion, las cuales impiden la propagacidn de la actividad eléctrica exacerbada.
En la primera via, una neurona excitadora aferente activa tanto a una interneurona
inhibidora como a otra neurona excitadora, asi se suprime la actividad de otras vias
excitadoras, mientras que la segunda via corresponde a la inhibicidon por retroaccion, el
cual es un mecanismo autorregulador; una neurona excitadora activa una interneurona
inhibidora con retroaccion sobre la propia neurona excitadora, reduciendo asi la
probabilidad de activacién de esta célula (Westbrook, 2000).

El periodo ictal es la crisis epiléptica en si. Durante esta fase la inhibicion circundante es
superada, la poshiperpolarizacion desaparece gradualmente en neuronas individuales por
lo que se produce el reclutamiento de grupos neuronales vecinos a la zona de inicio de la
crisis y de manera posterior puede llegar a involucrar ambos hemisferios. Se ha propuesto
que la pérdida de células GABAérgicas con forma de candelabro generan una inhibicion
insuficiente por lo que son incapaces de controlar la hiperexcitabilidad neuronal (DeFelipe
Oroquieta et al., 2002). La mayoria de las crisis tienen una duracién entre 1 y 2 minutos
(Lado & Moshé, 2008).

El periodo postictal se presenta inmediatamente después de la crisis epiléptica y varia de
minutos a dias. A nivel neuronal los mecanismos involucrados en la terminacioén de la crisis
incluyen a las corrientes de potasio activadas por calcio, pérdida de gradientes idnicos y el

posible agotamiento de energia de sustratos locales (adenosin trifosfato), resultando en el




cese del disparo neuronal (Lado & Moshé, 2008). Mientras que los mecanismos que
podrian limitar la transmisién sinaptica es el agotamiento de las vesiculas sinapticas,
recaptura del neurotransmisor glutamato a través de la glia, sincronizacién de
interneuronas inhibidoras y efectos inducidos por neuromoduladores (endocanabinoides,
adenosina y neuropéptido Y; DeFelipe Oroquieta et al., 2002; Lado & Moshé, 2008).

1.2.2 Hipocampo y Giro dentado

La formacién hipocampica esta conformada por el giro dentado, hipocampo, subiculum,
presubiculum, parasubiculum y la corteza entorrinal (Amaral & Lavenex, 2007; Andersen
et al., 2007; Stafstrom, 2010). El hipocampo y el giro dentado tienen una organizacion
simple, conformada por una capa de células principales con un arreglo geométrico laminar
(Amaral & Lavenex, 2007). El giro dentado se conforma por la capa molecular, granular e
hilus, mientras que el hipocampo se divide en 3 subregiones (CA1, sector 2 del Cornu
Ammonis y CA3), cada una de las cuales esta formada por las capas piramidal, stratum
oriens, stratum radiatum, stratum lacunosum moleculare que solo se encuentra presente

en CA1 y el stratum lucidum en CA3 (Figura 3).
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Figura 3. Giro dentado e hipocampo. El giro dentado se compone por la capa molecular, capa
granular (representada por los circulos amarillos) e hilus, mientras que las regiones CA3 y CA1 del
hipocampo estan conformadas por el stratum oriens, stratum radiatum, capa piramidal (representada
por los triangulos verdes), stratum lucidum y stratum lacunosum moleculare. Abreviaturas OCA1:
stratum oriens de CA1, RCA1: stratum radiatum de CA1, LM: stratum lacunosum moleculare, OCA3:
stratum oriens de CA3, RCAS3: stratum radiatum de CA3, SL: stratum lucidum, Mol: capa molecular.
La figura se realizé con el programa BioRender.

1.2.2.1 Circuito trisinaptico

La conectividad en la formacion hipocampica comienza con la principal aferencia hacia el
giro dentado, proveniente de las neuronas piramidales de la capa |l de la corteza entorrinal;
los axones de estas neuronas conforman la via perforante, la cual establece sinapsis con

las neuronas granulares del giro dentado e interneuronas de la misma regién. El segundo




relevo le corresponde a los axones de las neuronas granulares, denominados fibras
musgosas, los cuales realizan contactos sinapticos con las células hilares (interneuronas)
del giro dentado y con las neuronas piramidales de la region CA3. A su vez, los axones de
las neuronas piramidales de CA3 constituyen contactos sinapticos entre ellas mismas de
manera ipsiy contra lateral (a través de la via comisural de asociacion), y con las neuronas
piramidales de CA1 a través de las colaterales de Schaffer. Finalmente, los axones de las
neuronas de CA1 tienen aferencias hacia el subiculum y la corteza entorrinal, cerrando de
esta manera el circuito (Figura 4; Amaral & Lavenex, 2007; Taupin, 2007; Stafstrom, 2010;
Olivares-Hernandez et al., 2015). Este circuito excitador, unidireccional y reverberante es
la base de la sincronizacion neuronal en el hipocampo y de su alta predisposicién a la

generacién de crisis epilépticas.

Figura 4. Circuito trisinaptico. Los axones provenientes de las neuronas piramidales de la capa Il
de la corteza entorrinal (circulo rosa) forman la via perforante, la cual se divide en lateral y medial;
los axones provenientes de la porcion lateral hacen contacto sinaptico con las dendritas de las
neuronas granulares (circulo amarillo) en el tercio externo de la capa molecular, mientras que la
porcion medial tiene aferencias hacia el tercio medial de la capa molecular. Los axones de las
neuronas granulares inervan las dendritas basales de las neuronas piramidales de CA3 (circulo
verde), mientras que los axones de estas Ultimas neuronas hacen contacto sindptico con las
neuronas piramidales de CA1 (circulo turquesa) a través de las Colaterales de Schaffer. Finalmente,
los axones de las neuronas piramidales de CA1 realizan contactos sinapticos con las neuronas
piramidales de la capa VI (circulo morado) de la corteza entorrinal. La figura se realiz6 con el
programa BioRender.

1.2.2.1.1 Giro dentado

Las neuronas granulares son las principales neuronas del giro dentado, localizadas en la
capa granular. Miden ~ 10 ym, acomodadas en una forma densamente empaquetada, sin
espacios para la presencia de células gliales entre ellas. Presentan un arbol dendritico
dirigido hacia la porcién superficial de la capa molecular, llegando las dendritas distales a
la fisura hipocampica o a la superficie ventricular, habiendo 1.6 espinas/um en la cuchilla
suprapiramidal con 5600 células, mientras que en la cuchilla infrapiramidal hay 1.3
espinas/um y 3640 células. El nimero total de neuronas granulares en el giro dentado de
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la rata es de 1.2x105; la densidad celular es mayor en la zona septal que en la temporal
(Amaral & Lavenex, 2007; Amaral et al., 2007).

Las dendritas de las neuronas granulares son inervadas, de manera asimétrica, por los
axones de las neuronas piramidales localizadas en la capa |l de la corteza entorrinal y en
menor grado por las células localizadas en la capa V y VI de la misma corteza. La via
perforante se divide en lateral y medial, terminando la primera en el tercio mas superficial
de la capa molecular, mientras que la medial termina en el tercio intermedio de la misma
capa (Amaral & Lavenex, 2007; Amaral et al., 2007).

Los botones axonales de las fibras musgosas, al pasar por la capa hilar, forman sinapsis
con las dendritas proximales de las células musgosas; los axones colaterales granulares
inervan de manera abundante las dendritas basales de las neuronas piramidales en forma
de canasta y otras interneuronas presentes en el hilus del giro dentado; sin embargo, el
contacto sinaptico principal es hacia CA3. Los axones de las neuronas granulares terminan
justo por debajo de la capa piramidal de CA3 (PCA3), capa denominada stratum lucidum;
en la porcién mas proximal de CA3, las fibras musgosas se localizan por debajo y dentro
de PCA3 (Figura 5). El principal neurotransmisor de las neuronas granulares es el
glutamato, no obstante, también se ha reportado inmunorreactividad para el péptido opioide
dinorfina y para GABA (Amaral & Lavenex, 2007; Amaral et al., 2007).

Figura 5. Contactos sinapticos de las neuronas granulares. Los axones provenientes de la via
perforante lateral (neuronas moradas) forman contactos sinapticos con las dendritas de las neuronas
granulares (amarillas) en la capa molecular externa, mientras que los axones provenientes de la via
perforante medial terminan en la capa molecular media; las neuronas granulares inervan a las
interneuronas hilares (azules) y a las neuronas piramidales de CA3 (verdes). La figura se realizé
con el programa BioRender.

Las neuronas piramidales en forma de canasta se localizan en la interfase de la capa
granular e hilar, acufiadas ligeramente a la primera. Su soma mide 25-35 um de diametro,

su axon forma densos plexos que rodean y forman sinapsis con el soma de las neuronas
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granulares y en menor grado sobre los ejes dendriticos proximales de las dendritas
apicales de las mismas neuronas granulares. Las neuronas piramidales en forma de
canasta tienen una dendrita apical dentro de la capa molecular, lugar en donde se ramifica,
y varias dendritas basales que se ramifican y extienden hacia la capa hilar (Figura 6).
Forman contactos simétricos, siendo GABA su principal marcador bioquimico, por lo que
son interneuronas inhibidoras (Amaral & Lavenex, 2007; Amaral et al., 2007).

Las células musgosas se localizan en la capa hilar, tienen un diametro de 25-35 ym. Tres
0 mas dendritas se originan del cuerpo celular y se extienden dentro de la capa hilar, todas
las dendritas proximales estan cubiertas por complejas espinas denominadas excrecencias
espinosas, lugar en donde terminan los axones de las neuronas granulares. Las células
musgosas proyectan de manera ipsi y contralateral a la capa molecular interna del giro
dentado (Figura 6); estas células son inmunorreactivas para glutamato, inervando
neuronas granulares e interneuronas GABAérgicas (Amaral & Lavenex, 2007; Amaral et
al., 2007).
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Figura 6. Interneuronas presentes en el giro dentado. Las neuronas piramidales en forma de
canasta (verdes) se incrustan entre la capa granular e hilus, su axén inerva el soma de las neuronas
granulares (amarillas) y sus dendritas abarcan la capa molecular interna y el hilus; el soma de las
células musgosas (lilas) se localiza en el hilus, su axon abarca la capa molecular interna y el hilus,
mientras que sus dendritas solo se encuentran en el hilus; las dendritas y el soma de las células
HIPP (azul) se hallan en el hilus, mientras que el axdn se limita a la capa molecular media y externa;
el soma de las células HICAP (gris) se localiza en el hilus, su axon se extiende hacia la capa
molecular interna y las dendritas se distribuyen en el hilus y en la capa molecular; el soma y las
dendritas de las células MOPP (marrén) se encuentran confinados a la capa molecular y su axén se
restringe a la capa molecular media y externa; el soma de las células en forma de candelabro (azul
marino) se localiza en la interfase de la capa molecular y granular, el axén realiza contactos
sinapticos con el segmento inicial del axén de las células granulares y las dendritas se distribuyen
en la capa molecular y en el hilus. Abreviaturas HIPP: células hilares asociadas con la via perforante,
HICAP: células hilares relacionadas con la via comisural de asociaciéon, MOPP: células de la capa
molecular asociadas con la via perforante. La figura se realiz6 con el programa BioRender.

Las células HIPP (por sus siglas en inglés, células hilares asociadas con la via perforante)

se localizan en la zona hilar, sus axones ascienden a los dos tercios externos de la capa
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molecular realizando contactos simétricos e inhibidores sobre las dendritas de las neuronas
granulares. Estas células HIPP reciben contactos sinapticos de las fibras musgosas,
generandose asi un circuito de retroalimentacion local inhibidor (Figura 6; Amaral &
Lavenex, 2007; Amaral et al., 2007).

Las células HICAP (por sus siglas en inglés, células hilares relacionadas con la via
comisural de asociacion) se localizan en la capa hilar, tienen una morfologia multipolar o
triangular, sus dendritas se extienden hacia el hilus y la capa molecular, el axén se extiende
a través de la capa granular y se ramifica de manera profusa en el tercio interno de la capa
molecular (Figura 6; Amaral & Lavenex, 2007; Amaral et al., 2007).

Las células MOPP (por sus siglas en inglés, células de la capa molecular asociadas con la
via perforante) se localizan en el fondo de la capa molecular, su axén produce una red
larga limitada a los dos tercios externos de la capa molecular, mientras sus dendritas
permanecen dentro de este estrato (Figura 6; Amaral & Lavenex, 2007; Amaral et al., 2007).
Las células en forma de candelabro o axo-axoénicas se localizan en la porcién superficial
de la capa granular; sus axones realizan contactos sinapticos simétricos sobre el segmento
inicial del axén de las neuronas granulares, inervando asi una sola célula a cerca de 1000
neuronas granulares. Las células en forma de candelabro son inmunorreactivas para GABA
(Figura 6; Amaral & Lavenex, 2007; Amaral et al., 2007).

1.2.2.1.2 Hipocampo o Cornu Ammonis (CA)

La principal capa celular en el hipocampo, tanto en la regién CA3 como en CA1, esta
compuesta por neuronas piramidales, por debajo de ella se encuentra el stratum oriens de
CA3 y CA1 (OCA3 y OCA1, de manera respectiva) y por encima de PCA3 pero no de la
capa piramidal de CA1 (PCA1) se encuentra el stratum lucidum, en el cual se localizan los
botones sinapticos de las fibras musgosas; finalmente el stratum radiatum (RCA3) se
localiza por encima del stratum Ilucidum en CA3 y en CA1 (RCA1) de manera inmediata a
la capa piramidal (Figura 3). En la region CA1, la capa mas superficial es el stratum
lacunosum moleculare, lugar donde terminan los axones de la corteza entorrinal (Amaral &
Lavenex, 2007).

Las neuronas piramidales del CA3 tienen un didmetro de 20-30 ym y las de CA1 15 ym,;
los arboles dendriticos de las neuronas piramidales del CA3 son muy heterogéneos
mientras que los de las neuronas de CA1 son homogéneos (Amaral & Lavenex, 2007). En
CAZ3, el arbol dendritico basal ocupa el OCA3, mientras que las dendritas apicales se
extienden hacia el RCA3. Las neuronas piramidales cercanas al giro dentado reciben
entradas de las fibras musgosas en sus dendritas apicales y basales, mientras que las

neuronas mas distales sélo reciben informacién de esta via a través de las dendritas
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apicales. En el stratum oriens y el radiatum se llevan a cabo las conexiones de asociacion
de CA3-CA3 y las conexiones de las colaterales de Schaffer CA3-CA1 (Figura 7; Amaral &
Lavenex, 2007).

Las interneuronas piramidales en forma de canasta se localizan en o cerca de PCA3 y
PCA1, sus dendritas se extienden al stratum oriens, stratum radiatum y el stratum
lacunosum moleculare, ésta Ultima s6lo en CA1. Las dendritas de estas interneuronas
reciben sinapsis asimétricas y simétricas; las entradas excitadoras provienen de las
neuronas piramidales y las aferencias inhibidoras proceden de otras interneuronas. Los
axones inervan el soma y las dendritas proximales de las neuronas piramidales (Figura 7).
Son interneuronas GABAérgicas (Amaral & Lavenex, 2007).

Las interneuronas en forma de candelabro o axo-axdnicas se localizan en o cerca de PCA3
y PCA1, sus dendritas abarcan todos los estratos hipocampicos. Sus axones viajan de
forma superficial a la capa piramidal, entrando a ésta para hacer contacto sinaptico con los
axones proximales de las neuronas piramidales (Figura 7; Amaral & Lavenex, 2007).
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Figura 7. Interneuronas presentes en el hipocampo. Las interneuronas piramidales en forma de
canasta (amarilla) y las interneuronas en forma de candelabro (azul oscuro) se localizan cerca de la
capa piramidal, sus dendritas se extienden hacia todas las capas del hipocampo, mientras que su
axon inerva los axones proximales y el soma de las neuronas piramidales (verde). El soma y las
dendritas de las interneuronas oriens-lacunosum-moleculare (rosa) se sitian en el stratum oriens, y
su axén se encuentra confinado al stratum lacunosum moleculare. El soma de las neuronas
trilaminares radiales (azul claro) se ubica en la capa piramidal, mientras que su axon y sus dendritas
se localizan en todas las capas del hipocampo con excepcion del stratum lacunosum moleculare. El
soma y las dendritas de las neuronas trilaminares horizontales (roja) se restringen al stratum oriens,
su axon abarca esta capa, la capa piramidal y la parte proximal del stratum radiatum. El soma de
las neuronas bi-estratificadas (morada) se encuentra confinado a la capa piramidal, tanto el axén
como las dendritas se distribuyen en el stratum oriens y radiatum. Abreviaturas LM: stratum
lacunosum moleculare, RCA: stratum radiatum, PCA: capa piramidal, OCA: stratum oriens. La figura
se realizé con el programa BioRender.

Las células del O-LM (oriens-lacunosum-moleculare), cuya principal caracteristica es un
axon muy ramificado confinado al stratum lacunosum moleculare y proveniente del stratum
oriens, forman sinapsis simétricas con las dendritas apicales distales de las neuronas

piramidales. Las dendritas y el soma de estas células se localizan en las zonas ocupadas
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por las colaterales recurrentes de las células piramidales; en CA3 esto incluye todas las
capas y en CA1 solo incluye el OCA1. La mayoria de las aferencias neuronales hacia el O-
LM son excitadoras y parecen surgir de las colaterales recurrentes de las neuronas
piramidales, estas interneuronas inhiben la actividad de las mismas neuronas piramidales
distales de una manera retroalimentativa (Figura 7; Amaral & Lavenex, 2007).

Las células bi-estratificadas se localizan cerca de la capa piramidal, tienen arboles
dendriticos multipolares que no alcanzan el stratum lacunosum moleculare; su axén envia
colaterales al stratum oriens y a la parte profunda del stratum radiatum en donde se forma
una densa red que termina sobre las dendritas de las células piramidales. Sus dendritas
se localizan en la zona de asociacién en CA3 y en las colaterales de Schaffer, manteniendo
una inhibicién por retroaccién y anterdgrada (Figura 7; Amaral & Lavenex, 2007).

Otras interneuronas se localizan en el stratum radiatum y sus redes dendriticas
multipolares o estrelladas se restringen a esta capa. Sus axones ramifican localmente en
esta misma capa y terminan sobre las dendritas de las células piramidales (Amaral &
Lavenex, 2007).

Otra importante poblacion de interneuronas se localiza en el stratum lacunosum moleculare
o en el borde entre esta capa y el RCA1. Su axén ramifica en el stratum lacunosum
moleculare o en la porcion superficial del RCA1, formando sinapsis simétricas sobre
dendritas distales de células piramidales. Sus dendritas se extienden de manera horizontal
sin entrar a la capa piramidal (Figura 7; Amaral & Lavenex, 2007). Todas las interneuronas
del hipocampo son inmunopositivas para marcadores de la via de sintesis y transporte de
GABA (Amaral & Lavenex, 2007).

1.3 LEVETIRACETAM

1.3.1 Generalidades

Para el tratamiento de algunos desdérdenes epilépticos, entre ellos la ELT, se ha utilizado
de manera reciente un farmaco de segunda generacion, el levetiracetam. Este farmaco
(también llamado L059), una [S]-a-etil-2-oxo-pirrolidina acetamida (Figura 8), es un analogo
del piracetam, un medicamento nootrépico indicado para insuficiencia cerebrovascular,
deterioro cognitivo asociado con la edad y mioclonus, este ultimo aun se encuentra en
controversia (Loscher et al., 2016). El levetiracetam es un farmaco antiepiléptico no
relacionado quimicamente con otros antiepilépticos, su féormula es CgH14N2O2 su masa

molecular es de 170.21 y es altamente soluble en agua (Carrefio, 2007).
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Figura 8. Estructura quimica del levetiracetam. El conjunto de la acetamida (estructura morada)
y el anillo de pirrolidina (estructura rosa) conforman el piracetam (circulo azul). Al unirse este ultimo
con un grupo etilo se forma el levetiracetam.

El levetiracetam, a diferencia de otros farmacos antiepilépticos, no tuvo actividad
anticonvulsiva en dos de las pruebas clasicas (electrochoque maximo y pentilenotetrazol)
usadas como tamizaje inicial para probar nuevos farmacos antiepilépticos (Klitgaard, 2001;
Benedetti et al., 2004; Carrefio, 2007; Loscher et al., 2016); sin embargo, fue efectivo en la
supresion de crisis parciales y secundariamente generalizadas en un modelo cronico de
epilepsia, el kindling amigdalino (Léscher et al., 2016).

Después de varias pruebas clinicas que confirmaron su eficacia y seguridad, el
levetiracetam fue aprobado por la FDA (US Food and Drug Administration) en 1999,
comenzando a prescribirse como un farmaco de nueva generaciéon contra la epilepsia
(Loscher et al., 2016). En la actualidad, se usa como monoterapia o terapia adyuvante en
el tratamiento de epilepsias primariamente generalizadas con crisis tonico-clénicas, crisis
miocldnicas, epilepsia miocldnica juvenil y crisis de origen focal con o sin generalizacion
secundaria (Swaroop et al., 2013; Lévesque et al., 2015).

Se ha postulado que el levetiracetam tiene un novedoso mecanismo de accion a través de
la proteina de vesiculas sinapticas 2A (SV2A), debido a su inusual perfil preclinico y se ha
reportado que no actia a través de los mecanismos tradicionales de otros farmacos
antiepilépticos como inhibicion de canales de Na* o modulacion de corrientes de Ca?* y
tampoco tiene alta afinidad por receptores a GABA o glutamato (Carrefio, 2007; Ulloa et
al., 2009).

1.3.2 Principal mecanismo de accidn del levetiracetam a través de la SV2A

Para determinar el blanco terapéutico del levetiracetam se evalué su afinidad a sitios de
unién de otros farmacos antiepilépticos, siendo poco afin para ellos (Noyer et al., 1995).
En ensayos de union, el levetiracetam reconocié una poblacion homogénea de sitios de
union en el hipocampo de rata, siendo ésta altamente estereoselectiva, dado que el ucb

L060, el D-estereoisomero del levetiracetam, fue 1000 veces menos potente que el
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levetiracetam en inhibir la unién del radioligando (Noyer et al., 1995); ademas el sitio de
unioén del levetiracetam fue unico para el cerebro, con una alta presencia en membranas
sinapticas y observandose la uniéon en todas las regiones probadas: hipocampo, corteza y
cerebelo (Noyer et al., 1995). A través de fraccionamiento subcelular, se identificé que el
sitio de uniéon del levetiracetam estuvo presente en sinaptosomas y enriquecido en
fracciones de vesiculas sinapticas (Fuks et al., 2003). Finalmente, se concluyd que el sitio
de union del levetiracetam es una proteina con un peso molecular de 90 kDa (Fuks et al.,
2003) y en el 2004 se descubrid que esta proteina es la SV2A (Lynch et al., 2004). A pesar
de que no se conoce con exactitud el sitio de unién del levetiracetam y la SV2A, se han
propuesto varios aminoacidos esenciales para su acoplamiento (Figura 9; Correa-Basurto
etal., 2015)
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Figura 9. Sitios de union putativos entre la SV2A y el levetiracetam. En la imagen superior se
representa la union del levetiracetam y la SV2A en los dominios transmembranales 7, 10 y 11. Las
tonalidades que rodean al levetiracetam indican el tipo de interaccion quimica entre el residuo
(aminoacido especifico) y el farmaco. La imagen inferior muestra los aminoacidos involucrados en
la union del levetiracetam y la SV2A, habiendo una preferencia por treonina 456, triptéfano 666,
serina 665, acido aspartico 670 y leucina 689. La A representa la ubicacion del aminoacido en la
cadena proteica. Abreviaturas SV2A: proteina de vesiculas sinapticas 2A, H: hidrégeno, PHE:
fenilalanina, LYS: lisina, ILE: isoleucina, ASN: asparagina, ASP: acido aspartico, TRP: triptofano,
LEU: leucina, SER: serina, TYR: tirosina, THR: treonina. Modificado de Correa-Basurto et al., 2015
en Frontiers in Cellular Neuroscience 9: 125.
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Debido a que el levetiracetam es hidrofilico, se requiere de su ingreso intracelular para
ejercer su efecto (Yang et al., 2007). Estudios electrofisiolégicos reportaron que el
levetiracetam disminuye la liberacion vesicular dependiente de tiempo, dosis y estimulacion
eléctrica (Yang et al., 2007; Meehan et al., 2011, 2012; Mendoza-Torreblanca et al., 2013;
Klitgaard et al., 2016). Se ha postulado que el levetiracetam ingresa a la neurona a través
del proceso de endocitosis, uniéndose asi a la porcion transmembranal de la SV2A en
donde actua para reducir el conjunto de vesiculas faciimente liberable, lo cual se observa
como una disminucidon en la amplitud de las corrientes postsinapticas excitadoras;
finalmente, el levetiracetam es liberado durante la fusién vesicular o exocitosis (Figura 10;
Yang et al., 2007; Meehan et al., 2011, 2012; Mendoza-Torreblanca et al., 2013).
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Figura 10. Propuesta del mecanismo de accion del levetiracetam. A) El levetiracetam ingresa a
la vesicula sinaptica (flecha rosa) durante el proceso de endocitosis. B) Se ha postulado que el
levetiracetam se une a la SV2A en los dominios transmembranales 7, 10 y 11 (flecha azul); en este
sitio ejerce su efecto disminuyendo la liberacién de neurotransmisores.C) El farmaco es liberado de
la vesicula sinaptica durante el proceso de exocitosis (flecha morada). Modificado de Mendoza-
Torreblanca et al., 2013 en European Journal of Neuroscience 38 (11): 3529-3539

Por otro lado, de manera previa se ha reportado que en pacientes con epilepsia hay una
gran variabilidad en la respuesta al tratamiento con levetiracetam, habiendo pacientes
libres de crisis después de haber sido tratados con el farmaco, mientras que otro sector no
responde al tratamiento (Lynch et al., 2009). Se ha propuesto que variaciones genéticas
en la secuencia de SV2A influyen en la unién al levetiracetam, causando una respuesta
diferencial al farmaco, determinando asi su eficacia; sin embargo, estudios recientes han
reportado que variaciones genéticas en la proteina SV2A o polimorfismos comunes no
interfieren con la respuesta al tratamiento (Lynch et al., 2009; Dibbens et al., 2012).

Otra posible explicacion del por qué algunos pacientes no responden de manera favorable

al tratamiento con levetiracetam, es debido a las modificaciones en la inmunorreactividad
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de SV2A. En pacientes con gliomas cerebrales y epilepsia, sometidos a cirugia y
posteriormente tratados con levetiracetam, se evalud la inmunorreactividad de la proteina
SV2A como predictor clinico de la respuesta al tratamiento, concluyendo que una elevada
inmunorreactividad de la proteina aumenta las probabilidades de respuesta eficaz al
tratamiento (de Groot et al., 2011). En este mismo sentido, Glien et al. (2002) observé en
un modelo animal de ELT una respuesta diferencial al tratamiento con levetiracetam, por
lo que una eficacia del farmaco también podria estar asociado con diferencias en la

expresion de SV2A en modelos animales.

1.4 PROTEINA DE VESICULAS SINAPTICAS 2A, BLANCO TERAPEUTICO DEL

FARMACO ANTICONVULSIVO LEVETIRACETAM

1.4.1 Proteinas de vesiculas sinapticas 2

La familia de proteinas de vesiculas sinapticas 2 (SV2) se encuentra conformada por 3
isoformas: SV2A, SV2B y SV2C. Estas fueron identificadas por primera vez en vesiculas
sinapticas purificadas del 6rgano eléctrico del elasmobranquio Discopyge ommata (Buckley
& Kelly 1985; Mendoza-Torreblanca et al., 2013).

Las proteinas pertenecientes a la familia SV2 se encuentran conservadas en vertebrados;
Su expresion esta ausente en los cuerpos neuronales pero muy “enriquecida” en las capas
sinapticas (Bajjalieh ef al., 1994). La isoforma SV2A esta presente en todas las neuronas
del sistema nervioso central y periférico, asi como en células enddécrinas (adrenal, pituitaria
y pancreas), pero no exocrinas (Buckley & Kelly 1985). La SV2A es una glicoproteina con
un peso molecular de =82.6 kDa conformada por 742 aminoacidos, con 12 dominios
transmembranales, un amino terminal, 3 sitios intraluminales glicosilados unidos a
asparagina entre los dominios transmembranales 7 y 8, secuencias consenso para
fosforilacion por proteina cinasa dependiente de adenosin monofosfato ciclico, proteina
cinasa C, y caseina quinasa estan presentes en la regiéon del amino terminal y el bucle
localizado entre los dominios transmembranales 6 y 7, en el amino terminal que precede al
primer dominio transmembranal se encuentran residuos acidos sugiriendo un sitio de union
a calcio (Figura 11; Buckley & Kelly 1985; Feany et al., 1992).

Con respecto a la homologia con las proteinas pertenecientes a la familia SV2, la proteina
SV2B es 65 % idéntica y 78 % similar a SV2A, observandose la mayor divergencia en el
amino terminal, presentando SV2B un amino terminal corto (perdiendo los primeros 39
aminoacidos de SV2A); la segunda divergencia se encuentra entre el dominio

transmembranal 7 y 8. La proteina SV2B esta conformada por 682 aminoacidos con un
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peso molecular de 77.5 kDa; presenta 12 dominios transmembranales y 3 sitios glicosilados
(Bajjalieh et al., 1993).
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Figura 11. Representacion de la proteina SV2A. La proteina SV2A esta conformada por 742
aminoacidos, los primeros 57 aminoacidos del amino terminal corresponden al sitio de interaccion
con el dominio C2B de sinaptotagmina-1. El aminoacido tirosina en el sitio 46 (verde oscuro) se
requiere para el trafico de SV2A a vesiculas sinapticas. El aminoacido arginina en el sitio 231 es un
motivo candnico de la superfamilia de transportadores (verde). Los aminoacidos en color rosa
representan 10 sitios de fosforilacion putativos en el amino terminal, mientras que los aminoacidos
en color azul muestran los sitios de union putativos a adenosin trifosfato. Los aminoacidos morados
indican 3 sitios putativos de glicosilacion, los cuales son necesarios para el ingreso a la neurona de
las neurotoxinas botulinicas A y E. Los aminoacidos propuestos para la union a racetams se
observan en rojo; de manera especifica los aminoacidos implicados en la unién al levetiracetam se
muestran en color verde limén. El triptéfano en el sitio 300 y en el sitio 666 son esenciales para la
funcion de SV2. La proteina tiene 12 dominios transmembranales, una larga asa citoplasmatica, otra
luminal y 3 dominios luminales adicionales. Abreviaturas SV2A: proteina de vesiculas sinapticas 2A,
Y: tirosina, R: arginina, W: triptéfano, L: dominio luminal, N: sitios putativos de glicosilacién, T:
dominios transmembranales, BoNT/E: neurotoxina botulinica E, N-terminal: amino terminal.
Modificado de Mendoza-Torreblanca et al., 2013 en European Journal of Neuroscience 38 (11):
3529-3539; Bartholome et al., 2017 en Frontiers in molecular neuroscience 10: 148.

En el cerebro, la SV2A se expresa de forma ubicua a través de él, con excepcién del nicleo
facial y el trigémino (Bajjalieh et al., 1993, 1994). En el hipocampo la inmunorreactividad
de SV2A muestra un patron puntiforme alrededor del soma de las neuronas principales
(granulares y piramidales; sinapsis axo-axonicas y axo-somaticas) y ausente en el cuerpo
celular. En las capas del hipocampo donde la transmisién sinaptica es axo-dendritica
(RCA3, RCA1, OCA3, OCA1, molecular, stratum lacunosum moleculare) Ila
inmunorreactividad se observa difusa (Bajjalieh et al., 1994; Toering et al., 2009; van Vliet
et al., 2009).
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La SV2A se expresa tanto en neuronas excitadoras como inhibidoras (Bajjalieh et al., 1994;
Grenborg et al., 2010). En la corteza de rata el porcentaje de co-expresion entre SV2Ay el
transportador vesicular 1 para glutamato (VGLUT1) es de 81.7 %, de 41.1 % para el
transportador vesicular 2 para glutamato (VGLUT2) y de 95.7 % para el transportador
vesicular para GABA (VGAT; Bragina et al., 2012). Con respecto al hipocampo, SV2A co-
expresa con VGLUT1 y VGAT en donde terminan las fibras musgosas en el stratum lucidum
de CA3, el mismo patrdn de tincion se observa en la corteza cerebelar (Grgnborg et al.,
2010).

La distribucién de SV2B se observa a lo largo del cerebro, sin embargo, tiene una expresion
mas limitada, estando ausente en el giro dentado, el globus pallidus, el nucleo reticular del
talamo y la parte reticular de la sustancia nigra (Bajjalieh et al., 1994). Mientras que SV2A
se expresa en neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas, SV2B en el cerebelo se asocio
de manera selectiva con vesiculas glutamatérgicas (Bajjalieh et al., 1994; Grgnborg et al.,
2010), mientras que en el hipocampo presentd una tincién difusa en el neurdpilo pero no
fue detectable en las fibras musgosas (Grenborg et al., 2010). SV2C colocaliza con
vesiculas GABAérgicas y glutamatérgicas, sin embargo, tiene preferencia por VGAT en la

capa de células de Purkinje (Grgnborg et al., 2010).

1.4.2 Funcién de la proteina SV2A

Algunas neuronas expresan 2 isoformas de SV2 en la misma vesicula, por lo que se ha
sugerido que las proteinas de esta familia realizan la misma funcién (Bajjalieh et al., 1994).
A pesar de que no se ha dilucidado por completo el papel exacto de la SV2A, se ha
postulado que tiene participacion en multiples funciones: exocitosis dependiente de calcio,
transportador de constituyentes vesiculares y la capacitacion (priming) vesicular (Nowack
et al., 2010; Mendoza-Torreblanca et al., 2013; Léscher et al., 2016).

La base génica GenBank reveld que SV2A es una proteina homologa de transportadores
bacterianos (Bajjalieh et al., 1992). La SV2 tiene una alta homologia con varios miembros
de la superfamilia de transportadores transmembranales; la regién con mayor homologia
entre SV2 y la subfamilia de transportadores de azucar se localiza en el amino terminal,
mientras que el carboxilo terminal tiene mayor homologia con los transportadores para
neurotransmisores (Feany et al., 1992). Estudios estructurales han mostrado que SV2A
tiene dos estados conformacionales, soportando la idea de que SV2A es una proteina
transportadora (Lynch et al., 2008).

Por otro lado, existe evidencia de que podria contribuir a regular los niveles de calcio
citoplasmico durante la estimulacion repetitiva (Janz et al., 1999); al modular un paso en la

capacitacion vesicular aumentando el conjunto facilmente liberable y, por lo tanto, la
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probabilidad de liberacién, preparando asi a las vesiculas sinapticas para su fusién
(modulador positivo de la transmision sinaptica; Custer et al., 2006); finalmente se ha
propuesto que sea un receptor de las proteinas adaptadoras de clatrina y con ello
contribuye al trafico de sinaptotagmina mediante la modulacion de la endocitosis (Yao et
al., 2010).

1.4.3 SV2A Yy epilepsia

Alteraciones en la organizacion sinaptica, podrian contribuir al desarrollo y progresion de
actividad convulsiva (Toering et al., 2009). El 100 % de ratones Knock out (KO) contra la
proteina SV2A experimentan crisis motoras severas a partir de la segunda semana
posnatal y todos ellos mueren entre el dia post natal 12 y 23, mientras que solo el 24 % de
animales heterocigotos presentan crisis de manera espontanea (Crowder et al., 1999; Janz
et al., 1999); sin embargo, los ratones heterocigotos que son sometidos a diversos modelos
de crisis agudas (kindling amigdalino y corneal, kainato, pilocarpina, pentilentetrazol y
modelo de 6 Hercios), son mas susceptibles a presentar comportamiento convulsivo
(Kaminski et al., 2009).

Estudios previos realizados en pacientes farmacorresistentes han sefialado una
disminucion de la proteina SV2A en el area epileptdogena. Pacientes farmacorresistentes
con ELT y gliosis (sin una pérdida neuronal considerable) mostraron un patréon de
inmunorreactividad de SV2A similar al tejido control, mientras que en pacientes con
esclerosis hipocamica y pacientes con una patologia dual, la cual incluye displasia cortical
focal y esclerosis hipocampica, se observé una disminucion de la proteina SV2A en el
neuropilo del hipocampo, principalmente en areas con pérdida neuronal y gliosis, siendo
muy notable la regién hilar, en donde se mostré6 una inmunorreactividad moderada
alrededor del soma y las dendritas de las interneuronas (Toering et al., 2009; van Vliet et
al., 2009; Crévecceur et al., 2014). En la capa molecular interna del giro dentado se observo
un incremento en los niveles de SV2A, probablemente debido a la reinervacioén de las fibras
musgosas (Toering et al., 2009; van Vliet et al., 2009; Crévecceur et al., 2014). La expresion
de SV2A también se observé en neuronas residuales con prominente tincion perikarial
(Toering et al., 2009). Asi mismo, los niveles de SV2A disminuyeron en neocorteza
temporal anterior de pacientes con ELT (Feng et al., 2009).

Por otro lado, en diversos modelos animales de ELT se ha evaluado la inmunorreactividad
de la proteina SV2A, habiendo datos contradictorios. En un modelo animal de ELT inducido
por estimulacién tetanica del hipocampo, la cual generd un sostenido SE, se observé una
disminucion paulatina de los niveles de la proteina SV2A; desde la fase aguda (un dia

posterior a la induccion del SE) hubo una menor tincion en la capa molecular interna del

22



giro dentado asi como el hilus, la cual progresé durante la epileptogénesis (una semana
después de la induccion del SE) siendo mas marcada durante la fase crénica (6-8 meses
post SE). La inmunorreactividad de SV2A disminuyé a través de todas las capas del
hipocampo, aumentando la pérdida de SV2A en el giro dentado, quedando pocas células
hilares rodeadas por una intensa inmunorreactividad de SV2A (van Vliet et al., 2009). Sin
embargo, en modelos de kindling eléctrico y quimico se observd un incremento de la
inmunorreactividad de SV2A en el hipocampo de ratas epilépticas (Matveeva et al., 2007;
2008; Ohno et al., 2009).

La disminucion en los niveles de la proteina SV2A podria afectar directamente la respuesta
al tratamiento con levetiracetam. de Groot et al. (2011) observaron que en pacientes con
gliomas y epilepsia habia una relacién directa entre la expresion de la proteina SV2A y la
respuesta al levetiracetam, teniendo una respuesta favorable aquellos pacientes con mayor
expresion de SV2A. Reportes previos evaluados en pacientes con diversos sindromes
epilépticos y en un modelo animal de ELT, ambos tratados con levetiracetam, han mostrado
que existe una respuesta diferencial al tratamiento (una disminucién del 100 % en la
frecuencia de las crisis 0 una nula disminucion de las mismas (Glien et al., 2002; Lynch et
al., 2009), siendo de interés que esta gran variabilidad podria estar asociada a cambios en

la inmunorreactividad de SV2A.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La proteina SV2A es esencial para que se lleve a cabo la correcta neurotransmision (Custer
et al., 2006), ya que la ausencia de ésta genera crisis graves y finalmente la muerte de
ratones sometidos a la deleciéon del gen que codifica para la proteina (Janz et al, 1999);
ademas, ratones heterocigotos también son mas susceptibles a la generacion de
conductas convulsivas cuando son sometidos a modelos agudos de crisis (Kaminiski et al.,
2009). Por lo tanto, la disminucion de la SV2A observada en algunos modelos animales de
epilepsia podria ser un factor de predisposicion en la generacion de este trastorno
neuroldgico. Sin embargo, a pesar de que se ha evaluado la inmunorreactividad de SV2A
en diversos modelos animales de epilepsia, los datos no han sido concluyentes, habiendo
modelos en los que se reporta una disminucion en los niveles de la proteina, tal es el caso
de modelos genéticos de epilepsia y el modelo de estimulacion tetanica (van Vliet et al.,
2009; Hanaya et al., 2012), mientras que modelos de kindling eléctrico y quimico indican
que hay un aumento en la expresién de SV2A (Matveeva et al., 2007; Ohno et al., 2009).
Con respecto a este punto surge la interrogante de si los cambios en los niveles de la
proteina son paulatinos y créonicos o estas modificaciones se dan de manera aguda y asi

permanecen a lo largo del trastorno neuronal. Ademas, dado que la proteina SV2A se
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expresa en todas las vesiculas sinapticas, resulta interesante conocer si los cambios
ocurridos durante el proceso patoldgico inciden por igual en ambos sistemas, el excitador
e inhibidor. Con respecto a este punto, hay escasa informacién del papel de la SV2A y el
desbalance excitador-inhibidor observado durante la epilepsia. Finalmente, debido a que
la SV2A es el blanco terapéutico del farmaco anticonvulsivo levetiracetam, cambios sutiles
podrian ser cruciales en la respuesta al tratamiento con el farmaco, siendo de suma
importancia clinica esta posible correlacion.

Debido a las controversias detalladas con anterioridad en los diferentes modelos de
epilepsia, el presente trabajo va dirigido a evaluar las variaciones en la inmunorreactividad
de SV2A durante la generacion de la epilepsia en uno de los modelos que reproduce con
mayor fidelidad la fisiopatologia de pacientes con ELT. Ademas, esta investigacion evalu6
la relacion entre los principales sistemas excitador e inhibidor y su asociacion con la SV2A
durante el proceso de generacién de la epilepsia. Finalmente, abordamos la relacion entre
las modificaciones de la inmunorreactividad de SV2A y la respuesta al tratamiento con

levetiracetam.

3. JUSTIFICACION

La ELT es una de las epilepsias con crisis de origen focal mas frecuentes y también es la
patologia con mayor porcentaje de pacientes farmacorresistentes. Comprender los
cambios en la proteina SV2A a lo largo de la generacion de la epilepsia permitira ampliar
el conocimiento en la fisiopatologia de este desorden neuroldgico. Ademas, la evaluacion
de la relacion entre las modificaciones de la SV2A y la respuesta al tratamiento contribuira
a conocer el papel de la SV2A en la farmacorresistencia del levetiracetam, un aspecto de

gran relevancia en el manejo clinico de los pacientes con ELT.

4. HIPOTESIS

En el hipocampo de rata, la proteina SV2A disminuira de manera progresiva durante la
generacion de la epilepsia y esta disminucion afectara la respuesta al tratamiento con

levetiracetam.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar la implicacion de la proteina SV2A durante la epilepsia del I6bulo temporal y su

asociacion como factor de respuesta al tratamiento con levetiracetam

5.2 Objetivos particulares

Objetivo particular 1

Cuantificar los niveles de la proteina SV2A en el hipocampo de rata durante el progreso de
la epilepsia (status epilepticus, epilepsia temprana y tardia) y su asociacién con los

sistemas excitador e inhibidor.

Objetivo particular 2

Correlacionar los niveles de SV2A de ratas epilépticas con el efecto del levetiracetam sobre

las crisis espontaneas recurrentes.

6. MATERIAL Y METODOS

METODOLOGIA PARA EL OBJETIVO PARTICULAR 1
Cuantificar los niveles de la proteina SV2A en el hipocampo de rata durante el
progreso de la epilepsia (status epilepticus, epilepsia temprana y tardia) y su

asociacion con los sistemas excitador e inhibidor.

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso 250- 300 g provenientes de
laboratorios Envigo (México). Los animales se mantuvieron en condiciones controladas de
temperatura (20 £ 2 °C) y ciclo luz/oscuridad (6:00 am/6:00 pm, ciclo de luz) con comida y
agua ad libitum. Todos los procedimientos estuvieron de acuerdo con la guia NIH para el
cuidado y uso de animales experimentales y la Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de
Agricultura (SAGARPA NOM-062-Z00-1999) publicada en 2001. Los protocolos fueron

aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del
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Instituto Nacional de Pediatria. Los sujetos de experimentacion se asignaron al azar a los

grupos experimentales.

Grupos experimentales

a) Grupo status epilepticus (SE, n = 5). Se sometidé a eutanasia 1 hora después de
haber detenido el SE.
a.1. Grupo control del status epilepticus (Ctrl, n = 5). Se sometié a eutanasia con el
grupo “a”.

b) Grupo epiléptico temprano (EEPI, n = 5). Se sometié a eutanasia 10 dias
posteriores a la induccion del SE.
b.1. Grupo control epilepsia temprana (Ctrl, n = 5). Se sometié a eutanasia con el
grupo “b”

c) Grupo epiléptico tardio (LEPI, n = 6). Se sometié a eutanasia 56 dias posteriores a
la induccion del SE.

c.1. Grupo control epilepsia tardia (Ctrl, n = 4). Se sacrificé con el grupo “c”.

Induccioén del status epilepticus y cuidados post SE

Con la finalidad de reducir la dosis de pilocarpina necesaria para inducir el SE, los grupos
experimentales recibieron cloruro de litio (127 mg/kg, i.p.; Sigma-Aldrich) 19 horas previas
a la administracion de pilocarpina (Clifford et al., 1987; Glien et al., 2002; Curia et al., 2008).
Al dia siguiente de la administracion del cloruro de litio, los animales fueron tratados con
bromuro de metil escopolamina (1 mg/kg, i.p.; Sigma-Aldrich) 30 minutos previos al
tratamiento con pilocarpina, esto para contrarrestar los efectos periféricos colinérgicos
generados por la pilocarpina. Finalmente se administr6 una dosis de pilocarpina
hidroclorada (30 mg/kg, i.p.; Sigma-Aldrich) para inducir el SE. Después de 90 minutos de
iniciado el SE, éste se interrumpid con una inyeccion de diazepam (5 mg/kg, i.m.; PiSA) y,
de manera inmediata, los animales se colocaron en una cama de hielo durante una hora
para disminuir la hipertermia generada por las continuas crisis convulsivas. Al concluir este
lapso, las ratas se regresaron a cajas individuales. Ocho horas después de la primera
aplicacion de diazepam, los animales recibieron una segunda dosis (5 mg/kg, i.m.), se
hidrataron con 5 mL de cloruro de sodio (0.9 % s.c.) y se mantuvieron a 17 °C durante toda
la noche. Al dia siguiente, las ratas fueron regresadas a condiciones controladas de
temperatura y luz/oscuridad. Los animales fueron alimentados durante 3 dias con
suplemento alimenticio nutricional hasta que comenzaron a comer pellets (Glien et al.,
2001).
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Video monitoreo conductual de las crisis espontaneas recurrentes

Para evaluar la frecuencia de las crisis espontaneas recurrentes en los grupos epiléptico
temprano y tardio se llevaron a cabo dos fases de video-monitoreo. Para detectar la
aparicion de la primera crisis espontanea y conformar el grupo epiléptico temprano, los
animales se grabaron del dia 4-10 post SE durante 24 horas (Figura 12). Nuestras
observaciones durante la primera etapa de monitoreo conductual reflejaron una mayor
frecuencia en la aparicion de crisis durante el periodo diurno, por lo que decidimos acotar
la ventana de tiempo para el video monitoreo de las 8:00 a las 18:00 horas del dia 35-56
post SE; nuestros datos estan en concordancia con Arida et al., 1999 y Glien et al., 2002.

Para cuantificar el nUmero de crisis que presentaron los animales epilépticos se evalud su
conducta de acuerdo con la escala de Racine, la cual establece 5 etapas: 1) movimientos
faciales y de hocico, 2) clonus de cabeza, 3) clonus de miembros anteriores, 4)
levantamientos, 5) levantamientos y caidas (Racine, 1972). Se consider6 una crisis cuando
los animales presentaron un comportamiento de 3 o mas en la escala de Racine. Los videos
fueron obtenidos con un sistema DVR (por sus siglas en inglés, Digital Video Recorder)
con 4 camaras (Steren modelo CCTV-970, por sus siglas en inglés, closed circuit television)
y revisados de manera manual con el programa H.264 PlayBack para Windows. Los videos
se observaron a una velocidad 4X (4 veces mayor a la velocidad normal) hasta detectar
una crisis, una vez localizada la crisis conductual, la grabacion fue detenida, regresada

hasta el momento de inicio y observada a una velocidad normal (Glien et al., 2001).

*Ctrl * Ctrl *Ctrl
*SE *EPI *EPl tardio
temprano

01 4 10 35 56 Dias

Figura 12. Disefio experimental para el objetivo particular 1. El dia 1 se indujo el SE a ratas
macho. Las ratas del grupo SE y sus controles se sometieron a eutanasia 60 minutos después de
detener el SE con diazepam (flecha azul). Para evaluar la frecuencia de las crisis espontaneas se
video monitoreo (linea verde olivo) la conducta de los animales de los grupos epilépticos durante el
periodo diurno (8:00-18:00). El grupo epiléptico temprano fue video monitoreado del dia 4 al 10 y
sometido a eutanasia, junto con su control, el dia 10 (flecha rosa). El grupo epiléptico tardio fue
monitoreado del dia 35-56 y sometido a eutanasia junto con su control este ultimo dia (flecha verde).
Abreviaturas Ctrl: control, SE: status epilepticus, EPI: epiléptico.

Colecta del tejido cerebral
El dia de la eutanasia todos los animales se anestesiaron de manera profunda con
pentobarbital sédico (63 mg/mL, i.p.) y se perfundieron por via intracardiaca con NaCl 0.9

% y posteriormente con paraformaldehido 4 % (preparado en amortiguador de fosfatos PB
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0.1 M; pH 7.4). A continuacion, las ratas se decapitaron, sus cerebros se removieron y post
fijaron con paraformaldehido 4 % durante 24 horas a 4 °C. Posteriormente, los cerebros se
crioprotegieron por inmersién en un gradiente de sacarosa (20 y 30 %) hasta su completa
impregnacion. Al concluir el paso previo, el tejido se congeld con 2-metilbutano y se
almacend a -80 °C hasta su uso. Finalmente, el hipocampo completo se cortdé con un
criostato (Cryocut 1800) en secciones seriadas sagitales (40 um de grosor); el tejido se

almacend a -20 °C en solucion crioprotectora hasta su uso.

Inmunohistoquimica

Todo el proceso de inmunohistoquimica se realizoé por libre flotacion de las secciones
hipocampicas con agitacion continua y a temperatura ambiente. Ambos grupos, el control
y el experimental fueron procesados al mismo tiempo y en las mismas condiciones para la
deteccién de la inmunorreactividad de SV2A, VGAT y VGLUT1.

Para la deteccion de la proteina SV2A se usé PB 0.1 M durante todo el proceso, mientras
que para el marcaje de VGAT y VGLUT1 se emple6 amortiguador de fosfatos salino (PBS
0.1 M) para todas las reacciones con excepcion del bloqueo y los anticuerpos, los cuales
fueron diluidos en PBS Tween 0.1 %.

Para retirar la solucién crioprotectora del tejido se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada
uno con PB (preparado sin cloruro de sodio) o PBS (preparado con cloruro de sodio)
respectivamente; el proceso inicié con la incubacion del tejido con perdxido de hidrégeno
(8 % H20,; Sigma-Aldrich) durante 30 minutos para SV2A y 15 minutos para VGAT y
VGLUT1. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno. Después, las rebanadas se
incubaron en suero fetal bovino (FCS, 5 % preparado en PB y PBS Tween; Gibco) por una
hora. Al finalizar este periodo, el tejido se incubé durante toda la noche con los anticuerpos
primarios diluidos en FCS: SV2A (1:500, cabra IgG, Santa Cruz, sc-11936), VGAT (1:1000,
conejo 1gG, Sigma, V5764) o VGLUT1 (1:1000, ratén IgG, Santa Cruz, sc-377425). Al dia
siguiente, las rebanadas fueron lavadas 3 veces durante 15 minutos cada uno y
posteriormente incubadas durante 2 horas con sus respectivos anticuerpos secundarios
biotinilados diluidos en FCS: caballo anti-cabra (1:1000, Vector, BA-9500), cabra anti-
conejo (1:500, Vector, BA-1000) o cabra anti-ratén (1:500, Vector, BA-9200). Se realizaron
3 lavados de 15 minutos cada uno y luego el tejido fue incubado con avidina-biotina
peroxidasa (Vectastain ABC Elite Standard Kit, Vector PK-6100) por una hora. Nuevamente
se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno; la marca fue revelada al incubar los cortes
con 3,3'-diaminobencidina (DAB; Vector SK-4100), el tejido se colocé sobre laminillas

gelatinizadas y se montaron con Cytoseal (Pichardo- Macias et al., 2016).
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Inmunofluorescencia

Con la finalidad de determinar la co-expresion de SV2A con VGAT o VGLUT1, se realizaron
dobles marcajes por inmunofluorescencia.

Las rebanadas se lavaron 3 veces con PBS durante 10 minutos cada uno. Posteriormente
se incubaron con peroxido de hidrogeno (3 % H.0»; Sigma-Aldrich) durante 15 minutos y
se lavaron nuevamente 3 veces, la duracion de cada lavado fue de 10 minutos. De manera
posterior, los cortes se incubaron en FCS (5 % preparado en PBS Tween; Gibco) por una
hora. Al término el tejido se incubd con los anticuerpos primarios diluidos en FCS: SV2A
(raton 1gG, Santa Cruz, sc-376234) y VGAT (conejo IgG, Sigma, V5764) o SV2A (cabra
IgG, Santa Cruz, sc-11936) y VGLUT1 (raton IgG, Santa Cruz, sc-377425) durante toda la
noche; todos los anticuerpos se usaron en una dilucion 1:200 con excepcion de VGLUT1,
el cual fue usado 1:300. Al dia siguiente, el tejido se lavé 3 veces durante 15 minutos cada
uno y en seguida fueron incubados durante 2 horas en sus respectivos anticuerpos
secundarios diluidos en FCS: burro anti-raton Alexa 488 (Invitrogen, A-21202) y burro anti-
conejo Alexa 555 (Invitrogen, A-31572) o pollo anti-cabra Alexa 594 (Invitrogen, A-21468)
y burro anti-raton Alexa 488 (Invitrogen, A-21202); todos los anticuerpos fueron usados en
una dilucién 1:500, las rebanadas se montaron sobre portaobjetos gelatinizados usando el
medio de montaje DAKO.

Cuantificacién de las proteinas SV2A, VGAT y VGLUT1

Para el analisis semi-cuantitativo de la inmunorreactividad de la proteina SV2A en todo el
hipocampo, se escogieron de manera aleatoria una de cada 12 secciones de los cortes
seriados por cada animal, analizandose 10 cortes en total. Por cada corte se obtuvo una
fotomicrografia del hipocampo con un objetivo 4X; la intensidad de la inmunorreactividad
fue analizada por densidad optica usando el programa NIH ImageJ v1.43m, los valores
fueron expresados como unidades de densidad optica. Cada valor de densidad éptica se
corrigio restando el valor de fondo de cada seccion; se seleccion6 el cuerpo calloso para
obtener el valor de fondo, debido a que es una region en donde esta ausente la SV2A.

La densidad optica de la SV2A fue cuantificada en 3 porciones del hipocampo: dorsal
anterior (bregma: de AP:-1.7; ML: 0.18; DV: -3.7 a AP: -2.1; ML: 2.62; DV: -3.6 mm), dorsal
posterior (bregma: de AP:-2.6; ML: 2.9; DV: -4.0 a AP: -3.7; ML: 4.6; DV: -6.3 mm) y ventral
(bregma: de AP:-4.3; ML: 2.9; DV: -8.7 a AP: -4.0; ML: 4.6; DV: -8.8 mm; Moser & Moser,
1998a, 1998b; Kjelstrup et al., 2002; Paxinos & Watson, 2007). A su vez cada seccion fue
dividida en capas. Para el hipocampo dorsal anterior y posterior se identificaron el OCAA1,
OCA3, RCA1, RCA3, PCA1, PCA3, stratum lacunosum moleculare, molecular, granular e
hilus. El hipocampo ventral se dividi6 en OCA3, RCA3, PCA3, molecular, granular e hilus
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(Figura 13). Debido a que fue complicado separar el stratum lucidum de PCA3, ambas
capas se analizaron juntas.

El analisis semi-cuantitativo de la inmunorreactividad de VGAT y VGLUT1 se realiz6 en las
mismas condiciones mencionadas de manera previa, sin embargo, cabe sefalar que solo
se cuantificd el hipocampo dorsal anterior en las capas en donde se observaron diferencias

significativas en la cuantificacion de la proteina SV2A.
> of L 3 ‘ R YO TS
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Figura 13. Capas analizadas del hipocampo dorsal anterior, posterior y ventral. Se muestran
dos cortes sagitales, obtenidos en diferente nivel temporo-medial. A) Micrografia que muestra 10
capas analizadas en el hipocampo dorsal anterior y 6 capas analizadas en el hipocampo ventral. B)
El hipocampo posterior se dividié a la mitad y la parte superior correspondié al hipocampo dorsal,
mientras que la seccién inferior se tom6 como hipocampo ventral. Para ambos cortes, las capas
corresponden a stratum oriens de CA1 (azul oscuro), stratum oriens de CA3 (azul claro), capa
piramidal de CA1 (verde limon), capa piramidal de CA3 (amarillo), stratum radiatum de CA1 (rosa),
stratum radiatum de CA3 (magenta), stratum lacunosum moleculare (lila), capa molecular (morado),
capa granular (blanco), hilus (turquesa), finalmente se muestra en color negro el cuerpo calloso el
cual fue utilizado para restar el fondo generado durante el proceso de inmunohistoquimica.

Analisis estadistico

La frecuencia de crisis espontaneas recurrentes se expresé como la media * error estandar
de la media (SEM). Los datos de densidad 6ptica de la SV2A se representaron como la
mediana + valores minimos y maximos. Debido a que no hubo diferencias significativas
entre los grupos controles de los grupos SE, epiléptico temprano y tardio, los valores de
densidad 6ptica de SV2A fueron promediados y fijados al 100 % (representados como
lineas punteadas en cada grafica). Los datos de la densidad 6ptica de SV2A de cada grupo
se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis (ANOVA de rangos de una via) y las
comparaciones multiples se realizaron con el método de Dunn. Los valores de densidad
optica de VGAT y VGLUT1 se representaron como la media + SEM. Para comparar grupos
equivalentes se utilizé la prueba t de Student. Las diferencias fueron consideradas

estadisticamente diferentes a una p<0.05.
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METODOLOGIA PARA EL OBJETIVO PARTICULAR 2

Correlacionar los niveles de SV2A de ratas epilépticas con el efecto del levetiracetam

sobre las crisis espontaneas recurrentes

Grupos experimentales

Para este objetivo, los grupos epilépticos sdlo fueron tardios (sacrificio dia 56 posterior al
SE; Figura 14). En este caso, las ratas Wistar se dividieron en los siguientes grupos
experimentales:

a) Grupo epiléptico responsivo al levetiracetam (EPI R, n = 3). Grupo epiléptico tratado
con el farmaco anticonvulsivo levetiracetam durante 7 dias y con una disminucién
mayor al 50 % de las crisis espontaneas recurrentes.

b) Grupo epiléptico no responsivo al levetiracetam (EPI NR, n = 3). Grupo epiléptico
tratado con el farmaco anticonvulsivo levetiracetam durante 7 dias y con una
disminucion menor al 50 % de las crisis espontaneas recurrentes.

¢) Grupo control tratado con levetiracetam (Ctrl L, n = 7). Los animales recibieron
tratamiento con levetiracetam durante 7 dias sin la induccién del SE.

d) Grupo control (Ctrl, n = 5). Animales tratados sdélo con soluciéon salina, sin el

implante de la bomba osmética.

Modelo animal de epilepsia

La induccion del SE, los cuidados post SE y el video monitoreo de las crisis conductuales
se llevaron a cabo de acuerdo con el apartado “Metodologia para el objetivo particular 1”.
Sin embargo, en este caso los grupos epilépticos tratados con levetiracetam fueron
grabados del dia 42-56 (una semana antes de administrar el farmaco) y durante el
tratamiento (7 dias) en el periodo diurno (8:00-18:00 horas; Figura 14).
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Figura 14. Diseio experimental. El dia 1 se indujo el SE a ratas macho Wistar, los grupos controles
se trataron con solucion salina. Para evaluar las crisis conductuales, los grupos epilépticos se video-
monitorearon una semana antes de administrar el levetiracetam y durante la semana del tratamiento
(dia 42-56 post SE; linea verde) de 8:00 a 18:00 horas. En el dia 49 post SE (flecha morada), los
grupos tratados con levetiracetam fueron implantados con una bomba osmética para proveer una
liberacion continua del farmaco por una semana. Todos los animales se sacrificaron el dia 56 post
SE. Abreviaturas SE: status epilepticus, Ctrl: control, Ctrl L: grupo control tratado con levetiracetam,
EPI: grupo epiléptico, EPI R: grupo epiléptico responsivo al levetiracetam, EPI NR: grupo epiléptico
no responsivo al levetiracetam, Lev: levetiracetam.

Tratamiento con levetiracetam a través de bombas osméticas

Los grupos tratados con levetiracetam se implantaron con una bomba osmoética (Alzet
2ML1) el dia 49 post SE. El levetiracetam se preparé disolviendo 2 tabletas del farmaco
(500 mg cada una; Ultra laboratorios México) en 3 mL de NaCl 0.9 %. La solucion fue
sonicada durante 10 minutos, centrifugada a ~1960 x g (Mikro 12-24, Hettich) durante 15
minutos y finalmente el sobrenadante se filtré para su uso (Corning ® 0.45 uym).

De manera posterior, las bombas se llenaron con el farmaco (~ 330 mg/mL) y se incubaron
en NaCl 0.9 % a 37 °C durante 5 horas (Manual ALZET). Cabe sefialar que las bombas
osmoticas utilizadas soélo permiten almacenar un volumen de 2 mL, por lo que la disolucion
final del farmaco fue de (~660 mg/2 mL). Al término de la incubacion de las bombas, los
animales se anestesiaron con isoflurano (Sofloran Vet, PiSA), utilizado al 5 % para la
induccion de la anestesia y al 2-2.5 % para el mantenimiento, con un flujo de oxigeno de 1
mL/minuto. Cuando el animal no respondié al reflejo flexor se prosiguid a realizar una
incisién a la altura de la escapula, generando una cavidad en donde se colocé la bomba
osmotica de manera subcutanea y con el moderador de flujo apuntando hacia la parte
caudal de la rata (Manual ALZET; Glien et al., 2002). La herida se suturé y de manera
topica se administrd cloruro de benzalconio (0.13 %, formulaciéon en spray) y violeta de
genciana (1:100). Al finalizar la cirugia, los animales recibieron antibiético (Enrofloxacin, 5
mg/kg, i.m.) y una inyeccion aguda de levetiracetam (200 mg/kg, i.p.; solucion inyectable
Keppra; Glien et al., 2002). Los animales se regresaron a cajas individuales hasta que se

sometieron a eutanasia.

Niveles de levetiracetam en sangre

Para descartar que la diferencia en la respuesta al levetiracetam, entre el grupo epiléptico
responsivo contra el grupo no responsivo, se debia a la ausencia o a una baja
concentracion del farmaco en el sistema, se midieron los niveles del levetiracetam en
sangre los dias 4 y 7 después de la implantacion de la bomba osmética. Se colecté una
muestra de sangre (50 uL) de la vena caudal de los animales y el volumen obtenido se

coloco sobre tarjetas Guthrie para tamiz neonatal (Whatman 903). El levetiracetam se
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extrajo de las tarjetas Guthrie y fue analizado por HPLC (por sus siglas en inglés,
cromatografia liquida de alta resolucién) de acuerdo con el método publicado por Olah et
al. (2012).

Respuesta al tratamiento con levetiracetam

Los animales que presentaron soélo una crisis una semana antes del tratamiento fueron
excluidos.

Para obtener el nimero de crisis por semana, se sumaron las crisis conductuales (con
puntaje de 3 o superior a este de acuerdo con la escala de Racine) que ocurrieron la
semana previa al tratamiento; el segundo conjunto de crisis consistié en la suma de las

crisis conductuales acaecidas durante la semana del tratamiento.

Colecta del tejido cerebral, inmunohistoquimica y cuantificaciéon de la proteina SV2A

Se realizé con el mismo método utilizado en el objetivo 1; sin embargo, sélo se detectd la
inmunorreactividad de la proteina SV2A. Los anticuerpos se diluyeron en FCS: SV2A
(1:500, raton 1gG, Santa Cruz, sc-376234) y el anticuerpo secundario biotinilado cabra anti-
raton (1:500, Vector, BA-9200). El analisis semi-cuantitativo de la densidad éptica de la

SV2A sélo se efectud en el hipocampo dorsal anterior.

Analisis estadistico

La frecuencia de las crisis espontaneas recurrentes y los niveles de levetiracetam en
sangre se expresaron como la media + SEM. Los datos de densidad 6ptica de la SV2A se
representaron como la mediana + valores minimos y maximos. Los valores de densidad
Optica se normalizaron y se tomo6 como el 100 % al grupo control y al grupo epiléptico
(representados como lineas punteadas en cada gréfica). Los datos de la densidad 6ptica
de SV2A de cada grupo se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis (ANOVA de rangos
de una via) y las comparaciones multiples se realizaron con el método de Dunn. Las

diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas a una p<0.05.

7. RESULTADOS

Status epilepticus

Establecimiento del status epilepticus y mortalidad
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De acuerdo con nuestros resultados, el 100 % de los animales tratados con litio-pilocarpina
presentaron alteraciones del comportamiento 10 minutos después de la administracion de
pilocarpina y llegaron al SE dentro de la primera hora después de la administracion del
farmaco. Con respecto a la mortalidad, el 14 % de los animales murié6 dentro de los
primeros 15 dias posteriores a la inducciéon del SE, a pesar de los cuidados mencionados
con anterioridad. No obstante, esta tasa de mortalidad es inferior a la reportada por otros
(Arida et al., 1999; Curia et al., 2008).

Analisis de las crisis espontaneas recurrentes en los grupos epilépticos

Del 86 % de los animales que sobrevivieron, el 76.2 % presentd al menos una crisis
conductual durante su periodo de video monitoreo (del dia 4-10 para el grupo epiléptico
temprano; del dia 35-56 para el grupo epiléptico tardio), mostrando un promedio de 5 +
1.136 (media = SEM) crisis totales para ambos periodos, con un minimo de una crisis y un
maximo de 10 crisis por animal.

Con respecto al grupo EPI R el promedio de crisis en la semana previa al tratamiento
correspondio a 6 + 0.6 (media + SEM) y durante la semana de tratamiento fue de 1 £ 0.6
(media £ SEM). El grupo EPI NR presenté en promedio 4.7 + 1.2 (media + SEM)y 4 + 0.6
(media £ SEM) numero de crisis antes y durante la administracion del levetiracetam, de
manera respectiva.

La mayor incidencia de las crisis espontaneas recurrentes se observo entre las 11:00 a.m.
y las 2:00 p.m. Estos resultados son consistentes con reportes previos en donde se muestra
una alta variabilidad en la frecuencia de crisis y la incidencia maxima de crisis durante el
periodo de luz (Arida et al., 1999; Glien et al., 2001; Scorza et al., 2009).

RESULTADOS PARA EL OBJETIVO PARTICULAR 1

Cuantificar los niveles de la proteina SV2A en el hipocampo de rata durante el
progreso de la epilepsia (status epilepticus, epilepsia temprana y tardia) y su

asociacion con los sistemas excitador e inhibidor.

Inmunorreactividad de la proteina de vesiculas sinapticas 2A

Inmunorreactividad de SV2A en animales control

La inmunorreactividad de SV2A mostro diferentes arreglos a lo largo de todas las capas

del hipocampo debido a su organizacion laminar, resultando en un patron de expresion
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bien definido. En las capas en donde se localiza el soma de las neuronas principales
(granular y piramidal) se observé una inmunorreactividad punteada perisomal, aunque
ausente en el citoplasma celular (Figura 15 A). Por otro lado, en las capas en donde se
establecen contactos sinapticos axo-dendriticos (RCA3, RCA1, OCA3, OCA1, molecular,
stratum lacunosum moleculare) la inmunorreactividad es difusa, observandose solo un
puntilleo a lo largo de toda la capa (Figura 15 B). Con respecto a la region hilar, la
inmunorreactividad presenta un arreglo diferente, pues la marca se observa como fibras
que se extienden hasta el stratum lucidum, capa en donde se da el contacto sinaptico entre

las fibras musgosas y las neuronas piramidales de CA3 (Figura 15 C).

Figura 15. Fotomicrografia que muestra la inmunorreactividad de SV2A en el hipocampo de
un animal control. La inmunorreactividad de SV2A se denota como el puntilleo en color verde en
todos los paneles mostrados. A) Inmunorreactividad de SV2A en capas somaticas; la figura muestra
PCA1. Se observa una tincién punteada perisomatica (flecha blanca) y ausente en el soma neuronal
(flecha amarilla). B) Lainmunorreactividad de SV2A en capas con sinapsis axo dendriticas es difusa,
s6lo se observa el patron puntiforme; la figura muestra la capa molecular. C) En el hilus y en el
stratum lucidum la inmunorreactividad de SV2A se observa como fibras; la figura muestra el stratum
lucidum en conjunto con PCA3. D) Fotomicrografia en donde se observan los 3 patrones de
inmunorreactividad mencionados. Capa con sinapsis axo somaticas (flecha blanca), capa con
sinapsis axo dendriticas (flecha rosa) e inmunorreactividad en forma de fibras (flecha azul); la figura
muestra la region de CA3. Abreviatuas SV2A: proteina de vesiculas sinapticas 2A, PCA1: capa
piramidal de CA1, PCAS3: capa piramidal de CA3. La magnificacion en los paneles A-C es de 100X
y en el panel D es de 20X. La barra de escala en A-C corresponde a 10 ymy en D a 50 pm.

El hilus y el stratum lucidum son las capas que mostraron la mayor inmunorreactividad en
contraste con la capa granular y el stratum lacunosum moleculare, las cuales tuvieron la
menor inmunorreactividad, mientras que el resto de las capas tuvieron una tincion

moderada (Figura 16).
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Figura 16. Densidad éptica de SV2A en el hipocampo de un animal control. La grafica muestra
la media + SEM de la densidad 6ptica de SV2A en un animal control en las 10 capas evaluadas. La
mayor densidad 6ptica se observo en la capa piramidal de CA3 y en el hilus (*), mientras que las
capas que presentaron menor densidad éptica fueron el stratum lacunosum moleculare y la capa
granular (e). Abreviaturas DO: densidad optica, SV2A: proteina de vesiculas sinapticas 2A, PCA3:
capa piramidal de CA3, OCAZ3: stratum oriens de CA3, RCA3: stratum radiatum de CA3, PCA1: capa
piramidal de CA1, OCA1: stratum oriens de CA1, RCA1: stratum radiatum de CA1, H: hilus, Mol:
capa molecular, Gr: capa granular, LM: stratum lacunosum moleculare.

En las secciones sagitales de la formacion hipocampica se observan cambios morfolégicos
alo largo del eje temporo-medial. En la parte mas medial, el giro dentado se observa como
una V alargada de donde surge un medio circulo conformado por CA3 y CA1, conforme se
avanza hacia la porcion temporal, el giro dentado comienza a extenderse ventralmente
ubicandose en la parte intermedia del eje dorso ventral. Asi mismo, el CA3 dorsal se
extiende hacia la parte ventral en donde conforma una “X” al unirse con la region de CA3
proveniente de la zona ventral. Finalmente, en la zona mas temporal del hipocampo todas
las regiones forman una media luna en donde ya no se distingue la forma “clasica” del giro
dentado y CA3 (Figura 17). A pesar de los cambios morfoldgicos que se observan alo largo
del eje temporo-medial, la proteina SV2A no presenta cambios en su expresion,
manteniendo la proporcion de densidad 6ptica entre las capas que conforman el hipocampo
dorsal anterior y el dorsal posterior, sin embargo, en el hipocampo ventral las proporciones
de densidad optica se desvanecen, es decir, la inmunorreactividad es muy semejante entre

capas, sin mostrar cambios significativos con la regiéon dorsal.
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Figura 17. Inmunorreactividad de la SV2A en el eje temporo-medial. A) Hipocampo dorsal en la
parte mas medial; el giro dentado tiene una forma de “V” y el hipocampo es una “C” que ingresa a
la zona mas proximal del giro dentado. Se observa de manera clara la diferencia de densidades
opticas presentes en las capas del hipocampo. B) En el hipocampo ventral el giro dentado tiene una
forma de “C” retraida, mientras que el hipocampo presenta la misma morfologia. La densidad éptica
en el hipocampo ventral se difumina ligeramente. C) Tanto el hipocampo dorsal como el ventral
comienzan a alargarse en regiones mas temporales; el giro dentado presenta forma de media luna
y la regién CA3 forma una “X”. D) En la zona mas temporal, el giro dentado y el hipocampo tienen
forma de media luna. En todos los paneles, la flecha amarilla sefiala al hipocampo y la flecha blanca
al giro dentado. La barra de escala corresponde a 250 pm.

Inmunorreactividad de SV2A en los grupos experimentales

Se observaron cambios en la inmunorreactividad de SV2A a lo largo de la linea temporal
de la generacion de la epilepsia, siendo mas evidente durante el SE. Estas modificaciones
fueron region-especificas, en donde las capas con sinapsis axo somaticas tuvieron una
mayor asociacion con el SE y las capas con sinapsis axo dendriticas con la epilepsia. En
la figura 18 se muestra un resumen de los cambios mas importantes observados en las
distintas etapas de evaluacion; en las secciones adyacentes se describira de manera mas

amplia.
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Figura 18. Principales variaciones de la inmunorreactividad de SV2A en la linea temporal de
la generacion de la epilepsia. Las fotomicrografias ilustran la inmunorreactividad de SV2A en
secciones sagitales del hipocampo dorsal anterior de los grupos control (A, D, G y J), status
epilepticus (B, E, Hy K) y epiléptico tardio (C, F, | y L). B) En el grupo SE, la inmunorreactividad de
SV2A aument6 de manera significativa en PCA1 (cuadrado amarillo y E, flecha), PCA3 (cuadrado
azul y H, flecha) y granular (cuadrado magenta y K, flecha). C) En el grupo epiléptico tardio se
observa un aumento en la inmunorreactividad de SV2A en el stratum lacunosum moleculare
(cuadrado cyan y L, flecha turquesa), capa molecular (cuadrado verde y L, flecha verde) e hilus
(cuadrado blanco y L, flecha blanca). Abreviaturas SV2A: proteina de vesiculas sinapticas 2A, Ctrl:
control, SE: status epilepticus, LEPI: grupo epiléptico tardio, PCA3: capa piramidal de CA3, OCAS3:
stratum oriens de CA3, RCA3: stratum radiatum de CA3, PCA1: capa piramidal de CA1, OCA1:
stratum oriens de CA1, RCA1: stratum radiatum de CA1, H: hilus, Mol: capa molecular, Mol |: capa
molecular interna, Gr: capa granular, LM: stratum lacunosum moleculare. Barras de escala: A-C 500
pm; D-L 50 uym.

Variaciones en los niveles de SV2A del grupo SE

En los animales control, en las capas en donde se localizan los somas de las neuronas
excitadoras (PCA3, PCA1 y granular) se observa una inmunorreactividad perisomatica

tenue de la SV2A, habiendo una tendencia hacia una coloracién blanquecina en estas

38



zonas mientras que el resto de las capas se percibe en tonalidades grisaceas (Figura 18
A, D, G, J). En contraste, después del SE, en PCA1 (Figura 18 B, cuadro amarillo y E,
flecha) se observa una franja oscura que enmascara la inmunorreactividad perisomatica,
ademas, el grosor de la capa aumenta ligeramente cuando se compara contra el control.
En la micrografia de PCA3 de animales control se distingue en la zona infra y supra
piramidal una inmunorreactividad intensa intercalada con una regién en donde se observan
los somas neuronales (Figura 18 G, flecha), mientras que durante el SE estos contrastes
desaparecen, observandose de manera homogénea la intensa inmunorreactividad de la
proteina en esta capa (Figura 18 B, cuadro azul y H, flecha). Con respecto a la capa
granular, la micrografia de los animales control muestra que esta regién presenta la menor
inmunorreactividad en comparacion con las capas pertenecientes al giro dentado (Figura
18 J), sin embargo, después del SE se observa un gran incremento en la intensidad de la
tincién en esta capa, mostrando una inmunorreactividad similar a la capa hilar y molecular
externa y siendo mayor que la molecular interna (Figura 18 B, cuadro magenta y K, flecha).
No se encontraron diferencias significativas en las capas OCA1, RCA1, OCA3, RCA3,
lacunosum moleculare, molecular e hilus. La cuantificacion de la densidad 6ptica de la
SV2A en PCA1 indica un aumento de 59 % para el hipocampo dorsal anterior y de 56 %
para el dorsal posterior (Figura 19 A), en PCA3 el aumento corresponde a 37, 21y 26 %
para dorsal anterior, posterior y ventral de manera respectiva (Figura 19 B) y finalmente, la
capa granular es la regidon que mostré la mayor densidad 6ptica teniendo un aumento, con
respecto al control, de 113 % en el hipocampo dorsal anterior, de 86 % en el dorsal posterior
y de 30 % en la regién ventral (Figura 19 C).
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Figura 19. Diagrama de caja y bigotes que representa el aumento de la densidad 6ptica de la
proteina SV2A en el grupo SE. Aumento de la densidad optica de SV2A en PCA1 (A), PCA3 (B) y
granular (C). Los valores se expresan como porcentaje de cambio en comparaciéon con el grupo
control (linea punteada). Los datos representan el valor minimo, la mediana y el valor maximo de la
densidad o6ptica normalizada de la proteina. Abreviaturas SE: status epilepticus, PCA1: capa
piramidal de CA1, PCA3: capa piramidal de CA3, DO: densidad optica, Ctrl: control, DA: dorsal
anterior, DP: dorsal posterior, V: ventral. p <0.050; *comparacion con el grupo control n = 5.

Variaciones en los niveles de SV2A del grupo epiléptico temprano

Durante la epilepsia temprana, el incremento de la inmunorreactividad observada después
del SE, disminuye a valores cercanos al control o incluso se encuentran por debajo de este
grupo, sin embargo esta reduccion solo es significativa en PCA3 y OCA1. En el OCA1 y
PCAS3 se genera una disminucion de 16 % en el hipocampo dorsal anterior y de 25 % en el
dorsal posterior para la primera capa (Figura 20 A) y en la segunda capa el descenso es
de 18, 11 y 5 % para dorsal anterior, posterior y ventral de manera respectiva (Figura 20
B).
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Figura 20. Diagrama de caja y bigotes que representa la disminucion de la densidad optica
de la proteina SV2A en el grupo EEPI. Disminucion de la densidad éptica de SV2A en OCA1 (A)
y PCA3 (B). Los valores se expresan como porcentaje de cambio en comparacion con el grupo
control (linea punteada). Los datos representan el valor minimo, la mediana y el valor maximo de la
densidad o6ptica normalizada de la proteina. Abreviaturas EEPI: grupo epiléptico temprano, OCA1:
stratum oriens de CA1, PCA3: capa piramidal de CA3, DO: densidad 6ptica, Ctrl: control, DA: dorsal
anterior, DP: dorsal posterior, V: ventral. p <0.050; *comparacién con el grupo control n = 5.

Variaciones en los niveles de SV2A del grupo epiléptico tardio

A diferencia del grupo epiléptico temprano, en la etapa de la epilepsia tardia, las ratas
generalmente mostraron un aumento en la inmunorreactividad de la proteina SV2A; a pesar
de que este aumento se observo en todas las capas, solo el stratum lacunosum moleculare
(Figura 18 C, cuadro turquesa y L, flecha turquesa), la capa molecular (Figura 18 C, cuadro
verde y L, flecha verde) y el hilus (Figura 18 C, cuadro blanco y L, flecha blanca) fueron
significativamente diferentes cuando se compararon contra el grupo control (Figura 18 Ay
J). No se observaron diferencias significativas en OCA3, RCA3, PCA3, OCA1, RCA1,
PCA1 y granular. Otro punto importante es que en contraste con el grupo del SE en donde

los principales cambios sucedieron en capas somaticas, durante la epilepsia tardia el
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aumento de la inmunorreactividad se dio en capas ocupadas principalmente por dendritas,
tanto de células excitadoras como inhibidoras. Al realizar la cuantificacién, en la capa
molecular se observé un aumento de 42, 26 y 56 % en la regién dorsal anterior, dorsal
posterior y ventral respectivamente (Figura 21 A); la capa del hilus mostré un aumento de
la densidad 6ptica en las tres regiones (en el dorsal anterior de 18 % y en el posterior de
12 %), pero solo fue diferente del control en la porcion ventral con un incremento del 44 %
(Figura 21 B); el valor de densidad optica en la region posterior del stratum lacunosum
moleculare fue 37 % mayor que el control, mientras que el incremento en la region anterior
fue de 63 % siendo significativamente diferente con respecto al grupo control (Figura 21
C).
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Figura 21. Diagrama de caja y bigotes que representa el aumento de la densidad éptica de la
proteina SV2A en el grupo LEPI. Aumento de la densidad 6ptica de SV2A en la capa molecular
(A), hilus (B) y stratum lacunosum moleculare (C). Los valores se expresan como porcentaje de
cambio en comparacion con el grupo control (linea punteada). Los datos representan el valor
minimo, la mediana y el valor maximo de la densidad 6ptica normalizada de la proteina. Abreviaturas
LEPI: grupo epiléptico tardio, DO: densidad optica, Ctrl: control, DA: dorsal anterior, DP: dorsal
posterior, V: ventral. p <0.050; *comparacién con el grupo control n = 6.

Cambios de la proteina SV2A en el curso temporal de la generacién de la epilepsia

De manera general, se observa una tendencia en las modificaciones de la proteina SV2A
en los tres puntos de corte de la generacién de la epilepsia. Durante la fase aguda hay un
aumento de la inmunorreactividad de la proteina, mientras que durante la epilepsia
temprana la inmunorreactividad regresa a valores semejantes al grupo control y finalmente
durante la epilepsia tardia la inmunorreactividad vuelve a incrementar sin alcanzar los

valores observados durante el SE (Figura 22). Este fendmeno es muy evidente en PCA1
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(Figura 22 A), PCA3 (Figura 22 B) y capa granular (Figura 22 C) mientras que en las capas

restantes los cambios son moderados.
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Figura 22. Diagrama de caja y bigotes que representa las modificaciones de la densidad
optica de SV2A en el curso temporal de la epilepsia. Durante el SE hay un aumento del 50-100
% en la densidad optica de SV2A (caja azul); los valores de densidad 6ptica disminuyen hasta
valores basales en el grupo epiléptico temprano (caja rosa) y finalmente en la epilepsia tardia la
densidad optica aumenta del 20-50 % (caja verde). El porcentaje de cambio en esta etapa nunca
alcanza los valores reportados para el grupo SE. El panel (A) representa las modificaciones en los
3 grupos evaluados en PCA1, PCA3 (B) y capa granular (C). Los 3 paneles corresponden al
hipocampo dorsal anterior. Los valores se expresan como porcentaje de cambio en comparacion
con el grupo control (linea punteada). Los datos representan el valor minimo, la mediana y el valor
maximo de la densidad éptica normalizada de la proteina. Abreviaturas DO: densidad 6ptica, Citrl:
control, SE: status epilepticus, EEPI: grupo epiléptico temprano, LEPI: grupo epiléptico tardio. p
<0.050; *comparacioén con el grupo control, ecomparacion con el grupo EEPI.

Inmunorreactividad del transportador vesicular 1 para glutamato y para GABA

Inmunorreactividad de VGAT y VGLUT1 en animales control

Los transportadores vesiculares para GABA, glutamato y la proteina SV2A son proteinas
localizadas en las vesiculas sinapticas de manera transmembranal y entre ellas presentan
un patrén de expresion similar, mostrando una inmunorreactividad puntiforme perisomal en
las capas sométicas y difusa en las capas dendriticas. La mayor inmunorreactividad de
VGAT se encontré en PCA1, PCA3 y capa granular, seguida por la capa molecular y el
stratum lacunosum moleculare, a continuacion por OCA3, OCA1, RCA3, RCA1; cabe
resaltar que en la regién hilar la inmunorreactividad es casi nula asi como en el stratum
lucidum, que a diferencia de la proteina SV2A existe una clara separacion entre PCA3 y el
stratum lucidum (Figura 23 A). Mientras que la mayor inmunorreactividad de VGAT se
concentra en capas somaticas, la de VGLUT1 incluy6 solo las capas dendriticas (OCAA1,

RCA1, OCA3, RCA3, molecular e hilus) con excepcion del stratum lacunosum moleculare,
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capa en la que la inmunorreactividad es practicamente nula y PCA3 en donde la
inmunorreactividad es intensa (Figura 23 B). A diferencia de VGAT, el stratum lucidum
presenta una intensa inmunorreactividad debido a las terminales excitadoras provenientes
de las células granulares; en la region infrapiramidal de CA3 se observa una intensa
inmunorreactividad de VGLUT1 proveniente de la via colateral de CA3, estos axones se
intercalan en la capa PCAS3. En la capa molecular se distinguen 3 diferentes intensidades

de inmunorreactividad con respecto a VGLUT1; la capa molecular interna es la que

presenta mayor inmunorreactividad.

Figura 23. Fotomicrografia que muestra la inmunorreactividad de VGAT y VGLUT1 en el
hipocampo de un animal control. A) Inmunorreactividad de VGAT; se observdé una mayor
intensidad en las capas somaticas, la capa molecular y el stratum lacunosum moleculare; en el hilus
la marca practicamente estuvo ausente. B) Inmunorreactividad de VGLUT1; esta proteina se
distribuyd en las capas dendriticas con excepcion del stratum lacunosum moleculare. En la capa
granular y PCA1 la marca estuvo ausente, mientras que en PCA3 se observd una gran intensidad
de inmunorreactividad. La mayor intensidad en la capa molecular corresponde a la capa molecular
interna y la de menor intensidad a la capa molecular media. Las dos proteinas son complementarias.
Abreviaturas VGAT: transportador vesicular para GABA, VGLUT1: transportador vesicular 1 para
glutamato, PCA1: capa piramidal de CA1, PCA3: capa piramidal de CA3. La barra de escala
corresponde a 250 pm.

Variaciones en la inmunorreactividad de VGAT vy VGLUT1 del grupo SE

Cuando se compara el grupo control (Figura 24 A, C y E) contra el grupo SE, se observa
un aumento en la inmunorreactividad de VGAT de manera perisomal en PCA1, PCA3 y
capa granular (Figura 24 B, D y F de manera respectiva, flecha); un hallazgo que se asocia

con la elevada inmunorreactividad de SV2A en las mismas capas.
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Figura 24.

fotomicrografias ilustran la inmunorreactividad de VGAT (A-F) y VGLUT1 (G-L) en secciones
sagitales del hipocampo dorsal anterior en el grupo control y SE. Durante el SE se observé un
importante incremento en la inmunorreactividad de VGAT en PCA1 (B), PCA3 (D) y granular (F),
mientras que la inmunorreactividad de VGLUT1 solo incrementé en PCA3 (J). Abreviaturas: VGAT:
transportador vesicular para GABA, VGLUT: transportador vesicular 1 para glutamato, SE: status
epilepticus. PCA1: capa piramidal de CA1, PCA3: capa piramidal de CA3, Gr: capa granular. Barra
de escala: 100 ym.

En esta etapa, en PCA1 (Figura 25 A-F), PCA3 (Figura 26 A-F) y granular (Figura 25 G-L)
hay un aumento en la inmunofluorescencia de las proteinas VGAT (Figura 25 D y J, Figura
26 D) y SV2A (Figura 25 E y K, Figura 26 E) en comparacién con el grupo control. En el
panel F y L de la figura 25 y en el panel F de la figura 26, se muestra una elevada
colocalizacion entre ambas proteinas, lo cual se observd como un intenso marcaje

punteado de color amarillo.

44



Co-
VGAT SV2A LOCALIZACION

Ctrl

SE

SE

Figura 25. Colocalizacion de SV2A y VGAT en la capa granular y PCA1 en el grupo SE.
Imagenes de microscopia confocal de secciones de hipocampo dorsal en donde se evalua la
inmunofluorescencia de VGAT y SV2A y su colocalizacion en PCA1 (A-F) y la capa granular (G-L),
denotado con una coloracion amarillenta. En el grupo SE hay un aumento en la inmunofluorescencia
de VGAT y SV2A el cual correlaciona con una importante co-localizaciéon entre ambas proteinas en
PCA1 (F) y granular (L) en comparacion con control (C, ). Abreviaturas Ctrl: control, SE: status
epilepticus, PCA1: capa piramidal de CA1, VGAT: transportador vesicular para GABA, SV2A:
proteina de vesiculas sinapticas 2A. Barra de escala A-L 30 um.

Con respecto a la inmunorreactividad y a la imnunofluorescencia de VGLUT1, durante el
SE, so6lo incrementd de manera considerable en PCA3 (Figura 26 J), en la region
infrapiramidal de esta capa y en el stratum lucidum. En esta capa, el aumento en la
inmunofluorescencia de SV2A, esta asociada a ambos sistemas, el inhibidor y el excitador,
observandose esta co-localizacion en la figura 26 F y L de manera respectiva. Cabe sefalar
que en PCAS3, la co-localizacion entre VGAT y SV2A se presentd de manera primordial en
la capa ocupada por los somas de las neuronas piramidales, mientras que la co-
localizacion entre VGLUT1 y SV2A se origind en la region del stratum oriens y con mayor

intensidad en el stratum lucidum (Figura 26 F y L).
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Figura 26. Colocalizacion de SV2A/VGAT y SV2A/VGLUT1 en PCA3 en el grupo SE. Imagenes
de microscopia confocal de secciones de hipocampo dorsal en donde se evalia la
inmunofluorescencia de SV2A (B, E, H, K), VGAT (A, D), VGLUT1 (G, J) y su colocalizacion (C, F,
I, L). En el grupo SE hay un aumento en la inmunofluorescencia de VGAT (D), VGLUT1 (J) y SV2A
(E y K) en el cual se observa una importante co-localizacion entre VGAT/SV2A (F) y VGLUT1/SV2A
(L) en comparacion con el control (C, I). Notese que la inmunofluorescencia de VGAT se localiza en
PCAS3 (cabeza de flecha) mientras que la marca de VGLUT1 se restringe al stratum lucidum y al
stratum oriens (flechas). La inmunofluorescencia de SV2A involucra todos los estratos. Abreviaturas
Ctrl: control, SE: status epilepticus, PCA3: capa piramidal de CA3, VGAT: transportador vesicular
para GABA, VGLUT1: transportador vesicular 1 para glutamato, SV2A: proteina de vesiculas
sinapticas 2A. Barra de escala A-F 75 ym; G-L 30 ym.

En la cuantificacion de la densidad 6ptica de VGAT se observa un aumento del 74 % de la
densidad 6ptica en PCA1 (Figura 27 A), 71 % en PCAS3 (Figura 27 B) y 50 % en la capa
granular (Figura 27 C). El aumento en la densidad éptica de VGLUT1 fue de 300 % en
PCAS3 (Figura 27 B).
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Figura 27. Grafica de barras que representa la densidad 6ptica de VGAT y VGLUT1 en el SE.
Las graficas de barras muestran la densidad dptica de las secciones hipocampales de los grupos
control y SE en PCA1 (A), PCA3 (B) y granular (C). Los datos representan la media + SEM de 5
animales por grupo. Abreviaturas Ctrl: control, SE: status epilepticus, DO: densidad éptica, VGAT:
transportador vesicular para GABA, VGLUT1: transportador vesicular 1 para glutamato, SEM: error
estandar de la media. *p < 0.050, Prueba T de Student.

Variaciones en la inmunorreactividad de VGAT v VGLUT1 durante la epilepsia tardia

A diferencia del grupo SE, en donde el aumento de la proteina SV2A tuvo una mayor
asociacion con el sistema GABAérgico, durante la epilepsia tardia de manera
sorprendente, los datos no mostraron ser diferentes del grupo control en todas las capas
evaluadas, para ambos marcadores (Figura 28 y 29). Sin embargo, se observd una
disminucion evidente de VGLUT1 en la capa molecular interna durante el SE (Figura 28
D).

VGAT Ctrl VGLUT1 LEPI
. - ——

Figura 28. Fotomicrografias que ilustran la inmunorreactividad de VGAT y VGLUT1 en el
grupo epiléptico tardio. En el stratum lacunosum moleculare, capa molecular e hilus de secciones
sagitales del hipocampo dorsal anterior no se encontraron diferencias entre el grupo control (A y C)
y el grupo epiléptico tardio (B y D) en ningun marcador. Abreviaturas Ctrl: control, LEPI: grupo
epiléptico tardio, VGAT: transportador vesicular para GABA, VGLUT1: transportador vesicular 1 para
glutamato, LM: stratum lacunosum moleculare, Mol: capa molecular, H: hilus. Barra de escala 100
pm.
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Figura 29. Grafica de barras que representa la densidad 6ptica de VGAT y VGLUT1 en el grupo
epiléptico tardio. Las graficas representan los valores de la densidad 6ptica relativa obtenida de
secciones hipocampales de los grupos control y LEPI. Los datos representan la media + SEM. Ctrl
n = 4; LEPI n = 5. Abreviaturas Ctrl: control, LEPI: grupo epiléptico tardio, DO: densidad optica,
VGAT: transportador vesicular para GABA, VGLUT1: transportador vesicular 1 para glutamato,
SEM: error estandar de la media.

RESULTADOS PARA EL OBJETIVO PARTICULAR 2
Correlacionar los niveles de SV2A de ratas epilépticas con el efecto del levetiracetam

sobre las crisis espontaneas recurrentes.

Anadlisis de las crisis espontaneas recurrentes y niveles en sangre del farmaco en
ratas tratadas con levetiracetam

Los datos del grupo epiléptico tardio tratados con levetiracetam mostraron un promedio de
5.3 £ 0.7 crisis conductuales totales, con un minimo de 3 crisis y un maximo de 7 crisis por
animal antes del tratamiento (estos valores son consistentes con nuestras observaciones
previas en ratas epilépticas) y 2.5 + 0.8 crisis totales, con un minimo de O crisis y un maximo
de 5 crisis por animal durante el tratamiento (Tabla 2). De manera notable, aunque los
animales tratados con levetiracetam mostraron comportamientos de levantamientos y
caidas (fase 5 en la escala de Racine) al presentar una crisis, su conducta fue menos
intensa o violenta durante el tratamiento con levetiracetam. De las 6 ratas epilépticas
tratadas con levetiracetam, 3 presentaron una reduccién > 50 % en el niumero de crisis
durante la semana del tratamiento, por lo tanto, se definieron como responsivas al
tratamiento (EPI R). En este grupo, al comparar el nimero de crisis antes y durante el

tratamiento se observa una diferencia significativa en la frecuencia (crisis por semana). Por
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el contrario, 3 ratas exhibieron una reducciéon menor al 50 % en el nimero de crisis y con
ello representaron el grupo epiléptico no responsivo al levetiracetam (EPI NR, Tabla 2). En
el dia 4 de tratamiento, la concentracion de levetiracetam en muestras de sangre de los
grupos control, epiléptico responsivo y no responsivo al levetiracetam fueron 33.4 + 1.9,
27.3+6.7 y 24.6 + 1.8 upg/mL de manera respectiva; en el dia 7 los valores correspondieron
ab9.7+6.5,36.4+£4.1y40.5+2.8 yg/mL. Cabe sefialar que ambos grupos experimentales
fueron estadisticamente diferentes al control, probablemente debido a que el levetiracetam
permanece mas tiempo en las terminales altamente activas propias de los grupos
epilépticos (Tabla 2). Estos datos son consistentes con informes anteriores y corresponden

a niveles terapéuticos apropiados (Glien et al., 2002; Margineanu et al., 2008).

Tabla 2. Niveles en sangre del farmaco y la frecuencia de crisis espontaneas en ratas

tratadas con levetiracetam

Frecuencia de crisis/semana Levetiracetam pg/mL
Grupo Antes Tx Durante Tx Dia 4 Dia7
Ctrl L 0 0 32.21 62.56
Ctrl L 0 0 28.9 65.74
Ctrl L 0 0 29.85 36.48
Ctrl L 0 0 37.36 58.31
Ctrl L 0 0 38.5 75.63
Media £ SEM 0 0 33.4+1.9 59.7+6.5
EPIR 6 1 N.D. 32.59
EPIR 7 0 33.95 32
EPIR 5 20.65 447
Media * SEM 6+0.6 1%0.6e 27.3+6.7 36.4 +4.1*
EPINR 4 4 21.07 45.97
EPINR 3 26.04 36.64
EPINR 7 5 26.81 38.76
Media £ SEM 4.7+1.2 4+0.6 246+1.8 40.5 + 2.8*

Ctrl L: grupo control tratado con levetiracetam, SEM: error estandar de la media, EPI R: grupo
epiléptico responsivo al levetiracetam, EPI NR: grupo epiléptico no responsivo al levetiracetam, Tx:
tratamiento, N.D.: no determinado. *p < 0.050, diferencias con respecto al control, Analisis de
Varianza de una via y las comparaciones multiples por el método de Student-Newman-Keuls. ep <
0.050 Prueba T pareada.

Variaciones de la inmunorreactividad de SV2A en ratas tratadas con levetiracetam
Los cambios mas evidentes en la inmunorreactividad de SV2A en los grupos tratados con

levetiracetam, se detectaron en las capas dendriticas. El grupo no responsivo al farmaco
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presentd una menor densidad 6ptica de SV2A en OCA1, RCA1, RCA3, hilus y capa
granular en comparacion con el grupo control y el grupo epiléptico responsivo al
levetiracetam (Figura 30). Los animales tratados con levetiracetam presentaron una mayor
inmunorreactividad de SV2A en las capas granular y PCA1, siendo mas notable el aumento

en los grupos epilépticos.

Figura 30. Micrografias que muestran la inmunorreactividad de SV2A de animales tratados
con levetiracetam. Cortes sagitales de hipocampo dorsal en donde se observa que el grupo
epiléptico no responsivo al levetiracetam (D) tuvo una disminucién en lainmunorreactividad de SV2A
en el stratum oriens de CA1 (flecha azul), stratum radiatum de CA1 (flecha rosa) y CA3 (flecha
magenta) e hilus (flecha turquesa). El grupo responsivo al tratamiento (C) y el control tratado con
levetiracetam (B) tuvieron una inmuoreactividad muy semejante al control (A) en todas las capas
analizadas, con excepcion de la capa granular (flecha blanca), en donde se observa un aumento de
la inmunoreatividad de la proteina en los 3 grupos tratados con levetiracetam. La barra de escala
corresponde a 250 pm.

Al analizar la densidad optica de la SV2A se observd que en el grupo control tratado con
levetiracetam hubo una disminucion del 34 % en RCA1, 25 % en OCA1, 28 % en RCA3 y
28 % en el hilus (Figura 31 A-D), sin embargo no mostr6 diferencias significativas con
respecto al grupo control. El grupo responsivo al farmaco tuvo valores semejantes al control
en RCA1, RCA3 y OCA1 (Figura 31 A-C), la densidad 6ptica disminuyd 16 % en el hilus
(Figura 31 D) y en la capa granular aumenté 24 % (Figura 31 E), no presentando diferencias
significativas con respecto al control en ninguna de las capas analizadas. La densidad
optica del grupo epiléptico no responsivo al tratamiento disminuy6 78 % en RCA1 (Figura
31 A), 56 % en RCAS3 (Figura 31 B), 70 % en OCA1 (Figura 31 C), 54 % en el hilus (Figura
31 D) y la capa granular (Figura 31 E), siendo estadisticamente diferente con respecto al
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control en el OCA1 e hilus y diferente del grupo responsivo en RCA1, RCA3, OCA1 y

granular.
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Figura 31. Diagrama de caja y bigotes que representa la densidad 6ptica de la proteina SV2A
en los grupos tratados con levetiracetam. En el grupo no responsivo al levetiracetam se observa
una disminucién de la densidad 6ptica de SV2A en el stratum radiatum de CA1 (A), stratum radiatum
de CA3 (B), stratum oriens de CA1 (C), hilus (D) y granular (E). Los valores se expresan como
porcentaje de cambio en comparacion con el grupo control (linea punteada). Los datos representan
el valor minimo, la mediana y el valor maximo de la densidad éptica normalizada de la proteina.
Abreviaturas DO: densidad éptica, Ctrl: control, Ctrl L: control tratado con levetiracetam, EPI R:
grupo epiléptico responsivo al levetiracetam, EPlI NR: grupo epiléptico no responsivo al
levetiracetam. p <0.05 * vs control y e p <0.05 entre grupos. CtrlL n=5; EPIRn=3; EPINR n =
3.

En el stratum lacunosum molecular también se observé una disminucion de la densidad
optica de SV2A del 54 %, 11 % y 48 % para el grupo control tratado con levetiracetam, el
grupo responsivo y el no responsivo, de manera respectiva, pero no hubo diferencias entre
grupos (Figura 32 A); mientras que la capa molecular mostré un incremento del 44 % en el

grupo no responsivo (Figura 32 B).
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Figura 32. Diagrama de caja y bigotes que representa la densidad 6ptica de la proteina SV2A
en la capa molecular y el stratum lacunosum moleculare. En el stratum lacunosum moleculare
(A) hay una disminucién de la densidad éptica en los 3 grupos. La Unica capa en la que el grupo no
responsivo presenta un aumento de la densidad dptica es la capa molecular (B). Los valores se
expresan como porcentaje de cambio en comparacion con el grupo control (linea punteada). Los
datos representan el valor minimo, la mediana y el valor maximo de la densidad éptica normalizada
de la proteina. Abreviaturas DO: densidad optica, Ctrl: control, Ctrl L: control tratado con
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levetiracetam, EPI R: grupo epiléptico responsivo al levetiracetam, EPI NR: grupo epiléptico no
responsivo al levetiracetam. Ctrl Ln=5; EPIRn=3; EPINR n = 3.

8. DISCUSION

En los ultimos afnos, la SV2A se ha convertido en una atractiva proteina de estudio debido
a su asociacion con la fisiopatologia de la epilepsia y otras enfermedades neuroldgicas
(Loscher et al., 2016). Se han reportado variaciones en la expresion de esta proteina en
pacientes con epilepsia y modelos animales de epilepsia (Feng et al., 2009; van Vliet et al.,
2009; Crévecceur et al., 2014; Matveeva et al., 2007, 2008). Por lo tanto, el aumento o
disminucion de la inmunorreactividad de SV2A podria correlacionarse con cambios
sinapticos especificos en el tejido nervioso, contribuir a la etiologia de la enfermedad v,
debido a que es el blanco terapéutico del farmaco antiepiléptico levetiracetam, sutiles
cambios en los niveles de la proteina podrian ser un factor decisivo en la respuesta al
tratamiento con levetiracetam.

En el presente trabajo nosotros observamos cambios en la inmunorreactividad de SV2A
especificos de region y de etapa epiléptica. Durante la etapa aguda (SE) aumenté la
densidad o6ptica de la proteina en capas conformadas principalmente por somas
neuronales, sin embargo, durante la etapa de epilepsia temprana la inmunorreactividad de
SV2A regres6 a niveles basales y finalmente durante la etapa crénica (epilepsia
consolidada o tardia) los niveles de la proteina en capas dendriticas tuvieron una gran
variabilidad arrojando de manera general un aumento en los niveles de ésta. Durante la
etapa aguda, el aumento de la densidad 6ptica de SV2A estuvo asociado principalmente
con el sistema GABAérgico, mientras que durante la fase cronica no encontramos una
asociacion especifica con los marcadores evaluados. A pesar de que durante la epilepsia
hubo un aumento en los niveles de SV2A de manera global, al realizar un analisis individual
observamos una drastica disminucion de la proteina en algunos animales, lo cual tuvo una
asociacion directa con la respuesta al tratamiento con levetiracetam, es decir, los animales
con este decremento en la proteina no respondieron de manera favorable al farmaco.
Durante el SE, nosotros esperabamos ver una disminucion en la inmunorreactividad de
SV2A debido al proceso excitotoxico, el cual es responsable de la grave pérdida neuronal
reportada durante esta etapa; sin embargo, nuestros datos fueron contrarios a lo esperado.
Nosotros observamos un aumento en la densidad optica de SV2A en las capas piramidales
del hipocampo y en la capa granular del giro dentado. Estos estratos se encuentran
conformados de manera primordial por somas neuronales, los cuales estan altamente
inervados por conexiones axo somaticas y axo axénicas provenientes de una gran variedad
de interneuronas GABAérgicas, p. €j. interneuronas en forma de candelabro, en forma de

canasta, trilaminares radiales y horizontales (Amaral & Lavenex, 2007; Spruston & McBain,
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2007), por lo que nosotros asumimos que el incremento en la densidad 6ptica de SV2A
estaba asociado con estas células. Esta gran diversidad de interneuronas podrian estar
siendo altamente activadas para contener la excesiva actividad neuronal excitadora, propia
de SE, esto a través del incremento en el reciclado vesicular lo que llevaria al aumento de
la inmunorreactividad de SV2A. Los datos obtenidos de las inmunofluorescencias
respaldaron nuestra hipotesis. El aumento de la inmunorreactividad de VGAT indic6 una
alta demanda del neurotransmisor inhibidor, ademas la coexpresion entre SV2A y VGAT
se vio aumentada durante el SE en las capas somaticas mencionadas con anterioridad.
Estos resultados sugieren que la SV2A podria tener una relacion preferencial con el
sistema GABAérgico, diversos autores han reportado una mayor asociacion entre SV2A y
el sistema GABAérgico (Tokudome et al., 2016a, 2016b; Venkatesan et al., 2012). A través
de la mutacién de SV2A se observdé en un modelo genético de epilepsia, habia una
disminucion en la liberacion del neurotransmisor GABA pero no de glutamato, cabe senalar
que los niveles basales de los neurotransmisores no estuvieron afectados (Tokudome et
al., 2016a, 2016b). Ademas, al evaluar las corrientes postsinapticas inhibidoras y
excitadoras en rebanadas de hipocampo (CA1) de animales SV2A KO, los autores reportan
que hay una disminucion en la frecuencia y amplitud de las corrientes postsinapticas
inhibidoras espontaneas, mientras que soélo se observa un aumento en la frecuencia de las
corrientes postsinapticas excitadoras espontaneas (Venkatesan et al., 2012); sin mostrar
diferencia en las corrientes miniatura excitadoras e inhibidoras. Tanto los datos aportados
por Tokudome et al. (2016a, 2016b), como los de Venkatesan et al. (2012), apoyan el hecho
de que SV2A esta mas involucrada con el sistema inhibidor, ademas de regular la liberacion
de los neurotransmisores dependiente del potencial de accién, sin afectar la liberacion
basal (Custer et al., 2006; Crowder et al., 1999).

Otra posible explicacion del aumento en la expresion de SV2A en el sistema GABAérgico
seria a través de las vias glutamatérgicas altamente excitadas en CA3 y la capa granular
del hipocampo. Se ha observado que después de 1 hora de SE, hay un incremento en el
numero de receptores funcionales para NMDA en las células granulares del giro dentado y
en las dendritas proximales de las células piramidales del hipocampo, asociado con un
incremento en la respuesta postsinaptica de estas células; ademas el incremento de la
subunidad NR1 del receptor NMDA se observa en la vecindad del marcador presinaptico
sinaptofisina (Naylor et al., 2013; Wasterlain et al., 2013). Este aumento de los receptores
glutamatérgicos podria sobreactivar a las interneuronas GABAérgicas o bien, también
podria aumentar el nimero de receptores NMDA en las células inhibidoras y con ello habria
una mayor activacion de estas células produciendo el aumento en el reciclado vesicular del

que hablamos de manera previa. En este mismo contexto, el aumento de los receptores
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glutamatérgicos que genera un flujo de calcio al interior celular podria influir en la expresion
y sintesis de proteinas asociadas con la exocitosis (Jang et al., 2004). De hecho, se ha
reportado que después de 8 horas de inducir SE, hay una regulacién a la alta del mMRNA
de la proteina vesicular sinaptotagmina 7 en estructuras involucradas en la generacién de
crisis (Gavlan et al., 2012). Asi mismo, también se reportdé que después del SE hay un
ligero incremento de la proteina Mint-1 en el giro dentado (Scorza et al., 2003).

En la etapa temprana de la epilepsia, el aumento en los niveles de SV2A observado durante
el SE regresa a valores control o incluso disminuye. Este hallazgo puede explicarse por la
reduccion de la actividad neuronal observada en esta etapa en comparacion con la
actividad continua del SE, y por la marcada pérdida neuronal reportada para este modelo
de epilepsia (Scorza et al., 2009; Curia et al., 2008).

Por otro lado, aunque las alteraciones en la inmunorreactividad de SV2A observadas
durante el SE fueron transitorias y homogéneas, las modificaciones en los niveles de SV2A
durante la fase crénica de la epilepsia presentaron una alta variabilidad. Esta diferencia
puede deberse a diversos elementos modificados durante la epileptogénesis, los cuales se
consolidan en esta etapa. Uno de ellos es la reorganizacion sinaptica de las fibras
musgosas en el giro dentado; durante el SE hay una severa muerte neuronal de células
piramidales e hilares (Curia et al., 2008), esta pérdida provoca que los axones de las células
granulares se retraigan hacia la capa molecular para establecer nuevos contactos
sinapticos, este fendmeno se denomina sprouting de las fibras musgosas; esta
reorganizacion podria ser la razon por la que observamos un aumento de la densidad
optica de SV2A en la capa mLecular en el grupo epiléptico tardio.

De manera previa se ha reportado que durante la epilepsia hay un aumento en la
excitabilidad neuronal de las células piramidales de la corteza entorrinal (Levesque et al.,
2015), las cuales establecen contactos sinapticos con las dendritas de las células
granulares en la capa molecular, y con las dendritas basales de las neuronas piramidales
de CA1 e interneuronas presentes en el stratum lacunosum moleculare (Amaral & Lavenex,
2007). Esta mayor excitabilidad podria aumentar el reciclado vesicular de las células
piramidales de la corteza entorrinal y con ello el aumento en los niveles de SV2A. Ademas,
durante la epilepsia se ha reportado un aumento en el tamafio de los botones sinapticos
aunado a altas tasas de liberacion vesicular habiendo un aumento en el numero de
vesiculas facilmente liberables y del pool de reciclado (Upreti et al., 2012), esta alterada
maquinaria presinaptica apoya nuestra hipotesis del mayor reciclado vesicular y por lo tanto
el aumento de la expresién de SV2A.

Trabajos previos han reportado un ligero incremento en el proceso de neurogénesis en el

hilus de ratas sometidas a SE a través de la administracion de pilocarpina y que de manera

54



posterior generaron crisis espontaneas (Cha et al., 2004). En otro estudio se emplearon
ratas sometidas a SE y marcadas con un retrovirus syp-YPF 4 dias después y sometidas
a eutanasia 8 semanas posteriores a la induccion del SE para evaluar la inmunorreactividad
de YPF en neuronas granulares de reciente formacion del giro dentado; se observé que
estas células contribuyeron al sprouting de fibras musgosas en la capa molecular interna
(Althaus et al., 2016). El aumento de la densidad 6ptica de SV2A en el hilus podria deberse
al nacimiento de neuronas en el giro dentado, con lo cual hay una sinaptogénesis a traves
de dos vias; estas nuevas células reciben contactos sinapticos y a su vez, ellas comienzan
a inervar a otras células.

Por otro lado, el aumento en la inmunorreactividad de SV2A no es un caso aislado, ya que
también se ha observado el aumento de otras proteinas de vesiculas sinapticas durante la
fase cronica de la epilepsia, tal es el caso de la sinaptofisina y sinapsina (Chen et al., 1996;
Karoly et al., 2011). En dos modelos diferentes de ELT, uno a través de la perfusion de
acido kainico en la corteza sensorial motora y otro por aplicacion sistémica de pilocarpina,
se observo un aumento en la inmunorreactividad de sinaptofisina en la region afectada por
el acido kainico y un aumento de sinapsina en el stratum Ilucidum, capa molecular interna
e hilus de ratas tratadas con pilocarpina; este aumento podria estar asociado con una
reorganizacién axonal o a sinaptogénesis (Chen et al., 1996; Karoly et al., 2011).

Durante la etapa crénica nosotros no pudimos hacer una asociacion entre SV2A y los
sistemas GABAérgico o glutamatérgico, probablemente debido a que solo analizamos la
inmunorreactividad de un transportador vesicular para glutamato y en el hipocampo se ha
reportado la localizacion de 3 isoformas, sin embargo el que presenta una mayor expresion
es VGLUT1. De manera previa se ha reportado que en pacientes con ELT y esclerosis
hipocampica hay una redistribucion de los 3 tipos de transportadores vesiculares de
glutamato (VGLUT1, VGLUT2, VGLUT3), manteniéndose la expresion de VGLUT1 sin
cambios, mientras que hay una disminuciéon y un aumento de VGLUT2 y VGLUTS,
respectivamente (Van Liefferinge et al., 2015).

El aumento en la inmunorreactividad de SV2A en el tejido hipocampico de nuestros
animales concuerda con los cambios reportados por Matveeva et al. (2007) y Ohno et al.
(2009), quienes observaron un aumento en los niveles de SV2A en modelos de kindling,
mientras que difieren de los estudios realizados por van Vliet et al. (2009) y Hanaya et al.
(2012) quienes reportaron una disminucion en la expresion de SV2A. Estas diferencias
podrian deberse al tipo de modelo animal utilizado para inducir la epilepsia y a las técnicas
de cuantificacion empleadas. Otro punto importante es que estos autores evaluaron la
inmunorreactividad de SV2A 6 meses después de la induccion del SE, por lo tanto, la

disminucion de la marca podria deberse a la presencia de una alta frecuencia de crisis
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espontaneas recurrentes que generarian excitotoxicidad y muerte neuronal. Por lo tanto,
nuestros resultados pueden ser utiles para comprender las variaciones de SV2A al
comienzo de la enfermedad.

De hecho, se ha reportado que tanto la ausencia, como la sobre expresién de la proteina
SV2A producen un registro electrofisiolégico similar; al evaluar las corrientes post
sinapticas excitadoras se observa que en ambas condiciones disminuyen en comparacion
con el grupo control (Custer et al., 2006; Nowack et al., 2011). Ademas, modificaciones en
los niveles de la proteina SV2A se han asociado con la presencia de crisis (Janz et al.,
1999; Crowder et al., 1999; Matveeva et al., 2007, 2008).

Contrario a lo planteado en la hipdtesis, nosotros observamos de manera global, un
aumento en la inmunorreactividad de SV2A asociado a dos factores, el reciclado vesicular
y una posible sinaptogénesis ocurrida en ambas etapas, SE y epilepsia tardia. Ademas,
también se habia propuesto que la posible disminucion en la inmunorreactividad de la
proteina seria un indicador de progresion de enfermedad, sin embargo, nuestros datos
proponen que el aumento en la inmunorreactividad de SV2A podria ser un elemento de
contencién de la enfermedad y no de progresion, ya que animales que presentaron un
elevado numero de crisis no mostraron disminucién en los niveles de proteina. A pesar de
que en la epilepsia tardia el aumento de la inmunorreactividad ocurrié en capas en donde
se llevan a cabo conexiones excitadoras no se puede descartar la presencia de
sinaptogénesis inhibidoras, esto debido a dos puntos, el primero de ellos es que la SV2A
tuvo una mayor asociacion con el sistema GABAérgico durante el SE; el segundo punto es
debido a que durante la epilepsia tardia no hubo un aumento de los transportadores
evaluados, sin embargo, si hubiera un aumento de la inmunorreactividad de VGLUT3 como
se ha reportado en pacientes, esto indicaria una mayor asociacion con el sistema inhibidor.
De lo contrario, si el aumento en la inmunorreactividad de SV2A esta asociado con el
sistema glutamatérgico, entonces la proteina permitiria el mantenimiento de la actividad
excitadora y por tanto, la generacion de crisis.

Por otro lado, como se mencioné de manera previa, cuando realizamos el analisis global
de la inmunorreactividad de SV2A en la etapa crénica, observamos un aumento en el
lacunosum molecular y en la capa molecular, pero de manera interesante tuvimos una alta
variabilidad interindividual que estuvo asociada con la respuesta favorable al tratamiento
con levetiracetam. Nuestros resultados muestran que SV2A fue esencial para la respuesta
al tratamiento. Segun nuestro conocimiento, este es el primer estudio que muestra la
relacion entre los niveles de SV2A y la respuesta al tratamiento con levetiracetam en un
modelo animal de epilepsia cronica. De manera similar, de Groot et al. (2011) reporté que

la inmunorreactividad de SV2A en tejido tumoral y peritumoral tuvo una alta correlacién con

56



la eficacia al levetiracetam en pacientes con glioma y epilepsia. Ademas, Kaminski et. al.,
(2009) informaron que el tratamiento previo con levetiracetam tenia una eficacia
anticonvulsiva del ~ 50 % en ratones heterocigotos a SV2A sometidos a estimulacion
eléctrica aguda. Estos resultados, en combinacion con los nuestros, sugieren que SV2A
media directamente los efectos clinicos del levetiracetam y coloca a la proteina SV2A como
un posible predictor de respuesta al tratamiento.

Siendo de suma importancia este ultimo hallazgo debido a su implicacién en la clinica, se
tendrian que generar alternativas para la cuantificacion de la proteina in vivo a través de
técnicas no invasivas; una excelente opcion es la tomografia por emisién de positrones
(PET). En la actualidad existen varios radioligandos que detectan la SV2A a través del PET,
sin embargo, aun no se logran identificar cambios sutiles generados en capas especificas,
por lo que aun se requiere la creacion de radioligandos que den una mayor resolucion al
evaluar la proteina de interés. Finalmente la SV2A podria ser un biomarcador de respuesta

al tratamiento con levetiracetam.

9. CONCLUSIONES

La proteina SV2A tuvo importantes modificaciones a lo largo de la generacion de la
epilepsia, mostrando un aumento en la inmunorreactividad de SV2A en las capas
somaticas de la formacién hipocampica durante el status epilepticus y este incremento
estuvo asociado de manera preferencial con el sistema inhibidor; durante la epilepsia
temprana la inmunorreactividad de la proteina regresa a valores basales, mientras que
durante la epilepsia tardia, se observa un incremento en la inmunorreactividad de SV2A en
capas con conexiones axo-dendriticas, este aumento no pudimos asociarlo con algun
neurotransmisor en especifico. Durante la epilepsia tardia hay una gran variabilidad en la
inmunoreactividad de SV2A, lo cual tuvo una incidencia directa con la respuesta al
tratamiento con levetiracetam. Animales con una disminucién en los niveles de SV2A no

respondieron de manera favorable al farmaco.
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abstract

Synaptic vesicle

protein 2A
(SV2A) has
become an

attractive target
of investigation
because of its
role in the path-
ophysiology  of
epilepsy; SV2A
is expressed
ubiquitously

throughout the
brain in all nerve

terminals
indepen- dently
of their
neurotransmitter
content and
plays an

important but
poorly  defined
role in
neurotransmissi

on. Previous studies have shown that modifications in the SV2A
protein expression could be a direct consequence of disease

severity. Furthermore, these SV2A modifications may depend on
specific changes in the nerve tissue following the induction of
epilepsy and might be present in both excitatory and inhibitory
terminals. Thus, we evaluated SV2A protein expression
throughout the hippocampi of lithium-pilocarpine rats after status
epilepticus (SE) and during early and late epilepsy. In addition, we
determined the y-aminobutyric acid (GABA)ergic or glu-
tamatergic nature associated with SV2A modifications. Wistar
rats were treated with lithium-pilocarpine to in- duce SE and
subsequently were shown to present spontaneous recurrent
seizures (SRS). Later, we conducted an exhaustive semi-
quantitative analysis of SV2A optical density (OD) throughout the
hippocampus by immuno- histochemistry. Levels of the SV2A
protein were substantially increased in layers formed by principal
neurons after SE, mainly because of GABAergic activity. No
changes were observed in the early stage of epilepsy. In the late
stage of epilepsy, there were minor changes in SV2A OD
compared with the robust modifications of SE; how- ever, SV2A
protein expression generally showed an increment reaching
significant differences in two dendritic layers and hilus, without
clear modifications of GABAergic or glutamatergic systems. Our
results suggest that the SV2A variations may depend on several
factors, such as neuronal activity, and might appear in both
excitatory and inhibitory systems depending on the epilepsy
stage.

© 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

priming and endocytosis [7,8]. Interestingly, no
alteration has been observed in miniature

Synaptic vesicle protein 2A (SV2A) is a 12-
transmembrane glyco- protein ~82.7 kDa; it is
a member of a conserved protein family in ver-
tebrates consisting of 3 isoforms: SV2A,
SV2B, and SV2C [1-4]; SV2A is presentin all
synaptic vesicles in neuronal cells, regardless
of their neu- rotransmitter content (excitatory
or inhibitory), and in endocrine cells [5,6].
Although the exact function of SV2A remains
undefined, studies in SV2A knock-out (KO)
mice propose that this protein participates in
vesicular recycling in two possible processes:

* Corresponding author.

E-mail address: julietamt14@hotmail.com
(J.G. Mendoza Torreblanca).

1 First author.
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excitatory and inhibitory postsynaptic
currents, indicating that SV2A regulates
action potential-dependent neurotransmitter
release without affecting basal release [7—
12]. Additionally, it has also been observed
that the inhibitory system could be more
sensitive to SV2A deletion; then, there may
be a closer association between SV2A and
GABA than with the glutamatergic system
[12,13].

Recently, it has been postulated that the
SV2A protein could have an important role in

epilepsy because it is the brain-binding site of
the an- ticonvulsant and antiepileptogenic
drug levetiracetam (LEV) and its structural
analogs [14—17]. Another important point is
that 100% of SV2A homozygous KO animals
experience severe generalized motor
seizures, and all die between P12 and P23
[11]. In addition, 24% of het- erozygous
animals present spontaneous recurrent
seizures (SRS) [11]; furthermore, all of them
are more susceptible to the generation of sei-
zures in different acute seizure models [18]
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Table 1

Animal groups.

Group Experimental conditions Lithium-
pilocarpine Sacrifice and perfusion

1 SE(nh=5) Yes 60 min after

stopping SE

> Ctrl(n =5) No With the SE
group

3 EEPI (n = 5)Yes 10 days
post-SE

+  Ctrl (n =5) No With the
EEPI group

5 LEPI (n = 6)Yes 56 days
post-SE

¢ Ctrl (n=4) No With the
LEPI group

Previous studies in patients with temporal
lobe epilepsy (TLE), one of the more frequent
partial epileptic syndromes, have reported
de- creased levels of SV2A protein throughout
the hippocampus, mainly in layers of severe
neuronal loss, except for the inner molecular
(Mol) layer of the dentate gyrus (DG), which
showed an increase SV2A immu- noreactivity
(IR), explained by the sprouting of mossy
fibers[19,20]. With respect to animal models of
TLE, the data are not consistent; how- ever, in
a model of tetanic stimulation-induced
epileptic rats, during epileptogenesis and
chronic epilepsy, the SV2A levels also
decreased in most hippocampal layers [19].
These results were supported by a

Ctrl Ctrl
SE EEPI

microarray study that showed a progressive
reduction of SV2A gene ex- pression in the
same model [21].

These data point to a decrease in SV2A that
could be a direct conse- quence of disease
severity (even, recently, it has also been
proposed as a biomarker of neurodegeneration)
[22,23]. However, this issue has not been
explored in TLE rats induced by lithium-
pilocarpine, one of the most used animal models
because it reproduces the changes occurring in
the hippocampi of patients with this neurological
disorder with high fidelity. Then, we decided to
exhaustively quantify the levels of SV2A in the
hippocampi of TLE rats. In addition, we also
evaluated whether changes in the SV2A protein
were involved with the inhibitory or excitatory
systems evaluating the IR of vesicular GABA
transporter (VGAT) and vesicular glutamate
transporter 1 (VGLUT1).

2. Methods
21. Animals

Male Wistar rats (250-300 g) were
obtained from Envigo (Mexico). All rats were
housed under controlled conditions at 20 + 2
°C, with a 12-h light/12-h dark cycle (6:00
am/6:00 pm) with food and water ad

Ctrl
LEPI

Video-recorded l

l Video-recorded l

56 Days

284



Fig. 1. Experimental design. Stattigepiteptictrs{SBY Was'ifidticed on day 1in male Wistar®
rats by administering lithium-pilocarpine. Rats of the SE group and their controls (Ctrl)
were sacrificed 60 min after stopping SE with diazepam (blue arrow). From 4 to 10 days
post-SE, the early epileptic group (EEPI) was video-monitored during the light period
(8:00 am— 6:00 pm) to observe the emergence of SRS and to record their frequency.
The EEPI group and its Ctrl group were sacrificed on day 10 (red arrow). From 35 to 56
days post-SE, late epileptic rats (LEPI) were video-monitored during the light phase and,
together with the corresponding Ctrl group, were sacrificed on day 56 (orange arrow). (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the
web version of this article.)

Fig. 2. Photomicrographs of SV2A-IR in sagittal sections of the hippocampus. (A) SV2A
expression in the PCA1 layer showing punctate labeling around the soma of pyramidal
neurons (white arrows). Photomicrographs show the anterior (B) and posterior (C) portion
of the dorsal hippocampus and the ventral hippocampus (D). The hippocampal layers
include the OCA1 (cyan), RCA1 (green), PCA1 (blue), OCAS (light blue), RCA3 (magenta),
PCA3 (beige), LM (red), Mol (yellow), Gr (pink) and hilus (H; white). Scale bars: A 15 um;
D 200 pym, also applies to B and C. (For interpretation of the references to color in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

285



1.J. Contreras-Garcia etal. /Epilepsy & Behavior 88 (2018) 283-294 286

libitum. Animals were randomly assigned to 1
of the 6 groups (Table 1 and Fig. 1): the status
epilepticus (SE) group, the early epileptic
group (EEPI), the late epileptic group (LEPI),
and three control groups (Ctrl; with saline
solution at each time point). The onset of SE
was determined as the time at which the
animals showed seizures continuously for
more than 2 min without recovery between
them [24], and epileptic animals were defined
as rats that showed SRS after SE induction.
Animals that did not present SRS were
excluded from the study. All procedures
followed the NIH Guide for the Care and Use of
Experimental Animals and the Mexican
official Norm of the Secretaria de Agricultura
(SAGARPA NOM-062-Z00-1999) published
in 2001. The protocols were approved by the
Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio of the Instituto
Nacional de Pediatria.

22. Induction of SE and post-SE care

All experimental animals received lithium
chloride (127 mg/kg, i.p.; Sigma-Aldrich) 19 h
before the administration of pilocarpine [25—
27]. Subsequently, rats were treated with
methyl scopolamine bromide (1 mg/kg, i.p.;
Sigma-Aldrich) 30 min prior to pilocarpine
treatment, and finally, a dose of pilocarpine
hydrochloride (30 mg/kg, i.p.; Sigma-Al- drich)
was administered. Ninety minutes after SE
onset, the animals re- ceived an injection of
diazepam (5 mg/kg, i.m.; PISA) and were
placed on an ice bed for 1 h to reduce the
hyperthermia generated during SE; 8 h after
SE stopped, animals from the epileptic groups
received a sec- ond dose of diazepam (5
mg/kg, i.m.; PISA) and an injection of 0.9%
NaCl (5 ml, s.c.) for rehydration. Rats were
housed at 17 °C overnight.
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CA1

CA3

Fig. 3. Principal variations in SV2A-IR in different regions of the hippocampus.
Photomicrographs illustrate the SV2A-IR in sagittal sections of the dorsal anterior
hippocampus of the Ctrl (A, D, G,and J), SE (B, E, H,and K)and LEPI (C, F, |, and L) groups.
(B) Inthe SE group, SV2A-IR increased significantly in PCA1 (yellow square and E, arrow),
PCAS (blue square and H, arrow) and Gr (magenta square and K) in the hippocampus. No
changes were observed in the EEPI group compared with the Ctrl group (not shown). (C) In
the LEPI group, changes in SV2A-IR were observed in the LM (cyan square), Mol (green
square) and hilus (H; white square). Scale bars: C 500 pym; also applies to A and B; F 200
pum, also applies D and E; | 150 ym also applies G—L. (For interpretation of the references
to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Subsequently, rats were fed with nutritional
supplement dissolved in sterilized water until all
rats returned to eating standard pellets (~ 3
days; [28]).

2.3. Behavioral video-monitoring of SRS

Spontaneous recurrent seizures were rated
according to the Racine scale by evaluating
the animal's behavior, and the frequencies of
SRS rated between stages 3 to 5 of the Racine
scale were quantified [29]. Be- cause of the
higher frequency of SRS during the diurnal
period (accord- ing to our previous
unpublished observations and several reports
[27, 30]), video monitoring was performed
from 8:00 am to 6:00 pm. The EEPI group was
recorded from days 4 to 10 post-SE, and the
LEPI group was recorded from days 35 to 56
post-SE (Fig. 1).

Videos were analyzed by trained
observers, and behavioral video monitoring
was obtained through a digital video recorder
(DVR) system with 4 cameras (Steren model
CCTV-970). All video recordings were
reviewed manually with the H.264 PlayBack
program for Win- dows at 4 x speed (4 times
normal speed) to detect the frequency of
SRS. Once a seizure was detected, the
videotape was rewound to the be- ginning of
the SRS and examined at real-time speed as
previously de- scribed [28].

24. Tissue sample collection and processing

On the day of sacrifice, all animals were
deeply anesthetized with so- dium pentobarbital
(63 mg/ml, i.p.) and transcardially perfused with
NaCl 0.9% and paraformaldehyde 4% in a 0.1-
M phosphate buffer (PB, pH 7.4). Then, the rats
were decapitated, and their brains were removed
and postfixed in the same fixative for 24 h at 4
°C. Next, brains were cryoprotected by
immersion in solutions of sucrose (20—30%)
until they sank. Subsequently, the brains were
frozen in 2-methylbutane

that had been prechilled with dry ice and stored
at —-80 °C. Afterwards, serial sagittal sections
(40-um thick) from entire hippocampi were cut
using a cryostat (Cryocut 1800), and tissues
were stored in cryoprotec- tant solution until
use.

25. Immunohistochemistry and double
immunofluorescence

An immunohistochemistry (IHC) procedure
was performed on free- floating hippocampal
sections; both Ctrl and experimental groups
were processed at the same time with the
same conditions. The sections were
continuously stirred at room temperature to
detect the IR of SV2A, VGLUT1, and VGAT.
Between each reaction, 3 washes were
performed with PB for 15 min. The process was
initiated by incubating the sections with
hydrogen peroxide (3% H202; Sigma-Aldrich)
for 30 min. After washing, the tissue was
incubated in fetal calf serum (FCS, 5% in PB;
Gibco) for 1 h. Then, the slices were incubated
overnight with primary antibodies diluted in
FCS: SV2A (1:500, goat IgG, Santa Cruz, sc-
11936), VGAT (1:750, rabbit 1gG, Sigma,
V5764) or VGLUT1 (1:750,
mouse 1gG, Santa Cruz, sc-377425). On the
next day, sections were washed and
incubated for 2 h with their respective
biotinylated second- ary antibodies diluted in
FCS: horse anti-goat (1:1000, Vector, BA-
9500), goat anti-rabbit (1:500, Vector, BA-
1000), or goat anti-mouse (1:500, Vector, BA-
9200). Next, slices were washed and
incubated with avidin-biotinylated peroxidase
(Vectastain ABC Elite Standard Kit, Vector
PK-6100) for 1 h. Staining was then revealed
by incubating the sections with 3,3'-
diaminobenzidine (DAB; Vector SK-4100). Fi-
nally, sections were mounted on gelatin-coated
slides and cover-slipped with Cytoseal
mounting media as previously reported [31].

The double immunofluorescence procedure
was performed in the same conditions
mentioned above, but the slices were
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incubated with the primary “arititsodigs " »Citiz, €§62378234) and VGAT (rabbit 1gG/®*
diluted in FCS, SV2A (mouse IgG, Santa Sigma, V5764) or SV2A (goat IgG,
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Fig. 4. Box and whisker plots depict changes in SV2A expression inthe PCA1 and LM layers
of the dorsal anterior (A and C) and dorsal posterior (B and D) hippocampal regions. Values
are expressed as percentages of change in the SE, EEPI, and LEPI groups compared with
the Ctrl group (dotted lines). Data represent the minimum, median, and maximum values
of the normalized OD values of the protein. Kruskal—Wallis one-way analysis of variance of
ranks followed by Dunn's method: p b 0.050 *compared with the Ctrl group and £ compared
with the experimental group. SEn = 5; EEPIn=5; LEPIn = 6.
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Santa Cruz, sc-11936) and VGLUT1 (mouse
IgG, Santa Cruz, sc-377425) overnight; all
antibodies were used 1:200 except for
VGLUT1, which was 1:300. On the next day,
sections were washed and incubated for 2 h
with their respective secondary antibodies
diluted in FCS: donkey anti-mouse Alexa 488
(Invitrogen, A-21202) and donkey anti-rabbit
Alexa 555 (Invitrogen, A-31572) or chicken
anti-goat Alexa 594 (Invitrogen, A-21468) and
donkey anti-mouse Alexa 488 (Invitrogen, A-
21202); all secondary antibodies were used
1:500. Finally, sections were mounted on
gelatin-coated slides and cover-slipped with
DAKO fluorescent mounting medium.

26. Quantification of SV2A, VGAT, and VGLUT1
proteins

For the semiquantitative analysis of SV2A
expression throughout the hippocampus, 1 of
12 sections was chosen by systematic random
sam- pling from the serial sections obtained
from each animal. Then, images were
obtained with a 4x objective, and the signal
intensity of SV2A-IR was analyzed by
recording the OD using the NIH ImageJ
v1.43m pro- gram. The quantitative data were
analyzed by investigators who were blinded to
the treatments, and the values are expressed
as OD units. Each OD value was corrected by
subtracting the background from each
section. The SV2A OD was quantified in the
anterior (bregma: from AP: -1.7; ML: 0.18;
DV: -3.7 to AP: -2.1; ML: 2.62; DV: -3.6
mm) and posterior Borjtions (bregma: from
AP:'-2.6; ML: 2.9; DV:

-4.0to AP: -3.7; ML: 4.6; DV: -6.3 mm) of the
dorsal hippocampus and in the ventral
hippocampus (bregma: from AP: — 4.3; ML:
2.9;DV: —8.7 to AP: —4.0; ML: 4.6; DV: —8.8
mm) [32—35]. Ten layers

were identified in the anterior and posterior
dorsal hippocampus: the stratum oriens of CA1
and CA3 (OCA1 and OCA3), the stratum
radiatum of CA1 and CA3 (RCA1 and RCA3),
the pyramidal cell layers of CA1 and CA3 (PCA1
and PCA3), the stratum lacunosum-
moleculare (LM), the molecular layer (Mol),

the granular layer (Gr), and the hilus. In the ven-
tral hippocampal region, only the OCA3, RCA3,
PCAS3, Mol, Gr, and hilus were defined (Fig. 2B,
C and D). Because we were not able to
separate the SV2A-IR in the PCA3 from
stratum lucidum, both layers were
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analyzed together for all
semiquantitative analysis of VGAT and
VGLUT1-IR was performed in the same
conditions mentioned above, but only in the
anterior portion of dorsal hippocampus.

2.7. Statistical analyses

Spontaneous recurrent seizures
frequencies are expressed as the means +
standard errors of the mean (SEM). The SV2A
OD data are rep- resented as medians *
minimum and maximum values. Multiple com-
parisons were performed using Kruskal—
Wallis one-way analysis of variance on ranks
followed by Dunn's Method. The VGAT and
VGLUT1 OD data are represented as the
means = SEM. Student's t-tests were per-
formed to compare equivalent groups (the
data set passed the normality tests).
Differences were considered statistically
significant at p b 0.05.

MErRETS“THE > S IAtictidrF of SE
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In our conditions, 100% of the animals
treated with lithium-pilocar- pine presented
behavioral alterations 10 min after pilocarpine
adminis- tration, and rats showed SE within
the first hour after pilocarpine administration.
Furthermore, 14% of the animals died within
the first 15 days post-SE despite the care
mentioned above; notably, this mortal- ity rate
is lower than that reported by others [25,30].

32. Analysis of SRS in epileptic rats

Of the 86% of animals that survived, 76.2%
presented at least 1 sei- zure during the video-
monitoring periods, showing an average of 5 +
1.136 (mean * SEM) total seizures, with a
minimum of 1 seizure and a maximum of 10
seizures per animal and a higher incidence of
behav- ioral seizures observed between 11:00
am and 2:00 pm. These parame- ters are
consistent with previous reports showing a
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Fig. 5. Box and whisker plots 'd&pict V&iTatise if"SV2R &Xpréssion in the PCA3 and OCA3
in the dorsal anterior (A and D), dorsal posterior (B and E), and ventral (C and F)
hippocampal regions. Values are expressed as percentages of change in the SE, EEPI, and
LEPI groups compared with the Ctrl group (dotted lines). Data represent the normalized
minimum, median, and maximum values of the OD values of the protein. Kruskal—Wallis
one-way analysis of variance of ranks followed by Dunn's method: p b 0.050 *compared
with the Ctrl group and £ compared with the experimental group. SEn = 5; EEPI n = 5;
LEPIn = 6.
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seizure frequency between animals and the
peak incidence of seizures during the light
period [28,30,36].

33. SV2A-IR in the hippocampi of the Ctrl
group

The SV2A-IR showed different
arrangements across all hippo- campal
layers because of its laminar organization,
resulting in well- defined expression
patterns. In the layers where the bodies of
the principal neurons (granular and
pyramidal) are located, a punctate SV2A-IR is
observed surrounding the somas but is
absent in the cell body (i.e., Fig. 2A), while in
the layers where neuronal dendrites pre-
dominate, i.e., RCA3, RCA1, OCA3, OCA1, Mol,
LM (Fig. 2B—D), the SV2A-IR is diffuse,
observing dispersed points that comprise
the whole layer. In the hilar region, the
mossy fibers showed a fiber- like staining
that extends to the stratum lucidum, where
the axons of the granular cells surround the
soma of the PCA3. Notably, the highest
SV2A OD was observed in the stratum
lucidum and hilar layers (Fig. 2B-D).
Because there were no significant
differences among the three Ctrl groups, the
SV2A OD values from these groups were
averaged and fixed at 100% and are
represented on the dotted lines of each graph
(see below).

34. Variations in SV2A levels after SE

The most evident change in SV2A levels in
our experimental groups was observed after
SE, showing a substantial increase (from
122% to 214%) in the layers formed by
principal neurons, i.e., the PCA1 (Figs. 3B
yellow square and 3E; 4A and B), PCA3 (Figs.
3B blue square and 3H; 5A, B, and C) and Gr
(Figs. 3B magenta square and 3K; 6D, E, and
F) compared with Ctrl rats. No significant
differences in SV2A-IR were observed inthe LM,
Mol, hilus, OCA3, OCA1, RCA1, or RCAS3 layers
com- pared with the Ctrl group.

35. Variations in SV2A levels during early
epilepsy

No changes were observed in the EEPI group
(10 days post-SE) com- pared with the Citrl
group. However, important variations resulted
from the increase in SV2A-IR during SE and its
subsequent decrease 10 days after, reaching
significant differences in the PCA1 (Fig. 4B),
OCAZ3 (Fig. 5E), and Gr (Fig. 6E) of the dorsal
posterior hippocampus. Notably, in the PCAS3,
significant differences were observed in the
three hippocam- pal regions (Fig. 5A, dorsal
anterior; 5B, dorsal posterior; and 5C ventral).

293



A DORSAL ANTERIOR B DORSAL POSTERIOR C VENTRAL 294
Mol

3 300 3 300 300

o o o

['4 ['4 74

= = =

8 * 8 8

S 2004 S 2004 O 200+

[T w .

o o o

< 1001 ] < 1001 [ i ----- S 1004~

o () o

g g §

0 . . . % O . . T » O
SE EEPI LEPI SE EEPI LEPI

D E Gr F

=1 Y

7 300+ 7 300 300

o o * o

['4 * [v4 4

= = =

& o) B 5 :

S 2004 S 200 S 2004

w w L

o (o) o

2 2 =

e e o 100 --mmmeeereeeeeeeee--- A ----- & 1001

(¢) [e) o

g g g

» O r ; - @ 0 . . . 5 0
SE EEPI LEPI SE EEPI LEPI

G H 1

s - Hilus .

3 300+ 3 300 3 300+

o) o )

4 4 74

= [ =

g g g

S 2004 S 200+ S 200+

w w w

o () ()

X X X

5 1004~ & 1001~ 5 1001~

o o o

S S s

2 0 . . . a2 0 | . . a0 . . r
SE EEPI LEPI SE EEPI LEPI SE EEPI LEPI

Fig. 6. Box and whisker plots depict changes in SV2A expression in the DG layers of the
dorsal anterior (A, D, and G), dorsal posterior (B, E, and H), and ventral (C, F, and I)
hippocampal regions. Values are expressed as percentages of change inthe SE, EEPI, and
LEPI groups compared with the Ctrl group (dotted lines). Data represent the normalized
minimum, median, and maximum values of the OD values of the protein. Kruskal—Wallis
one-way analysis of variance of ranks followed by Dunn's method: p b 0.050 *compared
with the Ctrl group and & compared with the experimental group. SE n = 5; EEPI n = 5;
LEPI n = 6.

204



VGAT VGLUT1

== V/GAT

==\/GLUT1

Fig. 7. Increases in VGAT-IR and VGLUT1-IR in the PCA1, PCA3, and Gr layers of the hippocampus in the SE group.
Photomicrographs illustrate the VGAT-IR (A, B, F, G, K,L)and VGLUT1-IR (D, E, I, J, N, O) in sagittal sections of the dorsal
anterior hippocampus of the Ctrl and SE rats. During SE, important increases in VGAT-IR were observed in the PCA1 (B,
arrow), PCA3 (G, arrow), and Gr (L, arrow) layers, whereas VGLUT1-IR showed an increase only in the PCA3 layer (J,
arrow). Scale bars: 100 ym. Bar graphs depict the OD measures obtained for the hippocampal sections of SE and Ctrl
groups in the PCA1 (C), PCA3 (H), and Gr (M) layers. Data represent the means = SEM of 5 animals per group. *p b
0.050, Student's t-test.
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36. Variations in SV2A levels during late
epilepsy

In the LEPI group (56 days post-SE), there
were minor changes in SV2A OD compared
with the robust modifications of SE. However,
SV2A protein expression generally showed an
increase in several layers, reaching significant
differences in the LM (Figs. 3C, L, and 4C, dorsal
an- terior), Mol layer (Figs. 3C green square, 3L
and 6A, dorsal anterior and 6C, ventral) and
hilus (Figs. 3C white square, 3L and 6l, ventral)
com- pared with Ctrl rats. In addition, the LEPI
group showed an increase in SV2A-IR of PCA3
compared with the EEPI group in the 3 regions
of the hippocampus (Fig. 5A, B and C). No
significant differences in SV2A OD values were
observed in the OCA3, Gr, OCA1, RCA1, or
RCAG3 layers com- pared with the Ctrl group. Itis
important to mention the important SV2A
variability observed in this group.

3.7. Modifications of VGAT and VGLUT1-IR after
SE

To determine whether the SV2A modifications
occurred after SE had an inhibitory or excitatory
origin, an IHC was performed to detect levels of
VGAT and VGLUT1 in the hippocampi of rats.
Similar expression pat- terns were observed
between VGAT, VGLUT1, and SV2A-IR, i.e.,
punc- tate was observed surrounding the
somas but was absent in the cell

body of the principal neurons, while in the
layers where neuronal den-  drites
predominate the IR was diffuse (Figs. 2A, 8,
and 9). Although VGAT-IR was observedin all
layers, the staining pattern preferably in-
volved somatic layers (Fig. 7A, F, and K),
while VGLUT1-IR included only dendritic
layers (Fig. 7D, I, and N), with the exception
PCA3 (Fig. 7J).

In the SE group, a strong and significantly
increased VGAT-IR was ob- served in PCA1
(Fig. 7B and C), PCA3 (Fig. 7G and H), and
granular cells (Fig. 7L and M), compared with the
IR of the Ctrl group. This effect was similar to the
observed in the SV2A-IR after SE. The
coexpression SV2A/ VGAT-IR is shown in Figs.
8 and 9, notice the strong co-IR of these
markers principally in the somatic layers of
PCA1 and PCA3 (Figs. 8F and 9F). On the other
hand, VGLUT1-IR was substantially increased
in PCAS3 (Fig. 7H and J), though no changes
were observed in the PCA1 and Gr layers. The
coexpression of SV2A/VGLUT-IR was present
in the mossy fiber terminals in PCA3 (Fig. 9L)
according to observed in the IHCs.

38. Modffications of VGAT and VGLUT1-IR
during late epilepsy

To determine whether the increase of SV2A
during the LEPI was re- lated to GABAergic or
glutamatergic systems, we evaluated VGAT-IR
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Fig. 8. Analysis of confocal microscopy images of hippocampal sections. During SE, an
important coexpression in VGAT/ISV2A-IR was observed in PCA1 (F) and Gr (L) layers
compared with the control group-IR (C and I). Scale bar: C 30 ym; also applies to A—L.
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and VGLUT1-IR during this stage. Surprisingly,
the data did not show differences among
evaluated layers compared with the Ctrl group
in any markers (Fig. 10). However, there was an
evident decrease of VGLUT1 in the inner Mol
layer in the LEPI group (Fig. 10D, arrow).

4. Discussion

In this study, one of the most important
findings was the substantial increase in SV2A
levels during SE, with the greatest region-
specific changes observed in the PCA1,
PCA3, and Gr layers. Interestingly, these 3
layers are formed by neuronal soma, in
contrast to the remain- ing layers (with a mainly
dendritic distribution), which did not present
changes in SV2A levels. Continuous limbic
seizures involving excessive neuronal activity
occur during SE [37]; this condition generates
a high demand for neurotransmitter release
that could increase the amount of the SV2A
protein during this stage. The strong intensity
of VGAT-IR inthe PCA1, PCA3, and Gr layers
suggest that the change in SV2A-IR may have
principally occurred in GABAergic interneurons.
Therefore, the known glutamatergic disruption
generated during SE might aug- ment SV2A
expression by increasing the vesicular
recycling in

interneurons that are “struggling” to contain the
exacerbated excitatory activity.  Notably,
granular cells are innervated by the chandelier
and basket GABAergic interneurons that control
the excitatory transmission of the glutamatergic
terminals from the perforating pathway [38,39].
Likewise, pyramidal neurons are highly
innervated by diverse types of GABAergic
interneurons that regulate the transmission of
signals from granular mossy fibers to CA3 and
Schaffer collaterals to CA1 [38,39]. These
interneurons participate in axoaxonic and
axosomatic contacts with the main cells located
in the layers displaying an increase in SV2A
protein levels.

Furthermore, although the SV2A protein is
present in both excitatory and inhibitory
terminals, recent studies have proposed that
SV2A par- ticipates mainly in the GABAergic
system. In a pentylenetetrazol kin- dling model,
a preferential increase in SV2A levels was
observed in the hilar region of the DG, the
principal location of many interneurons con-
taining GABA, suggesting that the increase in
SV2A is a compensatory mechanism to induce
inhibitory neurotransmission [40,41]. Likewise,
in a microdialysis study of a genetic model of
epilepsy, SV2A mutation preferentially inhibited
depolarization-induced GABA but not gluta-
mate release in the hippocampus [42,43].
Finally, hippocampal slices

292



PCA3
VGAT SV2A MERGE
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Fig. 9. Analysis of confocal microscopy images of the CA3 layer. Examples from VGAT/ISV2A
(A—F) and VGLUT1/SV2A (G-L) coexpression during SE are shown. Observe that most
VGAT/ SV2A staining patterns involve the somatic layer (head arrows), while VGLUT1/SV2A-
IR is present in mossy fiber terminals (arrows). Scale bar: C 75 ym; also applies to A—L.
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from SV2A KO mice display an increase in the
frequency of spontaneous excitatory
postsynaptic currents, whereas both the
frequency and am- plitude of spontaneous
inhibitory postsynaptic currents decrease [13].
This dual effect of SV2A on the GABAergic
network suggests that this system is more
sensitive to SV2A [12] as is also suggested
based on our results.

In SE, we also observed a significant increase
in VGLUT1-IR in PCA3. This increase was
expected because PCA3 neurons have a
triggering burst pattern and multiple synaptic
connections [38,39] turn on in a highly
excitable regioninvolved inthe maintenance of
seizures during SE. Moreover, previous
studies have reported an increase in the
number of N-methyl-p-aspartate acid (NMDA)
receptors (specifically those con- taining the
NR1 subunit) at the surfaces of granule cells
and in the den- drites of pyramidal cells in CA3
and CA1 1 h after SE induction what supports
the participation of the excitatory
glutamatergic system [44— 46].

In the early stage of epilepsy, the increase in
SV2A levels observed during SE returned to
baseline values or even decreased. This finding
may be explained by reduced neuronal activity
at this stage as com- pared with the continued
SE activity [25,36]. Although the alterations in
SV2A-IR  observed during SE  were
homogenous, during the late phase of epilepsy,
the SV2A modifications presented high
interindivid- ual variability. This difference may
be related to changes observed dur- ing
epileptogenesis (mossy fiber sprouting, neuron
loss, rewiring of synaptic circuits, and ectopic
cell proliferation [25]) that are being pro-
gressively consolidated. Likewise, the increase
of SV2A-IR, observed in the Mol layer during the
chronic phase, could be associated with the for-
mation of new excitatory or inhibitory neuronal
contacts resulting from pathophysiological
changes in the epileptic brain. Although we did
not observe increases in VGAT or VGLUT1, we
cannot discard the possibility that the
augmentation of SV2A is related to other
different markers, mainly VGLUT markers (i.e.,

VGLUT2 or VGLUT3) since, in epileptic human
tissue, changes in the levels of this family of
proteins have been reported [47]. In addition,
previous studies have shown that the neuronal
activity of entorhinal cortex cells increases during
epilepsy [48]. This region directly innervates the
middle and outer Mol layers of the DG. Thus, the
augmentation of the excitatory activity of these
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terminals may explain the increased
expression of SV2A associated with other
markers.
Notably, our results differ from those
reported by van Vliet et al.

[19] and Hanaya et al. [49], potentially
because of the differences in the animal
model used to induce epilepsy and the
quantification techniques employed.
Another important issue is that van Vliet et
al. [19] showed a SV2A-IR decrease in a
chronic epilepsy model, 6— 8 months post-
SE, where the frequency of seizures could
generate higher excitotoxicity and neuronal
loss. It is well-known that in post-SE models,
unpredictable neuronal death can occur in the
hip- pocampal and parahippocampal areas
[50,51], which could nega- tively affect
SV2A protein expression as the disease
progresses.  Moreover, patients  with
refractory epilepsy that presented this neu-
rological disorder for long periods of time and
lack adequate control of their seizures also
showed decreases in SV2A-IR
[19,20,52,53]. Thus, our results could be
useful for understanding the SV2A protein
expression variations at the beginning, but
not in the advanced, stages of the disease.

VGAT

Ctrl LEPI Ctrl LEPI ’ Ctrl

LM

Finally, it is important to emphasize that the
results presented above have clinical
relevance since recent studies posit that the
SV2A protein may be a master regulator in
different disease processes, including epi-
lepsy [54]. This regulator might be modulated
by neuronal activity (as shown in SE) and
disease severity. Furthermore, SV2A is the
primary molecular target of the antiseizure
and antiepileptogenic drug LEV [15], and it
has been proposed that the expression of this
protein is closely related to the response to
treatment [55]. The important SV2A variability
observed in LEPI animals might generate
different interindi- vidual characteristics that
could be responsible for inconsistent re-
sponses to treatment with LEV in animals and
humans. Further studies are necessary to
address this challenge of contemporary epi-
lepsy research.

5. Conclusions

The present study showed selective changes
in SV2A levels after SE and during late epilepsy
in the hippocampus of lithium-pilocarpine rats.
After SE, SV2A increased in a region-specific
manner in the somatic

VGLUT

Ctrl LEPI ' Ctrl LEPI Ctrl LEPI

Mol H
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Fig. 10. Photomicrographs illustrate VGAT and VGLUT1-IR in the LM, Mol, and hilus layers
in sagittal sections of the dorsal anterior hippocampus of the Ctrl (A and C) and LEPI (B and
D) rats. No differences were found in evaluated regions. Scale bar: 100 um. Bar graphs
depict the values of relative OD obtained for the hippocampal sections of LEPI and Citrl
groups. Data represent the means &+ SEM. Ctrl n = 4; LEPI n = 5.
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layers. The strong intensity of VGAT in these
layers involved mostly GABAergic interneurons,
supporting the hypothesis that SV2A modifi-
cations in SE preferentially depend on the
GABAergic system, without dismissing the idea
that, in PCA3, the glutamatergic system is also
in- volved because of the high excitability
generated during the SE. During late epilepsy,
SV2A increased in LM, Mol, and hilar layers;
however, we did not find a clear glutamatergic
or GABAergic origin that could be modulating
the augmentation of SV2A. Our results suggest
that the SV2A modifications may depend on
several factors, such as neuronal ac- tivity or the
pathophysiology of the nervous tissue, and they
might ap- pear in both excitatory and inhibitory
systems, depending on the epilepsy stage.
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ANEXO 2

En el presente trabajo hemos demostrado que los niveles de proteina SV2A son cruciales
para la respuesta favorable al farmaco anticonvulsivo levetiracetam, sin embargo, podria
haber otros mecanismos involucrados en esta respuesta, por ej. la actividad sinaptica
poblacional. De manera previa se ha postulado que el mecanismo de accion del
levetiracetam podria ser a través del reciclado vesicular, ingresando a la vesicula sinaptica
durante la endocitosis, uniéndose a su blanco molecular y finalmente siendo liberado
durante la exocitosis, por tanto, terminales sinapticas mas activas permitirian un mayor
efecto del levetiracetam. Para tratar de dilucidar esta hipo6tesis nos planteamos un objetivo

adicional:

Correlacionar la amplitud de la espiga poblacional de potenciales provocados
encontrados en el giro dentado y CA3 de ratas epilépticas con el efecto de la

administracion aguda con levetiracetam.
Grupos experimentales

a) Grupo control + solucién salina (n=6). Grupo control al cual se le aplicé una dosis
aguda de solucion salina el dia 56 post SE. Registros provocados antes y después
de la administracién del farmaco.

b) Grupo control + Levetiracetam (n=6). Grupo control al cual se le aplicé una dosis
aguda de levetiracetam el dia 56 post SE. Registros provocados antes y después
de la administracion del farmaco.

c) Grupo epiléptico + solucion salina (n=6). Grupo epiléptico al cual se le aplicé una
dosis aguda de solucién salina el dia 56 post SE. Registros provocados antes y
después de la administracion del farmaco.

d) Grupo epiléptico + Levetiracetam (n=6). Grupo epiléptico al cual se le aplicdé una
dosis aguda de levetiracetam el dia 56 post SE. Registros provocados antes y

después de la administracion del farmaco.

Registro

SE Tx Lev agudo

l Video monitoreo l

I—'—l—l.....---.-...l_——l—b

01 4 7 42 56 Dias

94



Figura 33. Diseno experimental. El dia 1 se administrd litio-pilocarpina a ratas machos Wistar para
inducir el status epilepticus (SE; flecha azul). Para evaluar la respuesta al tratamiento con
levetiracetam, los animales fueron video-monitoreados durante dos semanas antes del registro
electrofisiolégico. El dia 56 post SE se realizo el registro electrofisioldgico, antes y después de una
inyeccion aguda con levetiracetam (300 mg/kg). Posteriormente los animales fueron sometidos a
eutanasia.

Equipo electrofisiolégico

Se utilizé un electrodo de estimulacion (bipolar concéntrico de acero inoxidable recubierto
con teflon y de 25 mm de diametro) y un electrodo de registro (monopolar de acero
inoxidable recubierto con teflon y de 37 mm de diametro). La respuesta electrofisiolégica
fue adquirida a través del modulo MCE 100C (Biopac Systems), amplificada con el médulo
MP150 (Biopac Systems), digitalizada y promediada usando el software Acknowledge 4.2.
La ganancia fue de 200. La tasa de muestreo fue de 10 000 muestras por segundo. Cinco
puntos fueron seleccionados sobre cada promedio de la curva para estimar la pendiente
del potencial post sinaptico excitador y la amplitud de la espiga poblacional. Se utilizé una

unidad de aislamiento de estimulos fotoeléctricos (PSIU) modelo 6
Procedimiento quirurgico. Cirugia extereotaxica

Los registros electrofisiologicos se realizaron en el dia 56 post SE y debido a que cada
registro tenia una duracién de 8 horas sélo se pudo evaluar un animal por dia. Los grupos
epilépticos y controles fueron registrados de manera alternada. Los animales se
anestesiaron con uretano (1.5 mg/kg, i.p., Sigma) y 40 minutos después se montaron en
un equipo estereotaxico; la postura correcta se evaluo a través del reflejo ocular al introducir
los lapices metalicos en el canal auditivo (Figura 34). Se realizd una incision en la piel del
craneo siguiendo el eje antero-posterior, esto para descubrir el craneo y ubicar las
coordenadas en donde se colocarian los electrodos. Se retird el tejido conectivo que cubria
el craneo y con H2O; se expusieron las suturas craneales que dan origen a dos puntos de
intersecciéon: Bregma y Lambda (Figura 34). Para cerciorarse de que el animal presente la
misma inclinacién en todos los puntos de la cabeza, se midié la coordenada dorso-ventral
en Bregma y Lambda, ajustando el estereotaxico hasta obtener los mismos valores para
ambos puntos. En seguida se tomo el valor de Bregma con ambos electrodos (estimulacion

y registro) y se realizé el calculo correspondiente para llegar a la coordenada a analizar.
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Figura 34. Colocacion de la rata en el equipo estereotaxico y ubicacion de los puntos
anatomicos Bregma y Lambda. A. Para la correcta colocacion de la rata en el eje latero-medial,
los lapices del equipo estereotaxico se colocan en el orificio auditivo de la rata, quedando ambos
lapices centrados y ajustados (al subir o bajar la cabeza de la rata debe mantenerse en esa
posicion). Con respecto a la correcta posicion dorso — ventral, se midio la profundidad al tocar el
electrodo en Bregma y luego en lambda, obteniendo valores iguales para ambos puntos. B. El punto
anatémico Bregma se forma por la interseccion de la sutura coronal con la sutura sagital (flecha
negra), mientras que Lambda se forma por la interseccion de la sutura sagital y la sutura lambdoidea
(flecha blanca).

Para la obtencion del registro electrofisiolégico del giro dentado se implanté el electrodo de
estimulacion en el haz angular de la via perforante (AP +7.2; LM +4.1; DV -2) y el electrodo
de registro en el hilus del DG ipsilateral (AP -3.5; LM -2.1; DV -3.5). Mientras que para la
region CA3 se coloco el electrodo de estimulacion en la via comisural (AP +1.7; LM +1; DV
-3.3) y el de registro en la region de CA3 ipsilateral (AP -3.4; LM -3.2; DV -3.3). A pesar de
que las coordenadas ventrales se calcularon de manera teodrica, las coordenadas finales
se obtuvieron durante el monitoreo del registro electrofisiolégico de la respuesta provocada

en la zona evaluada seguido del pulso de estimulacion.

Se mantuvo la temperatura rectal a 37°C durante todo el registro electrofisiologico.
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Registros electrofisiolégico

LEV
6 -
Estabilzacion S Pulsos 3 g Cuva Pulsos
I/O pareados | ® e} 1/O pareados |
| | |l | p Horas
11 | |
0 2 2:33 3:20 3:35 4:35 4:50 5:23 6:10

Figura 35. Diseiio experimental de los protocolos utilizados en el registro electrofisiolégico.
El dia 56 post SE se llevo acabo el registro electrofisioldgico. Después de la obtencion de la sefal
caracteristica para cada region se corrié el protocolo de estabilizacion (2 horas), posteriormente la
curva estimulo-respuesta (curva I/0, 33 minutos), al término de éste protocolo se paso el protocolo
de pulsos pareados (48 minutos) y finalmente registro basal (15 minutos). Se administré6 una
inyeccion aguda de levetiracetam (300 mg/kg; i.p.) y 60 minutos después se obtuvo el registro basal,
de manera subsiguiente el protocolo de curva estimulo-respuesta y se concluyo con el protocolo de
pulsos pareados.

Estabilizacion

Una vez obtenida la morfologia de la respuesta para cada region se permitio un periodo de
estabilizacién de la sefial. Este protocolo consistid en liberar pulsos monofasico con
duracion de 0.1 ms y amplitud de 1500 pA cada 15 minutos (intervalo inter-serie) durante
un tiempo total de 2 horas. Con la intencién de tener réplicas de cada tiempo de
estimulacion, se aplicaron 5 pulsos por cada tiempo de estimulacion, con un intervalo inter

pulso de 5 s (Figura 36).

Pulso monofasico

Intervalo O-Lans
Inter-series

15 min
—_—

1500 pA

-

Intervalo Tiempo total de estabilizacion 2h
Interpulso

Ss

Figura 36. Protocolo de estabilizacion. Se dieron 9 series conformados por 5 estimulos cada uno.
El intervalo entre cada pulso fue de 5 segundos y el tiempo transcurrido entre cada tren fue de 15
minutos.

Curva estimulo/respuesta

El registro para la obtencion de la curva I/O consistio en la liberacion de pulsos monofasicos
con duracion de 0.1 ms y 16 series con intensidad ascendente. Cada serie estuvo

conformado por 5 pulsos de la misma intensidad; las intensidades correspondieron a 50,
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100, 200, 300...1500 pA. El intervalo inter pulso fue de 10 s y el intervalo inter series fue
de 120 s (Figura 37).
Pulso monofasico
Intervalo 0.1ms

Inter-series
120s

1000 1100 1200 1300 1400 1500 pA

50- 1:)00

Intervalo
Interpulso
10s

Tiempo total 33°

Figura 37. Protocolo curva estimulo-respuesta. Se dieron 16 series conformados por 5 estimulos
cada uno; cada tren despleg6 una intensidad creciente, comenzando con 50 pA, posteriormente 100
MA 'y aumentando 100 pA en cada tren hasta alcanzar los 1500 pA. El intervalo entre cada pulso fue
de 10 segundos y el tiempo transcurrido entre cada serie fue de 120 segundos.

Pulsos pareados. Depresion y facilitacion

Para evaluar la depresion y facilitacion en cada regién se liberaron 5 series con 10 pares
de pulsos cuadrados monofasicos por cada respuesta (con una intensidad que produjo el

20, 50 y 100 % de la respuesta maxima). Cada pulso tuvo una duracion de 0.1 ms.

Para el giro dentado el intervalo inter par fue de 10 s, mientras que el intervalo inter pulso
fue de 10, 20, 30, 70 y 250 ms para cada serie (Figura 38).

Intervalo Inter-series PR
Pulso monofdsico

200 segundos
0.1ms
Intervalo 1500 A / =
Interpar 20y 50% = ©
10s o £
— E = 8
> C O

Intervalo Intervalo Intervalo Intervalo Intervalo
Interpulso Interpulso Interpulso Interpulso Interpulso o

10ms 20ms 30ms 70ms 250ms

Tiempo total 47°

Figura 38. Protocolo pulsos pareados. Se dieron 10 pares de estimulos cada uno. Cada serie
presento diferente tiempo entre pares de pulso. El primer tren tuvo intervalos inter pulso de 10 ms,
el segundo de 20 ms, el tercero de 30 ms, el cuarto de 70 ms y el quinto de 250 ms. El intervalo inter
par fue de 10 s y el intervalo entre cada tren fue de 200 s. Los 5 trenes se corrieron para el 20 %,
50 % y 100 % de la respuesta maxima obtenida en la curva I/O con una intensidad de 1500 pA. La
duracion de los 5 trenes fue de 15 min y el tiempo total de 47 min.

Para la region de CA3 el intervalo inter par fue de 10 s y los intervalos inter pulsos fueron
de 10, 30, 50, 100 y 800 ms para cada tren (Figura 39).
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Intervalo Inter-series Pulso monofdsico
200 segundos 0.1ms
Intervalo 1500 pA
Interpar 20y 50%
10s
— -
>
Intervalo Intervalo Intervalo Intervalo Intervalo
Interpulso Interpulso Interpulso Interpulso Interpulso
10ms 30ms 50ms 100 ms 800 ms

Tiempo total 47°

Figura 39. Protocolo pulsos pareados. Se dieron 10 series de estimulos cada uno. Cada tren
presento diferente tiempo entre pares de pulso. El primer tren tuvo intervalos inter pulso de 10 ms,
el segundo de 30 ms, el tercero de 50 ms, el cuarto de 100 ms y el quinto de 800 ms. El intervalo
inter par fue de 10 s y el intervalo entre cada tren fue de 200 s. Los 5 trenes se corrieron para el 20
%, 50 % y 100 % de la respuesta maxima obtenida en la curva I/O con una intensidad de 1500 pA.
La duracion de los 5 trenes fue de 15 min y el tiempo total de 47 min.

Parametros a evaluar en cada protocolo

La pendiente de la fase ascendente del potencial postsinaptico excitador (PPSE) se
determind en un intervalo fijo, se dividié en 3 tercios y el tercio de en medio fue el que se
tomd en cuenta. La amplitud de la espiga poblacional se calculd a través de la diferencia
de voltaje entre el punto mas negativo de la punta y una linea que conecta el comienzo de

la espiga con el pico positivo del potencial postsinaptico.

RESULTADOS

Resultados preliminares de 3 animales epilépticos evaluados antes y después de la
administracion aguda con levetiracetam. En la figura 40 se observa que no hay cambios
significativos en la amplitud de la espiga poblacional, ni en la pendiente del potencial post
sinaptico excitador, antes y una hora después de la administracion aguda del levetiracetam
en ratas epilépticas. A pesar de que no se observan cambios en la pendiente del potencial

postsinaptico excitador.

De manera previa se ha reportado en el giro dentado una disminucion en la amplitud de la
espiga poblacional después de la administracion aguda del levetiracetam, nuestros datos
no muestran diferencias, esto podria deberse a las dificultades técnicas que tuvimos
durante los registros electrofisiolégicos y al numero de animales evaluados (n=3) ya que

hay una gran variabilidad inter individual.
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Figura 40. El levetiracetam no modifica la transmisién sinaptica en el giro dentado. Se muestra
la curva estimulo-respuesta de animales epilépticos registrados antes y una hora después de la
administracion del levetiracetam. Se evalué el porcentaje de cambio de la pendiente del potencial
post sinaptico excitador y la amplitud de la espiga poblacional al aplicar estimulos monofasicos con
estimulos de intensidad crecientes. Los datos representan la media + SEM
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